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การจัดจําแนกและศึกษาคุณสมบัติของ Bacillus sp. สายพันธุ N10 
 

Identification and Study on Characteristics of Bacillus sp. Strain N10 
 

คํานํา 
 

 Bacillus sp. เปนแบคทีเรียรูปทอน ติดสีแกรมบวก สรางเอนโดสปอร และเปน aerobe หรือ 
facultative anaerobe  จีนัส  Bacillus เปนจนีัสใหญ มีความหลากหลายของสมาชิกในจีนัสอยางมาก  
แบคทีเรียในจนีัสนี้สามารถยอยสลายเซลลูโลส เพคติน แปง โปรตีน และคารโบไฮเดรต  บางสป
ชีสสามารถผลิตสารปฏิชีวนะ และบางสปชีสสามารถตรึงไนโตรเจน เกิดไนตรฟิเคชนั หรือดีไนตริ
ฟเคชนั  การที ่Bacillus sp. สามารถยอยสลายสารประกอบอินทรียและสามารถสรางเอนโดสปอร
เมื่ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญ ทําใหแบคทีเรียเหลานี้มคีวามสามารถในการอยูรอดใน
ส่ิงแวดลอม ดงันั้นจึงพบ Bacillus sp. ทั่วไปในธรรมชาติ 
 

ในปจจุบนัมีการนํา Bacillus sp. มาใชประโยชนในดานอุตสาหกรรม เชน การผลิต
เอนไซม การผลิตสารปฏิชีวนะ การกําจัดของเสียจากอตุสาหกรรม  และในดานการเกษตร เชน 
ควบคุมแมลงและจุลินทรียโรคพืช สงเสริมการเจริญของพืชโดยการผลิตฮอรโมน การตรึง
ไนโตรเจน หรือละลายแรธาตุในดนิ เชน ฟอสฟอรัสใหอยูในรูปที่พืชสามารถนําไปใชประโยชน 

 
Sittidilokratna et al. (2007) แยก Bacillus sp. สายพันธุ N10 จากปอสา โดยคัดเลือกจาก

คุณสมบัติการผลิตเอนไซมเพคติเนส  พบวา Bacillus sp. สายพันธุ N10 สามารถผลิตเอนไซม เพคติ
เนสสูง  และเมื่อนํา crude enzymeไปยอยเปลือกปอสาแทนการตมกับดางใหผลที่นาพึงพอใจ 

 
การศึกษาคณุสมบัติทางสรีรวิทยาของ Bacillus sp.สายพันธุ N10 พบวาแบคทีเรียสายพันธุ

นี้สามารถผลิตเอนไซมโปรตีเอส อะไมเลส เซลลูเลส และไซลาเนส ตลอดจนสามารถผลิตกรดจาก
น้ําตาลชนิดตางๆอยางรวดเรว็และชดัเจนกวา Bacillus สปชีสอ่ืนๆ  จากคุณสมบัติตางๆเหลานี้ 
ประกอบกับการที่แบคทีเรียสายพันธุนี้เปน facultative anaerobe จึงเปนที่นาสนใจในการนําไป
ประยุกตใชทั้งในดานการเกษตรและอุตสาหกรรม เชน นาํไปผสมกับจลิุนทรียอ่ืนเพือ่ยอยวัสดุ
เหลือทิ้งทางการเกษตร การทําปุยหมัก การตรึงไนโตรเจน การยับยั้งจลิุนทรียโรคพืช การผลิต
ฮอรโมน การผลิตเอนไซม ตลอดจนการผลิตสารปฏิชีวนะ  ดังนั้นการศึกษาคุณสมบตัิตางๆของ 
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Bacillus sp.สายพันธุ N10 จึงเปนขอมูลพื้นฐานที่นาจะเปนประโยชนตอการประยุกตใชใน
การเกษตรและอุตสาหกรรมตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1.  จําแนกชนดิและศกึษาคณุสมบัติทางชวีเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus sp. สายพนัธุ 
N10 

2.  เปรียบเทียบคุณสมบัติบางประการของ Bacillus sp. สายพันธุ N10 กับ Bacillus sp. ที่
แยกจากสารเรงปุยหมักพด.1 

3.  ศึกษาวิธีการเพิ่มการสรางเอนโดสปอรในอาหารชนิดตางๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

4

การตรวจเอกสาร 
 

จีนัส Bacillus 
 

 Bacillus เปนแบคทีเรียรูปทอน แกรมบวก สรางเอนโดสปอร และเปน aerobe หรือ 
facultative anaerobe ซ่ึงสวนมากสามารถผลิตเอนไซมคะตะเลส  แบคทีเรียในจีนัส Bacillus เปน
กลุมแบคทีเรียที่มีความหลากหลายทางดานชีวเคมี สรีรวิทยา และมีความตองการสารอาหารที่
หลากหลาย  สามารถยอยสลายสารจากพืชหรือสัตว เชน เซลลูโลส แปง เพคติน และอื่นๆ  บาง
ชนิดสามารถผลิตสารปฏิชีวนะ บางชนดิสามารถเกิดกระบวนการไนตรฟิเคชัน ดีไนตริฟเคชัน หรือ
สามารถตรึงไนโตรเจน มีทัง้ชนิดที่เปน acidophile, alkalophile, psychrophile หรือ thermophile  
 
 Bacillus มี %G+C content ที่กวาง คืออยูในชวง 32-69%  การจัดหมวดหมูโดย numerical 
classification สามารถจัด Bacillus 368 สปชีสเปน 79 cluster  การจําแนกระดับจนีัสโดยศึกษา
คุณสมบัติทาง genotype และ phenotype สามารถตั้งจีนัสใหมหลายจนีัส ไดแก Amphibacillus, 
Alicyclobacillus, Paenibacillus, Aneurinibacillus, Brevibacillus, Virgibacillus, Gracilibacillus, 
Salibacillus, Filobacillus, Geobacillus, Ureibacillus, Jeotgalibacillus และ Marinibacillus (Xu 
and Côte, 2003) 
 

