
 

 

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ (เกษตรศาสตร) 
ปริญญา 

 
           สาขา          ภาควชิา 
 

เร่ือง  การพัฒนาชวีภัณฑของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum สาเหตุโรคเหีย่วของมะเขือเทศ 

 

Bioproduct Development of Antagonistic Bacteria for Controlling Ralstonia 
solanacearum  Caused Bacterial Wilt of Tomato 

 
  

นามผูวิจัย  นางสาวไกแกว  สุธรรมมา  
ไดพิจารณาเห็นชอบโดย  
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก    
 ( รองศาสตราจารยนิพนธ  ทวชัีย, Ph.D. ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม    
 ( รองศาสตราจารยจิระเดช  แจมสวาง, Ph.D. ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม    

 ( ผูชวยศาสตราจารยกรรณกิาร  สัจจาพันธ, Ph.D. ) 
                      หัวหนาภาควชิา    

 ( รองศาสตราจารยณรงค  สิงหบุระอุดม, วท. ม. ) 
 

                 บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
           

                         (             ) 

                                     คณบดีบณัฑิตวิทยาลัย 
 

                วันที่               เดือน                             พ.ศ.                 

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

โรคพืช โรคพืช 



 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การพัฒนาชวีภัณฑของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum 
สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ 

 
Bioproduct Development of Antagonistic Bacteria for Controlling Ralstonia solanacearum  

Caused Bacterial Wilt of Tomato 
 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวไกแกว  สุธรรมมา 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบรูณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เกษตรศาสตร) 

พ.ศ. 2552    



 

ไกแกว  สุธรรมมา  2552: การพัฒนาชีวภัณฑของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุม
เชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ  ปริญญาวิทยา
ศาสตรมหาบัณฑิต (เกษตรศาสตร) สาขาโรคพืช ภาควชิาโรคพืช  อาจารยที่ปรึกษา
วิทยานิพนธหลัก: รองศาสตราจารยนิพนธ  ทวีชัย, Ph.D.  90 หนา 
 
 

 เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am (BS) มีคุณสมบัติยับยัง้การ
เจริญเติบโตของเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am (RS) สาเหตโุรคเหี่ยวของ
มะเขือเทศ จงึไดนํามาศกึษาพัฒนาชีวภณัฑเปนสูตรผงสําเร็จ  การศึกษาเปรียบเทียบการเจริญ 
เติบโตและคุณสมบัติการยับยั้งของเชื้อ BS ในอาหาร 10 ชนิด พบวาอาหารที่ประกอบดวยกาก 
น้ําตาล 1% + เปปโตน 0.5% ใหปริมาณประชากรของเชื้อ BS สูงที่สุดคือ 13.39 logCFU/ml ซ่ึง
แตกตางอยางมีนัยสําคัญจากอาหาร Malt Yeast extract (MY) ที่มีประชากร BS 13.14 logCFU/ml 
ที่ใชเปนอาหารเปรียบเทียบ แตในขณะที่อาหารนี้สรางบริเวณยับยั้งเชื้อ RS กวาง 0.72 ซม ซ่ึงนอย
กวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับอาหาร MY ที่มีบริเวณยบัยั้ง 0.78 ซม  อาหาร MY จึงถูกคัดเลือก
มาใชเล้ียงกลาเชื้อ BS สําหรับนําไปใชพฒันาชีวภัณฑ  สูตรสําเร็จชีวภัณฑ 6 ชนิด ไดพัฒนาขึ้น
โดยการผสมเชื้อ BS ปริมาณ 8.25 logCFU/ml ที่ไดจากการเลี้ยงในอาหาร MY กับสารอาหารหรือ
สารพาชนิดตางๆ ในอัตราเชือ้ตอสารพา 1:2 โดยปริมาตร:น้ําหนัก  หลังจากเก็บไวที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 6 เดอืน พบวาสูตรชีวภณัฑที่ 1 ประกอบดวยผงเช้ือ BS+ทัลคัม+รําขาว ใหปริมาณเชื้อ 
BS สูงที่สุด 1.88 logCFU/ml  และบริเวณยับยั้งเชื้อ RS กวางที่สุด 0.9 ซม บนอาหาร NGA  
การศึกษาวิธีควบคุมโรคเหี่ยวจากแบคทีเรียของมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 ในโรงเรือนปลูกพืช
แบบการคาทีส่ถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชยี จังหวัดปทมุธานี โดยการเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
การใชสูตรชีวภัณฑที่ 1 และสารซิลิคอนแบบเดีย่วหรือผสมกัน พบวาการใชสูตรชีวภณัฑที่ 1 
ผสมกับซิลิคอนในรูปโซเดยีมซิลิเคต มะเขือเทศมีการรอดตายสูงสุด 88% และมีผลผลิตสูงที่สุด 
240 กรัม/ตน ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับวิธีอ่ืนและเปรียบเทียบทีใ่ชน้ําโดยมีตนมะเขือเทศรอด
ตาย 11% และผลผลิต 10 กรัม/ตน  การศึกษานีเ้ปนรายงานครั้งแรกถึงผลสําเร็จในการใชเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษในรูปสูตรสําเร็จชีวภณัฑรวมกับซิลิคอนในการควบคุมโรคเหี่ยวจากเชื้อ
แบคทีเรีย RS จนถึงระยะเกบ็เกี่ยวผลผลิตในโรงเรือนปลูกพืชแบบการคา 
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 Antagonistic bacteria Bacillus subtilis strain CH4Am (BS) having an effective growth 
inhibition of Ralstonia solanacearum strain To-Ud3Am (RS), the causal agent of bacterial wilt of 
tomato (BWT) was carried out to develope bioproduct as powder formulation.  Growth and 
inhibition activity of BS on the 10 media were compared and found that medium containing  
molasses1%+peptone0.5% gave the highest BS population of 13.39 logCFU/ml which was 
significantly different from Malt Yeast extract (MY) medium containing BS population of 13.14 
logCFU/ml as a control medium whereas it had inhibition zone against RS at 0.72 cm which 
was significantly lesser than from MY having inhibition zone of 0.78 cm.  MY medium was 
selected to produce BS inoculum for bioproduct development.  Six bioproduct formulations 
were developed by mixing 8.25 logCFU/ml of BS inoculum obtained from MY medium with 
substrates and carries at 1:2 by volume : weihgt.  After storage the products for 6 months at 
room temperature, F1 formulation contained BS+talcum+rice bran had the highest BS 
population of 1.88 logCFU/g and showed the highest inhibition zone of 0.9 cm against RS on 
NGA plate. Investigation on BWT control using tomato cv. Seeda Thip3 in commercial type 
greenhouse at Asian Institute of Technology, Pathumthani province by comparing the 
effectiveness of F1 formulation and silicon applications as solely or combination showed that 
F1+silicon as sodium silicate provided the highest tomato survival of 88% and yield at 240 
g/plant which was significantly different from others and water control providing 11% tomato 
survival and 10 g/plant.  This study is the first report on the successful application of bacterial 
antagonist as bioproduct formulation with silicon to control bacterial wilt of tomato caused by 
RS until harvesting period in the commercial type greenhouse. 
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ความสามารถนํากลับคืนมา (recovery) ของเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am และ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am 

ที่ 2 ช่ัวโมงหลังจากใสเชื้อ   

จํานวนประชากรและประสทิธิภาพสารกรอง (culture filtrate) ของเชื้อ 
Bacillus subtilis สายพันธุ CH4 Am ที่เล้ียงในอาหารชนิดตางๆเปนเวลา 72 
ช่ัวโมงในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อ Ralstonia solanacearum สาย
พันธุ To-Ud3 Am (RS) บนอาหาร Nutrient glucose agar  ณ อุณหภูมหิอง เปน
เวลา 48 ช่ัวโมง 
ประชากรของแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus  subtilis สายพนัธุ CH4Am ในสูตร
สําเร็จชนิดตางๆและการยับยั้งการเจริญเตบิโตของเชื้อ Ralstonia  
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am (RS) โดยใชผงเชื้อสูตรสําเร็จของ
แบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus  subtilis สายพนัธุ CH4 Am (BS) ชนิดตางๆบน
อาหาร Nutrient glucose agar ที่อุณหภูมหิอง 
ประสิทธิภาพของผงเชื้อสูตรสําเร็จ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am (BS) 
ในการยับยั้งเชือ้แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am 
(RS)ในหองปฏิบัติการเปนเวลา 9 วัน 
ปริมาณผลผลิตและเปอรเซน็ตการรอดตายของมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 
และจํานวนประชากรของเชือ้ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 

(RS) และ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am (BS) ในดนิบริเวณรากของ
มะเขือเทศหลงัจากปลูกเชื้อได 8 สัปดาหที่สถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชยี 
จังหวดัปทุมธานี 
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ผลิตภัณฑซิลิคอนที่ใชในการทดลอง ก) ซาลิซิค แอซิด (salicic acid) ผลิตโดย
ชมรมเกษตรปลอดสารพิษและ ข) โซเดียม ซิลิเคต (sodium silicate) ผลิตโดย
บริษัท Fisher Scientific 
แสดงบริเวณยบัยั้ง (clear zone) โดยเชื้อ Bacillus  subtilis สายพันธุ CH4Am ในการ
ยับยั้งเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพนัธุ To-Ud3Am บนอาหาร Nutrient 
glucose agar โดยมีน้ําเปนชุดควบคุม (Control, C) เปนเวลา 48 ชม. (ก) และ
ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am ที่ติดฉลากดวยสาร
ปฏิชีวนะ ampicillin ที่ความเขมขน 100 ppm บนอาหาร Nutrient glucose agar 
อายุ 48 ช่ัวโมง (ข) 
สูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษของ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am (BS) 
โดย 1 = BS+ ทัลคัม+ รําขาว, 2 = BS+ ขาวฟางนึ่ง, 3 = BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, 
4 = BS+สาคูดิบ, 5 = BS+สาคูดิบ+ รําขาว และ 6 = BS+ปลายขาว 
ประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ 
CH4Am หลังจากเก็บรักษา 6 เดือน ในการยับยั้งเชื้อ Ralstonia solanasearum สาย
พันธุ To-Ud3 Am โดยวิธี paper disc method บนอาหาร Nutrient glucose agar  โดย 
A = สูตรที่ 1 BS+ ทัลคัม+ รําขาว, B= สูตรที่2 BS+ ขาวฟางนึ่ง,C= สูตรที่3 BS+ 
ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, D= สูตรที่ 4 BS+สาคูดิบ, E= สูตรที่5 BS+สาคูดิบ+ รําขาว, 
F= สูตรที่6 BS+ปลายขาว และ W= น้ํา เปนชุดควบคุม (Control) 
ประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย, 2538) ในการ
ควบคุมโรคเหีย่วของมะเขือเทศสีดาทิพย 3 หลังการทดลองเปนเวลา 8 สัปดาหใน
โรงเรือนที่สถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชีย จังหวัดปทุมธานี โดยกรรมวิธีควบคุม (ก) 
ตนมะเขือเทศแสดงอาการเหี่ยวและตนมะเขือเทศปกตทิี่ใชผงเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+ รําขาว (ข) 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
กก. = กิโลกรัม 
ชม = ช่ัวโมง 
เปปโตน= Peptone 
มม. = มิลลิเมตร 
cm = เซ็นติเมตร (ซม) 
g = กรัม 
ml = มิลลิลิตร (มล.) 
ppm = อัตราสวน 1: 1,000,000 
μm = ไมโครเมตร 
CFU/ml = Colony Forming Unit/ml 
MY = Malt Yeast extract 
NGA = Nutrient Glucose Agar 
O.D. = Optical at Density ที่ 600 นาโนเมตร 
  



การพัฒนาชีวภัณฑของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 

solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ 
 

Bioproduct Development of Antagonistic Bacteria for Controlling Ralstonia 

solanacearum  Caused Bacterial Wilt of Tomato 
 

คํานํา 
 

 ปจจุบันเกษตรกรในประเทศไทยมีการใชสารเคมีในการปองกันกําจดัศัตรูพืชเปนจํานวน
มากรวม ถึงการกําจัดโรคพืชดวย เนื่องจากใชงานงายและออกฤทธิ์เร็ว แตปญหาที่ตามมาคือเร่ือง
สุขภาพของผูบริโภค ผูผลิต และการตกคางของสารเคมีในสภาพแวดลอม ในปจจุบนักระแสของ
การรณรงคใหลดการใชสารเคมีมีมากขึ้น เนื่องจากผูบริโภคและภาครัฐไดตระหนักถึงพิษภยัของ
สารเคมีที่ตกคางในผลผลิต และสิ่งแวดลอม ในขณะเดยีวกันการสงออกผลผลิตทางเกษตรหลาย
ชนิดไปยังประเทศตางๆมีการกําหนดปรมิาณสารตกคางในผลผลิต โดยเฉพาะในประเทศที่เจริญ
และพัฒนาแลวจะใหความสาํคัญตอเร่ืองสุขภาพและสิ่งแวดลอมมาก ดงันั้นผลผลิตที่จะสงไปขาย
ประเทศเหลานั้นได ตองเปนผลผลิตที่มีคุณภาพปราศจากสารเคมีตกคาง ดวยเหตนุี้การควบคุมโรค
พืชโดยวิธีชีวภาพหรือชีววธีิ (biological control หรือ biocontrol) จึงเปนวิธีการหนึง่ที่นักโรคพืชให
ความสนใจเปนอยางมากในการนํามาใชทดแทนสารเคม ีเนื่องจากสามารถลดปริมาณประชากรของ
เชื้อโรคใหอยูในระดบัที่ไมกอใหเกิดผลเสียหายกับพืชและไมเปนอันตรายตอผูผลิต ผูบริโภคและ
ส่ิงแวดลอม ปจจุบันมีการคิดคนวจิัยเกี่ยวกับการพัฒนาจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพควบคุมโรคพืชได
ดวยเทคโนโลยีทันสมัยมกีารจดสิทธิบัตรจุลินทรียและขั้นตอนการผลิต นอกจากนีย้ังมีการจําหนาย
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษในลักษณะชวีภณัฑสําเร็จรูป (bioproduct) หลายชนิดในตางประเทศและใน
ประเทศไทย  
 

โรคของมะเขือเทศนับเปนปจจัยสําคัญทีม่ีผลตอการปลูกมะเขือเทศทั่วโลก รวมทัง้ประเทศ
ไทยดวย มะเขอืเทศมีเชื้อโรคพืชที่เขาทําลายมากถึง 60 ชนิด และมีประมาณ 15 ชนิด ที่ถือวาเปน
เชื้อสาเหตุโรคมะเขือเทศที่มคีวามสําคัญในเขตอบอุนและเขตรอนชื้น (Dhital, 1998) เชื้อสาเหตุ
โรคมะเขือเทศประกอบไปดวย เชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา ไวรัส และไส เดือนฝอย โรคเหี่ยวมะเขือเทศที่
เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum เปนโรคที่มีความสําคัญและระบาดอยางรุนแรงทาํ
ความเสียหายอยางมากในเขตอบอุนและเขตรอน (Jones et al., 1993) ในประเทศไทยโรคเหี่ยวของ



 

2 

มะเขือเทศที่เกดิจากแบคทีเรีย R. solanacearum นั้นพบโรคกระจายอยูทั่วไปในพื้นทีท่ี่ปลูกมะเขือ
เทศและพืชชนิดตางๆ มีความหลากหลายของพันธุกรรม (ปยะรัตน, 2540)  เปนโรคที่มีความสําคัญ
มากที่สุดเพราะเปนโรคที่ทําความเสียหายใหกับอุตสาหกรรมมะเขือเทศทําใหผลผลิตลดลง ใน
ปจจุบันถือวาปญหาโรคเหี่ยวที่เกดิจากเชื้อแบคทีเรียนี้เปนอุปสรรคสําคัญในการปลูกมะเขือเทศเพือ่
อุตสาหกรรม และการผลิตเมล็ดพันธุมะเขือเทศ (Leksomboon, 1994) และการควบคุมโรคเหี่ยวที่
เกิดจากเชื้อแบคทีเรียในพืน้ที่ปลูกมะเขือเทศมีปญหาคอนขางมากเนื่องจากในดินทีป่ลูกมะเขือเทศ
มีปริมาณเชื้อสาเหตุโรคปนอยูเปนจํานวนมาก ทั้งยังเปนเชื้อสาเหตุโรคพืชที่มีพืชอาศยักวาง และ
เชื้อสาเหตุโรคสามารถดํารงชีวิตรอดอยูในดินไดเปนเวลานาน ตลอดจนเชื้อสาเหตุโรคมีความผัน
แปรของลักษณะทางชวีวิทยาและพันธุกรรม  ดังนั้นในการควบคุมโรคดวยวิธีทางชวีภาพโดยการ
ใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่จะไปมีผลทั้งทางตรงและทางออมตอจํานวนประชากรของเชื้อสาเหตุ
โรคพืชใหมีปริมาณลดลง และเกิดโรคนอยลงจงึเปนทางเลือกอีกวิธีหนึ่ง 
 

เชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. เปนจุลินทรียทีโ่ดยปกติอาศยัอยูในดินไมกอใหเกดิความเสีย 
หายตอพืชมีความเหมาะสมในการใชเปนจุลินทรียปฏิปกษ สามารถควบคุมเชื้อราและเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคพืชไดหลายชนิดโดยมีการทดลองในหองปฏบิัติการ Bacillus spp. สามารถสรางสาร
ปฏิชีวนะหลายชนิดและแยงสารอาหารไดดีกวาจุลินทรียอ่ืนๆในสภาวะแวดลอมที่ขาดแคลน 
สามารถปรับตัวและทนทานตอสภาวะแวดลอมที่แปรเปลี่ยนโดยการสรางสปอร ดังนั้นในงานวจิัย
นี้จึงศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อ B.subtilis สายพันธุ CH4  ชนิดตางๆ เพื่อเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและปริมาณการสรางสารปฏิชีวนะที่มีตนทุนการผลิตต่ํา
สําหรับการผลิตชีวภณัฑในรปูสูตรสําเร็จชนิดผง โดยการคัดเลือกสารพาที่เหมาะสมเพื่อใหไดสูตร
สําเร็จที่สะดวกตอการนําไปใช สามารถเก็บรักษาเชื้อไวไดเปนระยะเวลานานโดยยังคง
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ ตลอดจนการนําไปใชควบคุมโรครวมกับวิธีการอื่นใหมีประสิทธิภาพดี
ยิ่งขึ้น 

 
 
 



วัตถุประสงค 

 
1. ศึกษาการเจริญของแบคทีเรียปฏิปกษและประสิทธิภาพการสรางสารปฏิชีวนะในอาหาร

เล้ียงเชื้อชนิดตางๆในการยบัยั้งเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยว
ของมะเขือเทศ 
 

2. ศึกษาการอยูรอดและประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในวัสดผุสมสูตรตาง ๆ ใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของ
มะเขือเทศ  
 

3. ศึกษาและทดสอบประสิทธิภาพสูตรสําเร็จชีวภณัฑของแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis 
สายพันธุ CH4Am รวมกับการใชสารซิลิคอนในการควบคุมเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum สายพนัธุ 
To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศในสภาพโรงเรือนแบบการคา



การตรวจเอกสาร 
 
1. ลักษณะโดยทั่วไปของโรคเหี่ยวของมะเขือเทศท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย 
 

โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ (bacterial wilt) ที่เกิดจากเชื้อ Ralstonia solanacearum เปนโรคที่
ทําความเสียหายอยางรุนแรงตอมะเขือเทศที่ปลูกในเขตอบอุน เขตกึ่งรอน และเขตรอน โรคนี้
บางครั้งเรียกวา โรคเหี่ยวแบคทีเรียทางตอนใต (southern bacterial wilt) โรคเหี่ยวของพืชพวกพริก 
(solanaceous wilt) โรค southern bacterial blight และมีช่ือเรียกอื่นๆที่แตกตางกันไปตามประเทศที่
เกิดโรค (Jones et al., 1993) สวนในประเทศไทยนัน้เปนที่รูจักกันดี คือโรคเหี่ยวทีเ่กิดจากเชื้อ
แบคทีเรียโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ (ศภุลักษณ, 2536) โรคนี้ถือวาเปนโรคที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจมากที่สุดอีกโรคหนึ่ง มีการเกดิโรคกระจายทัว่ไปในพืน้ที่ที่มกีารปลูกมะเขอืเทศ ทําใหตน
มะเขือเทศตายเปนจํานวนมาก (Buddenhagen and Kelman, 1962) โรคเหี่ยวของมะเขอืเทศพบได
งายในพื้นที่ทีม่ีการปลูกมะเขือเทศเปนเวลาหลายปติดตอกัน โดยเฉพาะในเขตภาคตะวันออกเฉยีง 
เหนือของประเทศไทยที่มกีารปลูกมะเขือเทศเปนจํานวนมาก และปลูกมาเปนเวลานาน นับเปน
ปจจัยสําคัญทีม่ีผลตอการจํากัดพื้นทีก่ารปลูกมะเขือเทศในจังหวดัตาง ๆในภาคนี้เปนอยางมาก   
(ศุภลักษณ, 2536)  ในตนมะเขือเทศที่เปนโรค การเหี่ยวจะแสดงอาการเกิดขึ้นที่ใบออนกอน ใน
สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคอาการจะเกิดขึ้นอยางรวดเร็วจน
เหี่ยวทั้งตนในระยะเวลา 2-3 วันหลังจากแสดงอาการโรค เมื่อพืชแสดงอาการเหี่ยวทัง้ตนแลว 
บริเวณทอนํ้าทออาหารจะเปลี่ยนเปนสีนํา้ตาล ถาตัดสวนของลําตนแชในนํ้าจะมีนํ้าสีขาวขุน หรือสี
ขาวอมเหลือง มีลักษณะเหนยีวเปนยางขนเหมือนนํ้านม (ooze) ไหลออกมาจากสวนของทอนํ้าทอ
อาหาร (Jones et  al., 1993) 
 

มีรายงานเชื้อ R. solanacearum มีพืชอาศัยมากมาย กระจายในพืชอาศัยมากกวา 50 วงศ 
สวนใหญเปนพืชที่มีความสาํคัญในทางเศรษฐกิจ ไดแก มันฝรั่ง มะเขือเทศ ยาสูบ พริกไทย มะเขือ 
ถ่ัวลิสง และกลวย (Hayward, 1995) นอกจากนีย้ังพบในไมประดับบางชนิด และวัชพชือีกหลาย 
ชนดิตามที่มีรายงานในหลายๆประเทศ ในประเทศญี่ปุนโรคเหี่ยวแบคทีเรียที่เกิดจากเชื้อ R. 
solanacearum ซ่ึงพบในพืชวงศพริกและมะเขือ สวนใหญจะพบวาเปนโรคกับตนมะเขอืเทศ
(Lycopersicon esculentum Mill.) มันฝรั่ง (Solanum tuberosum L.)  ยาสูบ (Nicotiana tabacum L.) 
มะเขือยาว (S. melongena L.) และพรกิหยวก ( Capsicum annuum L.) ในประเทศญีปุ่นเชื้อสาเหต ุ
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โรคมีพืชอาศัยมากกวา 34 จากพืช 18 วงศ (Horita and Tsuchiya, 2001) เชื้อแบคทีเรีย R. 
solanacearum จะเขาทําลายสวนของพืชทีอ่ยูในดินไดดีในขณะที่มีอุณหภูมิต่ําประมาณ 13 องศา
เซลเซียส แตอัตราการพัฒนาของโรคจะเพิม่มากขึ้นเมื่อดนิมีอุณหภูมิสูงขึ้นจาก 26.7 องศาเซลเซียส 
เปน 37.8 องศาเซลเซียว และในดินที่มีความชื้นสูงขึ้นอาการของโรคจะเกิดไดเร็วข้ึนดวยเชนกัน 
(Gallegly and Walker, 1949)  Yang (1979) ไดรายงานวาโรคจะพัฒนาอยางชาๆ ในสภาพ 
ที่มีอากาศอบอุน ซ่ึงจะอยูในชวงระหวาง 30- 35 องศาเซลเซียส แตในสภาพที่ดนิมคีวามชื้นสูงถือ 
เปนสภาพที่เหมาะสมแกการเจริญเติบโตของเชื้อ และการพัฒนาอาการของโรคจะเร็วข้ึน เชื้อ R. 
solanacearum นี้จะมีความรนุแรงนอยในดินที่มีการระบายนํ้าดี การแพรกระจายของเชื้อแบคทีเรีย 
R. solanacearum จะขึ้นอยูกบัการกระจายตัวของพืชอาศยั ที่มีการกระจายตวัตามลักษณะทาง 
ภูมิศาสตร ความสามารถในการเกิดโรค สภาพแวดลอมในการการระบาด ความสัมพนัธ 
ของปจจัยตางๆที่เกี่ยวของและขึ้นอยูกบัสภาพทางสรีรวทิยาของเชื้อ R. solanacearum                 
 

Horita and Tsuchiya (2001) รายงานวาเชื้อ R. solanacearum ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยว
นั้นมีความหลากหลายของลกัษณะทางพนัธุกรรมมาก จากการทดสอบความสามารถในการเกิดโรค 
และจากการศกึษาลําดับเบสจากลายพิมพดเีอ็นเอ (fingerprint method) ดวยวิธี repetitive sequence 
based polymerase chain reaction (rep-PCR) ลําดับเบสที่ไดจากลายพมิพดีเอ็นเอ (DNA) พบ        
ไบโอวาร (biovar) 2 แบงออกไดเปน 2 กลุมที่ชัดเจน โดยกลุมที่ 1 จะเปนกลุมที่แยกเชื้อไดจากมั่น
ฝร่ัง จดัเปน race 3 และกลุมที่ 2 เปนเชื้อทีแ่ยกไดจากมะเขือเทศ พริก และยาสูบจดั เปน race 1 
ในไบโอวาร 3 จะพบวาเชื้อในแตละสายพนัธุมีคาเฉลี่ยของคาความเหมือนกันตํ่า และสามารถแบง
ออกเปน 5 กลุม จากความแตกตางกันของพืชอาศัย และความสามารถในการเกิดโรคในไบโอวาร 4 
จะพบเพียงกลุมเดียวมีคาความเหมือนกนัมากกวา 80% 
 

R. solanacearum เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนทอนกลม เซลลหัวทายมน มี 
ขนาด 0.5-0.7 × 1.5-2.0 ไมครอน เคลื่อนที่โดยใชแฟลกเจลลา (flagella)ที่ติดอยูดานใดดานหนึ่ง
ของเซลล ซ่ึงมีจํานวน 1-4 เสน เปนแบบ polar flagella โดยทั่วไปในเชื้อ R. solanacearum สาย
พันธุที่ใชหางในการเคลื่อนทีจ่ะไมทําใหเกดิโรค (avirulent strain) สวนสายพันธุที่ไมมีแฟลกเจลลา
จะเปนสายพันธุที่กอใหเกิดโรคได (virulent strain) (Kelman, 1953) R. solanacearum เปนเชื้อ
แบคทีเรียที่ไมสรางสปอร ไมมีแคปซูลหอหุม บางสายพนัธุสรางเม็ดสีสีนํ้าตาลที่ละลายไดใน
อาหารเลี้ยงเชือ้หรือในพืช และสรางเม็ดสีดําบน potato slant ไมสามารถสรางเอนไซมยอยไขมนั
สรางยูรีเอส ใชซิเตรทเปนแหลงคารบอนได สามารถสรางเอนไซมคะตาเลส การสรางเอนไซมออก
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ซิเดส สามารถเปลี่ยนไนเตรทใหเปนไนไตรทได ไมมีปฏิกิริยากับการทดสอบ levan ไมสามารถ
ยอยแปง ไมสามารถสรางอินโดล (indole) ไมเกดิไฮโดรเจนซัลไฟด ไมสามารถเจริญไดดีในอาหาร
ที่มีความเขมขนของเกลือตั้งแต 2 % ขึ้นไป มีคุณสมบัติเดนในการใชนํ้าตาลเปนแหลงคารบอน คือ
จะเกิดกรดเล็กนอยในอาหาร glucose D(-)fructose sucrose และ trehalose แตจะเกดิกรดมากใน
อาหาร D-mannitol, dulcitol , D-soritol,  D(-)galactose และ glycerol ไมเกิดกรดและยังทําให
อาหารเปนดางใน lactose L(-)arabinose xylose, D(+)mannose, adonitol, raffinose, cellobiose, L-
rhamnose, salicin, insulin และ maltose (สุธัญญา, 2527; Denny and Hayward, 2001)  
 

การจัดจําแนกเชื้อ R. solanacearum Hayward (1964) ไดมกีารจัดจําแนกชนิดของเชื้อตาม
ความสามารถในการใชนํ้าตาลของเชื้อ 6 ชนิด ไดแก นํ้าตาลมอลโทส (maltose) แลคโทส (lactose) 
เซลโลไบโอส (cellobiose) แมนนิทอล (mannitol) ซอรบิทอล (sorbitol) และดูลซิทอล (ducitol) 
สามารถแบงออกได 5 ไบโอวาร คือ 

