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จิตมนสั  นิกาจ๊ิ : การพฒันาสูตรและวธีิการใชชี้วภณัฑ์เช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis  
เพื่อควบคุมโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลี (DEVELOPMENT OF FORMULATION 
AND APPLICATION OF Bacillus subtilis FOR CONTROLLING  SOFT ROT 
DISEASE OF CHINESE MUSTARD) อาจารยท่ี์ปรึกษา : ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.ณฐัธิญา  
เบือนสันเทียะ, 121 หนา้. 

 
การทดลองน้ี มีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาสูตรชีวภณัฑจ์ากเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis สาย

พนัธ์ุ CaSUT007 (CaSUT007) เพื่อควบคุมโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลี (Brassica juncea) โดยท า
การพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมกับเช้ือ จ านวน 3 สูตร พบว่า สูตร molasses ผสม diamonium 
phosphate และ yeast extract (MDY) มีป ริมาณ เช้ือ เพิ่ ม สู ง ท่ี สุ ด เท่ ากับ  1.30±0.16x109cfu.ml-1 
หลงัจาก 48 ชัว่โมง น าสูตรดงักล่าวไปพฒันาเป็นสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์แบบผงแห้งจากการพ่นฝอย 
(spray dry) ภายใตอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสม และใชเ้ป็นกลา้เช้ือในการทดสอบวิธีการเพิ่มขยายในอาหาร
สูตรขยาย 3 สูตร พบวา่ สูตรท่ีสามารถเพิ่มปริมาณกลา้เช้ือไดสู้งท่ีสุดคือ สูตร MDY และท่ีกรรมวิธี
การเขยา่ทุก 6 ชัว่โมง จากนั้นทิ้งไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยพบวา่ เช้ือสามารถเพิ่มปริมาณไดเ้ท่ากบั 
8.2×107 cfu.ml-1 จากการทดลองหาอตัราส่วนของสารชีวภณัฑท่ี์เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ  พบวา่
การใชส้ารชีวภณัฑสู์ตร SJN007 อตัราส่วน 0.5 กรัม ต่ออาหารขยาย 1 ลิตร สามารถเพิ่มปริมาณของ
เช้ือได ้1.7×108 cfu.ml-1 การทดสอบประสิทธิภาพการท าให้อาหารขยายปลอดเช้ือและลดอตัราการ
ปนเป้ือนจ านวน 5 กรรมวิธี พบว่า กรรมวิธีการเติมสารโปตสัเซียมเมตาไบซลัไฟต ์(K2S2O5) ความ
เขม้ขน้  250 ppm ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนั้นเล้ียงกลา้เช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีการปนเป้ือน
ของเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืนเพียง 1.0±0.14×101 cfu.ml-1 เม่ือเทียบกบักรรมวิธีมาตรฐานคือ การน่ึงฆ่า
เช้ือท่ีไม่พบการปนเป้ือนจากเช้ือจุลินทรีย ์การเปรียบเทียบอตัราส่วนระหว่างกลา้เช้ือ (starter) กบั
อาหารสูตรขยายท่ีเติมสารโปตสัเซียมเมตาไบซัลไฟต์ พบว่า อตัราส่วน 1:10 มีปริมาณเช้ือเท่ากบั 
1.47±0.86×108  cfu.ml-1 และเม่ือน าเช้ือท่ีผ่านการเพิ่มปริมาณจากกล้าเช้ือสูตรส าเร็จมาใช้ในการ
ควบคุมโรคเน่าเละท่ีเกิดจากเช้ือ Erwinia carotovara pv. carotovora ในผักกาดเขียวปลีพันธ์ุ  
MAX018 ในสภาพเรือนทดลอง จ านวน 9 กรรมวธีิ พบวา่ กรรมวิธีการคลุกเมล็ดและแช่รากดว้ยเช้ือ
ขยายจากกลา้เช้ือสูตร SJN007 อตัราส่วน 1:50 ร่วมกบัการฉีดพ่น 3 คร้ัง หลงัยา้ยปลูก 10, 20 และ 
30 วนั สามารถควบคุมการเกิดโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลีไดสู้งท่ีสุดอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
เท่ากบั 92 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ กรรมวิธีการควบคุมโรคดว้ยสารเคมี และสูตรส าเร็จ Bacillus 
ทางการคา้ ซ่ึงสามารถลดการเกิดโรคเน่าเละได ้เท่ากบั 69 และ 27 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั ยิ่งไปกว่า
นั้ นเม่ือน าตัวอย่างผกักาดเขียวปลีท่ีได้จากการทดลองในสภาพเรือนทดลองไปวิเคราะห์การ
เปล่ียนแปลงของสารชีวเคมีโดยใช้เทคนิค FT-IR spectroscopy พบว่า มีการเปล่ียนแปลงของสาร       



 ข 

ในกลุ่มไขมนัเพิ่มสูงข้ึนในกลุ่ม  lipid และ triglycerides (1739 cm-1)  กลุ่ม lipids (1460 cm-1) และ
กลุ่มของ amino acid และ fatty acids (1406 cm-1) และพบวา่มีปริมาณโปรตีน ß-sheet protein (1631 
cm-1)  amide I (1642 cm-1) และกลุ่ม amide II (1560 cm-1) มีปริมาณเพิ่มสูงข้ึน และมีการสะสมของ 
pectin และ lignin จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นวา่ การใชชี้วภณัฑ์กลา้เช้ือสูตร SJN007 ท่ีผลิตจาก
เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเน่าเละ
ใหก้บัผกักาดเขียวปลีไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  
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The aim of this study was to develop formulation and application of Bacillus 

subtilis strain CaSUT007 to control soft rot disease in Chinese mustard (Brassica 

juncea).  The strain CaSUT007 was cultured in 3 different media. It was found that 

molasses supplemented with diamonium phosphate and yeast extract (MDY) gave the 

highest concentration of bacteria at 1.30±0.16x109 cfu.ml-1 after 48 hr. The CaSUT007 

was subsequently formulated into a spray dry starter formulation (JN007 bioproduct) 

under a suitable air temperature. Then, the JN007 starter was cultured in 3 different 

multiplication media, and the bacterial growth was monitored. It was found that the 

MDY medium gave the highest concentration of CaSUT007 cells at 8.2×107 cfu.ml-1 

after 24 h with twice shaking at 6 h. A suitable ratio of the JN007 starter to the 

multiplication medium was observed at 0.5 g per 1 liter, yielding the cell 

concentration of 1.7×108 cfu.ml-1 after  24 h. Five different decontamination methods 

were tested to reduce other microbial populations in the multiplication medium. It was 

found that 250 ppm of potassium metabisulfite could reduce the contamination 

significantly, having only 1.0±0.14×101 cfu.ml-1 of other contaminants compared to 

none when the standard autoclave was used. The ratio of multiplied culture and 

multiplication media was observed, and it was found that the ratio 1:10 gave maximum  



 ง 

bacterial cell at the concentration of 1.47±0.86×108 cfu.ml-1. The formulation was 

further tested for its induced resistance ability against soft rot bacterial pathogen, 

Erwinia carotovara pv. carotovora (ECC) in Chinese mustard, MAX018 cultivar 

under a greenhouse condition. The result revealed that seed soaking combined with 

root dipping and foliar spray at 10, 20 and 30 days after planting with  the 

multiplication culture of JN007 at the ratio 1:50 showed the significantly highest 

percentage of disease reduction at 92% compared  to those of the chemical and 

commercial Bacillus, which were only 69 and 27%, respectively. Biochemical 

component changes in the treated Chinese mustard leaves were analyzed at 7 days 

after the ECC challenged inoculation by FT-IR spectroscopy. The result revealed 

higher amount of lipid and triglycerides (1739 cm-1), lipids (1460 cm-1), amino acid and 

fatty acids (1406 cm-1), ß-sheet protein (1631 cm-1),  protein amide I (1642 cm-1), and 

amide II (1560 cm-1).The biochemical changes were suggested to associate with pectin 

and lignin accumulation, making the induced Chinese mustard more resistant to soft 

rot disease. Therefore, the starter formulation SJN007 of B. subtilis strain CaSUT007 

can be effectively used to reduce soft rot disease. 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
1.1 ทีม่ำและควำมส ำคญัของปัญหำ 

แบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและชกัน าความตา้นทานพืช (Plant  

growth promoting rhizobacteria : PGPR) ถูกน ามาวิจยัและประยุกต์ใช้เพื่อป้องกันก าจดัโรคพืช
ทดแทนการใชส้ารเคมีมากข้ึน โดยเฉพาะอยา่งยิง่เช้ือแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus sp. เน่ืองจากมีกลไก
ท่ีส าคญั อาทิ การสร้างสารปฏิชีวนะ และเอนไซมท่ี์สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคพืชได้
ทั้งทางตรงและทางออ้ม นอกจากน้ียงัพบวา่เช้ือแบคทีเรียเหล่าน้ี มีความสามารถในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชและชักน าให้พืชมีความตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรคพืชแบบกระจายทัว่ทั้งตน้ 
(induced systemic resistance : ISR) (สุดฤดี ประเทืองวงศ์, 2552; นลินา เหมสนิท และคณะ, 2552; 
Kloepper et al., 2004; Choudhary et al., 2009)  ในประเทศไทยได้มีการศึกษาการใช้  B. subtilis 
จ  านวนหลายสายพนัธ์ุและมีการวิจยัสูตรส าเร็จชนิดต่าง ๆ ของผลิตภณัฑ์จากเช้ือ B. subtilis เช่น 
สูตรน ้ า สูตรผงแห้ง สูตรเม็ด แต่ยงัไม่มีการใช้แพร่หลายนัก (อจัฉรา เพ็งหนู, 2550; กุศล ถมมา, 
2556; Jayaraj et al., 2006) ซ่ึงเช้ือ Bacillus ดงักล่าวมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือราและแบคทีเรีย
สาเหตุโรคพืชหลายชนิด เช่น การใชเ้ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์B. licheniformis สายพนัธ์ุ SP009s มาท า
การคลุกเมล็ดร่วมกบัการฉีดพ่นตน้กะหล ่าดอก พบว่า เช้ือดงักล่าวมีประสิทธิภาพในการส่งเสริม
การเจริญเติบโตและลดความรุนแรงของโรคเน่าเละได้ 84 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีการ
ควบคุม (วิลาวรรณ์ เช้ือบุญ และคณะ, 2551) นอกจากน้ี การใช ้B. firmus ควบคุมโรคใบจุดนูนของ
ถั่วเหลืองได้โดยลดความรุนแรงของโรค  37.4-51.3 เปอร์เซ็นต์ และเพิ่มผลผลิต 5.60-22.44 
เปอร์เซ็นต์ ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากบัการใชส้ารเคมี (สุพจน์ กาเซ็ม และสุดฤดี ประเทือง
วงศ์, 2546) และในปี 2557 ชานนทร์ แสงจนัทร์ ได้ท าการศึกษาการคลุกเมล็ดด้วยเช้ือ B. subtilis 
สายพนัธ์ุ CaSUT007 ร่วมกบัฉีดพน่กรดซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 200 ppm สามารถลดการเกิดโรคเน่า
เละของผกักาดเขียวปลีได้ 47.1 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงเทียบเท่ากบัการใช้สารเคมีคอปเปอร์ไฮดรอกไซด ์
อยา่งไรก็ตาม การศึกษาท่ีผา่นมาส่วนใหญ่ใชเ้ช้ือแบคทีเรีย  B. subtilis ในรูปเซลลส์ด (fresh culture) 
และสูตรหัวเช้ือชนิดผงผสมสารพา (powder formulation) ซ่ึงจะมีอายุการเก็บรักษาสั้ น และเม่ือ
น าไปใชจ้ริงในสภาพไร่ของเกษตรกรพบวา่ ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคพืชลดลง เน่ืองจาก 1) 
ความไม่คงตวัของผลิตภณัฑ์ 2) เช้ือมีจ านวนลดลงระหว่างการเก็บรักษาส่งผลให้ปริมาณเช้ือไม่

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kloepper%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18944464
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501308000566
http://www.tandfonline.com/author/Jayaraj%2C+J
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เพียงพอท่ีจะควบคุมเช้ือสาเหตุโรคพืช จากปัญหาท่ีกล่าวมาขา้งตน้งานวจิยัคร้ังน้ีมุ่งเนน้ศึกษาวธีิการ
ผลิตหัวเช้ือ (inoculum) ในรูปผงแห้ง แลว้น าไปเพิ่มปริมาณในอาหารเล้ียงหัวเช้ือ (starter medium) 
เพื่อกระตุน้การเจริญและเพิ่มปริมาณ จากนั้นจึงใชห้วัเช้ือท่ีผลิตไดไ้ปเพิ่มปริมาณในอาหารเล้ียงเช้ือ
สูตรขยาย (multiplication media) เพื่อให้ไดป้ริมาณมากพอในอาหารก่อนน าไปใช้ฉีดพ่นในสภาพ
ไร่ต่อไป วธีิการปฏิบติัลกัษณะน้ีคลา้ยกบัขั้นตอนการผลิตน ้าหมกัชีวภาพท่ีเกษตรกรมีประสบการณ์
ในการใชอ้ยูแ่ลว้ ดงันั้นการน าหวัเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. ในรูปแบบแห้งมาเพิ่มปริมาณในอาหาร
สูตรจ าเพาะ จึงเป็นเทคนิคท่ีน่าสนใจในการท่ีจะเพิ่มปริมาณเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์เพื่อใช้ใน
การควบคุมโรคพืช โดยในการทดลองน้ีจะทดสอบในผกักาดเขียวปลีเพื่อควบคุมโรคเน่าเละท่ีเกิด
จากเช้ือแบคทีเรีย Erwinia carotovora pv. carotovora 
 

1.2 วตัถุประสงค์กำรวจิัย 
1. เพื่อพฒันาสูตรชีวภณัฑ์จากเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีเหมาะสมในรูปแบบผงแห้งดว้ยวิธี

อบแหง้แบบพน่ฝอย (spray dry) 
2. เพื่อศึกษาวิธีการใช้ชีวภณัฑ์จากเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ในการควบคุมโรคเน่าเละของ

ผกักาดเขียวปลี 
 

1.3 สมมติฐำนกำรวจิัย 
1. การพฒันาสูตรชีวภณัฑ์จากเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ให้เหมาะสมจะสามารถเพิ่มปริมาณ

การรอดชีวติของเช้ือจากกระบวนการผลิตแบบแหง้ได ้ 
2. วธีิการใชชี้วภณัฑ์จากเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีเหมาะสมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการ

ควบคุมโรคเน่าเละใหก้บัผกักาดเขียวปลีได ้
 

1.4  ขอบเขตกำรวจิัย 
การวิจยัคร้ังน้ีมุ่งเน้นศึกษาถึงการพฒันาชีวภณัฑ์จากเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ 

CaSUT007 โดยวิธีอบแห้งแบบพ่นฝอย พฒันาวิธีการใชท่ี้เลียนแบบกระบวนการหมกั และทดสอบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเน่าเละผกักาดเขียวปลีท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Erwinia carotovora 
pv. carotovora ในสภาพโรงเรือนทดลอง 
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1.5  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
1. สามารถพฒันาสูตรชีวภณัฑ์จากเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีเหมาะสมในรูปแบบผงแห้งดว้ย

วธีิอบแหง้แบบพน่ฝอย 

2. ทราบวิธีการใชชี้วภณัฑ์จากเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ในการควบคุมโรคเน่าเละของผกักาด

เขียวปลีไดท่ี้มีประสิทธิภาพ 
 



 

 

บทที ่2 
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 
2.1 ความส าคญัและปัญหาของการผลติผกักาดเขยีวปลี 

ผกักาดเขียวปลี (Brassica juncea L) มีถ่ินก าเนิดในทวีปเอเชีย (Tindall, 1968; Bantoc, 1970) 
ช่ือสามญัมีหลายช่ือได้แก่ Leaf mustard หรือ Indian mustard หรือ Chinese mustard (เต็ม สมิตินนทน์, 
2544) หรือ Swatow mustard (เกษม พิ ลึก, 2524) การผลิตผกักาดเขียวปลีในประเทศไทยแบ่ง
ออกเป็น 3 กลุ่มตามวตัถุประสงคข์องการผลิต คือ ผกัสด เมล็ดพนัธ์ุ และผกัดองหรือผกัแปรรูป ซ่ึง
ผกักาดดองบรรจุกระป๋องเป็นสินคา้ผกัแปรรูปอีกรายการหน่ึงท่ีไดรั้บความนิยม ซ่ึงในระยะแรกจะ
เป็นการดองในระดบัครอบครัว และเร่ิมมีการขยายตวัของบริษทัผูผ้ลิตผกัดองหลายราย โดยมีมูลค่า
การขายผกัดองกระป๋องภายในประเทศประมาณ 950 ลา้นบาทต่อปี แต่ต่อมาความตอ้งการในตลาด
สูงข้ึนมีการส่งออกไปจ าหน่ายต่างประเทศเพิ่มมากข้ึน โดยพบวา่สถานการณ์การส่งออกในปี 2558 
มีการส่งออกผกักาดดองเปร้ียวไปยงัทวีปยุโรปและอเมริกา มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงมีการรับซ้ือ
ไม่ต ่ากวา่ 300 ลา้นบาท เพิ่มข้ึนปีละไม่ต ่ากวา่ 10-15 เปอร์เซ็นต ์(สุรชยั ไชยนิตย,์ 2558) ในปัจจุบนั
ระบบการผลิตผกักาดเขียวปลีของเกษตรกรมกัประสบปัญหาการเขา้ท าลายของโรคพืชต่าง ๆ ซ่ึงเกิด
จากการปลูกพืชเดิมติดต่อกนัเป็นเวลานานท าใหเ้กิดการสะสมของโรค โดยโรคท่ีส าคญัโรคหน่ึง คือ 
โ ร ค เน่ า เล ะ ท่ี เ กิ ด จ า ก เ ช้ื อ  Erwinia carotovora pv. carotovora (New name: Pectobacterium 
carotovorum sub sp. carotovorum) (วิลาวรรณ์ เช้ือบุญ, 2551; Hauben et al., 1999 ) โรคดงักล่าวน้ี
สามารถเกิดไดท้ั้งก่อนและหลงัการเก็บเก่ียว โดยก่อนเก็บเก่ียวสามารถเขา้ท าลายพืชร่วมกบัการเขา้
ท าลายของแมลง เช่น หนอนกระทู้ผกั ด้วงหมดัผกั และร่วมกบัโรคอ่ืนๆ อาทิ โรคเน่าคอดิน รา
น ้ าคา้ง (ไทยเกษตรศาสตร์, 2555; Zhao et al., 2013) ส่วนหลงัเก็บเก่ียวสามารถเขา้ท าลายโดยเขา้
ทางบาดแผลท่ีเกิดจากการเก็บเก่ียวผลผลิต ท าให้ผลผลิตลดลงทั้งปริมาณและคุณภาพมากกว่า 50 
เปอร์เซ็นต ์ของผลผลิตทั้งหมด ภายในระยะเวลาเพียง 6-24 ชัว่โมงหลงัจากเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค
เขา้ท าลาย (ไทยเกษตรศาสตร์, 2556) นอกจากน้ี เช้ือยงัสามารถสะสมอยูใ่นดินและเศษซากพืชท่ีเป็น
โรคไดเ้ป็นเวลานาน (ข่าวเตือนการระบาดศตัรูพืชประจ าสัปดาห์, 2553) และมีรายงานพบวา่ มีการ
ระบาดทัว่ไป และสามารถติดไปกบัเมล็ดพนัธ์ุ ท าให้มีการระบาดไปสู่พื้นท่ีใหม่ (Zhao et al., 2000) 
นอกจากน้ียงัมีแมลงบางชนิดท่ี นอกจากเป็นตวัช่วยแพร่กระจาย เช้ือแลว้ยงัเป็นท่ีอาศยัอยู่ขา้มฤดู
ของเช้ือ (Doane and Chapman, 1964) การป้องกนัโรคเน่าเละนั้นเกษตรกรมีการใช้สารเคมีในการ
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ควบคุมโรค เช่น copper hydroxide อตัรา 30-50 กรัม ผสมน ้ า 20 ลิตรฉีด พ่นป้องกนัโรคทุก ๆ 7-10 
วนั (ชนวน รัตนวราหะ, 2537 ; ศศิธร วุฒิวณิชย,์ 2545) ซ่ึงมีรายงานวา่ถา้หากเช้ือโรคพืชโดยเฉพาะ
เช้ือแบคทีเรีย ได้รับสารเคมีชนิดใดชนิดหน่ึงติดต่อกนัเป็นระยะเวลานานจะมีความตา้นทานต่อ
สารเคมีชนิดนั้นไดใ้นท่ีสุด (Burr et al., 1988) แต่การใช้สารเคมีมากเกินความจ าเป็น และผิดวิธี 
ก่อให้เกิดปัญหาตน้ทุนการผลิตสูง ปัญหาสารพิษตกคา้งในผลผลิตซ่ึงส่งผลกระทบต่อการส่งออก 
เป็นอนัตรายต่อเกษตรกรผูใ้ช ้ผูบ้ริโภค และสภาพแวดลอ้ม เน่ืองจากผูผ้ลิตและผูบ้ริโภคจะค านึงถึง
สุขอนามยั ความปลอดภยัและมลพิษในส่ิงแวดลอ้มมากข้ึน  

 

2.2  ข้อมูลทัว่ไปของเช้ือแบคทเีรีย Bacillus sp. 
เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์สกุล Bacillus เป็นกลุ่มท่ีไดรั้บความนิยมในอนัดบัตน้ ๆ เน่ืองจากมี

คุณสมบติัเด่นหลายประการ เช่น สามารถสร้างเอนโดสปอร์ (endospore) ท่ีทนทานต่อสารเคมี รังสี 
และความร้อนไดดี้กว่าเซลล์ปกติ เป็นแบคทีเรียท่ีพบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติ มีความทนต่ออุณหภูมิ
ช่วงกวา้งตั้งแต่ -5 ถึง 75 องศาเซลเซียส สามารถเจริญไดใ้น pH 2-8 ทนความเค็มของเกลือ NaCl ได้
ถึง 25 เปอร์เซ็นต์ และสามารถเจริญไดใ้นท่ีอุณหภูมิสูงถึง 55 องศาเซลเซียส นอกจากน้ี แบคทีเรีย
สกุล B. subtilis ยงัมีกลไกการเป็นปฏิปักษ์ท่ีส าคญัหลายรูปแบบ เช่น สามารถสร้างสารปฏิชีวนะ
และ เอนไซม์ได้โดยส ามารถส ร้างส ารป ฏิ ชี วนะได้หลายชนิด  เช่น  bacillomycin, iturin, 
mycosubtilin, bacilysin, fengymycin และ mycobacillin เป็นตน้ สารเหล่าน้ี สามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือสาเหตุโรคพืชไดน้อกจากนั้นยงัสามารถสร้างเอนไซม์ท่ีส าคญัไดแ้ก่ glucanase ท่ีสามารถ
ย่อยสลาย glucans และ chitinase ท่ีสามารถย่อยผนังเซลล์ของเช้ือราได้ แบคทีเรียสกุล Bacillus 
subtilis บางชนิดเม่ืออยู่ในสภาพท่ีขาดธาตุเหล็ก จะสามารถสร้างสาร siderophoreได้ ซ่ึงสาร
ดังกล่าว จะไปจับกับ ferric iron แล้วเคล่ือนย้ายเข้าสู่ตัวรับ (receptor) ท่ีบริเวณผนังเซลล์ของ
แบคทีเรียเพื่อน าไปใช้ประโยชน์ ซ่ึงจะรบกวนกระบวนการเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณของเช้ือ
สาเหตุโรคพืชท่ีอยู่บริเวณเดียวกนั ท าให้การเกิดโรคของพืชลดลงนอกจากน้ี ยงัพบว่า แบคทีเรีย 
Bacillus sp. หลายชนิด เป็น PGPR ท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เช่น ขา้วฟ่าง พริก มะเขือ
เทศ และในพืชตระกูลกะหล ่า เป็นตน้ (สุดฤดี ประเทืองวงศ,์ 2552; กฤติเดช อนนัต ์และคณะ, 2559; 
Rajet et al., 2003; Domenech et al., 2006; Kumar et al., 2011) 
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2.2.1  อนุกรมวธิาน ( Taxonomy) ของ Bacillus sp. 
              Subkingdom : Firmicutes 

               Division : Bacilli  
               Order : Bacillales 

            Family : Bacillaceae 
          Genus : Bacillus 

           Species : Bacillus subtilis 
          Binomial name : Bacillus subtilis 

 
2.2.2  ลกัษณะทัว่ไปของ Bacillus sp.  
Bacillus คือ แบคทีเรีย (bacteria) รูปร่างเป็นท่อน (rod shape) ยอ้มติดสีแกรมบวก (Gram 

positive bacteria) อยูใ่นวงศ ์Bacillaceae ซ่ึงอยูใ่นวงศเ์ดียวกบั Clostridium และ Desulfotomaculum  
เคล่ือนท่ีดว้ยแฟลกเจลล่า (flaggella) ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญเติบโต (aerobic bacteria) แต่
บางชนิดเป็น facultative anaerobe เป็นแบคทีเรียท่ีทนต่อความร้อน (thermoduric bacteria) ท่ีสร้าง
เอนโดสปอร์ (spore forming bacteria) สปอร์แบคทีเรีย (bacterial spore) ของ Bacillus จะทนต่อ
ความร้อน ทนต่อความแหง้แลง้ สารเคมี และสภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมต่าง ๆ ไดดี้ (ภทัรชยั 
กีรติสิน, 2551; Frandberg et al., 1994; Brooks et al., 2015) 

Bacillus เป็น protiolytic bacteria มีเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยโปรตีนในอาหารให้เป็นกรดอะมิ
โน เป็นจุลินทรียส์าเหตุส าคญัท่ีท าให้อาหารเส่ือมเสีย (microbial spoilage) และท าให้อาหารท่ีเน่า
เสียเกิดกล่ินเหม็นของ B. subtilis จะเป็นแบบท่อนและอาจมีลกัษณะยน่เป็นสีครีมถึงสีน ้ าตาล (ภทัร
ชยั กีรติสิน, 2551; Frandberg et al., 1994; El-Hassan and Gowen, 2006; Brooks et al., 2015) 

2.2.3  การน า Bacillus มาใช้ในการควบคุมโรคพืช 
มีงานวิจยัท่ีศึกษาเก่ียวกบัการน า B. subtilis มาใช้ประโยชน์ในดา้นการควบคุมโรคโดยชีว

วิธีและการเป็นเช้ือปฏิปักษ์ต่อเช้ือสาเหตุโรคพืชซ่ึงมีความส าคญัในการน ามาประยุกต์ใช้ในทาง
การเกษตรเพื่อเป็นการลดปัญหาการใชส้ารเคมีในพืชไดเ้ป็นอยา่งดีโดย ในปี 1996 Asaka and Shoda 
ได้ศึกษา B. subtilis สายพนัธ์ุ RB14 ท่ีสามารถสร้างสารยบัย ั้งเช้ือก่อโรคในพืชคือสารปฏิชีวนะ 
iturin A และ surfactin ซ่ึงพบว่าสารทั้ง 2 ชนิดสามารถยบัย ั้งเช้ือราก่อโรคโคนเน่าคอดินท่ีเกิดจาก
เช้ือรา R. solani ในมะเขือเทศ Brian et al., (2002) ไดท้  าการศึกษาการผ่าเหล่าโดยใช้สารเคมีท าให้
ได้ Bacillus สายพันธ์ุ M04 ซ่ึงสามารถสร้างสารยบัย ั้ง Botritys cinerea (grey mould), Ralstonia 
solanacearum (bacterial wilt) และ E. carotovora pv. carotovora (bacterial soft rot) และพบสร้าง
สารปฏิชีวนะเม่ือทดสอบทางเคมีและคุณสมบัติของสารปฏิชีวนะแล้ว  พบว่าเป็นสารพวก 
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extracellular ท่ีทนความร้อนได้และสามารถละลายได้ใน methanol สารน้ีดูดความยาวคล่ืนแสงท่ี 
212 นาโนเมตร ซ่ึงมีคุณสมบัติคล้ายกับกลุ่ม cyclic antibiotic lipopeptides เช่น iturin และใน
งานวิจยัท่ีผ่านมาได้มีการใช้  Pseudomonas fluorescens SP007s และ B. subtilis SP009s ในการ
ควบคุมโรคเน่าเละ โรคขอบใบทอง โรคเน่าคอดิน และโรคใบจุด Alternaria ของกะหล ่าดอก โดย
สามารถลดความรุนแรงของโรคเน่าเละ โรคขอบใบทอง โรคเน่าคอดิน และโรคใบจุด Alternaria 
ของกะหล ่าดอก 52.6, 75.0, 28.0 และ 79.7 เปอร์เซ็นต ์เพิ่มน ้าหนกัสด ความสูงตน้ และความยาว ใบ
เฉล่ีย 82.5, 21.0 และ 33.3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และให้ผลผลิตรวมเพิ่มข้ึน 41.7 เปอร์เซ็นต ์         
(วลิาวรรณ์ และคณะ, 2549; วิลาวรรณ์ และคณะ, 2550; Prathuangwong et al., 2004; Prathuangwong 
et al., 2005) และการใช้ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. pabuli SW01/4 ลดความรุนแรงของ
โรคเน่าเละ โรคขอบใบทอง และโรคใบจุด Alternaria sp. ของพืชตระกูลกะหล ่า 43.0, 52.0 และ 
45.0 เปอร์เซ็นต ์เพิ่มน ้ าหนกัสด ความสูงตน้ และความยาวใบเฉล่ีย 91.0, 45.5 และ 39.8 เปอร์เซ็นต ์
และให้ผลผลิตรวมเพิ่มข้ึน 30.8 เปอร์เซ็นต์ (Prathuangwong et al., 2004, Prathuangwong et al., 
2006a; Prathuangwong et al., 2006b) นอกจากน้ี Cho et al. (2003) ได้ศึกษาเช้ือท่ีแยกได้จากฟาง
ขา้ว พบวา่คือ B. subtilis สายพนัธ์ุ KS03 สามารถผลิตสารควบคุมทางชีวภาพท่ียบัย ั้งโรคแอนแทรค
โนสจากเช้ือรา Gloeosporium gloeosporioides และเม่ือน าน ้ าเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ  
KS03 ไปท าการแยกบริสุทธ์ิพบว่า สารท่ีให้ผลการยบัย ั้งคือสารปฏิชีวนะ iturin A2 นอกจากน้ี 
Swain et al. (2006) และ Liu et al. (2006) ยงัพบวา่เช้ือ B. subtilis สามารถกระตุน้การงอกของเมล็ด
ถัว่  Cicerarietinum สามารถส่งเสริมความยาวราก 70–74 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ี สุดฤดี ประเทือง
วงศ ์และคณะ (2549) ไดศึ้กษาแบคทีเรีย  B. amyloliquefaciens  สายพนัธ์ุ KPS46 มีศกัยภาพในการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตและกระตุน้ให้พืชตา้นทานต่อโรคส าคญัหลายชนิด รวมทั้งเพิ่มคุณภาพให้
ฝักถัว่เหลืองสมบูรณ์ไดม้าตรฐานส่งออก โรคเหล่านั้นไดแ้ก่ ใบจุดนูน ราน ้ าคา้ง แอนแทรคโนส 
(ฝักเป็นรอยเป้ือน) เน่าคอดิน โคนเน่า และโรคเห่ียว โดยเฉพาะโรคไวรัส (SMV และ SCLV) ท่ี
สร้างความเสียหายให้ถัว่เหลืองฝักสดเป็นอยา่งมาก นอกจากน้ีในปี 2551 ณัฐธิญา เบือนสันเทียะ ได้
ท าการศึกษาการใชเ้ช้ือแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens สายพนัธ์ุ KPS46 ท่ีคดัเลือกไดจ้ากดินบริเวณ
รอบรากถัว่เหลือง ท่ีสามารถควบคุมโรคและส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชหลายชนิดทั้งในสภาพ
เรือนทดลองและแปลงปลูก โดยศึกษาอิลิซิเตอร์ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการส่งเสริมการเจริญเติบโต
และชกัน าความตา้นทานในถัว่เหลือง พบว่า เม่ือคลุกเมล็ดถัว่เหลืองพนัธ์ุ สจ.4 ด้วยเช้ือสายพนัธ์ุ 
KPS46 สามารถเพิ่มความยาวราก ความยาวต้น น ้ าหนักสดและเพิ่มน ้ าหนักแห้งมากกว่า 20-40 
เปอร์เซ็นต ์เม่ือเทียบกบักรรมวิธีควบคุม และเม่ือศึกษาการแสดงออกของโปรตีนโดยการชกัน าให้
ถั่วเหลืองพันธ์ุ Spencer เกิดความต้านทานต่อเช้ือ X. axonopodis pv. glycines พบว่า ถั่วเหลืองท่ี
เจริญมาจากเมล็ดท่ีผา่นการคลุกก่อนปลูกดว้ยเช้ือ  KPS46 มีการสะสม defense related proteins ท่ีมี
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ความสามารถในการยบัย ั้งพฒันาการของโรคใบจุด เช่นเดียวกบั ชานนทร์ แสงจนัทร์ (2557) ได้
ท าการศึกษาการใช ้B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 ในการควบคุมโรคเน่าเละผกักาดเขียวปลี พบวา่ 
เช้ือ B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 มีคุณสมบติัในการชกัน าความตา้นทานและลดการเกิดโรคได้
ทั้งในห้องปฏิบติัการและในแปลงปลูกของบริษทัสันติภาพไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพเม่ือเทียบเท่ากบั
การใช้สารเคมี และในงานวิจยัของ กฤติเดช อนันต์และคณะ (2559)ได้มีการใช้ B. subtilis TU-
Orga1 ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของผกักาดฮ่องเตแ้ละควบคุมโรคขอบใบทอง และใบจุดอลั
เทอร์นาเรีย พบว่า TU-Orga1 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง X. compestris pv. compestris (Xcc) และ 
Alternaria sp. โดยแสดงบริเวณยบัย ั้ง 5.0-5.1 มิลลิเมตร และ 80.0-83.3 เปอร์เซ็นต์ Berger et al. 
(1996) รายงานว่าการใช้ เช้ือ B. subtilisในการควบคุมโรคเน่าคอดินของพืชสกุล photinia และ 
brassica 
 

2.3  กลไกของเช้ือ Bacillus sp. ในการควบคุมโรค 
  การควบคุมเช้ือโรคพืชโดยชีววธีิอาจจะเกิดบริเวณท่ีห่างจากพืชอาศยับนหรือในส่วนต่าง ๆ 
ของพืชอาศยัได ้แมว้า่แนวทางหลกัของวิธีการน้ีมกัข้ึนอยูก่บับทบาทของจุลินทรียป์ฏิปักษเ์ป็นส่วน
ใหญ่ก็ตามโดยเช้ือจะมีกลไกควบคุมเช้ือท่ีเป็นสาเหตุของโรคไดมี้ 4 ลกัษณะดงัน้ี 

2.3.1  การแข่งขัน (competition) เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์มีความสามารถแข่งขนักบัเช้ือโรค
พืชในดา้นต่าง ๆ เช่นการใชธ้าตุอาหารอากาศและการครอบครองพื้นท่ีไดดี้กวา่ท าให้เช้ือโรคพืชไม่
สามารถเจริญเติบโตหรืออาศยัอยู่ในบริเวณท่ีมีเช้ือปฏิปักษ์พืชจะเจริญเติบโตแข็งแรงมีผลผลิต
สูงข้ึน การแข่งขนัท่ีพบมาก คือ การแข่งขนัโดยการแก่งแยง่อาหารเป็นลกัษณะของ biocontrol agent 
ท่ีจะไปลดปริมาณสารอาหารซ่ึงจ าเป็นส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือโรค เน่ืองมาจาก biocontrol 
agent เหล่าน้ีมีประสิทธิภาพในการใช้อาหารหรือมีความสามารถในการเจริญเร็วมาก ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 1 ชนิดของอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตนั้นข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรียดิ์น และพืชอาศยั 
ซ่ึงไดแ้ก่ ธาตุเหล็ก คาร์บอน ไนโตรเจน ออกซิเจน และ micronutrient มีการศึกษาพบวา่ แบคทีเรีย
กลุ่ม Fluorescent และ Pseudomonads มีความสามารถในการใช้สารอาหารไดห้ลายชนิดและเจริญ
บริเวณรากพืชได้รวดเร็ว และแก่งแย่งในต าแหน่งของการยึดเกาะ (site of infection) เป็นกลไก
ส าคญัของการยบัย ั้งเช้ือท่ีท าลายราก และกระตุน้การเจริญเติบโตของพืช (อุรัจฉทา กสิกรรมพิบูลย,์ 
2534) เช่น เช้ือ P.  fluorescent จะผลิตสาร siderophore ช่วยในการจบัยึดธาตุเหล็กในธรรมชาติมา
ใช้ได้ดีกว่าเช้ือรา Gaeumannomyces graminis var. tritici สาเหตุโรค Take-all ของข้าวสาลี ท าให้
เช้ือราไม่สามารถท าลายรากของขา้วสาลีช่วยให้ขา้วสาลีเจริญเป็นปกติ และให้ผลผลิตดีข้ึน และ
พบวา่ เช้ือ B. cereus UE8 สามารถตรึงธาตุแคลเซียมจากดินมาใชใ้นการสร้างสปอร์ในเซลล์แลว้ยงั
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ปลดปล่อยแอมโมเนียออกมาท าให้สภาพดินเป็นด่าง ท าให้เช้ือ Phytopthora spp. ไม่สามารถสร้าง 
zoospore ได ้(Gilbert et al., 1990) 

 
ภาพที ่1  ลกัษณะการแข่งขนั (competition) ของเช้ือ B. subtilis 

(ท่ีมา : Bautista et al., 2014) 
 
2.3.2  การท าลายชีวิต (antibiosis) เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีไดรั้บความสนใจคดัเลือกมาใช้

ในการ ควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีนั้นจะเนน้คุณสมบติัการท าลายชีวิตของเช้ือโรคเป็นส่วนใหญ่โดย
เช้ือปฏิปักษน้ี์มีความสามารถในการผลิตสารท่ีมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งหรือท าลายเช้ือโรคได ้เช่น 
สารพิษ (Toxin) หรือสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ซ่ึงเป็นการสร้างผลิตผลจากกระบวนการเมแทโบลิ
ซึมของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ ซ่ึงมักมีคุณสมบัติเป็นสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ท่ีสามารถยบัย ั้งหรือ
ท าลายเช้ือสาเหตุโรคพืชได ้ ในประเทศบราซิลมีรายงานการใช้แบคทีเรีย B. subtilis PBRS-1 และ 
B. subtilis AP-3 เพื่ อควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคของถั่ว เหลือง 5 ชนิด ได้แก่  Ralstonia solani, 
Colletotrichum truncatum, Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina แ ล ะ  Phomopsis 
sp. และยงัพบว่า Bacillus ดงักล่าวน้ี สามารถผลิตสารปฏิชีวนะในกลุ่ม iturin ได ้โดยแบคทีเรีย B. 
subtilis มีการสร้าง antibiotic ไดม้ากกวา่ 60 ชนิด และมีความสามารถในการ ควบคุมเช้ือสาเหตุโรค
พืชในพืชหลากหลายชนิด เช่น B. subtilis ท่ีแยกไดจ้ากดินบริเวณรอบราก ขา้วมีความสามารถใน
การเป็นปฏิปักษต่์อเช้ือสาเหตุโรคในขา้ว พีท ถวัเหลืองและพืชตระกูลแตง ไดแ้ก่ ซูกินี และ สควอซ 
เป็นตน้ (Araujo et al., 2005) และเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis A-13 ท่ีสร้างสารปฏิชีวนะสารซ่ึงออก
ฤทธ์ิกว้างโดยสามารถย ับย ั้ งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคพืชได้ถึง 9 ชนิด นอกจากน้ี  ย ังมี
เช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษอี์กหลายชนิดท่ีผลิตสารปฏิชีวนะหรือสารพิษ (toxin) ยบัย ั้งหรือท าลายเช้ือโรค
ได้ สารเมตาโบไลต์ในกลุ่ม lypopeptide ท่ีสร้างโดยแบคทีเรีย Bacillus และ Pseudomonas มี
บทบาทช่วยให้จุลินทรียป์ฏิปักษ์สามารถแข่งขนักบัส่ิงมีชีวิตอ่ืนท่ีอยูบ่ริเวณเดียวกนั เช่น แบคทีเรีย 
เช้ือรา โปรโตซัว ไส้เดือนฝอย และพืช โดยสารดงักล่าวมีบทบาทเก่ียวกบัการเคล่ือนท่ีของเซลล ์
ช่วยในการครอบครองพื้นท่ีอาศยัใหม่ และมีหน้าท่ีสร้างและพฒันา biofilm (Raaijmakers et al., 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vargas-Bautista%20C%5Bauth%5D
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2010) อยา่งไรก็ตาม การผลิตสารเหล่าน้ี แบคทีเรียตอ้งการสภาพท่ีเหมาะสม และกิจกรรมของสาร
ปฏิชีวนะยงัข้ึนอยู่กบัปัจจยัภายนอก เช่น จากการศึกษาสารปฏิชีวนะ 2 ชนิด ได้แก่ iturin A และ 
surfactin พบวา่ surfactin มีความคงทนอยูใ่นดินไดดี้กวา่ iturin A ซ่ึงความไม่คงตวัของสารดงักล่าว
มีสาเหตุมาจากการถูกชะลา้งออกจากดินระหวา่งการให้น ้ า จากกิจกรรมการยอ่ยสลายโดยจุลินทรีย ์
และเกิดจากองค์ประกอบต่าง ๆ ท่ีอยู่ในดิน เช่น กรดฮิวมิค เป็นตน้ (Manjula et al., 2005) ต่างกบั
งานวิจยัของ Ting และคณะ (2009) ท่ีน าสารเมตาโบไลต์ ของ B. pumilus strain BSH-4 มาทดสอบ
ในการควบคุมเช้ือรา D. bryoniae, A. solani และ R. solani โดยพบว่า ให้ผลยบัย ั้งได้ดีในสภาพ
ห้องปฏิบติัการ และเม่ือทดสอบความเสถียร (stable) ของสาร พบว่าสารดงักล่าวมีความเสถียรสูง 
แมผ้า่นความร้อนท่ี 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และยงัทนต่อรังสี UV นานถึง 10 ชัว่โมง 
และยงัคงประสิทธิภาพอยู่ไดใ้น pH ตั้งแต่ 6-8 จากความแปรปรวนของสารเมตาโบไลต์แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์แต่ละชนิดน้ีเอง เป็นสาเหตุให้การใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์แต่ละคร้ังให้ผลการควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคพืชได้ไม่แน่นอน ในปี 1996 Asaka and Shoda ได้ศึกษา B. subtilis สายพนัธ์ุ RB14 ท่ี
สามารถสร้างสารยบัย ั้งเช้ือก่อโรคในพืชคือ สารปฏิชีวนะ iturin A และ surfactin ซ่ึงพบวา่สารทั้ง 2 
ชนิดสามารถยบัย ั้งเช้ือราก่อโรคโคนเน่าคอดินท่ีเกิดจากเช้ือรา R. solani ในมะเขือเทศ นอกจากน้ี 
Sharga (1998) พบว่าในการเพาะเล้ียง B. subtilis สายพนัธ์ุ BS107 สามารถสังเคราะห์สารปฏิชีวนะ
ในช่วงแรกของการเจริญเติบโตและจะสร้างสารปฏิชีวนะสูง สุดเม่ืออาหารใกล้หมดสาร ปฏิชีวนะ 
ท่ี B. subtilis สายพนัธ์ุ BS107 สร้างข้ึนมีฤทธ์ิตา้นทานปฏิกิริยาของเอนไซม์นิวคลีเอส (Nuclease), 
โปรติเอส (Protiase) และไลเปส (Lipase) นอกจากน้ี ยงัสามารถยบัย ั้งเช้ือ E. carotovora sub sp. 
atroseptica และ E. carotovora sub sp. carotovora เม่ือใช้ B. subtilis สายพันธ์ุ  BS107 หรือสาร
ปฏิชีวนะท่ีเช้ือสร้างข้ึนน าไปใชบ้ริเวณรอยตดัมนัฝร่ังจะช่วยป้องกนัและลดอาการโรคได ้เม่ือสกดั
สารปฏิชีวนะท่ีเช้ือสร้างข้ึนน้ีออกมาเก็บไวท่ี้อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะสามารถเก็บไวไ้ดน้าน
มากกวา่ 1 ปี 
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ภาพที ่2  ลกัษณะการท าลายชีวติ (antibiosis) ของเช้ือ B. subtilis 

(ท่ีมา : https://lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=antibiosis&lang=1) 
 
2.3.3  การเป็นปรสิต (parasitism) เช้ือแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัเป็นปรสิต (parasite) เขา้ไป