Paenibacillus polymyxa
 

 Paenibacillus  เปนจีนัสที่เคยจัดอยูในจีนสั Bacillus  เนื่องจากมีรูปทอน สรางเอนโดสปอร 
และเปน facultative anaerobe ที่ผลิตเอนไซมคะตะเลส  ตอมาเมื่อมีการศึกษาลําดับของ 16S rRNA 
gene จึงถูกเปลี่ยนเปน Paenibacillus  โดยในกลุมนี้มแีบคทีเรียหลายสปชีสในจีนัส Bacillus sp. ที่
ถูกเปลี่ยนจนีสั Paenibacillus ไดแก  P. polymyxa, P. alvei, P. gordonae, P. larvae, P. 
pulvifaciens, P. macerans, P. azotofixans, P. pabuli, P. macquariensis, P. amylolyticus และ P. 
validus (Ash et al., 1993)  ตอมามีรายงานวาจาํแนก B. lautus และ B. peopriaerius  อยูในจีนัส 
Paenibacillus ดวย  ดังนัน้ขอมูลปจจุบันจนีัสนี้มี 13 สปชีส (Shida et al., 1997)  โดยกําหนดให
Paenibacillus polymyxa เปน type species ของ Paenibacillus sp.  และ type strain ของ P.  
polymyxa คือ ATCC842 (DSM 36,  NCIB 8158,  NCTC 10343) 
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 คุณสมบัติหลักของแบคทีเรียในจีนัส Paenibacillus คือเซลลรูปรางทอน ติดสีแกรมบวก 
แกรมลบ หรือแกรม variable เปน strictly aerobe หรือ facultative anaerobe  เคล่ือนที่โดย 
peritrichous flagella  สรางเอนโดสปอรรูปวงรี ทําใหvegetative cell โปง  ไมสราง pigment บน
ผิวหนาอาหาร NA สวนใหญสามารถผลิตเอนไซมคะตะเลส คาพีเอชในอาหาร VP นอยกวา 6.0 ไม
ผลิต hydrogen sulfide บางสปชีสสรางสาร indole  สามารถผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมยอยสลาย 
เคซีนและแปง และผลิตกรดจากน้ําตาลหลายชนิด  สามารถเจริญที่พีเอชเทากับ 5.6 และอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส และเจริญดีทีพ่ีเอชเทากับ 7.0 และอุณหภมูิ 28-30 องศาเซลเซียส แตไมสามารถเจริญ
ใน NB ที่มี NaCl 10%  แบคทีเรียหลายสปชีสในจีนัสนี้ผลิตเอนไซมยอยสลายโพลีแซคคาไรด  
บางสปชีสสามารถยอยสลายคารโบไฮเดรตที่มีโครงสรางซับซอน เชน alginate, chondroitin, 
chitin, curdlan รวมทั้งโพลีแซคคาไรดอ่ืนๆ แตการผลิตเอนไซมออกซิเดส การทดสอบ VP  การ
รีดิวซไนเตรตเปนไนไตรต การยอยสลายยูเรียและไทโรซนีมีความแปรผัน  และมี G+C content 45-
54 mol% (Shida et al., 1997)    

 
Claus and Berkeley (1986) อธิบายคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และสรีรวิทยาของ 

P.  polymyxa ไดดังนี้  เปนแบคทีเรียที่มีรูปรางเปนทอน ขนาดกวาง 0.6–0.8 ไมโครเมตร ยาว 2.0-
3.0 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก เปน facultative anaerobe ที่เจริญดีมากในสภาวะไมมอีอกซิเจน  
สรางเอนโดสปอรรูปวงรี ทําใหเซลลโปง  โคโลนีบน Nutrient agar ใส มักพบการเคลื่อนที่แบบ 
amoeboid โคโลนีบนอาหารแข็งที่มีน้ําตาลกลูโคสมีลักษณะเจริญทับถมกัน เปนเมอืกและผิวหนามี
ลักษณะดาน 

 
การทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมีใหผลการทดสอบการผลิตเอนไซมคะตะเลสเปนบวก 

สามารถเจริญในสภาวะไมมอีอกซิเจน สามารถผลิตสาร acetoin จาก butylene glycol fermentation
สวนมากมีคาพีเอชใน VP broth ต่ํากวา 6.0  สามารถผลิตกรดจากน้ําตาลหลายชนิด เชน น้ําตาล
กลูโคส ไซโลส อะราบิโนส แมนนทิอล และผลิตแกสจากการหมกัน้ําตาลกลูโคส  ยอยเคซีน        
เจลาติน และแปง  สามารถรีดิวซไนเตรตเปนไนไตรต ไมสามารถใชซิเตรต ไมสลายไทโรซีน ไม
เกิดการดึงหมูอะมิโนจากฟนิลอะลานีน ไมมีเอนไซมเลซิติเนส ไมผลิตสาร indole จากทริปโตฟาน  
แตเกดิ dihydroxy acetone  เจริญที่พีเอช 6.8 และ 5.7  ไมเจริญในสารละลายเกลือ NaCl ความ
เขมขน 5%, 7% และ 10%  เจริญที่อุณหภมูิ 5, 10, 30 และ 40 องศาเซลเซียส  แตไมเจริญที่อุณหภูมิ 
50, 55 และ 65 องศาเซลเซียส   
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แบคทีเรียชนดินี้สามารถยอยสลายเพคตินและโพลีแซคคาไรดในเนื้อเยือ่พืช  แตยอย
เซลลูโลสนอย หรือไมยอยเลย  สามารถสังเคราะหลีแวนจากน้ําตาลซูโครส  แตการที่แบคทีเรียชนิด
นี้มีแคปซูลที่หนา ดังนั้นสารลีแวนจึงไมสามารถแพรผานออกมาสูอาหารเลี้ยงเชื้อ  และสามารถ
ผลิตสารปฏิชีวนะยับยั้งแบคทีเรีย 2 กลุม ไดแก polymyxin-colistin-circulin family, polypeptins, 
jolipeptin, gavaserine และ saltavalin ที่มี 2,4-diaminobutyric acid  สวนฮอรโมนพืชที่แบคทีเรียนี้
ผลิตคือออกซินและไซโตไคนิน 

 
การทดสอบการตรึงไนโตรเจนโดยใชอาหาร Minimal medium ที่มีแหลงคารบอน  

พลังงาน  แอมโมเนียม-ไนโตรเจน และไบโอติน  พบวาการตรึงไนโตรเจนเกดิในสภาวะไร
ออกซิเจนการตรึงไนโตรเจนใหกับพืชนัน้  แบคทีเรียไดรับสารอาหารจากรากพืชเพื่อใชในการตรึง
ไนโตรเจนใหกับพืช   