 
ไบโอวาร 1 เปนสายพันธุที่ไมใชนํ้าตาลทั้ง 6 ชนิด เปนสายพันธุที่แยกเชื้อจากพืชหลายวงศ 

โดยเฉพาะพืชในวงศ Solanaceae เปนพืชที่ออนแอตอเชื้อนี้มาก 
ไบโอวาร 2 เปนสายพันธุที่ใชนํ้าตาล มอลโทส แลคโทส และเซลโลไบโอสเปนสายพันธุ

แยกเชื้อจากพชืพวกกลวย และไมประดับพวกเฮลิโคเนีย 
ไบโอวาร 3 เปนสายพันธุที่ใชนํ้าตาลทั้ง 6 ชนิด เปนสายพันธุที่แยกเชื้อจากพืชหลายวงศ 

โดยเฉพาะพืชในวงศ Solanaceae เปนพืชที่ออนแอตอเชื้อนี้มาก 
ไบโอวาร 4 เปนสายพันธุที่ใชนํ้าตาล แมนนิทอล ซอรบิทอล และดูลซิทอลเปนสายพันธุ

จากเชื้อพืชวงศขิง ขา 
ไบโอวาร 5 เปนสายพันธุที่ใชนํ้าตาล มอลโทส แลคโทส และเซลโลไบโอส และ          

แมนนิทอล เปนสายพันธุเชื้อจากหมอนจากประเทศจีน 
 

Horita and Tsuchiya (2001) รายงานวา เชือ้แบคทีเรียชนดินี้จัดเปนกลุมที่มีความซับ 
ซอน แตเมื่อพจิารณาถึงความหลากหลายนั้นสามารถแบงแยกออกเปนกลุมสายพันธุ (strain) 
พาโทวาร (pathovars), ไบโอวาร (biovar) และ race การจําแนกเชื้อเปนไบโอวาร และ race นั้น 
นิยมใชกันโดยทั่วไป และการจัดโดยอาศยัความสามารถในการเขาทําลายพืชอาศัยชนิดตาง ๆซ่ึง 
สามารถแบงออกไดเปน 5 race ไดแก 

race 1 กอใหเกิดโรคเหี่ยวกบัพืชในวงศ Solanaceae และพืชวงศอ่ืนๆ 



 

7 

race 2 กอใหเกิดเหีย่วกับพชืในวงศ Musaceae 
race 3 กอใหเกิดโรคเหี่ยวกบัมะเขือเทศ มนัฝรั่ง แตไมเกดิโรครุนแรงกบัพืชในวงศ  
Solanaceae 
race 4 กอใหเกิดโรคเหี่ยวกบัพืชในวงศ Zingiberaceae 
race 5 กอใหเกิดโรคเหี่ยวกบัหมอน (mulberry) 

 
สําหรับในประเทศไทยเชื้อ R. solanacearum ที่พบจัดจําแนกอยูใน race 1 ไบโอวาร 3 

และไบโอวาร 4 โดยพบไบโอวาร 3 ในอัตราสวนที่มากกวาไบโอวาร 4 (ศุทธนา, 2543) จากการ 
รายงานของ ณฎัฐิมา (2541) พบวา เชื้อไบโอวาร 4 มีการระบาดคอนขางนอย มีการเขาทําลายพืช 
ในวงศ Zingiberaceae เชน ขิงและปทุมมา และพืชในวงศ Solanaceae มีระบาดทั้งภายในประเทศ
ไทยและประเทศในแถบเอเชียอ่ืนๆดวย Boonsuebsakul (1994) รายงานพบ race 3 ไบโอวาร 2 ใน
มันฝรั่งที่ปลูกในที่สูง 
 

R. solanacearum เปนเชื้อสาเหตุที่เจริญไดดีในดิน สามารถมีชีวิตอยูรอดในดินไดเปนเวลา 
นาน โดยอาศยัอยูกับเศษซากพืชที่เปนพืชอาศัย หรืออยูบริเวณรากพืช จํานวนประชากรของเชื้อใน 
ดินจะมีความสัมพนัธกับปริมาณการเพิ่มจาํนวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum ในพืชอาศยั 
การลดจํานวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum ในดนิใหนอยลงจะเปนปจจยัที่มีความสําคัญที่ 
จะเกิดความตานทานตอการเกิดโรคในสภาพธรรมชาติ (Horita and Tsuchiya, 1998)  เชื้อ R. 
solanacearum สามารถอยูในซากพืชที่อยูในดินไดนานถงึ 7 เดือน (Devi et  al., 1981) นอกจากนี ้
เชื้อ R. solanacearum สามารถแพรกระจายอยูตามพืน้ดนิตาง ๆในระดับความลึก 30 เซ็นติเมตร 
และในระดับความลึก 60-75 เซ็นติเมตรจะมีปริมาณลดนอยลง แตจะไมพบเชื้อในระดับความลกึ 15 
เซ็นติเมตร เนือ่งจากเปนระดับที่มีความชืน้ในดนิตํ่า การแพรกระจายของเชื้อในดินภายใตสภาพ 
ธรรมชาติ มีการกระจายตัวที่ไมแนนอนและไมสามารถที่จะคาดคะเนได เชื้อสามารถอยูรอดในดนิ 
บางชนิดไดเปนเวลานาน แตในดินบางชนดิกลับมีปริมาณประชากรลดลงอยางรวดเร็ว ทั้งยังเปน 
ดินที่มีการปลกูพืชอาศัยที่ออนแอตอการเขาทําลาย (Kelman, 1953) และจากรายงานของ McCarter 
(1976) รายงานวาเชื้อ R. solanacearum สามารถอยูในดนิเปนระยะเวลานานถึง 4 ป และเชื้อ 
สามารถอยูขามฤดูในดนิไดโดยปราศจากพืชอาศัย โดยอยูในสภาพ saprophyte เมื่อมีพืชอาศัยจะ 
ปรับตัวเปนเชือ้สาเหตุโรคพืชเขาทําลายพชืทําใหพืชเปนโรคได  Kelman (1953) ไดเสนอวา 
ความชื้นเปนปจจัยสําคัญทีม่ีผลตอการเปลี่ยนแปลงจํานวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum 
ความชื้นในดนิจะทําใหเชื้อที่อาศัยอยูในดนิมีชีวิตอยูรอดไดมากขึน้ ซ่ึงจะสงผลใหมคีวามสามารถ 
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เขาทําลายพืช และการพัฒนาอาการของโรคไดดีขึ้น ทั้งมคีวามสามารถที่จะแพรกระจายจากพืช 
อาศัยลงสูดิน แตการทําใหดนิแหงเปนระยะๆจะสามารถทําใหการเกิดโรคลดลงได และทําใหเชื้อ 
ที่อยูในดินมีชีวิตรอดนอยลง จะสงผลทําใหการเพิ่มจํานวนประชากรของเชื้อในดนิลดลง จากราย 
งานของ Quinon (1963) พบวาเมื่อดนิมีอุณหภูมิเปลี่ยนแปลงจาก 30 องศาเซลเซียส เปน 35 องศา 
เซลเซียส ในขณะที่ทําการปลูกเชื้อ เชื้อจะสามารถเขาทําลาย และทําใหพืชเกิดโรคอยางรวดเร็วและ 
ในสภาพที่อุณหภูมิที่ตํ่ากวา 19 องศาเซลเซียส พืชจะไมแสดงอาการเปนโรค นอกจากนี้ความชืน้ 
สัมพัทธในบรรยากาศที่สูงอัตราการเพิ่มจํานวนเซลลของเชื้อ R. solanacearum ในทอลําเลียงของ
พืชมากขึ้น และพืชจะมีอัตราการเกิดโรคเพิม่ขึ้น (Grive, 1943)  Walker (1952) รายงานวาจากการ 
ทดลองในอินโดนีเซียพบวาเมื่อดินมีซุปเปอรฟอสเฟตสูงและมีไนโตรเจนตํ่า เชื้อจะมกีารเพิ่ม 
จํานวนประชากรมากขึ้น ทําใหโรคมีความรุนแรงเพิ่มมากขึ้น การเพิ่มไนโตรเจนใหกบัดิน 
อาการโรคจะลดลงและถาดินขาดโพแทสเซียมอาการของโรคจะรุนแรงมากขึ้น นอกจากนีก้าร
เปลี่ยนแปลงจาํนวนประชากรของเชื้อในดนิที่มีคาความเปน pH 6.8 ประชากรของเชือ้เพิ่มมากขึ้น
และโรคมีอาการรุนแรงมากขึ้น แตความรนุแรงของโรคจะลดลงเมื่อดนิมีสภาพเปนกรดเพิ่มขึ้น 
หรือมีคาความเปน pH เทากบั 4.3 
 
2. การควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชีวภาพ 
 
 Lucas (1998) รายงานวาในสภาพปจจุบนัที่ประชาชนเพิม่ความตระหนักในเรื่องของสิ่ง 
แวดลอมมากขึ้น การนําสารเคมีมาใชในการควบคุมศัตรูพืช เชื้อสาเหตุโรคพืชและวชัพืชนั้นสงผล
กระทบตอส่ิงแวดลอมเปนอยางมาก ดังนัน้การควบคุมโรคพืชโดยวิธีการทางชีวภาพจึงเปนวิธีการ
กวางๆ ที่เกิดจากการนําเอาสิง่มีชีวิตชนิดตางๆ มาใชในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช จากคํานยิามนี้
จะรวมถึงความตานทานของพืชอาศัยตามธรรมชาติ การควบคุมโรคโดยวิธีทางชวีภาพจึงมีผลทั้ง
ทางตรงและทางออมในการลดประชากรของเชื้อสาเหตุโรคพืชใหนอยลง รวมทั้งการใชเชื้อ
ปฏิปกษหรือการจัดการตางๆเพื่อใหประชากรของเชื้อสาเหตุโรคพืชลดลง ดังนั้นการควบคุมโรค
โดยวธีิชีวภาพมีวัตถุประสงคเพื่อใชจุลินทรียในธรรมชาติที่ไมเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอมมาใชใน
การควบคุมโรคพืช (Elad and Chet, 1995)  Cook and Baker (1983) รายงานการควบคุมโรคพืชโดย
วิธีชีวภาพ โดยจัดแบงได 3 ลักษณะ คือ การควบคุมปริมาณประชากรของเชื้อสาเหตุโรคพืช การ
ปองกันพื้นที่ผิวของพืชโดยใชจุลินทรียปฏิปกษ ซ่ึงจุลินทรียปฏิปกษจะใชสวนของพืชเปนสวนรวม
ในการปองกนัควบคุมโรคพืช และการควบคุมสวนของเนื้อเยื่อพืชบริเวณทีแ่สดงการเกิดโรคของ
พืช ซ่ึงวิธีการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชวีภาพจะใชวิธีการควบคุมมากกวาหนึ่งลักษณะ 
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 ปริญญา (2532) ใชแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4 และ CH6 ที่แยกจากดิน 
พบวาสายพนัธุ CH6 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการเกิดโรคเนาเละของมันฝรั่งที่เกิดจากเชือ้ 
Erwinia carotovora subsp. carotovora (ECC) ได 70 และ 80 เปอรเซ็นตในกรรมวิธีการจุมชิ้นตา
มันฝรั่งและการราดสารแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษซ้ําในดินตามลําดับ ในกรรมวิธีเปรียบเทยีบ
ที่ไมมีเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษของ B. subtilis สายพันธุ CH4 และ CH6 ตอการเติบโตของเชื้อ Soft 
Rot Erwinias (SRE) ทําใหเกิดโรค 100 เปอรเซ็นต จากการศึกษาของอุรัจฉทา (2534) ไดศึกษาการ
ใชแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ  CH4, Serratia marcescens สายพันธุ NA25 และ Pseudomonas 
fluorescens สายพันธุ NA1, NA37 PH9 และSU1 สามารถควบคุมเชื้อ R. solanacearum โดยการใช
การราดลงดิน และการจุมรากในสารแขวนลอยเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษกอนยายลงปลูกในดินที่ผสม
เชื้อ R. solanacearum ถาใชรวมกับพันธุทีม่ีความตานทานสูงจะมีผลทําใหระดับประชากรของเชื้อ
ในดินลดลงอยางเหน็ไดชัดเจน และพบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ NA1 และสายพันธุ NA25 
ใหผลดีที่สุดในการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ และมีความสามารถเจริญบริเวณรากของมะเขือ
เทศไดด ีการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศโดยใชแบคทีเรียแอนทาโกนิสต P. fluorescens สาย
พันธุ NA1 จะใหผลดีกวาการใชสารเคมี Dexan ในมะเขอืเทศพันธุ L390 ซ่ึงเปนพันธุที่มีออนแอ 
แตในพันธุที่มคีวามตานทาน (L 285) จะไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ซ่ึงจากการ
ทดสอบเชื้อ P. fluorescens สายพันธุ NA1 กับเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ SR21 ในหองปฏิบัติ 
การโดยวิธี paper disc diffusion จะใหผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแตกตางกันตามความเขมขน
ของสารแขวนลอยเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษ ประชากรของเชือ้สายพันธุ NA1 ในดินผสมทางการคา 
(นนทร ี6) และดินที่ผานการนึ่งฆาเชื้อจะมปีริมาณประชากรสูงกวาดนิที่ผสมแกลบและไมผานการ
นึ่งฆาเชื้อ หลังจากที่ใสเชื้อลงสูดินเปนเวลา 60 วัน (สุภกิจ, 2536) และจากการศึกษาของ ชอทิพย 
(2538) ไดใชแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดจากแหลงตางๆ 40 สายพันธุ พบวาเชื้อ B. subtilis สายพันธุ 
CH6 และเชื้อ fluorescent pseudomonads สายพันธุ F2 นํามาทดสอบการยับยั้งเชื้อ ECC 11 สาย
พันธุ เชื้อ E. chrysanthemi5 สายพันธุ และเชื้อ E. c. subsp. atroseptica สายพันธุ P6 โดยวิธี paper 
disc diffusion พบเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 3 สายพันธุ B. subtilis สายพันธุ NK-T03 และCH6 และเชือ้ 
P. fluorescens สายพันธุ F2 มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อโรคไดดีที่สุด  
  
 ประจวบ (2548) ไดทดสอบความสามารถของแบคทีเรียปฏิปกษ จํานวน 4 สายพันธุ คือ 
NA1,SU1, CH4 และ CH6 ในการยับยั้งเชือ้ R. solanacearum  ดวยวิธี paper disc diffusion พบวา 
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ CH4 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ R. solanacearum  
ไดดีที่สุด มีขนาดเสนผานศนูยกลางบริเวณใสสูงสุดคือ 9.72 มิลลิเมตร และในการทดสอบการสง 
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เสริมการเจริญเติบโตของตนกลาที่เจริญจากเมล็ดที่คลุกดวยเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH6 มีน้ําหนกั
รากแหงสูงสุด 5.35 กรัม จากนั้นก็ไดมกีารนําเชื้อแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ CH4 มาศึกษาถึง
กลไกการยับยัง้เชื้อ R. solanacearum  พบมีการสรางโปรตีนสูงถึง 1.866 μg/μl เมื่อวเิคราะหแยก
สารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อดวยวิธี TLC bioassay บนแผน silica gel 60 โดยใชสารละลาย
คลอโรฟอรม: เมทานอล (9:1) โดยปริมาตรเปนตัวพาและทดสอบการยับยั้งเชื้อ R. solanacearum 
พบบริเวณใสในการยับยั้ง Rf   เทากับ 0.03 และวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC พบกรดอะมิโน 15 ชนิด 
เมื่อนํามายอยดวย proteinase K พบเสียคุณสมบัติในการยับยั้งจึงคาดวาเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ CH4 สรางสารปฏิชีวนะในการยบัยั้งเชื้อ R. solanacearum อยูในกลุม lipopeptide 
สอดคลองกับปริญญา (2532) ที่รายงานวาสารเมตาโบไลทมีโปรตีนเปนองคประกอบที่สําคัญใน
การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียโรคพืช 
 
3. กลไกของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชีวภาพ 
 
 Baker and Cook (1983) เสนอความคิดที่เกีย่วกับกลไกการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทาง
ชีวภาพนั้นมกีลไกที่ชัดเจนหลายกลไก คือ การแขงขันในเรื่องของสารอาหารระหวางเชื้อสาเหตุ
โรคกับเชื้อปฏิปกษและการสรางสารปฏิชีวนะของจุลินทรียปฏิปกษในการปองกันหรือยับยั้งเชื้อ
สาเหตุของโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียบางชนิด Weller (1988) พบวาเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษที่มี
ศักยภาพสูงในการใชในการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชวีภาพมหีลายสกุล ไดแก Actinoplanes, 
Agrobacterium, Alcaligenes, Amorphosphorangium, Arthobacter, Azotobacter ,Bacillus, 
Cellulomonas, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Hafnia, Micromonospora ,Pseudomonas, 
Pasturia, Rhizobium, Bradyrhizobium, Serratia, Streptomyces, และ Xanthomonas  
 

Paul and Clark (1996) รายงานวากลไกที่ใชในการควบคุมโรคพืชโดยทางชีวภาพนัน้มี
รูปแบบที่หลากหลายไมสามารกําหนดขอบเขตที่ชัดเจนได และที่พบโดยทัว่ไปจะมทีั้งที่เปนผล
โดยตรงในการยับยั้งโดยทั่ว ๆไป และเปนวิธีการเฉพาะเจาะจงกับเชื้อสาเหตุโรคพืช กลไกทั้งสามที่
มักพบโดยทัว่ไป คือ กลไกแรกนั้นจะเปนการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียเปาหมายโดยการสราง
สารปฏิชีวนะ เอนไซมหรือสาร biocide ออกมาใชในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช กลไกที่สองจะ
ไปยับยั้งจุลินทรียเปาหมาย โดยไปจํากัดปจจัยทีใ่ชในการดํารงชีวิตใหสามารถใชไดนอยลงหรือไม
สามารถนํามาใชประโยชนได และกลไกสุด ทายคือการยบัยั้งเชื้อสาเหตโุรคพืชโดยตรงในรูปแบบ
ปรสิตหรือภาวะผูลาตอศัตรูพืช หรือปรสิตของพืชนั้น ๆโดยตรง  Lam and Gaffney (1993) ไดสรุป
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เกี่ยวกับกลไกของแบคทีเรียปฏิปกษที่ประสบผลสําเร็จในการควบคุมโรคพืชนั้นจะใชความ 
สามารถในการเขาครอบครองสวนของพชือาศัยที่เหมาะสมและมีการสรางสารที่เปนปฏิปกษตอ
เชื้อสาเหตุโรคพืช เชน สารปฏิชีวนะ, สารไซเดอโรฟอร (siderophores), แอมโมเนีย ไซยาไนด และ
เอนไซม hydrolytic แบคทีเรียปฏิปกษเปนจุลินทรียทีแ่สดงความสามารถดังที่กลาวมาแลวไดดีใน
สภาพแวดลอมของแปลงปลูกไดด ีคือ Pseudomonas และ Bacillus (Van Driesche and Bellow, 
1996) De'fago and Haas (1990) ไดรายงานวาแบคทีเรียพวก Pseudomonads จะสรางสารเมตา
โบไลท ออกมานอกเซลลที่มีความสําคัญในการยับยั้งการเกิดโรคพืช สาร phenazine เปนสารปฎิชีว
นะที่สรางขึ้นโดยแบคทีเรีย fluorescent pseudomonads เพื่อที่จะยับยั้งการเจริญของโรค take-all 
disease ของขาวสาลีที่เกิดจากเชื้อรา Gaeumannomyces graminis var.tritici โดยใช P. fluorescens 
สายพันธุ 2-79 ยับยั้งการเจรญิของเชื้อในแปลงปลูกไดโดยการคลุกเมล็ดดวยเชื้อ P. fluorescens 
กอนที่จะนําเมล็ดไปปลูกในแปลง (Weller, 1988)  เชื้อแบคทีเรีย P. fluorescens สายพันธุ CHAO 
จะยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค Thielaviopsis basicola ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุของโรครากเนาดําของยาสูบ 
(black root rot of tobacco) และ G. graminis var. tritici เปนเชื้อสาเหตขุองโรค take-all disease 
ของขาวสาลี ตามลําดับ เชื้อแบคทีเรีย P. fluorescens สายพันธุ CHAO  จะมีการสราง 2,4 
diacetyphloro-glucinol ซ่ึงเปนสารเมตาโบไลทที่มีฤทธิ์ตอตานเชื้อรา สารตอตานแบคทีเรียและ 
phytotoxic activity (Keel et  al., 1992 ; Cook et  al., 1995) สาร phloroglucinol เปนสารประกอบ 
phenolic ในแบคทีเรียและในพืชซ่ึงบางชนิดมีฤทธิ์เปนสารตอตานไวรัสหรือเปนสารตอตาน
แบคทีเรีย หรือเปนสารตอตานเชื้อรา หรือเปนสารตอตานพยาธิตวัตืดและมีคณุสมบตัิเปน 
phytotoxic (Thomashow and Weller, 1996)  Handelsman and Stabb (1996) รายงานวาสาร 
phenazine-1-carboxylate นัน้สามารถที่จะยับยั้งการเจรญิเติบโตเชื้อสาเหตุโรคพืชไดหลายชนดิ 
 
 Thomashow et al. (1990) รายงานวาแบคทเีรีย P. fluorescens สายพันธุ CHAO ที่บริเวณ 
rhizosphere ของขาวสาลีในระยะที่มใีบ 3 ใบ จะผลิตสารปฎิชีวนะ phenazine ได 55-80 มก.ตอพื้น 
ที่1 เฮกตาร Leisinger and Margraff (1979) ไดรายงานวาสารปฏิชีวนะสวนใหญที่แยกไดจากอาหาร
เล้ียงเชื้อของ Pseudomonas ไดแก phenazine, pyrrolnitrin-type antibiotic, pyo compound และ
indole derivatives (Thomashow and Weller, 1980) แบคทีเรีย Pseudomonas และ Streptomyces จะ
สามารถสรางสารปฏิชีวนะ phenazine ซ่ึงเปนสารที่มีสวนประกอบของ heterocyclic ของ
ไนโตรเจนเปนอนุพันธของ chorimic acid เปนสารหลักในการเมตาบอลิสมของ shikimic acid 
pathway สาร phenazine เปนสารที่ยับยั้งแบคทีเรียและเชื้อราแบบ broad-spectrum toxicity  
การศึกษาสวนใหญจะเนนถึงความสัมพันธของ phenazine-1-carboxylic acid (PCA ) จาก P. 
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fluorescens 2-79 และ P.chlororaphis 30-84 กับการยับยั้งโรค take-all สวนในแบคทีเรีย P. 
fluorescens Hv37 จะผลิตoomycinA ใชในการควบคุม Pythium ultimum  การสราง oomycin A นั้น
สามารถชักนําไดโดยการใชนํ้าตาลกลูโคสและนํ้าตาลชนดิอื่น ๆ บางชนิดและยับยั้งการรวมตัวของ
กรดอะมิโน (Thomashow and Weller, 1996)  Broadbent et al. (1977) รายงานวาแบคทีเรีย Bacillus 
spp. จากการทดสอบในพืชชนิดตาง ๆในความสามารถในการควบคุมโรคพืช เปนแบคทีเรียอีกชนดิ
หนึ่งที่มีลักษณะโดดเดนในความสามารถในการควบคุมโรค เนื่องจากเปนแบคทีเรียที่สามารถสราง
เอนโดสปอรจึงสามารถทนทานตอความรอนและความแหงแลงไดด ีแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
A13 สามารถยับยั้งเชื้อสาเหตโุรคพืชไดหลายชนิด และมคีุณสมบัติในการสงเสริมการเจริญเติบโต
ของพืชใหดีขึน้ในหลายพืชทั้งในดนิที่นึ่งฆาเชื้อและในดินธรรมชาติ แบคทีเรีย Bacillus sp. สาย
พันธุ L324-92 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคพืชของขาวสาลี 
(Kim et  al., 1994) อยางไรกต็ามแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่พบในบริเวณ rhizosphere นั้นมีแนว 
โนมที่จะสรางสารปฏิชีวนะที่สามารถจะยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคที่เกิดโรคใน
ระบบรากพืชไดดีกวาแบคทีเรียในกลุม pseudomonads (Baker and Cook, 1983) Glick and Bashan 
(1997) เสนอวากิจกรรมที่เกดิจากการควบคุมทางชีวภาพที่เกิดขึ้นโดยตรงนั้นจะมีความสัมพันธกับ
ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะของแบคทีเรีย การปรับปรุงการสรางสารปฏิชีวนะของ
แบคทีเรียปฏิปกษสามารถทําไดดวยวิธีพนัธุวิศวกรรมโดยการใช เทคโนโลยี recombinant DNA 
โดยการเพิ่มยนีที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับการสรางสารปฏิชีวนะเพียงยีนเดียวเขาไปการควบคุมโรคพืช
โดยวิธีทางชวีภาพของเชื้อสาเหตุโรคที่เจรญิเติบโตในดนิจะมีรูปแบบที่ซับซอน เพราะเมื่อมีโรค
เกิดขึ้นจะเกิดความผันแปรของสภาพแวดลอมที่บริเวณ rhizosphere ซ่ึงมีการเปลี่ยนแปลงเกดิขึ้น
อยางรวดเรว็ ปฏิกิริยาของจลิุนทรียจะเพิ่มขึ้น และมีจํานวนประชากรเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบั
บริเวณอืน่ที่นอกเหนือจากบริเวณ rhizosphere ซ่ึงในบริเวณนี้มีกลไกการตอตานการเจริญเติบโต
ของเชื้อสาเหตุโรคพืช (antibiosis) กับแบคทีเรียปฏิปกษเกิดขึ้นไดอยางมีประสิทธิภาพสูง ซ่ึงพบวา
เปนเชื้อแบคทเีรีย pseudomonads เปนสวนใหญในปจจุบนัไดมีการศกึษากันอยางกวางขวางเกีย่ว 
กับการสรางสารปฏิชีวนะในบริเวณ rhizosphere แบคทีเรีย fluorescent pseudomonads เปน
แบคทีเรียพวกแรกที่พบวามกีารสรางสารปฏิชีวนะทีใ่ชในการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชีวภาพ  P. 
fluorescens สายพันธุ CHAO จะสรางสารอนุพันธของ phenazine hydrogen cyanide 2,4-
diacetylphloroglucinol และ pyoluteorin (Handelman and Stabb, 1996) สารเมตาโบไลทที่
แบคทีเรีย pseudomonads สรางขึ้นมีความสําคัญในการยบัยั้งการเกดิโรคและบางชนดิยังสงเสรมิ
การเจริญเติบโตของพืช ซ่ึงจะมีหลักในการทํางาน 3 อยางหลัก ๆ ที่จะอธิบายถึงลักษณะกลไกการ
ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชของแบคทีเรียปฏิปกษ คือ กลไกที่ 1 เปนการยบัยั้งเชื้อสาเหตโุรคโดยการ
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แขงขันการใชธาตุเหล็ก (Fe3+ ) กลไกที ่2 เปนการยับยั้งเชื้อโรคโดยการแพรหรือการสรางสารไอ
ระเหย (volatile) ซ่ึงเปนสารยับยั้งหรือขัดขวางสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ (antibiosis) กลไกที่ 3 เชื้อปฏิปกษจะ
ชักนําใหพืชมคีวามตานทานตอโรค สําหรับสารหลักที่แบคทีเรีย fluorescent pseudomonads สราง
ขึ้นจะเปนสารไซเดอโรฟอร, สาร pyroverdin (pseudobactin), สาร dihydroxy-quinoline 
chromophore และเสนสายเปปไทด นอกจากนีย้ังพบวามีการสราง hydrogencyanide (HCN) ใน
ระยะทายของการเจริญเติบโต  สําหรับสารเมตาโบไลทจาก pseudomonads จะยับยั้งการการเจริญ
ของเชื้อสาเหตุโรคพืชและเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช ( De’fago and Haas, 1990) สาร
เมตาโบไลทเปนสารประกอบทั่วไปที่ไมจําเปนตอการเจริญเติบโตที่รางกายสิ่งมีชีวติสรางขึ้น 
(Bu’lock, 1961) สารปฏิชีวนะเปนคําที่มคีวามหมายกวาง ๆ หมายถึงสารที่รางกายสรางขึ้นมาใน
ส่ิงมีชีวิตชนิดหนึ่งแลวไปมผีลตอส่ิงมีชีวิตอื่น สารปฏิชีวนะที่รูจักกนันั้นมีจํานวนมากและมจีํานวน
เพิ่มมากขึ้น ในปจจุบันมีประมาณ 4,000 หรือ 5,000 ชนิด แบคทีเรีย B. subtilis มีการสรางสาร
ปฏิชีวนะ iturinA ที่เปนสารหลักที่ใชในการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชีวภาพ สารควบคุมโดยวิธี
ชีวภาพทีน่ํามาใชในการคลุกเมล็ดพืชกอนนํา ไปปลูกภายใตช่ือการคา Quantum-4000 (Baker and 
Paulitz, 1996) สารปฏิชีวนะที่สรางโดย B. subtilis  
 