เจริญอาศยัท าลายส่ิงมีชีวิตอ่ืนนั้นพบไดไ้ม่มากนกั การใช้ควบคุมโรคพืช ยงัไม่ประสบความส าเร็จ
เหมือนปฏิกิริยาแบบการท าลายชีวิต เช่น พบว่าโรคโคนเน่าคอดินท่ีเกิดจากเช้ือรา R. solani เม่ือ
ควบคุมดว้ยเช้ือแบคทีเรีย  B. subtilis สายพนัธ์ุ RB14-C และสารเคมีท่ีใชฆ่้าแมลงและศตัรูพืช ซ่ึงมี
ช่ือว่า flutolanil พบว่าการใช้ร่วมกันระหว่าง B. subtilis สายพันธ์ุ  RB14-C และสาร flutolanil 
สามารถลดการใช้สารเคมี flutolanil จากปกติท่ีตอ้งใช้ 375 ไมโครกรัมต่อกระถาง ลดลงเหลือเพียง 
94 ไมโครกรัมต่อกระถาง แต่ยงัคงความสามารถในการลดการเกิดโรคไดเ้ท่าเดิมส าหรับการทดลอง
ระดับโรงเรือน (Kondoh et al.,2000) นอกจากน้ี ศุภลักษณ์ มณีแสง และคณะ (2551) ได้ศึกษา 
Bacillus sp. จ  านวน 503 ไอโซเลตจากดินรอบโคนตน้ และใบของถัว่ฝักยาวทดสอบการยบัย ั้งการ
งอกของสปอร์เช้ือรา Cercospora cruenta, Uromyces vignae และOidium sp. พบว่า B. megaterium 
สายพนัธ์ุ HT-NK-460 และ B. brevis สายพนัธ์ุ TZ-CP-342 สามารถยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือรา 
C. cruenta, U. vignae และ Oidium sp. ไดสู้ง 97.22–100 เปอร์เซ็นต์ และเม่ือน า B. subtilis ทั้ง 2 ไอ
โซเลทมาชกัน าให้กลายพนัธ์ุตา้นสารปฏิชีวนะ rifampicin เพื่อใช้ติดตามจ านวนประชากรท่ีพ่นลง
บนตน้ถัว่ฝักยาว พบวา่ B. subtilis ทั้ง 2 ไอโซเลท สามารถลดความรุนแรงของโรคได้ 35.85–65.52 
เปอร์เซ็นต ์อีกทั้งยงัส่งผลใหป้ริมาณและคุณภาพผลผลิตถัว่ฝักยาวเพิ่มข้ึน 
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ภาพที ่3  การเป็นปรสิต (parasitism) ของเช้ือ B. subtilis 

(ท่ีมา : http://www.yourarticlelibrary.com/bacteria/useful-notes-on- parasitic-saprophytic-and- 
              symbiotic-bacterias/6791/) 
 

2.3.4  การชักน าให้เกิดความต้านทานโรค (induced resistance) พืชสามารถสร้างความ
ตา้นทานต่อการท าลายของเช้ือโรคไดเ้ม่ือไดรั้บการชกัน าจากอิลิซิเตอร์ (elicitor) สามารถท าไดโ้ดย
ใช้เช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์เป็นตวักระตุน้ซ่ึงเช้ือแบคทีเรียเหล่าน้ีสามารถชักน ากระบวนการ
ป้องกนัตวัเองจากการบุกรุกของเช้ือสาเหตุโรคพืช ดว้ยกระบวนการทางชีวเคมีภายในเซลล์พืช (สุด
ฤดี ประเทืองวงศ์, 2550) ส่งผลให้มีการสร้างเอนไซม์และสารชีวเคมีเพื่อปกป้องตนเองของพืช 
(defense mechanism) และสร้างโครงสร้างพิเศษเพื่อป้องกนัตวัข้ึน ได้แก่ การสร้างผนังเซลล์ใหม่ 
cellulose และ hemicelluloses เพิ่มข้ึน ท าให้พืชมีความทนทานต่อการทะลุผ่านมากข้ึน การสร้าง
เน้ือเยื่อพิเศษ (cork layers) เพื่อปกคลุมและจ ากดัขอบเขตแพร่กระจายของเช้ือไปยงัส่วนอ่ืน ๆ การ
สะสมยางเหนียว (gums) จะยบัย ั้ งการเจริญเติบโตและท าลายเช้ือโรคบางชนิดและการสร้าง 
abscission layer เพื่อป้องกัน แพร่กระจายของเช้ือ (Agrios, 1997) มีรายงานของ Shetty et al. (2009) 
ศึกษาการใช้ β-1,3-glucan ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของเช้ือรา Septoria tritici สาเหตุโรคใบจุดในขา้ว
สาลี พบวา่ มีการสะสม callose ในผนงัเซลลแ์ละเอนไซม ์β-1,3-glucansae เพิ่มข้ึน นอกจากน้ี เช้ือ  B. 
subtilis ยงัมีความสามารถในการชกัน าให้พืชเกิดความตา้นทานโรค (induced disease resistance) โดย
การผลิตสาร toxic metabolite บางชนิดท่ีเป็นประโยชน์ในการชักน าหรือกระตุ้นให้พืชเกิดความ
ตา้นทานต่อเช้ือรา Rhizoctonia solani และ Sclerotinia sclerotrium (นลินี จาริกภากร และคณะ, 2535) 
นอกจากน้ี ชานนทร์ แสงจนัทร์ (2557) มีการทดสอบประสิทธิภาพขอเช้ือ Bacillus sp. ไอโซเลต 
CaSUT007 และกรดซาลิไซลิก จ านวน 4 ความเขม้ขน้ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ดว้ยวิธี 
blotter method พบวา่ไอโซเลต CaSUT007 และกรดซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 200 ppm มีประสิทธิภาพ
ในการส่งเสริมการงอกของเมล็ด ความยาวรากและความสูงของตน้กลา้ผกักาดเขียวปลีไดดี้ท่ีสุด และ

http://www.yourarticlelibrary.com/bacteria/useful-notes-on-
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ศึกษาประสิทธิภาพและกลไกในการส่งเสริมการเจริญเติบโตจากส่ิงกระตุน้ในผกักาดเขียวปลีพนัธ์ุ 
MAX018 ในสภาพโรงเรือนทดลอง พบว่าการคลุกเล็ดดว้ยเช้ือไอโซเลต CaSUT007 ร่วมกบัการฉีด
พ่นกรดซาลิไซลิก 200 ppm จ านวน 5 คร้ัง ท าให้พืชมีความกวา้งทรงพุ่มความสูงทรงพุ่ม และ
ปริมาตรของหัวสูงท่ีสุด  Bargabus และคณะ (2002) รายงานว่าเม่ือใช้ B. mycoides strain Bac J. และ 
B. pumilus strain 203-6 กับ  sugar beet แล้ วท าให้ พื ช เพิ่ ม  peroxidase, chitinase  และ    β-1, 3- 
glucanase  นอกจากน้ี ยงัมีรายงานท่ีระบุว่า แบคทีเรีย Bacillus หลายชนิดสามารถชักน าให้พืชเกิด
คว ามต้ าน ท าน ได้  เช่ น  B. subtilis, B. pasteurii, B. amyloliquefacieus, B. cereus, B. pumilus, B. 
mycoides และ B. sphaericus ซ่ึงช่วยลดการเกิดโรคและความรุนแรงในการเกิดโรคของพืชหลาย ชนิด 
ไดแ้ก่ โรคท่ีเกิดจากเช้ือรา โรคท่ีเกิดจากแบคทีเรีย ไส้เดือนฝอยรากปม โรคโคนเน่า โรคล าตน้และใบ
ไหม ้เป็นตน้ (Kloepper et al., 2004) นอกจากนั้น ยงัมีรายงานวา่ การเติม  B. pumilus  ลงในดินปลูก
สามารถลดการเกิดโรคจากเช้ือไวรัส Cucumber mosaic virus ในมะเขือเทศลงได้ (Zehnder et al., 
2000) 

 
ภาพที ่4  การชกัน าใหเ้กิดความตา้นทานโรค (induced resistance) 

(ท่ีมา : https://www.researchgate.net/figure/271389442_fig1_Fig-1-Scheme-of-different-
types-of-systemic-resistance-The-systemic-acquired) 

 

2.4 กระบวนการชักน าพืชให้เกดิความต้านทานโรค (induced resistance: IR) 
จากการศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่างพืชกับเช้ือโรคท่ีเข้าท าลายพบว่า พืชมีกระบวนการ

ป้องกนัตวัจากการเขา้รุกรานของเช้ือทั้งในเชิงกลไกทางโครงสร้างและกลไกทางชีวเคมีในปัจจุบนั
ไดท้  าความเขา้ใจในเร่ืองดงักล่าวจึงน ามาพฒันาเป็นวธีิการควบคุมโรคเพื่อเป็นแนวทางเลือกหน่ึงใน
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การป้องกนัโรคพืชโดยอาศยักลไกความตา้นทานของพืชซ่ึงถูกชกัน าจากสารกระตุน้ให้เกิดกลไก
การปกป้องตนเอง ดงัน้ี 

กลไกการป้องกนัการรุกรานจากเช้ือก่อโรค (plant defense mechanisms)โดยทัว่ไปพืชจะมี
กลไกการป้องกันและยบัย ั้งเช้ือโรค 2 ทางได้แก่กลไกทางโครงสร้างของพืช (structural defense 
mechanism) และกลไกท าง ชี ว เค มี  (biochemical defense mechanism) ซ่ึ ง เกิ ด ข้ึน ได้โดยไม่
เฉพาะเจาะจงกบัพืชและเช้ือโรค 

2.4.1  กลไกทางโครงสร้างของพืช (structural defenses mechanism) พืชจะสร้างโครงสร้าง
พิเศษทางธรรมชาติสามารถเกิดไดท้ั้งก่อน และหลงัการเขา้สารรุกรานจากเช้ือ ช่วยป้องกนัไม่ใหเ้ช้ือ
โรคเขา้ท าลายพืชไดง่้าย โครงสร้างของพืชก่อนเช้ือเขา้ท าลาย ไดแ้ก่ การสร้างเคลือบผิวใบ (wax) 
ให้หนาข้ึนเพื่อป้องกนัการเกาะติดของน ้ าการท่ีชั้น cuticle หนาข้ึนช่วยให้พืชทนทานต่อการแทง
ทะลุผา่นของเช้ือ นอกจากน้ีต าแหน่งและรูปร่างของปากใบมีความส าคญัต่อเช้ือท่ีเขา้ท าลายทางปาก
ใบรวมทั้งความหนาของผนงัเซลล์จะช่วยป้องกนัการงอกของสปอร์เช้ือราให้ยากมากข้ึน (ยุรฉัตร 
ยอดโยธี, 2554) ส่วนโครงสร้างท่ีพืชสร้างข้ึนหลงัถูกรุกรานจะเกิดข้ึนหลงัจากท่ีเช้ือก่อโรคเร่ิมเขา้
ท าลายเน่ืองจากเช้ือหลายชนิดปล่อยสารเคมีออกมาสู่พืช เช่น การผลิตสารพิษสาร glycoprotein  
และเอนไซมข์องจุลินทรียไ์ดแ้ก่ cutinase, cellulose และ hemicellulase เป็นตน้ 

 

 
ภาพที ่5  กลไกทางโครงสร้างของพืช (structural defensesmechanism) 

                 (ท่ีมา : Kumar, 2013 ) 
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2.4.2  กลไกทางชีวเคมี (biochemical defenses) 
 นอกจากพืชจะป้องกนัเช้ือโรคเขา้ท าลายจากกลไกทางโครงสร้างไดแ้ลว้ พืชยงัสร้างสาร
ป้องกันทางชีวเคมี โดยการผลิตสารเคมีท่ีเป็นพิษต่อเช้ือโดยตรง เพื่อป้องกันไม่ให้เช้ือลุกลาม
กระจายไปทัว่ตน้พืชซ่ึง  
การสร้างสารชีวเคมีสามารถเกิดข้ึนไดท้ั้งก่อนและหลงัการเขา้ท าลายของเช้ือ (Agrios, 1997) 
  2.4.2.1 สารเคมี ท่ีพืชผลิตข้ึนก่อนการถูกเข้าท าลาย (pre-existing biochemical 
defense) โดยทัว่ไปพืชจะสร้างสารเคมีเพื่อยบัย ั้งการเขา้ท าลายของเช้ือโรคไดแ้ก่ในธรรมชาติพืชจะ
ปลดปล่อยสารท่ี เป็นพิษกับ เช้ือโดยตรง (fungitoxic exudates)ในพืชบางชนิดย ังส ร้างสาร 
phytoanticipins ก่อนถูกเขา้ท าลายนอกจากน้ีพืชยงัสร้างพวก hydrolytic enzymes เช่น chitinase และ 
glucanase ช่วยยบัย ั้งเช้ือโรค (Agrios, 1997) 
  2.4.2.2   สารชีวเคมีท่ีพืชสร้างข้ึนหลังจากการถูกเข้าท าลาย (induced biochemical 
defense)เม่ือเช้ือโรคเขา้รุกรานพืช พืชจะเร่ิมส่งสัญญาณโมเลกุลจากบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ และจบักบั
สารบางอย่างของเช้ือ (elicitor) เช่น glycoprotein, fatty acid, carbohydrates และ peptides เป็นต้น 
จากนั้ นจะสร้างสารชีวเคมีและเกิดปฏิกิริยาข้ึนเพื่อหยุดการพัฒนาและท าลายเช้ือโรคเกิด
กระบวนการตา้นทานของพืชปฏิกิริยาดงักล่าวไดแ้ก่  1) hypersensitive response คือเกิดการตาย ณ 
ต าแหน่งของเซลล์ท่ีเช้ือเข้าท าลายอย่างรวดเร็วเพื่อป้องกันการแพร่กระจายของเช้ือก่อโรค 2) 
salicylic acid (SA) เป็นสัญญาณโมเลกุล ท่ี เกิดจาก  HR เพื่ อไปกระตุ้นการแสดงออกของ  
pathogenesis-related (PR) protein (Ryals et al., 1996; Maleck et al., 2000; Wang et al., 2006; 
Vleesschauwer et al., 2008) 3) การสร้าง reactive oxygen species (ROS) ซ่ึงเป็นการตอบสนองแรก
ของพืชเกิดข้ึนไม่เกิน 5 นาทีจะพบสารพวก superoxide และ hydrogen peroxide (H2O2) ซ่ึงเป็นพิษ
ต่อเช้ือโรคโดยตรงและท าให้ผนงัเซลลมี์ความแข็งแรงข้ึน (Thordal-Christensen et al., 1997; Shetty 
et al., 2009)  4) การสร้าง nitric oxide (NO) ท าให้เกิดการตายของเซลล์ท่ีถูกกระตุน้โดย ROS และ 
5) การสร้าง pathogenesis related proteins (PR proteins) ประกอบด้วยโปรตีนและเอนไซม์ท่ีท า
หน้าท่ีหลากหลายในกระบวนการตา้นทานของพืช (อิณชญา ประคองคา้, 2554; Van Loon, 1997; 
Chen et al., 2000) 

 
2.5   ตัวกระตุ้นทีท่ าให้เกดิความต้านทาน (IR inducers/ elicitors/ actvators) 

ในการกระตุ้นหรือชักน าให้พืชเกิดความต้านทานต่อเช้ือสาเหตุโรคพืชจะต้องอาศัย
ตวักระตุน้ (inducers / elicitors/ actvators) ซ่ึงมี 2 ประเภท คือ ส่ิงกระตุน้ท่ีไม่มีชีวิต อาทิ สารเคมี
สังเคราะห์สารท่ีไดจ้ากธรรมชาติ และสารสกดัชีวภาพ และส่ิงกระตุน้ท่ีมีชีวติ อาทิ เช้ือจุลินทรียท่ี์มี
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ประโยชน์ เช้ือสาเหตุโรค (เช้ือราแบคทีเรียหรือไวรัส) ส่วนประกอบของเช้ือก่อโรค (coat protein 
จากไวรัส, glucan และ chitin จากเช้ือรา)  

2.5.1 เช้ื อแบคที เรียที่ มี คุณ สมบั ติ ในการส่ งเส ริมการเจ ริญ เติบ โต  (plant growth 
promoting rhizobacteria, PGPR)  และชักน าความต้านทานพืช  

 PGPR เป็นกลุ่มของแบคทีเรียหลากหลายสายพนัธ์ุ ซ่ึงส่วนใหญ่จะอยูใ่นสกุล Pseudomonas, 
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Gluconacetobacter และSerratia เป็นต้น  โดย 
PGPR ส่วนใหญ่จะพบอยูใ่กล้ๆ บริเวณรากพืช แบคทีเรียเหล่าน้ี จะช่วยกระตุน้การเจริญเติบโตของ
พืช ช่วยให้ผลผลิตของพืชสูงข้ึน กระบวนการในการกระตุน้การเจริญเติบโตของพืชมีได ้2 ทางคือ 
ทางตรง ไดแ้ก่ กระบวนการในการกระตุน้การเจริญเติบโตของพืชโดยทางตรง ไดแ้ก่ ช่วยยอ่ยธาตุ
ฟอสฟอรัสในดิน ให้อยู่ในรูปท่ีเป็นประโยชน์ท าให้พืชสามารถน าไปใช้ได้มากข้ึน สร้างปุ๋ย
ไนโตรเจนให้กับพืชผลิตสาร phytohormones เช่น auxin, cytokinin, gibberellin เป็นต้น ช่วยลด
ความเขม้ขน้ของเอทธิลีนในพืชสามารถผลิตซิเดอร์โรฟอร์ (siderophores) ช่วยน าธาตุเหล็กไปให้
พืชใช้ประโยชน์ได้ง่ายข้ึน และกระบวนการในการกระตุน้การเจริญเติบโตของพืชและสร้างภูมิ
ตา้นทาน และทางออ้ม ไดแ้ก่ ช่วยในการควบคุมโรคพืช ทั้งโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือราสาเหตุโรคพืช 
และเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช ผลิตสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ท่ีใช้ในการควบคุมโรคพืช ผลิต
เอนไซม์ท่ีสามารถยอ่ยผนงัเซลล์ของเช้ือราสาเหตุโรคพืช ผลิตสาร antifungal metabolites สามารถ
จ ากดัปริมาณธาตุเหล็กท่ีเป็นประโยชน์ของเช้ือโรคพืชท าให้สามารถป้องกนัการแพร่พนัธ์ุ และการ
ขยายจ านวนของเช้ือโรคพืชไดโ้ดยการผลิตซิเดอร์โรฟอร์ (siderophores) (หน่ึง เตียอ ารุง และคณะ, 
2555) นอกจากนั้ น  ย ังมีรายงานของ Domenech และคณะ (2006) ท่ีพบว่า B. subtilis และ  B. 
licheniformis มีผลในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพริกและมะเขือเทศด้วย นอกจากน้ี การแช่
ท่อนพนัธ์ุออ้ยในเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรีย B. subtilis E7-17 ก่อนปลูกร่วมกบัการราดเช้ือตาม 
สามารถท าให้ออ้ยมีการเจริญเติบโตได้ดี โดยให้น ้ าหนักเฉล่ีย 3.12 กิโลกรัม/ตน้ แตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติกบักรรมวิธีท่ีไม่มีการใช้แบคทีเรียปฏิปักษ ์คือ 1.75 กิโลกรัม/ตน้ และในปี 2008 
Buensanteai ได้ศึกษาการผลของการเจริญเติบโตและชกัน าให้เกิดความตา้นทานต่อโรคใบจุดนูน 
ถัว่เหลือง โดยใช้ extracellular proteome จาก  B. amyloliquefaciens KPS46 เป็นตวักระตุน้ และใน
ปีถดัมาไดท้  าการศึกษาการเตรียมความพร้อมของถัว่เหลืองรวมถึงกลไกท่ีกระกระตุน้ให้เกิดความ
ตา้นทานโดยใช้ B. amyloliquefaciens KPS46 เป็นตวักระตุน้ (Buensanteai et al., 2009) นอกจากน้ี  
วิลาวรรณ์ เช้ือบุญ (2551) ได้ท าการศึกษาการใช้เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ P. fluorescens สายพนัธ์ุ 
SP007s และ B. licheniformis สายพนัธ์ุ SP009s มาท าการคลุกเมล็ดร่วมกบัการฉีดพ่นตน้กะหล ่า
ดอกด้วยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์พบว่าทั้ ง 2 สายพันธ์ุมีประสิทธิภาพสูงในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตและลดความรุนแรงของโรคเน่าเละได ้  
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 Kloepper et al. (1980) และ Weller (1983) กล่าวว่าเมล็ดของ Chickpea ท่ีคลุกด้วย PGPR 
สายพนัธ์ุB. subtilis AF1 และ P. fluorescent  RBT13 ให้ผลดีในการลดลงของเช้ือ Fusarium sp. ท่ี
เป็นสาเหตุของโรคเห่ียว ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการเป็นเช้ือปฏิปักษ์และเม่ือใชค้ลุกกบัเมล็ดขา้วสาลี
หรือช้ินมนัฝร่ังจะแสดงถึงการครอบครองรากและสามารถตรวจพบท่ีบริเวณราก วิธีน้ีเป็นการเพิ่ม
การเจริญเติบโตและผลผลิตของพืชได้  และพบว่าเช้ือ  Serratia plymuthica สายพันธ์ุ  R1GC4 
สามารถป้องกนัการเขา้ท าลายของเช้ือ Pythium ultimum ซ่ึงสามารถชกัน าความตา้นทานแบบ ISR 
(induced systemic resistance) ในแตงกวาได ้
 Chunquan et al. (2000) ได้มีการศึกษาความสามารถในการชักน าความต้านทานให้เกิด
ข้ึนกบัแตงต่อโรค root and crown rot ท่ีเกิดจาก Pythium aphanidermatum โดยการ PGPR สามารถ
ชักน าให้เกิดความต้านทานกับพืชได้ เช่น P. corrugata สายพันธ์ุ 13 สามารถชักน าให้พืชเกิด 
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) ซ่ึ งเป็นตัวตั้ งต้น  (precursor) ของกระบวนการการสร้าง
สารประกอบท่ีมีความเป็นพิษต่อจุลินทรีย์ต่าง ๆ รวมทั้ ง phytoalexins เป็นต้น และผลจากการ
กระตุ้นดังกล่าวสามารถอยู่ได้ถึงประมาณ 16 วนั เช่นเดียวกับ peroxidase (PO) และ polyphenol 
oxidase (PPO) ท่ีพืชถูกกระตุน้ให้มีการสร้างข้ึนมาภายหลงัจากท่ีใส่ PGPR เขา้ไปประมาณ 2-5 วนั 
ทั้งน้ีสารประกอบต่าง ๆ ท่ีพืชสร้างข้ึนมานั้นก็เป็นกลไกความตา้นทานของพืชท่ีท าให้พืชสามารถ
ตา้นทานต่อเช้ือ P.aphanidermatum สาเหตุโรคได ้ 
 Buensanteai et al. (2008) และ Buensanteai et al. (2009) พบว่า การใช้ B.amyloliquefaciens 
สามารถส่งเสริมให้ถั่วเหลืองมีการสังเคราะห์ปริมาณของฮอร์โมนพืชชนิด Indole-3-acetic acid 
(IAA) เพิ่มสูงข้ึน โดยจะไปส่งเสริมเจริญเติบโตไดดี้มากข้ึนกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ และสามารถกระตุน้
ให้ถั่วเหลืองมีการแสดงออกของเอนไซม์ glucanase, peroxidase, phenylalanine ammonia lyase, 
salicylic acid, jasmonic acid และอิลิ ซิ เตอร์ปกป้องตนเองหลายชนิดในกระบวนการ  defense 
mechanism ของถั่วเหลืองเพื่อให้ต่อต้านต่อการเข้าท าลายของเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. 
glycines สาเหตุโรคใบจุดนูนถัว่เหลือง 
 Liang et al. (2011) ได้ศึกษาความสามารถของ B. megaterium สายพนัธ์ุ L8 ท่ีเป็น PGPR 
ชกัน าความตา้นทานให้เกิดข้ึนในแตงกวาต่อโรคโคนเน่าคอดินท่ีเกิดจากเช้ือรา P. aphanidermatum 
พบว่า เม่ือใช้ B. megaterium สายพนัธ์ุ L8 ชุบท่ีรากของแตงกวาท่ีเป็นโรค สามารถลดการเกิดโรค
ไดดี้กวา่การไม่ชุบ คือ 83.45 เปอร์เซ็นต ์และ 31.68 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ท่ี 28 วนั  
 ทั้งน้ีในงานวิจยัของ กญัชลี เจติยานนท ์(2550) พบวา่ พืชท่ีกระตุน้ดว้ยเช้ือแบคทีเรียผสม 2 
ช นิด  ได้แ ก่  Bacillus sp. สายพัน ธ์ุ  IN937a และ  IN937b (plant growth promoting rhizobacteria: 
PGPR mixtures IN937a+b) มีกิจกรรมของเอนไซม์ปกป้องตนเองภายในตน้พืช เช่น total peroxidase 
และ tatal superoxide dismutase เพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็ว และมากกว่าอยา่งมีนัยส าคญัภายหลงัการเขา้
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ท าลายของเช้ือสาเหตุ นอกจากน้ีงานวจิยัของ Buensanteai และคณะ ในปี 2009 ท่ีไดใ้ชเ้ช้ือจุลินทรีย ์
PGPR B. amyloliquefacien สายพนัธ์ุ KPS46 ชักน าถัว่เหลืองให้ตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของเช้ือ
แบคทีเรีย X. axonopodis pv. glycines สาเหตุโรคใบจุดนูน ซ่ึงกระตุ้นการสร้าง Phytohormones 
jasmonate และ salisaylate พร้อมทั้ งเหน่ียวน าให้ เกิดการสร้าง SAR และส่งสัญญาณใน ISR 
pathways (Vallad and Goodman, 2004; Buensanteai et al., 2009) นอกจากน้ี ชานนทร์ แสงจนัทร์ 
(2557) มีการคลุกเมล็ดดว้ย Bacillus sp. ไอโซเลต CaSUT007 ร่วมกบัการฉีดพ่นดว้ยกรดซาลิไซลิก
ความเมข้น 200 ppm ในการควบคุมโรคเน่าเละในผกักาดเขียวปลี พบว่า ผกักาดเขียวปลีมีสาร 
salicylic acid (SA) เพิ่มข้ึนท่ี 48 ชัว่โมง หลงัฉีดเท่ากบั 4.27 µg g-1 fresh weight และมีการเพิ่มสูงข้ึน
อีกคร้ังท่ี 96 ชั่วโมง ส าหรับสาร phenolic compound มีการเพิ่มข้ึนท่ี 24 ชั่วโมง เท่ากับ 2.35 µg  
gallic acid equivalent/mg dry mass และมีการเพิ่มสูงข้ึนอีกคร้ังท่ี 96 ชัว่โมงเช่นกนั นอกจากน้ีเม่ือ
วเิคราะห์องคป์ระกอบของธาตุภายในเซลล์ผกักาดเขียวปลี พบวา่ มีการสะสมของโพแทสเซียม (K) 
แมงกานีส (Mn) และเหล็ก (Fe) ลดต ่าลง ต่างจากการสะสมของธาตุแคลเซียม (Ca) ท่ีเพิ่มสูงข้ึนเม่ือ
เปรียบเทียบกบัพืชปกติ ธาตุเหล่าน้ีมีความส าคญัในการส่งสัญญาณการท างานของเอนไซม ์ขณะท่ี
แคลเซียมช่วยให้ผนงัเซลล์พืชมีความแข็งแรงเพื่อปกป้องตนเองจากการเขา้ท าลายของเช้ือโรค และ
นอกจากน้ี ยงัสามารถช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต และกระตุน้ให้ผกักาดเขียวปลีตา้นทานต่อโรค
เน่าเละท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย E. carotovora pv. carotovora ได้อย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากน้ี 
Marten และคณะ (1999) รายงานว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis B2g ซ่ึงอยู่ในรูปแบบต่าง ๆ เช่น 
แกรนูล สารแขวนลอยสปอร์ (spore suspension) และคลุกเมล็ด (seed treatment) สามารถท าลายเช้ือ
รา R. solani และ F. oxysporum ได้ผลดี ขณะเดียวกันสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
ทานตะวนั กะหล ่าปลี และแตงกวาได ้

นอกจากน้ี เช้ือท่ีศึกษาทดลองบางสายพนัธ์ุมีคุณสมบติัส่งเสริมการใช้ธาตุอาหารของพืช 
และเพิ่มปุ๋ยไนโตรเจนให้พืชดว้ย เช้ือแบคทีเรียทุกสายพนัธ์ุ จะผ่านการทดสอบคุณสมบติัในการ
เป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ควบคุมโรคส าคัญของพืชต่าง ๆ ตลอดจนการทดสอบการชักน าให้พืช
เจริญเติบโตและกระตุน้ระบบภูมิตา้นทานของพืช (ตารางท่ี 1) 
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ตารางที ่1   แบคทีเรียสายพนัธ์ุต่าง ๆ ท่ีมีรายงานน ามาใช้ส่งเสริมการเจริญเติบโตและชักน าภูมิ
ตา้นทานพืชเพื่อควบคุมโรค 

แบคทเีรีย แหล่งทีม่า ประสิทธิภาพในการควบคุมโรค/ส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืช1/ 

B. subtilis CaSUT007 มนัส าปะหลงั มันส าปะหลงั: โรคใบไหม ้โรคใบจุด  
แตงกวา: โรคโคนเน่า รากปม 
พริก: โรคแอนแทรคโนส 
พืชตระกูลกะหล า่: โรคเน่าเละ โรคใบจุด 

B. amyloliquefaciens    KPS 46 ถัว่เหลือง ถั่วเหลือง:  BCA ควบคุมโรคใบจุดนูน 
โรคแอนแทรคโนส โรคไวรัส SMV และ 
SCLV โรคเน่าคอดิน โรคเร่งตาย; PGPR 
ข้าวโพด: BCA ควบคุมโรคเห่ียว โรคล า
ตน้เน่า โรคใบไหมแ้ผลเล็ก; PGPR; ISR 
ทานตะวนั: BCA ควบคุมโรคใบจุดจากเช้ือ
ราต่าง ๆ 

B. licheniformis KS217 เมล็ดงา งา: โรคใบจุดแบคทีเรีย (Pseudomonas 
และ Xanthomonas) 

Bacillus sp. YP28 ขา้วโพด ข้าวโพด: ใบไหมแ้ผลเล็ก, ล าตน้เน่า
แบคทีเรีย, โรคเห่ียวสจว๊ต 

1/ BCA = เช้ือปฏิปักษย์บัย ั้งเช้ือโรคพืช, PGPR = ส่งเสริมการเจริญเติบโตพืชและ ISR =ชกัน าภูมิตา้นทานพืช  
ท่ีมา: ดดัแปลงจากสุดฤดี ประเทืองวงศ ์; 2552  
 

2.5.2 สารสังเคราะห์ทีชั่กน าให้เกดิความต้านทาน (synthetic resistance inducer) 
 สารสังเคราะห์ท่ีชกัน าให้เกิดความตา้นทานเป็นสารเคมีสังเคราะห์ท่ีสามารถชกัน าระบบ
ภูมิคุม้กนัพืชใหป้กป้องตนเองจาการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรคพืชมีหลายชนิด อาทิ  
  2.5.2.1  Benzo (1,2,3)-thiadiazole-7-carbothionic acid S-methyl ester (BTH) เ ป็ น
สารเคมีสังเคราะห์ท่ีสามารถกระตุน้การเกิด SAR โดยจะยบัย ั้ง catalase และ ascobate peroxidase 
enzyme ไดดี้กวา่สาร SA (Wendehenne et al., 1997) สามารถกระตุน้ให้เกิดความตา้นทานไดใ้นพืช
หลายชนิดและยบัย ั้งเช้ือก่อโรคไดอ้ย่างกวา้งขวาง นอกจากน้ี BTH ยงัเพิ่มการแสดงออกของยีนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัระบบป้องกนัตวัของพืช เช่น phytoalexin biosynthetic enzymes, proteinase inhibitors, 
hydrolytic enzymes, antiviral factors แ ล ะ  pathogenesis–related (PR) proteins (Eikemo et al., 
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2003) Anfoka, G. H. (2000) รายงานว่าหลงัจากพ่น BTH 7 วนัก่อนปลูกเช้ือไวรัส CMV-Y พบว่า
อตัราการเกิดโรคลดลง 12.5 เปอร์เซ็นต ์โดยมะเขือเทศไม่แสดงอาการด่างและการตายของเน้ือเยื่อ
ใบและมีรายงานพบว่าหลังจุ่ม peach fruit ในสารละลาย BTH สามารถลดขนาดแผลและอตัรา    
การเกิดโรคจากเช้ือรา  Penicillium expansum ได้ดี เพิ่ มการท างานของเอนไซม์  phenylalanine 
ammonialyase (PAL), polyphenoloxidase (PPO) และ peroxidase (POX) ได้ดีข้ึน (Liu et al., 2005) 
มีรายงานถึงประสิทธิภาพการยบัย ั้งราน ้ าค้างในข้าวสาลีและสามารถมีประสิทธิภาพสูงถึง 10 
สัปดาห์ แต่ท่ีน่าสนใจคือสามารถกระตุน้ความตา้นทานในมะเขือเทศ และทานตะวนัต่อวชัพืชพวก 
broomrape (Orobanche cumana) ไดด้ว้ย (Buschmann et al., 2005) 

 2.5.2.2  กรดซาลิไซลิก (salicylic acid, SA) ในพืชสังเคราะห์มาจากกรดอะมิโน 
phenylalanine โดยเอนไซม์ phenylalanine ammonia lyase (PAL) SA เป็นฮอร์โมนพืชชนิดหน่ึงท่ีมี
บทบาทเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตการสังเคราะห์แสง การหายใจ การขนส่งและการน าเอาไอออน
ต่าง ๆ ไปใช้ในพืช รวมทั้ งยงัมีบทบาทเป็นโมเลกุลส่งสัญญาณภายในเซลล์เพื่อให้พืชเกิด
กระบวนการป้องกนัตนเองในพืช SA จึงมีบทบาทส าคญัในการตา้นทานโรคของพืชหลายชนิด SA 
มีบทบาทในการชกัน าการตา้นทานโรคของพืชโดยจะยบัย ั้งกิจกรรมของเอนไซม์ catalase ท่ีจะท า
หน้าท่ีสลาย  H2O2 ดังนั้ น SA จะท าให้พืชมีการสะสม H2O2 ท่ีจะไปกระตุ้นระบบต่าง ๆ ได้แก่ 
กระบวนการหายใจ การสังเคราะห์แสง และการเกิด hypersensitive cell death จากการศึกษาของ 
Siddiqui and Shaukat (2003) พบว่าเช้ือแบคทีเรีย P. aeruginosa สายพนัธ์ุ CHAO สามารถกระตุน้
ให้มะเขือเทศผลิต SA ซ่ึงเป็นสารท่ีส าคญัต่อกระบวนการกระตุน้ให้เกิดความตา้นทานในพืช ทั้งน้ี
งานทดลองของ ชานนทร์ แสงจนัทร์ (2557) ท าการศึกษาการใช้กรดซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 200 
ppm ในการฉีดพ่นหลังจากท่ีมีการคลุกเมล็ดด้วยเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 
สามารถควบคุมโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลีไดดี้ท่ีสุด 

 2.5.2.3 ไทมีน (thiamine) หรือวิตามิน B1 หรือ Thio-วิตามิน (วิตามินท่ีมีก ามะถนั) 
เป็นวิตามินท่ีมีความสามารถละลายน ้ าได้ อนุพนัธ์ของวิตามิน B มีฟอสฟอรัสเป็นส่วนประกอบ 
และเป็นส่วนส าคญัในการสร้าง pyrophosphate (TPP), coenzyme ของน ้ าตาล และกรดอะมิโน มี
รายงานว่า เช่น การใช้ thiamine สามารถชักน าให้เกิดความตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของเช้ือ P. 
viticola ซ่ึงวธีิการน้ี จะไปชกัน าให้เกิด HR หลงัจากมีการเขา้ท าลายของเช้ือ P. viticola (Boubakri et 
al., 2012) การใช้ ß-aminobutyric acid ในการย ับย ั้ งการงอกของสปอร์เช้ือ P. viticola ในองุ่น 
(Cohen, 2002) 

2.5.2.4  กรดจสัโมนิก (jasmonic acid, JA) เป็นสารสัญญาณอีกชนิดหน่ึงท่ีพืชสร้างข้ึน 
เม่ือถูกแมลงศตัรูพืชเขา้ท าลายซ่ึงการท าใหเ้กิดการแตกแยกของผนงัเซลลพ์ืช หรือการเกิดบาดแผล
ต่าง ๆ linolinic acid จะถูกสร้างข้ึนจากชั้น lipid membrane ของเยื่อหุม้เซลลจ์ากนั้นจะถูกถูกเปล่ียน
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ใหเ้ป็น JA ซ่ึงจะถูกล าเลียงไปยงัส่วนต่างๆ ของพืชทาง phloem จากนั้น JA จะไปกระตุน้การท างาน
ของ R gene (Wasternack et al., 2006) 

2.5.3 สารธรรมชาติทีชั่กน าให้เกดิความต้านทาน (natural resistance inducer) 
ในปัจจุบนัมีการใช้สารสังเคราะห์ท่ีไดจ้ากธรรมชาติมาใชใ้นการควบคุมโรคพืช เน่ืองจากมี

กลไกในการตา้นทานโรค เช่น ไคติน ไคโตซาน  ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ และสารสกดัท่ีไดจ้ากพืช 
แต่ไคโตซานเป็นสารสกดัท่ีมีความน่าสนใจเน่ืองจากหาซ้ือไดง่้าย ราคาถูก  

ไคโตซานเป็นสารพวกคาร์โบไฮเดรตและเป็นอนุพนัธ์ุของไคตินท่ีตดัหมู่อะซิทิลของ
น ้ าตาล N-acetyl-D-glucosamine ออกตั้งแต่ 50 เปอร์เซ็นต์ สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติไม่
เป็นพิษต่อพืชมีความปลอดภยัต่อมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้มสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช
และจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ (พรทิพย ์วงศแ์กว้, 2551) พืชมีกลไกในการจดจ าจุลชีพ โดยจดจ าจุลชีพ
ท่ีเขา้มาบุกรุกดว้ยโปรตีนตวัรับ (receptor) โปรตีนตวัรับจะไดรั้บการกระตุน้ให้เกิดการตา้นทานต่อ
จุลชีพ  เม่ือพบส่วนประกอบต่าง ๆ ในจุลชีพ เช่น ไคตินในผนังเซลล์ของเช้ือรา และแฟลกแจล 
(flagella) เป็นระยางค์ท่ีใช้ในการเคล่ือนท่ีของแบคทีเรีย  ตวัอยา่งของโปรตีนตวัรับท่ีพบในพืชคือ 
MAMPs (microbe-associated molecular pattern) แ ล ะ  PAMPs (microbe-associated molecular 
pattern) ซ่ึงตวัรับดงักล่าวถือวา่ เป็นระบบภูมิคุม้กนัด่านแรกท่ีบริเวณผิวของเซลล์พืช (Hamel and 
Beaudoin, 2010) มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรคสร้างความตา้นทานต่อโรค และสามารถออก
ฤทธ์ิเป็นตวักระตุน้ (elicitor) ในกระบวนการกระตุน้ SAR ช่วยลดโอกาสการเกิดโรคไดไ้คโตซาน
สามารถกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัโรคพืช โดยกระตุน้ให้เกิดการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
ต่อตา้นการบุกรุกของจุลชีพก่อโรค การสร้างสารต่อตา้นจุลชีพ และกระตุน้การสร้างผนงัเซลล์ให้มี
ความแขง็แรงข้ึนปัจจุบนัมีการศึกษาวจิยัการใชไ้คโตซานในการกระตุน้ภูมิคุม้กนัของพืชชนิดต่าง ๆ  
มีการศึกษาทดลองใช้ไคโตซานในการกระตุน้การปกป้องใบเล้ียงของตน้ขา้วพบว่า เม่ือใช้ไคโต-
ซานความเขม้ข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ จะท าให้มีการสะสม ROS เกิดข้ึน นอกจากน้ี ยงัมีการผลิตสาร      
ฟีนอลิค (phenolic) ซ่ึงเป็น secondary metabolite อีก Iriti et al. (2010) รายงานว่า การดูดซึมไคโต-
ซานเขา้ทางปากใบจะสามารถกระตุน้ระบบป้องกนัตนเองในพืชได้โดยท าให้เกิดการสะสมแคล
โลสเพิ่มข้ึนท าให้พืชท่ีทดสอบมีความตา้นทานต่อโรคเพิ่มข้ึน และนอกจากน้ี ยงัมีการศึกษาในขา้ว
สาลีซ่ึงเป็นพืชอาหารท่ีส าคญัในเขตหนาว (Burkhanova et al., 2007) ส าหรับการใชไ้คโตซาน เพื่อ
การเกษตรในประเทศไทยของเรามีแนวโน้มเพิ่มข้ึนเป็นอย่างมากเน่ืองจากไคโตซานเป็นวสัดุ
ชีวภาพท่ีมีความปลอดภยัไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษกับทั้งมนุษย์สัตว์ และพืช  นอกจากนั้น ยงั
สามารถย่อยสลายไดเ้องตามธรรมชาติ ซ่ึงปัจจุบนัมีการผลิตและวางจ าหน่ายผลิตภณัฑ์ไคโตซาน
เพื่อใชเ้ป็นปุ๋ยชีวภาพหลากหลายรูปแบบ เช่น แบบผง  แบบน ้ า และแบบเม็ด  เช่น ยีห่้อปูแดงไคโต-
ซาน  กุ้งหลวงไคโตซาน สตาร์ไคโตซาน และซุปเปอร์ไคโตซาน เป็นตน้ ซ่ึงผลิตภณัฑ์เหล่าน้ี มี
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ฤทธ์ิในการยบัย ั้งและสร้างความตา้นทานโรคให้กบัพืช ไดแ้ก่ เช้ือไวรัส แบคทีเรีย และเช้ือรา และ
สร้างความตา้นทานโรคให้กบัพืชท่ีไม่ติดเช้ือซ่ึงวิธีการใช้และปริมาณการใช้จะข้ึนอยูก่บัชนิดของ
พืชนั้น ๆ (พรศิริ เพชรศรีช่วง, 2556) แต่การใชผ้ลิตภณัฑ์ไคโตซานอาจประสบปัญหาของความไม่
คงตวัของผลิตภณัฑ์ หรือมีประสิทธิภาพไม่เต็มท่ีเม่ือน าไปใช ้ทั้งน้ีพรรณี อศัวตรีรัตนกุล และคณะ 
(2555) พบวา่ไคโตซานสามารถกระตุน้การเจริญเติบโตของตน้อ่อนมะละกอเพิ่มข้ึนเป็น 1.1-1.6 เท่า 
เม่ือน าใบมะละกอไปทดสอบกบัเช้ือราท่ีก่อโรคพืช  Pythium palmivora พบว่าใบมะละกอท่ีไดรั้บ
ไคโตซานจากเปลือกกุง้เขม้ขน้ 40 mg L-1 สามารถตา้นทานการเกิดโรคไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
 

2.6 การศึกษากลไกการป้องกนัตนเองของพืชและองค์ประกอบของเซลล์พืช 

2.6.1 การศึกษากลไกการป้องกนัตนเองของพืชด้วยวธีิทางชีวเคมีพืน้ฐาน 

วธีิทางชีวเคมีเป็นการวเิคราะห์เพื่อให้ทราบชนิดและหนา้ท่ีของกลุ่มสารชีวเคมีภายในเซลล์
พืช (functional group) หรือสารประกอบอินทรีย ์(organic compound) ในตวัอย่าง ปริมาณมากน้อย
เพียงใดอาศยัเทคนิคต่าง ๆ การศึกษาการกลไกการป้องกนัตนเองของพืชด้วยวิธีทางชีวเคมีด้วย
เทคนิคพื้นฐาน  เช่น การชัง่ การตวง การไทเทรต การใช้สารเร่งการตกตะกอน หรือการวิเคราะห์ท่ี
อาศยัหลักทางเคมีฟิสิกส์ มาช่วยในการวิเคราะห์ เช่น การใช้หลักทางแสง (spectrophotometry)  
ได้แก่ enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) และเทคนิค UV-VIS spectroscopy เป็นต้น 
เช่น การศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในฟักแมว้โดยวิธีการดูดกลืนแสง (วิไลพร ป้องเพียร, 
2551) การหาปริมาณฟีนอลรวม และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในน ้ าผลไมแ้ปรรูปด้วยวิธีการดูดกลืน
แสง (รวินิภา ศรีมูล และคณะ, ม.ม.ป.) การเปรียบเทียบฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระและสารประกอบ 
ฟีนอลกรวมของเปลือกผลไม้ด้วยวิธีการดูดกลืนแสง (ปฏิวิทย ์ลอยพิมาย และคณะ, 2554) การ
วิเคราะห์หาปริมาณสาร SA ในกระบวนการชักน าให้คะน้าตา้นทานโรคขอบใบทอง ด้วยวิธีการ
ดูดกลืนแสง (นลินา เหมสนิท และคณะ, 2552) การวเิคราะห์หาปริมาณสาร SA ในกระบวนการชัก
น าให้เกิดความตา้นทานต่อโรคสแคบในองุ่น ดว้ยวิธีการดูดกลืนแสง (อิญชญา ประคองคา้, 2555) 
การวเิคราะห์หาปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดในใบขา้วโพด ดว้ยวิธีการดูดกลืนแสง (รังสิมา วิเศษศรี และ
คณะ, 2555 ) นอกจากน้ี ชานนทร์ แสงจนันทร์ (2557) ไดศึ้กษาการศึกษากลไกความตา้นทาน โดย
การวเิคราะห์ปริมาณ salicylic acid (SA) และ phenolic compound ภายในเน้ือเยือ่พืช พบวา่ การคลุก
เมล็ดเช้ือไอโซเลต CaSUT007 ร่วมกับการฉีดพ่นด้วยกรดซาลิไซลิก ความเข้มข้น 200 ppm มี
ปริมาณสาร salicylic acid (SA) เพิ่มข้ึนท่ี 48 ชัว่โมง หลงฉีัดเท่ากบั 4.27 µg g-1 fresh weight และมี
การเพิ่มสูงข้ึนอีกคร้ังท่ี 96 ชั่วโมง ส าหรับสาร phenolic compound มีการเพิ่มข้ึนท่ี 24 ชั่วโมง 
เท่ากบั 2.35 µg gallic acid equivalent/mg dry mass และมีการเพิ่มสูงข้ึนอีกคร้ังท่ี 96 ชัว่โมงเช่นกนั 
และในปีเดียวกัน ธัญมน ผิวทอง (2557) ได้ศึกษาการใช้ SecCaSUT007 และไคโตซานไปวดั
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ปริมาณ  salicylic acid (SA), phenolic compound (PC) และ lignin พบว่า หลังจากปลูก เช้ือ P. 
viticola เป็นเวลา 24 ชัว่โมง กรรมวิธีท่ีใช้ SecCaSUT007 และไคโตซานท าให้ปริมาณ SA เพิ่มข้ึน
เป็น 113.28±0.94 และ 115.83±0.55 ไมโครกรัมต่อกรัมน ้ าหนักสด ตามล าดับ ทั้ งน้ี ในปี 2551 
ณัฐธิญา เบือนสันเทียะ ไดศึ้กษาอิลิซิเตอร์ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการส่งเสริมการเจริญเติบโต และ
ชกัน าความตา้นทานในถัว่เหลือง เม่ือคลุกเมล็ดถัว่เหลืองพนัธ์ุ สจ.4 ดว้ยเช้ือสายพนัธ์ุ KPS46 พบวา่ 
IAA, surfactin lipopeptide และ extracellular protein สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ และ เม่ือน ามาทดสอบความสามารถในการชกัน าให้ถัว่เหลืองเกิดความตา้นทานต่อ
เช้ือ X. axonopodis pv. glycines สาเหตุโรคใบจุดนูน พบวา่ถัว่เหลืองพนัธ์ุ สจ. 4 ท่ีเจริญมาจากเมล็ด
ท่ีผ่านการคลุกก่อนปลูกด้วยเช้ือ KPS46 มีการสะสม สารฟีนอลและ defense related enzymes 
ประกอบดว้ย β-1,3-glucanase และ peroxidase activity มีปริมาณเพิ่มข้ึน งาวิจยัของ อภิวฒัน์ วงศ์-
จินดาคุณ และคณะ (2558) ไดศึ้กษาประสิทธิภาพสารกรองของ P. fluorescens ในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของตน้กลา้ยางพาราซ่ึงตรวจสอบดว้ยเทคนิค high-performance liquid chromatography 
(HPLC) พบว่าสารกรองดงักล่าวสามารถกระตุน้ให้ตน้กล้ายางมีการผลิตฮอร์โมน IAA ในสภาพ
เรือนปลูกพืชทดลอง โดยกิจกรรมของ IAA จะเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วเท่ากบั 3.54 µg mg-1 หลงัตน้กลา้
งอก 7 วนั การศึกษาของ Kohler (2002) ซ่ึงใช้ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ ฉีดพ่น Arabidopsis 
หลังจากนั้น 3 วนั จึงฉีดพ่นด้วยเช้ือ P. syringae pv. tomato แล้ววิเคราะห์การแสดงออกของยีน
พบวา่ มีการแสดงออกของยนี PR-1 ในระดบัสูงในขณะท่ีมีการติดเช้ือดงักล่าวลดลง  

