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บทคัดย่อ 

จากงานวิจัยของมหาวิทยาลัยที่ผ่านมามีเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในพืชที่มี

ศักยภาพในการต่อยอดส าหรับการผลิตในเชิงพาณิชย์ จ านวน 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม Bacillus sp. และ 

Streptomyces sp. ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาสูตรอาหารที่มีต้นทุนในการผลิตต่ าส าหรับ

เพ่ิมจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ และสามารถยืดอายุการเก็บรักษาได้ ทั้งนี้จากการทดสอบเชื้อแบคทีเรีย

จ านวน 7 สายพันธุ์ พบว่าสูตรอาหาร Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + 

KH2PO4 0.15 กรัม เป็นสูตรที่สามารถเพ่ิมจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ในสองกลุ่มนี้ได้ดีที่สุด โดยสามารถเพ่ิมการ

เจริญให้อยู่ในระดับ 108-109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และเมื่อพิจารณาต้นทุนการผลิตเทียบกับสูตรอาหารมาตรฐาน 

(Nutrient Broth) พบว่ามีราคาต้นทุนที่ถูกกว่าถึง 28 เท่า และเมื่อทดสอบหาชนิดของสารพอลิเมอร์ที่

เหมาะสมในการยืดอายุการเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ พบว่าเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดมีความเหมาะสม

ของการใช้สารพอลิเมอร์ที่แตกต่างกัน โดยการใช้สาร Polyvinylpyrrolidone (PVP) หรือ Polyethylene 

glycol (PEG) เพียงอย่างเดียว หรือใช้ร่วมกับแป้งมันส าปะหลัง สามารถยืดอายุการเก็บรักษาให้มีปริมาณเซลล์

ที่มีชีวิตเหลืออยู่ในระดับ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ได้นาน 3-4 เดือน ณ อุณหภูมิห้อง และสามารถใช้ขวดบรรจุ

ภัณฑ์ชนิดโพลีเอทธิลีนในการเก็บรักษาได้ อย่างไรก็ตามเม่ือทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อราก่อโรคพืช 

2 ชนิด คือ เชื้อรา Phytophthora spp. และเชื้อรา Colletotrichum spp. พบว่ามีเพียงเชื้อ Streptomyces 

sp. SHR 103 ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราทั้งสองชนิดได้ดีที่สุด และรองมาคือเชื้อ Bacillus sp. 

BSN301 ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราทั้งสองชนิดได้เมื่อเก็บอยู่ในรูปผลิตภัณฑ์หัวเชื้อ แม้มีอายุการ

เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องนานถึง 6 เดือน ดังนั้นเชื้อทั้งสองชนิดนี้จึงมีศักยภาพในการน าไปผลิตเชิงพาณิชย์

ต่อไปโดยใช้สูตรอาหารที่มีราคาต้นทุนการผลิตต่ า และมีอายุการเก็บรักษาได้อย่างน้อย 3 เดือน โดยที่ยังคงมี

ความสามารถในการยับยั้งเชื้อราก่อโรคพืชในระดับสูง  
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Abstract 

Previously, two groups of biocontrolling bacteria, Bacillus sp. and Streptomyces sp. 

have been reported to have a potential for commercial production as agricultural bio-

inoculant.  In this research, the culture medium for these bacteria has been formulated in 

order to reduce the cost of production and extend the shelf-life of the product.  Seven strains 

of bacteria in genera of Bacillus and Streptomyces were used in this study.  It was found that 

the culture medium formulated by adding yeast extract 0.5 g, molasses 20 g, K2HPO4 0.05 g, 

and KH2PO4 0.15 g in 1 L of water could be used to cultivate and enhance the growth of 

bacterial cell up to 108-109 cells/ml.  The production cost of this developed medium was 28-

fold lower than the cost of standard culture medium (Nutrient broth).  To extend the shelf-

life of inoculant, synthetic- and bio-polymers were used to blend in the medium.  It was found 

that different bacteria suited with different polymers.  Mixing Polyvinylpyrrolidone (PVP), 

Polyethylene glycol (PEG) alone or mixing with cassava starch could extend the shelf-life of 

inoculant stored at room temperature for 3-4 months at 108 cells/ml.  Polyethylene bottle 

could be used for packaging these bacterial inoculants.  However, only Streptomyces sp. SHR 

103 and Bacillus sp. BSN301 could perform well on the growth inhibition of plant pathogens, 

Phytophthora spp. and Colletotrichum spp. along the shelf-life of inoculants stored at room 

temperature for 6 months.  Therefore, these two strains of bacteria have high potential to 

produce as agricultural inoculant in commercial scale by using this developed low cost 

medium with shelf-life at least of 3 months and high biocontrolling activity. 
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บทสรุปผู้บริหาร 

จากการที่เกษตรกรหันมาท าการเกษตรในระบบเกษตรอินทรีย์มากยิ่งขึ้น เนื่องจากเป็นที่ต้องการของ
ตลาดที่ผู้บริโภคค านึงถึงสุขภาพมากขึ้น ดังนั้นบทบาทของหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพจึงมีมากขึ้น ทั้งนี้หัว
เชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพมีบทบาทในการท าหน้าที่เ พ่ิมธาตุอาหารให้แก่พืชทดแทนการใช้ปุ๋ยเคมี หรือหัว
เชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพบางชนิดมีบทบาทในการควบคุมโรคพืช ซึ่งสามารถใช้ทดแทนสารเคมีก าจัดโรคพืชได้ ทั้งนี้
ประสิทธิภาพของหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพขึ้นกับปริมาณของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดนั้น ๆ ซึ่งจะต้องมีปริมาณอยู่เกิน
กว่าที่กฎหมายก าหนด และมีอายุการเก็บรักษาได้นานอย่างน้อย 3-6 เดือน โดยที่ประสิทธิภาพการท างานของ
จุลินทรีย์ยังคงเดิม ดังนั้นการตรวจสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์หัวเชื้อจุลินทรีย์ตลอดช่วงอายุการเก็บ
รักษาจึงมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลุ่มผลิตภัณฑ์หัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการควบคุมโรคพืช
ที่ยังต้องมีฤทธิ์ในการควบคุมเชื้อก่อโรคพืชนั้น ๆ อยู่ตลอดช่วงระยะเวลาอายุการเก็บรักษา และในแง่ของการ
ผลิต อาหารที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์เป็นปัจจัยหลักที่ก าหนดต้นทุน ดังนั้นการหาสูตรอาหารที่เหมาะสม
โดยใช้วัสดุ หรือวัตถุดิบที่มีราคาถูกจึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งในการพัฒนาผลิตภัณฑ์หัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพให้มี
ราคาถูกและเป็นที่ยอมรับต่อไป 

จากงานวิจัยของมหาวิทยาลัยที่ผ่านมามีเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในพืชที่มี
ศักยภาพในการต่อยอดส าหรับการผลิตในเชิงพาณิชย์ จ านวน 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม Bacillus sp. และ 
Streptomyces sp. ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงมีเป้าหมายที่จะพัฒนาเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ควบคุมโรคพืชนี้ให้อยู่ใน
รูปหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ ชนิดเหลว (liquid bioinoculant) เพ่ือให้สะดวกในการฉีดพ่นต่อพืช ทั้งนี้ใน
โครงการวิจัยต้องการพัฒนาสูตรอาหารที่มีราคาถูกขึ้นมาใหม่ โดยมุ่งเน้นไปที่การหาแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูก 
เนื่องจากแหล่งคาร์บอนเป็นองค์ประกอบหลักของอาหารเลี้ยงเชื้อ หากสามารถหาแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูก
มาใช้ทดแทนแหล่งคาร์บอนเดิมในสูตรอาหารได้ ก็จะท าให้ต้นทุนในการผลิตอาหารส าหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์
ลดลง ดังนั้นในโครงการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ดังต่อไปนี้ 

1. เพ่ือให้ได้สูตรอาหารที่มีต้นทุนในการผลิตต่ าส าหรับเพ่ิมจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ 
2. เพ่ือให้ได้สูตรอาหารที่มีคุณสมบัติในการยืดอายุการเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ 
3. เพ่ือให้ได้บรรจุภัณฑ์ที่เหมาะสมในการเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ 
4. เพ่ือให้ทราบผลกระทบของสูตรอาหาร และวัสดุพาหะต่อความสามารถของเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพใน

การควบคุมเชื้อก่อโรค 
5. เพ่ือให้ได้ลายพิมพ์ DNA ที่จ าเพาะกับเชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิด 
 
ทั้งนี้ได้ท าการทดสอบเชื้อแบคทีเรียจ านวน 7 สายพันธุ์ ใน 2 กลุ่ม ที่มีคุณสมบัติในการควบคุมเชื้อรา

ก่อโรคตา่ง ๆ ในองุ่น คือ 
 
Bacillus sp. 
           สายพันธุ์ BSN 502 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราน้ าค้าง, โรคสแคปในองุ่น 
           สายพันธุ์ BSN 603 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราน้ าค้าง, โรคสแคปในองุ่น 
           สายพันธุ์ BSD 101 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคสแคปในองุ่น 
  สายพันธุ์ BSN 301 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราสนิมในองุ่น 
           สายพันธุ์ BSN 201 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราสนิมในองุ่น 
Streptomyces sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 



           สายพันธุ์ SHR 103 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราน้ าค้างในองุ่น 
           สายพันธุ์ SSR 107 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราน้ าค้าง, โรคสแคปในองุ่น 
 
โดยได้ทดสอบหาสูตรอาหารพ้ืนฐานส าหรับการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ที่เหมาะสม โดยตรวจสอบการ

เจริญและการอยู่รอดของเชื้อจุลินทรีย์ในอาหารสูตรต่าง ๆ โดยใช้กากน้ าตาล (molasses) เป็นแหล่งคาร์บอน 
(นันทกร และคณะ, 2552) การเสริมน้ าตาล glucose ในสูตรอาหาร เป็นต้น นอกจากนี้ได้ท าการทดสอบใช้
สารที่มีคุณสมบัติในการรักษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (buffer) เติมลงในอาหารเพ่ือปรับสภาวะความเป็นกรด-
ด่างให้เหมาะสม และช่วยยืดอายุการเก็บรักษา (นันทกร และคณะ, 2552) โดยผลการทดลองพบว่าสูตรอาหาร 
Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม  + KH2PO4 0.15 กรัม  เป็นสูตรที่
สามารถเพ่ิมจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ในสองกลุ่มนี้ได้ดีที่สุด โดยสามารถเพ่ิมการเจริญให้อยู่ในระดับ 108-109 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร และเมื่อพิจารณาต้นทุนการผลิตเทียบกับสูตรอาหารมาตรฐาน (Nutrient Broth) พบว่ามีราคา
ต้นทุนทีถู่กกว่าถึง 28 เท่า ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 แสดงการเปรียบเทียบการประเมินค่าใช้จ่ายในการผลิตเชื้อแบคทีเรียด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร
มาตรฐาน และสูตรที่พัฒนาแล้ว  

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ราคาวัตถุดิบ  
(บาทต่อกรัม) 

ปริมาณที่ใช้ 
(กรัมท่ีใช้ใน 1 ลิตร) 

ราคา 
(บาทต่อลิตร) 

ประเมินค่าใช้จ่ายรวม 
(บาทต่อลิตร) 

Nutrient broth 
- Beef extract 
- Peptone 

 
33.215 
17.7775 

 
3 
5 

 
99.64 
88.5 

 
188.14 

 
สูตรที่พัฒนาใหม่ 
- Molasses 
- yeast extract 
- K2HPO4 
- KH2PO4 

 
0.000025 

12.77 
0.405 
1.900 

 
20 
0.5 
0.05 
0.15 

 
0.0005 
6.385 
0.020 
0.285 

 
 

6.69 

 

จากนั้นทดสอบหาชนิดของสารพอลิเมอร์ที่เหมาะสมในการยืดอายุการเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์
ชีวภาพ โดยทดสอบบรรจุในขวดพลาสติก Polyethylene ปริมาตรบรรจุ 200 มิลลิลิตร โดยผลของปริมาณ
เซลล์ที่มีชีวิตเหลืออยู่เมื่อเก็บไว้ ณ อุณหภูมิห้อง (28-30 องศาเซลเซียส) ในอาหารสูตรต่าง ๆ จากผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่าเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดตอบสนองต่อสารเคมีกลุ่มพอลิเมอร์ที่แตกต่างกันในการยืดอายุ
การเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งพบว่าโดยภาพรวมสามารถรักษาจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตในระดับมากกว่า 108 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในระยะเวลามากกว่า 90 วัน ในขณะที่สูตรอาหารที่ไม่มีการเติมสารพอลิเมอร์พบว่ามีจ านวน
เซลล์ที่มีชีวิตเหลืออยู่น้อยกว่า 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในระยะเวลาการเก็บรักษาเดียวกัน โดยผลการทดลอง
ชนิดของพอลิเมอร์ที่เหมาะสมแสดงในตารางที่ 2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 2 ชนิดและปริมาณของพอลิเมอร์ที่เติมแต่งในสูตรอาหารเพ่ือยืดระยะเวลาการเก็บรักษาในเชื้อ
ทดสอบแต่ละชนิด 

ชนิดของเชื้อแบคทีเรีย ชนิดและปริมาณของพอลิเมอร์ที่เหมาะสม 
ระยะเวลาในการเก็บรักษา 
(ปริมาณเซลล์มากกว่า 108 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 
Bacillus sp. BSN502 PVP 0.5% ร่วมกับแป้งมันส าปะหลัง 0.5% 90 วัน 

PVP 2% 120 วัน 
Bacillus sp. BSN603 PVP 2% 150 วัน 
Bacillus sp. BSD101 PVP 2% 150 วัน 
Bacillus sp. BSN301 PVP 0.5% ร่วมกับแป้งมันส าปะหลัง 0.5% 90-120 วัน 

PEG 1% 90-120 วัน 
Bacillus sp. BSN201 PVP 1% ร่วมกับแป้งมันส าปะหลัง 1% 90-120 วัน 
Streptomyces sp. SHR103 PEG 1% 90 วัน 
Streptomyces sp. SSR107 PEG 0.5% ร่วมกับแป้งมันส าปะหลัง 0.5% 90-120 วัน 

 
ทั้งนี้เคยมีรายงานการใช้สารพอลิเมอร์เพ่ือยืดอายุการเก็บรักษาของหัวเชื้อแบคทีเรียชนิดเหลวมาแล้ว 

ตามรายงานของ Singleton และคณะ (2002) และ Tittabutr และคณะ (2007) โดยพบว่าสาร PVP สามารถ
ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อและใช้เลี้ยงเชื้อ Bradyrhizobium ได้ตามปกติโดยไม่ส่งผลกระทบต่อการเจริญของ
เซลล์ เนื่องจากเซลล์แบคทีเรียไม่สามารถใช้สารพอลิเมอร์เหล่านี้เป็นแหล่งพลังงานได้ อย่างไรก็ตามสารพอลิ
เมอร์เหล่านี้มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญและการมีชีวิตอยู่รอดของเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากสารเหล่านี้มี
คุณสมบัติความเหนียว ซึ่งช่วยเพ่ิมให้เซลล์แบคทีเรียยึดเกาะกับเมล็ดได้ดี นอกจากนี้ยังช่วยให้เชื้อที่เคลือบอยู่
บนเมล็ดพืชไม่แห้งเร็วจนเกินไปเมื่อน าไปใช้ในสภาพไร่ (Deaker et al., 2004) นอกจากนี้สาร PVP ยังมีค่า 
water binding capacity สูงจึงสามารถคงความชื้นโดยการยึดเกาะน้ าบริเวณรอบ ๆ เซลล์ได้มากข้ึน จึงท าให้
เซลล์สามารถใช้น้ าในกระบวนการต่าง ๆ และยืดอายุการเก็บรักษาได้ ในขณะที่สารกลุ่ม PEG และแป้งมัน
ส าปะหลัง มีคุณสมบัติความเหนียวเช่นกัน นอกจากนี้ยังสามารถยึดเกาะเซลล์เข้าไว้ด้วยกันโดยยังสามารถลอย
อยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อได้ในรูปของ colloid ซึ่งท าให้อากาศที่อยู่ในอาหารสามารถเข้าถึงเซลล์ของแบคทีเรียได้ดี
ขึ้นกว่าการที่เซลล์ตกตะกอนอยู่ด้านล่างของภาชนะบรรจุ ดังนั้นจึงอาจเป็นกลไกท่ีท าให้เซลล์สามารถมีชีวิตอยู่
รอด และยืดอายุการเก็บรักษาได้นานขึ้น นอกจากนี้ในส่วนของบรรจุภัณฑ์ที่น ามาทดสอบพบว่าขวดพลาสติก
ชนิด Polyethylene เป็นบรรจุภัณฑ์ที่สามารถใช้ในการเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์ได้ เนื่องจากพลาสติกชนิดนี้
มีคุณสมบัติในการยอมให้ก๊าซซึมผ่านได้ดี  แต่ยอมให้ไอน้ าซึมผ่านได้น้อย ทนความเป็นกรดได้ปานกลาง 
นอกจากนี้ยังทนความร้อนได้ปานกลางท าให้สามารถนึ่งฆ่าเชื้อก่อนการบรรจุได้ และยังมีความเหมาะสมในการ
ขนส่ง เนื่องจากมีน้ าหนักเบา และรับแรงกระแทกได้ 