Weller and Thomashow (1993) ไดสรุปบทบาทของสารเมตาโบไลทที่มีคุณสมบัติเฉพาะ
ของสารปฏิชีวนะที่ใชในการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชวีภาพตองมีลักษณะ 4 ประการ คือประการ
แรกสิ่งที่ใชในการควบคุมโดยวิธีชีวภาพนัน้ตองสามารถสรางสารปฏชีิวนะได ประการที่สอง ส่ิง
นั้นตองมีความสัมพันธระหวางการสารปฏิชีวนะและความสามารถในการควบคุมโรคประการที่
สามสารปฏิชีวนะที่ทําใหบริสุทธิ์หรือสารที่แยกออกจากเซลลหรือสารที่สกัดจากสิ่งนั้นๆทั้งตัว
ประการสุดทาย ในสิ่งมีชีวิตที่กลายพันธุทัง้โดยวิธีการใชสารเคมีหรือชักนําดวยแสงอัลตราไว
โอเลทที่ไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะจะยับยั้งโรคไดลดลง 
 
 Ohno et  al. (1996) รายงานวา B. subtilis สายพันธุ NB22 เปนสายพันธุที่สรางปฏิชีวนะใน
กลุม lipopeptide ท่ียับยั้งเชื้อราเปนสาร iturin A เปนแบคทีเรียปฏิปกษกับเชื้อสาเหตุโรคหลายชนดิ 
ในสภาพ in vitro ทั้งยังมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคในตนกลามะเขือเทศและแตงในการทด 
สอบในแปลง iturin A เปน cyclic heptapeptide ของ α-amino acid ซ่ึงเชื่อมตอเปนเสนสายยาวของ 
β-amino acid เปนชนิด homologous   Besson et  al. (1976) รายงานวา iturin A เปนสารตอตานเชื้อ
รา (antifungal) ที่มีลักษณะเปน lipopeptide เปน β-amino acid เปนชนดิ homologous ที่มีสวน 
ประกอบที่เปนสารออกฤทธิ์พวก bacillomycin B, bacillomycin R และ eumycin เมื่อนาํมาแยกดวย
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เทค นิค thin-layer chromatography แยกไดกรดอะมิโนชนิดที่ละลายในไขมัน (liposoluble) และ
เปนพวก peptide จากการศึกษาทั้งรูปของ crude และสารที่แยกสารอาหารเลี้ยงเชื้อ B. subtilis และ
ทํา ใหบริสุทธิ์ขึ้นจะมีผลในการตอตานเชือ้ราอยางรุนแรง และมีผลนอยหรือไมมีผลตอการตอตาน
แบคทีเรีย 
 
 Nakayama et al. (1997) พบวา recombinant ของ B. subtilis M113 (pC115) สามารถผลิต 
surfactin และ iturin A ซ่ึงสาร surfactin เปนสารที่มีคุณสมบัติเปน biodegradtion biosurfactan ที่มี
โครงสรางเปนวงปดของ iso-C15hydroxy carboxilic acid และ กรดอะมิโน 7 ตัว คือ L-Glu(1) –
LLeu(2) –(3) L-Val(4) –L-Asp(5) –D-Leu(6) L-Leu(7) มี B. subtilis หลายสายพนัธุที่ผลิตสาร
ปฏิชีวนะในกลุม cyclic lipopeptide ในกลุมของ iturin จะมีโครงสรางหลักที่ม ีiturin ring ที่มีลําดับ
ของ β-hydroxy fatty acid - L-Asp- D-Tyr- D-Asn และลําดับกรดอะมิโนอีก 4 ตัวที่เหลือจะแตก 
ตางกันไป  สวนใน surfactin จะเปน β-hydroxy fatty acid (โดยปกติจะเปน β-hydroxydecanoic 
acid ) ที่จับกับกลูตาเมทดวย amide bond และจับตอกับ D-Leu ดวย ester linkage (Zuber et 
al.,1993) 
 

Sharga (1998) พบวาในการเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพนัธุ BS 107 สามารถสังเคราะหสาร
ปฏิชีวนะในชวงแรกของการเจริญเติบโตและจะสรางสารปฏิชีวนะสูง สุดเมื่ออาหารใกลหมดสาร
ปฏิชีวนะที ่B. subtilis สายพนัธุ BS107 สรางขึ้นมีฤทธิ์ตานทานปฏิกิริยาของเอนไซมนิวคลีเอส 
(Nuclease), โปรติเอส (Protiase) และไลเปส (Lipase) นอกจากนี้ยังสามารถยับยั้งเชื้อ Erwinia 
carotovora subsp. atroseptica และ Erwinia carotovora subsp. carotovora เมื่อใช B. subtilis สาย
พันธุ BS107 หรือสารปฏิชีวนะที่เชื้อสรางขึ้นนําไปใชบริเวณรอยตัดมันฝรั่งจะชวยปองกันและลด
อาการโรคได เมื่อสกัดสารปฏิชีวนะที่เชื้อสรางขึ้นนี้ออกมาเก็บไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส จะ
สามารถเก็บไวไดนานมากกวา 1 ป 
 
 ปริญญา (2532) ไดรายงานวาการเปนแบคทเีรียปฏิปกษของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH6
และสายพนัธุ CH4 ตอการเจริญของเชื้อ SRE เกิดจากการผลิตสารปฏิชีวนะซึ่งมีองคประกอบสวน
ที่ออกฤทธิ์มีคุณสมบัติโปรตีน เนื่องจากการเสื่อมคุณสมบัติการยับยั้งเมื่อนําไปทําปฏิกิริยากับสาร 
ละลายของเอนไซม proteinase K protease type I และ type XIV ในสารละลายบัฟเฟอร pH 2.2 และ 
4.0 เมื่อนําไปผานความรอนที่อุณหภูม ิ60 และ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ีอุรัจฉทา 
(2534) ไดทําการศึกษาสารที่มีฤทธิ์ในการยบัยั้ง (antagonistic activity) โดยการนําเชื้อแบคทีเรีย
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ปฏิปกษ 6 สายพันธุ คือ Pseudomonas fluorescens 2 สายพันธุ คือ NA1 และ SU1 B. subtilis 1สาย
พันธุ คือ CH4, B.licheniformis 2 สายพันธุ คือ NA37 และ PH9 และเชื้อ Serratia macrescens 1 
สายพันธุ คือสายพันธุ NA25 โดยนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเล้ียงในอาหารเหลว นําสวนน้ําใสมา
ตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต นํามาทดสอบคุณสมบัติการยับยั้ง พบวาตะกอนโปรตีน
ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ CH4, NA1 และ SU1 ใหผลยับยั้งเชื้อ R. solanacearum ไดเมื่อ
นําสารละลายตะกอนโปรตนีไปไฮโดรไลซดวยเอนไซม proteinase K จะสูญเสียความสามารถใน
การยับยั้งเชื้อ R. solanacearum เมื่อนําสารละลายตะกอนโปรตีนจากเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษมาแยก
ใหบริสุทธิ์โดยใช gel filtration chromatrography (Bio-GelRP100) พบวาเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษจาก 
3 สายพันธุ มนีํ้าหนกัโมเลกลุ 2.3, 3.1 และ 2.9 กิโลดาลตัน 
  
 อุรัจฉทา (2534) และอุรัจฉทาและคณะ (2535) ไดรายงานการคัดเลือกเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปกษเพื่อควบคุมโรคเหี่ยวจากเชื้อ R. solanacearum ในสภาพหองปฏิบัติการและโรงเรือนปลูก
พืชทดลอง พบวาเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งและยงัสามารถยับยั้ง
เชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นๆไดอีกดวย เชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4 นี้เมื่อใชรวมกับมะเขอืเทศพันธุ
ตานทานโรคจงึทําใหมีเปอรเซ็นตตนรอดตายสูงขึ้นถึง 90 เปอรเซ็นต และเชื้อ P. fluorescens NA1 
มีการรอดตายของมะเขือเทศถึง 100 เปอรเซ็นต และสารเมตาโบไลทที่เชื้อปฏิปกษผลิตมาควบคุม
เชื้อโรคเปนโปรตีน  

 
 พัชรินทร (2540) ไดศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4, CH6 และ P. fluorescens NA1 ในการควบคมุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศจากเชื้อ R. 
solanacearum ในโรงเรือน พบวามีประสิทธิภาพใกลเคยีงกัน การใชในรูปผงเชื้อดีกวาในรูปสาร 
ละลายและการใสผงเชื้อ 2 คร้ังดีกวาการใสคร้ังเดียว เมือ่ทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคเหี่ยวใน
แปลงทดลองพบวามีโรคเกดิ 44 เปอรเซ็นตซ่ึงดีกวาไมใสเชื้อปฏิปกษที่เกิดโรค 67 เปอรเซ็นต  
สวนวจิิตรา (2541) การควบคุมเชื้อราของขาวโดยชวีวิธีดวยจุลินทรียจาํพวก Bacillus spp. พบวา 
Bacillus spp. หลายสายพนัธุมีศักยภาพและกลไกการออกฤทธิ์โดยโครงสรางสารออกฤทธิ์ที่ผลิต
และปลอยออกมาในรูปสารปฏิชีวนะ, สารระเหยและเอนไซม β1–3 กลูโคเนส เปนตน เปนสาร
จําพวก iturin A และสารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสามารถทําลายผนังเซลลของ
เชื้อราและสปอรราโดยผานกลไกการเกิดรูพรุนทําใหเซลลเสียหายและแตกในที่สุด เมื่อศึกษาโดย
วิธีทางจุลชีววทิยาพบวาสารสกัดหยาบที่สามารถแยกไดมีคาการยับยั้งตอเชื้อราโรคไหม (blast) 
และโรคกาบใบแหง (sheath blight) ของขาว 
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 ปยะรัตนและคณะ (2540) ศกึษาการควบคุมโรคเหี่ยวจากเชื้อ R. solanacearum ของปทุม
มาพบวาการใชเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH6 รวมกับการจัดการดินโดยใชยเูรียอัตรา 68.5 กก./ไร 
และปูนขาว (800 กก./ไร) อบดินกอนปลูกพืช 3 สัปดาห สามารถควบคุมโรคได 100 เปอรเซ็นต 
และตรวจไมพบเชื้อโรคโดยมีประสิทธิภาพเทากับการใชสารเคมี Dazomet อัตรา 80 กก./ไร อบดนิ 
เมื่อใชดินรวนปนทรายการควบคุมสารเคมี Dazomet จะใหผลดีที่สุด (100%) และยังพบวาวิธีนี้
ดีกวาการใชยูเรีย ปูนขาวหรือเชื้อปฏิปกษอยางเดยีว 
 
 สุพจน (2545)ไดศึกษาการใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่ไดจากใบและดนิบริเวณรากถัว่เหลือง 
เพื่อควบคุมโรคใบจุดนนูของถั่วเหลืองที่เกดิจากเชื้อ Xanthomonas campestris pv. glycines โดยพบ 
วา B. firmus สายพันธุ KPS44 ควบคุมโรคไดดีที่สุดในหองปฏิบัติการ แตเชื้อ  Lactobacillus sp. 
สายพันธุ SW01/4 จะใหผลควบคุมโรคไดดีที่สุดในเรือนทดลองและมีประสิทธิภาพดีกวาการใช
สารเคมี copper hydroxide และ streptomycin นอกจากนีเ้มื่อทดสอบในสภาพไรเชื้อปฏิปกษสาย
พันธุ SW01/4 ก็ยังคงใหผลดีที่สุด คือเกิดโรคเพียง 38 เปอรเซ็นต และใหผลเฉลี่ย 273 กก./ไร ใน 
ขณะทีใ่ชเชื้อปฏิปกษเกดิโรค 78 เปอรเซ็นตและใหผลผลิตเพียง 228 กก./ไร และยังใหผลดีกวาการ
ใชสารเคมี streptomycin และ copper hydroxide เหมือนกับการทดลองในโรงเรือน 
 
 สุจินต (2545) ไดคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษจากแหลงตางๆ จากใบ เมล็ด และดนิ
บริเวณรากขาว พบวาเชื้อ Bacillus sp. และเชื้อ  Pseudomonas sp. สามารถควบคุมการเกิดโรคของ
ใบแหงของขาวที่เกดิจากเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ในเรือนปลูกพืชทดลองโดยการจุม
รากและฉีดพนทางใบโดยเกิดโรคเพียง 27-34 เปอรเซ็นต ในขณะที่ไมใชเชื้อปฏิปกษจะเกิดโรค 69 
เปอรเซ็นต  
 
4. ลักษณะของจุลินทรียปฏปิกษ Bacillus spp. 
 
 ลักษณะของจลิุนทรีย Bacillus spp. ที่จําแนกตาม Bergey’ s Manual of Systematic 
Bacteriology เลมที่ 2 ไดจัดใหอยูในวงศ Bacillaceae เปนแบคทีเรียแกรมบวก สรางสปอรแบบภาย 
ในเซลล เรียกวา เอนโดสปอร (endospore) เปนพวกที่ตองการออกซิเจนและบางครัง้เจริญในที่ไมมี
อากาศได (บัญญัติ, 2534) พบไดทัว่ไปในดินและพืช ชอบอุณหภูมปิานกลาง สวนใหญมีรูปรางเปน
ทอน มีบางที่เปนทรงกลมลักษณะโคโลนีกลมหรือบางครั้งรูปรางไมแนนอน ทบึแสง สีครีมนํ้าตาล 
ถาเคลื่อนที่จะใชแฟลกเจลลารอบตัว (flagella) มีขนาด 0.6–250 ไมครอน Bacillus spp. สามารถทน
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ตอสภาวะแวดลอมไดด ีและเจริญไดในอาหารหลายชนดิแมมีสารอาหาร เพียงเล็ก นอยก็สามารถ
เจริญได (สายใจ, 2541)  Bacillus spp. เจริญไดที่ pH 5.0–8.0 สามารถเจริญไดที่อุณหภูม ิ25–75 
องศาเซลเซียส บางสายพันธุสามารถทนตอความรอนสูงถึง 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ทนตอ
อุณหภูมิตํ่าสุด –5 ถึง –45 องศาเซลเซียส ผนังเซลลของ Bacillus spp. ประกอบดวยองคประกอบ
หลัก คือ เปปติโดไกลแคนและแอนไอออนนิกพอลิเมอรมากกวา 1 ชนดิ ตัวเซลลจะถูกหอหุมดวย
เยื่อเซลลที่ประกอบดวยไซโตพลาสมิกเมมเบรน ผนังเซลล นอกจากนีย้งัมีช้ันอื่นๆ อีก เชน แคปซูล 
เมือก และ แฟลกเจลลา เปนตน และไมมีช้ันผนังเซลลช้ันนอก  
 
 Bacillus spp. สรางสปอรแบบภายใน มีขนาดยาว 1.2–1.8 ไมครอน เร่ิมสรางสปอรหลัง 
จากสิ้นสุดระยะการเจริญแบบทวีคูณหรือเปนระยะ 6–8 ช่ัวโมง ลักษณะสําคัญของสปอรที่สรางคือ 
ทนทานตอความรอน รังสี สารเคมี และความแหงแลงไดดี ความคงทนดังกลาวแตกตางกันในแตละ 
ชวงของการสรางสปอรและจะหมดไปเมื่อสปอรงอก จากการศึกษาของ  Abraham (1993) พบวา B. 
subtilis สายพนัธุ GB03 เจริญในดินรอบรากพืชสามารถสรางสปอรที่มีความทนทานตอสภาพแวด 
ลอม คา pH ของดิน รวมทั้งสารเคมีที่ใชคลุกเมล็ดพืช ทนทานตอการทํากสิกรรมไดมีการผลิตเปน
ผลิตภัณฑพรอมใชในระดบัใหญสามารถเก็บไดเปนเวลานานโดยนําไปทดสอบประสิทธิภาพการ
ยับยั้งโรคที่เกดิกับเมล็ดฝาย พบวา B. subtilis สายพันธุ GB03 สามารถลดการเกดิโรคและเจริญ
ครอบครองพื้นที่บริเวณผิวรากไดด ี
 
5. สวนผสมของแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
 Lumsden et al. (1995) รายงานวาความสําเร็จของการควบคุมโรคพืชโดยวิธีชีวภาพนัน้
ขึ้นอยูกับการผลิตสูตรสวนผสมและระบบการนําเขาสูเซลลในสิ่งมีชีวิต (เชื้อรา แบคทีเรีย และแอ
คติโนมัยซีส) ที่เกี่ยวกับการควบคุมโรคพืช นอกจากนี้ยงัตองสามารถสอดรับกับการอุตสาหกรรม
และการคา การพัฒนาการวิธีการและการใชในไรนา  Powell (1992) ไดเสนอความเห็นวาการ
ประสบผลสําเร็จในการควบคุมโรคโดยวิธีชีวภาพไมไดขึน้อยูกับการหาเชื้อที่เหมาะสมในการ
ควบคุมโรคเทานั้น แตตองคํานึงถึงตนทุนที่จะเพิ่มขึน้แกเกษตรกร ในทางเศรษฐกิจเกี่ยวกับการ
เจริญเติบโต การเก็บเกีย่ว การทําใหแหง การทําสูตรสวนผสมและการบรรจุภัณฑ สูตรผสมที่ใช
ทางการเกษตรมีความตองการในหลายรูปแบบโดยมีความคงตัวในระหวางการขนสงและการเก็บ
รักษาที่สามารถรักษาสวนขยายพนัธุของเชื้อปฏิปกษไดดี มีชวงชวีติยนืยาวยั่งยืน มีประสิทธิภาพ
และตนทนุที่ยอมรับได (Lumsden et al., 1995)  
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 Lucas (1998) ไดเสนอแนะความแตกตางทีสํ่าคัญระหวางการใชสารเคมีและสารควบคมุ
ทางชีวภาพ (Biological control agent; BCA) ซ่ึงเปนสิ่งมีชีวิตและปกติจะตองการสารเมตาโบไลตที่
จะมีผลในการทําปฏิกิริยา ส่ิงหนึ่งที่ถือวาเปนเรื่องที่ยากที่สุดในวงการคาสาร BCA นั้นคือ การผลิต 
การบรรจุหีบหอและใสลงไปในพืชที่มีปริมาณเพยีงพอและในรูปแบบที่เสถียรภาพ สาร BCA 
ตองการการมอีายุยืนยาวที่สามารถเก็บรักษาไดเปนระยะเวลานาน โดยไมสูญเสียความสามารถใน
การทํางานสามารถที่จะนําไปใชกับพืชหรือใสลงไปในดนิ หรือมีรูปแบบการใชอยางอื่นที่แบคทีเรีย
ปฏิปกษสามารถที่จะเติบโตไดและคงอยูในสภาพแวดลอมอยางเพียงพอในชวงเวลาที่ใชในการ
ควบคุมซึ่งมีหลายวิธีใชที่แตกตางกันตามชนิดของปญหาที่จะนํามาใช อาทิเชน การแชแข็งแลวทํา
ใหอาหารที่เล้ียงจุลินทรียแหง การผสมเซลลลงในสารตัวพา เชน ดินเหนียว หรือ ผงแปง การ
เปลี่ยนแปลงชวีมวลหรือการหุมดวยสาร alginate polymer  การเพิ่มแหลงอาหารลงไปจะไมมีผล
เฉพาะสารตัวพาเทานั้นแตจะไปปลดปลอยสารอาหารที่จะไปสงเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
ปฏิปกษที่นํามาใชดวย  Burges and Jones (1998) ไดใหความหมายของสูตรสวนผสมใชเพื่อ
วัตถุประสงคในการถนอมรักษาสิ่งมีชีวิตที่จะใสลงไปที่บริเวณเปาหมายเพื่อปรับปรุงกิจกรรมใหดี
ขึ้น ความเขมขนของสิ่งมีชีวิตที่อยูในสวนผสมหรือผลิตภัณฑที่จะเกบ็รักษาหรือจะใชเพื่อการคา  
นอกจากนั้นแลวยังเพื่อความเหมาะสมที่จะนําไปใชกับพืช การเสริมสารเติมแตงในชวงกวางๆเปน
การปรับปรุงประสิทธิภาพและการอยูรอดในระหวางการการเก็บรักษาและการนําไปใช บริษัท 
ผูผลิตตางๆไดพยายามพัฒนาการใชแบคทเีรียที่สงเสริมการเจริญเติบโตของพืช ( Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria , PGPR)  เพื่อใชเปนผลิตภัณฑในการควบคุมโดยวิธีชีวภาพดวยวิธีการ
ครอบครองรากของแบคทีเรีย การใชประโยชนจากสารที่หล่ังออกจากรากเพื่อใชในการเจริญเติบโต  
และการปองกนัการเขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรคพืชที่อาศัยอยูในดนิ การสรางสารตอตานจุลินทรยี 
การแขงขันในการใชปจจยัจาํกัดในการดํารงชีวิต หรือโดยการชกันําใหพืชอาศัยมีความตานทาน 
PGPR ที่รูจักกนัคือ ‘Dagger G’ จะม ีP. fluorescens เปน active ingredient (Becker and Schwinn, 
1993) สูตรสวนผสมของแบคทีเรียที่ใชทางการคาที่ไดจดทะเบยีนกับ Environmental Protection 
Agency (EPA) เปนรูปแบบของเม็ดของพีทมอสที่มีสวนของแบคทีเรีย P. fluorescens ไมนอยกวา 
105 CFU/กรัม สวนผสมในรปูของผงแปงเพื่อใชในการควบคุมโรคพืชที่เกิดเชื้อสาเหตุโรคพืชที่
อาศัยอยูในดินก็มีรายงานในการใชการพัฒนาผลิตภัณฑนั้นไมยากดวยคุณสมบัติของสารadjuvant 
และรูปเปยก หรือสารแขวนลอย วัตถุดิบเหลานี้จะใชในเซลลพืช เซลลสัตว และเอนไซม alginase 
จะมีการนําไปใชคอนขางมากไดผลดีในหองปฏิบัติการสารควบคุมโรคพืชโดยวิธีชีวภาพ
(Biological Control of Plant Diseases Laboratory)(BPDL) ในสหรัฐอเมริกาเปนการเตรียมเพื่อนํา 
ไปใชในการควบคุมแบคทีเรียและเชื้อรา (Lewis,1991)  Walter and Paau (1993) ไดอธิบายเพิ่มเตมิ
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ในการใชสารควบคุมโดยวธีิชีวภาพที่ประสบผลสําเร็จในทางการคาอันดับแรกตองผลิตเปนจํานวน 
มาก ตนทุนตํ่า มีความสมํ่าเสมอ และอยูในสภาพพรอมทีจ่ะใชไดทันที สูตรอาหารที่ดีจะปองกนั
สภาพทางชีวภาพและสภาพทางฟสิกสของจุลินทรียที่จะประสบผลสําเร็จในการปองกันคุณสมบัติ
ดังที่กลาวนัน้สูตรสวนผสมตองสามารถชักนําใหมีกระบวนการเมตาบอลิสมภายในจุลินทรียที่เกีย่ว 
ของนั้นตํ่าลง (Elad and Chet, 1995)  การปรับปรุงจุดนี้จะทําไดโดยการลดความชื้นลงโดยการทาํ
ใหแหงหรือใสรวมกับนํ้ามนัในลักษณะ microaerophilic สารลดแรงตรึงผิว สารยึดติด สารอิมัลชิ
ไฟเออรและสารที่ทําใหแพรกระจายเหลานี้ลงไปในสูตรเพื่อปรับปรุงวิธีใชที่จะนําสูเปาหมายใน
อาหารที่ใชในการเจริญเติบโต หรือการคลุกเมล็ด การใชเพื่อยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชในดินนั้น
สามารถใชทั้งกอนรวมในตวักลางในการเติบโต หรือสําหรับการคลุกเมล็ดที่จะมีหรือไมมีอาหาร
เปนสวนผสม (Elad and Chet, 1995)  
 
 Vidhyasekaran and Muthamilan (1995) กลาววาการผลิตสูตรสําเร็จนั้นจะตองงายแกการ
เก็บรักษา ใชไดงายและสามารถใชรวมกับเครื่องมือไดด ีอีกทั้งสภาพแวดลอมที่เหมาะสมก็ยังเปน
เกณฑที่นํามาใชในการทําสวนผสม สวนผสมอาจจะอยูในรูปแขวนลอยอยูในสารตัวพาซึ่งจะเติม
เขาไปเขาไปสงูที่สุดที่จะอยูรอดไดในการเก็บ  มีความเหมาะสมที่จะกบัเปาหมายและจะปองกันเชือ้
ปฏิปกษหลังจากการใชในความแตกตางของสารเคมีออกฤทธิ์ที่เปนสวนประกอบและการมีชีวิต 
หรือเปนโปรตีนในธรรมชาตทิี่จะมีความไวตอสภาพการเก็บรักษาและสิ่งแวดลอม (Burge and 
Jones, 1998)  Jones and Burges (1998) ไดสรุปหนาที่พื้นฐานของสูตรสวนผสมไว 4 หนาที่หลัก  
หนาที่แรกคือ ทําใหส่ิงมีชีวตินั้นเสถียรภาพในระหวางการผลิตและการเก็บรักษา สวนหนาที่ที่สอง
งายแกการปฏิบัติเพื่อกระจายสูเปาหมายไดในปริมาณมากและมีความเหมาะสมมากที่สุด หนาที่
สามเปนรูปแบบที่ปองกันอนัตรายจากปจจัยส่ิงแวดลอมในตําแหนงเปาหมายแตตองมีความคงทน  
หนาที่สุดทายจะเพิ่มปฏิกิริยาของสิ่งมีชีวิตที่เปนเปาหมายเพิ่มปฏิกิริยา การสืบพันธุ การสัมผัสและ
ปฏิสัมพันธกับสิ่งมีชีวิตเปาหมาย หรือเชื้อสาเหตุโรคพืชประสิทธิภาพของสารตัวพาในความทน 
ทานของประชากรของ P. fluorescens ในการประเมินจากการเก็บรักษาในสวนผสมรูปผงแปง และ
พีทมอส แบคทีเรียจะสามารถอยูรอดไดเกนิ 240 วันของการเก็บรักษาประชากรจะลดลงหลัง จาก 
30 วัน เมื่อคลุกเมล็ดดวยสวนผสมรูปผงแปงในถั่ว chickpea โดย P. fluorescens จะมีชีวิตอยูรอด
อยางนอย 180 วัน   
 