2.6.2 การศึกษากลไกการป้องกนัตนเองของพืชด้วยวธีิทางชีวเคมีด้วยเทคนิค infrared  
(IR) spectroscopy  

เทคนิค infrared spectroscopy เป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้ในการวิเคราะห์ตรวจสอบเก่ียวกับ
โมเลกุลของสาร ซ่ึงประกอบดว้ยอะตอมท่ียึดเกาะกนัดว้ยพนัธะเคมีซ่ึงปกติแลว้อะตอมเหล่าน้ี จะมี
การเคล่ือนไหวหรือสั่น (vibration) อยูต่ลอดเวลาการสั่นแบบพื้นฐานของพนัธะเคมีมีอยู ่2 แบบ คือ 
การยืด (stretching) และการงอ (bending) โดยใช้แสงอินฟราเรดช่วงกลาง 2.5-25 นาโนเมตร หรือ 
4000-670 เซนติเมตร-1 (สมเดช กนกเมธากุล, 2547; นิพนธ์ และคณะ, 2547) ท าให้โมเลกุลเกิดการ
ดูดกลืนแสงแลว้วดัแสงท่ีส่งผา่นออกมาแสดงผลเป็นความสัมพนัธ์ของ ความถ่ีหรือ Wave Number 
กบัค่าการส่งผ่านของแสง เรียกว่า IR Spectrum ลกัษณะสเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารแต่ละ
ชนิดจะมีคุณสมบัติเฉพาะท าให้สามารถสร้างเป็น molecular fingerprint ขององค์ประกอบสาร
ชีวเคมีในตวัอยา่งเซลล์หรือเน้ือเยื่อไดซ่ึ้งลกัษณะสเปคตรัมท่ีได้จากตวัอย่างทางดา้นชีวภาพจะบ่ง
บอกถึงลกัษณะสารประกอบของสารชีวเคมีภายในเซลล์ หรือเน้ือเยื่อ เช่น คาร์โบไฮเดรต โปรตีน 
ไขมนั ฟอสโฟลิปิด ลกัษณะสเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารแต่ละชนิดจะมีคุณสมบติัเฉพาะ
ข้ึนอยูก่บัความแขง็แรง ของพนัธะและน ้าหนกัของอะตอมของ Functional Groups ในโมเลกุลนั้น ๆ 
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ซ่ึงช่วง wave numbers 4000-400 cm-1 จะมีผลต่อการสั่นของพนัธะเคมีแต่ละชนิดแตกต่างกนัไป 
เช่น พลังงานในช่วง 4000-1500 cm-1 จะเป็นช่วงท่ีบ่งบอกถึงหมู่ฟังก์ชั่นนอลของโมเลกุลดังน้ี 
hydroxyl (-OH) methyl และ carbonly (-CO) เป็นตน้ (ภาพท่ี 6) 

ปัจจุบนัน้ีการน าเอาเทคนิค IR spectroscopy  มาใชร่้วมกบักลอ้งจุลทรรศน์ ซ่ึงนิยมเรียกวา่  
Infrared micro spectroscopy จะขยายขอบเขตการใช้งานไดอ้ยา่งมากมาย ซ่ึงสามารถวดัตวัอยา่งท่ีมี
ขนาดเล็กท่ีไม่สามารถวดัไดโ้ดยใช ้spectroscopy ขอ้ดีอีกประการหน่ีงของการใช้เทคนิคน้ี คือ การ
เตรียมตวัอยา่งส าหรับการวิเคราะห์ไม่มีความยุง่ยากซบัซ้อน ท าให้สามารถใชใ้นการตรวจวิเคราะห์
ตวัอยา่งแบบไมท่ าลาย (non-destructive) ได ้เพราะแสงท่ีใชอ้ยูใ่นยา่นพลงังานท่ีค่อนขา้งต ่าเกินกวา่
ท่ีจะท าให้เกิดการท าลายพันธะทางเคมี หรือการท าให้ เกิดปฏิกิริยาการแตกตัวของโมเลกุล 
(ionization) การใช้งานเทคนิคน้ีสามารถประยุกตใ์ช้ในงาน ดา้นวสัดุศาสตร์ เช่น พอลิเมอร์ช่วยใน
การจ าแนกชนิดของพอลิเมอร์ ด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ และวิทยาศาสตร์ชีวภาพ เช่น การ
ตรวจสอบโครงสร้างของเน้ือเยื่อ เส้นผม ผิวหนงั กระดูก เน่ืองจากเคร่ืองมือน้ีมีค่าใช้จ่ายไม่แพง มี
ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างไม่ยุ่งยากใช้ตวัอย่างน้อย  มีความแม่นย  าสูง และสามารถวิเคราะห์
ตวัอยา่งไดเ้กือบทุกชนิด (กาญจนา ธรรมนู, 2555) และไดมี้การน าเทคนิคน้ี มาใชใ้นดา้นการเกษตร 
เน่ืองจากสามารถตรวจวดัตวัอยา่งท่ีมีปริมาณน้อย และสามารถน ามาศึกษาองค์ประกอบของการ
เปล่ียนแปลงสารชีวโมเลกุลจากตวัอยา่งเน้ือเยือ่ท่ีสนใจ โดยสามารถตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของ
สารชีวเคมีของตวัอย่างใบพืชโดยลกัษณะสเปคตรัมจาก IR จะให้ขอ้มูลการเปล่ียนแปลงของหมู่
ฟังกช์นันอล เช่น Amide I, Amide II, lipid, และ carbohydrate เป็นตน้ ท่ีเป็นลกัษณะสเปคตรัมของ
การดูดกลืนแสงอินฟราเรดในสารแต่ละชนิด  การใช้เทคนิคน้ี สามารถน ามาใช้ในการศึกษาการ
สะสมของสารในกระบวนการชีวเคมีของพืชท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกการส่งเสริมการเจริญเติบโต การ
สร้างภูมิตา้นทานในพืช และกระตุน้การเจริญเติบโตของพืช เทคนิค FITR ท่ีมีการน ามาใช้ในดา้น
โรคพืช เช่น การศึกษาการกระตุ้นการเจริญเติบโต รวมทั้ งการกระตุ้นความต้านทานในมัน
ส าปะหลังท่ีมีการชุบท่อนพันธ์ุด้วยแบคทีเรีย PGPR B. subtilis CaSUT007 (Buensanteai et al., 
2012) พบว่า ใบของมันส าปะหลังท่ี ชุบท่อนพันธ์ุด้วยแบคทีเรีย PGPR มีการสะสมของสาร 
polysaccharide และโปรตีน amide I ท่ีผนงัเซลล์ในปริมาณท่ีสูงกวา่ใบปกติท่ีไม่มีการชุบท่อนพนัธ์ุ 
สอดคลอ้งกบัการศึกษาปริมาณฮอร์โมนพืช indole-3-acetic acid ท่ีวดัดว้ยเทคนิค high-performance 
liquid chromatography (HPLC) ซ่ึงยืนยนัวา่การแช่ท่อนพนัธ์ุมนัส าปะหลงัดว้ยแบคทีเรีย B. subtilis 
SUT007 นั้น ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของมนัส าปะหลงัไดใ้นระดบัเซลล์ ต่อมา ชานนทร์ แสง
จนัทร์ (2557) มีการใช้เทคนิค Fourier transformed infrared spectroscopy ศึกษาการสะสมของสาร
ในกระบวนการชีวเคมีท่ี เก่ียวขอ้งกบักลไกการส่งเสริมการเจริญเติบโต หลงัจากถูกกระตุน้ด้วย   
เช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ B. subtilis ไอโซเลต CaSUT007 และกรดซาลิไซลิก พบกลุ่มไขมนัชนิด 
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C-H stretching กลุ่มไขมัน ชนิด C=O ester และกลุ่ม amide I มีปริมาณเพิ่มสูงข้ึน แต่ในกลุ่ม
คาร์โบไฮเดรตชนิด C-H bonding, C-O stretching และ  polysaccharide มีป ริมาณลดต ่ าลง ซ่ึ ง
ช้ีใหเ้ห็นวา่ การเปล่ียนแปลงของสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์พืชมีผลต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโต
และกระตุน้ ให้พืชเกิดความแข็งแรงและสามารถตา้นทานเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละในผกักาด
เขียวปลีได้ ในปีเดียวกัน ธัญมน ผิวทอง (2557) ได้น าตวัอย่างองุ่นมาประเมินการเปล่ียนแปลง
องคป์ระกอบของสารชีวเคมีภายในเซลล์พืชเพื่อศึกษากลไกปกป้องตนเองดว้ยเทคนิค FTIR พบว่า
กรรมวิธีท่ีใช้สาร SecCaSUT007 และกรรมวิธีท่ีใช้ไคโตซานการเปล่ียนแปลงไปของสารในกลุ่ม 
lipid , C=O ester, amide protein, C-H bending, cellulose, hemicellulose และ carbohydrate มีความ
แตกต่างกนั ในแต่ละกรรมวธีิการทดลอง และเปล่ียนแปลงไปตามระยะเวลาหลงัการปลูกเช้ือรา  S. 
ampelinum สาเหตุโรคสแคบ ในขณะท่ีสารในกลุ่ม C=O ester ไม่มีความเปล่ียนแปลงอย่างมี
นยัส าคญัในแต่ละช่วงเวลา ส่วนการแสดงออกของสารในกลุ่ม amide protein ในแต่ละช่วงเวลามี
ความสัมพันธ์กับการแสดงออกของ ปริมาณ phenolic compound PR protein และเอนไซม์ท่ีมี
ความส าคญัในการชกัน าใหพ้ืชตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรค ขณะท่ีการเปล่ียนแปลง
ปริมาณสารในกลุ่ม C-H bending เพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง หลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุโรค ซ่ึงสารในกลุ่มน้ี
ประกอบไปดว้ย ethylene ท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของพืช และการเปล่ียนแปลงไปของ
ปริมาณสารในกลุ่ม carbohydrate ลดลงเน่ืองจาก สารใน กลุ่ม carbohydrate เป็นแหล่งพลังงาน
ส าคญัในกระบวนการ SAR จากตารางท่ี 2 
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ภาพที ่6  แสดงลกัษณะสเปคตรัมการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารชีวโมเลกุล 
                              (ท่ีมา : Salman, 2010) 

 

สามารถแบ่งกลุ่มของการดูดกลืนแสงอินฟราเรดออกเป็น 6 กลุ่มดงัน้ี 
1.  ช่วง 4000-3100 cm-1 ส่วนใหญ่เกิดจากการดูดกลืนแสงของ OH (3400 cm-1 ) และ NH 

Stretching mode (Amide A ~ 3300 cm-1 และ Amide B ~ 3030 cm-1 )  
2.  ช่วง 3100-2800 cm-1 การดูดกลืนแสงของ C-H Stretching vibration ของ CH3 CH2 ซ่ึง

เกิดจากการดูดกลืนแสงของกลุ่มไขมนั  
3.  ช่วง 1800-1500 cm-1 การดูดกลืนแสงของ Amide I และ Amide II ของกลุ่มโปรตีน 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งสามารถบอกถึง secondary structure ของโปรตีน เช่น alpha-helix , beta-sheet, 
turn รวมไปถึงหมู่C=O จาก ester groupของไขมนั  

4.  ช่วง 1300-1500 cm-1 การดูดกลืนแสงของ C-H bending vibration ของ CH3 CH2 ซ่ึ งเกิด
จากการดูดกลืนแสงของกลุ่มไขมัน รวมไปถึง Stretching vibration COO- จาก Amino acid side 
chains  

5.  ช่วง 1230 cm-1 เกิดจากการดูดกลืนแสงของ P=O asymmetric stretching vibrations ของ 
phosphodiester, free phosphate และ monoester phosphate ซ่ึงส่วนใหญ่เกิดจากการดูดกลืนแสงของ 
DNA/RNA Polysaccharide backbone structures  
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6.  ช่วง 1200-900 cm-1 เกิดจากการดูดกลืนแสงของ PO2- จาก nucleic acid และ พวก C-OC 
C-O-P stretching vibrations ของพวก oligo-polysacharide การน าแสงซินโครตรอนยา่นพลงังาน 
 
ตารางที ่2  แสดงลกัษณะของการดูดกลืนแสงอินฟราเรดของสารชีวโมเลกุล 

Wavenumber (cm-1) Assignment 
~ 3307 N-H and O-H stretching vibration : polysaccharides, protein 
~2959 CH3 asymmetric stretch :mainly lipids 
~2927 CH2 asymmetric stretch: mainly lipids, with the little contribution from 

proteins, carbohydrates, nucleic acids 
~2876  CH3 symmetric stretch: mainly proteins, with the little contribution 

from lipids, carbohydrates, nucleic acids 
~2857  CH2 symmetric stretch: mainly lipids, with the little contribution from 

proteins, carbohydrates, nucleic acids 
~1739-1744  Ester C=O stretch: lipid, triglycerides 
~ 1700-1600  Mainly (C=O) associated with protein as the amide I band 
~1631  ß-sheet protein secondary structure 
~1653  α-helix protein secondary structure 
~1682  Turn 
~1541  Amide II (protein N-H bend, C-N stretch) 
~1452  CH2 Bending: lipids 
~ 1391  COO- symmetric stretch: amino acid side chains, fatty acids 
~1236  Asymmetric stretching: mainly nucleic acids with the little 

contribution from phospholipids 
~1152  CO-O-C asymmetric stretching: glycogen and nucleic acids 
~1080  PO- 2 symmetric stretching: nucleic acids and phospholipids 
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2.7  วธิีการใช้ B. subtilis ในการควบคุมโรคพืช 
การใชแ้บคทีเรียสกุล Bacillus เป็นเช้ือปฏิปักษ์ในทางการผลิตพืช สามารถใช้ไดท้ั้งในรูป

เซลล์และเอนโดสปอร์ โดยมีวตัถุประสงค์เพื่อการป้องกนัและควบคุมโรคพืชโดยตรง ตลอดไปถึง
การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และการกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัในพืช ซ่ึงมีการพฒันาชีวภณัฑ์
แบคทีเรีย Bacillus ใหส้ามารถใชไ้ดห้ลายรูปแบบ ดงัน้ี 

2.7.1  การคลุกหรือเคลือบเมลด็ 
การคลุกเมล็ดด้วย Bacillus sp. อาจใช้ในรูปเซลล์สดหรือแบบผงซ่ึงอาจจะผสมน ้ าหรือมี

สารละลายตวักลางก่อนการคลุกเมล็ด เพื่อใหจุ้ลินทรียติ์ดกบัผิวเมล็ดได ้ส่วนการเคลือบเมล็ด (seed 
coating) เป็นวิทยาการใหม่ทางด้านเมล็ดพนัธ์ุ ซ่ึงไดพ้ฒันาเทคนิคการเคลือบมาจากอุตสาหกรรม
การเคลือบยา เป็นการใช้ polymer ท่ีมีความเหนียวผสมกบัสารออกฤทธ์ิชนิดต่าง ๆ มาเคลือบบน
เมล็ดพนัธ์ุอยา่งบาง แนบแน่น และสม ่าเสมอ ซ่ึงในตอนตน้ไดใ้ชส้ารเคลือบผสมกบัสารเคมีป้องกนั
ก าจดัโรคพืชและแมลงศตัรูพืช ตลอดไปถึงปุ๋ยหรือธาตุอาหารพืช และสารประกอบอ่ืน ๆ ท่ีมีผล
โดยตรงต่อเมล็ดพนัธ์ุ (Copeland and McDonal, 1995; สมคิด ดิสถาพร, 2540 ; นิพนธ์ ทวีชยั, 2550) 
การคลุกหรือเคลือบเมล็ดพนัธ์ุด้วยแบคทีเรียหรือชีวภณัฑ์แบคทีเรีย  จะช่วยให้แบคทีเรียเจริญอยู่
บริเวณรอบ ๆ รากพืชได้ดี เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และท าให้ประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคพืชสูงข้ึนด้วย โดยเฉพาะการใช้เพื่อควบคุมโรค ท่ีเกิดกับระบบราก การท าให้เช้ือ
ปฏิปักษค์รอบครองพื้นท่ีรอบรากพืช (rhizosphere) เป็นกุญแจส าคญัในการป้องกนัโรคพืชทางดิน 
การคลุกเมล็ด (seed treatment) ดว้ยเช้ือปฏิปักษเ์ป็นวิธีท่ีดีท่ีสุดในการน าเช้ือปฏิปักษไ์ปควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคพืช เน่ืองจากเป็นการช่วยให้เช้ือปฏิปักษ์อยู่ใกลเ้มล็ดและสามารถเจริญเพิ่มปริมาณไป
พร้อมกบัการเจริญของตน้กลา้เพื่อปกป้องพืชไดท้นัทีเม่ือเมล็ดงอก (El-Hassan and Gowen, 2006)  

จากการศึกษาของ Manjula and Podile (2005) ซ่ึงใช้เซลล์แบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ  
AF1 ผสมกับตัวพาต่าง ๆ ได้แก่ พีท (peat) พีทผสมไคติน (peat+chitin) พีทผสมเส้นใยของ 
Aspergillus niger (peat+mycelium) ก้อนเช้ือเห็ดเก่า (spent compost) และอัลจิเนต (alginate) โดย
ชีวภณัฑ์ดงักล่าวสามารถเก็บไดน้านกวา่ 4 เดือน แลว้เม่ือน ามาใช้คลุกเมล็ดถัว่มะแฮะ เพื่อทดสอบ
ในสภาพแปลง พบวา่ รูปแบบท่ีใชพ้ีทผสมไคติน เป็นตวัพา มีผลต่อการเพิ่มเปอร์เซ็นตค์วามงอกได ้
29 และ 30 เปอร์เซ็นต์ จาก 2 ฤดูปลูก และสามารถเพิ่มน ้ าหนกัแห้งให้ถัว่มะแฮะ ไดถึ้ง 32 และ 33 
เปอร์เซ็นต ์ ซ่ึงสูงกวา่การใชแ้บคทีเรียในรูปแบบอ่ืน ๆ และพบวา่ประชากรแบคทีเรียบริเวณรากพืช
ส่วนใหญ่จะเพิ่มข้ึนระหวา่ง 20-40 วนั หลงัการเพาะ และจะลดลงอยา่งชา้ ๆ จนกระทัง่คงท่ีท่ี 100 วนั 

El-Hassan and Gowen (2006) ได้น าชีวภณัฑ์ท่ีใช้ B. subtilis ผสมลงในตวัพาชนิดต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ กลูโคส ผงทลัคมั และพีท โดยมี carboxymethyl cellulose (CMC) เป็นสารเพิ่มการยดึเกาะ มา
ใชเ้พื่อควบคุมเช้ือรา Fusarium oxysporum f.sp. lentil สาเหตุโรคเห่ียวของถัว่แขก โดยใช้ถัว่แขก 2 
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สายพันธ์ุ ได้แก่ Precoz ซ่ึงเป็นสายพันธ์ุอ่อนแอ และ Idlib-2 ซ่ึงเป็นสายพันธ์ุต้านทาน พบว่า 
รูปแบบชีวภณัฑ์ท่ีเหมาะสมในการคลุกเมล็ด คือ รูปแบบสปอร์ในกลูโคส และสปอร์ในผงทลัคมั 
เน่ืองจากสามารถลดความรุนแรงในการเกิดโรคไดดี้กวา่รูปแบบอ่ืน ๆ โดยรูปแบบสปอร์ในกลูโคส 
มีประสิทธิภาพในการป้องกนัการเกิดโรคเห่ียวไดดี้ท่ีสุดในพนัธ์ุอ่อนแอ พบอาการเห่ียวเพียง 33.3 
เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีค่าเฉล่ียการเกิดโรคของพนัธ์ุ คือ 93.33 เปอร์เซ็นต์ และในพนัธ์ุตา้นทาน พบ
อาการเห่ียว 6.67 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีค่าเฉล่ียการเกิดโรคของพนัธ์ุ คือ 26.67 เปอร์เซ็นต ์
 Marten และคณะ (1999) รายงานว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis B2g ซ่ึงอยู่ในรูปแบบ  
ต่าง ๆ เช่น แกรนูล สารแขวนลอยสปอร์ (spore suspension) และคลุกเมล็ด (seed treatment) 
สามารถท าลายเช้ือรา R. solani และ F. oxysporum ได้ผลดี ขณะเดียวกันสามารถส่งเสริมการ
เจริญเติบโต ของทานตะวนั กะหล ่าปลี และแตงกวาได ้
 ในปี 2550 วลิาวรรณ เช้ือบุญ และคณะ ไดศึ้กษาการใชส้ารแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียสาย
พนัธ์ุ SP009S คลุกเมล็ดและพ่นดว้ยสารแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SP007s ร่วมกบัสาร
ชีวภณัฑ์ (เกอมาร์บี เอ็ม8® ) มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้กลา้กะหล ่าดอก
ในส่วนของ น ้าหนกั ความสูงและความยาวใบไดดี้ท่ีสุด เท่ากบั 22.95, 19.03, และ 14.34 เซนติเมตร 
ตามล าดับ และสามารถควบคุมโรคเน่ าเละของกะหล ่ าดอกท่ี เกิดจาก  E.carotovora subsp. 
carotovora ไดดี้ท่ีสุดโดยความรุนแรงของโรคเท่ากบั 17.30 เปอร์เซ็นต ์ส่งผลใหผ้ลผลิตในกรรมวิธี
ดงักล่าวดีท่ีสุดเท่ากบั 1.70 ตนั/ไร่ 

2.7.2  การแช่รากหรือหัวพนัธ์ุ 
การแช่รากหรือหวัพนัธ์ุพืชดว้ยแบคทีเรียปฏิปักษก่์อนปลูก เป็นวิธีการท่ีช่วยป้องกนัไม่ให้

เช้ือสาเหตุโรคพืชท่ีอยูใ่นดินเขา้ท าลายพืชได ้หรือช่วยลดความรุนแรงลงได ้ซ่ึงเป็นวิธีท่ีดีกว่าเม่ือ
เกิดโรคแล้วจึงใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ไปรักษา วงศ์บุญ สืบสกุล และคณะ (2550) ได้ทดสอบ
ความสามารถของ B. subtilis จ านวน 5 ไอโซเลต ได้แก่  DOA-WB1, DOA-WB2, DOA-WB3, 
DOA-WB4 และ DOA-WB5 ในการควบคุมโรคเห่ียวของมะเขือเทศท่ีมีสาเหตุจากเช้ือแบคทีเรีย R. 
solanacearum โดยการแช่รากต้นกล้าอายุ 10 วนั ด้วยสารแขวนลอยแบคทีเรีย B. subtilis ความ
เข้มข้น 109 cfu.ml-1 เป็นเวลา 2-3 นาที แล้วปลูกในดินท่ีมีเช้ือ R. solanacearum ความเข้มข้น 106 
cfu.ml-1 หลังจากนั้ นราดด้วยสารแขวนลอยแบคทีเรีย B. subtilis ท่ี มีความเข้มข้น 106 cfu.ml-1 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ต่อกระถาง โดยราด 4 คร้ัง แต่ละคร้ังห่างกนั 7 วนั พบวา่แบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซ
เลตสามารถป้องกนัการเกิดโรคเห่ียวได้ 23.4-80 เปอร์เซ็นต์ โดยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต 
DOA-WB4 มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวไดดี้ท่ีสุด และเม่ือทดสอบดว้ยวธีิการเดียวกนัใน
มนัฝร่ังในสภาพแปลงเกษตรกร พบวา่ สามารถควบคุมการเกิดโรคได ้15.8-44.9 เปอร์เซ็นต ์โดยเช้ือ
แบคทีเรีย DOA-WB4 มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียวไดดี้ท่ีสุดเช่นกนั งานวิจยัของสุจินต ์
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แกว้ฉีด (2545) ไดค้ดัเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์จากแหล่งต่าง ๆ จากใบ เมล็ด และดิน บริเวณราก
ขา้ว พบวา่เช้ือ Bacillus sp. และเช้ือ  Pseudomonas sp. สามารถควบคุมการเกิดโรคของใบแห้งของ
ขา้วท่ีเกิดจากเช้ือ  X. oryzae pv. oryzae ในเรือนปลูกพืชทดลองโดยการจุ่มรากและฉีดพ่นทางใบ
โดยเกิดโรคเพียง 27-34 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีไม่ใชเ้ช้ือปฏิปักษจ์ะเกิดโรค 69 เปอร์เซ็นต ์ 

2.7.3  การโรยหรือราดลงดิน 
เป็นวิธีการท่ีง่ายและสะดวกต่อการใช้อีกรูปแบบหน่ึง จากการศึกษาของ EI-Hassan และ 

Gowen (2006) ซ่ึงไดท้ดลองเพาะเมล็ดถัว่แขกในถาดเพาะท่ีมีดินท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ โดยใช้ดินปลูก 2 
กิโลกรัม ต่อถาดเพาะ หลังจากนั้น 2 สัปดาห์ ท าการปลูกเช้ือ F. oxysporum f.sp. lentil ท่ีมีความ
เขม้ข้น 2.5x106 cfu.ml-1 ปริมาตร 60 มิลลิลิตร/ถาดเพาะ จากนั้นเติมเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย B. 
subtilis ความเขม้ขน้ 2-3x108 cfu.ml-1 ปริมาตร 60 มิลลิลิตร/ถาดเพาะ ราดรอบ ๆ ต้นกล้า เร่ิมพบ
อาการเห่ียวของถั่วหลังการปลูก 48 วนั และในวนัท่ี 73 พบว่า ต้นถั่วท่ีราดด้วยเซลล์แขวนลอย
แบคทีเรียแสดงอาการเห่ียวเพียง 30 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเทียบกับ control ท่ีแสดงอาการเห่ียว 100 
เปอร์เซ็นต ์นอกจากการใชแ้บคทีเรียปฏิปักษเ์พื่อควบคุมเช้ือราและแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชแลว้ ยงัมี
การน าไปใชค้วบคุมไส้เดือนฝอยไดด้ว้ย ดงัเช่น Metasebia et al., (2009) ไดท้ดลองใชผ้ลิตภณัฑท์าง
การคา้ภายใตช่ื้อ BioNem ซ่ึงเป็นชีวภณัฑ์ท่ีมี B. firmus เป็นส่วนประกอบหลกั ความเขม้ขน้ 0.5, 
1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 เปอร์เซ็นต์ เพื่อใช้ควบคุมการฟักตวัของไส้เดือนฝอย Meloidogyne incognita 
สาเหตุโรครากปมในมะเขือเทศ โดยวางถุงไข่ (egg mass) ลงในสารแขวนลอยแบคทีเรีย ท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ หลงัจากนั้น 3 วนั เร่ิมตรวจนบัจ านวนตวัอ่อนของไส้เดือนฝอย พบวา่ ทุกระดบัความ
เขม้ขน้ของ BioNem มีผลยบัย ั้งการฟักตวัของ M. incognita ตั้งแต่ 3 วนัแรก โดยประสิทธิภาพการ
ยบัย ั้งจะลดลงเร่ือย ๆ หลงัจาก 3 วนั ซ่ึงมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูร่ะหวา่ง 98 ถึง 100 เปอร์เซ็นต ์และ
เม่ือน าไปใชค้วบคุมไส้เดือนฝอยในกระถางปลูกซ่ึงมีความจุของดิน 1,200 ซีซี และมีตวัอ่อนของ M. 
incognita อยู่ในดินปลูกมะเขือเทศจ านวน 1,000 ตวั/ตน้ โดยใช้ BioNem อตัรา 1, 2, 4, 8 และ 16 
กรัม พบว่าสามารถลดการเกิดปมท่ีรากของมะเขือเทศได้ตั้งแต่ 53 ถึง 85 เปอร์เซ็นต์ และสามารถ
เพิ่มน ้ าหนกัของพืชได้ 10 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ ตามปริมาณการใชชี้วภณัฑ์ แต่ท่ีอตัรา 16 กรัม/ตน้ ท า
ให้เกิดพิษกบัพืช ดงันั้น อตัราท่ีแนะน าให้ใชค้วบคุม M. incognita ไดผ้ลดีและไม่เป็นพิษกบัพืชคือ
ประมาณ 8 กรัม/ตน้ 

2.7.4  การพ่นทางใบหรือผล 
ชยัสิทธิ ปรีชา และคณะ (2550) ไดศึ้กษาวสัดุท่ีเหมาะสมท่ีจะใชเ้ป็นตวัพา (carrier) ของ B. 

amyloliquefaciens สายพันธ์ุ KPS46 เพื่อพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์ส าหรับฉีดพ่นทางใบ ซ่ึงแบคทีเรีย
ดังกล่าวสามารถปลดปล่อยสารเมตาโบไลต์ท่ียบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย X. axonopodis pv. 
glycines สาเหตุโรคใบจุดนูนถัว่เหลือง โดยวสัดุท่ีน ามาทดสอบ ไดแ้ก่ มูลโคแห้ง ทลัคมั มูลโคหมกั 
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และถ่านแกลบ โดยมีปริมาณแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. amyloloquefaciens เร่ิมต้น 8.85x1014 cfu.ml-1 
หลงัการเก็บรักษา 60 วนัท่ีอุณหภูมิห้อง พบว่าในสูตรท่ีใช้ถ่านแกลบ และมูลโคแห้งเป็นตวัพา มี
ปริมาณเช้ือ 1.29x1013 และ 1.03x1013 cfu.ml-1 ตามลาดบั ซ่ึงสูงกวา่สูตรอ่ืน ๆ และเม่ือน าไปทดสอบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคใบจุดนูนของถัว่เหลืองฝักสด ในสภาพเรือนทดลอง ดว้ยการละลาย
น ้ าฉีดพ่นบนตน้ถัว่เหลืองอายุ 30 วนั ปริมาตร 20 มิลลิลิตร/ตน้ (ชีวภณัฑ์ 1 กรัม:น ้ า 1 มิลลิลิตร) 
หลังจากนั้ น 24 ชั่วโมง พ่นตามด้วยเช้ือ X. axonopodis pv. glycines ท่ีความเข้มข้น 108 cfu.ml-1 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร/ตน้ พบวา่รูปแบบท่ีใช้ถ่านแกลบ มูลโคแห้ง มูลโคหมกั และทลัคมั มีระดบั
ความรุนแรงในการการเกิดโรค 33.44, 35.83, 36.33 และ 36.78 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ซ่ึงมีศกัยภาพ
ในการควบคุมโรคไดเ้ทียบเท่ากบัการใชส้ารเคมีคอปเปอร์ออกซีไฮดรอกไซด์และการใชเ้ช้ือสด ท่ีมี
ระดบัความรุนแรงของโรค 33.33 และ 34.00 เปอร์เซ็นต ์ตามลาดบั ธรรมศาสตร์ จนัทรัตน์ และคณะ 
(2552) ได้เตรียมสูตรชีวภณัฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ของ B. amyloliquefaciens DGg13 โดยเตรียมเป็น
ชีวภณัฑ์ 2 สูตร สูตรแรกใชเ้ซลล์แขวนลอย 2 มิลลิลิตร ผสมกบัผงดิน 200 กรัม บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 
48 ชัว่โมง สูตรท่ีสองใชเ้ซลลแ์ขวนลอย 700 มิลลิลิตร ผสมกบัผงทลัคมั 1 กิโลกรัม คลุกเคลา้ให้เขา้
กนัแล้วบด เม่ือเก็บไวน้าน 6 เดือน พบว่าในสูตรท่ีผสมผงดินมีปริมาณแบคทีเรียคงอยู่ 2.5x1011 

cfu.ml-1 ใกล้เคียงกับเดือนแรก (4x1011 cfu/กรัม) ต่างกับสูตรท่ีผสมทลัคมั ท่ีมีปริมาณแบคทีเรีย
ลดลงตามระยะเวลาการเก็บรักษา โดยในเดือนท่ี 6 จ านวนแบคทีเรียลดลงเหลือ 2x108 cfu.ml-1 จาก
เดิม 6.3x1012 cfu.ml-1 และพบว่า เม่ือน าสารชีวภณัฑ์ทั้งสองสูตรไปใช้กบัผลพริก สามารถลดการ
เกิดโรคจาก Colletotrichum spp.ได ้86.97 และ 84.99 เปอร์เซ็นต ์ตามลาดบั แต่ชีวภณัฑ์ทั้งสองสูตร
เม่ือผสมน ้าแลว้น าไปพน่บนพืช มีปัญหาการอุดตนัหวัฉีด และเกิดคราบขาวท่ีผลและใบพริก 

 

2.8 รูปแบบของสูตรส าเร็จ  B. subtilis  ทีใ่ช้ในการควบคุมโรคพืช 
การใช้ เช้ื อแบคที เรียในสกุล  Bacillus ในการควบ คุมโรค แม้ว่า เช้ื อดังก ล่าวจะมี

ประสิทธิภาพดีในการควบคุมโรคในระดบัห้องปฏิบติัการ เรือนทดลองและแปลงทดสอบ เม่ือท า
การใชเ้ช้ือในรูปแบบเช้ือสด แต่อยา่งไรก็ตามเม่ือน าเช้ือมาผา่นการพฒันาเป็นสูตรผงและเกษตรกร
น าไปใช้จริงใสภาพไร่ พบว่า ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคยงัไม่ดีพอ ปัญหาเหล่าน้ีมกัเกิดจาก
ความไม่คงตวัของชีวภณัฑ์ในขณะเก็บรักษา จ านวนเช้ือท่ีออกมาบริเวณเป้าหมายนอ้ยเกินไป หรือ
เกิดการสลายตวัของสาระส าคญัในบริเวณเป้าหมายอยา่งรวดเร็วและการนเป้ือนของเช้ืออ่ืน ฯลฯ ซ่ึง
ในปัจจุบนัประเทศไทยมีรูปแบบของชีวภณัฑใ์นสกุล Bacillus ประกอบดว้ย 

2.8.1  สูตรน ้า (liquid formulate) เช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษ์จะอยู่ในรูปเซลล์แขวนลอยในตวั
ท าละลายท่ีเป็นน ้ าหรืออาจอยูใ่นตวัท าละลายท่ีไม่ละลาย มีความทนทานต่ออุณหภูมิและสารเคมีต ่า 
อายุสั้ นและต้องการการเก็บรักษาในภาชนะบรรจุท่ีพิเศษ ต้องมีระบบการแลกเปล่ียนก๊าซและ
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ความช้ืนท่ีเหมาะสมขอ้ดีคือ สามารถน าจุลินทรียไ์ปใช้ประโยชน์ไดท้นัทีไม่ตอ้งผ่านขั้นตอนการ 
reactivation ในการผลิตสูตรส าเร็จอาจมีการเติมพอลิแซ็กคาไรด์ หรืออนุพนัธ์ของพอลิแอลกอฮอล์
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการป้องกนัเช้ือโรคพืช สมคิด ดิสถาพร (2538) ไดร้ายงานการทดลองใช้ B. 
subtilis ใน รูปเช้ือเข้มข้นทาบริเวณแผลของต้นทุ เรียนท่ี เป็นโรคโคนเน่าท่ี เกิดจากเช้ือรา 
Phytophthora sp. พบว่าท าให้แผลเน่าแห้งไม่เกิดยางไหล นอกจากน้ี การเก็บจุลินทรียใ์นสภาพ
ของเหลวสามารถท าไดโ้ดยเก็บรักษาโดยใช้ไนโตรเจนเหลวท าไดโ้ดยเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์ห้เจริญ
จนถึงระยะท่ีจุลินทรีย์มีการเจริญสูงสุดและคงท่ีจากนั้นน าไปผสมกับสารช่วยป้องกันเซลล์ถูก
ท าลายในขณะแช่แข็ง เช่น กลีเซอรอลแลว้บรรจุลงในแอมพูลปิดให้สนิทน าไปแช่แข็งโดยใชอ้ตัรา
การลดอุณหภูมิ 1 องศาเซลเซียสต่อ 1 นาทีเม่ืออุณหภูมิลดลงถึง -20 องศาเซลเซียส แลว้จึงน าไปเก็บ
ไวใ้นถังบรรจุไนโตรเจนเหลวซ่ึงมีอุณหภูมิ  -150 ถึง -196 องศาเซลเซียส การสูญเสียเซลล์ใน
ระหว่างการเก็บรักษาโดยวิธีน้ีจะเกิดข้ึนไดน้้อยมากแต่อาจมีเซลล์บางส่วนตายไปไดบ้า้ง การเก็บ
รักษาเซลล์ท่ีอุณหภูมิต ่ามาก ๆโดยวิธีน้ีจะใช้เก็บจุลินทรียไ์ดเ้กือบทุกชนิดและเก็บรักษาไวไ้ดเ้ป็น
เวลานานเน่ืองจากท าใหเ้มแทบอลิซึมของเซลลล์ดลงอยา่งมากแต่วธีิน้ีมีขอ้เสียคือค่าบ ารุงรักษาแพง 

2.8.2  สูตรแห้ง (dry formulate) จากรายงานของ Paau (1988) กล่าววา่ การผลิตสูตรส าเร็จ
ในรูปสูตรแห้งนิยมใช้จุลินทรียท่ี์สามารถสร้างสปอร์ และในการผลิตจะตอ้งมีการเติมสารป้องกนั
เซลลเ์พื่อปกป้องเซลล์ จากความร้อนในระหวา่งกระบวนการท าแหง้ เช่น หางนม และ เจลาติน เป็น
ต้น ซ่ึงสารท่ีเติมลงไปบางชนิดช่วยเพิ่มผลได้ของเซลล์และช่วยให้ผลิตภณัฑ์มีความคงตัวใน
ระหว่างการเก็บรักษา จากการศึกษาของ Rajet et al., (2003) ท่ีไดน้ าชีวภณัฑ์แบคทีเรีย B. subtilis, 
B. pumilus และ B. amyloliquefaciens ของมหาวิทยาลยั Auburn สหรัฐอเมริกา มาเคลือบเมล็ดขา้ว
ฟ่างแลว้ปลูกในสภาพแปลง พบวา่แบคทีเรียดงักล่าวช่วยให้ความสูงตน้ พื้นท่ีใบ น ้าหนกัเมล็ด และ
ผลผลิตรวมของข้าวฟ่างสูงกว่าเมล็ดท่ีไม่ได้เคลือบอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ นอกจากน้ี ไก่แก้ว       
สุธรรมมา (2552) พบวา่ สูตรชีวภณัฑ์ B. subtilis สายพนัธ์ุ CH4 ท่ี 1 ประกอบดว้ยผงเช้ือ B. subtilis 
+ทลัคมั+ร าขา้ว ให้ปริมาณเช้ือ B. subtilis สูงท่ีสุด 1.88 log cfu.ml-1 และพบวา่ การใช้สูตรชีวภณัฑ์ 
ท่ี 1 ผสมกับซิลิคอนในรูปโซเดียมซิลิเคต มะเขือเทศมีการรอดตายสูงสุด 88 เปอร์เซ็นต์ และมี
ผลผลิตสูงท่ีสุด 240 กรัม/ตน้ ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญักบัวธีิอ่ืน Vidhyasekaran (1995) พบวา่ ใน
การผลิตสูตรส าเร็จเช้ือ P. fluorescens โดยใช้ทลัคมัเป็นสารพาผสมกบัคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส 1 
เปอร์เซ็นต ์pH  7.0 เม่ือเก็บสูตรส าเร็จท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 240 วนั ปริมาณเช้ือลดลงจากเร่ิมตน้ 
3.75x108  เป็น  1.3x108  cfu.ml-1 ต่อมาในปี  1999 ได้ศึกษาการเก็บรักษาสูตรส าเร็จชนิดน้ี  ใน
ถุงพลาสติกปิดสนิทพบวา่เช้ือสามารถรอดชีวิตไดดี้และนานกวา่ 30 วนัปริมาณเช้ือท่ีรอดชีวิตลดลง 
50เปอร์เซ็นต ์จากเช้ือเร่ิมตน้ 9x108 cfu.ml-1 ช่อทิพย ์ถนอมถ่ิน (2538) ศึกษาการผลิตสูตรส าเร็จเช้ือ 
B. subtilis สายพนัธ์ุ KK-TO3 และCH6 โดยใชไ้ดอะตอมไมทเ์ป็นสารพาพบวา่ B. subtilis สายพนัธ์ุ 
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KK-TO3 ปริมาณเช้ือเร่ิมต้น 8.8x108  และสายพันธ์ุ  CH6 7.1x108  cfu.ml-1 หลังการเก็บรักษาท่ี
ระยะเวลา 180 วนัปริมาณเช้ืออยูใ่นช่วง 104-106  เม่ือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอ้งและท่ี 4 องศาเซลเซียส
ปริมาณของเช้ือทั้งสองสายพนัธ์ุเท่ากบั 8.8x107 และ 6.4x107 โคโลนีต่อผงเช้ือ 1 กรัมตามล าดบั จาก
รายงานการทดลองของ Lewis (1995) พบว่า การผลิตสูตรส าเร็จในรูปเม็ดเช้ือ Gliocladium virens 
G1-3 และ G1-21 และ  Trichoderma hamatum TRI-4 โดยใช้แป้งข้าวโพด เจลาติไนซ์เป็นส่วน 
ประกอบเม่ือเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน เช้ือมีปริมาณการรอดชีวิต
ลดลงโดย G1-3, G1-21 และ TRI-4 ลดลงจาก 1.8x107, 6.4x106  และ1.2x106 เป็น 1.3x107, 2.6x106 

และ 3.7x104  cfu.ml-1 ตามล าดบั 
 Kloepper (1980) ศึกษาการผลิตสูตรส าเร็จชนิดผงเช้ือ Pseudomonas spp. โดยมีทลัคมัและ
แซนแทนกมั 20 เปอร์เซ็นต์ เป็นส่วนผสม พบว่าหลงัการท าแห้งเช้ือมีปริมาณลดลงจาก 109 เป็น 
8.2x107 cfu.ml-1 ในท านองเดียวกนัผลการทดลองของ Walker (1983) พบวา่ การผลิตสูตรส าเร็จใน
รูปเม็ดจากเช้ือ Phyllosticta sp. ซ่ึงประกอบด้วย clay 10-20 เปอร์เซ็นต์ และโซเดียมอลัจิเนท 1.33
เปอร์เซ็นต์ โดยมีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 5x109  cfu.ml-1 หลงัผ่านการท าแห้งและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 สัปดาห์เช้ือท่ีรอดชีวิตเท่ากบั 1.8x107 cfu.ml-1 นอกจากอุณหภูมิการเก็บ
รักษาจะเป็นปัจจยัท่ีส าคญัแลว้ภาชนะบรรจุท่ีเหมาะสมก็เป็นปัจจยัท่ีส าคญัเช่นกนัภาชนะบรรจุท า
หนา้ท่ีควบคุมการถ่ายเทอากาศและความช้ืนซ่ึงอาจท าให้เกิดการปนเป้ือนของเช้ือรา และท าให้เช้ือ
ไม่อยูใ่นสภาวะคงท่ีในรูปผงแหง้การผลิตสูตรส าเร็จในรูปแบบแหง้มีหลายวธีิ  
 

2.9  การผลติแบคทเีรียทีม่ปีระโยชน์ในรูแบบของชีวภัณฑ์ 
 ปัจจุบนัมีการน าจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์หลายชนิด มาพฒันาให้อยู่ในรูปแบบของชีวภณัฑ ์
เน่ืองจากการผลิตในรูปแบบของชีวภณัฑ์จะท าให้เกิดความสะดวกต่อการน าไปใช ้ตวัอยา่งชีวภณัฑ์
ท่ีผลิตจากเช้ือจุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์ เช่น B. subtilis ได้แก่ ลาร์มิน่า® P. fluorescens ได้แก่ Top 
A506® และ Stretomyces griseoviridis ได้แก่ Mycostop® โดยในแต่ละสูตรของเช้ือแบคทีเรียท่ีมี
ประโยชน์ตวัเดียวกนัอาจมีประสิทธิภาพสูงหรือต ่าแต่งต่างกนั ซ่ึงสูตรชีวภณัฑด์งักล่าวป็นสูตรผงท่ี
สามารถน าไปละลายน ้ าและฉีดพ่นให้กบัพืชโดยตรง สูตรชีวภณัฑ์จึงมีขอ้จ ากดัของในการน าไปใช ้
คือจ านวนเช้ือท่ีใช้ในการควบคุมโรคพืชอาจมีจ านวนหรือปริมาณเช้ือไม่เพียงพอ ดังนั้ นจึง
จ าเป็นตอ้งศึกษาวิธีการผลิตสูตรชีวภณัฑ์ และแนวทางการใช้งานท่ีเหมาะสมเพื่อสะดวกต่อการ
น าไปใช้ในแปลงเกษตร ท าให้สามารถใช้ประโยชน์จากแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ และเพื่อท าการผลิตในเชิงพานิชน์ต่อไป 

ปัจจุบนัในต่างประเทศทัว่โลกมีการพฒันาและผลิตชีวภณัฑ์ Bacillus ในเชิงการคา้ รูปแบบ
ต่าง ๆ เพื่อใช้ควบคุมเช้ือสาเหตุโรคพืชเป้าหมายชนิดต่าง ๆ หลากหลายรูปแบบ เพื่อให้สะดวกต่อ
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การเก็บรักษาและการน าไปใช้ โดยชีวภณัฑ์ท่ีจ  าหน่ายทางการคา้มีหลายลกัษณะท่ีน าไปใช้ เช่น 
รูปแบบผงละลายน ้ า เช่น Bio-Fungus®, Binab T®, Rootshield® และในรูปแบบเม็ดท่ีจ  าหน่าย
ทางการค้า Bio-Fungus®, Binab T®, Rootshield®, T-22 Planter Box® หรือในรูปแบบ pelleted เช่น 
Binab T® และในรูปแบบน ้า เช่น Promote® (Haggag et al., 2011) (ตารางท่ี 3) 
 
ตารางที ่3  รูปแบบชีวภณัฑ ์ Bacillus ท่ีผลิตในเชิงการคา้เพื่อใชค้วบคุมเช้ือสาเหตุโรคพืชเป้าหมาย 

แต่ละชนิด 
ช่ือสินค้า Bacillus spp. ประเภทของ 

ชีวภัณฑ์ 
เช้ือโรคเป้าหมาย 

Serenade B. subtilis QST 713 WP 
Aqueous suspension 

Fungi, bacteria on multiple 
vegetables, fruits 

EcoGuard B. licheniformis SB3086 Flowable Sclerotinia homoeocapa on 
turf 

Kodiak B. subtilis GB03 WP (conc.)1 
Flowable 

Fungi on cotton,  
large-seeded 

Yield shield B. pumillus GB34 WP (conc.) Fungi on soybeans 

Bio yield 
 

B. amyloliquefaciens B99 
+ B. subtilis GB122 

Dry flake 
 

Fungi on bedding plants in 
potting mixes 

Subtilex B. subtilis M1600 WP (conc.) 
 