 
Mol % G+C  ของ DNA อยูในชวง 41.0–51.4 (Tm) ใน 12 สายพันธุ  และจาก phenetic 

characteristic  แสดงใหเห็นวา P. polymyxa,  P. macerans  และ  P. circulans มีความสัมพันธ
ใกลเคียงกัน 

 
P.  polymyxa เปนแบคทีเรียที่ตองการสารอาหารซับซอนเพื่อการเจริญ รวมทั้งตองการ

กรดอะมิโนและวิตามินหลายชนิด  ดังนั้นจึงไมคอยพบ P.  polymyxa ในดินที่มีสารอาหารนอย  
และมักพบบอยในซากพืช ปุยหมัก ดินบริเวณรอบๆรากพืช  มีรายงานวาสามารถแยก P.  polymyxa 
จากธรรมชาติโดยพบในดินบริเวณรอบๆรากพืช เชน ขาวสาลี (Triticum durum) ขาวไรย (Lolium 
perene L.) white clover (Trifolium repens L.) ขาวโพด (Zea mays) (da Mota et al., 2002)  P.  
polymyxa จัดเปน plant growth promoting rhizobacteria ที่สามารถยับยั้งโรคพืช สนับสนุนการ
เจริญของพืช ผลิตสารปฏิชีวนะ ผลิตเอนไซมชนิดตางๆ และผลิตฮอรโมนพืช 

 
การแยก P. polymyxa จากธรรมชาติสามารถทําไดโดยอาศัยคุณสมบัติการตรึงไนโตรเจน  

สวนการจําแนกโดยอาศยัคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยา เปนการทดสอบคุณสมบัติการหมัก
คารโบไฮเดรต ไดแกกลีเซอรอล, ด(ี+)-ไซโลส, แอล(+)-อะราบิโนส, แอล(+)-แรมโนส และทรี
ฮาโลส  การใชซิเตรตและซัคซิเนต โดยใช API 50CH kits (da Mota et al., 2002;  von der Wied et 
al., 2000)  และการทดสอบการยอยเจลาตนิ กิจกรรมของเอนไซม nitrate reductase การเกิด
ไฮโดรเจนซัลไฟด และการผลิต acetoin โดยใช API 20B (Mavingui  et al., 1992) 
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การผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมโดย Bacillus sp.  และการนําไปใช 
 

การผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมเปนคุณสมบตัิที่สําคัญประการหนึ่งของ Bacillus sp. ซ่ึงมี
การนําไปใชประโยชนอยางกวางขวาง ทั้งดานอุตสาหกรรมและการเกษตร เชน อุตสาหกรรม
อาหาร เครื่องดื่ม เครื่องหนงั ส่ิงทอ การกําจัดของเสีย การผลิตอาหารสัตว ปุยหมกั รวมถึงการผลิต
เอนไซมในเชงิการคา  และทางดานการแพทย  การผลิตเอนไซมโดย Bacillus sp. สวนใหญมักเปน
ชนิดที่ขับออกนอกเซลล จึงเหมาะสําหรับนําไปใชในอุตสาหกรรม เพราะสามารถควบคุมใหไดผล
ผลิตปริมาณมาก เพาะเลี้ยงใหเพิ่มจํานวนมาก ทําการปรบัปรุงพันธุกรรมงาย และ Bacillus sp. มี
ความหลากหลายทางชีวเคม ี สวนเอนไซมที่ผลิตนั้นมักทนอุณหภูมิสูงและมีกิจกรรมในชวงพีเอชที่
กวาง (Banik and Prakash, 2004;  Patel et al., 2005) 
 
การผลิตเอนไซมโปรตีเอส 

 
เอนไซมโปรตีเอสมีความสําคัญในอุตสาหกรรม เชน อุตสาหกรรมเครื่องหนัง 

อุตสาหกรรมอาหาร การสังเคราะหสารอินทรียและการสังเคราะหเปปไทด อุตสาหกรรมยา 
อุตสาหกรรมผงซักฟอกและสิ่งทอ การยอยสลายเจลาตนิบนแผนฟลมเอกซเรย การบําบัดน้ําเสีย
การกําจัดวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรและอตุสาหกรรม เปนตน (Chauhan and Gupta, 2004;  Joo 
and Chang, 2005;  Olajuyigbe and Ajele, 2005) 

 
นักวจิัยหลายคณะศกึษาสภาวะการเพาะเลี้ยง Bacilllus sp. ทั้งอุณหภูมขิณะเพาะเลีย้ง พีเอช  

และองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อให Bacilllus sp. ผลิตเอนไซมในปริมาณที่สูงสุด เชน 
Matta and Punj (1998) รายงานวา B. polymyxa B-17 ซ่ึงแยกจากน้ํานมดิบ เปนแบคทเีรียชอบ
อุณหภูมิต่ํา แตสามารถผลิตเอนไซมโปรตีเอสทนอุณหภมูิสูงเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร TDYA  สวน 
Patel et al. (2005) พบวา B. pseudofirmus   สายพันธุ Ve-1 แยกจากดินบริเวณชายฝงทะเลใน
ประเทศอินเดยี ผลิตเอนไซมโปรตีเอสสูงสุดในการเจริญระยะตน stationary phase เมื่อเล้ียงใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มี cassamino acid และเจลาติน  นอกจากนี้ Prakasham et al. (2006) ศึกษาการผลิต
เอนไซมอัลคาไลนโปรตีเอสโดย Bacillus sp. จากการหมกัแบบ solid state และรายงานวาการหมัก
กากถั่วเขยีวใหผลผลิตของเอนไซมสูงสุด คือ 9,550 หนวยตอกรัมชีวมวล   
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ในป 2001 Johnvesley and Naik 2001 ศึกษาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรตีเอสทน
อุณหภูมิสูงจาก Bacillus sp. สายพันธุ JB-99 ที่แยกจากกากน้ําตาล  แบคทีเรียชนิดนี้ชอบอุณหภูมิ
สูงและสภาวะที่เปนดาง  เมือ่เล้ียงในอาหารสังเคราะห ที่มีพีเอชเทากับ 10.0 บมที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส  กลาววาแหลงคารบอนและไนโตรเจนเหมาะสมที่สุดสําหรับการผลิตเอนไซมคือกรด    
ซิตริก soluble starch น้ําตาลฟรุคโตส น้ําตาลราฟฟโนส โซเดียมไนเตรต และโพแทสเซียมไนเตรต  
ตอมาในป 2002 Johnvesley et al. ศึกษาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรตีเอสทนอุณหภูมิสูงโดย 
Bacillus sp. สายพันธุ JB-99  รายงานวากากถั่วเขียวซ่ึงเปนวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเหมาะสม
ที่สุดในการหมักแบบ submerge  มีกิจกรรมของเอนไซมที่สูงสุดเทากับ 12,430 หนวยตอมิลลิลิตร
หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ช่ัวโมง   