 Vidhyasekaran et al. (1997) ไดพัฒนาสวนผสมผงแปงที่จะใชกับเมลด็ขาวเพื่อใหเชือ้
แบคทีเรียปฏิปกษปองกนัการเขาทําลายใบจากโรคไหมของขาวที่เกิดจากเชื้อรา Pyricularia oryzae 
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และเมื่อฉีดพนบนใบพืช แบคทีเรียจะสามารถอยูรอดบนใบได สารแตงเติมที่จะใสลงไปในผลิต 
ภัณฑ เพื่อใหงายแกการปฏิบัติและการใชสารแขวนลอยทีเ่พิ่มความหนา หรือเพิ่มการแขวนลอยจะ
ชวยใหมีการแพรกระจายของสิ่งมีชีวิตในสารตัวพา ปองกันจับกลุมกนัของสิ่งมีชีวติและสามารถ
นํามาเปนสารแขวนลอยไดอีกหลังจากเกบ็รักษาไวเปนเวลานาน รูปแบบผงแหงหรือผงละลายนํ้า 
จะมีสวนประกอบของสารเติมแตงใสเขาไปเพื่อปองกันการรวมกันของสิ่งมีชีวิตและการแตกของ
สารตวัพาเปนสารเฉื่อย ที่ไมมีสวนในการปองกันโรคซึ่งสารตัวพาจะมีผลตออายุ และประสิทธิภาพ
ของผลิตภัณฑในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 12 สัปดาห ใน
แบคทีเรีย Pseudomonas spp. ในสารตัวพาที่เปนแรธาตุทีม่ีขนาดโมเลกลุที่มีขนาดเล็ก เชน 
montmorillonite, zeolite and vermiculite จะอยูรอดไดดกีวาสารตัวพาทีม่ีขนาดใหญกวา เชน 
pyrophylite talc และ kaolinite นอกจากนีน้ํ้าตาล lactose จะชวยทําใหการอยูรอดของแบคทีเรียใน
แรธาตุที่มีขนาดใหญไดดีขึ้น พีทมอสโดยทั่วไปจะใชเปนสารตัวพาของ Rhizobium spp และใชใน
การหุมเมล็ดและใสในดนิเพือ่เปนสารควบคุมโดยวิธีชีวภาพ พีทมอสที่มีเนื้อละเอียดทีผสม 
methylcellulose เปนสารยึดติดที่ใชกับแบคทีเรียในเมลด็ขาวสาลีในการควบคุมโรค take-all ที่เกิด
จากเชื้อสาเหต ุGaeumannomyces graminis (Fravel et al., 1998) แบคทีเรียปฏิปกษจะสามารถทํา 
ใหเขมขนไดทัง้ในรูปผงแหง หรือผงละลายนํ้าเพื่อใหงายในการเก็บรักษา การขนสงและการนําไป 
ใชจะขึน้อยูกบัสวนประกอบที่เปนสารออกฤทธิ์ ผงเหลานี้จะสามารถใสลงไปในดินไดโดยตรง 
หรือโดยวิธีอ่ืนๆ หรือใชเปนสารแขวนลอยในนํ้า สารตัวพาในรูปอื่น ๆที่จะใชฉดีพนหรือเปนผง
บนเมล็ด สารตัวพาโดยสวนใหญจะเปนของเหลวที่เปนสารเฉื่อย เจลหรือของแข็ง สารตัวพาใน
กลุมสารอนินทรีย เชน นํ้า, vermiculite,  ดินเหนียว, calcium sulphate ( ที่มีสวนประกอบของนํ้า
ตางๆกัน ), ดินแรธาตุ, ทราย หรืออาจเปนสารตัวพาในกลุมสารอินทรีย อาทิเชน นํ้ามันผัก, ปุยหมกั, 
ผงเล่ือย, พีทมอส, รํา, ขาวสาลี, ผงถานขาวโพด และโปลีเมอรสังเคราะหจากธรรมชาติ เชน 
alginate, K-carrageenan และ polyacrylamide (Fravel et al., 1998) ผงเชื้อที่มีความชืน้ตํ่ากวา 5 % ที่
อยูในสารเฉื่อย หรือสารตัวพาที่มีขนาดอนุภาคระหวาง 5-20 มม. โดยทั่วไปจะมีความสามารถใน
การดูดซับตํ่า อนุภาคที่ตํ่ากวา 10 มม. จะมคีวามคมและเมื่อมีการสูดเขาไปจะเปนอันตราย แต
อนุภาคเล็กจะเกาะติดไดดกีวาดินเหนียว โดยทัว่ไปจะไดรับการเลือกซิลิกาเปนอันดนัแรกเปนตัวทํา
การเจือจาง สัดสวนจะตางกนัไปตามความหนาแนนที่ตองการ สัดสวนของสวนประกอบจะขึ้นอยู
กับลักษณะของการไหลความเปนปุยของผงจะทําใหไมตดิกับเครื่องจักรกล  การแยกตัวออกของ
ส่ิงมีชีวิตออกจากทําเจือจางในระหวางการขนสง การเกบ็รักษาและการนําไปใช การแยกตัวจะ
เกิดขึ้นเมื่อสารเจือจางอนภุาคมากกวา 10 มิลลิเมตร ของส่ิงมีชีวิตและสวนของสิ่งมี ชีวิตมีความ
หนาแนนนอย ความหนาแนนควรอยูในชวงระหวาง 320-800 กิโลกรัม/ลูกบาศกเมตร อนุภาคของ
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ผงสารตัวพาจากอากาศจะแทงผานเขาสูพืชไดโดยตรงในอนุภาคที่มีขนาดเล็ก สารเกาะติด เชน นม
ผง, sodium sulfate ใสเพิ่มลงไปเพื่อปองกนัการแตกเปนชิ้นๆเล็ก ๆ (Joned and Burges, 1998) 
 
6. สูตรสําเร็จจากจุลินทรียปฏิปกษ  
 

รูปแบบการเกบ็รักษาสูตรสําเร็จสามารถสรุปได 2 แบบ ดังตอไปนี ้
 

6.1 สูตรนํ้า (Liquid formulation) 
 

เชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่อยูในรูปเซลลแขวนลอยในตวัทําละลายที่เปนนํ้าหรืออาจอยูใน
ตัวทําละลายทีไ่มละลาย ความทนทานตออุณหภูมิและสารเคมีตํ่า อายุส้ันและตองการการเก็บรักษา
ในภาชนะบรรจุที่พิเศษ ตองมีระบบการแลกเปลี่ยนกาซและความชื้นที่เหมาะสม แตมีขอดีคือ
สามารถนําจุลินทรียไปใชประโยชนไดทนัทีไมตองผานขั้นตอนการกระตุนใหเจริญเติบโต 
(reactivation) ในการผลิตสูตรสําเร็จอาจมีการเติมพอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) หรืออนุพันธ
ของพอลิแอลกอฮอล (polyalcohol) เพื่อเพิม่ประสิทธิภาพการปองกันเชื้อโรคพืช สมคิด (2538) ได
รายงานการทดลองใช B. subtilis ในรูปเชือ้เขมขนทาบริเวณแผลของตนทุเรียนที่เปนโรคโคนเนาที่
เกิดจากเชื้อรา Phytophthora sp. พบวาทําใหแผลเนาแหงไมเกิดยางไหล นอกจากนีก้ารเก็บจุลินทรยี
ในสภาพของเหลวสามารถทําไดโดยเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว โดยเพาะเลี้ยงจุลินทรียใหเจริญ
จนถึงระยะที่จลิุนทรียมีการเจริญสูงสุดและคงที่ (stationary phase) จากนั้นนําไปผสมกับสารชวย
ปองกันเซลลถูกทําลายในขณะแชแข็ง เชน กลีเซอรอล (glycerol) แลวบรรจุลงในแอมพูลปดให
สนิท นําไปแชแข็งโดยใชอัตราการลดอุณหภูม ิ1 องศาเซลเซียสตอ 1 นาที เมื่ออุณหภูมิลดลงถึง -20 
องศาเซลเซียส แลวจึงนําไปเก็บไวในถังบรรจุไนโตรเจนเหลว ซ่ึงมีอุณหภูม ิ–150 ถึง -196 องศา
เซลเซียส การสูญเสียเซลลในระหวางการเก็บรักษาโดยวธีินี้จะเกิดขึ้นไดนอยมากแตอาจมีเซลล
บางสวนตายไปไดบาง การเก็บรักษาเซลลที่อุณหภูมิตํ่ามากๆโดยวิธีนีจ้ะใชเก็บจุลินทรียไดเกือบทุก
ชนิดและเก็บรักษาไวไดเปนเวลานาน เนื่องจากทําใหเมแทบอลิซึมของเซลลลดลงอยางมากแตวิธีนี้
มีขอเสียคือคาบํารุงรักษาแพง (สมใจ, 2537) 
 

6.2 สูตรแหง (Dry formulation) 
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Paau (1988) รายงานวาการผลิตสูตรสําเร็จในรูปสูตรแหงนิยมใชจุลินทรียที่สามารถ
สรางสปอร และในการผลิตจะตองมีการเตมิสารปองกันเซลลจากความรอนในระหวาง
กระบวนการทาํแหง เชน หางนมและเจลาติน เปนตน ซ่ึงสารที่เติมลงไปบางชนิดชวยเพิ่มผลไดของ
เซลลและชวยใหผลิตภณัฑมีความคงตัวในระหวางการเก็บรักษาจากรายงานของสมคิด (2538) 
พบวาการผลิตผงเชื้อ Trichoderma spp. ในรูปผงแหง โดยมีสวนผสมเชื้อตอสารพาไดอะตอมไมท
อัตราสวน 1:1 โดยปริมาตรตอนํ้าหนกัซึ่งมีปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 1010 หนวยโคโลนี (CFU)ตอ
กรัม สามารถเก็บรักษาไดนานกวา 7 เดือนที่อุณหภูมิหอง โดยมีปริมาณเชื้อเหลือ 107 หนวยโคโลนี
ตอผงเชื้อ 1 กรัม และจากผลการทดลองของจิระเดช (2543) พบวา ผงเชื้อ T. harzianum ที่ใชเชื้อตอ
สารพาไดอะตอมไมท อัตราสวน 1:3 โดยนํ้าหนกั เมื่อเก็บรักษาผงเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 334 
วัน ปริมาณเชือ้ลดลง 1.1x104 จาก 4.7x106 หนวยโคโลนีตอกรัมตอผงเชื้อ 1 กรัม นอกจากนี ้Van 
(2000) พบวาสารพา Insch sandy loam soil ซ่ึงมีแหลงคารบอน 2.13 เปอรเซ็นตและแหลง
ไนโตรเจน 0.19 เปอรเซ็นตเปนองคประกอบ เมื่อผสมกับเชื้อ P. fluorescens สายพันธุ MON787 มี
ปริมาณเชื้อหลังการทําแหง 9 logCFU/g  เมื่อนําไปเก็บในที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส พบวาเมื่อ
เก็บไวเปนเวลา 2 สัปดาห เชื้อมีปริมาณลดลง 2 log CFU/g และลดลง 4 log CFU/g เมื่อเก็บไวเปน
เวลา 1-2 เดือน  
 

Vidhyasekaran and Muthamilan (1995) พบวาในการผลิตสูตรสําเร็จเชื้อ P.fluorescens 
โดยใช talc เปนสารพาผสมกับคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxymethyl cellulose, CMC) 1 
เปอรเซ็นต ปรับคา pH เทากับ 7.0 เมื่อเก็บสูตรสําเร็จที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 240 วัน ปริมาณเชื้อ
ลดลงจากเริ่มตน 3.75x108 เปน 1.3x108 หนวยโคโลนีตอกรัม ตอมาในป 1999 ไดศกึษาการเก็บ
รักษาสูตรสําเร็จชนิดนีใ้นถงุพลาสติกปดสนิท พบวาเชือ้สามารถรอดชีวิตไดดีและนานกวา 30 วัน 
ปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตลดลง 50 เปอรเซ็นต จากเชื้อเร่ิมตน 9x108 หนวยโคโลนีตอกรัม 
 

จากรายงานการทดลองของ Lewis (1995) พบวา การผลิตสูตรสําเร็จในรูปเม็ดเชื้อ 
Gliocladium virens G1-3 และ G1-21 และ T.hamatum TRI-4 โดยใชแปงขาวโพดเจลาติไนซเปน
สวนประกอบเมื่อเก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 เดอืน เชื้อมีปริมาณการรอด
ชีวิตลดลง โดย G1-3, G1-21 และ TRI-4 ลดลงจาก 1.8x107, 6.4x106 และ1.2x106 เปน 1.3x107, 
2.6x106และ 3.7x104 หนวยโคโลนีตอกรัมตามลําดับ 
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Kloepper and Schroth (1981) ศึกษาการผลิตสูตรสําเร็จชนิดผงเชื้อ Pseudomonas spp. 
โดยม ีtalc และแซนแทนกัม 20 เปอรเซ็นต เปนสวนผสม พบวาหลังการทําแหงเชื้อมปีริมาณลดลง
จาก 109 เปน 8.2x107 หนวยโคโลนีตอกรัม ในทํานองเดียวกันผลการทดลองของ Walker and 
Connick (1983) พบวาการผลิตสูตรสําเร็จในรูปเม็ดจากเชื้อ Phyllosticta sp. ซ่ึงประกอบดวย clay 
10-20 เปอรเซ็นตและโซเดยีมอัลจิเนท (Sodium alginate) 1.33 เปอรเซ็นต โดยมีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 
5x109 หนวยโคโลนีตอมิลลิลิตร หลังผานการทําแหงและเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 สัปดาห เชื้อที่รอดชีวิตเทากับ 1.8x107 หนวยโคโลนีตอกรัม นอกจากอณุหภูมกิารเก็บรักษา
จะเปนปจจยัทีสํ่าคัญแลวภาชนะบรรจุที่เหมาะสมก็เปนปจจัยที่สําคัญเชนกัน ภาชนะบรรจุทําหนาที่
ควบคุมการถายเทอากาศและความชื้น ซ่ึงอาจทําใหเกิดการปนเปอนของเชื้อราและทําใหเชื้อไมอยู
ในสภาวะคงทีใ่นรูปผงแหง (Alan, 1988) 
 

ชอทิพย (2538) ศึกษาการผลิตสูตรสําเร็จโดยใชรําขาวผสมกับผงทัลคัมในการผลิตเชื้อ 
Bacillus spp. สายพันธุ KK-TO3 และ CH6 โดยใชไดอะตอมไมทเปนสารพา พบวา Bacillus spp. 
สายพันธุ KK-TO3 ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.8x108 และสายพันธุ CH6 7.1x108หนวยโคโลนีตอกรัม 
หลังการเก็บรักษาที่ระยะเวลา180 วัน ปริมาณเชื้ออยูในชวง 104 -106 เมื่อเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิหอง 
และที ่4 องศาเซลเซียส ปริมาณของเชื้อทั้งสองสายพันธุเทากับ 8.8x107 และ 6.4x107 โคโลนีตอผง
เชื้อ 1 กรัม ตามลําดับ 
 
 7. สวนประกอบของสูตรสาํเร็จ 
 

7.1 สารพา (carrier) 
 

สารพาสามารถแบงเปนสารอนินทรีย เชน vermiculite, clay, calcium sulphate และ
mineral soil และสารอินทรีย เชน นํ้ามันพชื ขี้เล่ือย รําขาวสาลี เปนตน โดยทั่วไปสารพามีลักษณะ
เปนสารเฉื่อย และทําหนาที่เปนตัวพาเชื้อจลิุนทรียใหกระจายตัวอยางทั่วถึงเมื่อนําสตูรสําเร็จไปใช
งาน สารพาที่เปนสารอินทรียจะมีปริมาณลิกนินเปนสวนประกอบอยูสูงซึ่งชวยยับยัง้จุลินทรียบาง
ชนิด และยังใชเปนแหลงอาหารที่ดีของจุลินทรีย จากการทดลองของ Fravel et al. (1995) พบวา
สารพาอินทรีย เชน ซังขาวโพด กากถั่วเหลือง รําขาวสาลี จะมีอัตราสวนระหวางคารบอนตอ
ไนโตรเจนแตกตางกัน เทากบั 96.6, 25.4 และ 21.1 ตามลําดับ ซ่ึงมีผลตอการมีชีวิตรอดของเชื้อหลัง
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การทําแหงและพบวาในการผลิตสูตรสําเร็จเชื้อ Talaromyces flavus เมื่อใชซังขาวโพดเปนสารพา
ปริมาณเชื้อรอดชีวิตสูงกวาเมื่อใชกากถั่วเหลืองหรือรําขาวสาลี  
 

Lomer et al. (1993) พบวา kerosene, neem-oil และซิลิกาเจลในสูตรสําเร็จจะชวยยืด
อายุการเก็บรักษาสูตรสําเร็จปริมาณเชื้อ Metarhizium flavoviride  จํานวน 5x1010 โคโลนีตอ
มิลลิลิตร และปริมาณสปอรเทากับ 4x109 สปอรตอมิลลิลิตร เพิ่มขึ้นจากเดิม 3-4 วัน  Douro-
kpindou et. al (1995) พบวา kerosene ตอ peanut oil อัตราสวน 1:1 เติมในสูตรสําเร็จเชื้อ 
Metarhizium flavoviride ที่มีปริมาณเชื้อ 2x109 โคโลนีตอมิลลิลิตร จะมปีระสิทธิภาพในการยับยั้ง
เชื้อ Zonocerus variegates  
 

Mark et al. (1996) พบวา ผสมสารพา diatomaceous earth ในสูตรสําเร็จเชื้อ 
Colletotrichum  truncatum ที่มีปริมาณเชือ้เร่ิมตน 2x106 หนวยโคโลนีตอลิตร นําไปผานการทํา 
แหงโดยวิธี air dired  เมื่อเกบ็ไวที่อุณหภูม ิ4 องสาเซลเซียส เปนเวลา 18 เดือน เชื้อมีชีวิต 93
เปอรเซ็นต นอกจากนีก้ารเติมแปงเจลลาติไนซ (gelatinize) ลงในสูตรสําเร็จพบวาทีร่ะยะเวลา 18 
เดือนเชื้อมีชีวติ 80 เปอรเซ็นต 
 

7.2 สารปองกันการปนเปอน (contaminant suppressants) 
 

สารปองกันการปนเปอนชวยลดการปนเปอนจากจุลินทรยีอ่ืนนยิมใชสารปฏิชีวนะจาก
ราย งานการทดลองของ Douglas et  al. (1996) ไดเติมสารปฏิชีวนะ penicillin G และ streptomycin 
ปริมาณ 0.04 และ 0.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในอาหาร PDA ที่ใชเล้ียงเชื้อรา Beauveria bassiana 
เพื่อปองกันการปนเปอนจากแบคทีเรียอ่ืน นอกจากนี้การเติมสารปฏิชีวนะ เชน cycloheximide
ปริมาณ 75-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ชวยยับยั้งการปนเปอนของเชือ้ราในอาหารที่ใชเล้ียง  
แบคทีเรียไดในการผลิตสูตรสําเร็จจุลินทรียจะถูกทําใหอยูในสภาวะคงตัวหรือจะเจริญเมื่อถูก
กระตุนโดยสารตางๆ เชน การผลิตสูตรสําเร็จสูตรนํ้าจะเติม sorbic acid และเกลือเพือ่กระตุนการ
งอกของสปอรเชื้อรา 
 

7.3 สารเชื่อม (binder) 
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สารเชื่อมชวยในการจับตวัของสารพาและจะถูกเติมลงไปในระหวางกระบวนการผลิต
สูตรสําเร็จในรูปเม็ด นอกจากนี้ยังมีสมบัติเปนสารปองกันเซลล สารเชื่อมโดยทั่วไปมีสมบัติละลาย
นํ้าและมีความหนืดตํ่า ตัวอยางสารเชื่อมที่นิยมใชไดแก แปง  แซนแทนกัม (xantangum) กลูโคส 
(glucose) เด็กซแตรน (drextan) เจลลาติน (gelatin) กากนํ้าตาล (mollasses) เมทิลเซลลูโลส
(methycellulose) โซเดียมคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (sodiumcarboxy methylcellulose) เซลลูโลสอ
ซิเตท (cellulose acetate) เปนตน จากผลการทดลองของ Taylor (1991) พบวาในการผลิตสูตรสําเร็จ
จากเชื้อ T.harziznum มีการเติมสารเชื่อมไดแก pelgel และ polyox ปริมาตร 10 และ 15 เปอรเซ็นต 
โดยนํ้าหนักตอปริมาตร จากรายงานการทดลองของ Davis (1992) พบวาเซลลูโลส (cellulose) เปน
สารพอลิเมอรที่มีลักษณะคลายไคตินไมละลายนํ้าซึ่งจําเพาะกับจุลินทรยีบางชนิดที่มีเอนไซมเซลลู
เลส (cellulase enzyme) จึงสามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนไดในการผลิตสูตรสําเร็จใน
รูปนํ้าไดมีการเติมเซลลูโลสผสมกับเชื้อ C. globosum เพือ่ยับยั้งโรค fly speck ที่เกิดจากเชื้อสาเหต ุ 
Zygophiala jamaicensis 
 

7.4 สารปองกันเซลล (protectant) 
 

Takeuchi et al. (2000) ศึกษาการเติมสารปองกันเซลลในกระบวนการทาํแหงสูตร
สําเร็จพบวาสารปองกันเซลลไดแกสารอัลจิเนต-ไคโตซาน (alginate-chitosan) สารละลายแลคโตส 
โซเดียมอัลจิเนต (lactose-sodium alginate) และสารละลายกรดอะซิตริก-ไคโตซาน (acetic acid 
solution-chitosan) สารเหลานี้มีสวนชวยสูตรสําเร็จสามารถเก็บไดนานขึ้น นอกจากนีย้ังมีสาร
ปองกันเซลลเชน แลคโตส (lactose) กลูโคส (glucose) ฟรุคโตส (fructose)หรือซูโครส (sucrose) 
ปริมาตร 5, 10 และ 10 เปอรเซ็นต ตามลําดบั  เมื่อเติมในสูตรสําเร็จทําใหเซลลยีสตเพิ่มการมีชีวิต
รอดจากเดิม 20 เปน 30-40 เปอรเซ็นต จากรายงานของ Abadias (2001) ศึกษาการเตมิหางนม 10 
เปอรเซ็นต เพือ่เปนสารปองกันเซลลในกระบวนการทําแหงที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส มีผลตอ
การมีชีวิตรอดของเชื้อยีสต Candida sake  โดยชวยใหเชือ้มีชีวิตรอด 28.9 เปอรเซ็นต 
 

ในกระบวนการทําแหงมีการเติมสารปองกันเซลลเพื่อปองกันปฏิกิริยาของโปรตีนและ
เซลลที่มีชีวิต เชนการใช alpha, alpha-trehalose-borate เพื่อปองกัน Lactobacillus acidophilus ใน
ระหวางกระบวนการทําแหงแบบแชแข็งโดย trehalose มีประสิทธิภาพเปนสารปองกันเซลลที่ดี
นิยมใชในอุตสาหกรรม นอกจากนี ้borate ชวยปองกนัเอนไซมจากการถูกทําลายและเพิ่ม
ประสิทธิภาพใหแก trehalose วิธีการนี้นยิมใชกับเซลลโปรคาริโอต (รุงนภา, 2535) 
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7.5 กระบวนการทําแหงสูตรสําเร็จ 
 

Tsvetkov (1983) ไดนํา Micrococcus varians สายพันธุ M95 และ Lactobacillus 
plantarum สายพันธุ L4 ทําแหงเชื้อแบบพนฝอยโดยใชสารปองกันเซลล 5 ชนิด ไดแก ซูโครส 
แลคโตส โซเดียมกลูตาเมต เปปโตน(peptone) และนมผงขาดมันเนยทาํการเติมเจลาติน กรดกลูตา
มิก (glutamic acid) และโซเดียมอะซิเตท (sodium acetate) ชวยใหเชื้อมีจํานวนการรอดชีวิตสูงขึ้น
หลังผานการทําแหง สามารถเก็บเชื้อไดนาน 3 เดือนที่อุณหภูมิหอง 
 

Graham (1998) ศึกษาการทําแหงแบบใชอากาศพบวาการทําแหงโดยใชลมรอนเมื่อ
เพาะ เล้ียงเชื้อรา Arthrobotrys dactyloides สายพันธุ A4 บนอาหาร GCS ที่ประกอบดวย กลูโคส
และนํ้าแชเยื่อขาวโพด นํานํา้หมักไปเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที นําเซลลที่เหวี่ยง
แยกไดเติมกัมอารบิกผสมในเครื่องปนเปนเวลา 10 วินาที เติม vermiculite และ kaolin เปนสารพา
จากนั้นนําผานเครื่อง electrically powered pasta maker จะไดเมด็เชื้อขนาดเสนผานศนูยกลาง 1 
มิลลิเมตร นําไปทําแหงในตูอบลมรอนใหเหลือความชื้น 4-5 เปอรเซ็นต ถาความชื้นมากกวา 2 
เปอรเซ็นต จะมีการปนเปอนจากแบคทีเรียและเชื้อราอื่นๆจะไดขนาดเม็ดยาว 0.5–2.5 มิลลิเมตร 
เก็บที ่4 องศาเซลเซียสไดนาน 18 เดือน นําเม็ดเชื้อที่ไดผสมกับดินพบวา A. dactyloides สามารถ
เจริญแพรพันธุสรางไฮฟาลงสูดิน มีประสิทธิภาพในการยับยั้งไสเดือนฝอย Meloidogyne javanica  
สามารถลดจํานวนไข  การเกิด gall และลดจํานวนไสเดอืนฝอยไดมากกวา 90 เปอรเซ็นต การทํา
แหงโดยใชลมรอน วิธีการนีท้ําโดยใชลมรอนผานผลิตภัณฑที่ตองการทําแหงเปนวิธีที่สะดวก ราคา
ถูก วิธีนี้เปนการทําแหงอยางชา ๆ ทําใหจลิุนทรียที่ตองการทําแหงสามารถปรับตัวใหเขากับ
ส่ิงแวดลอมในระหวางการทําแหงได 
  

Lam (2001) พบวาการเติม poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) ลงในสูตรสําเร็จ 
recombinant human nerve growth factor (rhNGF) จะชวยปองกัน rhNGF ถูกทําลายในระหวางการ
ทําแหงแบบพนฝอย วิธีนี้ไดเปรียบในเรื่องความสะดวกในการขนสงและการเก็บรักษา แตวิธีการนี้
มีผลทําใหเชื้อมีประสิทธิภาพลดจํานวนลงคอนขางมากสวนใหญเชื้อที่ผลิตในรูปแบบนี้ไดแก 
Streptococcus spp. ซ่ึงโดยทัว่ ๆไปจะลดจาํนวนลงถึง 50-80 เปอรเซ็นตระหวางการทําแหง 
นอกจากนั้นระหวางการเก็บรักษาเชื้อจะลดปริมาณลงอีกตามระยะเวลาที่เก็บอาหารที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ นับวามีผลทําใหเชื้ออยูรอดไดดียิ่งขึน้ เชน การเติม yeast extract และวติามินซีลงใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ ทําใหปริมาณ Lactobacillus bulgaricus อยูรอดมากขึ้น นอกจากในขัน้ตอนการ
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เล้ียงเชื้อแลวยงัสามารถเพิ่มอัตราการอยูรอดของเชื้อโดยเติมสารตางๆ ขณะทําแหง เชน เติมโมโน
โซเดียมกลูตาเมท ประมาณ 5 เปอรเซ็นต หรือ แลคโตส 7 เปอรเซ็นต ไดมีการเปรียบเทียบผลของ
การเติมนมผงพรองมันเนย ยีสตบรอท โมโนโซเดียมกลูตาเมท เดกสแตรนและซูโครส ตอการมี
ชีวิตรอดของเชื้อสเตรปโตคอคคัส พบวานมผงพรองมันเนยใหผลดีที่สุด รองลงมาไดแก โมโน
โซเดียมกลูตาเมท เดกสแตรนและซูโครส ตามลําดับ การควบคุมความชื้นใหเหมาะสมนับวาเปนอีก
วิธีหนึ่งที่ทําใหปริมาณการมีชีวิตรอดระหวางการเก็บสูงขึ้น เชน การทําแหงแบบพนฝอยเชื้อ 
Lactobacillus plantarum โดยใชความเยน็ที่มีความ ช้ืน 3.8-5.7 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณเชื้ออยูรอด
มากกวากลาทีม่ีความชื้น 0.7-2.3 เปอรเซ็นต 
 

การทําแหงเปนกระบวนการที่เกี่ยวของกบัการกําจัดความชื้นในผลิตภัณฑเพื่อให
ผลิตภัณฑ อยูในรูปที่สามารถจัดการไดงาย เชน การเก็บรักษาและการขนสง ผลิตภัณฑชีวภาพ
สวนมากมีความไวตอความรอนสูง ดังนั้นการเลือกวิธีการทําแหงควรคํานึงถึงความเสถียรของ
ผลิตภัณฑโดยการเลือกใชกระบวนการทําแหงที่อุณหภูมติํ่า หรือโดยการปรับปรุงสมบัติของ
ผลิตภัณฑใหทนความรอนไดดีขึ้น การกาํจัดนํ้าในรูปของไอนํ้าจําเปนตองใหพลังงานความรอนซึง่
ไดมาจากการทําสมดุลความรอนระหวางอัตราความรอนที่ใหและความรอนแฝงของการระเหย 
กลไกการถายเทความรอนไดแก การนํา การพา การแผรังสี หรือรวมกนั (เพ็ญแข, 2541) การเก็บ
รักษาสูตรสําเร็จในสภาพแหง อาศัยวิธีการทําแหงแบบตางๆ เชน การทําแหงแบบพนฝอยโดยใช
ความรอนและความเยน็ การทําแหงแบบใชอากาศ เปนตน การทําแหงแบบพนฝอยโดยใชการพา
ความรอน การถายเทความรอน การเคลื่อนที่ของผลิตภัณฑและการกาํจัดไอนํ้าเกิดจากกระแส
อากาศ วิธีนี้สามารถใชงานแบบตอเนื่องในปริมาณมาก ผลิตภัณฑถูกปอนเขาเครื่องโดยหวัฉีดจะ
ถายเทความรอนใหแกผลิต ภณัฑที่เคลื่อนทีใ่นทิศทางสวนทางกันซึ่งทาํใหการระเหยเกิดขึ้นอยาง
รวดเร็วในขณะที่อุณหภูมิของผลิตภัณฑยังคงมีคาตํ่าและไอนํ้าถูกกําจดัออกไปกับกระแสของ
อากาศรอน การทําแหงแบบนี้สามารถใชกับเอนไซม สารปฏิชีวนะและจุลินทรีย เปนตน โดยจุลินท
รียที่จะทําแหงโดยวิธีนีจ้ะ ตองทนความรอนไดดพีอสมควร อุณหภูมิทีใ่ชโดยปกติจะอยูระหวาง 
63-68 องศาเซลเซียส ความรอนที่ใชจะทําใหเชื้อลดปริมาณลงถึง 70 เปอรเซ็นต และปริมาณจะ
ลดลงอีกขณะเก็บ  การเติมสารปองกันเซลลไดแก ไวตามินซีและโมโนโซเดียมกลูตาเมท 
(monosodium glutamate) มีผลทําใหเชื้อมีชีวิตรอดนานขึ้นเชน การผลิต Lactobacillus acidophilus 
โดยไมเติมสารดังกลาวกอนทําใหแหงมีผลทําใหเชื้อลดจํานวนจาก  1.7x109 เซลลตอกรัม เหลือ 106 