Fungi on cotton, large-
seeded legumes, soybeans 

Hi stick+ 
Subtilex 

B. subtilis M1600+ 
Rhizobium 

Flowable 
 

Fungi on soybeans, peanut 

ท่ีมา : Schisler และคณะ (2004); กศุล ถมมา (2556) 
           1 wetlable powder concentration 

 
2.10  การท าแห้งแบบพ่นฝอย (spray drying) 

 เทคนิคการท าแห้งแบบพ่นฝอย ( spray drying) เป็นเทคนิคในกระบวนการเอนแคปซูเลชนั
ท่ีได้รับความนิยมมากท่ีสุด เน่ืองจากมีต้นทุนการผลิตน้อยท่ีสุด มีก าลังการผลิตสูง ใช้งานง่าย 
ระยะเวลาการผลิตสั้ น (Risch, 1995; Qi and Xu, 1999) สามารถควบคุม และปรับสภาวะการผลิต
ตามผลิตภัณฑ์ท่ีผูผ้ลิตต้องการเช่น ขนาดอนุภาค, ปริมาณความช้ืน, ความสามารถในการไหล 
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(flowability), ความหนาแน่นของอนุภาค  (bulk density), ความสามารถในการกระจายตัว 
(dispersibility), ลกัษณะปรากฏและความแข็งแรงของโครงสร้าง เป็นตน้  (Augustin and Sanguansri, 
2008) เทคนิคการท าแห้งแบบพ่นฝอยเป็นหน่ึงในกระบวนการท่ีใชก้นัมานานท่ีสุดในอุตสาหกรรม
อาหารตั้งแต่ ปี1930 (Dziezak, 1988) 
  เทคนิคการท าแห้งแบบพ่นฝอย เป็นเทคนิคท่ีนิยมใชส้ าหรับการท าแห้งสารละลายอินทรีย์ 
สารประเภทอิมลัชนัและของเหลวชนิดต่าง ๆ โดยผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ะอยูใ่นรูปของผงแห้งจากการวจิยั
และพัฒนาท่ี ต่อเน่ืองกันมา  ท าให้วิ ธีการท าแห้งแบบพ่นฝอยกลายเป็นวิธีการท าแห้งท่ี มี
ประสิทธิภาพและนิยมน ามาท าแห้งผลิตภณัฑ์หลายชนิด โดยเฉพาะอุตสาหกรรมทางเคมี และ
อาหาร ซ่ึงการอบแห้งดว้ยวิธีน้ี นอกจากจะใชส้ าหรับการท าแห้งอยา่งรวดเร็วแลว้ ยงัเป็นวิธีการท่ีมี
ประโยชน์มากในการลดขนาดและปริมาตรของของเหลวอีกดว้ย ซ่ึงกระบวนการน้ี ประกอบไปดว้ย
การพ่นของเหลว (feed) ออกมาจนเป็นละอองขนาดเล็กเข้าผสมกับอากาศร้อนท่ีไหลผ่านอย่าง
รวดเร็ว ท าให้น ้ าท่ีอยูใ่นละอองของเหลวระเหยไปทั้งหมดและไดผ้ลิตภณัฑ์ท่ีอยูใ่นรูปของผงแห้ง 
โดยการท างานของเคร่ืองอบแห้งแบบพ่นฝอย เร่ิมจากอากาศจะถูกดูดผ่านตวักรองและผ่านตวัให้
ความร้อน จากนั้นจึงเขา้สู่ห้องอบแห้ง (drying chamber) ตวัอยา่งของเหลวท่ีน ามาฉีดควรมีลกัษณะ
เหลวท่ีไม่ขน้มาก จากนั้น ของเหลวจะถูกดูดโดยป๊ัมผา่นอุปกรณ์ท่ีท าใหเ้กิดละอองฝอยคือ atomizer 
ภายในหอ้งอบ เม่ือละอองสัมผสักบัอากาศร้อนจะท าใหเ้กิดการระเหยของน ้าอยา่งรวดเร็ว และจะได้
ผงของผลิตภณัฑ์ตกลงสู่ดา้นล่างของห้องอบ ผงบางส่วนท่ีหลุดออกมากบัอากาศจะถูกแยกโดยใช้
ไซโคลนซ่ึงจะรวมเขา้เป็นผลิตภณัฑผ์งในท่ีสุด (เอกดนยั กอกิมพงษ,์ 2551) 
 การท าแห้งแบบพ่นฝอยเป็นวิธีท่ีนิยมใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เพราะมีราคาถูกและ
สามารถประยุกต์ใช้ร่วมกับสารประกอบอ่ืน ๆ ได้หลายชนิด ท าให้สะดวกต่อการเพิ่มผลผลิต 
ผลิตภัณฑ์ ท่ี เป็นผง (Dziezak, 1988) โดยงานทดลองของ Tsvetkov (1983) ได้น า Micrococcus 
varians สายพนัธ์ุ M95 และ Lactobacillus plantarum สายพนัธ์ุ L4 ท าแห้งเช้ือแบบพ่นฝอยโดยใช้
สารป้องกนัเซลล์ 5 ชนิด ไดแ้ก่ ซูโครส แลคโตส โซเดียมกลูตาเมต เปปโตน  และนมผงขาดมนัเนย 
ท าการเติมเจลาติน กรดกลูตามิกและ โซเดียมอะซิเตท ช่วยให้เช้ือมีจ านวนการรอดชีวิตสูงข้ึนหลงั
ผา่นการท าแหง้ สามารถเก็บเช้ือได ้นาน 3 เดือน ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 วตัถุประสงค์การท าแห้งจุลินทรีย ์คือ ตอ้งการเก็บรักษาเช้ือให้คงสภาพดีโดยไม่เกิดการ
สูญเสีย กิจกรรมของเช้ือ ระหว่างการขนส่งและเก็บรักษา จากรายงานของ Kim and Bhowmik 
(1990) พบว่าอตัราการรอดชีวิตของ S. thermophilus และ L. bulgaricus จะลดลงเม่ืออุณหภูมิลม
ออก (outlet air temperature) เพิ่มสูงข้ึน โดยจะส่งผลต่อการรอดชีวิตของเช้ือแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด
มากกว่าการเปล่ียนแปลงของ ค่าอุณหภูมิลมเข้า (inlet air temperature) และค่า atomizing air 
pressure นอกจากน้ี Gardiner et al. (2000) ไดศึ้กษาการท าแห้งแบบพ่นฝอยกบัจุลินทรีย ์L. paracasei 
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สายพนัธ์ุ NFBC 338 ท่ีอุณหภูมิลมเขา้ 170 องศาเซลเซียส และแปรอุณหภูมิลมออกตั้งแต่ 70-120 
องศาเซลเซียส พบวา่ท่ีอุณหภูมิลมออก 80-85 องศาเซลเซียส ท าให้ L.  paracasei สายพนัธ์ุ NFBC 
338 รอดชีวิตมากท่ีสุด โดย ผลิตภณัฑ์ผงมีความช้ืนท่ีเหมาะสมคือ 4.1 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ี ยงั
แสดงให้เห็นความสัมพนัธ์ของ ค่าอุณหภูมิลมออก ท่ีมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของจุลินทรีย์
และค่าความช้ืนของผลิตภณัฑผ์ง คือเม่ืออุณหภูมิลมออกสูงข้ึนการรอดชีวิตของเช้ือและความช้ืนจะ
ลดลง ในปี 2555 กนกวรรณ ศริญญาวจัน์ ได้ท าการศึกษาสภาวะในการท าแห้งแบบพ่นฝอยใน
การศึกษาน้ีไดแ้ก่ อตัราการป้อนสารละลาย 25 ml/min แรงลมท่ีหวัพ่นฝอย 15 kg/cm2 และอุณหภูมิ
ลมออกท่ี 65, 75 และ 85 องศาเซลเซียส พบว่าการท าแห้งแบบพ่นฝอยของเช้ือ L. fermentum 
2311M มีอัตราการรอดชีวิตสูงสุดคือ 45.0, 32.4 และ 15.5 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับและ L. casei 
sub.sp. paracasei สายพนัธ์ุ F-19 มีอตัราการรอดชีวิตเป็น 21.5, 10.9 และ 2.7 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
อุณหภูมิลมออกยงัส่งผลต่อความช้ืนเช่นกันโดยความช้ืนของผลิตภณัฑ์ L. fermentum สายพนัธ์ุ 
2311M และ L.casei sub.sp. paracasei สายพนัธ์ุ F-19 ท่ีอุณหภูมิลมออก 85 องศาเซลเซียส มีค่านอ้ย
ท่ีสุดคือ 3.2 และ 3.5 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ท่ีอุณหภูมิลมออก 75 องศาเซลเซียส ความช้ืนมีค่า
ใกลเ้คียงค่ามาตรฐานผลิตภณัฑน์มผงมากท่ีสุดคือ 5.2 และ 5.5 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และท่ีอุณหภูมิ
ลมออก 65 องศาเซลเซียส  มีความช้ืนมากท่ี สุดคือ 7.9 และ 8.1 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ  เช่น
เดียวกบัวรรณทิชา ลาภศิริ (2552) ไดท้  าการศึกษาการใชอุ้ณหภูมิของอากาศขาเขา้และออก 130 และ 
70 องศาเซลเซียส ตามล าดบั กลา้เช้ือผง L. plantarum สายพนัธ์ุ KMITNB 53.4 ท่ีมี maltodextrin 10 
เปอร์เซ็นต+์monosodium glutamate (MSG) 10 เปอร์เซ็นต ์เป็น spray drying carrier และสารปกป้อง
เซลลมี์เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติของเช้ือสูงสุด เท่ากบั 17 เปอร์เซ็นต ์(8.29 ± 0.07 log cfu.ml-1)  
  Graham (1998) ศึกษาการท าแห้งแบบใช้อากาศพบว่า การท าแห้งโดยใช้ลมร้อนเม่ือ 
เพาะเล้ียงเช้ือรา Arthrobotrys dactyloides สายพนัธ์ุ A4  บนอาหาร GCS ท่ีประกอบด้วย กลูโคส 
และน ้าแช่เยือ่ขา้วโพด น าน ้าหมกัไปเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที น าเซลลท่ี์เหวีย่งแยก
ไดเ้ติมกมัอารบิกผสมในเคร่ืองเป็นเวลา 10 วินาทีเติม vermiculite และ kaolin เป็นสารพา จากนั้น 
น าผ่านเคร่ือง electrically powered pasta maker จะไดเ้ม็ดเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 1 มิลลิเมตร 
น าไปท าแหง้ในตูอ้บลมร้อนใหเ้หลือความช้ืน 4-5 เปอร์เซ็นตถ์า้ความช้ืนมากกวา่  2 เปอร์เซ็นต ์จะมี
การปนเป้ือนจากแบคทีเรียและเช้ือราอ่ืน ๆ จะได้ขนาดเม็ดยาว 0.5–2.5 มิลลิเมตร เก็บท่ี 4 องศา
เซลเซียสไดน้าน 18 เดือน น าเม็ดเช้ือท่ีไดผ้สมกบัดิน พบวา่ A. dactyloides สามารถเจริญแพร่พนัธ์ุ
สร้างไฮฟาลงสู่ดิน มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งไส้เดือนฝอย Meloidogyne javanica สามารถลด
จ านวนไข่ การเกิด gall และลดจ านวนไส้เดือนฝอยไดม้ากกวา่  90 เปอร์เซ็นต ์การท าแห้งโดยใชล้ม
ร้อน วิธีการน้ี ท าโดยใช้ลมร้อนผ่านผลิตภณัฑ์ท่ีตอ้งการท าแห้งเป็นวิธีท่ีสะดวกราคาถูก วิธีน้ีเป็น
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การท าแห้งอย่างช้า ๆ ท าให้จุลินทรียท่ี์ต้องการท าแห้งสามารถปรับตวัให้เข้ากับส่ิงแวดล้อมใน
ระหวา่งการท าแหง้ได ้ 
 Lam (2001) พบว่า การเติม poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) ลงในสูตรส าเร็จ recombinant 
human nerve growth factor (rhNGF) จะช่วยป้องกนั rhNGF ถูกท าลายในระหวา่งการท าแห้งแบบ
พ่นฝอย วิธีน้ีไดเ้ปรียบในเร่ืองความสะดวกในการขนส่งและการเก็บรักษา แต่วิธีการน้ี มีผลท าให้
เช้ือมีประสิทธิภาพลดจ านวนลงค่อนขา้งมากส่วนใหญ่เช้ือท่ีผลิตในรูปแบบน้ีไดแ้ก่ Streptococcus 
spp. ซ่ึงโดยทัว่ ๆไปจะลดจ านวนลงถึง 50-80 เปอร์เซ็นต์ ระหวา่งการท าแห้ง นอกจากนั้น ระหวา่ง
การเก็บรักษาเช้ือจะลดปริมาณลงอีกตามระยะเวลาท่ีเก็บอาหารท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเช้ือ นบัวา่มีผล
ท าให้เช้ืออยู่รอดได้ดียิ่งข้ึน เช่น การเติม yeast extract และวิตามินซีลงใน อาหารเล้ียงเช้ือ ท าให้
ปริมาณ L. bulgaricus อยูร่อดมากข้ึน นอกจากในขั้นตอนการเล้ียงเช้ือแลว้ยงัสามารถเพิ่มอตัราการ
อยู่รอดของเช้ือโดยเติมสารต่าง ๆ ขณะท าแห้ง เช่น เติมโมโนโซเดียมกลูตาเมท ประมาณ 5 
เปอร์เซ็นต์ หรือแลคโตส 7 เปอร์เซ็นต์ ได้มีการเปรียบเทียบผลของ การเติมนมผงพร่องมนัเนย 
ยสีตบ์รอท โมโนโซเดียมกลูตาเมท  เดกสแตรน และซูโครส ต่อการมีชีวิตรอดของ Streptococcus sp. 
พบว่า นมผงพร่องมนัเนยให้ผลดีท่ีสุดรองลงมา ไดแ้ก่ โมโนโซเดียม กลูตาเมท เดกสแตรน และ
ซูโครส ตามล าดบั การควบคุมความช้ืนให้เหมาะสมนบัวา่เป็นอีก วธีิหน่ึงท่ีท าให้ปริมาณการมีชีวิต
รอดระหวา่งการเก็บสูงข้ึน เช่น การท าแห้งแบบพ่นฝอยเช้ือ L. plantarum โดยใชค้วามเยน็ท่ีมีความ 
ช้ืน 3.8-5.7 เปอร์เซ็นต ์จะมีปริมาณเช้ืออยูร่อด มากกวา่กลา้ท่ีมีความช้ืน 0.7-2.3 เปอร์เซ็นต ์
 การท าแหง้เป็นกระบวนการท่ีเก่ียวขอ้งกบัการก าจดัความช้ืนในผลิตภณัฑ์เพื่อใหผ้ลิตภณัฑ์
อยูใ่นรูปท่ีสามารถจดัการไดง่้าย เช่น การเก็บรักษาและการขนส่งผลิตภณัฑชี์วภาพ ส่วนมากมีความ
ไวต่อความร้อนสูง  ดงันั้นการเลือกวิธีการท าแห้ง ควรค านึงถึงความเสถียรของผลิตภณัฑ์โดยการ
เลือกใช้กระบวนการท าแห้งท่ีอุณหภูมิต ่า หรือโดยการปรับปรุงสมบติัของผลิตภณัฑ์ให้ทนความ
ร้อนไดดี้ข้ึน การก าจดัน ้ าในรูปของไอน ้าจ  าเป็นตอ้งให้พลงังานความร้อนซ่ึง ไดม้าจากการท าสมดุล
ความร้อนระหวา่งอตัราความร้อนท่ีให้และความร้อนแฝงของการระเหย กลไกการถ่ายเทความร้อน 
ได้แก่ การน าการพาการแผ่รังสีหรือรวมกัน (เพ็ญแข วนัไชยธนวงศ์, 254) ทั้ งน้ีการท าแห้งเช้ือ
แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ทางดา้นการเกษตรในการควบคุมโรคพืชยงัไม่มีการน ามาพฒันาใชเ้พื่อน ามา
ผลิตในเชิงการคา้ ซ่ึงส่วนใหญ่พบในอุตสาหกรรมอาหารเท่านั้น 

2.10.1 ปัจจัยทีม่ีอทิธิพลต่อการรอดชีวติของจุลนิทรีย์ในระหว่างการท าแห้งแบบพ่นฝอย 
อตัราการมีชีวิตรอดของจุลินทรียภ์ายหลังการท าแห้งข้ึนกับปัจจยต่ัาง ๆ เช่น อุณหภูมิใน 

ระหว่างการท าแห้ง ชนิดของจุลินทรีย ์สภาพของการเจริญเติบโตของจุลินทรียใ์นช่วงท่ีถูกความ 
ร้อนและสภาพแวดลอ้มของเซลลใ์นระหวา่งการใหค้วามร้อน 
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 2.10.1.1 อายขุองเช้ือจุลินทรีย ์ 
ช่วงของการเจริญเติบโต หรืออายุของเช้ือความต้านทานต่อความร้อนของเซลล์

หรือสปอร์ข้ึนกบัช่วงของการเจริญเติบโตของเซลล์ หรือช่วงของการสร้างสปอร์ทั้งน้ีข้ึนกบั อายุ
ของเซลล์และสปอร์เซลล์แบคทีเรีย จะมีความตา้นทานความร้อนสูงสุดเม่ือเจริญในช่วงปลาย ของ
ระยะท่ีแบคทีเรียก าลงัปรับตวัหรืออยู่ในช่วงระยะการเจริญคงท่ีและช่วงท่ีเซลล์มีความตา้นทาน
ความร้อนต ่าสุดอยูใ่นระหวา่งการเจริญเติบโตในระยะการเจริญสูงสุดกรณีของสปอร์ท่ีอายุนอ้ยยงั
ไม่เป็นสปอร์ท่ีสมบูรณ์จะมีความตา้นทานต่อความร้อนไดต้ ่ากว่าสปอร์ท่ีเจริญสมบูรณ์เต็มท่ีแลว้ 
Foster (1962) ได้ศึกษา พบว่าเซลล์ของเช้ือท่ีเจริญอยู่ในช่วงต้น stationary phase จะสามารถคง
กิจกรรมไวไ้ดสู้งหลงัการท าแห้งซ่ึงสอดคลอ้งกบั Heckly (1978) ท่ีรายงานวา่ เช้ือท่ีมีอายุ 24 ชัว่โมง 
ซ่ึงเจริญเติบโตเต็มท่ีจะรอดชีวิตจากการท าแห้งสูงกว่าเช้ือท่ีมีอายุ 3-7 ชัว่โมง Espina และ Packard 
(1979) ไดศึ้กษาการผลิตจุลินทรียแ์ลคติคแอซิด แบคทีเรียดว้ยวิธีการท าแห้งแบบพ่นฝอย พบวา่ หวั
เช้ือท่ีใชใ้นการท าแห้งตอ้งมีสภาพเป็นกลาง (neutralization) และอายุท่ีเหมาะสมส าหรับการท าแห้ง
จะอยูใ่นระยะ stationary phase เช้ือผงท่ีผลิตไดจ้ะยงัคงมีกิจกรรม ต่างๆเหมือนเดิมและพบวา่เช้ือท่ีมี
อายุในระยะน้ี มีความทนทานตอ้การท าแห้งแบบพ่นฝอยได้ดีกว่าระยะอ่ืน ๆ Teixeira และคณะ 
(1995) ไดศึ้กษาการท าแห้งเช้ือ L. bulgaricus แบบพ่นฝอยท่ีอุณหภูมิลมเขา้ (inlet air temperature) 
200 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิลมออก (outlet air temperature) 80 องศาเซลเซียส พบวา่เซลล์ระยะ 
stationary phase มีความทนทานต่อกระบวนการท าแหง้แบบพน่ฝอยไดดี้กวา่เซลลร์ะยะ exponential 
phase นอกจากน้ียงัพบวา่การท า  heat shock กบัเช้ือท่ีอยูใ่นช่วง exponential phase จะช่วยเพิ่มอตัรา
การรอดชีวติของเช้ือให้สูงข้ึนกวา่เช้ือท่ีไม่ถูก heat shock แต่การท า  heat shock กบัเช้ือท่ีอยูใ่นระยะ 
stationary phase จะไม่มีผลต่อการรอดชีวิตท่ีเพิ่มข้ึน  นอกจากน้ี ในงานวิจยัของกุศล ถมมา (2555) 
ได้ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis B006 ในอาหาร NB ท่ีเติม glucose 2 
เปอร์เซ็นต ์พบวา่ B. subtilis B006 สามารถเพิ่มปริมาณไดม้ากท่ีสุดในเวลา 48 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณเซลล์ 6.3x105 cfu.ml-1 ส่วน B. subtilis B076 เพิ่มปริมาณได้มากท่ีสุด
ในเวลา 96 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณเซลล์ 1.4x106 cfu.ml-1 ส่วน BRS038 
เพิ่มปริมาณไดม้ากท่ีสุดในเวลา 48 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 32 และ 36 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณเซลล ์
5.4x106 cfu.ml-1 

2.10.1.2  จ  านวนเช้ือเร่ิมตน้ก่อนท าแหง้  
ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ก่อนการท าแห้งนั้นมีผลต่อการรอดชีวิตหลงัการท าแห้ง โดย 

Kilara และคณะ(1976) ท าการเปรียบเทียบปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ของ L. bulgaricus ก่อนการท าแห้งมี
จ านวนเช้ือ 6x105 cfu.ml-1 กับ 7x104 cfu.ml-1 เม่ือผ่านกระบวนการท าแห้งจะมีการรอดชีวิต 75 
เปอร์เซ็นต ์และ 10 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ส่วน L. acidophilus มีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 1.6x105 cfu.ml-1 
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กับ 2.6x104 cfu.ml-1 เม่ือผ่านกระบวนการท าแห้งพบว่า มีการรอดชีวิต 63 เปอร์เซ็นต์ และ 19 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และ S. thermophilus ท่ี มีเช้ือเร่ิมตน้เป็น 7.3x105 cfu.ml-1 กบั 2.5x104 cfu.ml-1 

 

2.11  ชีวภัณฑ์เช้ือจุลนิทรีย์ 

ชีวภณัฑโ์ดยทัว่ไปมกัมีองคป์ระกอบท่ีส าคญัในการใส่หรือเติมลงในสูตรชีวภณัฑ์ อาทิ 
2.11.1  สารพา (carrier) 
สารพาสามารถแบ่งเป็นสารอนินทรียเ์ช่น vermiculite, clay, calcium sulphate mineral soil 

และสารอินทรียเ์ช่นน ้ ามนัพืช ข้ีเล่ือย ร าขา้วสาลี แป้งมนัส าปะหลงั เป็นต้น โดยทัว่ไปสารพามี
ลกัษณะเป็นสารเฉ่ือยและท าหน้าท่ีเป็นตวัพาเช้ือจุลินทรียใ์ห้กระจายตวัอย่างทัว่ถึง เม่ือน าสูตร
ส าเร็จไปใช้งานสารพาท่ีเป็นสารอินทรียจ์ะมีปริมาณลิกนินเป็นส่วนประกอบอยู่สูง ซ่ึงช่วยยบัย ั้ง
จุลินทรียบ์างชนิด และยงัใชเ้ป็นแหล่งอาหารท่ีดีของจุลินทรีย ์จากการทดลองของ Fravel และคณะ 
(1995) พบว่า สารพาอินทรีย ์เช่น ซังขา้วโพด กากถั่วเหลือง ร าข้าวสาลี จะมีอตัราส่วนระหว่าง
คาร์บอนต่อไนโตรเจนแตกต่างกนัเท่ากบั 96.6, 25.4 และ 21.1 ตามล าดบัซ่ึงมีผลต่อการมีชีวิตรอด
ของเช้ือหลงัการท าแห้ง และพบวา่ในการผลิตสูตรส าเร็จเช้ือ Talaromyces flavus เม่ือใชซ้งัขา้วโพด
เป็นสารพาปริมาณเช้ือรอดชีวิตสูงกวา่ เม่ือใชก้ากถัว่เหลืองหรือร าขา้วสาลี Lomer และคณะ (1993) 
พบวา่ kerosene, neem-oil และซิลิกาเจลในสูตรส าเร็จจะช่วยยืดอายกุารเก็บรักษาสูตรส าเร็จปริมาณ
เช้ือ Metarhizium flavoviride 5x1010 cfu.ml-1 และปริมาณสปอร์เท่ากับ 4x109 cfu.ml-1 เพิ่มข้ึนจาก
เดิม 3-4 วนั ในปีค.ศ.1995 Douro-kpindou และคณะ พบว่า kerosene ต่อ peanut oil อตัราส่วน 1:1 
เติมในสูตรส าเร็จเช้ือ M.  flavoviride ท่ีมีปริมาณเช้ือ 2x109 cfu.ml-1 จะมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
เช้ือ Zonocerus variegatus  Mark และคณะ (1996) พบว่า ผสมสารพา diatomaceous earth ในสูตร
ส าเร็จเช้ือ C. truncatum ท่ีมีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 2x106 cfu.ml-1 น าไปผ่านการท าแห้งโดยวิธี airdired 
เม่ือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 เดือนเช้ือมีปริมาณการมีชีวิต 93 เปอร์เซ็นต ์
นอกจากน้ีไดมี้การเติมแป้งเจลลาติไนซ์ลงในสูตรส าเร็จพบวา่ท่ีระยะเวลา 18 เดือนเช้ือมีปริมาณการ
มีชีวติ 80 เปอร์เซ็นต ์ 

2.11.2  สารเช่ือมหรือสารยดึเกาะ (binder) 
สารเช่ือมช่วยในการจบัตวัของสารพาและจะถูกเติมลงไปในระหวา่งกระบวนการผลิตสูตร

ส าเร็จในรูปเม็ด นอกจากน้ี ยงัมีสมบติัเป็นสารป้องกนัเซลล์ สารเช่ือมโดยทัว่ไปมีสมบติัละลายน ้ า
และมีความหนืดต ่าตวัอยา่งสารเช่ือมท่ีนิยมใช ้ไดแ้ก่ แป้งแซนแทนกมั กลูโคสเด็กซ์แตรน เจลลาติน 
กากน ้ าตาล กวัร์กมัเมทิลเซลลูโลส โซเดียมคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส เซลลูโลสอซิเตท เป็นตน้ จาก
รายงานการทดลองของ Davis และคณะ (1992) พบวา่ เซลลูโลสเป็นสารพอลิมอร์ท่ีมีลกัษณะคลา้ย
ไคตินไม่ละลายน ้ าจ  าเพาะกบัจุลินทรียบ์างชนิดท่ีมีเอนไซม์เซลลูเลสจึงสามารถใช้เซลลูโลสเป็น 
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แหล่งคาร์บอนได้ในการผลิตสูตรส าเร็จในรูปน ้ าได้มีการเติมเซลลูโลสผสมกบัเช้ือ Chaetomium 
globosum เพื่อยบัย ั้งโรค flyspeck ท่ีเกิดจากเช้ือสาเหตุ Zygophiala jamaicensis 

2.11.3  สารป้องกนัเซลล์ (protectant) 
ในกระบวนการท าแหง้มีการเติมสารป้องกนัเซลล์เพื่อป้องกนัปฏิกิริยาของโปรตีนและเซลล์

ท่ีมีชีวิตเช่นการใช ้alpha, alpha-trehalose-borate เพื่อป้องกนั L. acidophilus ในระหวา่งกระบวนการ
ท าแห้งแบบแช่แข็งโดย trehalose มีประสิทธิภาพเป็นสารป้องกนัเซลล์ท่ีดีนิยมใช้ในอุตสาหกรรม
นอกจากน้ี borate ช่วยป้องกันเอนไซม์จากการถูกท าลายและเพิ่มประสิทธิภาพให้แก่ trehalos 
วิธีการน้ีนิยมใช้กบัเซลล์โปรคาริโอต (รุ่งนภา พงศ์สวสัด์ิมานิต, 2535) ดงัแสดงตวัอย่างสารท่ีใช้
ผสมในชีวภณัฑใ์นตารางท่ี 4 

Takeuchi (2000) ศึกษาการเติมสารป้องกนัเซลล์ในกระบวนการท าแห้งสูตรส าเร็จ พบว่า 
สารป้องกันเซลล์ ได้แก่ สารอัลจิเนต-ไคโตซาน สารละลายแลคโตส โซเดียมอัลจิเนต และ
สารละลายกรดอะซิตริกไคโตซานสารเหล่าน้ี มีส่วนช่วยสูตรส าเร็จสามารถเก็บได้นานข้ึน 
นอกจากน้ียงัมีสารป้องกนัเซลล ์เช่น แลคโตส กลูโคส ฟลุคโตส หรือซูโครส ปริมาตร 5, 10 และ 10 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบัเม่ือเติมในสูตรส าเร็จท าให้เซลล์ยสีตเ์พิ่มการมีชีวติรอดจากเดิม 0.2 เป็น 30-40 
เปอร์เซ็นต์ จากรายงานของ Abadias (2001) ศึกษาการเติมหางนม 10 เปอร์เซ็นต์ เพื่อเป็นสาร
ป้องกนัเซลล์ในกระบวนการท าแห้งท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มีผลต่อการมีชีวิตรอด ของเช้ือ
ยสีต ์Candida sake ช่วยใหเ้ช้ือมีชีวติรอด 28.9 เปอร์เซ็นต ์

นอกจากน้ี ในงานวิจยัของ  Champagne และคณะ (1991) ใชส้ารปกป้องเซลล์ประเภทโพลี
แซคคาไรด์ คือโพลีเอทธีลีนไกคอล มาเติมในการปกป้องเซลล์ของ Streptococci thermophilus โดย
ใช้ร่วมกบันมผงท่ีปราศจากไขมนั พบว่า สามารถเพิ่มอตัราการรอดชีวิตของ Streptococci ได ้10–20 
เปอร์เซ็นต์ Gardiner และคณะ (2000) รายงานการท าแห้งแบบพ่นฝอยท่ีอุณหภูมิลมเขา้ 170 องศา
เซลเซียส  และอุณหภูมิลมออกท่ี 80 องศาเซลเซียส โดยใช้นมผงปราศจากไขมนัเป็นสารปกป้อง
เซลล์ พบว่า จุลินทรีย ์L. paracasei NFBC 338 และจุลินทรีย ์L. salivarius UCC 118 รอดชีวิต 97 
และ 11 เปอร์เซ็นต ์การท่ีนมผงปราศจากไขมนัสามารถป้องกนั Cytoplasmic membrane ให้มีสภาพ
คงเดิมไดห้ลงัผา่นการท าแหง้ 
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ตารางที ่4  ประเภทของสารชีวภณัฑแ์ละสารท่ีใชผ้สมในชีวภณัฑแ์บคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus sp. 
  ประเภทของชีวภัณฑ์       สารผสมในชีวภัณฑ์ 
   Liquid carriers Vegetable oils 
   Mineral carriers Kaolinite clay, diatomaceous earth 
   Organic carriers Grain flour 
   Stabilizers Lactose, sodium benzoate 
   Nutrients Molasses, peptone 
   Binders Gum Arabic, carboxymethyl cellulose 
   Desiccants Silica gel, anhydrous salts 
   Thickeners Xanthan gum 
   Surfactants Tween 80 
   Dispersants Microcrystalline cellulose 
ท่ีมา: Schisler และคณะ (2004); กุศล ถมมา (2555)  
 

2.12  การพฒันาสูตรส าเร็จกล้าเช้ือ B. subtilis 

 ปัจจุบนัมีผูส้นใจใชชี้ววิธีในการป้องกนัก าจดัโรคพืชมากข้ึน เน่ืองจากปลอดภยัต่อสุขภาพ
ของผูบ้ริโภค และผูผ้ลิต แต่พบวา่ อายุการรอดชีวิตของเช้ือจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ท่ีน ามาใชใ้นการ
ควบคุมโรคพืชนั้นมีอายุสั้ น ไม่สามารถเก็บไวใ้ช้ในระยะยาวได ้การพฒันาสูตรส าเร็จเพื่อยืดอายุ
การใชง้าน ท่ีมีความคงตวัสูงและสะดวกเม่ือน าไปประยกุตใ์ช้ 
 การพฒันากลา้เช้ือ (starter culture) ซ่ึงเป็นจุลินทรียท่ี์ไดจ้ากการเตรียมข้ึนในหอ้งปฏิบติัการ 
จึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีช่วยในการเพิ่มประสิทธิภาพสูตรชีวภณัฑ์ การผลิตกล้าเช้ือเป็นการใช้
จุลินทรียท่ี์มีอยูใ่นกลา้เช้ือเดิม (inoculum) ท่ีเก็บอยูใ่นรูปเช้ือแห้งมาท าเป็นหวัเช้ือใหม่ การผลิตกลา้
เช้ือจุลินทรีย์ส าหรับอุตสาหกรรมบางชนิดนั้น มีความส าคญัถึงระดับท่ีได้มีการพฒันาข้ึนเป็น
อุตสาหกรรมเฉพาะ การน ากลา้เช้ือบริสุทธ์ิมาใช้นั้นมีวตัถุประสงค์หลกั 2 ประการ คือ 1) ลดการ
ปนเป้ือนของเช้ือชนิดอ่ืน ๆ 2) พฒันาใหผ้ลิตภณัฑมี์คุณภาพท่ีดีอยา่งสม ่าเสมอ   

การผลิตกลา้เช้ือเหล่าน้ี ส่วนใหญ่นิยมใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร ถึงแมว้า่พื้นฐานจะพฒันา
เพื่อการผลิตอาหารหมัก แต่เม่ือเทคโนโลยีอาหารหมักได้เจริญมาสู่อุตสาหกรรมในการผลิต
ผลิตภัณฑ์ท่ีส าคญัหลายชนิด เช่น สารปฏิชีวนะ กรดอินทรีย์ กรดอะมิโน เอนไซม์ และสีจาก
จุลินทรีย ์เป็นตน้ จึงไดมี้วิธีการผลิตกลา้เช้ือจุลินทรียส์ าหรับใช้ในอุตสาหกรรมดงักล่าว ควบคู่กนั
มากบัการพฒันากระบวนการผลิต ซ่ึงในปัจจุบนัมีการพฒันาการผลิตกลา้เช้ือและกระบวนการหมกั
มาใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตต่าง ๆ เช่น การผลิตลูกแป้ง คือ เป็นการน ากล้าเช้ือ ท่ีเก็บในรูปเช้ือ

http://dict.longdo.com/search/Starter%20culture
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แห้งเพื่อใชใ้นการผลิตอาหารหมกัหลายชนิดในแถบเอเชีย ทาเนโคจิในประเทศญ่ีปุ่น ซ่ึงเป็นการน า
กลา้เช้ือมาผลิตโคจิ มีลกัษณะเป็นผงสปอร์เช้ือราผสมกบัขา้ว ซ่ึงใชเ้ป็นวตัถุดิบในการเพาะเล้ียงการ 
และการผลิตกลา้เทมเป้ ซ่ึงเป็นอาหารหมักพื้นเมืองของชาวอินโดนีเซีย ท่ีใช้เช้ือราสกุล Rhizopus 
เจริญบนเมล็ดถัว่เหลืองท่ีได้ผ่านการแช่น ้ า เช้ือราจะผลิตเอนไซม์โปรติเอสย่อยสลายโปรตีนใน
เมล็ดถัว่  

 

2.13  การป้องกนัการปนเป้ือนในอาหาร  
การป้องกันการปนเป้ือนของจุลินทรีย์เป็นการป้องกันไม่ให้เช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืนท่ีไม่

ต้องการปนเป้ือนลงไปในเช้ือจุลินทรียท่ี์ก าลังท าการทดลองอยู่  นอกจากนั้น ยงัป้องกันไม่ให้
เช้ือจุลินทรียท่ี์ก าลงัท าการทดลองอยูอ่อกมายงัส่ิงแวดลอ้มโดยมีเทคนิคการท าลายเช้ือจุลินทรียคื์อ
วิธีการท าให้ปราศจากเช้ือหรือท าลายเช้ือแบ่งได้เป็น 2 วิธี ได้แก่ 1) วิธีทางกายภาพ (physical 
method) 2) วธีิทางเคมี (chemical method) 

2.13.1  วธีิทางกายภาพ (physical method) มี 3 วธีิ ได้แก่  
1. วิธีการใชอุ้ณหภูมิสูง (high temperature) ประกอบดว้ย การใช้ความร้อนแห้ง (dry heat)

การใชค้วามร้อนช้ืน (moist heat) 
2. การใชรั้งสี (radiation) 
3. การกรอง (filtration) 
 2.13.1.1  การใชค้วามร้อนแหง้ (dry heat) 

2.13.1.1.1  การเผา (incineration) ใช้กบัการเผาวตัถุขนาดเล็กและของท่ี
ตอ้งการทิ้ง เช่น loop, needle, swab ถว้ยเสมหะ ผา้พนัแผล ซากสัตวท์ดลอง มีวิธีการโดยผา่นส่ิงของ
เขา้ไปในเปลวไฟจนร้อนแดง ซ่ึงมีขอ้ดี ประสิทธิภาพท าลายเช้ือสูง ง่ายและประหยดั และขอ้เสีย 
อาจกระเด็นมีโอกาสแพร่เช้ือง่าย เช่น การเผา  loop ป้ายเสมหะเพื่อตรวจหาเช้ือวณัโรค ไม่เหมาะกบั
ส่ิงของท่ีจะน ามาใชใ้หม่ 
 2.13.1.1.2  การใช้ตู้อบความร้อน (hot air oven) ใช้กบัของท่ีแห้ง หรือ
ของท่ีเปียกน ้ าไม่ได ้เช่น เคร่ืองแกว้ ข้ีผึ้ง น ้ ามนั หรือผงแป้ง ใชอุ้ณหภูมิ 160-170 องศาเซลเซียส ใช้
เวลา 1-2 ชั่วโมง จะมีประสิทธิภาพสูงท าให้ปราศจากจุลินทรีย ์โลหะไม่เป็นสนิม ซ่ึงขอ้เสีย ใช้
อุณหภูมิสูง ใช้เวลานาน สีผา้เปล่ียน ยางอาจหลอมเหลว ท าให้พลาสติกไหมนิ้ยมใช้ท่ี 160 องศา
เซลเซียส เวลา 2 ชม. ไอร้อนจะแทรกซึมผา่นไดน้้อยกว่าไอน ้ า (steam) ดงันั้นจึงใชเ้วลาในการอบ
ฆ่าเช้ือนานกว่า ข้อได้เปรียบของ dry heat sterilization คือใช้กับน ้ ามัน ข้ีผึ้ ง และแป้ง ประหยดั 
ปลอดภยั ไม่ก่อให้เกิดสนิม ขอ้เสียเปรียบของ dry heat sterilization คือ ใช้ระยะเวลานาน มีความ
ร้อนสูง อาจท าความเสียหายกบัเคร่ืองมือท่ีทนความร้อนสูงไม่ได ้ 
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2.13.1.2 การใชค้วามร้อนช้ืน (moist heat) 
2.13.1.2.1 การต้ม เดือด  (boiling) ใช้ อุณห ภู มิ  100 องศาเซล เซี ยส 

ระยะเวลา 10 นาที สามารถท าลายแบคทีเรียเซลล์ปกติได ้แต่ไม่ท าลายสปอร์ เช่น การตม้นมแล้ว
น ามาด่ืม เช้ือท่ีมีสปอร์ไม่ตาย อาจก่อโรคได้ หรือไวรัสบางพวก จบัเวลาเม่ือน ้ าเดือด ใช้เวลา 20 
นาที วธีิการตม้เป็นวิธีท่ีง่าย ราคาถูก แต่มีขอ้เสียคือไม่ท าให้ปราศจากเช้ือทั้งหมด ไม่เหมาะกบัวตัถุ
ท่ีเปียกน ้ าไม่ได ้และท าให้โลหะเป็นสนิม Boiling water หลกัการท าลายเช้ือฆ่าเช้ือโดยการใชค้วาม
ร้อนจากน ้ าร้อนท่ีก าลงัเดือดเป็นไอ 10 องศาเซลเซียส ซ่ึงไม่สามารถเพิ่มอุณหภูมิให้มากกว่า 100 
องศาเซลเซียส องค์การอนามยัโลกก าหนดระยะเวลาในการฆ่าเช้ือ 20 นาที ณ อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส โดยตลอด  

2.13.1.2.2 พลาสเจอร์ไรเซชั่น (pasteurization) วิธีน้ีค้นพบโดย หลุยส์ 
ปาสเตอร์ (Louis Pasteur) นักเคมีชาวฝร่ังเศส เป็นการใช้ความร้อนท่ีอุณหภูมิต ่ากว่า 100 องศา
เซลเซียส เพื่อท าลายเซลล์ของจุลินทรียท่ี์ท าให้อาหารเน่าเสียและจุลินทรียก่์อโรค แต่ไม่สามารถ
ท าลายสปอร์ไดเ้น่ืองจากใชค้วามร้อนท่ีไม่สูงมากนกัผลิตภณัฑ์อาหารท่ีได้ จึงยงัมีจุลินทรียท่ี์ไม่ก่อ
โรคเหลืออยู ่จึงตอ้งเก็บรักษาโดยใชห้ลกัและวธีิการถนอมอาหารอ่ืนๆ ร่วมดว้ย เช่น การแช่เยน็ การ
แช่แข็ง การอบแห้ง หรือการปรับสภาพกรด-เบส เพื่อให้เก็บรักษาไดน้านข้ึน เช่น นมพาสเจอไรซ์ 
ตอ้งเก็บไวใ้นตูแ้ช่ หรือตูเ้ยน็ก่อนน าไปด่ืม ไวน์องุ่นตอ้งบรรจุขวดในทนัทีหลงั การพาสเจอไรซ์ 
ส่วนผลไมแ้หง้เม่ือบรรจุเสร็จแลว้จึงค่อย น าไปผา่นการพาสเจอไรซ์ เป็นตน้  