 
เอนไซมอัลคาไลนโปรตีเอสมีบทบาทสําคัญอยางยิ่งตออุตสาหกรรมการผลิตผงซักฟอก 

ใชเพื่อยอยคราบสกปรกที่เปนสารประเภทโปรตีน เชน คราบเลือด คราบเหงื่อ คราบนม ชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการทําความสะอาดใหกับผงซักฟอก ทําความสะอาดงายและลดเวลาในการซัก  
Bacillus sp. หลายชนิดสามารถผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรตีเอส เชน B. mojavensis (Beg and 
Gupta, 2003), B. cereus (Banik and Prakash, 2004), B. clausii (Joo and Chang, 2006) และB. 
subtilis (Yang et al.,  2000) เปนตน 

 
Bacillus sp. สายพันธุ I-312  แยกจากโคลนบริเวณปากอาวและน้ําทะเลบริเวณ Songdo ใน

เมือง Inchon ประเทศเกาหลี ซ่ึงเปนบริเวณที่มีมลภาวะสูง  ผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรตีเอส 42,520 
หนวยตอมิลลิลิตรที่พีเอช 11.0  และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และทนตอ SDS และไฮโดรเจน
เปอรออกไซด  จึงเหมาะสําหรับเติมในผงซักฟอก (Joo and Chang, 2005)  เอนไซมอัลคาไลนโปรตี
เอสจาก B. clausii สายพันธุ I-52 ซ่ึงเสถียรในสารองคประกอบของผงซักฟอกหรือผงซักฟอกที่ขาย
ตามทองตลาด  เมื่อผสมเอนไซมนี้ลงในสารองคประกอบของผงซักฟอกหรือผงซักฟอกที่ขายตาม
ทองตลาด พบวามีประสิทธิภาพการกาํจัดคราบโปรตีนดีเชนกนั (Joo and Chang, 2006)  สวน 
Bacillus sp. สายพันธุ I18,  L18  และ L21 ซ่ึงแยกจากของเสียในอุตสาหกรรมเครื่องหนัง  ผลิต
เอนไซมซีรีนอัลคาไลนโปรตีเอส 160-222 หนวยตอมิลลิลิตร  crude enzymeจากแบคทีเรียทั้ง 3 
สายพันธุนี้ทนตอสารฟอกขาว  มีกิจกรรมสูงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และพีเอช 11.0 (Genckal 
and Tari, 2006)   
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การใชวิธีทางเคมีโดยใชกรดหรือดางเพื่อกาํจัดโปรตีนจากของเสียประเภทเปลือกของสัตว
ทะเล และการเตรียมไคติน เปนการเพิ่มมลภาวะตอส่ิงแวดลอม และเพิม่คาใชจายในการกําจัด
สารพิษเหลานี ้ การใชเอนไซมโปรตีเอสจากจุลินทรียเพือ่ดึงโปรตีนออกจากสารประกอบไคตนิจงึ
ชวยลดปญหาดังกลาว  ดังที่ Yang et al. (2000) รายงานวา B. subtilis สายพันธุ Y-108  ผลิตนิวทรัล
โปรตีเอสที่สามารถยอยโปรตีนจากเปลือกกุงและปใูนกระบวนการเตรยีมไคติน ใหผลดีกวาการใช
กรดทั้งในดานความสามารถในการดึงโปรตีนออก ชวยลดปญหาสิ่งแวดลอมจากของเสียในการทํา
ปฏิกิริยาทางเคมี  

 
การสังเคราะหเปปไทดในอุตสาหกรรมตองเรงปฏิกิริยาในตัวทําละลายทีม่ี water content 

ต่ํา  การใชเอนไซมโปรตีเอสที่ความเสถียรในตัวทาํละลายอินทรียจงึเปนขอไดเปรียบ เนื่องจากการ
สังเคราะหเปปไทดโดยการใชเอนไซมโปรตีเอสใหผลผลิตที่สูงการใชวิธีทางเคมี  ในป 2006 Wang 
and Yeh แยก B. subtilis สายพันธุ TKU007 จากดินในประเทศไตหวันเพื่อใชยอยสลายโปรตนีที่
เปนองคประกอบของของเสียที่เปนเปลือกของสัตวทะเล เชน เปลือกกุง เปลือกปู กระดอง 
ปลาหมึก เปนตน  แบคทีเรียสายพันธุนี้ผลิตเอนไซมโปรตีเอสดีที่สุดเมือ่เล้ียงในอาหารที่มีเปลือก
กุง 1.5%  มีกิจกรรมเทากับ 0.35 หนวยตอมลิลิลิตร และพบกิจกรรมของเอนไซมไคติเนสและไคโต
ซาเนส เอนไซมโปรตีเอสมีกิจกรรมสูงที่พีเอช 7.0-11.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และทนตอ 
Tween20, Tween40, Triton x-100  และ SDS 

 
Bacillus sp. สายพันธุ TKU004 ซ่ึงแยกจากดินในประเทศไตหวนัโดย Wang et al. (2006)  

เปน Bacillus อีกสายพันธุทีส่ามารถผลิตเอนไซมโปรตีเอสจากเปลือกของสัตวทะเล  การผลิต
เอนไซมโดยใชกระดองปลาหมึกเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจนผลติเอนไซมเมทลัโลโปรตีเอส 
0.06 หนวยตอมิลิลิตร  แบคทีเรียสายพันธุนี้ผลิตเอนไซมสูงสุดในชวงปลายระยะ stationary phase  
และดึงโปรตนีออกจากกระดองปลาหมึกถึง 73% ภายใน 3-5 วัน  อุณหภูมแิละพีเอชเหมาะสมกับ
เอนไซมชนิดนี้คืออุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  และพีเอช 6-8   