อย่างไรก็ตามเมื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้ ง เชื้อราก่อโรคพืช  2 ชนิด คือ เชื้อรา 
Phytophthora spp. และเชื้อรา Colletotrichum spp. พบว่ามีเพียงเชื้อ Streptomyces sp. SHR 103 ที่
มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราทั้งสองชนิดได้ดีที่สุด และรองมาคือเชื้อ Bacillus sp. BSN301 ที่มี

 

 

 

 

 

 

 

 



ความสามารถในการยับยั้งเชื้อราทั้งสองชนิดได้เมื่อเก็บอยู่ในรูปผลิตภัณฑ์หัวเชื้อ แม้มีอายุการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิห้องนานถึง 6 เดือน ดังแสดงในตารางที่ 3 และ 4  

 

ตารางท่ี 3 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Phytophthora spp. เมื่อเก็บรักษาหัวเชื้อที่อุณหภูมิห้องเป็น
ระยะเวลา 6 เดือน (- ยับยั้งไม่ได้, + ยับยั้งได้น้อย, ++ ยับยั้งได้ดี, +++ ยับยั้งได้ดีมาก) 

เชื้อ
แบคทีเรีย 

ระดับความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Phytophthora spp. 
เดือนที่ 1 เดือนที่ 2 เดือนที่ 3 เดือนที่ 4 เดือนที่ 5 เดือนที่ 6 

BSN 502 + - - - - - 
BSN 603 ++ + + + + + 
BSD 101 ++ + + + + + 
BSN 301 +++ ++ ++ ++ ++ ++ 
BSN 201 + - - - - - 
SHR 103 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
SSR 107 + - - - - - 

 

 

 

ตารางที่ 4 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum spp. เมื่อเก็บรักษาหัวเชื้อที่อุณหภูมิห้องเป็น
ระยะเวลา 6 เดือน (- ยับยั้งไม่ได้, + ยับยั้งได้น้อย, ++ ยับยั้งได้ด,ี +++ ยับยั้งได้ดีมาก) 

เชื้อ
แบคทีเรีย 

ระดับความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum spp. 
เดือนที่ 1 เดือนที่ 2 เดือนที่ 3 เดือนที่ 4 เดือนที่ 5 เดือนที่ 6 

BSN 502 + - - - - - 
BSN 603 +++ +++ +++ +++ +++ ++ 
BSD 101 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
BSN 301 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
BSN 201 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
SHR 103 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
SSR 107 + - - - - - 

  

จากผลการทดลองเห็นได้ว่ามีเชื้อจุลินทรีย์เพียงสองชนิด คือ เชื้อ Streptomyces sp. SHR 103 และ
เชื้อ Bacillus sp. BSN301 ที่มีศักยภาพโดดเด่นในการน าไปผลิตเชิงพาณิชย์ต่อไปโดยใช้สูตรอาหารที่มีราคา
ต้นทุนการผลิตต่ า และมีอายุการเก็บรักษาได้อย่างน้อย 3 เดือน และยังคงมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา
ก่อโรคพืชในระดับสูง ทั้งนี้ได้ตรวจสอบลายพิมพ์ DNA ของเชื้อจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิค BOX-PCR เพ่ือใช้บ่งชี้

 

 

 

 

 

 

 

 



ถึงความจ าเพาะเจาะจงทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียทางการค้าที่สามารถใช้ตรวจสอบและติดตามได้ต่อไป 
ดังนั้นเกษตรกรสามารถน าจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์เหล่านี้ไปใช้ได้จริงในการเกษตร โดยสามารถมั่นใจในคุณภาพ
ของผลิตภัณฑ์และตรวจสอบได้  
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บทที่  1 

บทน ำ 

 จากการที่ผู้บริโภคให้ความส าคัญกับเรื่องของสุขภาพและความปลอดภัยของอาหารมากขึ้น เกษตรกรจึง
หันมาท าการเกษตรในระบบเกษตรอินทรีย์ หรือระบบเกษตรแบบปลอดสารพิษมากยิ่งขึ้น ดังนั้นบทบาทของหัว
เชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพจึงมีมากขึ้น ทั้งนี้หัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพมีบทบาทในการท าหน้าที่เพ่ิมธาตุอาหารให้แก่พืช
ทดแทนการใช้ปุ๋ยเคมี หรือหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพบางชนิดมีบทบาทในการควบคุมโรคพืช ซึ่งสามารถใช้ทดแทน
สารเคมีก าจัดโรคพืชได้ ทั้งนี้ประสิทธิภาพของหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพขึ้นกับปริมาณของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดนั้น ๆ ซึ่ง
จะต้องมีปริมาณอยู่เกินกว่าที่กฎหมายก าหนด และมีอายุการเก็บรักษาได้นานอย่างน้อย 3-6 เดือน โดยที่
ประสิทธิภาพการท างานของจุลินทรีย์ยังคงเดิม ดังนั้นการตรวจสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์หัวเชื้อจุลินทรีย์
ตลอดช่วงอายุการเก็บรักษาจึงมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง โดยเฉพาะอย่างยิ่งกลุ่มผลิตภัณฑ์หัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ใน
การควบคุมโรคพืชที่ยังต้องมีฤทธิ์ในการควบคุมเชื้อก่อโรคพืชนั้น ๆ อยู่ตลอดช่วงระยะเวลาอายุการเก็บรักษา และ
ในแง่ของการผลิต อาหารที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์เป็นปัจจัยหลักท่ีก าหนดต้นทุน ดังนั้นการหาสูตรอาหารที่
เหมาะสมโดยใช้วัสดุ หรือวัตถุดิบที่มีราคาถูกจึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งในการพัฒนาผลิตภัณฑ์หัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ
ให้มีราคาถูกและเป็นที่ยอมรับต่อไป 
 
1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำกำรวิจัย 

จากการที่มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตรได้มีงานวิจัยหลากหลายที่
เกี่ยวข้องกับการศึกษาบทบาทของเชื้อจุลินทรีย์เพ่ือใช้ประโยชน์ในทางการเกษตร โดยในปัจจุบันมีเพียง 4 เรื่อง
เท่านั้นที่ได้รับการพัฒนาต่อยอดในรูปแบบของหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพในเชิงธุรกิจ คือ หัวเชื้อไรโซเบียมส าหรับถั่ว
เหลือง หัวเชื้อไรโซเบียมส าหรับโสน หัวเชื้อไรโซเบียมส าหรับถั่วฝักยาวไร้ค้าง และ หัวเชื้อไรโซเบียมส าหรับถั่ว
เขียว ซึ่งมีการพัฒนาสูตรอาหารในรูปของหัวเชื้อจุลินทรีย์เหลว โดยท าให้สามารถยืดอายุการเก็บรักษาหัวเชื้อ ได้
นาน 6 เดือน โดยพบว่ายังมีจ านวนเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่ในช่วง 108 เซลล์ต่อมล. ทั้งนี้หัวเชื้อจุลินทรีย์เหล่านี้พบว่ามี
ความสามารถในการตรึงไนโตรเจนให้กับพืชตระกูลถั่วได้ดี ท าให้ลดอัตราการใช้ปุ๋ยเคมีไนโตรเจนในการเกษตรได้ 
อย่างไรก็ตามยังมีเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในกลุ่มควบคุมโรคพืชบางชนิดที่มีประสิทธิภาพแต่ยังไม่ได้รับการ
พัฒนาให้อยู่ในรูปของหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ โดยในงานวิจัยที่ผ่านมาได้มีการคัดเลือกสายพันธุ์ของเชื้อจุลินทรีย์ที่
เหมาะสม และได้มีการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรีย์เหล่านี้ในสภาพไร่จนเป็นที่แน่ใจแล้วว่าเชื้อจุลินทรีย์
เหล่านี้มีประโยชน์ทางด้านการเกษตร และสามารถใช้ได้จริงเพ่ือลดการใช้สารเคมีปราบศัตรูพืช ดังนั้นหากสามารถ
พัฒนาเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได้เหล่านี้ให้อยู่ในรูปหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพที่มีต้นทุนในการผลิตต่ า มีอายุการเก็บ
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รักษาที่นานขึ้น โดยมีการตรวจสอบคุณภาพของหัวเชื้อที่ผลิตในทุกขั้นตอน ก็จะเป็นการเพ่ิมความมั่นใจที่จะน า
ผลงานวิจัยจากห้องปฏิบัติการไปใช้ประโยชน์ได้จริงในทางการเกษตร 

ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงมีเป้าหมายที่จะพัฒนาเชื้อจุลินทรีย์ที่ ใช้ควบคุมโรคพืชนี้ ให้อยู่ ในรูปหัว
เชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ ชนิดเหลว (liquid bioinoculant) เพ่ือให้สะดวกในการฉีดพ่นต่อพืช ทั้งนี้ในโครงการวิจัยจะ
พัฒนาสูตรอาหารที่มีราคาถูกขึ้นมาใหม่ โดยมุ่งเน้นไปที่การหาแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูก เนื่องจากแหล่งคาร์บอน
เป็นองค์ประกอบหลักของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังนั้นหากสามารถหาแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูกมาใช้ทดแทนแหล่ง
คาร์บอนเดิมในสูตรอาหารได้ ก็จะท าให้ต้นทุนในการผลิตอาหารส าหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ลดลง  

 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1. เพ่ือให้ได้สูตรอาหารที่มีต้นทุนในการผลิตต่ าส าหรับเพ่ิมจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ 
2. เพ่ือให้ได้สูตรอาหารที่มีคุณสมบัติในการยืดอายุการเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ 
3. เพ่ือให้ได้บรรจุภัณฑ์ที่เหมาะสมในการเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ 
4. เพ่ือให้ทราบผลกระทบของสูตรอาหาร และวัสดุพาหะต่อความสามารถของเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพในการ

ควบคุมเชื้อก่อโรค 
5. เพ่ือให้ได้ลายพิมพ์ DNA ที่จ าเพาะกับเชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิด 

 
1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
 รวบรวมเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการควบคุมโรคพืชทางชีวภาพ ที่เป็นประโยชน์ทางการเกษตรจากงานวิจัย
ของส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร ม.เทคโนโลยีสุรนารี แล้วตรวจสอบคุณสมบัติการใช้แหล่งคาร์บอนเพ่ือการ
เจริญของเชื้อเหล่านี้ จากนั้นคัดเลือกแหล่งคาร์บอนที่มีต้นทุนต่ าเพื่อประกอบเป็นสูตรอาหารให้กับเชื้อจุลินทรีย์
ต่อไป เมื่อได้สูตรอาหารที่เหมาะสมกับการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ แล้ว จะท าการตรวจสอบหาสารกลุ่ม
พอลิเมอร์ที่มีคุณสมบัติในการยืดอายุการเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์ในภาชนะบรรจุที่เหมาะสม ที่อุณหภูมิห้อง โดย
ยังคงมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในพืชได้ และมีการควบคุมคุณภาพจากการท าลายพิมพ์ DNA ของ
เชื้อจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์ เพื่อให้เกิดความม่ันใจเมื่อเกษตรกรน าไปใช้จริง 
 
1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 ได้สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพทางการเกษตรที่มีราคาถูก รวมทั้งสามารถท าให้มีอายุการเก็บ
รักษาได้นาน และเกษตรกรสามารถน าจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์เหล่านี้ไปใช้ได้จริงในการเกษตร โดยสามารถม่ันใจใน
คุณภาพของผลิตภัณฑ์และตรวจสอบได้ ทั้งนี้มหาวิทยาลัยสามารถท่ีจะพัฒนาให้อยู่ในรูปธุรกิจต่อไปได้ 
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บทที่ 2 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
2.1 กำรทดสอบสูตรอำหำรที่มีต้นทุนในกำรผลิตต่ ำส ำหรับกำรเิิ่มจ ำนวนเช้ออจุลินทรีย์ชีวาำิ 

ท าการรวบรวมเชื้อจุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในพืชที่มีศักยภาพในการต่อยอดส าหรับ
การผลิตในเชิงพาณิชย์ ซึ่งใช้ในโครงการทดลอง ดังนี้  

Bacillus  
           สายพันธุ์ BSN 502 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราน้ าค้าง, โรคสแคปในองุ่น 
           สายพันธุ์ BSN 603 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราน้ าค้าง, โรคสแคปในองุ่น 
           สายพันธุ์ BSD 101 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคสแคปในองุ่น 
  สายพันธุ์ BSN 301 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราสนิมในองุ่น 
           สายพันธุ์ BSN 201 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราสนิมในองุ่น 
Streptomyces  
           สายพันธุ์ SHR 103 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราน้ าค้างในองุ่น 
           สายพันธุ์ SSR 107 ใช้ในการยับยั้งการก่อโรคราน้ าค้าง, โรคสแคปในองุ่น 
 
โดยท าการเก็บรักษาเชื้อบนอาหารวุ้น Nutrient agar (NA) เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ส าหรับการ

ทดสอบ (working stock) และเก็บรักษาเชื้อใน cryoprotectant solution (20% (w/v) glycerol) เก็บท่ีอุณหภูมิ 
-80 องศาเซลเซียส  

จากนั้นทดสอบหาสูตรอาหารพ้ืนฐานส าหรับการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ที่เหมาะสม โดยตรวจสอบการ
เจริญและการอยู่รอดของเชื้อจุลินทรีย์ในอาหารสูตรต่าง ๆ ท าการทดสอบโดยใช้กากน้ าตาล (molasses) เป็น
แหล่งคาร์บอน (นันทกร และคณะ, 2552) การเสริมน้ าตาล glucose ในสูตรอาหาร และทดสอบใช้ beef extract 
เป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทนการใช้ Yeast extract นอกจากนี้ได้ท าการทดสอบใช้สารที่มีคุณสมบัติในการรักษาค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (buffer) เติมลงในอาหารเพ่ือปรับสภาวะความเป็นกรด-ด่างให้เหมาะสม และช่วยยืดอายุการ
เก็บรักษา (นันทกร และคณะ, 2552) โดยสูตรอาหารที่ท าการทดสอบ ดังแสดงในตารางที่ 1 ทั้งนี้ตรวจสอบการ
เจริญ และจ านวนเซลล์ที่อยู่รอดเมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง (28-30 องศาเซลเซียส) เป็นระยะเวลา 30 วัน โดยใช้
เทคนิค Total Plate Count โดยเปรียบเทียบการเจริญ และการอยู่รอดของเชื้อจุลินทรีย์ที่เลี้ยงในอาหาร NB เป็น
สูตรควบคุม ทั้งนี้ท าการทดลองใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร บรรจุอาหารจ านวน 100 มิลลิลิตร 
จ านวน 3 ซ้ า โดยเขย่าบน Shaker ที่ 150 rpm เป็นระยะเวลา  3 วัน จากนั้นน ามาวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเพ่ือ
ตรวจสอบจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตต่อไปจนครบ 30 วัน 
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ตำรำงท่ี 1 สูตรอาหารที่ใช้ในการทดสอบหาสูตรอาหารพ้ืนฐานที่เหมาะสมในการเจริญ 

สูตร สัดส่วนและองค์ประกอบ (ใน 1 ลิตร) 

1 NB (Beef extract 3 กรัม, Peptone 5 กรัม) 

2 Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม 

3 NB + Glucose 1 กรัม 

4 Beef extract 3 กรัม + Molasses 20 กรัม 

5 NB + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม 

6 Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม 

7 NB + Glucose 1 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม 

8 Beef extract 3 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม 

 