2.13.1.2.3 การสเตอริไลส์(Sterilization) จะใชค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส หรือสูงกวา่ เพื่อ ท าลายจุลินทรียใ์นอาหารรวมทั้งสปอร์ท่ีจุลินทรียส์ร้างข้ึน อาหารจึง
ปลอดเช้ือและเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งไดน้านข้ึน การสเตอริไลส์นิยมใชก้บัอาหารกระป๋อง หรือ 
ผลิตภณัฑ์อาหารแปรรูปแบบยูเอชที (Ultra high Temperature: UHT) โดยใช้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 
135-150 องศาเซลเซียส นาน 1-4 วินาที และท าให้เยน็ทนัทีแลว้จึงบรรจุแบบปลอดเช้ือ ท าให้เก็บ
รักษาไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งไดน้านประมาณ 6 เดือน เช่น นมยเูอชที น ้าผลไมย้เูอชที  

2.13.1.2.4 การใชห้มอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (autoclave) ใช้หลกัการ Steam 
under pressure ใชก้บัของท่ีทนอุณหภูมิสูงและความดนัได ้เช่น อาหารเล้ียงเช้ือ น ้ าเกลือ เคร่ืองแกว้ 
ส่ิงปนเป้ือนเช้ือ โดยใช้ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 
นาที จะประสิทธิภาพการท าลายเช้ือสูง ปลอดจุลินทรียทุ์กชนิด ใช้เวลาน้อย แต่มีขอ้เสีย เคร่ืองมี
ราคาแพง ใช้กบัน ้ ามนั ยาผงไม่ได้ และท าให้ผา้เปียก โลหะเป็นสนิมได้ จึงตอ้งใช้ระบบอบแห้ง
หลังจากน่ึงฆ่าเช้ือ steam sterilization การน่ึงด้วยไอน ้ าภายใต้ความดันแบ่งออกตามระบบการ
ท างาน ดงัน้ี gravity or downward displacement, pre-vacuum และ flash or high speed     
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flash or high speed คือ การท าใหป้ราศจากเช้ือดว้ยไอน ้า ใชอุ้ณหภูมิ 132 
องศาเซลเซียส ความดนั 27 ปอนด์ต่อตารางน้ิว ระยะเวลาท่ีใช ้ (exposure time) 3-10 นาที เหมาะ
ส าหรับเคร่ืองมือท่ีมีความรีบด่วนในการใชเ้ท่านั้น โดยทัว่ไปวางเคร่ืองมือในถาดท่ีไม่มีการห่อหุม้
ดว้ยวสัดุ ไม่ควรน า implant ซ่ึงเป็นอุปกรณ์ท่ีใชส้อดใส่เขา้ไปในร่างกายมาอบฆ่าเช้ือดว้ยวธีิน้ีนิยม
ใชใ้นหอ้งทนัตกรรม 

2.13.1.3  การใช้รังสี  (radiation)  พลงังานของรังสีมีผลต่ออิเลคตรอนในโมเลกุลของ
เซลล์ รังสีมีพลงังานต ่ามีผลต่ออิเลคตรอนวงนอกท าให้โมเลกุลอยู่ในสภาพท่ีมีความว่องมากข้ึน 
รังสีมีพลังงานสูง ท าให้อิเลคตรอนถูกปล่อยโมเลกุลมีประจุบวก จะมีความว่องไวมากข้ึน เกิด 
ionize มีผลท าให ้DNA แยกและถูกท าลาย   

ionizing radiation ไดแ้ก่รังสีแกรมมา เบตา้เอกซ์ มีความยาวช่วงคล่ืนสั้น ประมาณ 
200 nm มีพลงังานสูงและอ านาจทะลุทะลวงสูง ขอ้ดีมีผลท าลายเซลล์จุลินทรียใ์นเคร่ีองมือแพทย ์
อุปกรณ์ในหอ้งแลบ ใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารและยา เช่น syringe พลาสติก ใชรั้งสีแกรมม่า ขอ้เสีย
ไม่สามารถท าลายสปอร์และทอ็กซินของ ไวรัสหรือเช้ือราบางตวั 

non ionizing radiation ไดแ้ก่ อุลตราไวโอเลต ฆ่า TB ไดภ้ายใน 5 นาที มีความยาว
ช่วงคล่ืนประมาณ 130-400 nm มีอ านาจทะลุทะลวงต ่า ขอ้ดี ประหยดัค่าใชจ่้าย ไม่ทิ้งคราบติดคา้ง 
นิยมใชล้ดจ านวนเช้ือในอากาศ มกัใชช่้วงคล่ืน 260 nm  ขอ้เสีย การแทรกซึมไม่ดี ท าลายเฉพาะส่วน
ผวิ เช่น กอ้นเลือดท าลายเช้ือไดเ้ฉพาะบนผวิ ไม่ปลอดจุลินทรียทุ์กชนิด ถูกผวิหนงัอาจไหมแ้ละเป็น
อนัตรายต่อตา 

2.13.1.4  การกรอง (filtration) เป็นการท าให้ปราศจากเช้ือโดยขจดัเช้ือออกจากส่ิง
ท่ีตอ้งการ มกัใช้ขจดัเช้ือออกจากของเหลวท่ีไม่สามารถเตอริไรซ์ได้ดว้ยความร้อนหรือวิธีอ่ืนได ้
เพราะเป็นส่ิงท่ีถูกท าลายได้ง่ายด้วยความร้อน เช่น พลาสมา ซีร่ัม เอ็นไซม์ น ้ าตาล ยาปฏิชีวนะ 
วิตามินหรือสารพิษ ตวัอย่าง ได้แก่ Osmosis ในตูน้ ้ าหยอดเหรียญ เกล็ดเลือด กลไกลการกรองใช้
หลกัการการเคล่ือนท่ีของสารผา่นรูของแผน่กรองท่ีมีขนาดเล็กซ่ึงจุลินทรียไ์ม่สามารถผา่นรูได ้และ
เก่ียวขอ้งกบัไฟฟ้าสถิตของสารการดูดซบั ใชอุ้ปกรณ์ในการกรองคือ แผน่กรองและตวัเคร่ืองกรอง 
ท าใหเ้กิดภาวะสุญญากาศจะช่วยใหก้รองไดร้วดเร็ว (อมัพร เท่ียงตรงดี, 2550) 

2.13.2 วธีิทางเคมี (chemical method) ได้แก่ 
คือมกัใชก้บัวตัถุหรือสารท่ีไม่สามารถใชค้วามร้อน หรือวิธีทางกายภาพอ่ืน ๆ ได ้มกัจะใช้

ร่วมกบัการถนอมอาหารท่ีใชค้วามร้อน ความเยน็และการท าแหง้ สารเคมีท่ีใชแ้บ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ  
2.13.2.1   สารกันเสีย (Preservatives) ใช้ป้องกันการเน่าเสียของอาหารเน่ืองจาก

จุลินทรีย ์เช่น กรดอินทรีย ์ต่าง ๆ (กรดซอร์บิก, กรดเบนโซอิก, กรดอะซิติก ฯลฯ) น ้ าตาล เกลือแกง 
แอลกอฮอล์ สารปฏิชีวนะ ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ เกลือไนไตรต์ เกลือไนเตรต โพแตสเซียมเมตาไบ



45 

ซลัไฟต ์ฯลฯ สารเหล่าน้ีจะชะลอหรือ ยบัย ั้งการสร้างเยือ่หุ้มเซลล ์การท างานของเอนไซม ์การสร้าง 
สารพนัธุกรรมของจุลินทรีย ์จึงช่วยชะลอหรือยบัย ั้งการเจริญ ของจุลินทรียอ์าหารจึงเน่าเสียช้าลง
หรือไม่เน่าเสีย  

2.13.2.1.1 สารป้องกนัการเปล่ียนแปลงทางเคมีในอาหาร ไดแ้ก่ สารกนั
หืน (Antioxidants) เช่น BHA BHT ฯลฯ สารป้องกันการเกิดสีน ้ าตาล (Antibrowning) ในอาหาร 
เช่น เกลือซัลไฟต์ ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ ปัจจุบนัมีการประยุกต์ใช้สารท่ีเรียกว่า แบคเทอริโอซิน 
(Bacteriocin) ซ่ึงสร้างข้ึนจากแบคทีเรียท่ีสร้างกรดแลกทิก เช่น Lactobacillus sp., Pediococcus sp. 
และ Lactococcus sp. เพื่อถนอมอาหารในอุตสาหกรรมอาหารต่าง ๆ โดยผสมสารแบคเทอริโอซิน 
หรือแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างแบคเทอริโอซินลงในอาหารเพื่อให้ท าลายจุลินทรียอ่ื์นท่ีปนเป้ือน
มาแลว้ท าให้อาหารเน่าเสีย โดยเฉพาะแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะทาง พนัธุกรรมใกลชิ้ดกนั ตอ้งการปัจจยั
ทางชีวภาพคล้าย ๆ กนั เช่น อาหาร แหล่งท่ีอยู่ ฯลฯ แต่ไม่ท าลายแบคทีเรีย ท่ีเป็นผูส้ร้าง และยงั
สามารถท าลายจุลินทรียก่์อโรคท่ีพบในอาหารนั้น ๆ ไดด้ว้ย 

 วิธีทางเคมี (chemical method) มักใช้กับวตัถุหรือสารท่ีไม่สามารถใช้
ความร้อนหรือวิธีทางกายภาพอ่ืน ๆ ได ้เช่น กลอ้งตรวจพิเศษต่าง ๆ ชนิดของสารเคมีแบ่งตามระดบั
การท าลายจุลินทรีย ์ถา้ท าลายเซลล์ปกติและสปอร์เรียก sterilants ถา้ท าลายเฉพาะเซลล์ปกติแต่ไม่
ท าลายสปอร์ เรียก disinfectants ซ่ึงใชก้บัส่ิงไม่มีชีวติส าหรับ antiseptic ใชก้บัส่ิงมีชีวิต โดยมีวิธีการ 
chemical method ออกฤทธ์ิโดยท าใหห้นา้ท่ีของส่วนประกอบส าคญัของจุลินทรียเ์สียไป เช่น เยือ่หุ้ม
เซลล์ โปรตีนในเซลล์ ปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการออกฤทธ์ิ คือ ความเขม้ขน้ของสารเคมี ระยะเวลา 
อุณหภูมิ และภาวะแวดลอ้มท่ีจุลชีพอาศยัอยู ่ถา้ส่ิงแวดลอ้มสกปรกมากจะออกฤทธ์ิไดน้อ้ย เช่น ใน
หนอง เลือด ปัจจยัต่าง ๆ ท่ีมีผลต่อฤทธ์ิของสารเคมี ข้ึนกบัจ านวน ชนิดและอายุของจุลินทรีย ์ความ
เขม้ขน้ของน ้ ายาท าลายเช้ือ เช่น alcohol ออกฤทธ์ิท่ี 60-90 เปอร์เซ็นต์ ท่ีนิยมใช้คือ 70 เปอร์เซ็นต ์
หรือ การเติม sodium bisulfite ท่ีใชเ้ป็นวตัถุเจือปนอาหารใชเ้พื่อเป็นสารกนัเสีย ท่ีมีประสิทธิภาพสูง 
ราคาถูก ง่ายต่อการใชง้าน ช่วยยบัย ั้งการเจริญของ ยีสต ์(yeast) รา (mold) และแบคทีเรีย (bacteria) 
เช่น ใชฆ่้าจุลินทรียใ์นการท าไวน์ (wine) เบียร์ ในปริมาณระหวา่ง ร้อยละ 0.01-0.02 (ธีรวลัย ์ชาญ-
ฤทธิเสน, 2554) ระยะเวลาท่ีใชใ้นการท าลายเช้ือ เช่น hydrogen peroxide ท่ีระยะเวลา 30 นาที เป็น 
disinfectant ท่ีระยะเวลา 6 ชัว่โมง เป็น sterilant อุณหภูมิท่ีใช้ และในอุตสาหกรรมการท าไวน์ไดมี้
การเติมสารซลัไฟต ์หรือ โพแตสเซียมเมตาไบซลัไฟต ์(sulfite หรือ potassium metabisulfite, PMS) 
โดยผลึกของซัลไฟท์จะท าให้ เกิดซัลเฟอร์ไดออกไซด์  (sulfur dioxide, SO2) ซ่ึ งสามารถใช้ฆ่ า
เช้ือจุลินทรีย์ในน ้ าองุ่นได้ จากปฏิกิริยาทางเคมีซัลไฟต์จะให้ซัลเฟอร์ไดออกไซด์คร่ึงหน่ึงจาก
ปริมาณซลัไฟตท่ี์เติมลงไป ใหใ้ชซ้ลัไฟตป์ริมาณ 0.1-0.15 กรัมต่อลิตร (อมัพร เท่ียงตรงดี, 2550) ใน
การผลิตไวน์แต่ละชิดมกัมีการเติม KMS ท่ีแตกต่างกนัออกไป ดงัแสดงในตารางท่ี 5  
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ตารางที ่5  ปริมาณ PMS ท่ีใชใ้นไวน์ชนิดต่าง ๆ 
ชนิดของไวน์ มิลลกิรัม/ลติร 

ไวน์แดงฉุน (dry red wine) 
ไวน์ขาวฉุน (dry white wine) 
ไวน์แดงมีน ้าตาล 5 กรัม/ลิตร หรือมากกวา่ 
ไวน์ขาวมีน ้าตาล 5 กรัม/ลิตร หรือมากกวา่ 

160 
210 
210 
260 

ท่ีมา : ศรีอุบล ทองประดิษฐ์, 2546; อมัพร เท่ียงตรงดี, 2550 



บทที ่3 
วธีิด ำเนินงำนวจิยั 

 
3.1  กำรพฒันำชีวภัณฑ์เช้ือแบคทเีรีย B.  subtilis  
 3.1.1  กำรเตรียมกล้ำเช้ือแบคทเีรีย B.  subtilis 

น ำเช้ือแบคที เรียป ฏิ ปักษ์  B. subtilis สำยพัน ธ์ุ  CaSUT007 มำจำก  stock เก็บ เช้ือของ
หอ้งปฏิบติักำรโรคพืชและชีวโมเลกุลพืช มหำวิทยำลัยเทคโนโลยีสุรนำรี น ำมำเล้ียงเปรียบเทียบใน
อำหำร 4 สูตร ไดแ้ก่ สูตรที่ 1 molasses and diamonium phosphate (MD) สูตรที ่2 molasses diamonium 
phosphate and yeast extract (MDY) และสูตรที่  3 molasses (M) เปรียบเทียบกับอำหำรเล้ียงเช้ือ
แบคทีเรียทัว่ไป nutrient glucose broth (NGB) โดยวำงแผนกำรทดลองแบบ CRD จ ำนวน 3 ซ ้ ำ ซ ้ ำ
ละ 3 ขวดอำหำรเล้ียงเช้ือ น ำอำหำรเล้ียงเช้ือทุกกรรมวิธีมำน่ึงฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120 องศำเซลเซียส 
ควำมดนั 15 ปอนด/์ตำรำงน้ิว นำน 20 นำที เม่ืออำหำรเยน็จึงเข่ียเช้ือ B. subtilis สำยพนัธ์ุ CaSUT007 
ใส่ในอำหำรขวดละ 1 loop จำกนั้น น ำไปบ่มโดยกำรเขยำ่ดว้ยเคร่ือง rotary shaker 120 รอบ/นำที ท่ี
อุณหภูมิห้องประมำณ 28-30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชัว่โมง จำกนั้นตรวจสอบกำรเพิ่มปริมำณ
ของเช้ือด้วยวิธี dilution plate count โดยท ำกำรเจือจำงควำมเข้มข้น 8 ระดับคือ 10-1 - 10-8 น ำไป
ละเลง (spread plate) ให้ทัว่ผิวหนำ้อำหำร nutrient agar (NA) ควำมเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ ำ บ่มเช้ือเป็นเวลำ 
24 ชัว่โมง จำกนั้นนบัจ ำนวนโคโลนีเช้ือจุลินทรียบ์นอำหำรในแต่ละควำมเจือจำง (30-300 โคโลนี) 
และค ำนวณโคโลนีเช้ือในอำหำรแต่ละสูตร โดยใช้สูตรค ำนวณตำมวิธีกำรของ  จำรุณี เกษรพิกุล; 
2558, Nancy et al., 2011 โดยแสดงสูตรดงัน้ี  

 

          จ  ำนวนแบคทีเรีย (cfu.ml-1) = จ ำนวนโคโลนีบนจำนอำหำร × ระดบัควำมเจือจำง 
                                            ปริมำณตวัอยำ่งท่ีใส่ลงในจำนอำหำรเล้ียงเช้ือ(ml) 

   

3.1.2  กำรพัฒนำสูตรชีวภัณฑ์ เช้ือแบคที เรีย  B. subtilis โดยวิธีอบแห้งแบบพ่นฝอย        
(spray dry) 

พฒันำสูตรชีวภณัฑ์ 2 สูตรโดยเปรียบเทียบประสิทธิภำพสำรพำ สูตรที่ 1 แป้งทลัคมั และ 
สำร carboxymethyl cellulose (CMC) สูตรที่ 2 แป้งมนัส ำปะหลงั และสำร carboxymethyl cellulose 
(CMC) ผสมในอตัรำส่วน 10:1 (วรำภรณ์ ภู่ภกัดีพนัธ์ และคณะ, 2552; Teera-arunsiri, 2003) โดย
วำงแผนกำรทดลองแบบ CRD จ ำนวน 2 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซ ้ ำ น ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงท่ี
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อุณหภูมิ 120 องศำเซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์/ตำรำงน้ิว นำน 15 นำที 2 คร้ังโดยแต่ละคร้ังห่ำงกนั 
1 วนั จำกนั้นน ำเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีสำมำรถเพิ่มปริมำณในอำหำรท่ีเหมำะสมท่ีสุดจำกกำร
ทดลองท่ี 3.1.1 ท่ีผ่ำนกำรเล้ียงขยำยเช้ือเป็นเวลำ 48 ชั่วโมง ผสมลงในสำรพำทั้ ง 2 สูตร ใน
อตัรำส่วน 5:1 จำกนั้นน ำไปท ำแห้งโดยผ่ำนกระบวนกำรท ำแห้งแบบพ่นฝอย (spray dry) โดยใช้
อุณหภูมิในกระบวนกำรพ่นฝอยเปรียบเทียบ 3 อุณหภูมิ คือ 80, 75, 65 องศำเซลเซียส ศึกษำ
เปรียบเทียบควำมสำมำรถในกำรรอดชีวิตของเช้ือในแต่ละสูตร โดยใชน้ ้ ำหนกัผลิตภณัฑ์ 0.1 กรัม 
โดยดว้ยวธีิ dilution plate count เช่นเดียวกบัวธีิกำรในกำรทดลองท่ี 3.1.1 ค ำนวณโคโลนีเช้ือท่ีมีชีวิต
รอดโดยใชสู้ตรค ำนวณตำมกำรทดลองท่ี 3.1.1 จำกนั้นเลือกสูตรท่ีคงควำมมีชีวิตรอดของเช้ือไดสู้ง
ท่ีสุดไปใชใ้นกำรทดลองท่ี 3.2.1 (กนกวรรณ ศริญญำวจัน,์ 2555; Franks et al., 1991; Meng, 2015) 

3.1.3  กำรประเมินควำมมีชีวิตรอดของชีวภัณฑ์เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ที่ผลิตโดยวิธี
อบแห้งแบบพ่นฝอย 

ประเมินควำมมีชีวิตรอดของชีวภณัฑ์เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis จำกสูตรท่ีดีท่ีสุดท่ีไดจ้ำกกำร
ทดลองในขอ้ 3.1.2 หลงัจำกกำรเก็บรักษำชีวภณัฑ์ในภำชนะปิดสนิทท่ีอุณหภูมิห้องประมำณ 26-30 
องศำเซลเซียส ท ำกำรทดสอบกำรมีชีวิตรอด โดยตรวจนับปริมำณเช้ือคร้ังแรกหลงักำรผลิตเสร็จ
และตรวจนบัทุกเดือน  เป็นเวลำ 6 เดือน ดว้ยวิธี dilution plate count เช่นเดียวกบักำรทดลองในขอ้ 
3.1.1 และค ำนวณโคโลนีเช้ือท่ีมีชีวติรอดโดยใชสู้ตรค ำนวณเช่นเดียวกบัขอ้ 3.1.1 และประเมินอตัรำ
กำรปนเป้ือนของเช้ืออ่ืนโดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์กำรปนเป้ือนต่อจำนเล้ียงเช้ือ( Prescott, 2002; 
Wiyono et al., 2008) โดยใชสู้ตรค ำนวณดงัน้ี   

% กำรปนเป้ือน =
 โคโลนีเช้ือจุลินทรียอ่ื์น 

โคโลนีเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis
×100 

 
3.2  กำรพฒันำวธิีกำรใช้ชีวภัณฑ์เช้ือแบคทเีรีย B. subtilis 

3.2.1  ทดสอบสูตรอำหำร อตัรำส่วน และวธีิกำรเขย่ำทีเ่หมำะสมในกำรเพิม่ปริมำณหัวเช้ือ 
วำงแผนกำรทดลอง CRD ท ำกำรศึกษำสูตรอำหำรในกำรเพิ่มปริมำณหวัเช้ือ(starter) 3 สูตร 

คือ สูตรที่ 1 อำหำร MDY สูตรที่ 2 คนอร์ซุปไก่ 1 กอ้น (10 กรัม) ละลำยในน ้ ำกลัน่ 1 ลิตร สูตรที่ 3 
อำหำร MD (molasses 25 กรัม, diamonium phosphate 1 กรัมต่อน ้ ำ 1 ลิตร) + คนอร์ซุปไก่ 1 ก้อน 
ท ำกำรเตรียมอำหำร 3 สูตรและน ำไปบรรจุในภำชนะบรรจุให้ได้ประมำณ ¼ ของขนำดภำชนะ 
จำกนั้นน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงท่ีอุณหภูมิ 120 องศำเซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด/์ตำรำงน้ิว นำน 
15 นำที รอจนอำหำรเย็นจึงเติมชีวภณัฑ์เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สำยพนัธ์ุ CaSUT007 ลงในสูตร
อำหำรแต่ละสูตร บนัทึกผลโดยน ำมำตรวจสอบกำรเจริญเติบโตของเช้ือ โดยวิธีกำรวดัค่ำดูดกลืน
แสง (O.D.) ท่ี 600 นำโนเมตร และตรวจสอบควำมบริสุทธ์ิของเช้ือโดยวิธี dilution plate count และ



49 

ท ำกำรคดัเลือกสูตรท่ีท่ีสุดน ำมำทดสอบหำอตัรำส่วนท่ีเหมำะสม จ ำนวน 5 อตัรำ คือ 0, 0.1, 0.2, 0.3, 
0.4 และ 0.5 กรัม ต่ออำหำร 1 ลิตร บนัทึกผลโดยน ำมำตรวจสอบกำรเจริญเติบโตของเช้ือ และท ำ
กำรคดัเลือกอตัรำส่วนท่ีเหมะสมของชีวภณัฑ์ท่ีเล้ียงในอำหำรเล้ียงเช้ือสูตรท่ีเหมำะสมน ำมำศึกษำ
เปรียบเทียบกำรให้อำกำศ  3 วิธี คือ วิธีกำรที่ 1 ตั้ งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเขย่ำท่ี 6, 12, 18 และ 24 
ชัว่โมง ดว้ย rotary shaker ควำมเร็ว 100 รอบ/นำที เป็นเวลำ 1 นำที ก่อนเก็บเซลล์ทุกคร้ัง วิธีกำรที ่2 
เขย่ำเพียง 2 คร้ัง ท่ีเวลำ 12 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง วิธีกำรที่ 3 ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องโดยไม่ตอ้ง
เขย่ำยกเวน้ในช่วงเวลำเก็บเซลล์ท่ี 24 ชัว่โมง (สุพตัรำ ตนัติวำนิช, 2529) จำกนั้นเลือกกรรมวิธีท่ีดี
ท่ีสุดในกำรเพิ่มปริมำณเช้ือไปใชใ้นกำรทดลองท่ี 3.2.2 

3.2.2  กำรทดสอบวิธีกำรท ำให้อำหำรสูตรขยำย ปลอดเช้ือ และเปรียบเทียบปริมำณ
อตัรำส่วนระหว่ำงหัวเช้ือ (starter) กบัอำหำรสูตรขยำย (multiplication media) 

เพื่อทดสอบประสิทธิภำพของกรรมวิธีกำรท ำให้ปลอดเช้ือของอำหำรสูตรขยำย และ
อตัรำส่วนหวัเช้ือกบัอำหำรสูตรขยำยท่ีจะใชใ้นกำรเพิ่มปริมำณเช้ือก่อนน ำไปใชใ้นสภำพไร่ โดยวำง
แผนกำรทดลองแบบ CRD ท ำ 3 ซ ้ ำ น ำสูตรอำหำรและวิธีกำรท่ีเหมำะสมในกำรเพิ่มปริมำณเช้ือ
แบคทีเรียท่ีสูงท่ีสุดจำกกำรทดลองท่ี 3.2.1 มำใชใ้นกำรทดลองน้ี โดยศึกษำกรรมวธีิกำรท ำให้ปลอด
เช้ือจ ำนวน  5 กรรมวธีิ คือ 1) น่ึงฆ่ำเช้ือภำยใตค้วำมดนัท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนัท่ี 15 
ปอนด์/ตำรำงน้ิว นำน 20 นำที 2) ตม้อำหำรให้เดือดเป็นเวลำ 30 นำที ทิ้งให้เยน็แลว้ใช้ทนัที 3) ใช้
สำรโปตสัเซียมเมตำไบซลัไฟต ์(PMS)  ควำมเขม้ขน้ 150 ppm, 200 ppm และ 250 ppm ทิ้งไว ้6 และ 
24 ชัว่โมง 4) ใชส้ำรโซเดียมเมตำไบซลัไฟต ์(SMS)  ควำมเขม้ขน้ 150 ppm, 200 ppm และ 250 ppm 
ทิ้งไว ้6 และ 24 ชัว่โมง 5.) ไม่ฆ่ำเช้ือ (กรรมวธีิควบคุม) จำกนั้น ประเมินกำรเพิ่มปริมำณหวัเช้ือ โดย
วิ ธี  dilution plate count เช่น เดียวกับวิ ธีกำรในกำรทดลองท่ี  3.1.1 น ำมำนับจ ำนวนโคโลนี
เช้ือจุลินทรีย ์และประเมินอตัรำกำรปนเป้ือนของเช้ืออ่ืน จำกนั้นคดัเลือกกรรมวิธีท่ีดีท่ีสุด ในกำรท ำ
ใหป้ลอดเช้ือมำศึกษำอตัรำส่วนของหวัเช้ือ (starter culture)ท่ีใช ้ น ำอตัรำส่วนหวัเช้ือท่ีดีท่ีสุดในกำร
เพิ่มปริมำณจำกกำรทดลองท่ี 3.2.1 มำใช้ในกำรทดลองน้ี โดยน ำมำผสมลงในอำหำรขยำยของ
กรรมวธีิท่ีท ำให้ปลอดเช้ือท่ีดีท่ีสุด เปรียบเทียบกบักรรมวธีิมำตรฐำน (หวัเช้ือ:อำหำรขยำย) คือ 1:10, 
1:100, 1:200 บ่มในสภำพอุณหภูมิห้องโดยคนส่วนผสม 2 คร้ัง เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง จำกนั้นประเมิน
กำรเพิ่มปริมำณหัวเช้ือ โดยวิธี dilution plate count (กนกรัตน์ ป้องประทุม และคณะ, 2542; ภทัรำ
ภรณ์ ศรีสมรรถกำร, 2542; Wiyono et al., 2008) 

3.2.3  กำรทดสอบกำรเพิ่มปริมำณของสูตรส ำเร็จชีวภัณฑ์ ที่ผ่ำนกระบวนกำรอบแห้งแบบ
พ่นฝอยในระดับกำรทดลองขนำดกลำง 

 ทดสอบประสิทธิภำพกำรเพิ่มปริมำณของสูตรส ำเร็จชีวภณัฑ์เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สำย
พนัธ์ุ CaSUT007 ในระดบักำรทดลองขนำดกลำง ท ำกำรน่ึงฆ่ำเช้ือกำกน ้ำตำล 2 คร้ัง ภำยใตค้วำมดนั
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ท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดนัท่ี 15 ปอนด์/ตำรำงน้ิว นำน 20 นำที ก่อนน ำมำเตรียมอำหำร
สูตร molasses diamonium phosphate and yeast extract (MDY) และท ำให้ปลอดเช้ือโดยเลือกกรรมวิธี
ปลอดเช้ือท่ีดีท่ีสุดจำกกำรทดลองท่ี 3.2.2 มำใชใ้นกำรทดลองน้ี เปรียบเทียบกรรมวิธีในกำรควบคุม
ท่ีไม่ท ำกำรฆ่ำเช้ืออำหำร หลงักำรเตรียมอำหำรสูตรขยำยในถงัขนำด 12 ลิตร ท ำกำรเติมกลำ้เช้ือของ
สูตรส ำเร็จชีวภณัฑ์เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สำยพนัธ์ุ CaSUT007 ท่ีเล้ียงขยำยในอำหำรสูตรท่ีดีท่ีสุด
ในอตัรำส่วน 1:10 เล้ียงขยำยเป็นเวลำ 24 ชั่วโมง และท ำกำรเขย่ำ 2 คร้ัง เก็บผลกำรทดลองด้วย
วิธีกำร  dilution plate count เช่นเดียวกับวิธีกำรในกำรทดลองท่ี  3.1.1  น ำมำนับจ ำนวนโคโลนี
เช้ือจุลินทรีย ์ และประเมินอตัรำกำรปนเป้ือนของเช้ืออ่ืน (ประวติั บวัศรี, 2553) 

3.2.4  กำรทดสอบประสิทธิภำพของน ำ้หมักสูตรเกษตรกรในกำรใช้เป็นอำหำรสูตรขยำย 

เพื่อทดสอบประสิทธิภำพสูตรน ้ ำหมกัของเกษตรกร โดยใชน้ ้ ำหมกัของเกษตรกรน ำมำเจือ
จำงกับน ้ ำกลัน่อตัรำส่วน 1:5 น ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120 องศำเซลเซียส ควำมดนั 15 ปอนด์/
ตำรำงน้ิว นำน 20 นำที เม่ืออำหำรเยน็จึงเข่ียเช้ือ B. subtilis สำยพนัธ์ุ CaSUT007 ใส่ในอำหำรขวด
ละ 1 loop จำกนั้ นน ำไปบ่มโดยกำรเขย่ำด้วยเคร่ือง rotary shaker 120 รอบ/นำที ท่ีอุณหภูมิห้อง
ประมำณ 28-30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัอำหำรมำตรฐำน NGB เก็บผล
กำรทดลองดว้ยวิธีกำร dilution plate count เช่นเดียวกบัวิธีกำรในกำรทดลองท่ี 3.1.1 บนัทึกผลกำร
เจริญของเช้ือ B. subtilis สำยพนัธ์ุ CaSUT007 โดยวิธีกำรสังเกตกำรเจริญของเช้ือในจำนเล้ียงเช้ือ 
(ภำวนำ ลิกขนำนนท,์ 2542; สุริยำ สำสนรักกิจ, 2542) 

3.2.5  กำรทดสอบเบื้องต้นเพ่ือหำอัตรำกำรใช้เช้ือขยำย และวิธีกำรน ำไปใช้ที่เหมำะสมต่อ
กำรควบคุมโรคเน่ำเละในระยะกล้ำของผกักำดเขียวปล ี

ทดสอบอตัรำส่วนท่ีเหมำะสม และวิธีกำรน ำไปใช้ในกำรควบคุมโรคเน่ำเละในระยะกลำ้
ของผกักำดเขียวปลี โดยวำงแผนกำรทดลองแบบ factorial in CRD ซ่ึงแต่ละกรรมวธีิท ำ 3 ซ ้ ำ ซ ้ ำละ 
10 ต้น โดยศึกษำปัจจัยในกำรทดลองจ ำนวน 2 ปัจจัย โดยปัจจัยท่ี 1 คือ ควำมเหมำะสมของ
อตัรำส่วนเช้ือขยำย:น ้ ำ จ  ำนวน 5 กรรมวิธี ดังน้ี 1:50, 1:100, 1:150, 1:200 และน ้ ำเปล่ำ (กรรมวิธี
ควบคุม) และปัจจยัท่ี 2 คือ วิธีกำรน ำไปใช้ จ  ำนวน 4 กรรมวิธี คือ 1) คลุกเมล็ด 2) แช่รำก 3) คลุก
เมล็ดร่วมกบัแช่รำก  4) ไม่คลุกเมล็ดและไม่แช่รำก (กรรมวิธีควบคุม) ท ำกำรยำ้ยกล้ำเม่ือผกักำด
เขียวปลีอำยุ 15-20 วนั หลงัยำ้ยกลำ้ 10 วนั ท ำกำรประเมินกำรเกิดโรคโดยกำรขลิบปลำยใบขนำด 
0.5 เซนติเมตร 1 ใน 2 ใบ และฉีดพ่นด้วย suspension ของเช้ือ E. carotovora pv. carotovorum ท่ีมี
ค่ำ O.D. เท่ำกับ 0.2 (ควำมเข้มข้นเซลล์ประมำณ 1x108 cfu.ml-1) โดยฉีดต้นละ 5 มิลลิลิตร และ
ประเมินควำมรุนแรงโรค (disease severity) หลังปลูกเช้ือทุกวนั เป็นเวลำ 7 วนั โดยระดับกำร
ประเมินควำมรุนแรงโรคให้ระดบัคะแนน 0-4  คือ 0 = ใบพืชไม่แสดงอำกำร, 1= เกิดแผลน้อยกว่ำ 
25% ของพื้นท่ีใบ, 2 = เกิดแผล 25-50% ของพื้นท่ีใบ, 3= เกิดแผล 50-75% ของพื้นท่ีใบ, 4= เกิดแผล
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มำกกวำ่ 75% ของพื้นท่ีใบ (วิลำวรรณ์ เช้ือบุญ และคณะ, 2549; ชำนนทร์ แสงจนัทร์, 2557; Vincelli 
and Hershman, 2011) แล้วท ำกำรค ำนวณเป็นเปอร์เซ็นต์กำรเกิดโรค และเปอร์เซ็นต์ดัชนีควำม
รุนแรงของโรค (ชำนนทร์ แสงจนัทร์, 2557; Vincelli and Hershman, 2011 ) ดงัสมกำรน้ี 

  เปอร์เซ็นตก์ำรเกิดโรค = (จ ำนวนตน้ผกักำดเขียวปลีท่ีเป็นโรค/จ ำนวนตน้ผกักำดเขียวปลีทั้งหมด) x 100 
  ดชันีกำรยยัย ั้งโรค (%) = [(A-B)/A] ×100  
                            โดย A = พ้ืนท่ีท่ีแสดงอำกำรของโรคบนตน้ผกักำดเขียวปลีในชุดควบคุม 
                                    B = พ้ืนท่ีท่ีแสดงอำกำรของโรคบนผกักำดเขียวปลีในชุดทดลอง 

โดยกำรให้คะแนนระดบัควำมรุนแรงของโรคให้ค่ำดชันีตั้งแต่ 0 – 5 ดูจำกพื้นท่ีใบท่ีถูกเช้ือสำเหตุ
เขำ้ท ำลำย  

3.2.6 กำรทดสอบเพ่ือหำระยะเวลำทีเ่หมำะสมในกำรควบคุมโรค 
ด ำเนินกำรทดลองในโรงเรือนทดลอง วำงแผนกำรทดลองแบบ Randomized Complete 

Block Design (RCBD) ซ่ึงแต่กรรมวิธีท ำ 3 ซ ้ ำ ซ ้ ำละ 10 ต้น โดยทดสอบในผกักำดเขียวปลี ตำม
กรรมวธีิ ดงัน้ี  
กรรมวธีิที ่1 ฉีดพ่นด้วยอตัรำเช้ือขยำยท่ีเหมำะสมท่ีสุดจำก 3.2.4  1 คร้ัง หลงัยำ้ยปลูก  

10 วนั 
กรรมวธีิที ่2 ฉีดพ่นด้วยอตัรำเช้ือขยำยท่ีเหมำะสมท่ีสุดจำก 3.2.4  2 คร้ัง หลงัยำ้ยปลูก  

10 และ 20 วนั 
กรรมวธีิที ่3 ฉีดพ่นด้วยอตัรำเช้ือขยำยท่ีเหมำะสมท่ีสุดจำก 3.2.4  3 คร้ัง หลงัยำ้ยปลูก 

10, 20 และ 30 วนั 
กรรมวธีิที ่4 คลุกเมล็ด แช่รำก ร่วมกบักำรฉีดพน่ดว้ยอตัรำเช้ือขยำยท่ีเหมำะสมท่ีสุดจำก 

3.2.4  1 คร้ัง หลงัยำ้ยปลูก 10 วนั 
กรรมวธีิที ่5 คลุกเมล็ด แช่รำก ร่วมกบักำรฉีดพน่ดว้ยอตัรำเช้ือขยำยท่ีเหมำะสมท่ีสุดจำก 

3.2.4  2 คร้ัง หลงัยำ้ยปลูก 10 และ 20 วนั 

กรรมวธีิที ่6 คลุกเมล็ด แช่รำก ร่วมกบักำรฉีดพน่ดว้ยอตัรำเช้ือขยำยท่ีเหมำะสมท่ีสุดจำก 
3.2.4  3 คร้ัง หลงัยำ้ยปลูก 10, 20 และ 30 วนั 

กรรมวธีิที ่7 คลุกเมล็ด แช่รำก ร่วมกบักำรฉีดพน่ดว้ยสูตรผงลำร์มิน่ำ อตัรำส่วนอ 8 กรัม
ต่อน ้ำ 10 ลิตร 

กรรมวธีิที ่8 คลุกเมล็ด แช่รำก ร่วมกบักำรฉีดพ่นด้วยสำรเคมี คอปเปอร์ไฮดรอกไซด ์
อตัรำส่วน 30 กรัม ต่อน ้ำ 20 ลิตร  

กรรมวธีิที ่9 คลุกเมล็ด แช่รำกร่วมกบักำรฉีดพน่ดว้ยน ้ำเปล่ำน่ึงฆ่ำเช้ือ 



52 

เม่ือผกักำดเขียวปลีมีอำยุ 45 วนัท ำกำรฉีดพ่นเช้ือสำเหตุโรคเน่ำเละ E. carotovora pv. 
carotovorum โดยท ำกำรเตรียม suspension โดยใชโ้คโลนีเด่ียวไปเล้ียงในอำหำร NGB ปริมำตร100 
มิลลิลิตร บ่มเช้ือเป็นเวลำ 72 ชัว่โมงบนเคร่ืองเขยำ่ควำมเร็วรอบ 150 รอบ/นำที ปรับค่ำควำมขุ่นของ
เซลล์ ให้ มี ควำม เข้มข้นของเช้ือ เท่ ำกับ 108

 cfu.ml-1 โดยวัดค่ ำกำรดูดก ลืนแสงด้วยเค ร่ือง 
spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 600 นำโนเมตร ท่ีมีค่ำ O.D. เท่ำกับ 0.2 โดยฉีดซ ้ ำต้นละ 20 
มิลลิลิตร คลุมดว้ยถุงพลำสติกเป็นเวลำ 3 วนั และประเมินควำมรุนแรงโรค (disease severity ) และ
จ ำนวนต้นท่ี เป็นโรค (disease incidence) หลังปลูกเช้ือทุกวนั เป็นเวลำ 7 วนั โดยให้ระดับกำร
ประเมินควำมรุนแรงโรคเช่นเดียวกบักำรทดลองท่ี 3.2.4  (วิลำวรรณ์ เช้ือบุญ และคณะ, 2549; ชำน
นทร์ แสงจนัทร์, 2557; Vincelli and Hershman, 2011) แล้วท ำกำรค ำนวณเป็นเปอร์เซ็นต์กำรเกิด
โรค และเปอร์เซ็นต์ดชันีกำรยยัย ั้งโรค (วิลำวรรณ์ เช้ือบุญ และคณะ, 2549; ชำนนทร์ แสงจนัทร์, 
2557; Vincelli and Hershman, 2011) ดงัสมกำรน้ี 
 
เปอร์เซ็นตก์ำรเกิดโรค = (จ ำนวนตน้ผกักำดเขียวปลีท่ีเป็นโรค/จ ำนวนตน้ผกักำดเขียวปลีทั้งหมด) x 100 

   ดชันีกำรยยัย ั้งโรค (%) = [(A-B)/A] ×100  
                            โดย A = พ้ืนท่ีท่ีแสดงอำกำรของโรคบนตน้ผกักำดเขียวปลีในชุดควบคุม 
                                    B = พ้ืนท่ีท่ีแสดงอำกำรของโรคบนผกักำดเขียวปลีในชุดทดลอง 
โดยกำรให้คะแนนระดบัควำมรุนแรงของโรคให้ค่ำดชันีตั้งแต่ 0 – 5 ดูจำกพื้นท่ีใบท่ีถูกเช้ือสำเหตุ
เขำ้ท ำลำย  

3.2.7 ศึกษำกำรเปลี่ยนแปลงทำงองค์ประกอบของเซลล์ผักกำดเขียวปลีด้วยเทคนิค FTIR 
microspectroscopy 
3.2.7.1  กำรเตรียมตวัอยำ่ง 
น ำตวัอยำ่งของผกักำดเขียวปลีจำกกรรมวิธีท่ีดีท่ีสุดท่ีไดจ้ำกกำรทดสอบในโรงเรือน

น ำมำอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชัว่โมง จำกนั้นบดให้ละเอียดดว้ยโกร่งน่ึงฆ่ำเช้ือ
น ำไปวิเครำะห์กำรเปล่ียนแปลงทำงองค์ประกอบด้วยเทคนิค Infrared (IR) Spectrometer ต่อไป 
(ณัฐธิญำ เบือนสันเทียะ และคณะ, 2555; กำญจนำ ธรรมนู, 2010;ธัญมน ผิวทอง, 2557;Buensanteai 
et al., 1012) 

3.2.7.2  กำรวเิครำะห์ตวัอยำ่งโดยใชเ้คร่ือง FTIR microspectroscopy 
น ำตัวอย่ำงใบผกักำดเขียวปลีท่ีผ่ำนกำรเตรียมตวัอย่ำงในข้อท่ี 3.2.6.1 มำท ำกำร

วเิครำะห์โดยใชเ้ทคนิค FTIR microspectroscopy ท่ีสถำบนัวจิยัแสงซินโครตรอน (องคก์ำรมหำชน) 
ดว้ยเคร่ือง fourier transform infrared spectroscopy:FT-IR (Tensor 27, Bruker optic) ชนิด attenuated 
total reflectance (ATR) ท่ีมีระบบตรวจวดัแบบ mercury cadmium telluride (MCT) วดัค่ำกำรดูดกลืน
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แสงท่ี ช่วงควำมยำวคล่ืนตั้ งแต่ช่วง 600-4000 cm-1 ว ัดท่ีค่ำ Resolution 6 cm-1 จ ำนวน scan 64 
วิเครำะห์ผลและแบ่งกลุ่มสำรชีวเคมีในเซลล์ใบผกักำดเขียวปลี ดว้ยโปรแกรม unscrambler X 10.1 
(CAMO, Norway)โดยกำรท ำ multination data analysis แบบ  principal component analysis (PCA) 
(ธนรัตน์ศรีรุ่งเรืองและคณะ, 2555;ณัฐธิญำ เบือนสันเทียะ และคณะ, 2555;ธัญมน ผิวทอง, 2557;  
รุ่งทิพย ์สังขเ์ผอืก, 2557;Buensanteai et al., 2012;Thumanu et al., 2014) 

 

3.3  กำรวเิครำะห์ผลกำรทดลองทำงสถิติ  
 น ำผลกำรทดลองท่ีได้มำวิเครำะห์โดยใช้โปรแกรมวิเครำะห์ทำงสถิติ SPSS for windows 
v.14.0 ตำมแผนกำรทดลองโดย เปรียบเทียบค่ำเฉล่ียระหว่ำงกรรมวิธีโดยวิธีกำรของ duncan’s 
multiple range test (DMRT) 



 บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 

4.1  การพฒันาชีวภัณฑ์เช้ือแบคทเีรีย B. subtilis 
 4.1.1  การเตรียมเช้ือแบคทเีรีย B. subtilis 

จากการน าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 มาเล้ียงในอาหารจ านวน 
3 สูตรเป็นเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียทัว่ไป nutrient glucose broth 
(NGB) พบวา่สูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการเพิ่มปริมาณเช้ือคือ สูตรอาหาร molasses diamonium 
phosphate and yeast extract (MDY) โดยมีปริมาณเช้ือเท่ากบั 1.30±0.16x109 cfu.ml-1 และสูตรอาหาร
มาตรฐานสูตร NGB มีปริมาณเช้ือเท่ากบั 1.27±0.15x109 cfu.ml-1 โดยมีปริมาณของเช้ือไม่แตกต่าง
กนัทางสถิติ รองลงมาคือ สูตรอาหาร molasses and diamonium phosphate (MD) โดยมีปริมาณเช้ือ
เท่ากบั 1.43±0.27x107

 cfu.ml-1
 และอาหารสูตร molasses (M) โดยมีปริมาณเช้ือเท่ากบั 2.37±0.20x106 

cfu.ml-1 ตามล าดับ ซ่ึงมีปริมาณของเช้ือแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับ
อาหารสูตร MDY และ NGB  ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 (ภาพท่ี 4.1) ดังนั้ น จึงเลือกน าอาหารสูตร 
MDY ซ่ึงเป็นสูตรท่ีสามารถเพิ่มปริมาณเช้ือไดมี้ประสิทธิภาพเทียบเท่ากบั NGB มาใชใ้นการทดลอง
ต่อไป 

 

ตารางที ่4.1 การเพิ่มประชากรของเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ในอาหารเล้ียงเช้ือ 4 สูตร เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง 