 
ในอุตสาหกรรมเครื่องหนังใชเอนไซมโปรตีเอสในหลายขั้นตอน  เอนไซมอัลคาไลนโปร

ตีเอสมีความสําคัญในขั้นตอนการกําจดัขนออกจากแผนหนัง  การใชปนูขาวและโซเดียมซัลไฟดที่
ใชกําจดัขนจากแผนหนังกอใหเกิดมลภาวะตอส่ิงแวดลอม และสงผลตอสุขภาพของแรงงานใน
โรงงานอุตสาหกรรมเครื่องหนัง  ดังนั้น Nilegaonkar et al. (2007) จึงศึกษาการผลิตเอนไซมอัล
คาไลนโปรตีเอสจาก B. cereus สายพันธุ MCM B-326 เพื่อใชในอุตสาหกรรมเครื่องหนัง พบวา
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แบคทีเรียสายพันธุนี้สามารถผลิตเอนไซมโปรตีเอส 126.87 หนวยตอมลิลิลิตรที่พีเอช 9.0 อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส   

 
การผลิตเอนไซมอะไมเลส 

 
แปงเปนสารชวีโมเลกุลประเภทโพลีแซคคาไรดที่สะสมอยูในหัวและเอนโดสเปรมของพืช  

ประกอบดวยโมเลกุล2 ชนิด คือ อะไมโลส และอะไมโลเพคติน  โมเลกลุทั้ง 2 ชนิดมีหนวยยอยคือ 
น้ําตาลแอลฟา-ด-ีกลูโคส  โครงสรางของอะไมโลสประกอบดวยน้ําตาลแอลฟา-ดี-กลูโคสตอกัน
เปนสายดวยพนัธะแอลฟา-1,4-ไกลโคซิดิค  อะไมโลสมีน้ําหนักโมเลกุลที่เบากวาอะไมโลเพคติน  
สวนอะไมโลเพคตินมีลักษณะโครงสรางที่เปนกิ่ง  น้ําตาลแอลฟา-ด-ีกลูโคสตรงบริเวณกิ่งตอกัน
ดวยพันธะแอลฟา-1,6-ไกลโคซิดิค 

 
Ajayi and Fagade (2006) ศึกษารูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซมอะไมเลสโดย 

Bacillus spp. พบวา B. polymyxa สายพันธุ WBP มีอัตราการเจริญในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีแปง
ขาวโพดต่ํา แตสามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสสูง  สวน B. circulans สายพันธุ SBC และสายพนัธุ 
WBC มีอัตราการเจริญสูงและสัมพันธกับกิจกรรมของเอนไซม  ชนิดและปริมาณของเอนไซมที่
ผลิตจาก Bacillus spp. แตกตางกันในแตละสายพันธุ B. macerans สายพันธุ SBM และ MBM, B. 
coaggulans สายพันธุ WBC, B. licheniformis สายพันธุ SBL และ WBL,  B. circulans สายพันธุ 
SBC, B. megaterium สายพันธุ SBG  และ B. polymyxa สายพันธุ WBP ผลิตเฉพาะเอนไซมเบตา 
อะไมเลส  สวน Bacillus spp. สายพันธุอ่ืนๆผลิตทั้งเอนไซมแอลฟาอะไมเลสและเบตาอะไมเลสใน
ปริมาณที่แตกตางกัน 

 
เอนไซมเบตาอะไมเลสบริสุทธิ์จาก B. polymyxa สายพันธุ ATCC 8523 สามารถยอย

สลายอะไมโลเพคตินจากหวัมันฝร่ัง และมกีิจกรรมเทากบัเอนไซมเบตาอะไมเลสจากมันฝร่ัง  
สามารถเปลี่ยนอะไมโลเพคตินเปนน้ําตาลมอลโตส 60%  เมื่อเติมเอนไซมพัลลูลาเนสลงไปทําให
เอนไซมเบตาอะไมเลสจากเชื้อสายพันธุ ATCC 8523 เปลี่ยนอะไมโลเพคตินเปนน้ําตาลมอลโตส 
100% (Mashall, 1974)  สวน B. polymyxa สายพันธุ NRRL B-367 ผลิตเอนไซมเบตาอะไมเลสดี
ที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี soluble starch 8%  และ corn steep 4%  แตไมผลิตเอนไซมแอลฟาอะ
ไมเลสและพัลลูลาเนส  (Hensley et al., 1980) 
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เอนไซมแอลฟาอะไมเลสบริสุทธิ์จาก B. licheniformis สายพันธุ CUMC305 มีกิจกรรม
สูงสุดที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส และพีเอช 9.0  และมกีิจกรรมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 4 
ช่ัวโมง  เอนไซมนี้เสถียรที่ชวงพีเอช 7.0-9.0  ซับสเตรตที่เอนไซมนี้สามารถยอยสลาย ไดแก 
soluble starch อะไมโลส อะไมโลเพคติน และไกลโคเจน แตอัตราการยอยสลายแตกตางกันตาม
ชนิดของซับสเตรต (Krishnan and Chandra, 1983) 

 
B. subtilis สายพันธุ 65 ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลส ซ่ึงยอยแปงดิบไดผลิตภัณฑเปน

น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลมอลโตส และมอลโตโอลิโกแซคคาไรดปริมาณเล็กนอย  แตเมื่อผสม
เอนไซมแอลฟาอะไมเลสจาก B. subtilis สายพันธุ 65 กบัเอนไซมกลูโคอะไมเลสจาก 
Endomycopsis  สงเสริมการยอยแปงดิบจากมันฝร่ังที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Hayashida et al., 
1988) 

 
ในป 1999 Hamilton et al. แยก Bacillus sp. สายพันธุ IMD 435 จากวัสดุเพาะเห็ด เพือ่ผลิต

เอนไซมแอลฟาอะไมเลสในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําตาลแลคโตสและ yeast extract เปนแหลง
คารบอนและแหลงไนโตรเจน  พบวา Bacillus sp. สายพนัธุ IMD 435 ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไม  
เลสสูงสุด  แตชีวมวลจากการใชน้ําตาลแลคโตสเปนแหลงคารบอนนอยกวาแหลงคารบอนที่เปน 
soluble starch และเบตาไซโคลเด็กซตริน  การผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสเริ่มตนในระยะ log 
phase ของการเจริญ  ปริมาณเอนไซมสูงสุดเทากับ 32 หนวยตอมิลลิลิตรในชั่วโมงที่ 41 ซ่ึงอยูใน
ระยะ stationary phase ของการเจริญ  อุณหภูมแิละพีเอชเหมาะสมสําหรับเอนไซมคือ 65 องศา
เซลเซียสและ 6.0  เอนไซมแอลฟาอะไมเลสนี้ยอยสลาย soluble starch และแปงขาวโพดดิบ ได
ผลิตภัณฑหลักเปนน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลมอลโตส 

 
Teodoro et al. (2000)  รายงานวา Bacillus sp. จากดิน สามารถผลิตเอนไซมแอลฟาอะ

ไมเลสทนอุณหภูมิสูง  แบคทีเรียชนิดนี้เจริญที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และพีเอช 7.0  กิจกรรม
ของเอนไซมแอลฟาอะไมเลสสูงสุดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และพีเอช 6.0  แตสามารถทน
อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสโดยมีกจิกรรม 100% 

 
ในป 2004  Konsula and Liakopoulou-Kyriakides แยก B. subtilis จากน้ํานมแกะ  และ

รายงานวาแบคทีเรียนี้สามารถผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสทนอุณหภูมิ 135 องศาเซลเซียส  และที่



 
 
 

12

พีเอช 6.5 crude enzyme และเอนไซมบริสุทธิ์สามารถยอยแปงหลายชนิดโดยที่มีประสิทธิภาพ
ใกลเคียงกัน  แตการยอยแปงมันฝร่ังใหผลดีกวาแปงชนดิอื่น 

 
Sodhi et al. (2005)  พบวา Bacillus sp. สายพันธุ PS-7 ซ่ึงแยกจากน้ําพรุอนในประเทศ

อินเดีย ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสจากการหมักแบบ solid state มีกจิกรรมสูงสุดที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส พีเอช 6.5 และทนอุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส แตตองเติมแคลเซียมไอออนลงใน
สารละลายเอนไซม  เมื่อผสมเอนไซมแอลฟาอะไมเลสนีก้ับเอนไซมอะไมโลกลูโคซิเดสที่ใชใน
การคาจะมีผลสงเสริมกันในการยอยแปงในขาวมอลทเพือ่หมักเอธานอล 

 
B. subtilis สายพันธุ JS-2004 ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสทนอุณหภูมิสูง  แบคทีเรียสาย

พันธุนี้ผลิตเอนไซมสูงสุดเทากับ 44.84 หนวยตอมิลลิลิตรเมื่อแบคทีเรียมีอายุ 48 ช่ัวโมงซึ่งอยู
ในชวงตนของระยะ stationary phase และเปนชวงที่มีจํานวนเซลลสูงสุด  การเติมแคลเซียมที่มี
ความเขมขน 10 มิลลิโมลารลงในอาหารเลีย้งเชื้อจะเพิ่มอัตราการเจริญและการผลิตเอนไซม  
เอนไซมแอลฟาอะไมเลสสูงสุดที่พีเอช 8.0 และอุณหภมูิ 70 องศาเซลเซียส  เสถียรที่อุณหภูมิ 60 
และ 70 องศาเซลเซียสนาน 1 ช่ัวโมง  เนื่องจากเอนไซมแอลฟาอะไมเลสจาก B. subtilis สายพันธุ 
JS-2004 เปนเอนไซมทนอณุหภูมิสูงจึงเหมาะสําหรับนําไปใชในอุตสาหกรรมแปงและ
อุตสาหกรรมอาหาร (Asgher et al., 2007) 

 
การผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสโดย B. licheniformis จากวัสดเุหลือทิ้งทางการเกษตร 

เชน รําขาวสาลี กากเมล็ดดอกทานตะวัน กากเมล็ดสําลี กากถั่วเหลือง แกลบขาวเจา หรือรําขาวเจา 
โดยหมกัแบบ solid state  พบวารําขาวสาลีเหมาะสมทีสุ่ดในการผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลส  
สวนการใช soluble starch 1% แทนแปงจากลูกเดือยและลดความเขมขนของ Nutrient Broth จาก 
1% เหลือ 0.5% เพิ่มการผลิตเอนไซมเปน 2 เทา (Haq et al., 2003)  สวน B. subtilis  ที่แยกจากน้ําพุ
รอนในประเทศตุรกี  ผลิตเอนไซมแอลฟาอะไมเลสทนอณุหภูมิสูงจากการหมักแบบ solid state 
โดยใชรําขาวสาลีและแกลบขาวเจา  ปริมาณเอนไซมเทากับ 159,520 และ 21,760 หนวยตอกรัม  
ตามลําดับ 
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การผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 
เซลลูโลสเปนสารคารโบไฮเดรต มีโครงสรางที่ประกอบดวยน้ําตาลกลโูคสเชื่อมตอกัน

ดวยพันธะเบตา-1,4-ไกลโคซิดิค ในแตละสายลูกโซเซลลูโลสจะเชื่อมกันดวยพนัธะไฮโดรเจนทั้ง
ภายในและภายนอกโมเลกุล ทําใหเกิดโครงสรางที่มีลักษณะเปนเสนใย โดยประกอบดวยลักษณะที่
เปนผลึก (crystalline) และไมเปนผลึก (amorphous)   

 
ขนาดของเซลลูโลสแสดงในรูปของจํานวนน้ําตาลกลูโคสตอ 1 โมเลกุลของเซลลูโลส 

(degree of polymerization)  เซลลูโลสแสดง degree of polymerization อยูในชวง 10,000–15,000 
ซ่ึงแตกตางกนัขึ้นอยูกับแหลงของเซลลูโลส  เซลลูโลสเปนสารที่ไมละลายน้ํา ดังนัน้จึงยอยสลาย
ยากเมื่อเทยีบกบัแปง   
 