 
2.2 กำรทดสอบสูตรอำหำรที่มีคุณสมบัติในกำรย้ดอำยุกำรเก็บรักษำหัวเช้ออจุลินทรีย์ชีวาำิ และบรรจุาัณฑ์ที่
เหมำะสมในกำรเก็บรักษำหัวเช้ออ 

ทดสอบหาสูตรอาหารที่มีคุณสมบัติในการยืดอายุการเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์ โดยการใช้สูตรอาหาร
พ้ืนฐานที่ได้จากการทดลองที่ผ่านมา เสริมด้วยสารเคมีในกลุ่มพอลิเมอร์  เช่น Polyvinylpyrrolidone (PVP), 
Polyethylene glycol (PEG), แป้งมันส าปะหลัง (Tittabutr et al., 2005, 2007) เพ่ือรักษาให้เชื้อมีอายุการเก็บ
รักษาที่ดีขึ้นโดยได้ทดสอบสูตรต่าง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 2 ทั้งนี้ตรวจสอบจ านวนเซลล์ที่อยู่รอดเมื่อเก็บรักษาที่
อุณหภูมิห้อง (28-30 องศาเซลเซียส) ทุกเดือนเป็นระยะเวลา 6 เดือน โดยใช้เทคนิค Total Plate Count โดย
เปรียบเทียบการเจริญ และการอยู่รอดของเชื้อจุลินทรีย์ที่เลี้ยงในอาหารพ้ืนฐานที่ไม่มีการเติมสารพอลิเมอร์เป็น
สูตรควบคุม  

ทั้งนี้หัวเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ ได้ท าการทดสอบการเก็บรักษาโดยบรรจุในขวดพลาสติกชนิด โพลีเอทธิ
ลีน (polyethylene, PE) ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยบรรจุ 200 มิลลิลิตรต่อขวด เพ่ือให้มีอากาศ (Head space) 
ประมาณ 50 มิลลิลิตร ทั้งนี้บรรจุภัณฑ์ที่น ามาทดสอบเป็นบรรจุภัณฑ์ และปริมาตรที่เหมาะสมที่ได้จากการ
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ทดสอบในหัวเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน ๆ ทางการค้า และได้ทดสอบเบื้องต้นกับเชื้อที่ทดสอบกลุ่ม Bacillus และ 
Streptomyces แล้วว่าไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ดังนั้นจึงน ามาทดสอบเพ่ือตรวจสอบอายุการเก็บรักษาในสูตรอาหารที่
มีการเติมพอลิเมอร์ชนิดต่าง ๆ  
 
ตำรำงที่ 2 สูตรอาหารที่ใช้ในการทดสอบหาชนิดของพอลิเมอร์ที่เหมาะสมในการยืดอายุการเก็บรักษาหัว
เชื้อจุลินทรีย์ 

สูตร สัดส่วนและองค์ประกอบ (ใน 1 ลิตร) 
1 Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม 

 
2 Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม + 

PVP 1% 
3 Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม + 

PVP 2% 
4 Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม + 

PEG 1% 
5 Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม + 

แป้งมันส าปะหลัง 1% 
6 Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม + 

PVP 1% + แป้งมันส าปะหลัง 1% 
7 Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม + 

PVP 0.5% + แป้งมันส าปะหลัง 0.5% 
8 Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม + 

PEG 0.5% + แป้งมันส าปะหลัง 0.5% 
 
2.3 กำรตรวจสอบคุณสมบัติในกำรยับยัองกำรเจริญของเช้ออรำก่อโรคในิ้ชของหัวเช้ออระหว่ำงช่วงอำยุกำรเก็บ
รักษำในสูตรอำหำรที่ท ำกำรทดสอบ 

การตรวจสอบคุณสมบัติของหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ท าการเก็บรักษาในการยับยั้ งการเจริญของเชื้อราก่อโรคใน
พืช โดยทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Phytophthora spp. และ Colletotrichum spp. โดยวิธี dual 
culture บนอาหาร PDA โดยเลี้ยงเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ทดสอบบนอาหาร PDA เป็นเวล 5-7 วัน จากนั้นใช้ cork 
borer ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.4 เซนติเมตร เจาะชิ้นวุ้นที่มีการเจริญของไมซีเลียมเชื้อราแต่ละชนิด แล้วย้ายชิ้น
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วุ้น 2 ชิ้น ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชวางลงบนอาหาร PDA จากนั้นปลูกเชื้อ Bacillus spp. หรือ Streptomyces 
spp. ที่ต้องการทดสอบลงบนอาหารในด้านตรงข้ามกับจุดที่วางวุ้นของเชื้อรา โดยเว้นระยะห่างเท่ากันโดยท า
แยกกันแต่ละเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิห้อง (28-30 องศาเซลเซียส) จากนั้นตรวจสอบการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้
ทดสอบ และการเจริญของเชื้อรา ทั้งนี้ท าการตรวจสอบคุณสมบัติของหัวเชื้อจุลินทรีย์ระหว่างการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิห้องทุก 1 เดือน เป็นระยะเวลา 6 เดือน ควบคู่ไปกับการตรวจสอบอายุการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ 

 
2.4 กำรตรวจสอบลำยิิมิ์ DNA ของเช้ออจุลินทรีย์แต่ละชนิด 

ท าการสกัด genomic DNA ของเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลองตามวิธีการมาตรฐาน จากนั้นท าการ

ตรวจสอบลายพิมพ์ DNA ของเชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิดโดยใช้เทคนิค BOX-PCR ด้วย primer BOX A 1R (5’- CTA 

CGG CAA GGC GAC GCT GAC G-3’)  (Marques et al., 2008) โดยเตรียมสารละลาย 25 ไมโครลิตร ภายใน

หลอดปฏิกิริยา PCR  ซึ่งประกอบด้วย ไพรเมอร์ 10 พิโคโมล, dNTP 2.5 มิลลิโมลาร์,  MgCl2 25 มิลลิโมลาร์,  

Taq DNA polymerase 0.5 U และบัฟเฟอร์ 1X GoTaq Flexi  DNA Polymerase ซึ่งสภาวะที่ใช้ในการท า 

PCR ดังนี้ denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที, annealing ที่ 56 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที, และ 

extension ที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 16 นาที ซึ่งทั้งหมดท าซ้ า 35 รอบ หลังจากนั้นน าผลผลิต PCR ไปท า

เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) เพ่ือตรวจสอบลายพิมพ์ DNA ของจุลินทรีย์แต่ละชนิดและใช้ในการ

ตรวจสอบและติดตามเชื้อต่อไป 
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บทที่ 3 

ผลกำรวิเครำะห์และอาิปรำยผลกำรทดลอง 

3.1 กำรทดสอบหำสูตรอำหำริ้อนฐำนส ำหรับกำรเจริญของเช้ออจุลินทรีย์ท่ีเหมำะสม 

 เมื่อท าการทดสอบสูตรอาหารต่าง ๆ โดยใช้กากน้ าตาล (molasses) เป็นแหล่งคาร์บอน รวมทั้งการเสริม
น้ าตาล glucose ในสูตรอาหาร และทดสอบใช้ beef extract เป็นแหล่งไนโตรเจนทดแทนการใช้ Yeast extract 
อีกทั้งทดสอบใช้สารที่มีคุณสมบัติในการรักษาค่าความเป็นกรด-ด่าง (buffer) เติมลงในอาหารเพ่ือปรับสภาวะ
ความเป็นกรด-ด่างให้เหมาะสม และช่วยยืดอายุการเก็บรักษา (สูตรอาหารแสดงในตารางที่ 1) ผลการทดลองแสดง
ในรูปที่ 1-7 ทั้งนี้พบว่า เชื้อ Bacillus sp. BSN502, BSN603 และ BSD101มีการเจริญและจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต
รอดได้ดี หลังจากเก็บไว้ ณ อุณหภูมิห้องนาน 30 วันในอาหารสูตรที่ใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน เมื่อเทียบกับ
สูตรอาหารมาตรฐาน NB แต่การเติมน้ าตาลกลูโคสเพ่ิมลงในสูตรอาหาร NB ไม่ได้ท าให้เชื้อแบคทีเรียที่ทดลองมี
การเจริญได้มากขึ้น ส าหรับแหล่งไนโตรเจนที่ทดสอบคือ beef extract ร่วมกับกากน้ าตาล พบว่าให้การส่งเสริม
การเจริญของเชื้อโดยรวมได้น้อยกว่าการใช้ yeast extract ร่วมกับกากน้ าตาล แต่พบว่าการเติมสาร K2HPO4 
และ KH2PO4 เพ่ือเป็น buffer ในสูตรอาหารที่ใช้กากน้ าตาล และ yeast extract สามารถส่งเสริมการเจริญและ
ท าให้เชื้อที่ท าการทดสอบส่วนใหญ่มีชีวิตรอดได้ในปริมาณสูงที่สุด (มากกว่า 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) (รูปที่ 1, 2 
และ 3) 