         สูตรอาหาร1/ ปริมาณประชากร (cfu.ml-1)1/ 

Molasses and diamonium phosphate 1.43±0.27x107b 
Molasses diamonium phosphate and yeast extract 1.30±0.16x109a 
Molasses 2.37±0.20x106b 
Nutrient glucose broth 1.27±0.15x109a 
F-test ** 

CV (%) 5.84 
1 /วธีิการประเมินประชากรเช้ือ     จ านวนแบคทีเรีย (cfu.ml-1)  =   จ  านวนโคโลนีบนจานอาหาร × ระดบัความเจือจาง 

                                                                                           ปริมาณตวัอยา่งท่ีใส่ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ(ml) 
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ภาพที ่4.1  ลกัษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือและเอ็นโดสปอร์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 
100X ของเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุCaSUT007 ท่ีเล้ียงในอาหารสูตรต่าง ๆ A 
และE ) สูตรอาหาร molasses and diamonium phosphate (MD) B และF) สูตรอาหาร 
molasses diamonium phosphate and yeast extract (MDY) C แ ล ะ G) สู ต ร อ า ห า ร 
molasses (M)  D และH) สูตรอาหาร nutrient glucose broth (NGB) 

 
4.1.2  การพัฒนาสูตรส าเร็จชีวภัณฑ์เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis โดยวิธีอบแห้งแบบพ่นฝอย 

(Spray dry) 
เตรียมเช้ือในอาหารสูตรท่ีเหมาะสมคือ สูตร MDY เพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis 

จากการทดลองท่ี 4.1.1 แลว้น ามาพฒันาสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์จ านวน 2 สูตร โดยเปรียบเทียบสารพาท่ี
ผสมลงในอาหารสูตร MDY แล้วน าไปผ่านกระบวนการอบแห้งแบบพ่นฝอย โดยสูตรท่ี 1 
ประกอบดว้ยแป้งทลัคมัและ CMC สูตรท่ี 2 ประกอบดว้ยแป้งมนัส าปะหลงั และ CMC ท่ีผสมสาร
พาทั้ง 2 ชนิดในอตัราส่วน 9:1 หลงัจากผ่านกระบวนการ อบแห้งแบบพ่นฝอย และเปรียบเทียบ
อุณหภูมิในกระบวนการพ่นฝอยทั้ง 3 อุณหภูมิ คือ 65, 75 และ 80 องศาเซลเซียส พบวา่ลกัษณะสูตร
ส าเร็จชีวภณัฑ์หลงัผ่านกระบวนการอบแห้งแบบพ่นฝอยของทั้ง 2 สูตร มีลกัษณะเป็นผงสีน ้ าตาล
ละเอียด ดงัแสดงในภาพท่ี 4.2 แต่พบว่าปัญหาของสารพาสูตรท่ี 1 มีการตกตะกอนของทลัคมัซ่ึงมี
ผลในขั้นตอนของการดูดอาหารผ่านสายยางท่ีท าให้เกิดการอุดตันของสารพา และเม่ือท าการ
ประเมินความรอดชีวิตของประชากรเช้ือหลงัจากผา่นกระบวนการอบแห้งแบบพ่นฝอย พบวา่ สูตร
ส าเร็จชีวภณัฑ์สูตรท่ี 1 อบท่ีอุณหภูมิ 75 และ 65 องศาเซลเซียส มีจ านวนประชากรเช้ือรอดชีวิต
เท่ากับ 1.40±0.14x108  และ 1.13±0.23x108 cfu.g-1  ตามล าดับ รองลงมาคือ ท่ีอุณหภูมิ 80 องศา

B C 

E F 

A D 

G H H 
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เซลเซียส โดยมีปริมาณเช้ือเท่ากบั 1.63±0.11x106 cfu.g-1  ซ่ึงแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ 
เม่ือน ามาเปรียบเทียบกบัประชากรของเช้ือก่อนผา่นกระบวนการอบแห้งแบบพ่นฝอย พบว่าเช้ือมี
ปริมาณลดลงเล็กน้อย โดยท่ีเช้ือตั้งตน้เดิมมีเช้ือเท่ากบั 1.21x109 cfu.ml-1 และการประเมินการรอด
ชีวิตของสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์สูตรท่ี 2 หลงัผา่นการอบแห้งพบวา่ ประชากรเช้ือท่ีรอดชีวิตสูงท่ีสุดคือ
ท่ีอุณหภูมิ 75 และ 65 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณเช้ือเท่ากับ 1.17±0.91x109 และ1.15±0.21x109 
cfu.g-1 ไม่แตกต่างกับปริมาณของเช้ือตั้ งต้นเดิมมีจ านวนเช้ือเท่ากับ 2.01x109 cfu.ml-1 อย่างมี
นัยส าคญัทางสถิติ และอุณหภูมิท่ีมีความรอดชีวิตของประชากรเช้ือต ่าท่ีสุดคืออุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส โดยมีปริมาณเช้ือเท่ากบั 2.36±0.12x106 cfu.g-1  ซ่ึงแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

ดงันั้นสูตรของสารพาท่ีเหมาะสมในการน ามาพฒันาชีวภณัฑ์โดยการใช้เทคนิคการท าแห้ง
ดว้ยกระบวนการอบแห้งแบบพ่นฝอยคือ สูตรสารพาสูตรท่ี 2 ประกอบดว้ยแป้งมนัส าปะหลงัและ 
CMC โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการท าแหง้เช้ือ คืออุณหภูมิท่ี 75 องศาเซลเซียส ทั้งน้ีถึงแมอุ้ณหภูมิ
ท่ี 65 องศาเซลเซียส จะมีปริมาณเช้ือไม่แตกต่างกนั แต่ชีวภณัฑ์ท่ีไดห้ลงัท าแห้งจะมีลกัษณะจบักนั
เป็นกอ้นไม่เป็นผงละเอียดจึงไม่เหมะสมท่ีจะน าไปใชต่้อไป 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
ภาพที ่4.2  ลกัษณะชีวภณัฑ์ของเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 ของสูตรท่ี 2 หลัง

ผา่นกระบวนการอบแหง้แบบพน่ฝอย (spray dry) ท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ A) อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส B) อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส และ C) อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 

 
 
 
 
 

C A B 
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ตารางที่ 4.2  ปริมาณการรอดชีวติของประชากรของเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ของสูตรสารพา 2 สูตร 
ท่ีอุณหภูมิในกระบวนการพ่นฝอย 3 อุณหภูมิ 

อุณหภูมิ ปริมาณประชากรเช้ือ B. subtilis (cfu.g-1)1/ ลกัษณะของชีวภัณฑ์ 

สารพาสูตรที ่12/ สารพาสูตรที ่23/ 

80 1.63±0.11x106b 2.36±0.12x106b ผงแหง้, สีน ้าตาลอ่อน 

75 1.40±0.44x108a 1.17±0.91x108a ผงแหง้, สีน ้าตาลอ่อน 

65 1.13±0.23x108a 1.15±0.21x108a จบัตวักนั, สีน ้าตาลอ่อน 

F-test ** **  

CV (%) 5.20 6.35  

1/  วิธีการประเมินประชากรเช้ือ        cfu/g =
N×DF×V0×1000

Va×W0
  (N = จ านวนโคโลนีท่ีนับได้, DF = dilution facter, V0 = 

สารแขวนลอยท่ีเป็น strok เร่ิมตน้, Va = ปริมาณของสารแขวนลอยท่ีใช้ในการ spread plate (µl), W0 = น ้ าหนักของสูตร       
ชีวภณัฑท่ี์ไดป้ระเมิน) 
 2/สารพาสูตรท่ี 1 ประกอบดว้ย แป้งทลัคมั และ CMC 
 3/สารพาสูตรท่ี 2 ประกอบดว้ย แป้งมนัส าปะหลงั และ CMC 
 

4.1.3  การประเมินความมีชีวติรอดของเช้ือแบคทเีรีย B. subtilis และการปนเป้ือนของสูตร 
 ส าเร็จชีวภัณฑ์สูตรที ่2 ทีผ่ลติโดยวธีิอบแห้งแบบพ่นฝอย 
 4.1.3.1 การประเมินความมีชีวติรอด 

เก็บในภาชนะท่ีมีฝาปิด วางไวท่ี้อุณหภูมิห้องประมาณ 26-30 องศาเซลเซียส โดย
หลงัจากประเมินความรอดชีวิตของเช้ือหลงัท าแห้งเสร็จของทั้ง  2 สูตร ชีวภณัฑ์สูตรท่ี 2 ท่ีผา่นการ
ท าแหง้ท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส พบวา่เช้ือมีจ านวนรอดชีวิตเช้ือสูงท่ีสุด จึงน ามาประเมินความมี
ชีวติรอดของเช้ือในสูตรส าเร็จชีวภณัฑเ์ป็นเวลา 6 เดือน ดว้ยวธีิ dilution plate count พบวา่ มีปริมาณ
เช้ือท่ีอยู่รอดตั้งแต่เดือนท่ี 0 ถึงเดือนท่ี 2 มีปริมาณเช้ือท่ีอยู่รอดเท่ากับ 2.14×108, 1.12×108 และ 
1.08×108 cfu.g-1  ตามล าดบั ต่อมาในเดือนท่ี 3-6 พบว่ามีปริมาณเช้ือท่ีอยูร่อด ลดลง เท่ากบั9.6×107, 
1.04x107, 9.6x107 และ 1.19x106 cfu.g-1 ตามล าดับ โดยปริมาณเช้ือท่ีอยู่รอดในแต่ละเดือนนั้ น
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 และภาพท่ี 4.3 
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ตรารางที่ 4.3 แสดงการรอดชีวิตของเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 สูตร spray dry 
สูตรท่ี 2 ภายใตก้ารเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 6 เดือน ของชีวภณัฑสู์ตรท่ี 2 

เดือนที่ ปริมาณประชากรเช้ือ B. subtilis (cfu.g-1)1/ 
0 2.14±0.16×108a 
1 1.12±0.30×108a 
2 1.08±0.65×108ab 
3 9.6±0.11×107b 
4 1.04±0.41x107ab 
5 9.6±0.37x107b 
6 1.19±0.75x106c 

F-test ** 
CV (%) 10.86 

 

1/  วิธีการประเมินประชากรเช้ือ  cfu/g =
N×DF×V0×1000

Va×W0
  (N = จ านวนโคโลนีท่ีนับได้, DF = dilution facter, V0 = 

ปริมาณสารแขวนลอยท่ีเป็น strok เร่ิมตน้, Va = ปริมาณของสารแขวนลอยท่ีใชใ้นการ spread plate, W0 = น ้ าหนักของสูตร
ชีวภณัฑท่ี์ไดป้ระเมิน) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่4.3  ลกัษณะโคโลนีของเช้ือ B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 ในผลิตภณัฑ์ spray dry สูตรท่ี 
2 ประเมินทุกเดือนในสภาพอุณหภูมิห้อง A) ท่ี 0 เดือน B) ท่ี 1 เดือน C) ท่ี 2 เดือน D) ท่ี 
3 เดือน E) ท่ี 4  เดือน F) ท่ี 5 เดือน และ G) ท่ี 6 เดือน  

 

A B C D 

E G F 
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 4.1.3.2 การประเมินการปนเป้ือน  
หลงัจากประเมินความรอดชีวิตของเช้ือหลงัท าแห้ง และเปรียบเทียบอุณหภูมิพบว่า 

สูตรชีวภณัฑ์สูตรท่ี 2 ท่ีผา่นการท าแห้งท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส มีจ านวนรอดชีวิตเช้ือสูงท่ีสุด 
ดงันั้น เม่ือน ามาประเมินการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืนในสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์เป็นเวลา 6 
เดือน พบว่าการปนเป้ือนในสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์ มีการปนเป้ือนของเช้ือราเท่ากบั 2.92, 5.65, 7.09, 
9.31, 11.53, 9.99 และ 8.07 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และมีการปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 
เท่ากบั 1.45, 1.18, 2.46, 3.1, 2.24, 1.37 และ 1.67 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.4  
 
ตารางที ่4.4  การปนเป้ือนของเช้ือราและแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ ในชีวภัณฑ์ B. subtilis สายพันธ์ุ 

CaSUT007 สูตรท่ี 2 ประเมินทุกเดือน เป็นเวลา 6 เดือน 

เดือนที่ 
เปอร์เซ็นต์การปนเป้ือนของเช้ือจุลนิทรีย์(เปอร์เซ็นต์)1/ 

เช้ือรา แบคทเีรีย 
0 2.92 1.45 
1 5.65 1.18 
2 7.09 2.46 
3 9.31 3.1 
4 11.53 2.24 
5 9.99 1.37 
6 8.07 1.67 

  1/  การค านวณเปอร์เซนตก์ารปนเป้ือน (ดดัแปลงจาก อภิสิทธ์ิ และคณะ, 2553 ) % การปนเป้ือน =
 โคโลนีเช้ือจุลินทรียอ่ื์น 

โคโลนีเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis
×100 

     

 

4.2 การพฒันาวธิีการใช้สูตรส าเร็จชีวภัณฑ์เช้ือแบคทเีรีย B. subtilis 
4.2.1 การทดสอบสูตรอาหารขยาย อตัราส่วน และวธีิการเขย่าทีเ่หมาะสมในการเพิม่ปริมาณ 

กล้าเช้ือ 
ผลของการทดสอบประสิทธิภาพของสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณกลา้เช้ือใน

อาหาร 3 สูตร พบว่า เม่ือน าสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์ชนิดพ่นฝอยแห้งของเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สาย
พนัธ์ุ CaSUT007 หลังเก็บรักษาท่ีอุณหภิห้องเป็นเวลา 6 เดือน มาเล้ียงในอาหารขยายท่ีมีแหล่ง
คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั ไดแ้ก่ อาหารสูตรท่ี 1 คนอร์ซุปไก่  อาหารสูตรท่ี 2 MDY 
และอาหารสูตรท่ี 3 คนอร์ซุปไก่ + MDY ผลการทดลอง พบวา่สูตรอาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 3 สูตรมีผลใน
การเพิ่มจ านวนของเซลล์แบคทีเรียแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดยสูตรท่ีสามารถเพิ่ม
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ปริมาณกลา้เช้ือไดม้ากท่ีสุดคือ สูตรท่ี 2 MDY โดยมีการเพิ่มข้ึนของกลา้เช้ือเท่ากบั 1.0×108 cfu.ml-1 
(OD=0.207) รองลงมาคือ สูตรท่ี 3 คนอร์ซุปไก่ + MDY และสูตรท่ี 1 คนอร์ซุปไก่ โดยมีการเพิ่มข้ึน
ของกลา้เช้ือเท่ากบั  5.0×107 cfu.ml-1 (OD=0.199) และ 2.60×107cfu.ml-1 (OD=0.190)  ตามล าดบั ดงั
แสดงในตารางท่ี 4.5  

ผลการทดสอบอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สาย
พนัธ์ุ CaSUT007 ในการเพิ่มปริมาณกลา้เช้ือ โดยท าการเปรียบเทียบ  5 อตัราส่วนคือ 0.1, 0.2, 0.3, 
0.4 และ 0.5 กรัมต่ออาหาร 1 ลิตร ผลการทดลองพบว่า อัตราส่วนของสูตรส าเร็จชีวภัณฑ์เช้ือ
แบคทีเรียทั้ง 5 อตัรา มีผลในการเพิ่มจ านวนของเซลล์แบคทีเรียแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทาง
สถิติ โดยอัตราส่วน 0.5 มีการเพิ่มปริมาณของเช้ือได้ดี ท่ี สุดคือ 1.7×108 cfu.ml-1 (OD=0.215)  
รองลงมาคือ อัตราส่วน 0.4, 0.3, 0.2 และ 0.1 โดยมีอัตราเช้ือเพิ่มข้ึนเท่ากับ 1.5×108, 6.5×107, 
9.0×106, 1.5×107 cfu.ml-1 (OD=0.214, 0.203, 0.177 และ 0.185) ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพวิธีการเขย่าท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณกล้าเช้ือของสูตร
ส าเร็จชีวภณัฑ์เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 โดยเปรียบเทียบ 3 กรรมวิธี คือ 1. เขยา่
ทุก 6 ชั่วโมง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 2. เขย่าท่ี 6 และ 12 ชั่วโมง 3. ตั้งทิ้งไวโ้ดยไม่เขย่า จากผลการ
ทดลองพบว่า กรรมวิธีในการเพิ่มปริมานจ านวน 3 วิธี มีผลในการเพิ่มจ านวนของเซลล์แบคทีเรีย
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ โดยกรรมวธีิท่ีมีการเพิ่มปริมาณเช้ือไดดี้ท่ีสุดคือกรรมวธีิท่ี 1 
โดยมีการเพิ่มปริมาณของเช้ือเท่ากับ 8.2×107cfu.ml-1 (OD=0.208) รองลงมาคือ กรรมวิธีท่ี 2 และ 
กรรมวิธี ท่ี  3 โดยมีการเพิ่มปริมาณของเช้ือเท่ากับ 4.1×107, 2.60×107 cfu.ml-1 (OD=0.198 และ 
0.190) ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ีตารางท่ี 4.7 

ดงันั้น การเพิ่มปริมาณหัวเช้ือท่ีดีท่ีสุด คือสูตร MDY และอตัราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 
อตัรา 0.5 กรัม ต่ออาหาร 1 ลิตร และส าหรับกรรมวิธีในการให้อากาศของเช้ือท่ีดีท่ีสุดคือ การเขย่า
ทุก 6 ชัว่โมง ทั้งน้ีพบว่า ผลร่วมระหว่างสูตรอาหารและอตัราส่วนมีผลในการเพิ่มข้ึนของจ านวน
เซลล์เช้ือแบคทีเรียแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต มีเพียงผลร่วมระหว่างกรรมวิธีในการเพิ่ม
ปริมาณ และสูตรอาหาร ไม่มีผลในการเพิ่มข้ึนของจ านวนเซลล์เช้ือแบคทีเรียแตกต่างกนัทางสถิต 
และผลร่วมระหว่างกรรมวิธีในการเพิ่มปริมาณ และอตัราส่วน ไม่มีผลในการเพิ่มข้ึนของจ านวน
เซลล์เช้ือแบคทีเรียแตกต่างกันทางสถิติ ในการเลือกใช้คนอร์ซุปไก่ มาเตรียมเป็นสูตรอาหาร
เน่ืองจากในคนอร์มีแหล่งของคาร์บอนและไนโตรเจนซ่ึงเป็นส่วนประกอบส าคญัของอาหารเล้ียง
เช้ือ แต่แหล่งคาร์บอนและไนโตเจนอาจมีปริมาณท่ีไม่มากพอในการใช้เป็นแหล่งอาหารของเช้ือ
ถึงแมอ้าจจะมีราคาถูกและหาซ้ือไดง่้ายแต่ในความจริงแลว้คนอร์ซุปไก่ 1 กอ้น ส่วนผสมเกินคร่ึงมี
เกลือถึง 49 เปอร์เซ็นต ์มีผงชูรสอีก 19 เปอร์เซ็นต ์แต่เน้ือสัตวท่ี์ใส่นั้นมีเพียง 0.8 เปอร์เซ็นต ์ 
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ตารางที ่4.5  ประสิทธิภาพของสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณกลา้เช้ือแบคทีเรียของสูตร
ส าเร็จชีวภณัฑ ์B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 

 
    สูตรอาหาร 

ปริมาณกล้าเช้ือ 
ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ 

แบคทเีรีย (A 600) 
จ านวนเซลล์แบคทเีรีย 

            ( cfu.ml-1)2/ 
สูตรท่ี 1 คนอร์ซุปไก่ 0.190c1/ 2.6×107 
สูตรท่ี 2 MDY 0.207a 1.0×108 
สูตรท่ี 3 คนอร์ซุปไก่ + MDY 0.199b 5.0×107 
F-test **  
CV (%) 15.46  

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัในแต่ละคอลมัน์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% P≤0.05 โดยวิธี 
DMRT 
 2/เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหวา่งค่าดูดกลืนแสง Absorbance 600 nm  กบัความเขม้ขน้เซลล ์(Log of cell (cfu.ml-1)) 
ดงัแสดงตารางเปรียบเทียบในภาพภาคผนวกท่ี 1 

 

ตารางที ่4.6  ผลของอตัราส่วนสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์ในการเพิ่มปริมาณกล้าเช้ือแบคทีเรียของสูตร
ส าเร็จชีวภณัฑ ์B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 

 
อตัราส่วน 

ปริมาณกล้าเช้ือ 

ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์
แบคทเีรีย (A 600) 

จ านวนเซลล์แบคทเีรีย 
( cfu.ml-1)2/ 

0 0.03d1/ 0 
0.1 0.185c 1.5×107 
0.2 0.177c 9.0×106 
0.3 0.203b 6.5×107 
0.4 0.214a 1.5×108 
0.5 0.215a 1.7×108 

F-test **  
CV (%) 20.64  

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัในแต่ละคอลมัน์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% P≤0.05 โดยวิธี 
DMRT 
2/ เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหวา่งค่าดูดกลืนแสง Absorbance 600 nm  กบัความเขม้ขน้เซลล ์(Log of cell (cfu.ml-1) 
ดงัแสดงตารางเปรียบเทียบในภาพภาคผนวกท่ี 1 
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ตารางที ่4.7  ประสิทธิภาพของวิธีการเขยา่ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณกลา้เช้ือแบคทีเรียของสูตร
ส าเร็จชีวภณัฑ ์B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 

 
กรรมวธีิการเขย่า 

ปริมาณกล้าเช้ือ 
ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์แบคทเีรีย 

(A 600) 
จ านวนเซลล์แบคทเีรีย 

( cfu.ml-1)2/ 
เขยา่ทุก 6 ชัว่โมง 0.208a1/ 8.2×107 
เขยา่ 2 คร้ัง 0.198b 4.1×107 
ไม่เขยา่ 0.190c 2.6×107 
F-test **  
CV (%) 18.72  

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัในแต่ละคอลมัน์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% P≤0.05 โดยวิธี 
DMRT 
2/ เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานระหว่างค่าดูดกลืนแสง Absorbance 600 nm  กบัความเขม้ขน้เซลล ์(Log of cell (cfu.ml-1)) 
ดงัแสดงตารางเปรียบเทียบในภาพภาคผนวกท่ี 1         

 
4.2.2  การทดสอบวิธีการท าให้ปลอดเช้ือของอาหารสูตรขยาย เปรียบเทียบปริมาณอัตรา    

ส่วนระหว่างกล้าเช้ือ (starter) กบัอาหารสูตรขยาย (multiplication media) 
 ผลของการทดสอบประสิทธิภาพการท าให้ปลอดเช้ือของอาหารสูตรขยาย โดยวิธี 
dilution plate count พบว่า กรรมวิธีท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุดในการท าให้ปลอดเช้ือเม่ือเทียบกับ
กรรมวธีิมาตรฐานการน่ึงฆ่าเช้ือภายใตค้วามดนัท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัท่ี 15 ปอนด์/
ตารางน้ิว นาน 20 นาที คือกรรมวิธีการเติมสารโปตสัเซียมเมตาไบซลัไฟต ์(PMS) ความเขม้ขน้  250 
ppm ท่ี 6 ชัว่โมง เม่ือน ามาตรวจนบัจ านวนโคโลนีการปนเป้ือน โดยมีการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย์
เท่ากบั 1±0.14×101 cfu.ml-1 รองลงมาคือความเขม้ขน้ 200 ppm และ 150 ppm ซ่ึงมีการปนเป้ือนของ
เช้ือจุลินทรีย ์เท่ากับ 9.3±0.72×105 และ 7.4±0.34×107 cfu.ml-1 ตามล าดับ ส าหรับกรรมวิธีในการ
ทดลองอ่ืนมีประสิทธิภาพการท าให้ปลอดเช้ือของอาหารสูตรขยายต ่าโดยมีการปนเป้ือนของ
เช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืนสูง ดงัแสดงการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียใ์นตารางท่ี 4.8 และแสดงลกัษณะ
โคโลนีในภาพท่ี 4.4 
  ผลของการเปรียบเทียบปริมาณอตัราส่วนระหว่างกล้าเช้ือ (starter) กับอาหารสูตรขยาย 
(multiplication media) โดยใช้กลา้เช้ืออตัราส่วน 0.3 กรัม ต่อสูตรอาหารขยายท่ีเหมาะสมคืออาหาร 
สูตร MDY ปริมาณ 1 ลิตร เปรียบเทียบอตัราส่วนระหว่างกลา้เช้ือกบัอาหารสูตรขยาย 3 อตัราส่วน 
คือ 1:10, 1:100, 1:200 และวิธีการท าให้ปลอดเช้ือ ผลการทดลองพบวา่ อตัราส่วนท่ีเหมาะสมท่ีสุด
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ในการเพิ่มปริมาณกลา้เช้ือในอาหารสูตรขยาย คือกรรมวิธีการเติมสารโปตสัเซียมเมตาไบซัลไฟต ์
(PMS) ความเข้มข้น 250 ppm ท่ีอัตราส่วน 1:10 มีอัตราเช้ือเจริญเท่ากับ 1.47±0.86×108 cfu.ml-1 
รองลงมาคืออตัราส่วน 1:100, 1:200  มีอตัราเช้ือเจริญเท่ากับ 1.86±0.13×106 และ 1.64±0.19×106 
cfu.ml-1 ตามล าดับ โดยแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
มาตรฐานการน่ึงฆ่าเช้ือภายใต้ความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ท่ีอตัราส่วน 1:10, 1:100, 
1:200 มีอตัราเช้ือเจริญเท่ากบั 1.30±0.18×108, 1.25±0.81×106

 และ 1.39±0.13×105  cfu.ml-1 ตามล าดบั 
โดยแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.9 และภาพท่ี 4.5 
 

ตารางที ่4.8  ประสิทธิภาพของวธีิการฆ่าเช้ืออาหารสูตรขยาย 

กรรมวธีิการฆ่าเช้ือ2/ การปนเป้ือนของเช้ือจุลนิทรีย์ชนิดอ่ืน (cfu.ml-1)1/ 
Autoclave ไม่ปนเป้ือน 
ตม้ 1.22±0.58×108c 
PMS 150 ppm, 6 hr.    7.4±0.34×107bc 
PMS 200 ppm, 6 hr.     9.3±0.72×105 bc 
PMS 250 ppm, 6 hr.  1.0±0.14×101a 
PMS 150 ppm, 24 hr.   4.6±0.63×108cd 
PMS 200 ppm, 24 hr.   9.8±0.11×107bc 
PMS 250 ppm, 24 hr.   1.1±0.06×104 ab 
SMS 150 ppm, 6 hr.   8.0±0.60×108 cd 
SMS 200 ppm, 6 hr. 1.56±0.19×108c 
SMS 250 ppm, 6 hr. 1.24±0.27×108c 
SMS 150 ppm, 24 hr. 1.43±0.12×108bc 
SMS 200 ppm, 24 hr. 7.9±0.58×107b 
SMS 250 ppm, 24 hr. 1.05±0.10×107b 
ไม่ฆ่าเช้ือ 1.53±0.11×108c 
F-test * 
CV (%) 19.59 

1/ การประเมินการปนเป้ือนของจุลินทรีย ์จ านวนจุลินทรียป์นเป้ือน (cfu.ml-1) = โคโลนีปนเป้ือนบนจานอาหาร × ระดบัความเจือจาง 
                                                                                                                                   ปริมาณตวัอยา่งท่ีใส่ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ 
2/ PMS คือ สารโปตสัเซียมเมตาไบซลัไฟต ์
  SMS คือ สาร โซเดียมเมตาไบซลัไฟต ์
  Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด/์ตารางน้ิว นาน 20 นาที 
  ตม้จนเดือดท่ี 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
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ภาพที ่4.4  ผลการทดสอบประสิทธิภาพของวิธีการท าให้ปลอดเช้ือของอาหารสูตรขยาย A) 
กรรมวิธีควบคุมโดยไม่ฆ่าเช้ือ (Control) B) น่ึงฆ่าเช้ือภายใต้ความดนัท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส C) ตม้อาหารให้เดือดเป็นเวลา 30 นาที D-F) PMS ความเขม้ขน้ 150 200 
และ 250 ppm ตามล าดับ ฆ่าเช้ือทิ้งไวเ้ป็นเวลา 6 ชั่วโมง G-I) PMS ความเข้มข้น 150 
200 และ 250 ppm ตามล าดบั ฆ่าเช้ือทิ้งไวเ้ป็นเวลา 24 ชั่วโมง J-L) SMS ความเขม้ขน้ 
150 200 และ 250 ppm ตามล าดับ ฆ่าเช้ือทิ้งไวเ้ป็นเวลา 6 ชั่วโมง M-O) SMS ความ
เขม้ขน้ 150 200 และ 250 ppm ตามล าดบั ฆ่าเช้ือทิ้งไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 

A B C 

D E F 

G H I 

M N O 

J K L 

กรรมวธีิควบคุม 

PMS ท่ี 6 ชัว่โมง 

PMS ท่ี 24 ชัว่โมง 

SMS ท่ี 6 ชัว่โมง 

SMS ท่ี 24 ชัว่โมง 

150 ppm 200 ppm 250 ppm 
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ตารางที ่4.9  การเปรียบเทียบปริมาณอัตราส่วนระหว่างหัวเช้ือ (starter) กับอาหารสูตรขยาย 
(mortification media) 

ปริมาณอตัราส่วนหัวเช้ือต่ออาหารสูตรขยาย ปริมาณประชากรเช้ือ B. subtilis (cfu.ml-1)1/ 
Autoclave, 1:10 1.30±0.18×108b 
Autoclave, 1:100 1.25±0.81×106c 
Autoclave, 1:200 1.39±0.13×105c 
PMS 250 ppm, 1:10 1.47±0.86×108a 
PMS 250 ppm, 1:100 1.86±0.13×106c 
PMS 250 ppm, 1:200 1.64±0.19×106c 
F-test ** 
CV (%) 5.5 

 

1/  จ  านวนแบคทีเรีย (cfu.ml-1) = จ  านวนโคโลนีบนจานอาหาร × ระดบัความเจือจาง 
                                ปริมาณตวัอยา่งท่ีใส่ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ(ml) 

 
 

 
 

 
   
 
 

 
 
ภาพที ่4.5  แสดงการทดสอบความเหมาะสมของอตัราส่วนระหวา่งหัวเช้ือ (starter) กบัอาหารสูตร

ขยาย (multiplication media) A-C) กรรมวิธีการน่ึงฆ่าเช้ือภายใตค้วามดนัท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส และเปรียบเทียบอตัราส่วนความเขม้ขน้ 1:10, 1:100, 1:200 ตามล าดบั D-
F) กรรมวธีิการเติม PMS ความเขม้ขน้ 200 ppm และเปรียบเทียบอตัราส่วนความเขม้ขน้ 
1:10, 1:100, 1:200 ตามล าดบั  

 
 

A B C 

D E F 

autoclave 

PMS 200 ppm 

1:10 1:100 1:200 
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4.2.3  การทดสอบการเพิ่มปริมาณของสูตรส าเร็จชีวภัณฑ์ ที่ผ่านกระบวนการอบแห้งแบบ
พ่นฝอยในระดับการทดลองขนาดกลาง 

จากการน าสูตรอาหารและวิธีการท่ีเหมาะสมในการท าใหป้ลอดเช้ือของอาหารสูตรขยายมา
เล้ียงขยายในระดบัการทดลองขนาดกลางขนาด 10 ลิตร เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม เก็บผลการ
ทดลอง จากนั้นนับปริมาณของเช้ือด้วยวิธี dilution plate count โดยท าการเจือจางความเข้มข้น 8 
ระดับ คือ 10-1

 - 10-8 น าไปละเลง (spread plate) ให้ทั่วผิวหน้าอาหาร nutrient agar (NA) จ านวน
ความเข้มข้นละ 3 ซ ้ า บ่มเช้ือเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซ่ึงพบว่าทั้ ง 2 กรรมวิธีมีการปนเป้ือนของ
เช้ือจุลินทรียอ่ื์น ๆ เป็นจ านวนมาก  และจากปัญหาดงักล่าวจึงไดพ้ฒันาการทดลองโดยการน่ึงฆ่าเช้ือ
กากน ้ าตาล 2 คร้ัง ก่อนน ามาเตรียมอาหารสูตรขยาย และเติมสารโปตสัเซียมเมตาไบซลัไฟต์ (PMS) 
ความเขม้ขน้ 250 ppm หลงัจากเตรียมสูตรขยาย ตั้งทิ้งไว ้12-24 ชัว่โมง พบว่า  การเพิ่มปริมาณเช้ือ
ของสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 ท่ีผ่านกระบวนการอบแห้ง
แบบพ่นฝอย พบวา่วิธีการดงักล่าวสามารถฆ่าเช้ือในอาหารสูตรขยายได ้โดยสูตรส าเร็จชีวภณัฑเ์ช้ือ
แบคทีเรีย  B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007  ท่ีผ่านกระบวนการอบแห้งแบบพ่นฝอย มีเช้ือเจริญ
เท่ากบั 1.59 × 108 cfu.ml-1 ดงัแสดงลกัษณะของวิธีการเล้ียงเช้ือขยายในระดบัการทดลองขนาดกลาง
ในภาพท่ี 4.6 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
ภาพที ่4.6  การทดสอบสูตรอาหาร molasses diamonium phosphate and yeast extract (MDY) ใน

การเพิ่มปริมาณของสูตรส าเร็จชีวภณัฑเ์ช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง A) อาหารท่ีไม่ผ่านการฆ่าเช้ือ B) อาหารท่ีผ่าน
การฆ่าเช้ือดว้ย PMS 

 

A B 
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4.2.4  การทดสอบประสิทธิภาพของน า้หมักสูตรเกษตรกรในการใช้เป็นอาหารสูตรขยาย 
จากการศึกษาประสิทธิภาพของน ้ าหมกัสูตรเกษตรกรเพื่อใช้เป็นอาหารสูตรขยายโดย

เปรียบเทียบกบักรรมวิธีการเล้ียง B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 ในอาหารสูตรมาตรฐาน NGB 
โดยเล้ียงขยายเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ไม่มีการเจริญของ B. subtilis หลงัเก็บผลการทดลองท่ี 5 วนั 
ดงัแสดงในภาพท่ี 4.7 (B) เน่ืองจาก pH ในน ้ าหมกัของเกษตรกรมีความเป็นกรดสูง (pH 3.3) และ
เม่ือท าการปรับความเป็นกลาง (pH 6.0-7.0) ดว้ยแคลเซียมออกไซด์ (ปูนขาว) อตัราส่วน 1.9 กรัมต่อ
น ้ าหมกั 100 มิลลิลิตร และบนัทึกผลการเจริญของเช้ือ B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 เป็นเวลา 3 
วนัพบว่า B. subtilis สายพันธ์ุ CaSUT007 ไม่สามารถเจริญบนอาหารได้เช่นเดียวกัน โดยเม่ือ
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีมาตรฐานท่ีเล้ียงในอาหาร NGB พบวา่มีเช้ือเจริญอยูท่ี่ 2.24×106 cfu.ml-1 ดงั
แสดงในภาพท่ี 4.7 (A) 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที ่4.7  ภาพแสดงประสิทธิภาพของน ้ าหมักสูตรเกษตรกรในการใช้เป็นอาหารสูตรขยาย               

B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 A) ในสูตรอาหาร NGB B) ในสูตรน ้าหมกัของเกษตรกร  
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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4.2.5  การทดสอบเบื้องต้นเพ่ือหาอัตราการใช้เช้ือขยายที่เหมาะสมต่อการควบคุมโรคเน่า
เละของผกักาดเขียวปลใีนระยะกล้า 

 จากการทดสอบหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของเช้ือท่ีไดจ้ากการขยายจ านวนดว้ยอาหารสูตร
ฆ่าเช้ือดว้ย KMS ความเขม้ขน้ 250 ppm เพื่อควบคุมโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลีในระยะกลา้โดย
ศึกษาปัจจยัในการทดลองจ านวน 2 ปัจจยั โดยปัจจยัท่ี 1 คือ ความเหมาะสมของอตัราส่วนเช้ือขยาย : 
น ้ า จ  านวน 5 กรรมวิธี ดงัน้ี 1:50, 1:100, 1:150, 1:200 และน ้ าเปล่า (กรรมวิธีควบคุม) และปัจจยัท่ี 2 
คือ วิธีการน าไปใช ้จ านวน 4 กรรมวิธี คือ 1) คลุกเมล็ด 2) แช่ราก 3) คลุกเมล็ดร่วมกบัแช่ราก  4) ไม่
คลุกเมล็ดและไม่แช่ราก (กรรมวิธีควบคุม) โดยมีกรรมวิธีท่ีทดสอบทั้งหมด 15 กรรมวิธี พบว่า
กรรมวธีิท่ี 11 คลุกเมล็ดและแช่รากดว้ยเช้ือขยาย อตัราส่วน 1:50 สามารถควบคุมการเกิดโรคเน่าเละ
ของผกักาดเขียวปลีได้ดีท่ีสุด โดยมีคะแนนการเกิดโรคและการลดโรคเท่ากบั 1.26±0.23 และ 65 
เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั ซ่ึงมีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบักรรมวธีิท่ี 12 ท่ีมี
การควบคุมโรคดว้ยการคลุกเมล็ดร่วมกบัแช่รากอตัราส่วน 1:100 โดยมีคะแนนการเกิดโรคและการ
ลดโรค เท่ากบั 1.30±0.21 และ  64 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และกรรมวิธีท่ี 13 ท่ีมีการควบคุมโรคดว้ย
การคลุกเมล็ดร่วมกับแช่รากอัตราส่วน 1:150 โดยมีคะแนนการเกิดโรคและการลดโรค เท่ากับ 
1.33±0.21 และ  62 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั แต่แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติกบักรรมวิธีท่ีใช้น ้ า
กลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.10 
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ตารางที ่4.10  คะแนนการเกิดโรคและดชันีการยบัย ั้งโรคเน่าละในผกักาดเขียวปลีควบคุมโรคดว้ย
ชีวภณัฑ ์B. subtilis ดว้ยวธีิและอตัราต่างกนั 

 

1/ระดบัการประเมินการเกิดโรคโดยให้ระดบัคะแนน 0-4  คือ 0 = ใบพืชไม่แสดงอาการ, 1= เกิดแผลน้อยกว่า 25%  ของ
พ้ืนท่ีใบ, 2 = เกิดแผล 25 – 50% ของพ้ืนท่ีใบ, 3= เกิดแผล 50 – 75%ของพ้ืนท่ีใบ, 4= เกิดแผลมากกวา่ 75% ของพ้ืนท่ีใบ. 
2/  ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัในแต่ละคอลมัน์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% P≤0.05 โดยวิธี 
DMRT 
 3/ ดชันีการยบัยั้งโรค   disease  reduction = 

negative control – treatment 

 negative control     
×100 

 
 

 
 
 
 

กรรมวธีิการทดลอง คะแนนการเกดิโรค1/ ดัชนีการยบัยั้งโรค(เปอร์เซ็นต์)3/ 

คลุกเมล็ด  1:50 1.76±0.25bc2/ 49.0 
คลุกเมล็ด  1:100 1.93±0.20cd 44.0 
คลุกเมล็ด  1:150 1.90±0.24cd 45.0 
คลุกเมล็ด  1:200 2.06±0.20d 40.0 
คลุกเมล็ด  น ้าเปล่า 3.43±0.16e 0.0 
แช่ราก 1:50 1.80±0.20c 46.0 
แช่ราก  1:100 1.81±0.24b 46.0 
แช่ราก  1:150 1.83±0.36c 45.0 
แช่ราก  1:200 1.88±0.24b 44.0 
แช่ราก  น ้าเปล่า 3.33±0.16e 0.0 
คลุกเมล็ด+แช่ราก  1:50 1.26±0.23a 65.0 
คลุกเมล็ด+แช่ราก  1:100 1.30±0.21ab 64.0 
คลุกเมล็ด+แช่ราก  1:150 1.33±0.21ab 62.0 
คลุกเมล็ด+แช่ราก  1:200 1.64±0.27bc 53.0 
คลุกเมล็ด+แช่ราก น ้าเปล่า 3.52±0.14e 0.0 

F-test **  
CV (%) 33.53  
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4.2.6 การทดสอบเพ่ือหาระยะเวลาทีเ่หมาะสมต่อการควบคุมโรค 
จากการทดสอบเพื่อหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการควบคุมโรคจนถึงระยะเวลาเก็บเก่ียว

โดยเลือกกรรมวิธีท่ีดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 4.2.5 พบว่า กรรมวิธีท่ี 6 คือการคลุกเมล็ดและแช่ราก
ดว้ยเช้ือขยาย อตัราส่วน 1:50 ร่วมกบัฉีดพ่น 3 คร้ัง หลงัยา้ยปลูก 10, 20 และ 30 วนั สามารถควบคุม
การเกิดโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลีไดดี้ท่ีสุด โดยมีคะแนนการเกิดโรคและการลดโรค เท่ากบั 
0.79±0.33 และ 92 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั รองลงมาคือกรรมวิธีท่ี 5 คือการคลุกเมล็ดและแช่รากดว้ย
เช้ือขยาย อตัราส่วน 1:50 ร่วมกบัฉีดพน่ 2 คร้ัง หลงัยา้ยปลูก 10 และ 20 วนั โดยสามารถควบคุมการ
เกิดโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลีโดยมีคะแนนการเกิดโรคและการลดโรค เท่ากบั 1.70±0.61 และ 
70 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั ขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมมีการเกิดโรคและการลดโรค เท่ากบั 3.96±0.29 และ 
0.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ทั้งน้ีพบว่ากรรมวิธีการควบคุมโรคดว้ยสารเคมีในกรรมวิธีท่ี 8 มีการเกิด
โรคและการลดโรค เท่ากบั 1.76±0.53 และ 69 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และแตกต่างจากกรรมวิธีท่ี 
คลุกเมล็ด แช่ราก ร่วมกบัการฉีดพ่นสูตรผงลามิน่า ซ่ึงมีคะแนนการเกิดโรคและการลดโรค เท่ากบั 
3.96±0.29 และ 27 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ซ่ึงมีประสิทธิภาพแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงั
แสดงในตารางท่ี 4.11 
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ตารางที ่4.11  คะแนนการเกิดโรคและดชันีการยบัย ั้งโรคเน่าละในผกักาดเขียวปลีควบคุมโรคดว้ย
ชีวภณัฑ ์B. subtilis ดว้ยวธีิและอตัราต่างกนั 

กรรมวธีิการทดลอง3/ การเกดิโรค1/ ดัชนีการยบัยั้งโรค(เปอร์เซนต์)4/ 

กรรมวธีิท่ี 1 3.10±0.41d2/ 45.0 
กรรมวธีิท่ี 2 2.80±0.32cd 53.0 
กรรมวธีิท่ี 3 2.20±0.56c 61.0 
กรรมวธีิท่ี 4 2.40±0.47c 63.0 
กรรมวธีิท่ี 5 1.70±0.61b 70.0 
กรรมวธีิท่ี 6 0.79±0.33a 92.0 
กรรมวธีิท่ี 7 3.55±0.49e 27.0 
กรรมวธีิท่ี 8 1.76±0.53b 69.0 
กรรมวธีิท่ี 9 3.96±0.29f 0.0 

F-test **  
CV (%) 18.22  

1/ระดบัการประเมินการเกิดโรคโดยใหร้ะดบัคะแนน 0-4  คือ 0 = ใบพืชไม่แสดงอาการ, 1= เกิดแผลนอ้ยกวา่ 25% ของพ้ืนท่ี
ใบ, 2 = เกิดแผล 25 - 50% ของพ้ืนท่ีใบ, 3= เกิดแผล 50 - 75%ของพ้ืนท่ีใบ, 4= เกิดแผลมากกวา่ 75% ของพ้ืนท่ีใบ. 