เซลตอกรัม เมื่อเก็บที่อุณหภมูิ 21 องศาเซลเซียส เพียง 1 เดือน ในขณะที่ถามีการเติมสารเหลานี้แลว
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ปรับ pH ใหอยูระหวาง 6.1-6.5 เมื่อเก็บที่อุณหภูมิเดยีวกนัเปนเวลา 6 เดือน เชื้อจะลดลงจาก 5.7x109 
โคโลนีตอกรัม เหลือ 1.7x109 โคโลนีตอกรัม (นภา, 2534)  
 
8. ปจจัยท่ีมีผลตออัตราการมีชีวิตรอดของจุลินทรีย 
 
 อัตราการมีชีวติรอดของจุลินทรียภายหลังการทําแหงขึ้นกับปจจยัตางๆเชนอุณหภูมใิน 
ระหวางการทาํแหง ชนิดของจุลินทรีย สภาพของการเจรญิเติบโตของจุลินทรียในชวงที่ถูกความ 
รอนและสภาพแวดลอมของเซลลในระหวางการใหความรอน อยางไรก็ตามความรอนที่ใชอาจ 
สามารถทําลายเซลลปกติทั้งเซลลหรือสวนใหญของเซลล สปอรหรือบางสวนของสปอร ทั้งนี้ขึน้ 
กับลักษณะของความรอนที่ใชเปนสําคัญ เซลลและสปอรของจุลินทรียมีคุณสมบัติในการตานทาน 
อุณหภูมิสูงที่แตกตางกัน ความตานทานความรอนของเซลลแบคทีเรียมีความแตกตางกันตามแตละ
สายพันธุของเชื้อแบคทีเรีย เซลลของแบคทีเรียที่มีรูปรางกลม สามารถตานทานความรอนไดสูงกวา
แบคทีเรียที่มีรูปรางเปนทอน การเจริญเติบโตที่อุณหภูมสูิงจะทําใหแบคทเีรียนั้นมีความสามารถใน
การตานทานตอความรอนทีสู่งขึ้นไปดวย แบคทีเรียที่จับกันเปนกลุม หรือสรางแคปซูลถูกทําลาย
ไดยากกวากลุมที่ไมมีการจบัตัวหรือไมสรางแคปซูล เซลลแบคทีเรียที่มีองคประกอบเปนไขมันสงู
จะถูกทําลายไดยากกวาเซลลปกติ สําหรับกรณีของสปอรตองคํานึงถึงสภาพในระหวางการสราง
สปอรอีกดวย โดยทั่วไปแลวสปอรของแบคทีเรียที่อุณหภูมิสูงจะยิ่งมีความสามารถในการตานทาน
ตอความรอนสูงกวาสปอรของแบคทีเรียทีม่ีอุณหภูมิดังกลาวอยูที่อุณหภูมิตํ่า เชน สปอรของเชื้อ B. 
subtilis สามารถตานทานตอความรอนทีอุ่ณหภูม ิ100 องศาเซลเซียสไดนาน15-20 นาที 
 
 8.1 สภาพของเซลลปกติหรือสปอรกอนใหความรอน 
  

ลักษณะของเซลลในระหวางการเจริญเติบโตหรือในระหวางการสรางสปอร จะมีผล
ตอการตานทานความรอนของเซลลหรือสปอรนั้น ทั้งนีจ้ะแบงออกเปน 
 

1) องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ มีความสําคัญอยางมากตอการตานทานความรอน
ของเซลลหรือสปอร ตามปกติแลวในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เล้ียงเซลลหรือสปอรใหเจริญดจีะทําใหเซลล
หรือสปอรนั้นมีความตานทานตอความรอนไดด ีทั้งนี้ขึน้กับผลของชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อ 
สวนประกอบของสารอาหารในอาหารเลี้ยงเชื้อรวมถึงปริมาณของสารอาหารดังกลาวเปนสําคัญ ถา
ในอาหารเลี้ยงเชื้อมีปจจัยทีจ่าํเปนตอการเจริญของเชื้อเพียงพอมักทําใหเกิดเซลลหรือสปอรที่
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ตานทานความรอนไดด ีในกรณีที่มีนํ้าตาลกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ ถามีในปริมาณที่ตํ่าอาจชวย
เพิ่มความตานทานตอความรอน แตในทางตรงขามถามีในปริมาณที่สูง นํ้าตาลกลูโคสอาจเปลี่ยนไป
เปนกรดซึ่งจะกลับไปลดความตานทานตอความรอนลงมา นอกจากนีแ้ลวเกลือกย็ังมีผลตอความ
ตานทานความรอน กลาวคือ ประจุของเกลอืฟอสเฟตและเกลือแมกนีเซียมจะมีผลในการลดความ
ตานทานตอความรอนของสปอรแบคทีเรียที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเกลือทั้งสองชนิดเปน
สวนประกอบ 

 
2) อุณหภูมิของการบม อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของเซลล และ

สําหรับการสรางสปอร จะมผีลตอการตานทานความรอนของเซลลและสปอร โดยทัว่ไปแลวความ
ตานทานความรอนจะเพิ่มขึน้ เมื่ออุณหภูมิทีใ่ชบมถูกปรับใหสูงใกลเคยีงกับอุณหภูมทิี่เหมาะสม
สําหรับการเจริญของเชื้อจุลินทรียนั้น เชน Escherichia coli เล้ียงที่อุณหภูม ิ38.5 องศาเซลเซียส (ซ่ึง
ใกลเคียงกับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของมัน) จะสามารถตานทานตอความรอนไดดกีวาที่
เล้ียงที่อุณหภมูิ28 องศาเซลเซียส 
 

3) ชวงของการเจริญเติบโตหรืออายุของเชื้อ ความตานทานตอความรอนของเซลลหรือ
สปอรขึ้นกับชวงของการเจรญิเติบโตของเซลล หรือชวงของการสรางสปอรทั้งนี้ขึ้นกับอายุของ
เซลลและสปอร เซลลแบคทีเรียจะมีความตานทานความรอนสูงสุดเมื่อเจริญในชวงปลายของระยะ
ที่แบคทีเรียกําลังปรับตัวหรืออยูในชวงระยะการเจริญคงที่และชวงทีเ่ซลลมีความตานทานความ
รอนตํ่าสุดอยูในระหวางการเจริญเติบโตในระยะการเจริญสูงสุด กรณีของสปอรที่อายุนอยยังไม
เปนสปอรที่สมบูรณจะมีความตานทานตอความรอนไดต่ํากวาสปอรทีเ่จริญสมบูรณเต็มที่แลว 
 
 8.2 สวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1) ความเขมขนของประจุไฮโดรเจนและคา pH โดยทั่วไปทั้งเซลลหรือสปอรจะมี
ความตานทานตอความรอนไดดีในสารที่มี pH ในชวงเปนกลางแตถา pH เปลี่ยนไปอยูในสภาพ
กรดหรือดาง จะทําใหความตานทานตอความรอนของเซลลหรือสปอรลดลงอยางไรก็ตามเมื่อ
เปรียบเทียบผลของกรดกับดางที่มีตอความตานทานความรอน พบวาในการเปลี่ยนแปลงสภาพ
ความเปนกรดจะมีผลตอความตานทานความรอนของเซลลหรือสปอรอยางมากเมื่อเปรียบ เทียบกับ
การเปลี่ยนแปลงของสภาพความเปนดาง  
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 2) สวนประกอบอื่นๆ ของสารอาหาร (substrate) เชน เกลือ ถาใชในความเขมขน
ตํ่าจะมีผลชวยปองกันสปอรจากความรอน นํ้าตาลมีผลชวยปองกันเซลลหรือสปอรจากความรอน
โดยขึ้นอยูกับสายพันธุของจลิุนทรียเปนสําคัญ สาเหตุที่นํา้ตาลมีผลตอการปองกันเซลลหรือสปอร
จากความรอนอาจเนื่องมาจากนํ้าตาลจะมีผลในการลดคา water activity (aw) ซ่ึงการลดคา aw ทําให
เซลลหรือสปอรมีความสามารถในการตานทานความรอนสูงขึ้น (วราวุฒ,ิ 2538) 
 
ธาตุซิลิคอน (Silicon)  
 

ซิลิคอนเปนธาตุที่มีมากที่สุดในชั้นผิวโลก แตปริมาณการละลายไดและอยูในสารละลาย
ดินมีเพยีงเล็กนอย ซ่ึงอยูในรูปของ กรดโมโนซิลิซิค (monosilicic acid, Si (OH)4) สภาพละลายได
ของกรดดังกลาวในน้ํา (ที่ 25 องศาเซลเซียส) ประมาณ 2 มิลลิโมล หรือ 56 มิลลิกรัม Si ตอลิตร              
(Marschner, 1955) Balasta et al. (1989) ซิลิคอนจะเคลื่อนยายจากรากสูสวนเหนือดนิทางไซเลม 
(xylem) จะสะสมอยูในผนังของไซเลมเวสเซลคอนขางมาก ทําใหไซเลมแข็งแรงและไมยุบตวัขณะ 
ที่พืชมีอัตราการคายน้ําสูง  Marschner (1955) ซิลิคอนชวยปองกนัการลวงลํ้าของเชื้อโรคเขาไปใน
รากและใบ ความแข็งแรงของเซลลผิวนอกที่มีซิลิคอนสูงชวยปองกนัไมใหเชื้อราสาเหตโุรคพืชบาง
ชนิดลวงลํ้าเขาไปในเซลลและแมลงก็กดักินใบนอยลง  Fawe et al. (1998)  ศึกษาผลของซิลิคอนที่
ชวยในการสะสมสาร flavanoid phytoalexin ในแตง ซ่ึงสารนี้ชวยเพิ่มความตานทานตอโรครา
น้ําคางของแตงได   Fawe et al.,(2001) รายงานวาธาตุซิลิกอนสามารถสงเสริมใหพืชตานทานตอ
เชื้อรา  Pythium และ  Sphaerotheca ในแตง และตานทานตอโรคใบไหม (blast)และกาบใบแหง 
(sheath blight) ในขาว (Datnoff et al. ,2001) ผลจากธาตุซิลิกอนสามารถเพิ่มความตานทานแกพืช
ไดโดยมีรายงานไวในหลายๆ พืชวาสามารถเพิ่มความตานทานตอเชื้อราได เชน ในแตง ขาวโอต 
ขาว ขาวสาลี ขาวบารเลย และออย และมกีารสะสมธาตุซิลิคอนไวในเซลลพืช (Rodrigues  et  al., 
2003)  เชนเดยีวกับ Dannon  and Wydra (2004) รายงานวาธาตุซิลิคอนสามารถชวยลดการเกดิโรค
เหี่ยวจากแบคทีเรียของมะเขอืเทศไดทั้งในพันธุที่ออนแอและพันธุที่คอนขางตานทานเมื่อทดลอง
ในแปลงปลูกพืชแบบไมใชดิน และตรวจสอบภายในตนมะเขือเทศไมพบวามีธาตซิุลิคอนสะสมอยู
พบเพียงเชื้อแบคทีเรียเทานัน้ที่สะสมในตนมะเขือเทศ   Diogo and Wydra (2007) ใชซิลิคอนชักนํา
มะเขือเทศใหตานทานตอเชือ้ R. solanacearum พบวาซลิิคอนมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของ pectic 
cell wall ของมะเขือเทศ ชวยลดการเกดิโรค 38.1 % ในพนัธุ Kingkong (พันธุคอนขางตานทาน) 
และ 100% ในพันธุ Hawaii 7998 (พันธุตานทาน)  นอกจากนี้ยังพบวาซลิิคอนไมมีผลตอปริมาณ
ประชากรของเชื้อ R. solanacearum 



อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณและวิธีการ 

 
1. การศึกษาการเจริญและการสรางสารปฏชิีวนะของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษในอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิ
ตางๆ 
  

1.1 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4ในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 

 
นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4 ที่มีในหองปฏิบัติการภาควิชาโรค

พืช มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน มาใชทดสอบ โดยนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4 มาเลี้ยงในหลอดทดลองที่มีอาหาร Malt Yeast extract (MY) (ชอทิพย,2538) ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร  บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงนาํไปเลี้ยงตอใน
flask ขนาด 500 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลว MY 250 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 
รอบ/นาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปนตกตะกอนเซลลดวยเครื่อง centrifuge (Sorvall,RC-
5) ที่ความเรว็ 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (ปรับ
ความขุนของสารละลายเชื้อโดยใชเครื่อง Spectrophotometer (Shimadzu, UV-1601)ใหได 0.2 O.D. 
ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ซ่ึงจะมีปริมาณของเซลลแบคทีเรียเทากบั 108CFU/ml ) นําสาร
แขวนลอยมาตรวจสอบประสิทธิภาพการยบัยั้งเชื้อ R. solanacearum ดวยวิธี disc diffusion method 
(อุรัจฉทา, 2534) โดยผสมสารละลายเชื้อ R. solanacearum (0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโน
เมตร ซ่ึงจะมีปริมาณของเซลลแบคทีเรียเทากับ 108CFU/ml ) 0.5 มิลลิลิตร ในอาหาร NGA 10 
มิลลิลิตร เทอาหารที่ผสมเชื้อแลวลงในจานเลี้ยงเชื้อ ปลอยใหอาหารแขง็ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 
จากนั้นนํา paper disc ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร ที่ทําจากกระดาษกรอง (whatman #1)ซ่ึง
ผานการนึ่งฆาเชื้อแลววางบนจานเลี้ยงเชื้อที่นึ่งฆาเชื้อ แลวใช micropipette หยอดสารละลายเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ CH4 (โดยปรับคาความขุนใหมีคา 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโน
เมตร) แผนละ 10 ไมโครลิตร ท้ิงไวจนหมาดแลวใชปากคีบที่ผานการฆาเชื้อคีบเอา paper disc วาง
บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมเชื้อ R. solanacearum โดยวาง paper disc ที่หยดน้ํานึ่งฆาเชือ้แลวแผนละ 
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10 ไมโครลิตร เปนตัวอยางเปรียบเทียบ (control) เก็บไวที่อุณหภูมิหองนาน 24-48 ช่ัวโมง ตรวจผล
โดยการวัดความกวางของบริเวณใส (clear zone ) จากขอบโคโลนีของเชื้อถึงขอบบริเวณใส 

 
การทําเครื่องหมาย (marker) บนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 

 
นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4 มาติดเครื่องหมายเพื่อใชในการ

ติดตาม โดยใชสารปฏิชีวนะ amplicillin ที่ความเขมขน100 ppm โดยเลี้ยงเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษ ใน
อาหารเลี้ยง NGB นาน 24-48 ช่ัวโมง นาํมาเตรียมเปนเซลลแขวนลอยและกระจายบนอาหาร NGA 
ที่ผสมสารปฏิชีวนะ amplicillin 50 ppm บมเชื้อไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง เก็บ
โคโลนีเดี่ยวที่เจริญมา cross streak  บนอาหาร NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ amplicillin 50 ppm อีก
คร้ังและเก็บโคโลนีเดี่ยวทีเ่จริญมาเลี้ยงในอาหาร NGB นาน 24-48 ช่ัวโมง นํามาเตรียมเปนเซลล
แขวนลอยและกระจายบนอาหาร NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ amplicillin 100 ppm บมเชื้อไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมงและเกบ็โคโลนีเดี่ยวที่เจริญมา cross streak บนอาหาร NGA ที่
ผสมสารปฏชีิวนะ amplicillin 100 ppm อีกครั้ง จากนัน้ทดสอบแบคทีเรียปฏิปกษทีม่ีเครื่องหมาย
แลวในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum ที่มีเครื่องหมายแลวดวยวิธี disc 
diffusion method (อุรัจฉทา, 2534) และทําเชนเดยีวกับขอ 1.1 แบคทีเรียปฏิปกษที่ตดิเครื่องหมาย 
แลวจะใชสัญลักษณคือ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
 

1.2 การทดสอบหาปริมาณการแยกเชื้อกลับคืนมา (recovery) ของเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am และเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพนัธุ CH4Am 
จากดินและน้ําในหองปฏิบัตกิาร 
 

นําเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am และ B. subtilis สายพันธุ CH4Am โดยใช
ความเขมขนของเชื้อที่ 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ( 8 logCFU/ml) เติมลงไปในหลอด
ทดลองที่บรรจุน้ําปริมาตร 9 มิลลิลิตรและในหลอดทดลองที่บรรจุดิน 1 กรัม ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
ตอหลอด เขยาใหเขากนัดวยเครื่อง vortex เปนเวลา 1นาที และเติมน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 9 
มิลลิลิตรในหลอดที่บรรจุดินแลวนําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเรว็ 125 รอบ/นาที เปนเวลา  2 
ช่ัวโมง โดยแบงเปน 2 กรรมวิธี ๆ ละ 10  ซํ้า 

 



 

33 

กรรมวิธีที่ 1 น้าํ 
กรรมวิธีที่ 2 ดนิ  

 
บันทึกผลการทดลองโดยการตรวจหาจํานวนประชรกรของเชื้อแบคทีเรียโดย นําแตละ

หลอดมาทํา dilution plate count เพื่อนับปรมิาณประชากรของเชื้อ โดยนาํ 0.1 มิลลิลิตร ของ 
suspension เชือ้แบคทีเรียแตละหลอดมากระจาย (spread) บนอาหารเลีย้งเชื้อ โดยเชือ้ R. 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am  กระจายบนอาหาร TZC สวนเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
กระจายบนอาหาร NGA บมไวที่อุณหภมูหิองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมงและทําการนับจํานวน
ประชากร  
 

1.3 การศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิตาง ๆ 
 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ ซ่ึงประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ 10 สูตร ประกอบดวย  
1. Malt Yeast extract (MY)  
2. กากน้ําตาล 1%  
3. น้ํามะพราว 1% 
4. น้ําแปงขาวจาว 1%    
5. กากน้ําตาล 1% +น้ํามะพราว 1% 
6.กากน้ําตาล 1% + น้ําแปงขาวจาว 1% 
7. กากน้ําตาล 1% + เปปโตน 0.5% 
8. น้ํามะพราว 1% + น้ําแปงขาวจาว 1% 
9. น้ํามะพราว 1% + เปปโตน 0.5% 
10. น้ําแปงขาวจาว 1% + เปปโตน 0.5% 

 
บรรจุลงอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตางๆลงใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 20 นาที  เพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิด โดยเปรียบเทียบ
กับอาหาร MY (สูตรที่ 1) ซ่ึงเปนอาหารเลีย้งเชื้อที่มีประสิทธิภาพสําหรับเชื้อแบคทีเรีย Bacillus 
subtilis (ชอทพิย, 2538) 
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 ยายเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่เจริญบนอาหาร NGA อายุ 24 ช่ัวโมงจํานวน 1 โคโลนีลงใน
อาหารเหลว NGB ปริมาตร 20 มิลลิลิตรที่บรรจุอยูใน flask ขนาด 50 มลิลิลิตร เล้ียงเชื้อบนเครื่อง
เขยาที่ความเรว็ 150 รอบ/นาที บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง (28-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
ปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรียโดยการปนเหวีย่งดวยเครือ่ง centrifuge ความเร็วรอบ 8,000 รอบ/นาที 
เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้งเก็บสวนที่เปนตะกอนเซลล และลางตะกอนเซลลดวยน้าํกลั่นนึ่ง
ฆาเชื้อและปรบัความเขมขนใหไดเทากับ 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ใช micropipette 
ดูด suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตรที่
มีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  และนําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง
ดวยความเรว็ 150 รอบ/นาที ใช micropipette ที่ปลอดเชื้อดูดตัวอยาง suspension ของเชื้อแบคทีเรีย
แตละไอโซเลทที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิดปริมาตร 1 มิลลิลิตร หลังบมเชื้อนาน 0, 24, 48 
และ 72 ช่ัวโมง และนําแตละไอโซเลทมาทํา Dilution plate count เพื่อนับปริมาณประชากรของเชือ้  
จากนั้นนํา suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละไอโซเลทบนอาหารเลี้ยงเชื้อตางชนิด และ
เมื่อผานการบมเชื้อเปนเวลา 72 ช่ัวโมง (3 วัน) มาตรวจสอบความสามารถในการยับยัง้เชื้อสาเหตุ
โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ โดยการนํา suspension มาปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยเครื่อง 
centrifuge  ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เก็บสวนน้ําใสมาฆาเซลลที่ยังมีชีวิตดวย
คลอโรฟอรม (chloroform) 10% โดยปริมาตร เขยาใหเขากันเปนเวลา 1 นาที และตั้งไวที่อุณหภมูิ 
หองเปนเวลา 20 นาที แลวนาํไปปนตกตะกอนเซลลและคลอโรฟอรมดวยเครื่อง centrifuge ความ 
เร็ว 8,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เก็บสวนใสและทิ้งตะกอน จากนัน้นําสวนในมา กรองเซลล
แบคทีเรียที่เหลืออยูดวย sterile syringe filter ขนาด 0.02 μm นําสารกรอง (culture filtrates) ไป
ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ R. solanacearum ดวยวิธี paper disc method 
คือ ดวยวิธี disc diffusion method (อุรัจฉทา, 2534) ดังอธิบายในขอ 1.1 ทําเชนเดยีวกนักับขอ1.1 
 
2. ศึกษาการอยูรอดและประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในวัสดผุสมสูตรตาง ๆ ในการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ  
  

2.1 การพัฒนาสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ  B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
 

นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4Am  มาเลี้ยงในหลอดทดลองที่มี
อาหาร MY (พัชรินทร, 2540) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงนาํไปเลี้ยงตอใน flask ขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเหลว MY 250 
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มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปนตกตะกอน
เซลลดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ละลายตะกอนเซลลดวย
น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (ปรับความขุนของสารละลาย เชื้อโดยใชเครื่อง Spectrophotometerใหได 0.2 
O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ซ่ึงจะมีปริมาณของเซลลแบคทีเรียเทากับ 108 CFU/ml ) แลว
นําเซลลแขวนลอยที่ไดไปผสมกับสารพาชนิดตางๆ  คือ ทัลคัม, รําขาว, สาคู, ขาวฟาง และปลาย
ขาว (ผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง)ในสภาพปลอดเชื้อและปรับ pH ใหเทากับ 7.0 โดยการเติมแคลเซียมคารบอเนตและบรรจุ
ในกลองพลาสติกนําไปทําใหแหงในสภาพปลอดเชื้อเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ที่ 50 องศาเซลเซียส (โดย
อัตรา สวนในการผสมระหวางเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและสารพา คือ 1: 2 โดย
ปริมาตร : น้ําหนัก ) นําสูตรสําเร็จที่แหงแลวมาผสมใหเขากันดวยเครือ่งปนเบนเดอร (blender) ดวย
ความเร็วต่ําเปนเวลา 30 วนิาที และบรรจุในถุงพลาสติก ปดผนึกใหเรียบรอย นําสูตรสําเร็จของเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสูตรตางๆไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบดวยวิธี paper disc 
method และนบัปริมาณเชื้อเร่ิมตนโดยการทํา dilution plate count  (ผงเชื้อสูตรสําเร็จ 1 กรัมตอน้ํา 
9 มิลลิลิตร) บมเชื้อไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวบันทกึผลและทําการตรวจสอบ
ปริมาณการอยูรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่อุณหภูมหิองในสูตรสําเร็จทุก 1 เดือนเปนเวลา 6 
เดือนและคํานวณเปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้งเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 
 
              การลดลงของประสิทธิภาพการยับยั้ง (%) = คายบัยั้งเริ่มตน – คายับยั้งเดือนสุดทาย  X 100 

    คายับยั้งเริ่มตน 
 

2.2 การทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อสูตรสําเร็จของแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am ในหองปฏิบัติการ 
 

2.2.1 การเตรียมเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขอื
เทศ 

 
 นําเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am (RS) ที่มีความสารถในการเกิดโรค

รุนแรงมาเลี้ยงในหลอดทดลองที่มีอาหารเหลว Triphenyl Tetrazolium Chloride (TTC) (Schaad, 
1988) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึง
นําไปเลี้ยงตอใน flask ขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเหลว TTC  250 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่
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ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปนตกตะกอนเซลลดวยเครื่อง centrifuge 
ที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ ปรับความ
ขุนของสารละลาย เชื้อโดยใชเครื่อง Spectrophotometerใหได 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโน
เมตรและนับปริมาณของเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 

 
2.2.2 การทดสอบประสิทธิภาพผงเชื้อสูตรสําเร็จในหองปฏิบัติการ 

 
         นําดินทีใ่ชในการปลูกพืชทดสอบมา 1 กก. ผสมเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ 

To-Ud3Am (RS) ที่ไดจากขอ 2.2.1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมเชื้อไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง จากนัน้แบงใสขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาณ 50 กรัมตอขวดและเติมผงเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am (CH4) สูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว ลงไปโดย
แบงการทดลองออกเปน 8 กรรมวิธี คือ  

         กรรมวิธีที่ 1 เปรียบเทียบ 1 (ไมใสเชื้อ CH4 และเชื้อ RS) 
         กรรมวิธีที่ 2 เปรียบเทียบ 2 (ใสเชื้อ RS อยางเดยีว) 
         กรรมวิธีที่ 3 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH41 กรัม (ไมผสมเชื้อ RS) 
         กรรมวิธีที่ 4 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH4 2 กรัม (ไมผสมเชื้อ RS) 
         กรรมวิธีที่ 5 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH4 3 กรัม (ไมผสมเชื้อ RS) 
         กรรมวิธีที่ 6 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH4 1 กรัม + เชื้อ RS 
         กรรมวิธีที่ 7 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH4 2 กรัม + เชื้อ RS 
         กรรมวิธีที่ 8 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH4 3 กรัม + เชื้อ RS 

 
         บันทึกผลการทดลองที่ 0, 5 และ 9 วนั โดยวิธีการ dilution plate count  (ดิน 1 

กรัมตอน้ํา 9 มลิลิลิตร) เขยาบนเครื่องเขยาเปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวนํามากระจายบนอาหาร NGA บม
เชื้อไวเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมงและนับจํานวนประชากรของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am และเชื้อ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 
 

3. การทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am  และธาตุ
ซิลิคอนในสภาพโรงเรือน 
 

3.1 การเตรียมเชื้อ R. solanacearum สายพนัธุ To-Ud3 Am สาเหตุโรคเหีย่วของมะเขือเทศ 
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นําเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am  ที่มีความสารถในการเกดิโรครุนแรงมา
เล้ียงในหลอดทดลองที่มีอาหารเหลว TTC ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อเปนกลาเชื้อ บนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํากลาเชื้อไปเลี้ยงตอในflask ขนาด 500 มิลลิลิตรที่
บรรจุอาหารเหลว TTC 250 มิลลิลิตรบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
กอนนําไปปนตกตะกอนเซลลดวยเครื่อง centrifuge (Sorvall,RC-5) ที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที 
เปนเวลา 20 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ ปรับความขุนของสารละลาย เชื้อโดย
ใชเครื่อง Spectrophotometer (Shimadzu, UV-1601)ใหได 0.2 O.D. ท่ีชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร
และนับปริมาณของเชื้อ R. solanacearum ได 8 logCFU/ml 

 
3.2 การวางแผนการทดลองและการปลูกเชือ้ R. solanacearum ในมะเขอืเทศ 
 

วางแผนการทดลองแบบ Randomized complete block design (RCBD) โดยเชื้อ R. 
solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am   มาใชในการปลูกเชื้อโดยวิธีราดลงดินที่ปลูกมะเขือเทศพันธุสี
ดาทิพย 3 อายปุระมาณ 30-40 วัน จํานวน 300 มิลลิลิตร/กระถางและใชผงเชื้อสูตรสําเร็จที่ 1 BS+
ทัลคัม+รําขาว และแบงการทดลองนี้เปน 6 กรรมวิธี ๆ ละ 3 ซํ้า ๆ ละ 5 ตน ซ่ึงประกอบดวย 

กรรมวิธีที่ 1 (T1) = เปรียบเทียบ (น้ํา) 
กรรมวิธีที่ 2 (T2) = ราดสารละลายซาลิซิค แอซิด (salicic acid) ความเขมขน 9 mM 

(หรือมีเนื้อสารซิลิคอน 2.66 กรัม) ลงดินปลูกมะเขือเทศ คร้ังละ 100 มิลลิลิตรตอกระถางที่ 1 วัน
กอนปลูกเชื้อ R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Amและหลังจากปลูกเชื้อทุกๆ 7 วัน จํานวน 8 คร้ัง 
(ซาลิซิค แอซิด)  