โดยทั่วไป Bacillus sp. ไมสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสหรือผลิตเพียงเล็กนอย แตมี
รายงานวา Bacillus sp. บางชนิดสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส  เชน B. subtilis สายพันธุ DLG ที่
เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําตาลชนิดตางๆเปนองคประกอบ  สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสยอย 
trinitrophenyl carboxymethyl cellulose ซ่ึงเปนเซลลูโลสท่ีโครงสรางไมเปนผลึก  แตไมสามารถ
ยอยเซลลูโลสท่ีมีโครงสรางเปนผลึก  และสามารถผลิตเอนไซมปริมาณสูงในอาหารที่มีน้ําตาลเซล
โลไบโอสหรือกลูโคส  การผลิตเอนไซมเกิดขึ้นเมื่อแบคทีเรียเขาสูระยะ stationary phase  สภาวะ
เหมาะสมตอกจิกรรมของเอนไซมคือพีเอช 4.8 และอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส (Robson and 
Chambliss, 1984)     

 
Bacillus sp. สายพันธุ CH43 และสายพนัธุ HR68 จากน้ําพุรอนในประเทศซิมบับเว มี

สภาวะเหมาะสมที่พีเอช 5.0-6.5 และอณุหภูมิ 65-70 องศาเซลเซียส  เอนไซมทั้ง 2 นีม้ีกิจกรรมอยาง
สมบูรณที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสอยางนอย 24 ช่ัวโมง  ซับสเตรตที่เหมาะสมกับเอนไซมทั้ง 2 นี้
คือเบตากลูแคน และ carboxymethyl cellulose  เอนไซมจากสายพันธุ HR68 สามารถยอยสลาย
เซลลูโลสที่มีโครงสรางที่เปนผลึก เชน กระดาษกรองและ avicel  (Mawadza et al., 2000) 

 
เอนไซมเซลลูเลสบริสุทธิ์จาก B. circulans สายพันธุ KSM-N257 ซ่ึงมีกิจกรรมของ endo-

1,4-β-glucanase  มีสภาวะเหมาะสมในการยอยสลาย carboxymethyl celluloseที่พีเอช 8.5  และ
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  และยอยสลาย lichenan เหมือนกับเอนไซม lichenanase จาก B. 
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circulans สายพันธุ WL-12  แตไมสามารถยอยสลาย laminarin, curdran และไซแลน (Hakamada et 
al., 2002) 

 
Heck et al. (2002) รายงานวา B. subtilis สายพันธุ BL62 จากดินและน้ําบริเวณแมน้ําอะเม

ซอนเพื่อผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากกากถั่วเหลือง โดยการหมักแบบ solid state  สามารถผลิต
เอนไซมที่มีกจิกรรม 1.08 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีนภายในเวลา 24 ช่ัวโมง  สวน Zhang et al. 
(2004) ศึกษาการผลิตมัลติเอนไซมจากเชื้อผสมของ Bacillus sp. ชอบดาง 2 สายพันธุ คือ Bacillus 
sp. สายพันธุ JCM9141 ซ่ึงผลิตเอนไซมอัลคาไลนอะไมเลส และ Bacillus sp. สายพนัธุ JCM9156 
ซ่ึงผลิตเอนไซมอัลคาไลนเซลลูเลส  พบวาการใชเชื้อผสมมีผลใหการผลิตเอนไซมอัลคาไลนเซลลู
เลส  ขอดีการใชเชื้อผสมคือสามารถยอยสลายทั้งแปงและเซลลูโลสที่ละลายน้ํา 
 
การผลิตเอนไซมไซลาเนส 

 
ไซแลนเปนกลุมหลักของเฮมิเซลลูโลส ประกอบดวยน้ําตาลไซโลสตอเปนสายยาวดวย

พันธะเบตา-1,4  อาจเปนโซตรงที่มีเฉพาะน้ําตาลไซโลสหลายๆโมเลกุล หรือมีสาขาที่เปนโพลีแซค
คาไรดอ่ืนๆ เชนแอล-อะราบิโนฟวราโนส ซ่ึงเชื่อมตอกับน้ําตาลด-ีไซโลสที่ตําแหนง O-3 และกรด
D-glucuronic หรือกรด  4-O-methyl glucuronic ซ่ึงเชื่อมกับน้ําตาลไซโลสที่ตําแหนง O-2  ในพืช
แตละชนดิมีไซแลนที่มีโครงสรางหลักเหมือนกัน แตแตกตางกันที่ชนิด จํานวน และตําแหนงของ
หนวยขางเคยีง   

 
เอนไซมไซลาเนสผลิตจากราและแบคทีเรีย  การผลิตเอนไซมไซลาเนส จากรามีการศึกษา

กันมาก  แตการผลิตเอนไซมจากรามีขอจํากัดคือเอนไซมมีพีเอชเหมาะสมอยูในชวงที่ต่ํากวา 5.5  
จึงเปนปญหาตออุตสาหกรรมบางชนิด เชน อุตสาหกรรมกระดาษ  แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม
ไซลาเนสซึ่งมีพีเอชเหมาะสมในชวงทีเ่ปนกลางถึงดาง  แบคทีเรียในจีนสั Bacillus เปนแบคทีเรียที่
สามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสไดดี   
 

เอนไซมไซลาเนสมีความสําคัญตออุตสาหกรรมกระดาษ  สามารถยอยสลายเยื่อกระดาษได
ลิกนิน ซ่ึงเปนการลดปริมาณการใชคลอรีนและสารฟอก และมีความสําคัญในอุตสาหกรรมอาหาร 
เชน เปน food additive สําหรับสัตวปกเพื่อเพิ่ม feed efficiency  การเติมเอนไซมไซลา เนสลงใน
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แปงสาลีเพื่อเพิ่มการเกิด dough และเพิ่มคณุภาพของผลติภัณฑขนมอบ หรือเติมลงในเครื่องดื่ม เชน 
น้ําผลไมและไวนเพื่อทําใหเครื่องดื่มมีความใส   

 
ในป 1993 Morales et al. รายงานวา B. polymyxa สายพันธุ CECT 153 ผลิตเอนไซมอัล

คาไลนไซลาเนส 3 ชนิด ไดแก X34C,  X34E  และ X22  เอนไซมทั้ง 3 นีม้ีพีเอชและอณุหภูมิ
เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาที่แตกตางกัน  X34E สามารถทนอุณหภูมิสูงสุด  และเอนไซมทั้ง 3 
ชนิดนี้สามารถยอยสลาย oat spelt xylan และ birch wood xylan แตกตางกัน  ตอมาในป 1995  
Morales et al.  ศึกษาสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์จาก B. polymyxa สายพันธุ CECT 153 พบวา
เอนไซมชนิดนี้มีอุณหภูมิและพีเอชเหมาะสมคือ 50 องศาเซลเซียสและ 6.5   