2/  ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัในแต่ละคอลมัน์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% P≤0.05 โดยวิธี 
DMRT 

3/คือ กรรมวิธีท่ี 1 ฉีดพ่นอตัราการใช้เช้ือขยายอตัราส่วน 1:50  1 คร้ัง กรรมวิธีท่ี 2 ฉีดพ่นอตัราการใชเ้ช้ือขยายอตัราส่วน 
1:50   2  คร้ัง กรรมวิธีท่ี 3 ฉีดพ่นอตัราการใชเ้ช้ือขยายอตัราส่วน 1:50   3 คร้ัง กรรมวธีิท่ี 4 การคลุกเมลด็และแช่รากดว้ย
เช้ือขยาย อตัราส่วน 1:50   ร่วมกบัฉีดพ่น 1 คร้ัง หลงัยา้ยปลูก 10 วนั กรรมวิธีท่ี 5 การคลุกเมล็ดและแช่รากดว้ยเช้ือขยาย 
อตัราส่วน 1:50   ร่วมกบัฉีดพ่น 2 คร้ัง หลงัยา้ยปลูก 10 และ 20 วนั กรรมวิธีท่ี 6 การคลุกเมล็ดและแช่รากดว้ยเช้ือขยาย 
อตัราส่วน 1:50   ร่วมกบัฉีดพ่น 3 คร้ัง หลงัยา้ยปลูก 10, 20 และ 30 วนั กรรมวธีิท่ี 7 คลุกเมลด็ แช่ราก ร่วมกบัการฉีดพ่น
ดว้ยสูตรผงลามิน่าอตัราส่วน 8 กรัมต่อน ้ า 10 ลิตร กรรมวิธีท่ี 8 คลุกเมล็ด แช่ราก ร่วมกับการฉีดพ่นดว้ย คอปเปอร์ไฮ-  
ดรอกไซด ์อตัราส่วน 30 กรัม ต่อน ้า 20 ลิตร กรรมวธีิท่ี 9 แช่เมลด็พนัธ์ุก่อนปลูกดว้ยน ้าเปล่าน่ึงฆ่าเช้ือ 

  4/ ดชันีารยบัยั้งโรค   disease  reduction = 
negative control – treatment 

 negative control     
×100 
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ภาพที ่4.8  แสดงลักษณะอาการของโรค เน่าเละผักกาดเขียวปลีหลังจากการทดสอบเพื่ อ                     
หาระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการควบคุมโรคจนถึงระยะเก็บเก่ียวและหลังปลูกเช้ือแบคทีเรีย                  
E. carotovara pv. carotovora ไอโซเลต ECC เป็นเวลา 7ว ัน A) กรรมวิธี ท่ี  1 ฉีดพ่นเช้ือขยาย
อตัราส่วน 1:50  1 คร้ัง B) กรรมวิธีท่ี 2 ฉีดพ่นเช้ือขยายอตัราส่วน 1:50 หลังยา้ยปลูก 2 คร้ัง C) 
กรรมวธีิท่ี 3 ฉีดพ่นเช้ือขยายอตัราส่วน 1:50  หลงัยา้ยปลูก 3 คร้ัง D) กรรมวธีิท่ี 4 การคลุกเมล็ดและ
แช่รากดว้ยเช้ือขยาย อตัราส่วน 1:50 ร่วมกบัฉีดพ่น 1 คร้ัง หลงัยา้ยปลูก 10 วนั E) กรรมวิธีท่ี 5 คลุก
เมล็ดและแช่รากดว้ยเช้ือขยาย อตัราส่วน 1:50 ร่วมกบัฉีดพ่น 2 คร้ัง หลงัยา้ยปลูก 10 และ 20 วนั F) 
กรรมวธีิท่ี 6 คลุกเมล็ดและแช่รากดว้ยเช้ือขยาย อตัราส่วน 1:50   ร่วมกบัฉีดพ่น 3 คร้ัง หลงัยา้ยปลูก 
10, 20 และ 30 ว ัน G) กรรมวิธี ท่ี  7 คลุกเมล็ด แช่ราก ร่วมกับการฉีดพ่นด้วยสูตรผงลามิน่า 
อตัราส่วน 8 กรัมต่อน ้ า 10 ลิตร H) กรรมวิธีท่ี 8 คลุกเมล็ด แช่ราก ร่วมกบัการฉีดพ่นดว้ยคอปเปอร์ 
ไฮดรอกไซด์ อตัราส่วน 30 กรัม ต่อน ้ า 20 ลิตร I) กรรมวิธีท่ี 9 แช่เมล็ดพนัธ์ุก่อนปลูกดว้ยน ้ าเปล่า
น่ึงฆ่าเช้ือ 

A B C 

D E F 

G H I 
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4.2.7 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางองค์ประกอบของเซลล์ผักกาดเขียวปลีด้วยเทคนิค FTIR 
microspectroscopy  

 จากการวิเคราะห์ขอ้มูลองค์ประกอบของเซลล์ผดัการเขียวปล๊ในการศึกษาความแตกต่าง
ของผกักาดเขียวปลีท่ีกระตุน้ดว้ยสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์ B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 เปรียบเทียบ
กบักรรมวิธีควบคุม (Control) โดยใช้เคร่ือง FTIR microspectroscopy (Vertec70, Bruker optic) ใน
การวิเคราะห์โดยใชโ้ปรแกรม OPUS 7.0 (Bruker optic, German) ร่วมกบัการวิเคราะห์ทางสถิติแบบ 
Principal component analysis (PCA) โดยใช้โปรแกรม The Unscrambler X (CAMO, Norway) ผล
การท า Second derivative พบว่ามีค่าการดูดกลืนแสงแตกต่างกนัในช่วงความยาวคล่ืน 1739 cm-1 

(lipid, triglycerides) ในช่วงความยาวคล่ืน 1631 cm-1 (ß-sheet protein) ในช่วงความยาวคล่ืน 1642 
cm-1(amide I) ในช่วงความยาวคล่ืน 1560 cm-1(amide II) ในช่วงความยาวคล่ืน 1502 cm-1 (amide II) 
ในช่วงความยาวคล่ืน 1460 cm-1 (lipids) และในช่วงความยาวคล่ืน 1406 cm-1 (amino acid, fatty 
acids) ซ่ึงพบวา่ กรรมวิธีท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์ B. subtilis มีปริมาณของไขมนั, amide 
I, amide II และ amino acid  เพิ่มสูงข้ึนมากกวา่เม่ือเทียบกบักรรมวิธีในการควบคุม ดงัแสดงผลการ
ท า Second derivative ในภาพท่ี 4.9 และภาพท่ี 4.10 
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ภาพที ่4.9  ผลการท า Second derivative ของผกักาดเขียวปลีท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์ B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 (SJN 007) เปรียบเทียบกบั
กรรมวธีิควบคุม (Control) ในช่วงความยาวคล่ืน 2005-759 cm -1
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ภาพที ่4.10  A,B,C และ D ผลการวิเคราะห์ Principal component analysis (PCA) เพื่อสร้างแบบจ าลองฐานขอ้มูลของผกักาดเขียวปลีท่ีถูกกระตุน้ดว้ยสูตร
ส าเร็จชีวภณัฑ ์ B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 (SJN 007) เปรียบเทียบกบักรรมวธีิควบคุม (Control) 

Control 

SJN007 
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บทที ่5 
สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 

งานวิจยัคร้ังน้ีมุ่งเน้นศึกษาการพฒันาสูตรและวิธีการใช้ชีวภณัฑ์เช้ือแบคทีเรีย Bacillus 
subtilis เพื่อควบคุมโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลี  โดยวิธีการผลิตในกระบวนการหมักเชิง
อุตสาหกรรมโดยเร่ิมจากการใช้กล้าเช้ือ (inoculum) ในรูปผงแห้งน าไปเพิ่มปริมาณในอาหารกล้า
เช้ือ (starter medium) เพื่อกระตุน้การเจริญและเพิ่มปริมาณ จากนั้นจึงใช้กล้าเช้ือท่ีผลิตได้ไปเพิ่ม
ปริมาณให้มากข้ึนในอาหารส าหรับหมักหรืออาหารสูตรขยาย (fermenting or multiplication 
medium) ก่อนน าไปเจือจางเพื่อใชฉี้ดพ่นในสภาพเรือนทดลอง ซ่ึงจะคลา้ยกบัขั้นตอนการผลิตปุ๋ยน ้ า
หมกัท่ีเกษตรกรใชอ้ยูท่ ัว่ไป โดยจากการศึกษาสรุปผลไดด้งัน้ี  

1. สูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการเพิ่มปริมาณเช้ือเพื่อใช้ในการผลิตชีวภณัฑ์ชนิดผง
แห้งของเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis คือสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ MDY โดยเม่ือเล้ียงเป็นเวลา 48  
ชัว่โมงปริมาณเช้ือเท่ากบั 1.30±0.16x109cfu.ml-1  สอดคลอ้งกบัการศึกษาของเพ็ญจนัทร์ เมฆวิจิตร
แสง (2546) พบวา่การใชก้ากน ้ าตาลและกากถัว่เหลือง เป็นองคป์ระกอบของสูตรอาหารท่ีใช้หมกัจะ
สามารถกระตุ้นการสร้างสปอร์ของแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ TISTR 001 ได้ถึง 109 cfu.ml-1 
เช่นเดียวกบังานวิจยัของ อรพิน ภูมิภมร และคณะ (2536) พบว่า การเล้ียงเช้ือ B. subtilis สายพนัธ์ุ 
B31 ในอาหารท่ีประกอบไปดว้ยกากถัว่เหลืองและกากน ้ าตาลท่ีเป็นส่วนประกอบหลกัสามารถผลิต
เซลล์ไดสู้งสุดเท่ากบั 1.2×1010 cfu.ml-1 ทั้งน้ีการใชเ้อนโดสปอร์(endospore) ของเช้ือแบคทีเรียแทน
การใชเ้ซลล์ (vegetative cell) จะสามารถทนต่อความร้อนไดสู้ง เน่ืองจากเช้ือ Bacillus สามารถสร้าง
เอนโดสปอร์ภายในเซลล์ (endosporeforming) 1 เซลล์ต่อ 1 สปอร์ ซ่ึงเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือจุลินทรีย์
ทนทานต่อสารเคมี รังสี และความร้อนไดดี้กวา่เซลลป์กติ ดงันั้นการเล้ียงเช้ือใหอ้ยูใ่นรูปของเอ็นโด
สปอร์จะมีการทนความร้อนไดสู้งกวา่ในรูปเซลล์ (Kloepper et al., 2004) เม่ือน าเช้ือท่ีผา่นการเล้ียง
ในอาหารน้ีมาผลิตสารชีวภณัฑ์จึงท าให้มีอตัราการรอดชีวิตสูงกวา่ ทั้งน้ีการเลือกใช้สูตรอาหารใน
การเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ควรค านึงถึงความเหมาะสมของสารผสม ควรเลือกใช้สารท่ีไม่
ท าลายเซลล์แบคทีเรียสารท่ีมีประโยชน์ และสามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการเก็บรักษาเช้ือไว้
ไดน้านโดยท่ียงัมีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคและมีปริมาณเซลลค์งเหลือมากพอ  

2. อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในกระบวนการพ่นฝอยคือ อุณหภูมิขาเข้า (inlet) ท่ี 140 องศา
เซลเซียส และอุณหภูมิขาออก (outlet) ท่ี 75 องศาเซลเซียส มีจ านวนประชากรเช้ือรอดชีวิตเท่ากบั 
1.40±0.14x108 cfu.g-1 สอดคลอ้งกบัรายงานของ Kim and Bhowmik (1990) พบวา่อตัราการรอดชีวิต
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ของ S. thermophilus และ L. bulgaricus จะลดลงเม่ืออุณหภูมิลมออก (outlet air temperature) เพิ่ม
สูงข้ึน  โดยจะส่งผลต่อการรอดชีวิตของเช้ือแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดมากกว่าการเปล่ียนแปลงของค่า
อุณหภูมิลมเข้า (inlet air temperature) และค่า atomizing air pressure นอกจากน้ี  Gardiner et al. 
(2000) ไดศึ้กษาการท าแห้งแบบพ่นฝอยกบัจุลินทรีย ์L. paracasei สายพนัธ์ุ NFBC 338 ท่ีอุณหภูมิ
ลมเขา้ 170 องศาเซลเซียส และแปรอุณหภูมิลมออกตั้งแต่ 70-120 องศาเซลเซียส พบวา่ท่ีอุณหภูมิลม
ออก 80-85 องศาเซลเซียส  ท าให้  L. paracasei สายพันธ์ุ  NFBC 338 รอดชีวิตมากท่ีสุด ทั้ ง น้ี
องค์ประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือก็มีความส าคญัอย่างมากต่อการตา้นทานความร้อนของเซลล์หรือ
สปอร์ ตามปกติแลว้ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเล้ียงเซลล์หรือสปอร์ใหเ้จริญดีจะท าใหเ้ซลล ์หรือสปอร์นั้น
มีความตา้นทานต่อความร้อนไดดี้ ส่วนประกอบของสารอาหารในอาหารเล้ียงเช้ือรวมถึงปริมาณ
ของสารอาหารดงักล่าวเป็นส าคญั ถา้ในอาหารเล้ียงเช้ือมีปัจจยัท่ีเป็นต่อการเจริญของเช้ือเพียงพอมกั
ท าใหเ้กิดเซลลห์รือสปอร์ท่ีตา้นทานความร้อนไดดี้ ในกรณีท่ีมีน ้าตาลกลูโคสในอาหารเล้ียงเช้ือ ถา้มี
ในปริมาณท่ีต ่าอาจช่วย เพิ่มความตา้นทานต่อความร้อน แต่ในทางตรงข้ามถ้ามีในปริมาณท่ีสูง 
น ้ าตาลกลูโคสอาจเปล่ียนไป เป็นกรดซ่ึงจะกลบัไปลดความตา้นทานต่อความร้อนลงมา นอกจากน้ี
แลว้เกลือก็ยงัมีผลต่อความตา้นทานความร้อน และการผลิตสูตรชีวภณัฑ์โดยใช้สารพาคือ ทลัคมั
และแป้งมนัส าปะหลงัท่ีเช้ือแบคทีเรียสามารถใช้เป็นแหล่งท่ีอยู่และช่วยให้เช้ือมีชีวิตอยู่รอดและ
ช่วยเพิ่มความทนทานต่อการเปล่ียนแปลงเน่ืองจากความร้อนไดดี้ (วราภรณ์ ภู่ภกัดีพนัธ์, 2553) อีก
ทั้งมีรายงานวา่เช้ือในกลุ่ม B. subtilis สามารถใชอ้าหารจากสารสกดัมนัฝร่ังเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีมี
ผลดีต่อการเจริญเติบโตไดดี้ (Sandra and Greg et al., 2000) ประกอบกบัมีสาร CMC ท่ีเป็นสารเสริม
ประสิทธิภาพในการช่วยปกป้องเซลล์ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ให้มีความแข็งแรงทนต่อ
สภาพแวดล้อมต่าง ๆ ได้ดี ซ่ึงแตกต่างจากการใช้เช้ือเซลล์สดท่ีเม่ือน ามาปรับใช้ในสภาพเรือน
ทดลองท่ีมีสภาพแวดลอ้มท่ีผดิแปลกแตกต่างจากห้องปฏิบติัการท าให้เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษจ์ะตอ้ง
มีการปรับตวัซ่ึงจะท าให้เช้ืออ่อนแอส่งผลให้เช้ือแบคทีเรียนั้นดอ้ยประสิทธิภาพไป สูตรส าเร็จจะมี
ส่วนผสมของสารอาหารสารพาท่ีเช้ือ แบคทีเรียสามารถรักษาความมีชีวิตและประสิทธิภาพของ
เซลล์เช้ือ หรือสารซ่ึงสูตรส าเร็จจะต้องสามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและมีสภาพการผลิตท่ี
เหมาะสมในสภาพอุณหภูมิห้องและมีราคาต้นทุนต ่า  พร้อมทั้ งมีการเติมสารพา และสารเสริม
ประสิทธิภาพท่ีไดจ้ากธรรมชาติ เช่น ทลัคมั แป้งมนัส าปะหลงั ผงดินเหนียว ผงโดโลไมด ์แคลเซียม
คาร์บอเนต และไอรอนซลัเฟต ซ่ึงมีรายงานในสูตรส าเร็จของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ P. fluorescens 
สายพนัธ์ุ SP007s ให้แสดงศกัยภาพท่ีมีประโยชน์ต่อพืชออกมาเต็มท่ี และควบคุมโรคพืชไดอ้ย่างมี
ประสิทธิภาพ นอกจากน้ียงัช่วยให้ปลอดภัยต่อสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม มีประสิทธิภาพ
สม ่าเสมอคงท่ีของปริมาณกลา้เช้ือคุณภาพ (Preecha, 2009) โดยการทดลองของ Van Dyke และคณะ 
(2000) พบว่าสารพา insch sandy loam soil ซ่ึงประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน 2.13 เปอร์เซ็นต์ และ
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แหล่งไนโตรเจน 0.19 เปอร์เซ็นต์ เป็นองค์ประกอบเม่ือผสมกับเช้ือ P. fluorescens สายพันธ์ุ 
MON787 ปริมาณเช้ือหลังการท าแห้ง 1 x 109 cfu.ml-1 เม่ือน าไปเก็บในท่ีมืดอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส พบว่า เม่ือเก็บไวเ้ป็นเวลา 2 สัปดาห์ เช้ือมีปริมาณลดลง 2 log phase และลดลง 4 log 
phase เม่ือเก็บไวเ้ป็นเวลา 1-2 เดือน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานการทดลองของ  Vidhyasekaran (1995) 
พบวา่ในการผลิตสูตรส าเร็จจากเช้ือ P. fluorescens โดยใชท้ลัคมัเป็นสารพาผสมกบัคาร์บอกซีเมทิล
เซลลูโลส 1 เปอร์เซ็นต์ ปรับพีเอชเท่ากับ 7.0 เม่ือเก็บสูตรส าเร็จท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 240 วนั 
ปริมาณเช้ือลดลงจากเร่ิมตน้ 3.75 x 108 เป็น 1.3 x 108 cfu.ml-1 โดยท่ีน้ีวธีิการผลิตกลา้เช้ือผงสามารถ
ใช้เทคนิคในการผลิตได ้2 แบบ ได้แก่ การท าแห้งแบบพ่นฝอย (spray dryer) และการท าแห้งโดย
การระเหิดแห้ง (freeze dryer) ทั้ งสองวิธีการน้ีสามารถผลิตกล้าเช้ือผงได้เหมือนกัน แต่มีความ
แตกต่างกนั ซ่ึงพบว่าการท าแห้งโดยการระเหิดแห้ง มีอตัราการอยูร่อดของเช้ือสูงกว่าการอบแห้ง
แบบพน่ฝอย (ปิยะวรรณ กาสลกั, 2558)  

เม่ือน ามาประเมินอตัราการรอดชีวิตของจุลินทรียห์ลงัผ่านการอบแห้งแบบพ่นฝอย พบว่า
เม่ือผา่นไป 6 เดือน เช้ือยงัคงความรอดชีวติ เท่ากบั 1.19±0.75x106cfu.g-1  ทั้งน้ีการเก็บรักษาจุลินทรีย์
หากอยูใ่นภาชนะและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจะสามารถคงความรอดชีวติของจุลินทรียไ์ดสู้ง ซ่ึงผลการ
ทดลองของ ช่อทิพย ์ถนอมถ่ิน (2538) ท่ีศึกษาการผลิตส่วนผสมของเช้ือแบคทีเรียแอนทาโกนิสตใ์น
รูปผง พบว่าเช้ือ Bacillus spp. สายพันธ์ุ NK-TO3 และสายพันธ์ุ CH6 สามารถปรับตัวได้ดีใน
ส่วนผสมผงเช้ือท่ีไดอะตอมไมท์เป็นสารพาส่วนเช้ือ P. fluorescent s สายพนัธ์ุ F2 ปรับตวัไดดี้ท่ีสุด
ในส่วนผสมผงเช้ือท่ีใชท้ลัคมัเป็นสารพาและพบวา่เม่ือผสมร าขา้วเขา้ไปจะช่วยส่งเสริมใหมี้ปริมาณ
ของเช้ือแบคทีเรียแอนทาโกนิสต์ทั้ง 3 สายพนัธ์ุเพิ่มข้ึนสูงสุดโดยอตัราส่วนในการผสมคือ เช้ือ:ร า
ขา้ว:สารพา เท่ากบั 1:2:2 (โดยน ้ าหนกั) และสอดคล้องกบัประจวบ บุตรศาสตร์ และคณะ (2548) 
ศึกษาประสิทธิภาพของสารตัวพาในส่วนผสมของผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์จ  านวน 22 ตวัพาใน
แบคทีเรียปฏิปักษ ์4 สายพนัธ์ุคือ P. fluorescens สายพนัธ์ุ NA 1และ SU1 และ  B. subtilis สายพนัธ์ุ 
CH4 และ CH6 และการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอ้งและในตูเ้ยน็ ซ่ึงพบวา่การเก็บท่ีอุณหภูมิหอ้งจ านวน
ประชากรเช้ือแบคทีเรียลดลงอยา่งรวดเร็ว หลงัจากการเก็บผงเช้ือเป็นเวลา 1 ปี สารตวัพาท่ีมีล าดบั
การมีชีวิตรอดทั้งในสภาพการเก็บในอุณหภูมิหอ้งและในตูเ้ยน็สูงสุดคือ สารตวัพาทลัคมั รองลงมา
ไดแ้ก่ สารตวัพาไดอะตอม นอกจากน้ีงานวจิยัของวราภรณ์  ภู่ภกัดีพนัธ์ (2553) รายงานวา่จาก 1 ใน 
9 สูตร คือ สายพนัธ์ุ XA6 ท่ีผสมในส่วนประกอบ ทลัคมั, แคลเซียม, สารCMC  และน ้ าสกดัมนัฝร่ัง 
อตัรา 60, 30, 8, และ 2 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั มีประสิทธิภาพในการคงปริมาณเซลล์เช้ือท่ีมีชีวิตไดดี้
ท่ีสุด 1.63 × 1010 cfu.ml-1 หลังจากเก็บรักษาไวอุ้ณหภูมิห้อง (28-32 องศาเซลเซียส) นาน 6 เดือน 
ในขณะท่ีอีก 8 สูตรท่ีเหลือมีปริมาณเซลล์เช้ือลดลง 69-78 เปอร์เซ็นต ์ ซ่ึงจากการทดลองการศึกษา
ความมีชีวิตรอดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 ในสูตรส าเร็จชนิดต่าง ๆ 
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ซ่ึงปริมาณเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษเ์ร่ิมตน้คือ 2.8 × 107 cfu.ml-1 หลงัจากเก็บรักษามาเป็นเวลา 6 เดือน 
มีปริมาณเช้ืออยู่ท่ี 1.58 x 107 cfu.ml-1 ต่อมาในปี 1999 ได้มีรายงานเพิ่มเติมว่าการเก็บรักษาสูตร
ส าเร็จชนิดน้ีในถุงพลาสติกปิดสนิทเช้ือสามารถรอดชีวิตได้ดีมากกว่า 30 วนั มีปริมาณเช้ือท่ีรอด
ชีวิตลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ จากเช้ือเร่ิมต้น 9x108 cfu.ml-1 Alan (1988) กล่าวว่าการเก็บรักษาผงเช้ือ
นอกจากอุณหภูมิเป็นส่ิงส าคญัแลว้ภาชนะบรรจุท่ีเหมาะสมก็เป็นส่ิงส าคญัเช่นกนั การเก็บรักษาสูตร
ส าเร็จท่ีอยูใ่นรูปผงแห้งการผลิตสูตรส าเร็จในรูปสูตรแห้งนิยมใชจุ้ลินทรีย์ท่ีสามารถสร้างสปอร์ได้
และจะตอ้งการมีเติมสารป้องกนัเซลล์เพื่อปกป้องเซลลจ์ากความร้อนในระหวา่งกระบวนการท าแห้ง 
เช่น หางนม และเจลาติน เป็นตน้ ซ่ึงสารท่ีเติมลงไปบางชนิดช่วยเพิ่มความสามารถของเซลล์ และ
ช่วยให้ผลิตภณัฑ์มีความคงตวัในระหว่างการเก็บรักษา Cavalho et al., (2004) มีรายงานว่าการอยู่
รอดของจุลินทรีย์ข้ึนอยู่กับสายพันธ์ุจุลินทรีย์และสารป้องกันเซลล์ โดยพบว่าการใช้น ้ าตาล 
mannose เคลือบเซลล์ L. buigarigus ในการท าแห้งท าให้เช้ือชนิดน้ีรอดมากกว่า fructose, lactose 
หรือ glucose เช่นเดียวกับการรายงานของ Streeter et al., (2002) ท่ีพบว่าการใช้ trehalose ท าให ้
Bradyrhizobium japonicum อยู่รอดได้มากข้ึนเม่ือท าให้เป็นเช้ือแห้ง แต่ส าหรับ Abadias et al., 
(2001) พบว่าการใช้ส่วนผสมของ skimmed milk กบั carbohydrate sugars ท าให้เช้ือ Candida sake 
รอดชีวิต 45-85 เปอร์เซ็นต์ เช่นเดียวกับ Desmond et al., (2002) ท่ีพบว่า L. paracasei มีชีวิตรอด
เพิ่มข้ึน 1000 เท่า เม่ือใช ้Gum acacia 10 เปอร์เซ็นต ์ผสมลงใน skimmed milk เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ 
Hamsupo (2005) รายงานว่า เม่ือใช้ skim milk 18 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ monosodium glutamate 2 
เปอร์เซ็นต์ เป็น spray drying carrier ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย พบวา่ เช้ือ L. reuteri KUB-AC5 มี
อตัราการรอดชีวิต 87.24 เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ีในงานวิจยัของ Champagne และคณะ (1991) ใชส้าร
ปกป้องเซลล์ประเภทโพลีแซคคาไรด์ คือโพลีเอทธีลีนไกคอล  มาเติมในการปกป้องเซลล์ของ 
Streptococci thermophilus โดยใช้ร่วมกบันมผงท่ีปราศจากไขมนั พบวา่สามารถเพิ่มอตัราการรอด
ชีวิตของ Streptococci ได ้10–20 เปอร์เซ็นต์ Gardiner และคณะ (2000) รายงานการท าแห้งแบบพ่น
ฝอยท่ีอุณหภูมิลมเขา้ 170 องศาเซลเซียส  และอุณหภูมิลมออกท่ี 80 องศาเซลเซียส โดยใช้นมผง
ปราศจากไขมันเป็นสารปกป้องเซลล์ พบว่า จุลินทรีย์ L. paracasei NFBC 338 และจุลินทรีย์ L. 
salivarius UCC 118 รอดชีวิต 97 และ 11 เปอร์เซ็นต์ การท่ีนมผงปราศจากไขมนัสามารถป้องกนั 
Cytoplasmic membrane ให้มีสภาพคงเดิมได้หลงัผ่านการท าแห้ง ทั้งน้ีการพฒันาสูตรเพื่อให้เช้ือมี
ความรอดชีวติสูตรตอ้งอาศยัปัจจยัหลายอยา่ง ดงัแสดงในภาพท่ี 5.1 
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ภาพที ่5.1 วธีิพฒันาการชีวภณัฑแ์ละเก็บรักษาเช้ือจุลินทรีย ์
        ท่ีมา : Bashan et al., 2014 
 

การพฒันาสูตรชีวภณัฑ์ท่ีมีการเพิ่มสารพาท่ีเป็นสารส าคญั ลงในสูตรเพื่อช่วยป้องกนัเซลล์
จากการท าแห้งให้รอดชีวิตมากข้ึนและช่วยรักษาเซลล์ในระหว่างการเก็บรักษา  ซ่ึงการเติม
ส่วนประกอบท่ีช่วยให้ชีวภัณฑ์นั้ น ๆ มีคุณสมบัติท่ีดี ได้แก่ ตัวพา (carrier) หรือสารปรับปรุง 
(amendment) ซ่ึงจะส่งเสริมชีวภณัฑใ์นดา้น เคมี ฟิสิกส์ หรือมีคุณสมบติัในการเป็นแหล่งอาหาร ซ่ึง
จะช่วยเพิ่มอายุการเก็บรักษา การเกาะติดกบัเป้าหมายและการคงประสิทธิภาพในการเป็นปฏิปักษ์
ของเช้ือจุลินทรีย ์(ตารางท่ี 5.1) (Chisler et al., 2004)ซ่ึงไดมี้งานทดลองของ Bashan et al., (2015) ท่ี
มี ก า ร ใ ช้  NaOH, MgSO4·7H2O, CaCl2, NaCl, NH4 Cl, yeast extract, FeCl3, NaMoO4 ·2H2O, 
MnSO4, H3BO3, Cu(NO3)2·3H 2 O และ ZnSO 4·7H2O ในการเตรียมเป็นสูตรอาหารของการพฒันา
สูตรส าเร็จชีวภณัฑ์เช้ือ Azospirillum spp. เช่นเดียวกบัในการทดลองของ Ya ´nez et al., (2011) ท่ีมี
การใช้ skimmed milk, skimmed milk plus, MgSO4, MgSO4 and 20 MgSO4 ในอัตราส่วน 10, 10, 
10, 10 และ 20 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั ในการใชเ้ป็นสารพาในการท าแห้งของเช้ือ B. subtilis สายพนัธ์ุ 
CPA-8 ซ่ึงพบวา่เช้ือ มีอตัราการรอดชีวติเท่ากบั 1.6 ±3.3 ×109 cfu.g-1   
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ตารางที ่5.1 ประเภทของสารชีวภณัฑแ์ละสารท่ีใชผ้สมในชีวภณัฑแ์บคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. 

 ประเภทของชีวภัณฑ์         สารผสมในชีวภัณฑ์ 

Liquid carriers      Vegetable oils 
Mineral carriers      Kaolinite clay, diatomaceous earth 
Organic carriers      Grain flour 
Stabilizers      Lactose, sodium benzoate 
Nutrients      Molasses, peptone 
Binders      Gum Arabic, carboxymethyl cellulose 
Desiccants      Silica gel, anhydrous salts 
Thickeners      Xanthan gum 
Surfactants      Tween 80 
Dispersants      Microcrystalline cellulose 

  ท่ีมา: Schisler และคณะ (2004); กศุล ถมมา (2555) 

 
3. จากการทดสอบประสิทธิภาพสูตรอาหาร อตัราส่วน และวิธีการเขยา่ท่ีเหมาะสมในการ

เพิ่มปริมาณกลา้เช้ือผลการทดลองพบวา่ สูตรท่ี 2 คืออาหารเล้ียงเช้ือ MDY ท่ีมีอตัราส่วนของแหล่ง
คาร์บอนเท่ากบั 25 เปอร์เซ็นต์ และแหล่งไนโตรเจน 1 เปอร์เซ็นต์ โดยมีการเพิ่มข้ึนของกล้าเช้ือ
เท่ากบั 1.0×108 cfu.ml-1 (O.D=0.207)  และอตัราส่วนของสูตรส าเร็จชีวภณัฑท่ี์เหมาะสมคือ 0.5 กรัม
ต่ออาหาร 1 ลิตร โดยมีการเพิ่มข้ึนของกล้าเช้ือเท่ากบั 1.7×108 cfu.ml-1 (O.D=0.215)   และผลของ
กรรมวิธีการเขยา่ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มออกซิเจนพบวา่กรรมวิธีตั้งทิ้งไวแ้ละเขยา่ทุก 6 ชัว่โมง ซ่ึงมี
การเพิ่มข้ึนของกลา้เช้ือเท่ากบั 8.2×107 cfu.ml-1 (O.D=0.208) ทั้งน้ีการหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมและ
มีราคาถูกเพื่อทดแทนการใชสู้ตรอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในห้องปฏิบติัการ โดยสามารถแนะน าให้
เกษตรกรน าไปใชไ้ด ้การน า diammonium phosphate (DAP) มาใช้เป็นส่วนผสมในอาหารเล้ียงเช้ือ
เน่ืองจาก DAP ใชเ้ป็นแห่ลงไนโตเจนท่ีมีผลในการเจริญเพิ่มปริมาณของเช้ือจุลินทร์ และกากน ้ าตาล
ถือเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีหาซ้ือไดง่้าย ราคาถูก และสามารถน ามาทดแทนอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ี
ใช้ในห้องปฏิบัติการได้  แต่ในการผลิตระดับขนาดใหญ่อาจจะเกิดปัญหาเร่ืองฟองมาก ซ่ึง
องค์ประกอบส่วนใหญ่ของกากน ้ าตาลเป็นน ้ าตาลซูโครสท่ีไม่ตกผลึกในการผลิตน ้ าตาลทราย 
(กญัญารัตน์ ฉิมะวงษ์, 2553) ปัจจุบนัมีการใช้กากน ้ าตาล ในการเป็นสูตรอาหารส าหรับเล้ียงเช้ือ
แบคทีเรียทั้งในดา้นอุตสาหกรรมอาหาร และสัตวเ์ป็นจ านวนมาก โดยงานทดลองของไวรุจน์ เดช
มหิทกุล และคณะ (2550) พบว่าการศึกษาสูตรอาหารและกระบวนการผลิตสปอร์ B. subtilis เพื่อ
เป็นโปรไบโอติกในสัตวใ์นสูตรอาหารสองแบบในขวดเขย่า คือ แบบท่ีมีกากน ้ าตาลเป็นหลกัและ 
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แบบท่ีมีกากถั่วเหลือง เป็นหลัก ผลการทดลองพบว่าสูตรอาหารท่ีมีกากน ้ าตาลเป็นหลักสูตรท่ี
เหมาะสมคือ กากน ้ าตาล 19.85 กรัม/ลิตร นอกจากน้ี อภิเชษฐ์ หม่ืนอร่าม (2554) ไดท้  าการศึกษา
สูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการผลิตแบคทีเรียกรดแลกติกสายพนัธ์ุ L. acidophilus สายพนัธ์ุ TISTR 
1338 โดยใช้แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นกากน ้ าตาลและกากเซลล์ยีสต์ ทดแทนการ
เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ จากผลการทดลองดงักล่าวพบวา่ สูตรอาหารดงักล่าวท่ีมีกากน ้าตาลเป็น
แหล่งคาร์บอน และกากเซลล์ยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจนไปประยุกตใ์ช้เพื่อ เป็นแนวทางในการผลิต
แบคทีเรียกรดแลกติกเพื่อใช้เป็นกลา้เช้ือในระดบัอุตสาหกรรม โดยสอดคล้องกบังานทดลองของ 
พนัทิพา พงษ์เพียจนัทร์ (2539) พบว่า B. subtlilis สายพนัธ์ุ B31 สามารถใช้อาหาร SM ท่ีมีส่วน 
ประกอบของกากน ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน และใช้กากถั่วเหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนได้ดีกว่า
อาหารชนิดอ่ืน ๆ ทั้ งน้ีอาจเป็นเพราะว่าเช้ือ B. subtlilis สายพนัธ์ุ B31 สามารถใช้ซูโครสท่ีมีอยู่
ปริมาณมากในกากน ้ าตาลไดดี้ และในตวักากน ้ าตาลก็มีกรดอะมิโนและวิตามินแร่ธาตุท่ีทนความ
ร้อนไดดี้ เช่น riboflavin, pantothenic acid และ biotin อีกทั้งมีรายงานว่า จากการพฒันาสูตรอาหาร
ให้มีราคาถูกลงโดยใช้ กากน ้ าตาล และ fish hydrolysate เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนใน
อาหาร MRS ตามล าดบั โดยใช้วิธีพื้นผิวตอบสนองจากการทดลองแบบ central composite design 
(CCD) เพื่อศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสม พบวา่สามารถลดตน้ทุนการหมกัไดป้ระมาณร้อยละ 72 จาก
สูตรอาหาร MRS เดิม (กฤษณะ ล้ิมไพบูลย,์ 2554) และในปี 2551 ประมุข ภระกูลสุขสถิตย์ และ
คณะ ได้ท าการพัฒนาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการผลิตแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุ L. 
plantarum สายพนัธ์ุ PD110 ซ่ึงแยกได้จากกระบวนการหมกัขนมจีนโดยใช้แหล่งคาร์บอนท่ีเป็น
กากน ้ าตาลและแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็น น ้ าลวกขา้วโพดฝักอ่อน ทดแทนการเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียง
เช้ือ MRS ซ่ึงมีราคาแพง ดงันั้นสูตรอาหารดงักล่าวท่ีมีกากน ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน และน ้ าลวก
ขา้วโพดอ่อนเป็นแหล่งไนโตรเจนไปประยุกต์ใชเ้พื่อเป็นแนวทางในการผลิตแบคทีเรียกรดแลคติก
เพื่อใช้เป็นกล้าเช้ือในขนมจีนแป้งหมกัในระดับอุตสาหกรรมต่อไปได้ นอกจากน้ี สุพรรณิการ์ 
สมใจเพ็ง  (2544) รายงานว่า การเพาะเล้ียง Pediococcus acidilactici  M6 ด้วยอาหารเหลวซ่ึงมี
กากน ้ าตาล 7 เปอร์เซ็นต ์เป็นแหล่งคาร์บอน และน ้ าแช่ขา้วโพด 9 เปอร์เซ็นต ์เป็นแหลงไนโตรเจน
ควบคุมอุณหภูมิ และอตัราการกวน เท่ากบั 37 องศาเซลเซียส และ 50 รอบต่อนาทีตามล าดบั ได้
ปริมาณเซลล์สูงสุดเท่ากบั 1.70x109 cfu.ml-1  กากน ้ าตาลเป็นวตัถุดบัท่ีเหมาะสมในการพฒันาเป็น
อาหารเลียงเช้ือในระดบั อุตสาหกรรมเพราะมีแหล่งพลงังานในรูปของน ้ าตาลซูโครสและน ้ าตาล
รีดิวซ์ ประมาณ 50 – 60 เปอร์เซ็นต ์ของของแข็งท่ีละลายทั้งหมด มีปริมาณ ไนโตรเจนประมาณ 20 
เปอร์เซ็นต ์ของของแขง็ท่ีละลายทั้งหมด และวิตามินอยูเ่ล็กนอ้ย (Stoppok และ Buchholz, 1993) ใน
รายงานของดวงรัตน์ สารีภาวงษ ์(2544) ไดศึ้กษาการพฒันาสูตรอาหารเพื่อผลิตชีวมวลเซลล์ของเช้ือ 
Pediococcus pentosaceus BT520 โดยแหล่งคาร์บอนท่ีใช้ในการศึกษา ได้แก่ น ้ ามะพร้าวและ



83 

กากน ้ าตาล (molasses) พบว่ากากน ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนท่ี มีประสิทธิภาพ จึงได้พฒันาเป็น
อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีมีการพฒันา ซ่ึงประกอบดว้ย ami-ami solution, brewers yeast autolysate และ 
molasses 20 กรัมต่อลิตร ให้ปริมาณเซลล์ (1.7x1010 cfu.ml-1) จึงเป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีศกัยภาพสูง
ต่อการส่งเสริมการ เจริญเติบโตของเช้ือ Pediococcus  pentosaceus BT520  ทั้ งน้ี เกษตรกรใน
ประเทศไทยไดมี้การใชก้ากน ้ าตาลในการผลิตปุ๋ยน ้ าหมกัชีวภาพ (EM) แต่กากน ้ าตาลท่ีใชน้ั้นไม่มี
การฆ่าเช้ือและมีการปนป้ือนของจุลินทรียอ่ื์นเป็นจ านวนมาก ท าให้เช้ือจุลินทรียท่ี์เจริญเติบโตมี
ความหลากหลาย และไม่แสดงศกัยภาพเตม็ท่ี ท าให้ไม่สามารถไปกระตุน้ภูมิตา้นทานของพืชได ้ซ่ึง
ในต่างประเทศยงัไม่ค่อยมีการรายงานในการใช้กากน ้ าตาลมากนักส่วนใหญ่นิยมใช้ DAP หรือ
น ้ าตาลชนิดอ่ืน ซ่ึงหาไดง่้าย และเน่ืองจากกากน ้ าตาลอาจยงัไม่ค่อยสะอาดหรือไม่ทราบสัดส่วนท่ี
แน่นอน ทั้ งน้ีการใช้กากน ้ าตาลและ DAP ในการเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนอาจยงัไม่
เพียงพอ ซ่ึงอาจมีการเติมสารเพิ่มประสิทธิภาพชนิดอ่ืน ซ่ึงในปี 1998 Yokochi et al., พบว่า 
จุลินทรีย ์Schizochytrium sp. สามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้หลายชนิด และพบว่า monosaccharides 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลูโคสและฟรุคโตสเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับ S. limacinum 
SR21 และจากรายงานของโชคชยั วนภู (2556) พบวา่เม่ือพฒันาสูตรอาหารส าหรับการผลิตกลา้เช้ือ 
PGPR ชนิดเหลวเพื่อให้มีราคาถูกลงโดยใช้ molasses 2 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับการเติมบัพเฟอร์เพื่อ
ควบคุมค่ากรด-ด่างท่ีเหมาะสม พบว่าเช้ือ Azotobacter sp. สามารถเจริญและมีชีวิตอยู่รอดได้
มากกวา่ 108 cfu.ml-1 เป็นระยะเวลา 5 เดือน ในอาหารท่ีใช้ molasses , PEG, แป้งมนั และ phosphate 
buffer อตัราส่วน 2, 0.5 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั ในขณะท่ีเช้ือ Azospirillum sp. สามารถเจริญ
และมีชีวิตอยู่รอดได้มากกว่า 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เป็นระยะเวลาถึง 8 เดือน ในอาหารท่ีใช ้
molasses, แป้งมนั และphosphate buffer อตัราส่วน 2 และ 1.0 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั การทดลองของ 
Stephanie et al., (2014) ได้มีการใช้ กลูโคส, CaCO3, MgSO4 7H2, MnSO4 H2O, FeSO4 7H2O และ 
CaCl2 4H2O อัตราส่วน 10, 0.1, 0 0.00011, 0.04, 0.028 และ 0.03 กรัม ตามล าดับ เพื่อเป็นสูตร
อาหารในการเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย B. cereus  
 การทดสอบประสิทธิภาพของน ้ าหมักของเกษตรกรเพื่อน ามาใช้เป็นอาหารเล้ียงเช้ือ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 พบวา่จากการทดสอบดงักล่าวไม่พบการเจริญของเช้ือ B. 
subtilis และเม่ือน าน ้ าหมกัท่ีไม่ไดผ้่านการฆ่าเช้ือมาตรวจสอบจุลินทรียท่ี์มีอยูใ่นน ้ าหมกั พบวา่ น ้ า
หมกัดงักล่าวไม่มีเช้ือจุลินทรียอ่ื์นเจริญอยู ่ทั้งน้ีอาจช้ีให้เห็นไดว้า่จากคุณสมบติัของน ้ าหมกัท่ีมีการ
รายงานในการเติมในดิน เพื่อช่วยปรับสภาพโครงสร้างของดิน ท าให้ดินร่วนซุย อุม้น ้ าไดดี้ และช่วย
เพิ่มจ านวนจุลินทรียใ์นดิน และน ้ า ช่วยเพิ่มอตัราการย่อยสลายสารอินทรียใ์นดิน และในน ้ า ใช้รด
ตน้พืชหรือแช่เมล็ดพนัธ์ุ ท่อนพนัธ์ุเพื่อเร่งการเกิดราก และการเจริญเติบโตของพืชเป็นสารท่ีท า
หนา้ท่ีเหมือนฮอร์โมนพืช กระตุน้การเกิดราก และการเจริญเติบโต ท าใหผ้ลผลิต และคุณภาพสูงข้ึน 
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ความเป็นกรดของน ้ าหมกัอาจไปยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์มีอยู่ในน ้ าหมกั ซ่ึงเม่ือน าไปใช้กบั
พืชก็จะมีผลในการเจริญเติบโตของพืช ซ่ึงมีงานวิจยัของ จุรียรั์ตน์ ลีสมิทธ์ิ (2559) ไดใ้ห้เหตุผลทาง
วิทยาศาสตร์วา่ น ้ าหมกัชีวภาพสามารถเร่งโต เพิ่มผลผลิตในพืชน่าจะเกิดจากการผสมของวตัถุดิบ
ท าให้เกิดจุลินทรียก์ลุ่มสร้างสารส่งเสริมการเจริญเติบ เช่น indol-3-acetic acid (IAA), จิบเบอเรลลิน, 
ออกซิน, และไซโตไคนิน ทั้งน้ีจิบเบอเรลลินท่ีซึมเขา้เมล็ด จะสามารถกระตุน้การเปล่ียนแปลงทาง
ชีวเคมีท าให้งอกเร็ว รากยาว ตน้ใหญ่สมบูรณ์ ส่วนไซโตไคนิน จะช่วยกระตุน้การแบ่งเซลล์ ขยาย
ขนาดเซลล์เมล็ด ท าให้ยิ่งงอกเร็วข้ึนอีก ส่วนการเพิ่มข้ึนของผลผลิตนั้นอาจมาจากการท างาน
ร่วมกนัของกลุ่มจุลินทรียท่ี์ย่อยสลายโมเลกุลสารอินทรียใ์ห้เล็กลง จนมาอยู่ในรูปธาตุอาหารท่ีพืช
น าไปใช้ประโยชน์ได้ เป็นการเพิ่มสารอาหารให้พืช การน าเอาพืช ผกั ผลไม้ต่าง ๆ มาหมักกับ
น ้ าตาลท าให้เกิดจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์จ านวนมาก ซ่ึงจุลินทรียเ์หล่าน้ี จะไปช่วยสลายธาตุอาหาร
ต่าง ๆ ท่ีอยู่ในพืชมีคุณค่าในแง่ของธาตุอาหารพืชเม่ือถูกยอ่ยสลายโดยกระบวนการย่อยสลายของ
จุลินทรียส์าร  ต่าง ๆ จะถูกปลดปล่อยออกมา เช่น โปรตีน กรดอะมิโน กรดอินทรีย ์ธาตุอาหารหลกั 
ธาตุอาหารรอง จุลธาตุ ฮอร์โมนเร่งการเจริญเติบโต เอนไซม์ วิตามิน ซ่ึงพืชสามารถน าไปใช้
ประโยชน์ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (พิณซอ กรมรัตนาพร, 2553) ทั้งน้ีระยะเวลาของการหมกัน ้ าหมกั
ชีวภาพอาจมีผลในการเจริญของเช้ือจุลินทรียห์ากระยะเวลาในการหมกันานมีผลในความเป็นกรด
ค่อนขา้งสูงซ่ึงท าให้เกิดการสูญเสียของเช้ือจุลินทรียท่ี์ไม่สามารถเจริญในอาหารท่ีมีความเป็นกรด
สูงได ้คุณสมบติัดงักล่าวของน าหมกัชีวภาพอาจมาจากผลของธาตุอาหาร หรือกรดอะมิโนท่ีเกิดจาก
การยอ่ยสลายพืชผกั 