กรรมวิธีที่ 3 (T3) = พนสารโซเดียม ซิลิเคต (sodium silicate) ความเขมขน 9 mM 
(หรือมีเนื้อสารซิลิคอน 0.25 กรัม) ลงดินปลูกมะเขือเทศ คร้ังละ 100 มิลลิลิตรตอกระถางที่ 1 วัน
กอนปลูกเชื้อ R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am และหลังจากปลกูเชื้อทุกๆ 7 วัน จํานวน 8 คร้ัง 
(โซเดียม ซิลิเคต) 

กรรมวิธีที่ 4 (T4) = คลุกผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am ลงดิน
ปลูกมะเขือเทศ คร้ังละ 30 กรัมตอกระถางที่ 1 วันกอนปลูกเชื้อ R. solanacearum  สายพันธุ To-
Ud3Am และหลังจากปลูกเชือ้ทุกๆ 7 วัน จาํนวน 8 คร้ัง (ผงเชื้อ BS) 

กรรมวิธีที่ 5 (T5) = คลุกผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am ลงดิน
ปลูกมะเขือเทศ คร้ังละ 30 กรัมตอกระถาง รวมกับการราดสารละลายซาลิซิค แอซิด คร้ังละ 100 
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มิลลิลิตรตอกระถาง ที่ 1 วันกอนปลูกเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am และหลังจากปลกู
เชื้อทุกๆ 7 วัน จํานวน 8 คร้ัง (ผงเชื้อ BS+ซาลิซิค แอซิด) 

กรรมวิธีที่ 6 (T6) =คลุกผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am ลงดิน
ปลูกมะเขือเทศ คร้ังละ 30 กรัม ตอกระถางรวมกับพนสารโซเดียม ซิลิเคต คร้ังละ 100 มิลลิลิตรตอ
กระถาง ที่ 1 วนักอนปลูกเชือ้ R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am และหลังจากปลกูเชื้อทุกๆ 7 
วัน จํานวน 8 คร้ัง (ผงเชื้อ BS + โซเดียม ซิลิเคต) 
 

  บันทึกผลการทดลองโดยนับจํานวนตนที่แสดงอาการเหี่ยวทุกสัปดาหและตรวจสอบ
การเขาทําลายของเชื้อ R. solanacearum ภายในตนมะเขือเทศเปนเวลา 8 สัปดาห เพื่อคาํนวณหา
เปอรเซ็นตการรอดตายและเก็บตัวอยางดินมาวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงประชากรของเชื้อ R. 
solanacearum และเชื้อจุลินทรียปฏิปกษในดินปลูกมะเขือเทศและผลผลิตของมะเขือเทศเมื่อส้ินสุด
การทดลองที่ 8 สัปดาหหลังการปลูกเชื้อและวเิคราะหทางสถิติ 
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ภาพที่ 1  ผลิตภัณฑซิลิคอนที่ใชในการทดลอง ก) ซาลิซิค แอซิด (salicic acid) ผลิตโดยชมรม

เกษตรปลอดสารพิษและ ข) โซเดียม ซิลิเคต (sodium silicate) ผลิตโดยบริษัท Fisher 
Scientific  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ก ข 
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3.3 การตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อภายในตนมะเขือเทศ 
 

นําสวนของตนมะเขือเทศทีแ่สดงอาการโรคเหี่ยวมาตรวจสอบตามวิธีของ Winsted 
and Kelman (1952) โดยใชมีดฆาเชื้อตัดตามขวางแลวนาํใสหลอดของน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ตั้งทิ้งไว
ซักครูตรวจดูของเหลวสีขาวขุนคลายน้ํานม (ooze หรือ bacterial exudate) ไหลซึมออกมาจากรอย
ตัดเปนสาย นาํลูปที่ฆาเชื้อแลวแตะ suspention ของแบคทีเรียในหลอดทดลอง ทํา cross streak บน
อาหารแข็ง Triphenyl Tetrazolium Chloride medium (TZC) (Kelman, 1954) บมที่อุณหภูมิ 28-30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ตรวจดูลักษณะของโคโลนีที่เกิดขึ้น 

 
3.4 การศึกษาจํานวนประชากรของเชื้อ R. solonacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตโุรค

เหี่ยวของมะเขอืเทศและประชากรของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
  

เก็บตัวอยางดนิบริเวณรากตนมะเขือเทศที่เปนโรคมาทําการแยกเชื้อ นําดินมาผึ่งลมให
แหงพอหมาด ทํา soil suspension โดยใชดนิ 5 กรัม ละลายในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 45 มิลลิลิตร เขยา
ใหเขากนัเปนเวลา 30 นาที นํามาแยกเชื้อโดยการทํา dilution plating method จากนัน้นําสารละลาย
ดินความเขมขนที่ตองการอยางละ 0.1 มิลลิลิตร มากระจายใหทัว่อาหาร mSM-1 ที่ผสมสาร
ปฏิชีวนะ amplicilin 100 ppm. (ปยะรัตน, 2541) บมไวประมาณ 24-48 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหอง ตรวจ
นับโคโลนีของเชื้อ R. solonacearum สวนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทําวิธีเดียวกันแตใชอาหาร NGA ที่
ผสมสารปฏิชีวนะ amplicilin 100 ppm 
 
6.  สถานที่ทําการทดลอง 
 
 1. หองปฏิบัติการแบคทีเรีย ภาควิชาโรคพชื คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
บางเขน กรุงเทพ ฯ. 

2. โรงเรือนภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร                           
บางเขน กรุงเทพ ฯ. 

3. โรงเรือนสถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชีย (Asian Institute of Technology; AIT) ปทุมธานี 
 
7.  ระยะเวลาในการทําวิจัย  
 มิถุนายน 2549 –มีนาคม 2552 



ผลและวิจารณ 

 

ผล 
 
1. การศึกษาการเจริญและการสรางสารปฏชิีวนะของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษในอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิ
ตางๆ 
 

1.1 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4 
ในการยับยั้งเชือ้แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สายพนัธุ To-Ud3Am 
  

การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4 ในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am ในหองปฏิบัติการดวยวิธี paper 
disc diffusion บนอาหาร Nutrient glucose agar (NGA) พบวาเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษมีความสามารถ
ในการยับยั้งเชือ้ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am ทั้งกอนติดฉลากและหลังติดฉลาก (ภาพที่ 2 
ก) เหมือนปกติ และการเจริญเติบโตของเชื้อ B.subtilis สายพันธุ CH4Am บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NGA มี
ลักษณะโคโลนีเหมือนกันทัง้กอนและหลงัติดฉลาก (ภาพที่ 2 ข) 
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ภาพที่ 2  แสดงบริเวณยับยั้ง (clear zone) โดยเชื้อ Bacillus  subtilis สายพันธุ CH4Am ในการยับยั้ง

เชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am บนอาหาร Nutrient glucose agar โดยมี
น้ําเปนชุดควบคุม (Control, C) เปนเวลา 48 ชม. (ก) และลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus 
subtilis สายพนัธุ CH4Am ที่ติดฉลากดวยสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่ความเขมขน 100 ppm 
บนอาหาร Nutrient glucose agar อายุ 48 ช่ัวโมง (ข) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข 

CH4 

CH4 
CH4 

CH4 

W 

ก 
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1.2 การหาปริมาณเชื้อที่แยกไดกลับคืนมา (recovery) ของเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am และเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพนัธุ CH4Am 
จากดินและน้ําในหองปฏิบัตกิาร 

 
การหาเปอรเซน็ตการนํากลบัคืนมา (% recovery) ของเชื้อ R. solanacearum สายพนัธุ 

To-Ud3Am จากปริมาณเชื้อเร่ิมตนคือ 8.74 logCFU/ml เมื่อใสเชื้อลงไปในน้ําและดนิทั้งสองกรรมวิธี
พบวาเปอรเซน็ตการนํากลบัคืนมาในน้ําคิดเปน 75.64% และในดนิคิดเปน 75.17% ซ่ึงแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ และการตรวจหาปริมาณของเชื้อแบคทีเรียเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-
Ud3Am ที่นํากลับคืนมา (recovery) พบวาในน้ํา (กรรมวิธีที่ 1) มีปริมาณเชื้อ 6.61 logCFU/ml  สวนใน
ดิน (กรรมวิธีที่ 2) มีปริมาณเชื้อ 6.57 logCFU/g  (ตารางที่ 1) 

 
การหาเปอรเซน็ตการนํากลบัคืนมาของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธุ CH4Am จาก

ปริมาณเชื้อเร่ิมตนคือ 8.90 logCFU/ml เมื่อเติมลงไปทั้งสองกรรมวิธีแลวพบวาในน้ําไดเชื้อกลับคืน
มา 60.45% และในดนิ 55.17% ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และจากการหาปริมาณเชื้อ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ CH4Am พบวาในน้ํา (กรรมวิธีที่1) มีปริมาณเชื้อ 5.38 logCFU/ml สวน
ในดิน (กรรมวิธีที่ 2) มีปริมาณเชื้อ 4.91 logCFU/g  (ตารางที่ 1) 
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ตารางที่ 1  ความสามารถนํากลับคืนมา (recovery) ของเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum      
สายพันธุ To-Ud3 Am และ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am ที่ 2 ช่ัวโมงหลังจากใสเชื้อ 

 

ปริมาณเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ 
To-Ud3Am(logCFU/ml)1/ 

ปริมาณเชื้อ B. subtilis สายพนัธุ 
CH4Am(logCFU/ml)1/ 

กรรมวิธี2/ ปริมาณ
เชื้อ

เร่ิมตน 

ปริมาณเชื้อ 
recovery 

% การนํา
กลับคืนมา3/ 

ปริมาณเชื้อ
เร่ิมตน 

ปริมาณเชื้อ
recovery 

% การนํา
กลับคืนมา3/ 

1 น้ํา 8.74 6.61 75.644/ a 8.90 5.38 60.454/a 
2 ดิน 8.74 6.57 75.17 b 8.90 4.91 55.17 b 

 

1/  คาเฉลี่ยของปริมาณเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am และ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
จากการทํา 10 ซํ้า โดยจากดนิเปน logCFU/g 

2/  น้ําปริมาตร 9 มิลลิลิตรในหลอดทดลองเติมเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum สายพนัธุ To-Ud3Am

ปริมาตร 1 มิลลิลิตรหรือเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 1 มิลลิลิตร   
ดินจํานวน 1 กรัมใสลงในหลอดทดลองแลวเติมน้ําและเติมเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum สาย
พันธุ To-Ud3Am ปริมาตร 1 มิลลิลิตรหรือเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 1 มิลลิลิตร 

3/  เปอรเซ็นตการนํากลับคนืมา = 100 – (ปริมาณเชื้อที่ใส – ปริมาณเชื้อที่นํากลับคืนมา x 100) 
  ปริมาณเชื้อที่ใส 

4/  คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกนัในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ความเชื่อมั่น 95 % เมื่อวิเคราะหดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test 
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1.3 การศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเลี้ยงเชื้อตางชนิด 
 

การศึกษาเปอรเซ็นตการเพิม่ประชากรของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am ในอาหาร
จํานวน 10 สูตร พบวา อาหารสูตรน้ํามะพราว1%+เปปโตน0.5% มีการเพิ่มของจํานวนประชากร
ของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am มากที่สุดคือ 61.87% รองลงมาไดแก น้ํามะพราว1%, 
กากน้ําตาล1%+เปปโตน0.5%, กากน้ําตาล1%, Malt Yeat extract (MY), น้ําแปงขาวจาว1%+เปป 
โตน 0.5%, กากน้ําตาล1%+น้ํามะพราว1%, กากน้ําตาล1%+น้ําแปงขาวจาว1%, น้ําแปงขาวจาว1% 
และ น้ํามะพราว1%+น้ําแปงขาวจาว1% คือ 60.80%, 60.71%, 60.51%, 60.48%, 60.43%, 60.08%, 
59.89%, 59.75% และ 59.41% ตามลําดับ ซ่ึงทุกอาหารแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติกับอาหาร 
MY (เปรียบเทยีบ) ยกเวนสูตรอาหารกากน้าํตาล 1% และน้ําแปงขาวจาว 1% + เปปโตน 0.5% ซ่ึง
ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 2) 
 

การศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมด 10 สูตรที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาอาหารสูตร MY เปนสูตรที่ใชเล้ียงเชื้อแบคทเีรีย B. subtilis 
ที่มีประสิทธิภาพดี มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ( 8 logCFU/ml) 
ซ่ึงใชเปนสูตรเปรียบเทียบ พบวาอาหารสตูร กากน้ําตาล 1% + เปปโตน 0.5% มีปริมาณเชื้อมาก
ที่สุดคือ 13.39 logCFU/ml รองลงมาไดแกอาหารสูตรน้ํามะพราว 1% +  เปปโตน 0.5%, น้ําแปงขาว
จาว 1% + เปปโตน 0.5%, กากน้ําตาล 1%, MY, น้ํามะพราว 1% + น้ําแปงขาวจาว 1%, กากน้ําตาล 
1% + น้ําแปงขาวจาว 1%, กากน้ําตาล 1% +น้ํามะพราว 1%, น้ําแปงขาวจาว 1%และ น้าํมะพราว 
1%  คือ 13.35, 13.27, 13.17, 13.16, 13.06, 13.04, 13.03, 13.02 และ 12.86 logCFU/ml ตามลําดับ 
ซ่ึงทุกอาหารแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติกบัอาหาร MY ยกเวนสูตรอาหารกากน้ําตาล 1% ซ่ึง
ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 2 ) 

 
การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษชนิดตางๆในการผลิต

สารเมตาโบไลท หลังจากเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลวนําไปปนตกตะกอน
เพื่อแยกเซลลของแบคทีเรียออกและฆาเซลลที่เหลือดวยคลอโรฟอรม แลวนําสารกรองมาทดสอบ
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am  พบวาในอาหารสูตรน้ํามะพราว
1%+น้ําแปงขาวจาว 1%ใหความกวางของบริเวณยับยั้งมากที่สุดคือ 0.82 เซ็นติเมตร รองลงมาไดแก 
อาหารสูตรกากน้ําตาล1%, น้ําแปงขาวจาว1%+เปปโตน0.5%, MY , กากน้ําตาล1%+น้ํามะพราว1%, 
น้ําแปงขาวจาว1%, น้ํามะพราว1%, กากน้าํตาล1%+น้ําแปงขาวจาว1%, กากน้ําตาล1%+เปปโตน
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0.5% และน้ํามะพราว 1%+เปปโตน 0.5% คือ 0.80, 0.79, 0.78, 0.77, 0.75 , 0.75, 0.74,  0.72 และ
0.67  ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ โดยสูตรอาหารที่ใหประสิทธิภาพการยับยั้งที่
ดี 4 อันดับเมื่อเปรียบเทียบกบัสูตร MY คือ สูตรน้ํามะพราว1%+น้ําแปงขาวจาว 1%, สูตร
กากน้ําตาล1%, น้ําแปงขาวจาว1% + เปปโตน0.5% และกากน้ําตาล1% +น้ํามะพราว1%,  ตามลําดับ 
ซ่ึงไมแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิต ิ(ตารางที่ 2 ) 
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ตารางที่ 2  จํานวนประชากรและประสิทธิภาพสารกรอง (culture filtrate) ของเชื้อ Bacillus subtilis 
สายพันธุ CH4 Am  ที่เล้ียงในอาหารชนิดตางๆเปนเวลา 72 ช่ัวโมงในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am (RS)บนอาหาร 
Nutrient glucose agar  ณ อุณหภูมหิอง เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

 
จํานวนประชากรของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ 

CH4Am (logCFU/ml) 
ชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อ 

0 ชม. 72 ชม. 
% การเพิ่ม
ประชากร2/ 

ความกวาง
บริเวณยับยั้งการ
เจริญ(ซม)1/ 

1. Malt Yeat extract 5.20       13.16 d3/  60.48 c  0.78 a3/ 
2. กากน้ําตาล1% 5.20 13.17 d 60.51 c 0.80 a 
3. น้ํามะพราว1% 5.04 12.86 f 60.80 b 0.75 b 
4. น้ําแปงขาวจาว1% 5.24  13.02 ef 59.75 ef 0.75 b 
5. กากน้ําตาล1%+น้ํามะพราว1% 5.07 13.03 e 60.08 d 0.77ab 
6.กากน้ําตาล1%+น้ําแปงขาวจาว1% 5.23 13.04 e 59.89 e 0.74 b 
7. กากน้ําตาล1%+เปปโตน0.5% 5.26 13.39 a 60.71 bc 0.72 c 
8. น้ํามะพราว1%+น้ําแปงขาวจาว1% 5.30 13.06 e 59.41 f 0.82 a 
9. น้ํามะพราว1%+เปปโตน0.5% 5.09 13.35 b 61.87 a 0.67 d 
10. น้ําแปงขาวจาว1%+เปปโตน0.5% 5.25 13.27 c 60.43 cd 0.79 a 

 

1/  คาเฉลี่ยบริเวณยับยั้งการเจริญของเชื้อ RS จํานวน 10 ซํ้า 
2/  เปอรเซ็นตการเพิ่มประชากร = ประชากรหลังเล้ียง – ประชากรกอนเล้ียง   x 100 
                                          ประชากรหลังเล้ียง 
3/  คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกนัในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง  

สถิติที่ความเชื่อมั่น 95 % เมื่อวิเคราะหดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test 
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2. ศึกษาการอยูรอดและประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในวัสดผุสมสูตรตางๆ ในการยับยัง้

การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ  
 

2.1 การพัฒนาสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
 

จากการทดลองการหาเปอรเซ็นตการลดลงของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am ในสูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตร (ภาพที่ 3) หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน พบวาในสูตร
สําเร็จ สูตร BS+ ทัลคัม+ รําขาว (สูตรเปรียบเทียบ) มีเปอรเซ็นตการลดลงของจํานวนประชากร
นอยที่สุด คือ 38.36% รองลงมาคือ สูตร BS+ปลายขาว คือ 39.38% ซ่ึงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ สวนสูตรที่เหลือสูตร BS+สาคูดิบ+ รําขาว, BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, BS+สาคูดิบ และ 
BS+ ขาวฟางนึ่ง  คือ  42.15%, 42.43%, 44.15% และ 45.15% ตามลําดบัซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (ตารางที่ 3) 
 

จากการทดลองการศึกษาความมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am ในสูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตร ซ่ึงมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเร่ิมตน คือ 8.25 logCFU/ml 
หลังจากเก็บรักษามาเปนเวลา 6 เดือนโดยใชสูตรสําเร็จ BS+ ทัลคัม+ รําขาว (ชอทิพย,2538) เปน
สูตรเปรียบเทียบ (1.88 log CFU/g) ซ่ึงจากการทดลองพบวาสูตรสําเร็จ BS+ปลายขาว มีปริมาณการ
รอดชีวิตไมแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติกับสูตร BS+ ทัลคัม+ รําขาว คือ 1.87 logCFU/g 
รองลงมาไดแกสูตรBS+สาคูดิบ+ รําขาว, BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, BS+สาคูดิบ และ BS+ ขาวฟาง
นึ่ง คือ 1.77, 1.75, 1.67 และ 1.64 log CFU/g ตามลําดับซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตาราง
ที่ 3) 
 

เปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
ในสูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตร ในการยับยั้งเชื้อ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am หลังจากเก็บรักษา
เปนเวลา 6 เดอืน พบวาสูตร BS+สาคูดิบ+ รําขาว มี % การยับยั้งลดลงนอยที่สุดคือ 30% รองลงมา
ไดแก สูตรBS+ปลายขาว คือ 39% และ สูตร BS+ ทัลคัม+ รําขาว คือ 40% ซ่ึงไมแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ สวนสูตรอื่นมีการยับยั้งตามลําดับ คือ 45%, 46% และ 52% ซ่ึงแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 3) 
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การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตรในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน พบวาสูตรสําเร็จ BS+ 
ทัลคัม+ รําขาว (สูตรเปรียบเทียบ) สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อไดดทีี่สุด โดยมีความกวางของ
บริเวณยับยั้ง (clear zone) เทากับ 0.90 เซ็นติเมตร รองลงมาไดแก สูตรสําเร็จ BS+ปลายขาว มี
บริเวณยับยั้ง 0.89 เซนติเมตร ซ่ึงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนสูตร BS+สาคูดิบ+ รํา
ขาว, BS+สาคูดิบ, BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว และ BS+ ขาวฟางนึ่ง ยับยัง้นอยลงตามลําดับ คือ 0.80, 
0.70, 0.60 และ 0.58 เซ็นติเมตร ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสูตรเปรียบเทียบ (ตารางที่ 3 
และ ภาพที่ 4) 
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ตารางที่ 3  ประชากรของแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus  subtilis สายพันธุ CH4Am ในสตูรสําเร็จชนิด
ตางๆและการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อ Ralstonia  solanacearum สายพันธุ To-
Ud3Am (RS) โดยใชผงเชื้อสูตรสําเร็จของแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus  subtilis สายพันธุ 
CH4 Am(BS) ชนิดตางๆบนอาหาร Nutrient glucose agar ที่อุณหภูมิหอง 

 
ประชากรเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษ B. subtilis 
สายพันธุCH4Am 

log(CFU/g) 

ความกวางของบริเวณ
ยับยั้งการเจริญ (ซม.) สูตรสําเร็จ 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 6 

% การ
ลดลงของ
ประชากร1/ 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 6 

% การ
ลดลง
ของการ
ยับยั้ง2/ 

สูตรที่1 BS+ทัลคัม+รําขาว3/   3.05 b4/ 1.88 a 38.36 c 1.50a 0.90 a 40 c 
สูตรที่2 BS+ขาวฟางนึ่ง 2.99 c 1.64 c 45.15 a 1.21 b 0.58 e 52 a 
สูตรที่3 BS+ขาวฟางนึ่ง+รําขาว 3.04 b 1.75 b 42.43 b 1.13 b  0.60 d 46 b 
สูตรที่4 BS+สาคูดิบ 2.99 c 1.67 c 44.15 a 1.27  b 0.70 c 45 b 
สูตรที่5 BS+สาคูดิบ+รําขาว 3.06 b 1.77 b 42.15 b 1.15 b 0.80 b 30 d 
สูตรที่6 BS+ปลายขาว 3.08 a 1.87 a 39.38 bc 1.45 a 0.89 a 39 c 

 

1/  การลดลงของประชากร (%) = จํานวนประชากรเดือนที่ 1 – จํานวนประชากรเดือนที่ 6  X 100 

     จํานวนประชากรเดือนที่ 1 
2/  การลดลงของประสิทธิภาพการยับยั้ง (%) = คายับยั้งเริ่มตน – คายับยั้งเดือนสุดทาย  X 100 

                   คายับยั้งเริ่มตน 
3/  ชอทิพย (2538) เปนสูตรอาหารเปรียบเทยีบ 
4/  คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกนัในแนวตั้ง แสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง  

สถิติที่ความเชื่อมั่น 95% เมื่อวิเคราะหดวยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test 
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ภาพที ่3  สูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษของ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am (BS) โดย 1 = 

BS+ ทัลคัม+ รําขาว, 2 = BS+ ขาวฟางนึ่ง, 3 = BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, 4 = BS+สาคูดิบ, 
5 = BS+สาคูดิบ+ รําขาว และ 6 = BS+ปลายขาว 

 

3 4 

5 6 

1 2 
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ภาพที่ 4  ประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am 

หลังจากเก็บรักษา 6 เดือน ในการยับยั้งเชื้อ Ralstonia solanasearum สายพันธุ To-Ud3 Am 
โดยวิธี paper disc method บนอาหาร Nutrient glucose agar  โดย A = สูตรที่ 1 BS+ 
ทัลคัม+ รําขาว, B= สูตรที่2 BS+ ขาวฟางนึ่ง,C= สูตรที่3 BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, D= 
สูตรที่ 4 BS+สาคูดิบ, E= สูตรที่5 BS+สาคูดิบ+ รําขาว, F= สูตรที่6 BS+ปลายขาว และ 
W= น้ํา เปนชุดควบคุม (Control) 

 
 
 

A 

W 

W 

W 

W 

W 

W 

B 

C D 
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2.2 การศึกษาประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จอัตราสวนผสมตางๆในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศในหองปฏิบัติการ 
 

การทดสอบประสิทธิภาพผงเชื้อสูตรสําเร็จในหองปฏิบัติการ 
 

นําผงเชื้อสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย, 2538) ทดสอบประสิทธิภาพของ
ผงเชื้อสูตรสําเร็จในหองปฏบิัติการเปนเวลา 9 วัน พบวาในกรรมวิธีที ่7 ใสผงเชื้อ BS 3 กรัม+RS มี
จํานวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am นอยทีสุ่ด คือ 6.01 logCFU/g 
รองลงมาไดแก กรรมวิธีที่ 6 ใสผงเชื้อ BS 2 กรัม+RS และกรรมวิธีที่ 5 ใสผงเชื้อ BS 1 กรัม+RS  
คือ 6.11 และ 6.63 logCFU/g สวนกรรมวธีิที่ 1 (ควบคุม) ใส RS อยางเดียว มีเชื้อปริมาณมากที่สุด
คือ 6.68 logCFU/g  ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4) 
 

สวนปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am กรรมวิธีที่มีประชากร
ของเชื้อมากที่สุดคือ กรรมวิธีที่ 7 ใสผงเชื้อ BS 3 กรัม+RS คือ 6.97 logCFU/g รองลงมาไดแก
กรรมวิธี 6 ใสผงเชื้อ BS 2 กรัม+RS, กรรมวิธีที่ 4 ใสผงเชื้อ BS 3 กรัม, กรรมวิธีที่ 3 ใสผงเชื้อ BS 2 
กรัม, กรรมวิธีที่ 2 ใสผงเชื้อ BS 1 กรัม และ กรรมวิธีที่ 5 ใสผงเชื้อ BS 1 กรัม+RS คือ 6.56, 6.52, 
6.47, 6.43 และ 6.00 logCFU/g ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4) 
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ตารางที่ 4  ประสิทธิภาพของผงเชื้อสูตรสําเร็จ Bacillus subtilis สายพนัธุ CH4Am (BS) ในการยับยัง้
เชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am (RS)ในหองปฏิบัติการเปน
เวลา 9 วัน 

 
ปริมาณเชื้อ R. solanacearum 

สายพันธุ To-Ud3Am 
(logCFU/g) 

ปริมาณเชื้อ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am (logCFU/g) กรรมวิธี1/ 

0 วัน 5 วัน 9 วัน 0 วัน 5 วัน 9 วัน 
1. RS(control)  4.16 a2/ 6.47  a 6.68  a ND3/ ND ND 
2. ผงเชื้อ BS 1 กรัม ND ND ND 4.20 d  5.93 cd 6.43 c 
3. ผงเชื้อ BS 2 กรัม ND ND ND 4.56 b 6.05 c 6.47 c 
4. ผงเชื้อ BS 3 กรัม ND ND ND 4.86 ab 6.10 c 6.52 b 
5. ผงเชื้อ BS 1 กรัม+RS 4.09  a 6.30  b 6.63 a 4.33  c 5.65 d 6.00 d 
6. ผงเชื้อ BS 2 กรัม+RS 3.98  b 6.16 c 6.11 b 4.60 b 6.33 b 6.56 b 
7. ผงเชื้อ BS 3 กรัม+RS 3.65 c 6.15 c 6.01 c 4.89 a 6.92 a 6.97 a 

 

1/  ผงเชื้อ BS = สูตรสําเร็จสูตรที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย, 2538) 
2/   คาเฉลี่ยปริมาณประชากรของเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am หรือเชื้อ 

Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am ที่ตามดวยอักษรเหมือนกันในแนวตัง้แสดงวาไมมคีวาม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95% เมื่อวิเคราะหดวยวิธี Duncan’s New 
Multiple Range Test 

3/   ND = ไมไดทําการประเมิน 
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3. การทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am และธาตุ
ซิลิคอนในสภาพโรงเรือน 
 

การควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศจากแบคทีเรีย R.  solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 
(RS) ในโรงเรอืนปลูกพืชทีสั่ปดาหที่ 8 หลังการทดลองพบวากรรมวิธีที่ 6 ใส RS+BS รวมกับใส
โซเดียม ซิลิเคต มะเขือเทศมเีปอรเซ็นตการรอดตายสูงสุด 88% รองลงมาคือ กรรมวิธีที่ 2 และ3 (ใส 
RS+ซาลิซิค แอซิค และ RS+โซเดียม ซิลิเคต อยางเดยีว) ที่มีเปอรเซ็นตการรอดตาย 77% กรรมวิธีที่ 
4 และ 5 (ใส RS+BS และ RS+BS+ โซเดียม ซิลิเคต) มีเปอรเซ็นตการรอดตาย 66% ขณะกรรมวิธี
เปรียบเทียบ (ใส RS + น้ํา) มีเปอรเซ็นตรอดตาย 11% (ตารางที่ 5) สวนปริมาณผลผลิตมะเขือเทศ
พบวากรรมวิธีที่ 6 (ใส RS+BS +โซเดียม ซิลิเคต) มีปริมาณผลผลิตมะเขือเทศสูงสุดคือ 240 กรัมตอ
ตน รองลงมาคือกรรมวิธีที่ 4 (ใส RS+BS) มีผลผลิต 200 กรัมตอตน กรรมวิธีที่ 5,2 และ 3 มีปริมาณ
ผลผลิต180,150 และ110 กรัมตอตนตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีเปรียบเทยีบที่มีปริมาณ
10 กรัมตอตน ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 5) 
 