 

รูปที่ 1 การเจริญและจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Bacillus sp. BSN502 ในอาหารสูตรต่าง ๆ 

Time (days)       
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รูปที่ 2 การเจริญและจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Bacillus sp. BSN603 ในอาหารสูตรต่าง ๆ  

 

รูปที่ 3 การเจริญและจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Bacillus sp. BSD101 ในอาหารสูตรต่าง ๆ  

Time (days)       

Time (days)       
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 ผลการทดสอบในเชื้อ Bacillus sp. BSN301 พบว่าให้ผลแตกต่างจากที่ผ่านมา โดยสูตรอาหารที่ใช้ 

yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน และใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน สามารถส่งเสริมให้เชื้อ BSN301 มีการ

เจริญได้สูงที่สุดโดยมีปริมาณเชื้อมากกว่า 109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเจริญได้ 14 วัน อย่างไรก็ตามสูตรอาหารอ่ืน 

ๆ ก็ส่งผลให้เชื้อเจริญได้ดี และมีชีวิตอยู่รอดในระยะเวลา 30 วัน ได้ในจ านวนมากกว่า 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (รูป

ที่ 4) ส าหรับผลการทดสอบในเชื้อ Bacillus sp. BSN201 พบว่าสูตรอาหารที่ใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่างคาร์บอน

สามารถส่งเสริมให้เชื้อมีแนวโน้มการเจริญได้สูงกว่าการใช้แหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืน ๆ โดยการเติม yeast extract 

และการเติมสาร K2HPO4 + KH2PO4 สามารถช่วยให้เชื้อมีชีวิตอยู่ได้ในระยะ 30 วัน ในระดับที่มากกว่า 108 เซลล์

ต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สูตรอื่น ๆ มีปริมาณเซลล์ลดลงมา เมื่อเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 30 วัน (รูปที่ 5) 

 

รูปที่ 4 การเจริญและจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Bacillus sp. BSN301 ในอาหารสูตรต่าง ๆ  

 

 

Time (days)       
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รูปที่ 5 การเจริญและจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Bacillus sp. BSN201 ในอาหารสูตรต่าง ๆ  

ส าหรับการทดลองในเชื้อ Streptomyces sp. SHR103 พบว่าการใช้สูตรอาหาร yeast extract + 

molass สามารถส่งเสริมให้เชื้อเจริญได้สูงสุดถึง 109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร อย่างไรก็ตามปริมาณเซลล์มีแนวโน้มลดลง

เมื่อเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 30 วัน (รูปที่ 6) ในขณะที่เมื่อทดสอบในเชื้อ Streptomyces sp. SSR107 พบว่า

สูตรอาหาร NB + glucose+ K2HPO4 + KH2PO4 และสูตร yeast extract + molass + K2HPO4 + KH2PO4 

สามารถส่งเสริมให้เชื้อมีการเจริญได้สูงถึง 109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และพบปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตมีแนวโน้มลดลง

เช่นกันเมื่อเก็บไว้นาน 30 วัน (รูปที่ 7)  

ดังนั้นจะเห็นได้ว่าเชื้อแบคทีเรียที่น ามาทดสอบโดยส่วนใหญ่สามารถใช้สูตรอาหารที่ใช้กากน้ าตาล 

(molass) ซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนที่มีราคาถูก และ yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจนในการเจริญเติบโตได้ดี 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อมีการเติมสาร K2HPO4 + KH2PO4 ที่มีคุณสมบัติเป็นบัฟเฟอร์ สามารถช่วยให้เชื้อมีการ

เจริญเติมโตได้ดีขึ้น โดยอาจช่วยปรับสภาวะความเป็นกรดด่างไม่ให้เปลี่ยนแปลงไปตามสารเมทาบอไลท์ที่เชื้อผลิต

ออกมาระหว่างการเจริญ อย่างไรก็ตามเชื้อมีแนวโน้มลดปริมาณลงเมื่อเก็บไว้นาน 30 วัน ดังนั้นจึงใช้อาหารสูตรนี้

เป็นสูตรอาหารพ้ืนฐานในการทดลองเพ่ือหาสารที่มีคุณสมบัติในการยืดอายุการเก็บรักษาต่อไป 
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รูปที่ 6 การเจริญและจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Streptomyces sp. SHR103 ในอาหารสูตรต่าง ๆ 

 

รูปที่ 7 การเจริญและจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Streptomyces sp. SSR107 ในอาหารสูตรต่าง ๆ 
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3.2 กำรทดสอบหำสูตรอำหำรที่มีคุณสมบัติในกำรย้ดอำยุกำรเก็บรักษำหัวเช้ออจุลินทรีย์และทดสอบบรรจุาัณฑ์

ส ำหรับกำรเก็บรักษำหัวเช้ออจุลินทรีย์ 

 สูตรอาหารพ้ืนฐานที่คัดเลือกได้จากการทดลองที่ผ่านมา น ามาใช้ทดสอบการเสริมด้วยสารเคมีในกลุ่มพอ

ลิเมอร์ เช่น Polyvinylpyrrolidone (PVP), Polyethylene glycol (PEG), แป้งมันส าปะหลัง เพ่ือรักษาให้เชื้อมี

อายุการเก็บรักษาที่ดีขึ้นโดยได้ทดสอบสูตรต่าง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 2 โดยทดสอบบรรจุในขวดพลาสติก 

Polyethylene ปริมาตรบรรจุ 200 มิลลิลิตร โดยผลของปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตเหลืออยู่เมื่อเก็บไว้ ณ อุณหภูมิห้อง 

(28-30 องศาเซลเซียส) ในอาหารสูตรต่าง ๆ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดตอบสนอง

ต่อสารเคมีกลุ่มพอลิเมอร์ที่แตกต่างกันในการยืดอายุการเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งมีอายุการเก็บรักษา ณ 

อุณหภูมิห้องที่แตกต่างกัน โดยผลการทดลองพบว่า เชือ้ Bacillus sp. BSN502 สามารถมีชีวิตอยู่รอดได้ในระดับ

จ านวนเซลล์มากกว่า 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 90 วัน ในสูตรอาหารที่มีการเติมสารพอลิเมอร์ PVP 2% 

หรือการใช้ PVP 0.5% ร่วมกับแป้งมันส าปะหลัง 0.5% และมีเพียงสูตรที่มีการเติม PVP 2% สามารถท าให้เชื้อ 

BSN502 มีอายุการเก็บรักษาได้เป็นเวลา 120 วัน ในระดับจ านวนเซลล์ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สูตรอื่น ๆ 

สามารถยืดอายุการเก็บรักษาได้เพียง 60 วัน (รูปที่ 8)  

 

รูปที่ 8 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Bacillus sp. BSN502 ในอาหารสูตรต่าง ๆ  
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ทั้งนี้สูตรอาหารที่มีการเติมพอลิเมอร์ PVP 2% ยังสามารถยืดอายุการเก็บรักษาเชื้อ Bacillus sp. BSN603 ได้นาน

ถึง 150 วัน ในระดับจ านวนเซลล์มากกว่า 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในขณะที่สูตรอื่น ๆ พบระดับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต

ลดลงต่ ากว่า 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อมีอายุการเก็บรักษาได้ 60-90 วัน (รูปที่ 9) เช่นเดียวกับเชื้อ Bacillus sp. 