4. การทดสอบวิธีการท าให้ปลอดเช้ือของอาหารสูตรขยาย และเปรียบเทียบปริมาณ
อตัราส่วนระหว่างกล้าเช้ือ (starter) กบัอาหารสูตรขยาย (multiplication media) จากการศึกษาการ
ทดสอบวิธีการท าให้ปลอดเช้ือของอาหารสูตรขยาย พบว่า วิธีการปลอดเช้ือท่ีเหมาะสมท่ีสุดเม่ือ
เทียบกบัวิธีการมาตรฐานโดยการน่ึงฆ่าเช้ือภายใตค้วามดนัท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส คือ การ
เติมสารโปตสัเซียมเมตาไบซัลไฟต์ (PMS) ความเขม้ขน้ 250 ppm โดยมีเช้ือจุลินทรียอ่ื์นปนเป้ือน
เท่ากบั 1.00±0.14×101 cfu.ml-1 เม่ือเทียบกบัวิธีฆ่าเช้ือมาตรฐาน และอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของกลา้
เช้ือต่ออาหารสูตรขยาย โดยใชก้ลา้เช้ืออตัราส่วน 0.5 กรัม ต่ออาหารเล้ียงเช้ือ MDY ปริมาณ 1 ลิตร 
โดยกรรมวธีิการเติมสารโปตสัเซียมเมตาไบซลัไฟต ์(PMS) ความเขม้ขน้ 250 ppm ท่ีอตัราส่วน 1:10 
มีอัตราเช้ือเจริญเท่ากับ 1.47±0.86×108  cfu.ml-1 ทั้ งน้ีการใช้สารเคมี PMS ส าหรับฆ่าเช้ือราและ
แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในอาหารเพื่อลดค่าใชจ่้ายและกระบวนการในการฆ่าเช้ือ เพื่อสะดวกและง่ายต่อ
เกษตรกรท่ีสามารถน าไปปฏิบัติใช้จริง ทดแทนการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีต้องใช้อุปกรณ์ท่ีมีราคาแพง ซ่ึง
อุตสาหกรรมการผลิตกลา้เช้ือยงัไม่มีใครน ามาใช้เน่ืองจากสารชนิดน้ียงัไม่สามารถฆ่าเช้ือไดดี้ ใน
ขั้น sterilization หรือฆ่าเช้ือทุกตวัท่ีมีอยู่โดยหลงัจากมีการเติมสารลงไปในอาหารแล้วอาจยงัคงมี
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เช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืน ๆ ปนเป้ือน ซ่ึงโดยส่วนใหญ่แลว้การใชส้ารเคมี PMS นิยมใชใ้นอุตสาหกรรม
อาหารและการผลิตไวน์และการเติมในน ้ าผลไม ้มากกวา่การใชส้าร SMS โดยค าแนะน าในการใชก้็
คือ ใชส้าร PMS 200 มิลลิกรัมร่วมกบักรดซิตริก 3 กรัม ละลายในน ้ าอุ่นอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
ในการท าความสะอาด ทั้งน้ีกรดจะเป็นตวัดึง pH ให้ต ่าลง (ประดิษฐ์  ครุวณัณา และคณะ, 2525; 
ศรีอุบล ทองประดิษฐ์, 2546) ซ่ึงในอุตสาหกรรมการผลิตไวน์นิยมใช้สาร PMS เพื่อให้ปลอดจาก
เช้ือจุลินทรียท่ี์ไม่พึงประสงค์ โดยเฉพาะเช้ือน ้ าส้มสายชูและเช้ือยีสต์ป่า (wild yeast) ซ่ึงจะมีผล
โดยตรงต่อการหมกัไวน์ โดย PMS  เป็นสารท่ีมีฤทธ์ิในการป้องกนัก าจดัเช้ือจุลินทรียท่ี์เติมลงไปใน
การผลิตไวน์ ซ่ึงเป็นสารเคมีท่ีนิยมใช้ในการท าลายจุลินทรียท่ี์ไม่ต้องการก่อนการหมกัไวน์ใน
ปริมาณระหว่าง ร้อยละ 0.01–0.02 (ธีรวลัย์ ชาญฤทธิเสน, 2554) นอกจากน้ีในการทดลองของ
นพดล โพชก าเหนิด และคณะ (2556) ไดท้  าการหยุดการหมกัไวน์ดว้ยการเติมโปตัสเซียมเมตาไบ
ซัลไฟต์ (potassium metabisulphite, PMS) 0.08 กรัม/ลิตร ลงในไปในถังหมกัแต่ละถงัเพื่อท าลาย
เช้ือยีสตใ์นไวน์เพื่อไม่ให้เกิดการหมกัต่อไปจากนั้นตั้งทิ้งไว ้1-2 วนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัภทัราภรณ์ ศรี
สมรรถการ (2542) พบวา่ การหมกัไวน์หม่อนโดยใชผ้ลหม่อนต่อน ้ าในอตัราส่วน 1:3 ปรับน ้ าหมกั 
ให้มีน ้ าตาลปริมาณ 180 กรัมต่อกิโลกรัม กรดทั้งหมดร้อยละ 0.4-0.6 และเติมโปตสัเซียมเมตาไบ
ซัลไฟท์ 50-100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เพื่อฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ นอกจากน้ีบางรายงานได้มีการใช ้
diethylpyrocarbonate (DPC) อตัราส่วน 1 กรัมต่ออาหาร 1 ลิตร ซ่ึงสามารถใช้ฆ่าเช้ือจุลินทรียท่ี์มี
การปนเป้ือนในอาหารได้ (Macek et al.,1994) ระยะเวลาการเติม PMS มีผลในการฆ่าเช้ือซ่ึงฤทธ์ิ
หรือประสิทธิภาพจะมีผลดีเม่ือเติมลงไประหวา่ง 6-12 ชัว่โมง (นพดล โพชก าเหนิด, 2556) PMS จะ
ค่อยๆไปฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ท่ีอยู่ในอาหาร ในขณะท่ีเม่ือเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมงหลังเติมสาร PMS 
พบวา่เช้ือจุลินทรียอ่ื์นมีการปนเป้ือนมากวา่ท่ี 6 ชัว่โมง อาจเน่ืองมาจากเช้ือจุลินทรียบ์างตวัเร่ิมมีการ
เจริญภายหลงั 24 ชัว่โมง ท่ีมีการเติมสาร PMS ดงันั้นจึงตอ้งเติมเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ 
CaSUT007 ภายในเวลา 6-12 ชัว่โมง เพื่อใช ้B. subtilis สามารถเจริญแข่งขนักบัเช้ือจุลินทรียอ่ื์นๆได ้

5. การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ท่ีเลือกอตัราการใชเ้ช้ือขยายท่ี
เหมาะสมในการควบคุมโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลีในสภาพเรือนทดลอง พบวา่ กรรมวธีิท่ีมีการ
คลุกเมล็ดและแช่รากด้วยเช้ือขยายแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธ์ุ CaSUT007 อัตราส่วน 1:50 
ร่วมกบัฉีดพ่น 3 คร้ัง อตัรา 10 มิลลิลิตรต่อตน้ หลงัยา้ยปลูก 10, 20 และ 30 วนั สามารถควบคุมการ
เกิดโรคเน่าเละของผกักาดเขียวปลีได้ดีท่ีสุด โดยมีคะแนนการเกิดโรคและการลดโรค เท่ากับ 
0.79±0.33 และ 92 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั  ซ่ึงมีประสิทธิภาพแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ
เม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวิธีท่ีใช้น ้ ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือซ่ึงไม่สามารถควบคุมการเกิดโรคเน่าเละของ
ผกักาดเขียวปลีได้ และเม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวิธีท่ีคลุกเมล็ดร่วมกบัการพ่นดว้ยสารเคมี (copper 
hydroxide) โดยกรรมวิธี ท่ีใช้สารเคมีดังกล่าวสามารถลดความรุนแรงโรคเน่าเละเท่ากับ 69 
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เปอร์เซ็นต์ และแตกต่างจากกรรมวิธีท่ีใช้สูตรผงลามิน่า ซ่ึงมีคะแนนการเกิดโรคและการลดโรค 
เท่ากับ 3.96±0.29 และ 27 เปอร์เซ็นต์ การคลุกเมล็ดด้วยเช้ือ B. subtilis เป็นการฆ่าเช้ือท่ีติดมากับ
เมล็ดและเช้ือในดินบริเวณรอบเมล็ดได ้เน่ืองจากเช้ือในกลุ่มดงักล่าวมีรายงานวา่มีกลไกในการสร้าง 
secondary metabolites ยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคได้ เช่น เช้ือ B. firmus สายพันธ์ุ KPS44 และ KPS46 
สามารถผลิตสาร secondary metabolites ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ X. axonopodis pv.glycines สาเหตุ
โรคใบจุดนูนถัว่เหลือง (รัชฎาวรรณ  เดชมณี และคณะ, 2548) การฉีดพ่นใบผกักาดเขียวปลีดว้ยเช้ือ 
B. subtilis มีผลในการกระตุน้ และสามารถป้องกนัโรคท่ีเกิดกบัใบได้ และรายงานของวิลาวรรณ์ 
เช้ือบุญ  และคณะ ในปี  2549 ได้รายงานว่า เช้ือ  P. fluoresens สายพัน ธ์ุ  SP007s และเช้ือ B. 
licheniformis สายพนัธ์ุSP009s ว่าสามารถปลดปล่อยสาร secondary metabolite ในการยบัย ั้งไดท้ั้ง
เช้ือราแบคที เรีย คือ E.carotovora subsp. carotovora, X. campestris pv. campestris, Pythium sp., 
และ Alternaria sp. เป็นความถ่ีท่ีเหมาะสมเน่ืองมาจากเช้ือโรคแต่ละชนิดมีช่วงเวลาในการเขา้ท าลาย
พืชไดแ้ตกต่างกนั เช่น เช้ือ X. campestris pv. campestris สาเหตุโรคขอบใบทองเขา้ท าลายกะหล ่า
ดอกไดทุ้กระยะการเจริญเติบโตของพืชโดยผ่านทางช่องเปิดธรรมชาติ หรือบาดแผล (Sally et al., 
2002) และเช้ือ Alternaria sp. สาเหตุโรคใบจุดซ่ึงจะเกิดกับใบแก่ท่ีอยู่ตอนล่างของล าต้นแสดง
อาการทุกระยะการเจริญเติบโตเช่นกนั (ศศิธร วุฒิวณิชย, 2545)  และถา้หากโรคอยูใ่นระดบัรุนแรง
มากก็ตอ้งใช้ความถ่ีหรือความเขม้ขน้ให้มากข้ึน แต่ถา้ความรุนแรงของโรคน้อยก็สามารถลดความ
เขม้ขน้ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษล์งไดต้ามความเหมาะสม จ านวนคร้ังท่ีท าการพ่นเช้ือนั้น หากมีการ
เพิ่มความเข้มข้นเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ให้มากข้ึน ในการพ่นควบคุมโรคอาจจะไม่ต้องพ่นเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ถึง 4 คร้ัง จึงจ าเป็นตอ้งมีการศึกษาต่อไป และการใช้เช้ือปฏิปักษร่์วมกนันั้นเป็น
การเพิ่มเติม/เสริมประสิทธิภาพในการควบคุมโรค ซ่ึงการท างานร่วมกันระหว่างเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ 2 สายพนัธ์ุ ท่ีมีกลไกแตกต่างสามารถเพิ่มประสิทธิภาพไดม้ากกว่าการใชส้ายพนัธ์ุใดสาย
พนัธ์ุหน่ึงเพียงล าพงั และยงัสามารถควบคุมโรคพืชไดค้รอบคลุมมากชนิดข้ึน เน่ืองจากเช้ือแต่ละ
สายพนัธ์ุจะมีกลไกการท างาน การปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มและมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
ชนิดเช้ือสาเหตุโรคไดดี้ต่างกนั (Crump, 1998) และนอกจากน้ี การใช้เช้ือแบคทีเรียร่วมกนัอาจจะ
เพิ่มประสิทธิภาพ หรือมีกลไกการท างานร่วมกนัแบบใหม่ท่ีแตกต่างจากเดิม เสมอใจ ช่ืนจิตต ์และ
คณะ (2548) ท าการศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งของเช้ือแบคทีเรียผสม 3 ไอโซเลท พบวา่ เช้ือผสม 
B1228 B1317 และ B1348 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยบัย ั้ง X. axonopodis pv. dieffenbachiae 
และเม่ือน ากลุ่มแบคทีเรียทดสอบการควบคุมโรคกบัหน้าววัในเรือนทดลอง พบวา่ การใชเ้ช้ือผสม
สามารถลดการเกิดโรคได ้81-89 เปอร์เซ็นต ์และการใช ้B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. pabuli 
SW01/4 ลดความรุนแรงของโรคเน่าเละ โรคขอบใบทอง และโรคใบจุด Alternaria sp. ของพืช
ตระกูลกะหล ่า 43.0, 52.0 และ 45.0 เปอร์เซ็นต์ เพิ่มน ้ าหนักสด ความสูงตน้ และความยาวใบเฉล่ีย 
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91.0, 45.5 และ 39.8 เปอร์เซ็นต์ และให้ผลผลิตรวมเพิ่มข้ึน 30.8 เปอร์เซ็นต์ (Prathuangwong et al., 
2004, Prathuangwong et al., 2006a; Prathuangwong et al., 2006b) นอกจาก น้ี  การทดลองของ        
วิลาวรรณ์ เช้ือบุญ (2551) พบว่า การใช้เช้ือแบบผสมระหว่างการคลุกเมล็ด SP009s ท่ีความเขม้ขน้ 
1.22 × 106 cfu.ml-1 (O.D.=0.15) และพ่นใบ 4 คร้ัง ด้วยสายพันธ์ุ SP007s เข้มข้น 2.3×106 cfu.ml-1 
(O.D.=0.1) เม่ือพืชอายุ 14, 28, 42 และ 56 วนั หลงัปลูกซ่ึงส่งเสริมให้พืชเจริญเติบโตไดผ้ลผลิตท่ีมี
คุณภาพเพิ่มข้ึน 68.4 เปอร์เซ็นต์ และลดความรุนแรงโรคได ้80.3 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงแตกต่างจากแปลง
ปลูกท่ีไม่ใช้เช้ือปฏิปักษ์ เช่นเดียวกบัการทดลองของ ชานนทร์ แสงจนัทร์ (2557) ) พบวา่ การคลุก
เมล็ดเช้ือไอโซเลต CaSUT007 ร่วมกบัฉีดพ่นกรดซาลิไซลิก ความเขม้ขน้ 200 ppm มีความกวา้งทรง
พุ่ม ความสูงทรงพุ่ม และปริมาตรของหัวผกักาดเขียวปลีสูงท่ีสุด นอกจากน้ี กฤติเดช อนันต์และ
คณะ (2559) ได้มีการใช้ B. subtilis TU-Orga1 ในรูปแบบสูตรผงและสูตรน ้ า ในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของผกักาดฮ่องเต้และควบคุมโรคขอบใบทอง และใบจุดอลัเทอร์นาเรีย พบว่า TU-
Orga1 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ ง X. campestris pv. campestris และ Alternaria sp. โดยแสดง
บริเวณยบัย ั้ง 5.0-5.1 มิลลิเมตร และ 80.0-83.3 เปอร์เซ็นต ์Berger et al. (1996) รายงานวา่ การใชเ้ช้ือ               
B. subtilisในการควบคุมโรคเน่าคอดินของพืชสกุลกุหลาบ และกะหล ่า 

6. จากการศึกษาการเปล่ียนแปลงของสารชีวเคมีของผกักาดเขียวปลีด้วยเทคนิค FT-IR 
microspectroscopy พบวา่ มีค่าการดูดกลืนแสงแตกต่างกนัในช่วงความยาวคล่ืน 1642 cm-1(amide I) 
ในช่วงความยาวคล่ืน 1739 cm-1 (lipid, triglycerides) ในช่วงความยาวคล่ืน1560 cm-1(amide II) 
ในช่วงความยาวคล่ืน 1502 cm-1 (amide II) ในช่วงความยาวคล่ืน 1460 cm-1 (lipids) และในช่วงความ
ยาวคล่ืน 1406 cm-1 (amino acid, fatty acids) เม่ือถูกพ่นด้วยสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์เช้ือ Bacillus สาย
พนัธ์ุ CaSUT007 ซ่ึงจะสังเกตเห็นว่าในเซลล์พืชมีไขมนัเชิง ประกอบ (compound lipid) คือ ฟอส
โฟไลปิด (phospholipid), ไกลโคไลปิด (glycolipid) และไลโปโปรตีน  (lipoprotein) ซ่ึ งเป็น
องคป์ระกอบท่ีส าคญัของเยื่อหุ้มเซลล์ เช่นเดียวกนักบัโปรตีน (proteins) ท่ีเป็นองค์ประกอบส าคญั
ของพืช เน่ืองจากมีหน้าท่ีในการควบคุมเมแทบอลิซึมเป็นโมเลกุลโครงสร้าง และกิจกรรมภายใน
เซลล์ รวมทั้งท าหน้าท่ีเป็นเอนไซม์หรือหน่วยย่อยของเอนไซม์ในเซลล์พืช ส่วนคาร์โบไฮเดรตมี
ความส าคญั ต่อทั้งการท างานและโครงสร้างของพืชโดยจะพบคาร์โบไฮเดรตในองคป์ระกอบของ
ผนังเซลล์และเยื้อหุ้มเซลล์ในรูปของเซลลูโลส (cellulose), เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose),ไคติน 
(chitin), ลิกนิน (lignin) และเพกติน (pectin) (ปิยะดา ธีระกุลพิศุทธ์ิ, 2545) โดยสารชีวโมเลกุล
ดงักล่าว สามารถเพิ่มปริมาณสูงข้ึนเม่ือถูกกระตุน้ดว้ยเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ Bacillus สายพนัธ์ุ 
CaSUT007 ช้ีให้เห็นวา่การเปล่ียนแปลงของสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์พืช อาจมีผลต่อการส่งเสริม
การเจริญเติบโตและอาจไปกระตุ้น ให้พืชเกิดความแข็งแรงและสามารถต้านทานเช้ือแบคทีเรีย
สาเหตุโรคเน่าเละ นอกจากน้ี พืชอาจมีการผลิตสารข้ึนหลงัจากถูกกระตุน้ดว้ยเช้ือโรคเน่ืองจากเช้ือ
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โรคหลายชนิดจะมีการปล่อยสารเคมีท่ีไม่จ  าเพาะ (nonspecific elicitors) เช่นการผลิตสารพิษต่าง ๆ
สารพวกไกลโคโปรตีน (glycoprotein) รวมทั้งเอนไซมข์องจุลินทรียต่์าง ๆ ไดแ้ก่ protease, cutinase, 
cellulose และ hemicellulose เป็นต้นเพื่อย่อยส่วนประกอบของผนังเซลล์พืช พืชจะจดจ าสาร
เหล่านั้น และมีการส่งสัญญาณเพื่อให้เกิดระบบการป้องกนัตนเองข้ึนเช่นการสร้างผนงัเซลล์ให้มี 
cellulose และ hemicellulose เพิ่มข้ึน ท าให้พืชมีความทนทานต่อการแพร่กระจายของเช้ือไปยงัส่วน
อ่ืน ๆ ซ่ึงปริมาณ hemicellulose (secondary cell wall) ท่ีเพิ่มข้ึนสามารถลดการเข้าท าลายของเช้ือ
สาเห ตุโรคได้  (Hernández-Blanco et al., 2007; Eggert et al., 2014; Nafisi et al., 2014) และการ
เปล่ียนแปลงของปริมาณ cellulose และ hemicellulose มีความสัมพันธ์กับการเกิด ROS และ 
phytohormones ในพืชดว้ย (Vickers et al., 2009; Loreto et al., 2001) ขณะท่ีการเปล่ียนแปลงปริมาณ
สารในกลุ่ม C-H bending เพิ่มข้ึน หลงัจากถูกปลูกเช้ือสาเหตุโรคซ่ึงสารในกลุ่มน้ี ประกอบไปดว้ย 
ethylene ท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของพืช และกระบวนการส่งสัญญาณของ isoprene 
ในกระบวนการ ISR และเป็นส่วนประกอบของยางไมก้รดไขมนั ซ่ึงเป็นส่วนประกอบส าคญัของ 
cell membranes ท าให้พืชมีความตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรคมากข้ึน (Sweeting, 
1996; Monson et al., 2013; Eggert et al., 2014) ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานทดลองของชานนทร์ แสงจนัทร์ 
(2557) มีการใช้เทคนิค Fourier transformed infrared spectroscopy ศึกษาการสะสมของสารใน
กระบวนการชีวเคมีท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกการส่งเสริมการเจริญเติบโต หลงัจากถูกกระตุน้ด้วยเช้ือ
แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ Bacillus ไอโซเลต CaSUT007 และกรดซาลิไซลิก พบกลุ่มไขมนัชนิด C-H 
stretching กลุ่มไขมนัชนิด C=O ester และกลุ่ม amide I มีปริมาณเพิ่มสูงข้ึน แต่ในกลุ่มคาร์โบไฮเดรต
ชนิด C-H bonding, C-O stretching และ polysaccharide มีปริมาณลดต ่ าลง ซ่ึง ช้ีให้ เห็นว่า การ
เปล่ียนแปลงของสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์พืช มีผลต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโตและกระตุน้ ให้
พืชเกิดความแข็งแรงและสามารถต้านทานเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละในผกักาดเขียวปลีได ้
นอกจากน้ีธัญมน ผิวทอง (2557) ไดน้ าตวัอยา่งองุ่นมาประเมินการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบของ
สารชีวเคมี ภายในเซลลพ์ืชเพื่อศึกษากลไกปกป้องตนเองดว้ยเทคนิค FT-IR พบวา่ กรรมวธีิท่ีใชส้าร 
SecCaSUT007 และกรรมวิธิท่ีใช้ไคโตซาน การเปล่ียนแปลงไปของสารในกลุ่ม lipid , C=O ester, 
amide protein, CH bending, cellulose, hemicellulose และ carbohydrate มีความแตกต่างกนัในแต่ละ
กรรมวิธีการทดลองและเปล่ียนแปลงไปตามระยะเวลาหลังการปลูกเช้ือรา S. ampelinum สาเหตุ
โรคสแคบในขณะท่ีสารในกลุ่ม C=O ester ไม่มีความเปล่ียนแปลงอยา่งมีนยัส าคญัในแต่ละช่วงเวลา
ส่วนการแสดงออกของสารในกลุ่ม amide protein ในแต่ละช่วงเวลามีความสัมพันธ์กับการ
แสดงออกของปริมาณ phenolic compound PR protein และเอนไซมท่ี์มีความส าคญัในการชกัน าให้
พืชตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรคขณะท่ีการเปล่ียนแปลงปริมาณสารในกลุ่ม C-H 
bending เพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ืองหลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุโรคซ่ึงสารในกลุ่มน้ีประกอบไปดว้ย ethylene 
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ท่ีมีความเก่ียวข้องกับการเจริญเติบโตของพืชและการเปล่ียนแปลงไปของปริมาณสารในกลุ่ม 
carbohydrate ลดลงเน่ืองจากสารในกลุ่ม carbohydrate เป็นแหล่งพลงังานส าคญัในกระบวนการ 
SAR นอกจากน้ี คาร์โบไฮเดรต ยงัใช้เป็นแหล่งพลังงานในการสร้าง ROS และ PR protein ซ่ึง
น าไปสู่การเกิด HR การทดลองน้ี ยงัช้ีให้เห็นถึงความเป็นไปได้ของการประยุกต์ใช้เทคนิค FTIR 
microspectroscopy ในการตรวจสอบสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์พืช เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีมีขั้นตอนใน
การเตรียมตวัอยา่งง่าย ใชส้ารเคมีในการตรวจสอบน้อย วิธีการเหล่าน้ี จึงถือเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ี
จะใชใ้นการศึกษากลไกในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และกลไกกระตุน้ความตา้นทานเช้ือ
สาเหตุโรคพืชได้ในอนาคต อย่างไรก็ตามในการทดลอง ควรมีการเตรียมตวัอย่างส าหรับการทดลอง
แบบ interval times เพื่อจะไดท้ราบถึงกลไกท่ีเกิดข้ึนไดล้ะเอียดมากข้ึน 

7. การน าจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์มาปรับใช้กบัระบบผลิตพืชของเกษตรกรอาจเป็นวิธีท่ีดี  
วธีิหน่ึงท่ีสามารถช่วยแกปั้ญหาดงักล่าวให้กบัเกษตรกรได ้เพราะมีการน าเอาจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูใ่น
ดินมาพฒันาเป็นชีวภณัฑ์  และน ามาท าเป็นกลา้เช้ือส าหรับน าไปขยายและประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่าง ๆ 
ช่วยปรับปรุงบ ารุงดินให้ดีข้ึน สามารถปลูกพืชงอกงามใหผ้ลผลิตสูง ท าให้ธรรมชาติเกิดความสมดุล 
โรคพืชลดลง รวมทั้งเกษตรกรก็ไม่จ  าเป็นตอ้งใชปุ๋้ยเคมีและสารเคมีในการผลิต ท าใหช่้วยลดตน้ทุน
การผลิต เกษตรกรสามารถพึ่งพาตวัเองไดม้ากข้ึน คุณภาพชีวิตของเกษตรกรก็ดีข้ึนตามไปดว้ย ดว้ย
เหตุน้ี จึงไดมี้การน าเอาจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์มาพฒันาเป็นชีวภณัฑส์ าเร็จ โดยการพฒันาสูตรส าเร็จ
ชีวภณัฑ์กล้าเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 ให้อยู่ในรูปแบบของผลิตภณัฑ์ท่ีคงมี
ชีวิตรอดของจุลินทรียไ์ดน้าน คงประสิทธิภาพ และง่ายต่อการน าไปใช ้ข้ึนอยูก่บัปัจจยัต่าง ๆ ไดแ้ก่ 
ดา้นโครงสร้างของเซลล์แบคทีเรียแต่ละชนิดท่ีมีความแตกต่างกนั ความเขา้กนัไดร้ะหว่างสารพา 
และผนังเซลล์แบคทีเรียท่ีไม่ส่งผลต่อการผลิตสารทุติยภูมิต่าง ๆ ท่ีเป็นประโยชน์ออกมาให้พืช 
แสดงประสิทธิภาพอย่างเต็มท่ี เม่ือน าไปใช้ประโยชน์ได้ดี เทียบเท่ากับเช้ือสดท่ี เตรียมจาก
หอ้งปฏิบติัการ และจะตอ้งมีการศึกษารายละเอียดของการผลิตเป็นสูตรส าเร็จชีวภณัฑโ์ดยท่ีมีการใช้
วสัดุทอ้งถ่ินท่ีมีราคาถูก และให้มีประสิทธิภาพดีใชไ้ดก้บัทุก ๆ สภาพแวดลอ้ม จุลินทรีย ์ผลิตภณัฑ์
อ่ืน ๆ สารเคมีสังเคราะห์หรือร่วมกบัวธีิการปฏิบติัแบบดั้งเดิมท่ีมีการใชม้านานแลว้ไดดี้ (Jiamwijit, 
2002) การใชชี้ววิธีโดยใชเ้ช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ใหป้ระสบความส าเร็จ ยงัมีปัจจยัอ่ืนท่ีเก่ียวขอ้ง
อีกหลายประการ เช่น การพฒันาสูตรเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถคงความมีชีวิต และประสิทธิภาพของ
เช้ือตลอดจนความสามารถในการครอบครอง และการมีชีวิตรอดบนพืชอาศยั ท่ีผา่นมาการใชสู้ตร
ชีวภณัฑ์เช้ือแบคทีเรียมีขอ้จ ากดัของในการน าไปใชคื้อ จ านวนเช้ือท่ีใชใ้นการควบคุมโรคพืชอาจมี
จ านวนหรือปริมาณเช้ือไม่เพียงพอ ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งศึกษาวิธีการผลิตสูตรชีวภณัฑ์ และแนวทาง
การใชง้านท่ีเหมาะสมเพื่อสะดวกต่อการน าไปใชใ้นแปลงเกษตรและประหยดั งานวิจยัน้ี จึงมีความ
จ าเป็นท่ีจะตอ้งศึกษาถึงการพฒันาวิธีการใช้และการน าไปปรับใช้ในพืชโดยน าไปใช้ในการคลุก
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เมล็ด แช่รากร่วมกบัการฉีดพ่นทางใบ เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพสูงสูดในการส่งเสริมกระตุน้การ
เจริญเติบโต และควบคุมโรคพืช การพฒันาวิธีการเล้ียงขยายเช้ือแบคทีเรียจะใชห้ลกัการเดียวกบัการ
ผลิตปุ๋ยน ้ าหมักโดยท าการเตรียมสูตรอาหารท่ีมีส่วนผสมของกากน ้ าตาลท่ีหาซ้ือได้ง่ายตาม
ทอ้งตลาดและมีราคาถูกน ามาผลิตเป็นสูตรอาหารเล้ียงขยายเช้ือแบคทีเรีย โดยจากการเปรียบเทียบ
ตน้ทุนในการผลิตของสูตรอาหารนั้นสามารถลดค่าใช้จ่ายไดถึ้ง 2 เท่า เม่ือเทียบกบัสูตรอาหารเล้ียง
เช้ือในหอ้งปฏิบติัการ เกษตรกรสามาถน าแบคทีเรียท่ีมีการเพิ่มปริมาณไปปรับใชใ้นพืชปลูกชนิดอ่ืน
ได้ วิธีการน้ีสามารถลดปัญหาและทดแทนการใช้สารเคมี ทั้ งน้ีการพฒันาสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์ให้
ไดผ้ลดีมีประสิทธิภาพ ตอ้งเร่ิมตั้งแต่ท าการคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ท่ีอยูบ่ริเวณรอบราก
พืชจนกระทั้งไดเ้ป็นชีวภณัฑ์ท่ีมีประสิทธิภาพ และสามารถน าไปให้เกษตรกรปรับใช้ได้จริง ซ่ึง
ขั้นตอนในการพฒันาสูตรชีวภณัฑ์เช้ือจุลินทรียคื์อ คดัเลือกเช้ือท่ีอยูบ่ริเวณรอบรากพืช น ามาแยกใน
อาหารให้ไดเ้ช้ือท่ีบริสุทธ์ิ ทดสอบในห้องปฏิบติัการและเรือนทดลอง น าไปใชใ้นแปลงการทดลอง
ขนาดเล็ก ผลิตเป็นชีวภณัฑเ์ช้ือแบคทีเรีย พฒันาสูตรกลา้เช้ือ น าไปใชใ้นแปลงการทดลองขนาดเล็ก 
น าไปใชใ้นแปลงการทดลองขนาดใหญ่ เกษตรกรทดลองใช้ จดทะเบียนการคา้ และน าไปใชใ้นการ
ควบคุมโรคทางดา้นการเกษตร ดงัแสดงในภาพท่ี 5.2 
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 ภาพที ่5.2  ขั้นตอนการพฒันาสูตรชีวภณัฑเ์ช้ือจุลินทรีย ์
                   ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Bashan et al., 2014 
 
 

คดัเลือกเช้ือท่ีอยูบ่ริเวณรอบรากพืช 

ทดสอบความสามารถ

ของเช้ือ 

ทดสอบในหอ้งปฏิบติัการและเรือนทดลอง 

น ามาแยกในอาหารใหไ้ดเ้ช้ือท่ีบริสุทธ์ิ 

น าไปใชใ้นแปลงการทดลองขนาดเล็ก 

ทดลองซ ้ า 

ผลิตเป็นชีวภณัฑเ์ช้ือแบคทีเรีย 

พฒันาสูตร 

น าไปใชใ้นแปลงการทดลองขนาดเล็ก 

 
น าไปใชใ้นแปลงการทดลองขนาดใหญ่ 

 
ใหเ้กษตรกรทดลองใช ้

 
จดทะเบียนการคา้ 

 
ใชใ้นการเกษตร 

ระบุชนิด

เช้ือ 

จดสิทธิบตัร ประเมิน

การรอด

ชีวติ 
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 ปัจจุบนัมีการน าจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์หลายชนิด มาพฒันาให้อยู่ในรูปแบบของชีวภณัฑ ์
เน่ืองจากการผลิตในรูปแบบของชีวภณัฑ์จะท าใหเ้กิดความสะดวกต่อการน าไปใช ้ตวัอยา่งชีวภณัฑ์
ท่ีผลิตจากเช้ือจุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์ เช่น B. subtilis ได้แก่ ลาร์มิน่า® P. fluorescens ได้แก่ Top 
A506® และ Stretomyces griseoviridis ได้แก่  Mycostop®  (ปวีณา สั งข์แก้ว, 2556) งานวิจัยของ 
Minuto และคณะ (2006) รายงานว่า Mycostop® เป็นสารชีวภัณฑ์ทางการค้า  ท่ีผลิตจาก S. 
griseoviridis K61 ซ่ึงคดัเลือกไดจ้าก Sphagnum peat สามารถใชใ้นการควบคุม โรครากเน่าและโรค
เห่ียวของพืชได้ โดย S. griseoviridis K61 จะไปอาศัยอยู่ในดินบริเวณผิวราก ของพืช และจาก
การศึกษาการใช้ Mycostop® ในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคของมะเขือเทศ (Fusarium oxysporum 
f.sp. radicis-lycopercici, F. oxysporum f.sp. lycopersici) พบว่า  Mycostop® เป็ นสารชีวภัณฑ์ ท่ี
สามารถควบคุมโรครากเน่าและโรคเห่ียวของมะเขือเทศไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ ทั้งน้ี สูตรของชีว
ภณัฑ์ท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ตวัเดียวกนั อาจมีประสิทธิภาพสูงหรือต ่าแต่งต่างกนั ซ่ึง
สูตรชีวภณัฑ์ดังกล่าว เป็นสูตรผงท่ีสามารถน าไปละลายน ้ าและฉีดพ่นให้กับพืชโดยตรง สูตร         
ชีวภณัฑ์จึงมีขอ้จ ากดัของในการน าไปใช้ คือ จ านวนเช้ือท่ีใช้ในการควบคุมโรคพืชอาจมีจ านวน
หรือปริมาณเช้ือไม่เพียงพอ ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งศึกษาวิธีการผลิตสูตรชีวภณัฑ์ และแนวทาการใช้
งานท่ีเหมาสมเพื่อสะดวกต่อการน าไปใชใ้นแปลงเกษตร ท าใหส้ามารถใชป้ระโยชน์จากแบคทีเรียท่ี
มีประโยชน์ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ และเพื่อท าการผลิตในเชิงพาณิชยต่์อไป ปัจจุบนัในต่างประเทศ
ทัว่โลกมีการพฒันาและผลิตชีวภณัฑ์ของเช้ือแบคทีเรีย Bacillus ในเชิงการคา้รูปแบบต่าง ๆ เพื่อใช้
ควบคุมเช้ือสาเหตุโรคพืชเป้าหมายชนิดต่าง ๆ หลากหลายรูปแบบ เพื่อให้สะดวกต่อการเก็บรักษา
และการน าไปใช ้โดยชีวภณัฑท่ี์จ าหน่ายทางการคา้มีหลายลกัษณะท่ีน าไปใช ้ เช่น รูปแบบผงละลาย
น ้า เช่น Bio-Fungus®, Binab T®, Rootshield® และในรูปแบบเม็ดท่ีจ  าหน่ายทางการคา้ Bio-Fungus®, 
Binab T®, Rootshield®, T-22 Planter Box® หรือในรูปแบบ pelleted เช่น Binab T® และในรูปแบบ
น ้ า เช่น Promote® (Haggag et al., 2011) ในงานวิจยัของ Srinivasan และคณะ (2009) น าจุลินทรีย์
หลายชนิดท่ีมีความเขา้กันได้และมีคุณสมบติัส่งเสริมการเจริญของพืช (plant growth promoting 
microbial consortia: PGPMCs) มาพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์แบบผง เพื่อใชใ้นการควบคุมโรค sunflower 
necrosis virus ซ่ึงทดสอบโดยการคลุกเมล็ด ผสมกับดินปลูก และพ่นใบพบว่าผลิตภัณฑ์สูตร 
PGPMC-1 ท่ีประกอบด้วย talcum และสารแขวนลอย ของเช้ือ B. licheniformis strain MML2501+ 
Bacillus sp. strain MML2551+P. aeruginosa strain MML2212+S. fradiae strain MML1042 
สามารถลดการเกิดโรคได ้40.9 เปอร์เซ็นต ์อยา่งไรก็ตาม การพฒันาผลิตภณัฑ์เช้ือจุลินทรียม์าใชใ้น
ดา้นการเกษตรสามารถผลิตรูปแบบผลิตภณัฑ์ไดห้ลากหลายรูปแบบ อาทิ เจลบีท ผงแห้ง และชนิด
เมด็ เป็นตน้ โดยสามารถผสมกบัสารพาชนิดต่าง ๆ ดงัแสดงในภาพท่ี  5.3  
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ภาพที ่5.3 การพฒันาเช้ือจุลินทรียท่ี์ใชใ้นดา้นการเกษตรและส่ิงแวดลอ้ม 
          ท่ีมา : Bashan et al., 2014 
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ในงานวิจยัคร้ังน้ี ไดอ้อกแบบผลิตภณัฑ์ในรูปแบบท่ีพร้อมใช้งาน ดงัแสดงในภาพท่ี  5.5  
ซ่ึงเกษตรกรสามารถใช้ได้ง่ายและสะดวกในการน าไปใช้ ในการส่งเสริมและกระตุ้นการ
เจริญเติบโตในพืชปลูกทั้ งในสภาพโรงเรือนและสภาพไร่ ดังนั้ นจึงสามารถแนะน าผลิตภณัฑ์
ดงักล่าวใหเ้กษตรกรไดน้ าไปเพิ่มปริมาณโดยมีขั้นตอนดงัน้ี  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่5.4  ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณและการน าไปใช้ของสูตรส าเร็จชีวภณัฑ์กลา้เช้ือเช้ือแบคทีเรีย 
B.subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 

เตรียมน ้าสะอาดปริมาณ 10 ลิตร 

ผสมสาร A และ B ลงในน ้า คนส่วนผสมให้

เขา้กนั 

เติมสาร C คนใหส้ารละลาย ตั้งทิ้งไว ้1 คืน 

เติมสารชีวภณัฑเ์ช้ือ B.subtilis  CaSUT007 ลงในอาหาร คนส่วนผสมใหเ้ขา้กนั 
ท าการคนอาหารเพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือ ทุก 6 ชัว่โมง เล้ียงขยายเช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ผสมน ้าก่อนใช ้อตัราส่วน 1 ลิตร ต่อน ้าสะอาด 10 

ลิตร 

น าไปฉีดพน่พืชท่ีปลูก 
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ภาพที ่5.5 ตวัอยา่งชีวภณัฑสู์ตรส าเร็จกลา้เช้ือแบคทีเรีย B.subtilis สายพนัธ์ุ CaSUT007 
 

 ทั้งน้ีการท่ีจะเพิ่มประสิทธิภาพของจุลินทรียเ์พื่อให้มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคให้ดี
ยิง่ข้ึนนั้นสามารถน ามาเพิ่มปริมาณของกลา้เช้ือก่อนไปใช ้ซ่ึงคุณภาพของกลา้เช้ือจุลินทรียเ์ป็นปัจจยั
ส าคญัท่ีจะส่งผลต่อประสิทธิภาพเม่ือเกษตรกรน าไปใช้กบัพืช กลา้เช้ือจุลินทรียเ์ร่ิมเป็นท่ีรู้จกัของ
เกษตรกร แต่ยงัไม่มีการใช้แบบจริงจงัในประเทศไทย การแนะน าและน าไปใช้ของเกษตรกร
สามารถน าไปปรับใชไ้ดด้ว้ยตนเอง และสามารถท่ีจะปรับใชไ้ดก้บัในทุกขั้นตอน หรือทุกระยะของ
การปลูกพืช ซ่ึงการน าแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ไปใชก้บัพืชนั้นมีหลากหลายวิธี และหลายแนวทาง 
เช่น การคลุกเมล็ด การราดดิน การผสมใชก้บัดินปลูกหรือปุ๋ย เป็นตน้ ในท่ีน้ีวิธีการขยายประชากร
เช้ือ B. subtilis นั้นมีวิธีคลา้ยกบักระบวนการหมกัในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น การหมกัซีอ้ิว น ้ าปลา 
สาโท ไวน์ รวมไปถึงการผลิตปุ๋ยน ้ าหมกัท่ีเป็นท่ีนิยมในประเทศไทยท่ีเกษตรกรมีประสบการณ์ใน
การใช้อยู่แลว้ ซ่ึงสามารถน ามาปรับใช้และเป็นวิธีท่ีง่ายท่ีเกษตรกรจะน าไปใช้ในการเพิ่มปริมาณ
ของกลา้เช้ือเพื่อส่งเสริมความตา้นทานพืชและควบคุมโรคในพืชไดใ้นสภาพแปลงปลูก จะมีความ
ปลอดภยั ผลผลิตมีคุณภาพ ปราศจากสารเคมีก าจดัโรคพืชตกคา้ง และช่วยเพิ่มผลผลิตในผกักาด
เขียวปลีพนัธ์ุอ่อนแออีกดว้ย ในอนาคตอาจมีการพฒันาชีวภณัฑ์กลา้เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สาย
พนัธ์ุ CaSUT007 ท่ีสะดวกต่อการน าไปใช้ ซ่ึงจากการศึกษาคร้ังน้ี สามารถแนะแนวทางการใช้
ประโยชน์ในอนาคตให้กบัเกษตรกรผูป้ลูกผกักาดเขียวปลีในการปลูกผกักาดเขียวปลีในประเทศ
ไทยได ้
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1.  อาหารเลีย้งเช้ือแบคทเีรีย 

1.1 Nutrient broth (NB) 

 Beef extract    3  กรัม  
 Peptone     5  กรัม 
 น ้ำกลัน่หรือน ้ำกรอง               1,000     มิลลิลิตร 

แบ่งใส่ภำชนะเพื่อน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือภำยใตค้วำมดนั 15 ปอนด์/ตำรำงน้ิว หรืออุณหภูมิ 121 
องศำเซลเซียสนำน 15-20 นำที 

1.2  Nutrient Agar (NA) 
 Beef extract    3  กรัม  
 Peptone     5  กรัม  
 วุน้ผง (Agar)    18 กรัม 
 น ้ำกลัน่หรือน ้ำกรอง               1,000     มิลลิลิตร 

 ละลำยวุ ้นผงก่อนแล้วจึงใส่ ส่วนประกอบ อ่ืนๆ คนให้ละลำย แล้วต้มจนกระทั่ง
ส่วนประกอบต่ำงๆ ละลำยเป็นเน้ือเดียวกนั แบ่งใส่ภำชนะเพื่อน ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือภำยใตค้วำมดนั 15 
ปอนด/์ตำรำงน้ิว  หรืออุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส นำน 15-20 นำที 
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ภาพภาคผนวกที ่1  กรำฟมำตรฐำนระหวำ่งค่ำกำรดูดกลืนแสง 600 นำโนเมตร และค่ำล๊อกจ ำนวน
เซลลต่์อ (Log of cell concentration (CFU.ml-1)) ของเช้ือ B. subtilis สำยพนัธ์ุ 
CaSUT007 

 
 
ตารางภาคผนวกที ่1  แสดงอตัรำกำรเจริญเติบโตของเช้ือ B. subtilis สำยพนัธ์ุ CaSUT007  

เวลา (ช่ัวโมง) 
ค่าดูดกลืนแสง (600 nm) ของ B. subtilis  

สายพนัธ์ุ CaSUT007 
0 0.021 

12 0.135 
24 0.321 
48 0.363 
72 0.394 
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ภาพภาคผนวกที ่2 กรำฟแสดงกำรเจริญเติบโตของเช้ือ B.  subtilis สำยพนัธ์ุ CaSUT007 
                                   
 

ตารางภาคผนวกที ่2 เปรียบเทียบปริมำณเช้ือเร่ิมตน้ของชีวภณัฑ์เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สำยพนัธ์ุ 
CaSUT007 ในแต่ละหน่วยน ้ำหนกัของีวภณัฑ ์

อตัราส่วนชีวภัณฑ์ (กรัม) 
จ านวนเซลล์แบคทเีรีย 

( cfu.g-1) 
0.1 1.9×105 

0.2 3.8×105 
0.3 5.7×105 
0.4 7.6×105 
0.5 9.5×105 
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ตารางภาคผนวกที ่3  เปรียบเทียบต้นทุนกำรผลิตสูตรอำหำรเล้ียงเช้ือระหว่ำง nutrient glucose 
broth (NGB) และ molasses diamonium phosphate and yeast extract (MDY) 
NGB MDY 

ส่วนผสม/ลติร ราคา(บาท) ส่วนผสม/ลติร ราคา(บาท) 

Beef extract  3 กรัม 
Peptone  5  กรัม 
Glucose  10 กรัม 

16.2 
27.4 
0.3 

กำกน ้ำตำล 25 กรัม 
DAP 1 กรัม 
Yeast extract 3 กรัม 

0.175 
0.36 
17.4 

ราคารวม 43.9 ราคารวม 17.93 
 

ตารางภาคผนวกที ่4  ตน้ทุนกำรผลิตสูตรส ำเร็จชีวภณัฑ์เช้ือแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ B. subtilis สำย
พนัธ์ุ CaSUT007  

                      ส่วนผสม/ลติร ราคา(บาท) 
                    กำกน ้ำตำล 25 กรัม 0.175 
                    DAP 1 กรัม 0.36 
                    Yeast extract 3 กรัม 17.4 
                    แป้งมนั 9 กรัม 0.4 
                   CMC 1 กรัม 0.55 
                   ราคารวม 18.88 
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ประวตัผู้ิเขยีน 
  

นางสาวจิตมนัส นิกาจ๊ิ เกิดเม่ือวนัท่ี  20 มีนาคม พ.ศ. 2533 ท่ี เขตหนองจอก จังหวัด
กรุงเทพมหานคร ได้ส าเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิ ต (เทคโนโลยีการผลิตพืช) 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จงัหวดันครราชสีมา เม่ือปี พ.ศ. 2555  

ในปี พ.ศ. 2555  ไดเ้ขา้ศึกษาต่อในระดบัปริญญามหาบณัฑิต สาขาวิชาพืชศาสตร์ ส านัก
วิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี โดยระหว่างการศึกษาได้รับทุนผูช่้วย
สอนและผูช่้วยวจิยั และทุนวจิยัจากแหล่งทุนภายนอก   