การศึกษาจํานวนประชากรของเชื้อR.  solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am จากดนิบรเิวณ
รากมะเขือเทศ โดยปลูกเชื้อมีความเขมขนเทากับ 8.87 logCFU/ml ลงดิน เมื่อนําดนิมาวิเคราะห
ปริมาณประชากรของเชื้อ RSโดยวิธี dilution plate method บนอาหาร mSM-1 ที่สัปดาหที่ 8 พบวา
กรรมวิธีที่ 1RS+น้ํา มีปริมาณเชื้อมากที่สุด 2.75 logCFU/g รองลงมา กรรมวิธี 2 (ใส RS+ซาลิซิค 
แอซิค) กรรมวิธีที่ 3 (ใส RS+โซเดียม ซิลิเคต)โดยทกุกรรมวิธีไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
คือ 2.68 และ 2.67 logCFU/g ตามลําดับ สวนกรรมวิธีที่ 4 (ใส RS+BS) กรรมวิธีที่ 5 (ใส RS+ซาลิ
ซิค แอซิค+BS) กรรมวิธีที่ 6 (RS+ใสโซเดียม ซิลิเคต+BS) มีปริมาณเชื้อ RS ต่ําสุดคือ 2.39, 2.37 
และ 2.36 logCFU/g ตามลําดับโดยไมแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 5 ) 

 
การศึกษาจํานวนประชากรของเชื้อ แบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพนัธุ CH4Am จากดิน

บริเวณรากมะเขือเทศ โดยปลูกเชื้อมีความเขมขนเทากับ 76.86 logCFU/ml ลงดิน เมื่อนําดินมา
วิเคราะหปริมาณประชากรของเชื้อ BS ในดินปลูกมะเขือเทศพันธุสีดาที่สัปดาหที่ 8 โดยวิธี dilution 
plate method บนอาหาร NGA ที่เติมสารปฏิชีวนะ amplicilin ความเขมขน 100 ppm. พบวา 
กรรมวิธีที่ 6 RS+ผงเชื้อ BS +โซเดียมซิลิเคต มีปริมาณเชื้อ BS มากที่สุด คือ 8.09 logCFU/g 
รองลงมาคือ กรรมวิธีที่ 5 RS+ผงเชื้อ BS +ซาลิซิค แอซิคและกรรมวิธีที ่4 RS+ผงเชื้อ BS คือ 8.06 
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และ 8.00 logCFU/g ตามลําดับ สวนกรรมวิธีที่ 1 RS+น้ํา (เปรียบเทยีบ),2 .RS+ซาลิซิค แอซิคและ 3 
RS+โซเดียม ซิลิเคตนั้นไมไดทําการประเมินเพราะไมไดใสเชื้อ BS (ตารางที่ 5 )  
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ตารางที่ 5  ปริมาณผลผลิตและเปอรเซ็นตการรอดตายของมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 และจํานวน
ประชากรของเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am (RS) และ Bacillus 
subtilis สายพนัธุ CH4Am (BS) ในมะเขือเทศและบริเวณรากของมะเขอืเทศหลังจากปลูก
เชื้อได 8 สัปดาหที่สถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชีย จังหวดัปทุมธาน ี

 
ประชากรเชื้อ

R.solanacearu สาย
พันธุ To-Ud3Am 

(logCFU/g) 

ประชากรเชื้อ B. 
subtilis   สายพันธุ 
CH4Am (logCFU/g)

กรรมวิธี1/ 

สัปดาห
ที่ 1 

สัปดาห
ที่ 8 

สัปดาห
ที่ 1 

สัปดาห
ที่ 8  

% 
รอดตาย

มะเขือเทศ2/ 

ผลผลิต 3/ 
(กรัม/ตน) 

1.RS+น้ํา (เปรียบเทียบ) 5.834/a 2.75 a ND5/ ND 11 d 10 d 
2.RS+ซาลิซิค แอซิค 5.65 b 2.68 a ND ND 77 b 150 bc 
3.RS+โซเดียม ซิลิเคต 5.68 b 2.67 a ND ND 77 b 110 c 
4.RS+ผงเชื้อ BS 5.39 c 2.39 b 5.99 c 8.00 c 66 c 200 ab 
5.RS+ผงเชื้อ BS+ซาลิซิค แอซิค 5.44 c 2.37 b 6.03 b 8.06 b 66 c 180 ab 
6.RS+ผงเชื้อ BS+โซเดียมซิลิเคต 5.43 c 2.36 b 6.05 a 8.09 a 88 a 240 a 

 
1/  ซาลิซิค แอซิค = ความเขมขน 9 mM หรือ 2.66 กรัม ปริมาตร 100 มล/ตน, โซเดียมซิลิเคต = 

ความเขมขน 9 mM หรือ 0.26 กรัม ปริมาตร 100 มล/ตน, BS = ผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษของ B. 
subtilis สายพนัธุ CH4Am  สูตรที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย, 2538) จํานวน 30 กรัม/ตน, RS = 
เชื้อปริมาณเริม่ตน 8 logCFU/ml  ปริมาตร 300 มิลลิลิตร/ตน 

2/  เปอรเซ็นตการรอดตายของมะเขือเทศ     = จํานวนตนที่รอดตาย     x 100 
      จํานวนตนทดสอบทั้งหมด 
3/  ผลผลิตมะเขือเทศจากการเก็บเกีย่วครั้งเดียวหลังจากปลูกเชื้อ 8 สัปดาห, ตนมะเขอืเทศปกติให  

ผลผลิต 120 กรัม/ตน 
4/  คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกนัในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทา

สถิติที่ความเชื่อมั่น 95% เมื่อวิเคราะหดวยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test 

5/  ND = ไมไดนํามาทําการประเมิน   
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ภาพที ่5  ประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย, 2538) ในการควบคุมโรค

เหี่ยวของมะเขอืเทศสีดาทิพย 3 หลังการทดลองเปนเวลา 8 สัปดาหในโรงเรือนที่สถาบัน
เทคโนโลยีแหงเอเชีย จังหวดัปทุมธานี โดยกรรมวิธีควบคุม (ก) ตนมะเขือเทศแสดง
อาการเหี่ยวและตนมะเขือเทศที่ใชผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+ รํา
ขาว (ข) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
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วิจารณ 
 

การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4 ที่มีใน
หองปฏิบัติการแบคทีเรีย ภาควิชาโรคพืช ในการยับยั้งเชือ้ Ralstonia. solanacearum สายพันธุ To-
Ud3Am โดยวิธี paprer disc diffusion บนอาหาร Nutrient glucose agar (NGA) พบวาเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4 ยังคงมปีระสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ R. 
solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am และจากนั้นก็นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ 
CH4 มาติดฉลากดวย amplicilin ความเขมขน 100 ppm หลังจากติดฉลากก็นํามาทดสอบประสิทธิ 
ภาพในการยับยั้งเชื้อ R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am อีกครั้งซึ่งพบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
ยังคงมีประสิทธิภาพเหมือนกับที่ยังไมตดิฉลากและลักษณะของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่เจริญบน
อาหาร NGA กอนและหลังติดฉลากยังมีลักษณะเหมือนเดิม (ไมไดแสดงขอมูล) และหลังจากติด
ฉลากเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am เปนเวลา 3 ป ยังพบวาเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษยังมีประสิทธิ ภาพในการยับยั้งเชือ้เชื้อ R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am เหมือนเดิม 
(ไมไดแสดงขอมูล)  

 
การตรวจหาปริมาณของเชื้อแบคทีเรียเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am ที่นํา

กลับคืนมา (recovery) หลังจากใสในดินและน้ํา พบวาจากปริมาณเชื้อเร่ิมตนคือ 8.74 logCFU/ml 
เมื่อใสเชื้อลงไปในน้ําและดนิที่อยูในหลอดทดลองขนาด 9 มิลลิลิตร พบวาเชื้อมีปริมาณลดลงโดย
ในน้ํามีปริมาณเชื้อ 6.61 logCFU/ml  สวนในดินมีปริมาณเชื้อ 6.57 logCFU/g ซ่ึงในดินจะมีปริมาณ
การนํากลับคนืมาของเชื้อไดนอยกวาในน้ํา เชนเดยีวกนักับเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am พบวาจากปริมาณเชื้อเร่ิมตนคือ 8.90 logCFU/ml เมื่อเตมิลงไปในน้ําและดิน เชื้อมี
ปริมาณลดลงโดยในน้ํา มีปริมาณเชื้อ 5.38 logCFU/ml สวนในดิน มีปริมาณเชื้อ 4.91 logCFU/g 
แสดงวาเชื้อแบคทีเรียถูกดูดซับไวในดินไดมากกวาในน้าํ สําหรับเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum มี
บางชวงของการเจริญที่ไมสามารถนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อได (Viable But Nonculturable 
State, VBNC) ซ่ึง Brian and Steck (2001)  พบวาในเมล็ดมะเขือเทศที่มีเชื้อแบคทีเรียเขาทําลายอยู 
แตเมื่อนํามาเมล็ดมะเขือเทศไปปลูกในดินที่ปลอดเชื้อและนํามาตรวจสอบหาปริมาณเชื้อแบคทีเรีย 
R. solanacearum ซ่ึงไมพบการเจริญของเชื้อในอาหารเลีย้งเชื้อ ดังนั้นทําการทดลองในโรงเรือน
ปลูกพืชหรือในแปลงปลูกพชื เมื่อใสเชื้อแบคทีเรียลงไปในดินและนํากลับมาตรวจนับหาจํานวน
ประชากรจะไดจํานวนประชากรเชื้อนอยลงกวาเดิมก็อาจเปนไปได หรือเมื่อสุมตรวจแปลงปลูก
กอนการทดลองหรือแปลงของเกษตรกร ถาตรวจแลวไมพบเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum เปนไป
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ไดวาอาจจะมเีชื้อ R. solanacearum อยูในแปลงแตเชื้ออยูในระยะ VBNC ดังนั้นอาจจาํเปนตองทํา 
bioassay โดยการปลูกพืชอาศัยของเชื้อลงไปในดนิเพื่อทดสอบการเกดิโรคกอนปลูกพืชจริงในดนิ
แปลงนั้น 
 

การศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมด 10 สูตร ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ( 8 
logCFU/ml) โดยใชอาหาร MY ซ่ึงเปนอาหารสูตรที่ใชเล้ียงเชื้อแบคทเีรีย B. subtilis ที่มีประสิทธิ 
ภาพดใีชเปนสตูรเปรียบเทียบ (ชอทิพย, 2538) พบวาอาหารสูตรกากน้าํตาล 1%+เปปโตน 0.5% มี
ปริมาณเชื้อมากที่สุดคือ 13.39 logCFU/ml  รองลงมาไดแกอาหารสูตรน้าํมะพราว1%+เปป โตน
0.5% (13.35 logCFU/ml), น้าํแปงขาวจาว 1%+เปปโตน 0.5% (13.27 logCFU/ml), กากน้ําตาล 1% 
(13.17 logCFU/ml) และ MY (13.16 logCFU/ml) ตามลําดับ ซ่ึงมีอาหารทั้งหมด 4 สูตรที่มีปริมาณ
ประชากรมากกวาอาหารเปรยีบเทียบ (MY) อาจเนื่องมาจากในกากน้ําตาลและน้ํามะพราวมีธาตุ
อาหารสูง เพียงพอตอความตองการของแบคทีเรียในการใชเปนแหลงคารบอนและใชเปปโตนเปน
แหลงไนโตรเจน อีกทั้งเปปโตนเปนสารอาหารสังเคราะหที่แบคทีเรียสามารถนําไปใชในการเจรญิ 
เติบโตไดทันที และDhampuse (2003) กลาววาในกากน้าํตาลมีธาตุอาหารสูง เชน แคลเซียม, เหล็ก
และฟอสฟอรสั สวน Ohler (1999) พบวา B. subtilis สามารถเจริญไดเร็วในอาหารที่มีสวน 
ประกอบของน้ํามะพราว เพราะวาในน้ํามะพราวมีคารโบไฮเดตรและธาตุอาหารสูงซึ่งสอดคลองกับ
การทดลองของ Amaram (2006) พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis ที่มีน้ํามะพราว
เปนสวนประกอบมีจํานวนประชากรของเชื้อแบคทีเรียมากกวาอาหารที่ไมมีน้ํามะพราวเปนสวน 
ประกอบ โดยหลังเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเปนเวลา 12 ช่ัวโมง พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวยน้ํา
มะพราวผสมกับแปงขาวโพด 1% มีจํานวนประชากรของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis เทากับ 50 x107 
CFU/ml และสูตรอาหารที่ประกอบดวยน้ํามะพราวผสมกับกากน้ําตาลมีจํานวนประชากร 45x107 
CFU/ml  แตการทดลองอาหารเลี้ยงเชื้อของชอทิพย (2538) พบวาอาหาร MY เปนอาหารที่เหมาะ 
สมที่สุดในการเพิ่มปริมาณเซลลของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus spp. เนื่องจากใหจํานวนเซลล
ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ NK-T03 และ CH6 ในปริมาณสูงสุดเมื่อเปรียบเทยีบกับอาหาร 
NGB  เชนเดียวกับสุพจน (2545) ที่พบวาอาหาร LB ใหอัตราการเจริญของเชื้อ B. firmus สายพันธุ 
KPS 44 และ 46 ไดดีกวาอาหาร MY ซ่ึงแสดงใหเห็นวาถึงแมจะเปนเชือ้แบคทีเรียสกลุเดียวกันแต
สายพันธุตางกนั ความสามารถในการเจรญิในอาหารชนิดเดยีวกันก็แตกตางกันและในการศึกษา
คร้ังนี้สวนประกอบในอาหารที่ตองการศึกษาแตละสูตรนั้นเปนสวนประกอบที่หางายและเพื่อ
ศึกษาสูตรอาหารที่สามารถทดแทนสูตรอาหารเดิมที่ใชอยู (MY) เพื่อลดตนทุนในการผลิตสูตร
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สําเร็จเพื่อแจกใหเกษตรกร นอกจากนี้ในระดับหองปฏบิัติการนั้นมีอาหารใหเลือกใชหลายชนิดที่
สามารถนํามาทดแทนอาหาร MY ได เชน อาหารสูตรกากน้ําตาล 1%+เปปโตน 0.5% , น้ํามะพราว 
1%+เปปโตน 0.5%, น้ําแปงขาวจาว 1%+เปปโตน 0.5% และกากน้ําตาล 1%  แตควรทําการศึกษา
เปรียบเทียบกากน้ําตาลจากแหลงตางๆ น้าํมะพราวแตละพันธุหรือชวงอายุของมะพราววามีความ
แตกตางกันตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษหรือไม สวนเกษตรกรหรือชาวบานทั่วไปนัน้
สามารถนาํสูตรกากน้ําตาล 1% ไปใชในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษได โดยใหปริมาณเชื้อไม
แตกตางจากการใชอาหาร MY หรือการใชน้ํามะพราว 1%+น้ําแปงขาวจาว 1%, กากน้ําตาล 1%+น้ํา
แปงขาวจาว 1%, กากน้ําตาล 1%+น้ํามะพราว 1%, น้ําแปงขาวจาว 1% และน้ํามะพราว 1% ก็
สามารถทดแทนไดถึงแมวาจํานวนประชากรนอยกวาอาหาร MY แตเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษก็
สามารถที่จะเจริญเติบโตไดเชนเดยีวกัน แตในการทดลองครั้งนี้เลือกอาหาร MY ใชเล้ียงเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am ก็เพราะตองการใหไดมาตรฐาน อยางไรก็ตาม
สําหรับผูที่สนใจที่จะศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อตอ ควรมีการศึกษากากน้าํตาลจากแหลงตางๆ ศึกษา
พันธุและอายขุองมะพราวรวมทั้งแปงขาวจาวพนัธุตางๆหรือจากบริษทัที่ผลิตตางกัน เพื่อเปรียบ 
เทียบผลที่มีตอการเพาะเลีย้งเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อโรคหรือไมตอไป  

 
เปอรเซ็นตการเพิ่มประชากรของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am ในอาหารที่ศึกษาจาํนวน 

10 สูตร พบวา อาหารสูตรน้ํามะพราว 1%+เปปโตน 0.5% มีการเพิ่มของจํานวนประชากรของเชื้อ 
B. subtilis สายพันธุ CH4Am  มากที่สุดคือ 61.87% รองลงมาไดแก น้ํามะพราว 1% (60.80%), 
กากน้ําตาล 1%+เปปโตน 0.5% (60.71%), กากน้ําตาล 1% (60.51%), MY (60.48%) ตามลําดับ ซ่ึง
อาหารที่มีจํานวนประชากรสูงสุดคือสูตรกากน้ําตาล 1% + เปปโตน 0.5% (13.39 logCFU/ml) แต
เปอรเซ็นตการเพิ่มประชากรไมไดสูงสุด ขณะที่อาหารสูตรน้ํามะพราว 1% ที่มีจํานวนประชากรต่าํ 
(12.86 logCFU/ml) แตมีเปอรเซ็นตการเพิ่มประชากรสูง (60.80%) เปนอันดับที่ 2 รองจากอาหาร
สูตรน้ํามะพราว 1%+เปปโตน 0.5% สวนอาหาร MY และกากน้ําตาล 1% ถึงแมจะมีจาํนวน
ประชากรมากกวาอาหารสูตรน้ํามะพราว 1% แตเปอรเซน็ตการเพิ่มประชากรต่ํากวา ดังนั้นอาหารที่
ใหเปอรเซ็นตการเพิ่มของประชากรสูงจึงนาสนใจทีจ่ะนําไปศึกษาตอไป เชน อาหารสูตรน้ํา
มะพราว1%+เปปโตน0.5% สําหรับระดับหองปฏิบัติการ  ควรศึกษาถงึอายุและพนัธุของมะพราวถึง
ผลที่มีตอการเพิ่มจํานวนประชากรวาแตกตางกันหรือไมอยางไร และอาหารสูตรน้ํามะพราว 1% 
เหมาะสําหรับเกษตรกรหรือประชาชนทั่วไปที่ตองการลดตนทุนในการผลิตแตยังคงประสิทธภิาพ
ใกลเคียงกับอาหาร MY ซ่ึงมีราคาแพง  
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การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษชนิดตางๆในการผลิตสาร
เมตาโบไลท หลังจากเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลวนําไปปนตกตะกอนเพื่อ
แยกเซลลของแบคทีเรียออกและฆาเซลลที่เหลือดวยคลอโรฟอรม แลวนําสารกรองมาทดสอบ
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am โดยวิธี paper disc 
diffusion พบวาในอาหารสูตรน้ํามะพราว1%+น้ําแปงขาวจาว 1%ใหความกวางของบริเวณยับยั้ง 
(clear zone) มากที่สุดคือ 0.82 ซม รองลงมาไดแก สูตรกากน้ําตาล1% (0.80 ซม), น้ําแปงขาวจาว
1%+เปปโตน0.5% (0.79), MY (0.78 ซม) และกากน้ําตาล1%+น้ํามะพราว1% (0.77 ซม) ในขณะที่
สุพจน (2545) พบวาอาหาร MY สามารถกระตุนใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. firmus สายพันธุ KPS 
44 และ 46 สรางสาร secondary metabolite ออกมาไดรวดเร็วและมีปริมาณที่สูงกวาการเลี้ยงใน
อาหาร NGB ที่เวลา 96 ช่ัวโมง และประจวบ (2548) พบวาอาหาร NBG ที่ใชเล้ียงแบคทีเรียปฏิปกษ
จํานวน 4 สายพันธุไดแก Pseudomonas fluorescens สายพันธุ NA 1 และ SU1 และ  B. subtilis สาย
พันธุ CH4 และ CH6 นั้นในแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ CH4 ใหความกวางของบริเวณยับยั้งเชื้อ 
R.solanacearum มากที่สุดที่เวลา 72 ช่ัวโมง  แตการทดลองนี้พบวามีสูตรอาหารที่มีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเชือ้แบคทีเรีย R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am ที่ดี 4 อันดับเมื่อเปรียบเทียบกับ
สูตร MY ดังนัน้จึงสามารถใชอาหารทั้ง 4 สูตรทดแทนการใชอาหาร MY ได แตถาคํานึงถึงจํานวน
ประชากรของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษนั้นอาหารสูตรน้ําแปงขาวจาว1%+เปปโตน0.5% และกากน้ํา 
ตาล1% เปนสูตรที่ใหจํานวนประชากรและประสิทธิภาพในการยับยั้งที่ดีโดยเฉพาะกากน้ําตาล 1% 
ที่เกษตรกรหรือบุคคลทั่วไปหาซื้อไดงายรวมทั้งมีราคาถูกกวามากเมื่อเทียบกับอาหาร MY สวน
อาหารสูตรน้ําแปงขาวจาว1%+เปปโตน0.5% เปนสูตรทีน่าสนใจในระดับหองปฏิบัตกิารแตควรมี
การศึกษาถึงแหลงที่มาที่แตกตางกันของแปงขาวจาวในเรื่องของพันธุขาวและบริษทัที่ผลิตวามีผล
ในการยับยั้งเชือ้ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am แตกตางกันหรือไมอยางไร ดังนัน้การเลือก
อาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจะเปรียบเทียบในสวนของการเพิ่มปริมาณใหมากอยาง
เดียวไมไดตองเปรียบเทียบทั้งการเจริญเตบิโตของประชากรเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ เปอรเซ็นตการ
เพิ่มของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ประสิทธิภาพในการยับยัง้เชื้อสาเหตุโรคพืชในอาหารแตละสูตร เพือ่
คัดเลือกอาหารสูตรใหมที่มีประสิทธิภาพใกลเคียงกับอาหารสูตรเดิม (MY)  

 
จากการทดลองการศึกษาความมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ 

CH4Am ในสูตรสําเร็จชนิดตางๆ หลังจากเก็บรักษามาเปนเวลา 6 เดือนโดยใชสูตรสําเร็จที่ 1 BS+
ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย,2538) เปนสูตรเปรียบเทียบมีปริมาณการรอดชวีิต 0.90 logCFU/g  
รองลงมาไดแกสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว มีปริมาณการรอดชีวิต 0.89 logCFU/g  ซ่ึงผลการ
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ทดลองสอดคลองกับชอทิพย (2538) ที่ศึกษาการผลิตสวนผสมของเชื้อแบคทีเรียแอนทาโกนิสตใน
รูปผง พบวาเชือ้ Bacillus spp. สายพันธุ NK-TO3 และสายพันธุ CH6 สามารถปรับตัวไดดีใน
สวนผสมผงเชื้อที่ไดอะตอมไมทเปนสารพา สวนเชื้อ fluorescent pseudumonads สายพันธุ F2 
ปรับตัวไดดีทีสุ่ดในสวนผสมผงเชื้อที่ใชทัลคัมเปนสารพาและพบวาเมือ่ผสมรําขาวเขาไปจะชวย
สงเสริมใหมีปริมาณของเชื้อแบคทีเรียแอนทาโกนิสตทั้ง 3 สายพันธุเพิม่ขึ้นสูงสุดโดยอัตราสวนใน
การผสมคือ เช้ือ:รําขาว:สารพา เทากับ 1:2:2 (โดยน้ําหนกั) และสอดคลองกับประจวบ (2548) 
ศึกษาประสิทธิภาพของสารตัวพาในสวนผสมของผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 22 ตัวพาใน
แบคทีเรียปฏิปกษ 4 สายพันธุคือ Pseudomonas fluorescens สายพันธุ NA 1และ SU1 และ  B. 
subtilis สายพนัธุCH4 และCH6 และการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิหองและในตูเยน็ ซ่ึงพบวาการเก็บที่
อุณหภูมิหองจาํนวนประชากรเชื้อแบคทีเรียลดลงอยางรวดเรว็ หลังจากการเก็บผงเชื้อเปนเวลา 1 ป 
สารตัวพาที่มีลําดับการมีชีวิตรอดทั้งในสภาพการเก็บในอณุหภูมิหองและในตูเยน็สูงสุดคือ สารตัว
พาทัลคัม รองลงมาไดแก สารตัวพาไดอะตอมไมท  สวน Juliano and Bechtel (1985) รายงานวาใน
เมล็ดขาวมีธาตุอาหารตางๆมากมายซึ่งเปนแหลงคารบอนไดดี เชน คารโบไฮเดรต, โปรตีน, 
แคลเซียม, ธาตุเหล็ก, แมกนเีซียม, สังกะสี, ไทมีน บ1ี (Thiamine, B1), ไรโบฟลาวิน บี 2 
(Rhiboflavin, B2) และอะไมโลส (Amylose) เปนตน  Amran (2006) พบวาในสูตรสําเร็จของ B. 
subtilis ที่มีแปงที่ทํามาจากขาวมีจํานวนประชากรของเชือ้ B. subtilis มากกวาใชแปงมันสําปะหลัง 
และแปงขาวโพดแตนอยกวาที่ใช Talc แตเนื่องจากในประเทศไทยเปนประเทศที่มกีารปลูกขาวเปน
พื้นที่มาก หลากหลายพนัธุจงึควรศึกษาเปรียบเทียบพนัธุขาวแตละพนัธุและเปรียบเทียบระหวาง 
การใชแปงที่ทาํมาจากขาว เชน แปงขาวจาว แปงขาวเหนยีว เปรียบเทยีบกับขาวที่ยงัไมผานการแปร
รูป แตเมื่อเปรยีบเทียบทางดานตนทุนการผลิตของสูตรสําเร็จระหวางสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รํา
ขาว และสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว ในสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว มีตนทุนการผลิตต่ํากวา
ซ่ึง ทัลคัม ราคากิโลกรัมละ 7.2 บาท (รานเรซิ่นพลัส นนทบรีุ) และรําขาวราคากิโลกรัมละ 9 บาท 
(กระทรวงพาณิชย) สวนปลายขาวราคากิโลกรัมละ 25-30 บาท (รานอาลี่ในตลาดสดอมรพันธ 
บางเขน) ดังนัน้เมื่อเปรียบเทยีบกันแลวสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว มีราคาถูกกวาสูตรสําเร็จที่ 
6 BS+ปลายขาว ประมาณ 9-14 บาท จึงเลือกสูตรสําเร็จที่1 BS+ทัลคัม+รําขาว มาใชในทดลองใน
โรงเรือน สวนสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว เหมาะกับชวงที่ขาวในประเทศมีราคาตกต่ําเพื่อลด
ตนทุนการผลิตลง  

 
การหาเปอรเซน็ตการลดลงของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4Am ในสูตร

สําเร็จทั้ง 6 สูตร หลังจากเกบ็รักษาเปนเวลา 6 เดือน พบวาสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ ทัลคัม+ รําขาว มี
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เปอรเซ็นตการลดลงของจํานวนประชากรเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษนอยทีสุ่ด คือ 38.36% รองลงมา
ไดแกสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว 39.38%  ซ่ึงสอดคลองกับ ชอทิพย (2538) ที่พบวาการใชรําขาว
เปนสวนประกอบของสูตรสําเร็จนั้นทําใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH6 อยูรอด
ไดนานขึน้ และ Juliano and Bechtel (1985) รายงานวาในเมล็ดขาวมีธาตุอาหารตางๆ มากมายซึ่ง
เปนแหลงคารบอนไดดี เชน คารโบไฮเดรต, โปรตนี, แคลเซียม, ธาตุเหล็ก, แมกนเีซียม, สังกะสี, 
ไทมีน บ1ี (Thiamine, B1), ไรโบฟลาวิน บี 2 (Rhiboflavin, B2) และอะไมโลส (Amylose) เปนตน 
ซ่ึงในสูตรสําเร็จ BS+ปลายขาว เปนสูตรที่นาสนใจซึ่งตองนําไปศึกษาเปรียบเทยีบถึงพันธุขาวแต
ละชนิดถึงการอยูรอดของเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ เพื่อศกึษาวาขาวพนัธุไหนที่จะใหเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษอยูรอดไดนานขึ้นและยังคงประสทิธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทเีรีย R.solanacearum สาย
พันธุ To-Ud3Am หรือสายพนัธุอ่ืนๆ 