BSD101 สูตรอาหารที่มีการเติมพอลิเมอร์ PVP 2% สามารถยืดอายุการเก็บรักษาของเชื้อได้นานถึง 150 วัน ใน

ระดับจ านวนเซลล์มากกว่า 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (รูปที่ 10) อย่างไรก็ตามในเชื้อ Bacillus sp. BSN301 พบว่า

สูตรอาหารที่มีการเติมสารพอลิเมอร์ PVP 0.5% ร่วมกับแป้งมันส าปะหลัง 0.5% และสูตรที่มีการเติมสาร PEG 

1% สามารถยืดอายุการเก็บรักษาได้นานเพียง 90-120 วัน ในระดับจ านวนเซลล์มากกว่า 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

(รูปที่ 11) ในขณะที่เชื้อ Bacillus sp. BSN201 มีเพียงสูตรอาหารที่เติมสาร PVP 1% ร่วมกับแป้งมันส าปะหลัง 

1% ที่สามารถรักษาจ านวนเซลล์ให้อยู่ในระดับ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเก็บรักษาได้นาน 90-120 วัน (รูปที่ 12) 

  

 

รูปที่ 9 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Bacillus sp. BSN603 ในอาหารสูตรต่าง ๆ  
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รูปที่ 10 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Bacillus sp. BSD101 ในอาหารสูตรต่าง ๆ  

 

รูปที่ 11 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Bacillus sp. BSN301 ในอาหารสูตรต่าง ๆ  
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รูปที่ 12 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Bacillus sp. BSN201 ในอาหารสูตรต่าง ๆ  

 

และเมื่อตรวจสอบผลในเชื้อ Streptomyces sp. SHR103 พบว่าสูตรอาหารส่วนใหญ่สามารถยืดอายุการ

เก็บรักษาได้เพียง 90 วัน โดยสูตรที่สามารถรักษาจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตได้ในระดับสูงที่สุด คือ สูตรที่มีการเติมสาร 

PEG 1% (รูปที่ 13) ในขณะที่ผลการทดลองในเชื้อ Streptomyces sp. SSR107 สูตรที่มีการเติมสารพอลิเมอร์ 

PEG 0.5% ร่วมกับแป้งมันส าปะหลัง 0.5% ให้ระดับของเซลล์ที่มีชีวิตสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสูตรอ่ืน ๆ และ

สามารถยืดอายุการเก็บรักษาได้นาน 90-120 วัน (รูปที่ 14) 
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รูปที่ 13 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Streptomyces sp. SHR103 ในอาหารสูตรต่าง ๆ 

 

รูปที่ 14 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดของเชื้อ Streptomyces sp. SSR107 ในอาหารสูตรต่าง ๆ 
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ดังนั้นจะเห็นได้ว่าการเติมสารเคมีในกลุ่มพอลิเมอร์ เช่น PVP, PEG หรือการใช้ร่วมกันกับ biopolymer 

เช่น แป้งมันส าปะหลัง สามารถช่วยรักษาให้เชื้อมีอายุการเก็บรักษาที่ดีขึ้น แต่อย่างไรก็ดี ชนิดของสารเคมีที่ใช้ 

และปริมาณ รวมทั้งอายุการเก็บรักษาจะแตกต่างกันไปในเชื้อแต่ละชนิด ทั้งนี้เคยมีรายงานการใช้สารพอลิเมอร์

เพ่ือยืดอายุการเก็บรักษาของหัวเชื้อแบคทีเรียชนิดเหลวมาแล้ว ตามรายงานของ Singleton และคณะ (2002) 

และ Tittabutr และคณะ (2007) โดยพบว่าสาร PVP สามารถผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อและใช้ เลี้ยงเชื้อ 

Bradyrhizobium ได้ตามปกติโดยไม่ส่งผลกระทบต่อการเจริญของเซลล์ เนื่องจากเซลล์แบคทีเรียไม่สามารถใช้

สารพอลิเมอร์เหล่านี้เป็นแหล่งพลังงานได้ อย่างไรก็ตามสารพอลิเมอร์เหล่านี้มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญ

และการมีชีวิตอยู่รอดของเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากสารเหล่านี้มีคุณสมบัติความเหนียว ซึ่งช่วยเพิ่มให้เซลล์แบคทีเรีย

ยึดเกาะกับเมล็ดได้ดี นอกจากนี้ยังช่วยให้เชื้อที่เคลือบอยู่บนเมล็ดพืชไม่แห้งเร็วจนเกินไปเมื่อน าไปใช้ในสภาพไร่ 

(Deaker et al., 2004) นอกจากนี้สาร PVP ยังมีค่า water binding capacity สูงจึงสามารถคงความชื้นโดยการ

ยึดเกาะน้ าบริเวณรอบ ๆ เซลล์ได้มากขึ้น จึงท าให้เซลล์สามารถใช้น้ าในกระบวนการต่าง ๆ และยืดอายุการเก็บ

รักษาได้ ในขณะที่สารกลุ่ม PEG และแป้งมันส าปะหลัง มีคุณสมบัติความเหนียวเช่นกัน นอกจากนี้ยังสามารถยึด

เกาะเซลล์เข้าไว้ด้วยกันโดยยังสามารถลอยอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อได้ในรูปของ colloid ซึ่งท าให้อากาศที่อยู่ใน

อาหารสามารถเข้าถึงเซลล์ของแบคทีเรียได้ดีขึ้นกว่าการที่เซลล์ตกตะกอนอยู่ด้านล่างของภาชนะบรรจุ ดังนั้นจึง

อาจเป็นกลไกที่ท าให้เซลล์สามารถมีชีวิตอยู่รอด และยืดอายุการเก็บรักษาได้นานขึ้น  นอกจากนี้ในส่วนของบรรจุ

ภัณฑ์ที่น ามาทดสอบพบว่าขวดพลาสติกชนิด Polyethylene เป็นบรรจุภัณฑ์ที่สามารถใช้ในการเก็บรักษาหัว

เชื้อจุลินทรีย์ได้ เนื่องจากพลาสติกชนิดนี้มีคุณสมบัติในการยอมให้ก๊าซซึมผ่านได้ดี แต่ยอมให้ไอน้ าซึมผ่านได้น้อย 

ทนความเป็นกรดได้ปานกลาง นอกจากนี้ยังทนความร้อนได้ปานกลางท าให้สามารถนึ่งฆ่าเชื้อก่อนการบรรจุได้  

และยังมีความเหมาะสมในการขนส่ง เนื่องจากมีน้ าหนักเบา และรับแรงกระแทกได้ 

 

3.3 กำรตรวจสอบคุณสมบัติของหัวเช้ออจุลินทรีย์ในกำรยับยัองกำรเจริญของเช้ออรำก่อโรคในิ้ช 

ท าการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Phytophthora spp. และ Colletotrichum spp. ของ

เชื้อแบคทีเรียระหว่างการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องทุก ๆ 1 เดือน เป็นระยะเวลา 6 เดือน ควบคู่ไปกับการ

ตรวจสอบอายุการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย์ ด้วยวิธี dual culture บนอาหาร PDA แล้วตรวจสอบความสามารถใน

การยับยั้งการเจริญของเชื้อราดังแสดงในรูปที่  15 ทั้งนี้ผลการทดลองความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา 

Phytophthora spp. และ Colletotrichum spp. แสดงในตารางที่ 3 และ 4 ตามล าดับ  
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ในกรณีการยับยั้งเชื้อรา Phytophthora spp. (ตารางที่ 3) พบว่าเชื้อ Bacillus sp. BSN502, Bacillus 

sp. BSN201 และเชื้ อ  Streptomyces sp. SSR107 เมื่ อ เก็บรักษาอยู่ ในรูปหัว เชื้ อนาน 1 เดือนพบว่ามี

ความสามารถในการยับยั้งเชื้อราชนิดนี้น้อยลงกว่าเชื้อที่เตรียมใหม่ และเมื่อมีอายุการเก็บรักษาเพ่ิมเป็น 2 เดือน 

พบว่าไม่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราได้เลย ในขณะที่เชื้อ Bacillus sp. BSN603 และเชื้อ Bacillus sp. 