 
การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตรในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน พบวาสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ 
ทัลคัม+ รําขาว สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อไดดีที่สุด โดยมีความกวางบริเวณยับยัง้ (clear zone) 
เทากับ 0.90 ซม รองลงมาไดแก สูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว (0.89 ซม) และสูตรสําเร็จที่ 5 BS+
สาคูดิบ+ รําขาว (0.80 ซม)  ซ่ึงสัมพันธกับการมีชีวิตรอดของเชื้อในสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รํา
ขาว  โดยมีปริมาณประชากรของเชื้อรอดชีวิตมากที่สุดและมีเปอรเซ็นตการลดลงของประชากร
นอยที่สุด เชนเดียวกับสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว ที่มคีวามกวางบริเวณยับยั้งและเปอรเซ็นตการ
ลดลงของจํานวนประชากรและยังมีเปอรเซน็ตการลดลงของการยับยั้งไมตางกัน ดังนัน้สูตรสําเร็จที่ 
6 BS+ปลายขาว จึงเปนสูตรที่สามารถทดแทนสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว ที่เปนสูตรของชอ
ทิพย (2538) ที่พัฒนาขึ้นมา 
 

เปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am ใน
สูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตร ในการยับยั้งเชื้อ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am  หลังจากเก็บรักษาเปน
เวลา 6 เดือน  พบวาสูตรสําเร็จที่ 5 BS+สาคูดิบ+ รําขาว  มีเปอรเซ็นตการยับยั้งลดลงนอยที่สุดคือ 
30% รองลงมาไดแก สูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว (39%) และสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ ทัลคัม+ รําขาว 
(40%) ถึงแมสูตรสําเร็จที่ 5 BS+สาคูดิบ+ รําขาว มีเปอรเซ็นตการลดลงของเชื้อแบคทีเรียมากถึง 
42.15% แตมีเปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้งนอยที่สุด ในขณะที่สูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รํา
ขาว และสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว มีเปอรเซ็นตการลดลงของเชื้อแบคทีเรียต่ําทีสุ่ดแตมี
เปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้งนอยกวาสูตรสําเร็จที่ 5 BS+สาคูดิบ+ รําขาว  แตในสูตรสําเร็จที่ 
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2 BS+ขาวฟางนึ่ง สูตรสําเร็จที่ 3 BS+ขาวฟางนึ่ง+รําขาว และสูตรสําเร็จที่ 4 BS+สาคูดิบ 
เปอรเซ็นตการลดลงของประชากรและเปอรเซ็นตการลดลงของการยบัยั้งสัมพันธกนัโดยมี
เปอรเซ็นตการลดลงของประชากรมาก เปอรเซ็นตการลดลงของการยบัยั้งก็ลดลงมากเชนกนั และ
ในสูตรสําเร็จที่มีรําขาวเปนประกอบใหเปอรเซ็นตการลดลงของการยบัยั้งนอยกวาสตูรสําเร็จที่
ไมไดผสมรําขาว เชนเดียวกบัการอยูรอดของจํานวนประชากร สูตรสําเร็จที่ผสมรําขาวนั้นมี
เปอรเซ็นตการลดลงของประชากรนอยกวาที่ไมไดผสม ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของชอทิพย 
(2538) พบวาการใชรําขาวเปนสวนประกอบของสูตรสําเร็จนั้นทําใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. 
subtilis สายพนัธุ CH6 อยูรอดไดนานขึ้นดังนั้นควรจะมีการศึกษาสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว ที่
ผสมรําขาว ซ่ึงอาจใหประสิทธิภาพดีกวาสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว ก็อาจเปนไปได
เนื่องจากวาสตูรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว ที่ยังไมไดผสมรําขาวมีประสิทธิภาพไมแตกตางกับสูตร
สําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว ทั้งในสวนของจํานวนประชากรที่อยูรอด เปอรเซ็นตการลดลงของ
จํานวนประชากร ความกวางของบริเวณยับยั้งการเจริญและเปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้ง  

 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว ของชอทิพย 

(2538) ซ่ึงเปนสูตรที่มีจํานวนประชากรทีอ่ยูรอดสูงสุดและความกวางของบริเวณยบัยั้งการเจริญ
สูงสุด และมีเปอรเซ็นตการลดลงของจํานวนประชากร  เปอรเซ็นตลดลงของการยับยั้งนั้นมี
ประสิทธิภาพดี มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมจํานวนประชากรของเชื้อแบคทีเรีย R. 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am หองปฏิบัติการเปนเวลา 9 วัน พบวาในกรรมวิธีที่ 7 ใสผงเชื้อ 
BS 3 กรัม+RS มีจํานวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am นอยที่สุด คือ 6.01 
logCFU/g รองลงมาไดแก กรรมวิธีที่ 6 ใสผงเชื้อ BS 2 กรัม+RS (6.11 logCFU/g)  ซ่ึงกรรมวิธีที่ 1 
(ควบคุม) ใส RS อยางเดียว มีเชื้อปริมาณมากที่สุดคือ 6.68 logCFU/g  แสดงวาถามีเชื้อ R. 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am   ในดินอยางเดยีวเชื้อจะมีจํานวนเพิม่ขึ้นและเมื่อเติมผงเชื้อ BS 
ลงไปเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am  จะมีจํานวนลดลงและจะลดลงมากยิ่งขึ้นถามีการ
เติมเชื้อ BS เพิม่ขึ้น ดังนั้นเมือ่ตองการควบคุมเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am   ในดนิ
จําเปนตองหาอัตราสวนทั้งในหองปฏิบัติการและในแปลงเกษตรกร ซ่ึงอัตราสวนที่เหมาะสมใน
หอง ปฏิบัติการคือ  การใชผงเชื้อสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว จํานวน 3 กรัม  โดยเชื้อ R. 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am  มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 logCFU/ml  สวนสูตรสําเร็จสูตรอื่น
ไมไดทําการทดลอง ควรจะมีการทดลองประสิทธิภาพการควบคุมเชือ้ R. solanacearum สายพันธุ 
To-Ud3Am  ในหองปฏิบัติการกอนที่จะนําไปทดสอบในระดับโรงเรือน โดยเฉพาะสูตรสําเร็จที่ 6 
BS+ปลายขาว ที่มีประสิทธิภาพใกลเคียงกับสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว   
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การศึกษาการควบคุมโรคเหีย่วของมะเขือเทศที่มีสาเหตุจากเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ 
To-Ud3Am ดวยแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am  พบวาผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. 
subtilis  สายพนัธุ CH4Am เมื่อใชรวมกับโซเดียมซิลิเคต โดยการฉีดพนทางใบของตนมะเขือเทศ
สามารถยับยั้งโรคเหี่ยวของมะเขือเทศไดดีและมีปริมาณผลผลิตสูง โดยทําใหมีปริมาณเชื้อสาเหตุ
โรค R. solanacearum สายพนัธุ To-Ud3Am  ในดินลดลงเหลือปริมาณนอยที่สุด คือ 2.36 log CFU/g  
ในการใชซิลิคอนในรูปแบบตางกัน คือ ในรูปของซาลิซิค แอซิค ใหผลแตกตางกนั อาจจะเปน
เพราะวาการฉดีพนทางใบของตนมะเขือเทศสามารถนําไปใชไดเร็วกวาอีกทั้งซาลิซิค แอซิคเปนผง
เมื่อนํามาละลายน้ํากอนใช มีความสามารถในการละลายน้ําไดนอยโดยจะคอยๆละลายออกมา 
ดังนั้นการใชราดโคนตนมะเขือเทศนั้น ซาลิซิค แอซิคจะใชเวลามากในการละลายออกมา จึงอาจจะ
ไมเพียงพอตอความตองการของมะเขือเทศที่จะนําไปใชในการเพิ่มความแข็งแรงหรอืกระตุนความ
ตานทานโรคได  ทุกกรรมวิธีของการทดลองที่มีการใสซิลิคอนทั้งในรูปของซาลิซิค แอซิคและ
โซเดียม ซิลิเคตหรือผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am ในครั้งนี้ใหผลผลิต
มะเขือเทศมากขึ้นเมื่อเทยีบกับกรรมวิธีควบคุม (น้ํา)  เพราะวาซิลิคอนชวยกระตุนใหมะเขือเทศ
ตานทานตอเชือ้โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ ซ่ึงสอดคลองกับ Dannon and Wydra (2004)  รายงานวา
ธาตุซิลิคอนสามารถกระตุนใหมะเขือเทศมีความตานทานตอเชื้อ R. solanacearum  โดยทําใหเกดิ
โรคเหี่ยวชาลงเปนเวลา 13 วนัหลังปลูกเชือ้  สําหรับการใชผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สาย
พันธุ CH4Am  นั้นสามารถลดจํานวนเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am   จากการศึกษาของ
อุรัจฉทา (2535) พบวา เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4 สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อสาเหตุโรคพืชไดหลายชนิดที่ทําการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NGA เชน Pseudomonas 
solanacearum (R. solanacearum ), Agrobacterium tumefaciens และ Xanthomonas camprestris pv 
camprestris เปนตน และประจวบ (2547) พบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4 
สามรถยับยั้งการเจริญของเชื้อ R. solanacearum ได โดยกลไกการสรางสารปฏิชีวนะมายับยั้งเชื้อ
โรค การเจริญครอบครองรากพืชและสงเสริมการเจริญเตบิโตของกลามะเขือเทศได  นอกจากนี้
เสาวรส (2549) พบวา การพนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4 ลงในวัสดุปลูกที่มี
เชื้อโรคอัตรา 20 มิลลิลิตร/กระถาง หลังยายกลาปลูก 3 วัน มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยว
ของมะเขือเทศที่เกิดจากเชื้อ R. solanacearum ไดดีที่สุด โดยมีเปอรเซน็ตตนรอดตายถึง 68.75-
81.25 เปอรเซ็นต  ดังนัน้ในกรรมวิธีที่ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am  ทํา
ใหตนมะเขือเทศรอดตายและมีผลผลิตมากกวากรรมวิธีควบคุม (น้ํา) และเมื่อมีการใชเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษรวมกบัซิลิคอน จะสงเสริมใหตนมะเขือเทศตานทานตอเชื้อโรคเหี่ยวและลดจํานวน
ประชากรของเชื้อโรคเหี่ยวได  ทําใหมะเขอืเทศมีตนรอดตายสูงและใหผลผลิตตอตนมาก
โดยเฉพาะกรรมวิธีที่ใชซิลิคอนในรูปของโซเดียม ซิลิเคต รวมกับการใชผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ วาสนา (2548) ที่มีการใชธาตซิุลิคอนรวมกับการใชเชื้อราปฏิปกษ 
Trichoderma spp.ในการควบคุมโรคเนาระดับดนิและโรครากเนาของมะเขือเทศจากเชื้อรา Pythium 
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aphanidermatum พบวาการใชซิลิคอนผสมในวัสดุปลูก 1 กรัม/วัสดุปลูก (พีท) 1 กิโลกรัม กรรมวิธี
ที่ใชเชื้อราปฏิปกษรวมกับซิลิคอนชวยใหตนมะเขือเทศมีความสูงมากกวากรรมวิธีควบคุมและราก
ของมะเขือเทศมีความสมบูรณและมีรากจาํนวนมากกวากรรมวิธีควบคมุแตไมมีผลตอการการเพิ่ม
หรือลดปริมาณเชื้อรา P. aphanidermatum และพบวาทีใ่ชเชื้อรา T.harzianum,T. virens หรือ
สารเคมีเมทาแลกซิล ชวยใหมีตนรอดตายสูงกวากรรมวธีิที่ปลูกเชื้อรา  P. aphanidermatum เมื่อใช
รวมกับซิลิคอนอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ และการศึกษาของ Woolley (1957) เมื่อเติมซิลิคอนที่
ความเขมขน 3 ไมโครโมลในรูปของ K2SiO3  ตอลิตร ในสารละลายที่ใชปลูกมะเขือเทศ โดยไมมี
ผลตอการเพิ่มขึ้นของผลผลิต ซ่ึงแตกตางจากผลการวิจยัคร้ังนี้ที่พบวาการใชธาตุซิลิคอนในรูปของ
โซเดียมซิลิเคตรวมกับการใชผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4Am นั้นมีผลตอการ
เพิ่มผลผลิต,จํานวนตนที่รอดตายของมะเขอืเทศโดยตรงและการลดปรมิาณประชากรของเชื้อ
แบคทีเรีย R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am ซ่ึงการทดลองครั้งนี้พบวาธาตุซิลิคอนไมไดยับยั้ง
เชื้อ R. solanacearum สายพนัธุ To-Ud3 Am บนอาหารเลี้ยงเชื้อ แตจะไปกระตุนใหมะเขือเทศเกิด
ความตานทานโรค สอดคลองกับ Fawe et al. (1998)  ศึกษาผลของซิลิคอนที่ชวยในการสะสมสาร 
flavanoid phytoalexin ในแตง ซ่ึงสารนี้ชวยเพิ่มความตานทานตอโรคราน้ําคางของแตงได และ 
Diogo and Wydra (2007)  พบวาซิลิคอนชวยเพิ่มความตานทานใหมะเขือเทศตอเชือ้ R. 
solanacearum โดยมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ pectic polysaccharide ภายในทอลําเล้ียง
น้ําของตนมะเขือเทศ และในตนมะเขือเทศที่มีการใสซิลิคอนจะสามารถตานทานตอเชื้อเชื้อ R. 
solanacearum ไดดีกวาตนมะเขือเทศที่ไมไดใสซิลิคอน ซ่ึงการศึกษานีแ้สดงใหเห็นเปนครั้งแรกวา
การใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am รวมกับการใชซิลิคอนในรูปโซเดียม       
ซิลิเคต ชวยใหมะเขือเทศรอดตายและมีผลผลิตสูงกวากรรมวิธีเปรียบเทียบอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  
และมีผลผลิตสูงกวามะเขือเทศตนปกติ (120 กรัม/ตน) ถึง 1 เทาตัว  ซ่ึงการศึกษานีเ้ปนการประยกุต 
ใชวิธีผสมผสานในการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศเปนครั้งแรกของการปลูกมะเขือเทศใน
โรงเรือนแบบการคาจนถึงการเก็บเกีย่วผลผลิตและมีแนวโนมจะสามารถนําไปปฏิบัติไดจริงใน
แปลงทดลอง ซ่ึงตองทาํการศึกษาและทดลองถึงรูปแบบและอัตราการใชที่เหมาะสมตอไป 
 
 
 



สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 

 

การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4 ใน
หองปฏิบัติการในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรค
เหี่ยวของมะเขอืเทศ พบวาสามารถยับยั้งเชือ้ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am ไดทั้งกอนตดิ
ฉลากและหลังติดฉลากดวยสารปฏิชีวนะ amplicilin ที่ความเขมขน 100 ppm  แลวนาํเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษที่ติดฉลากแลวไปการหาปริมาณเชื้อที่ไดกลับคนืมาของเชื้อแบคทีเรียเชื้อ R. solanacearum 
สายพันธุ To-Ud3 Am พบวาเมื่อใสเชื้อลงในน้ําและดินทีอ่ยูในหลอดทดลองพบวา ในดินการนําเชือ้
กลับคืนมาไดนอยกวาในน้ํา ซ่ึงในน้ํามีปริมาณเชื้อ 6.61 logCFU/ml และมีเปอรเซ็นตการนํา
กลับคืนมาเทากับ 75. 64 เปอรเซ็นต สวนในดินมีปริมาณเชื้อ 6.57 logCFU/g มีเปอรเซ็นตการนํา
กลับคืนมาเทากับ 75.17 เปอรเซ็นต  สวนเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ CH4Am ก็เชนเดียวกัน
การนํากลับคนืมาของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในดินนํากลับคืนมาไดนอยกวาในน้ํา โดยในน้ํามี
ปริมาณเชื้อ 5.38 logCFU/ml และมีเปอรเซน็ตการนํากลบัคืนมาเทากับ 60.45 เปอรเซ็นต สวนใน
ดินมีปริมาณเชื้อ 3.30 logCFU/g และมีเปอรเซ็นตการนาํกลับคืนมาเทากับ 55.17 เปอรเซ็นต ซ่ึงไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 
การศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis ในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมด 10 สูตร 

พบวาในสูตรกากน้ําตาล 1%+เปปโตน 0.5% มีปริมาณเชื้อมากที่สุดคือ 13.39 logCFU/ml รองลงมา
ไดแกสูตรน้ํามะพราว1%+เปปโตน0.5% และนอยที่สุดคือสูตรน้ํามะพราว1% คือ 12.86 logCFU/ml 
เมื่อนําเชื้อที่ไดจากการเลี้ยงบนอาหารเหลานี้ไปทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษชนิดตางๆ หลังจากเลี้ยงเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษเปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาในสูตรน้ํามะพราว
1% + น้ําแปงขาวจาว1% ใหความกวางของบรเิวณยับยัง้มากที่สุดคือ 0.82 เซ็นติเมตร รองลงมา
ไดแกสูตรกากน้ําตาล1% (0.80 เซนติเมตร) และใกลเคียงกับอาหาร Malt Yeast extract ที่ใช
เปรียบเทียบ (0.78 เซนติเมตร) ซ่ึงไมแตกตางกันอยางมนียัสําคัญทางสถิติ 
 

จากการทดลองการศึกษาความมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ 
CH4Am ในสูตรสําเร็จชนิดตางๆ ซ่ึงปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเร่ิมตน คือ 9.42 logCFU/ml 
หลังจากเก็บรักษามาเปนเวลา 6 เดือนสูตรสําเร็จ BS+ ทัลคัม+ รําขาว มีประชากร 1.88 logCFU/g 
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และสูตรสําเร็จ BS+ปลายขาว มีประชากร 1.87 logCFU/g ซ่ึงมีปริมาณการรอดชีวิตมากที่สุด ซ่ึงไม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และการหาเปอรเซ็นตการลดลงของจํานวนประชากรของเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษพบวา สูตรสําเร็จ BS+ ทัลคัม+ รําขาว มีเปอรเซ็นตการลดลงของประชากรนอย
ที่สุด คือ 38.36 เปอรเซ็นต รองลงมาไดแกสูตรสําเร็จ BS+ปลายขาว 39.38 เปอรเซ็นต ซ่ึงไม
แตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 
 

การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ R.solanacearum 
สายพันธุ To-Ud3Am หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน พบวา สูตรสําเร็จ BS+ ทัลคัม+ รําขาว
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อไดดีที่สุด (0.90 เซ็นติเมตร) และรองลงมาคือ สูตรสําเร็จ BS+ปลาย
ขาว 0.89 เซนติเมตร  ซ่ึงไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติและพบวา สูตรสําเร็จ BS+สาคู
ดิบ+รําขาว  มีเปอรเซ็นตการยับยั้งลดลงนอยที่สุด คือ 30 เปอรเซ็นต รองลงมาไดแกสูตรสําเร็จ 
BS+ปลายขาว (39 เปอรเซ็นต) และสูตรสําเร็จ BS+ ทัลคัม+ รําขาว (40 เปอรเซ็นต) ที่เปนสูตร
เปรียบเทียบ  

 
 การทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อสูตรสําเร็จในหองปฏิบัติการเปนเวลา 9 วัน  พบวาใน

กรรมวิธีที่ 7 ใสผงเชื้อ BS 3 กรัม+RS) มีจํานวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-
Ud3Am นอยทีสุ่ด คือ 6.01 logCFU/g  สวนปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ 
CH4Am  มากที่สุดคือ 6.68 logCFU/g   
 

การควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 จากแบคทีเรีย R.  solanacearum สาย
พันธุ To-Ud3Am (RS) ในโรงเรือนปลูกพืชแบบการคาทีสั่ปดาหที่ 8 หลังการทดลองพบวา กรรมวธีิ
ที่ใสผงเชื้อ BS รวมกับใสโซเดียมซิลิเคต  มะเขือเทศมีเปอรเซ็นตการรอดตายสูงสุด 88% เมื่อ
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม และมีจํานวนประชากรของเชื้อ R.  solanacearum สายพันธุ To-
Ud3Am นอยทีสุ่ด สวนการศกึษาจํานวนประชากรของเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ 
CH4Am จากดนิบริเวณรากมะเขือเทศ เปนเวลา8 สัปดาห พบวากรรมวิธีที่ใสผงเชื้อ BS รวมกับใส
โซเดียมซิลิเคต มีปริมาณเชือ้ BS มากที่สุด คือ 8.09 logCFU/g รองลงมาคือ กรรมวิธีที่ใสผงเชื้อ BS 
รวมกับซาลิซิค แอซิค (8.06 logCFU/g ) และกรรมวิธีที่ใสผงเชื้อ BS อยางเดยีว (8.0 logCFU/g) 
ตามลําดับและยังใหผลผลิตมะเขือเทศ 240 กรัมตอตนดีกวาที่ไมไดใชผงเชื้อซ่ึงมีผลผลิตเพียง 120
กรัมตอตน 
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 ขอเสนอแนะ 

 

การศึกษาประสิทธิของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am 
ที่มีตอการเพิ่มจํานวนของประชากรของเชือ้แบคทีเรียและการสรางสารเมตาโบไลท ควรจะมกีาร 
ศึกษาเพื่อเปรยีบเทียบกับเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ B .subtilis สายพันธุ CH6 หรือเชื้อ Bacillus sp.ซ่ึง
อยูในสกุลเดียวกันเพื่อเปรียบเทียบและวิเคราะหสารเมตาโบไลทที่เชื้อแบคทีเรียสรางขึ้นในอาหาร
เล้ียงเชื้อวาเปนสารอะไรรวมทั้งตรวจวัดปริมาณสารเมตาโบไลทที่เชื้อแบคทีเรียสรางขึ้นในอาหาร
เล้ียงเชื้อชนิดตางๆ เพื่อจะไดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการเลี้ยงเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษใน
การสรางสารเมตาโบไลท และนําไปเปนอาหารเลี้ยงเชื้อในการผลิตสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษดวย และควรมีการศกึษาเปรียบเทียบสูตรสําเร็จตางๆ ในการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือ
เทศ ในโรงเรอืนโดยเปรยีบเทียบกับสูตรสําเร็จของชอทิพย เพื่อคัดเลือกสูตรสําเร็จที่สามารถ
ทดแทนของชอทิพยได สวนการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศที่เกิดจากเชื้อ Ralstonia 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am โดยใชผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษรวมกับซิลิคอนนั้นจะตองทํา 
การศึกษาถึงกลไกของซิลิคอนที่มีตอเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B .subtilis และโครงสรางภายในของตน
มะเขือเทศ รวมทั้งศึกษาวาซิลิคอนมีผลตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ R. solanacearum สาเหตุโรค
เหี่ยวของมะเขอืเทศอยางไรตลอดจนควรมกีารศึกษาทดลองในสภาพแปลงปลูกของเกษตรกรที่มี
ปญหาโรคเหี่ยว 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชือ้เหลานี ้นึ่งฆาเชื้อที่ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูม ิ121 องศา 
เซลเซียส) เปนเวลา 15 นาที 
1. Nutrient agar (NA) (Schaad, 1988) 

Bacto-peptone   5.0 กรัม 
Beef extract    3.0 กรัม 
Agar     15.0 กรัม 
นํ้ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 

 
2. Nutrient glucose agar (NGA) (Schaad, 1988) 

Bacto-peptone   5.0 กรัม 
Beef extract    3.0 กรัม 
Glucose    2.5 กรัม 
Agar     15.0 กรัม 
นํ้ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 

 
3. Nutrient glucose broth (NGB) (Schaad, 1988) 

Bacto-peptone   5.0 กรัม 
Beef extract    3.0 กรัม 
Glucose    2.5 กรัม 
นํ้ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 

 
4. Malt –yeast extract  (MY) (สุชาดา, 2535) 

Bacto-peptone    5.0 กรัม 
Malt extract    3.0 กรัม 
Yeast extract   5.0 กรัม 
Glucose    10.0 กรัม 
นํ้ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
* อาหารแข็งเติม agar 15 กรัม 
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5. Triphenyl Tetrazolium Chloride (TTC) (Kelman, 1954) 
Bacto-peptone   10.0 กรัม 
Glucose    5.0 กรัม 
Casein hydrolysate   1.0 กรัม 
Agar    15.0 กรัม 
 

6. Triphenyl Tetrazolium Chloride medium (TZC) (Kelman, 1954) 
สวนที่ 1 (basal medium) 

Bacto-peptone   10.0 กรัม 
Glucose    5.0 กรัม 
Casein hydrolysate   1.0 กรัม 
Agar    15.0 กรัม 

สวนที่ 2 (aqueous solution tetrazolium)  
2,3,5- Triphenyl tetrazolium chloride  1.0 กรัม 
น้ํากลั่น      100 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากันนําไปฆาเชื้อโดยการกรอง และหลอมอาหารสวนที่ 1 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร แลวเติม
สวนที่ 2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรกอนเทลงจานเลี้ยงเชื้อ 
 
7. SM-1 (Grannada, 1983) 
สวนที่ 1 ( basal medium) ใชอาหาร TZC  
สวนที่ 2 (aqueous solution) ของสารอาหารตางๆ คือ  
Crystal violet**    50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
Thimerosal*    5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
Polymycin B sulfate*   100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
Tryothrycin*     20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
Chloromycetin*     5ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
Cycloheximide*    50ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือ 
Chlorothalonil*     80ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
* antibiotic และ fungicide ทําการฆาเชื้อโดยละลายใน 70% เอทธานอล 1 มิลลิลิตร นาน 30 นาที 
แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาสเซลเซียส 
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** ฆาเชื้อโดยการกรอง หรือนําไปนึ่งฆาเชือ้ที่ 21 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที 
สําหรับอาหาร mSM-1 ที่ใชในการทดลองครั้งนี้ใชอาหาร TZC เปน basal medium เติม 

crystal violet 50 ppm และ Polymyxin B sulfate 50 ppm ผสมใหเขากันดีกอนเทอาหารลงจานเลี้ยง
เชื้อ 
 
การเตรียมสารโซเดียม ซิลิเคต  (sodium silicate) 
 
Na2SiO3 มีจํานวนโมล =122 โมล 
จากความหนาแนนทีใ่หมา d = 1.5 g/ml แสดงวาใน 1 ml มีปริมาตรของโซเดียม ซิลิเคต 1.5 กรัม 
จากสูตร  Mol =   g/ M 
         =   1500/122 
        =   12.3 Mlo 
ดังนั้นใน 1 ลิตร มีซิลิคอน (Si)  12.3 โมล 
*ตองการทราบวา ความเขมขน 9 mM ตองใชโซเดียมซลิิเคต ปริมาตรเทาไหรใน 1ลิตร 
จากสูตร   N1V1 =N2V2 
  12.3xV1 = 0.009x1000 
  V1      = 0.731 ml 
* เพราะฉะนั้นตองใชโซเดียม ซิลิเคต ปริมาตร 0.731 ml ตอน้ํา 1 ลิตร จะไดความเขมขน 9 mM 
 
ตองการทราบวาปริมาตร 0.73 มีปริมาณเนื้อซิลิคอนกี่กรัม โดย 
 จาก  d =1.5 g/ml (เมื่อ g=Mol) 
 จะมีเนื้อสาร Si      = 1.5 x 28 /122 
     = 0.344 g/ml 
ดังนั้นความเขมขนของ 9 mM จะใชโซเดยีม ซิลิเคต ปริมาตร 0.73 ml/ลิตร 
เพราะฉะนั้นจะมีเนื้อสาร Si  = 0.73x0.344 
       = 0.25 กรัม  
ดังนั้นความเขมขนของโซเดียม ซิลิเคตที่ใช 9 mM จะมีเนื้อสารซิลิคอน (Si) 0.25 กรัม  
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การเตรียมสารซาลิซิค แอซิค (salicic acid) 
 
H2SiO4  มีมวลโมเลกุล (M) = 94 
จากสูตร จํานวนโมล  = จํานวนมวล/มวลโมเลกุล 
 94 Mol/1000 = 9 mM/X 
 X        =  0.095 g 
เพราะฉะนั้นตองชั่ง ซาลิซิค แอซิค จํานวน 0.095 กรัม จะไดความเขมขน 9 mM 
 
ตองการทราบวาความเขมขน 9 mM มีเนื้อสาร Si เทาไหร 
   = 0.095x28 
  = 2.66 กรัม  
ดังนั้นความเขมขนของซาลิซิค แอซิค 9 mM มีเนื้อสารซิลิคอน (Si) เทากับ 2.66 กรัม  



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวไกแกว  สุธรรมมา 
วัน เดือน ป ที่เกิด วันที่ 18 กันยายน พ.ศ. 2526 
สถานที่เกิด  อุบลราชธานี 
ประวัติการศึกษา ระดับปริญญาตรี สาขาวิชาการจัดการศัตรูพืช คณะเกษตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน กรุงเทพ 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนสนับสนุนการคนควาวิจยัในการทําวิทยานิพนธจาก

บัณฑิตวิทยาลยั 
 