BSD101 ในเดือนแรกของการเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียยังมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราได้ดี และความสามารถ

ในการยับยั้งเชื้อราลดลงไปเมื่ออายุการเก็บรักษาเพ่ิมเป็น 2-6 เดือน ส าหรับเชื้อ Bacillus sp. BSN301 พบว่าใน

เดือนแรกของอายุการเก็บรักษาเชื้อมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราได้ดีมาก และระดับความสามารถในการ

ยับยั้งเชื้อราลดลงเมื่ออายุการเก็บรักษาเพ่ิมเป็น 2-6 เดือน แต่ยังคงอยู่ในระดับที่ดี ในขณะที่เชื้อ Streptomyces 

sp. SHR103 พบว่าเป็นเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา Phytophthora spp. ได้ดีที่สุด โดยสามารถยับยั้ง

เชื้อราในระดับดีมาก แม้มีอายุการเก็บรักษา 6 เดือน และจ านวนเซลล์ของแบคทีเรียต่ ากว่า 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

 ส าหรับความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum spp. (ตารางที่ 4) เมื่อเก็บรักษาหัวเชื้อที่

อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 6 เดือน พบว่ามีเพียงเชื้อ Bacillus sp. BSN502 และเชื้อ Streptomyces sp. 

SSR107 ที่มีระดับความสามารถในการยับยั้งเชื้อราได้น้อยเมื่อมีอายุการเก็บรักษาเพียง 1 เดือน และพบว่าเมื่ออายุ

การเก็บรักษาเพ่ิมขึ้นเป็น 2-6 เดือน ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราได้เลย ในขณะที่เชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ 

มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum spp. ได้ในระดับดีมากแม้มีอายุการเก็บรักษานาน 6 เดือน 

 

รูปที่ 15 การทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรคในพืชด้วยวิธี dual culture 
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ตำรำงท่ี 3 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Phytophthora spp. เมื่อเก็บรักษาหัวเชื้อที่อุณหภูมิห้องเป็น

ระยะเวลา 6 เดือน (- ยับยั้งไม่ได้, + ยับยั้งได้น้อย, ++ ยับยั้งได้ดี, +++ ยับยั้งได้ดีมาก) 

เชื้อ
แบคทีเรีย 

ระดับความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Phytophthora spp. 
เดือนที่ 1 เดือนที่ 2 เดือนที่ 3 เดือนที่ 4 เดือนที่ 5 เดือนที่ 6 

BSN 502 + - - - - - 
BSN 603 ++ + + + + + 
BSD 101 ++ + + + + + 
BSN 301 +++ ++ ++ ++ ++ ++ 
BSN 201 + - - - - - 
SHR 103 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
SSR 107 + - - - - - 

 

 

ตำรำงที่ 4 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum spp. เมื่อเก็บรักษาหัวเชื้อที่อุณหภูมิห้องเป็น

ระยะเวลา 6 เดือน (- ยับยั้งไม่ได้, + ยับยั้งได้น้อย, ++ ยับยั้งได้ด,ี +++ ยับยั้งได้ดีมาก) 

เชื้อแบคทีเรีย ระดับความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum spp. 
เดือนที่ 1 เดือนที่ 2 เดือนที่ 3 เดือนที่ 4 เดือนที่ 5 เดือนที่ 6 

BSN 502 + - - - - - 
BSN 603 +++ +++ +++ +++ +++ ++ 
BSD 101 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
BSN 301 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
BSN 201 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
SHR 103 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
SSR 107 + - - - - - 
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3.4 ลำยิิมิ์ DNA ของเช้ออแบคทีเรียแต่ละชนิด 

จากการตรวจสอบลายพิมพ์ DNA ของเชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิดโดยใช้เทคนิค BOX-PCR (รูปที่ 16) พบว่ามี

รูปแบบของลายพิมพ์ DNA ที่แตกต่างกัน โดยสามารถแยกความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อทั้ง 7 สายพันธุ

ได้อยางชัดเจน ดังนั้นลายพิมพ์ DNA นี้จะใช้เป็นสิ่งบ่งชี้ถึงความจ าเพาะเจาะจงทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย

ทางการค้าที่ใช้ตรวจสอบได้ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 16 ลายพิมพ์ DNA ของเชื้อจุลินทรีย์แต่ละชนิดโดยใช้เทคนิค BOX-PCR 
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บทที่ 4 

สรุปผลกำรวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 งานวิจัยนี้ได้น าเชื้อจุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในพืชที่มีศักยภาพในการต่อยอดส าหรับ

การผลิตในเชิงพาณิชย์จ านวน 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม Bacillus sp. จ านวน 5 สายพันธุ์ และเชื้อกลุ่ม Streptomyces 

sp. จ านวน 2 สายพันธุ์ เพ่ือน ามาพัฒนาสูตรอาหารที่สามารถเพ่ิมจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ที่ต้องการได้โดยมีต้นทุนใน

การผลิตต่ า ซึ่งผลการทดลองพบว่าสูตรอาหาร Yeast extract 0.5 กรัม + Molasses 20 กรัม + K2HPO4 0.05 

กรัม + KH2PO4 0.15 กรัม เป็นสูตรที่สามารถเพ่ิมจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ได้ดีที่สุด โดยสามารถเพ่ิมการเจริญ

ให้อยู่ในระดับ 108-109 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และเมื่อพิจารณาต้นทุนการผลิตเทียบกับสูตรอาหารมาตรฐาน 

(Nutrient Broth) พบว่ามีราคาต้นทุนที่ถูกกว่าถึง 28 เท่า ดังแสดงในตารางที่ 5 

ตำรำงที่ 5 แสดงกำรเปรียบเทียบกำรประเมินค่ำใช้จ่ำยในกำรผลิตเช้ออแบคทีเรียด้วยอำหำรเลีอยงเช้ออสูตร

มำตรฐำน และสูตรที่ิัฒนำแล้ว  

สูตรอำหำรเลีอยงเช้ออ รำคำวัตถุดิบ  

(บำทต่อกรัม) 

ปริมำณที่ใช้ 

(กรัมที่ใช้ใน 1 ลิตร) 

รำคำ 

(บำทต่อลิตร) 

ประเมินค่ำใช้จ่ำยรวม 

(บำทต่อลิตร) 

Nutrient broth 

- Beef extract 

- Peptone 

 

33.215 

17.7775 

 

3 

5 

 

99.64 
88.5 

 

188.14 

 

สูตรที่ิัฒนำใหม ่

- Molasses 

- yeast extract 

- K2HPO4 

- KH2PO4 

 

0.000025 

12.77 

0.405 

1.900 

 

20 

0.5 

0.05 

0.15 

 

0.0005 

6.385 

0.020 

0.285 

 

 

6.69 

 

 เมื่อน าสูตรอาหารที่พัฒนาได้มาเป็นสูตรอาหารพ้ืนฐานในการทดสอบหาชนิดของสารพอลิเมอร์ที่

เหมาะสมในการยืดอายุการเก็บรักษาหัวเชื้อจุลินทรีย์ชีวภาพ ผลการทดลองพบว่าเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดมีความ

เหมาะสมของการใช้สารพอลิ เมอร์ ในการยืดอายุการเก็บรั กษาที่ แตกต่างกัน โดยสามารถใช้สาร 

Polyvinylpyrrolidone (PVP) หรือ  Polyethylene glycol (PEG) เ พียงอย่างเดียว หรือใช้ร่วมกับแป้งมัน
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ส าปะหลังสามารถยืดอายุการเก็บรักษาให้มีปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตเหลืออยู่ในระดับ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ได้นาน 

90-120 วัน ณ อุณหภูมิห้อง โดยขวดบรรจุภัณฑ์ชนิด polyethylene ขนาด 250 มิลลิลิตร และบรรจุปริมาตร 

200 มิลลิลิตร สามารถใช้ในการเก็บรักษาหัวเชื้อได้ อย่างไรก็ตามเมื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อราก่อ

โรคพืชตั วอย่ าง  พบว่ ามี เ พียง เชื้ อ  Streptomyces sp. SHR 103 มีความสามารถในการยับยั้ ง เชื้ อรา 

Phytophthora spp. และเชื้อรา Colletotrichum spp. ได้ดีที่สุด แม้มีอายุการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องนานถึง

เดือนที่ 6 และรองมาคือเชื้อ Bacillus sp. BSN301 ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราทั้งสองชนิดได้เมื่อเก็บอยู่

ในรูปผลิตภัณฑ์หัวเชื้อ ดังนั้นเชื้อทั้งสองชนิดนี้จึงมีศักยภาพในการน าไปผลิตเชิงพาณิชย์ต่อไปโดยใช้สูตรอาหารที่มี

ราคาต้นทุนการผลิตต่ า และมีอายุการเก็บรักษาได้อย่างน้อย 90 วัน โดยที่ยังคงมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา

ก่อโรคพืชในระดับสูง 
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