 
Pham et al (1998) รายงานวาเอนไซมไซลาเนสจาก B. polymyxa สายพันธุ CECT 153 ผลิต

เอนไซมสูงสุดในชั่วโมงที่ 36 เทากับ 24 นาโนคาทาลตอมิลลิลิตร  แบคทีเรียสายพันธุนี้ผลิต
เอนไซมสูงสุดจากการหมกัฟาง  และพบวา yeaset extract เปนแหลงไนโตรเจนเหมาะสมที่สุด
สําหรับการผลิตเอนไซมไซลาเนส 

 
B. circulans สายพันธุ AB 16 ผลิตเอนไซมไซลาเนสทนสภาวะดางและอุณหภูมิสูงจากการ

หมักฟางขาว  ชวงพีเอชเหมาะสมสําหรับเอนไซมนี้คือ 6.0-7.0 แตเสถียรในชวงพเีอชที่กวางตั้งแต 
5.0-9.0  อุณหภูมิเหมาะสมคือ 80 องศาเซลเซียส  ฟางขาวเปนวัสดุเหมาะสมที่สุดสําหรับการผลิต
เอนไซม มีกิจกรรมเทากับ 20.6 หนวยตอมลิลิลิตร  เมื่อนําเอนไซมนี้ไปฟอกเยื่อกระดาษจากไมยูคา
ลิปตัส พบวาสามารถลดปริมาณการใชคลอรีน 20% โดยที่ความขาวของกระดาษเทาเดิม (Dhillon et 
al., 2000) 

 
B. firmus  ที่แยกจากบอบําบดัน้ําเสียในโรงงานกระดาษ สามารถผลิตเอนไซมไซลาเนสใน

สภาวะดางและใช birch wood xylan เปนแหลงคารบอนเพียงชนิดเดยีว  crude enzyme มีกิจกรรม 
1.75 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน  เอนไซมบริสุทธิ์มี 2 ชนิดที่กิจกรรมของเอนไซมแตกตางกัน  คือ
ขนาด 45 กิโลดาลตัน และ 23 กิโลดาลตัน  เอนไซมไซลาเนสที่มีขนาด 45 กิโลดาลตัน มีกิจกรรม 
34.08 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน และเอนไซมไซลาเนสที่มีขนาด 23 กโิลดาลตัน มีกิจกรรม 3.67 
หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน  เอนไซมบริสุทธทั้ง 2 ชนิดนีม้ีกิจกรรมในชวงพีเอช 4.0-12.0 ที่อุณหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส  แตพีเอชทีเ่หมาะสําหรับ เอนไซมไซลาเนสที่มีขนาด 45 กิโลดาลตัน คือ 6.0-8.0  
สวนเอนไซมไซลาเนสที่มีขนาด 23 กิโลดาลตันมีพีเอชเหมาะสมอยูในชวง 6.0-7.0  เอนไซมทั้ง 2 
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ชนิดนี้เมื่อยอยสลาย birch wood xylan ไดผลิตภัณฑเปนน้ําตาลไซโลส ไซโลไตรโอส และไซโล
เฮกโซส  และเมื่อนําเอนไซมทั้ง 2 ชนิดมาผสมกันจะยอยสลายสับสเตรทไดผลิตภัณฑเปนน้ําตาล
ไซโลสและไซโลไบโอส  (Tseng et al., 2002) 

 
การผลิตเอนไซมไซลาเนสโดย B. pumilus จากการหมกัวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรดวยวิธี 

submerged fermentation และ solid state fermentation  พบวาการหมกัแบบ solid state ใหผลดีกวา
มาก และรําขาวสาลีเปนวัสดทุี่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมดวยการหมักแบบ solid state มาก
ที่สุด  มีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 35,156 IU/gds  ในขณะที่ oat spelt xylan เหนี่ยวนําให B. 
pumilus ผลิตเอนไซมไซลาเนสจากการหมักแบบ submerged สูงสุดคือ 580 หนวยตอมิลลิลิตร 
(Poorna and Prema, 2006)  การนําเอนไซมนี้ไปประยุกตใชเพื่อกําจัดขยะประเภทกระดาษ กลอง
กระดาษ และกระดาษเหลือทิ้งจากสํานักงาน พบวาเอนไซมไซลาเนสจาก B. pumilus ยอยกระดาษ
จนเสนใยมีลักษณะที่เปอยยุยมากกวากระดาษที่ไมไดยอยดวยเอนไซมอยางเหน็ไดชัด  การยอยขยะ
ประเภทกระดาษโดยเอนไซมไซลาเนสทําใหเสนใยของกระดาษเกดิการพองตวัจึงสะดวกตอการ
นําไป recycle (Poorna and Prema, 2007) 

 
การหมักกากถัว่เหลืองแบบ solid state โดย Bacillus sp. 5 สายพันธุ พบวา B. subtilis สาย

พันธุ BL53 ผลิตเอนไซมไซลาเนสที่มีกิจกรรมสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกบัเชื้ออ่ืน คือ 5.19 หนวยตอ
มิลลิกรัมโปรตีนเมื่อเล้ียงเชือ้เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เอนไซมจาก B. subtilis สายพันธุ BL53 มีกิจกรรม
สูงกวาเอนไซมไซลาเนสที่ใชในการคาประมาณ 4-5 เทา (Heck et al., 2002) 

 
เอนไซมไคติเนส (Chitinase) 
  

สารประกอบไคตินเปนสารอินทรียประเภทโพลีแซคคาไรดชนิดที่ไมละลายน้ํา  พบใน
ธรรมชาติมากเปนอันดับสองรองจากเซลลูโลส  โดยพบจากเปลือกของสัตวพวกครัสเตเชียน แมลง 
เชื้อรา และยีสต  สารประกอบไคตินประกอบดวยหนวยยอยของ N-acetyl-D-glucosamineตอกัน
เปนสายดวยพนัธะβ-1,4   

 
 B. circulans สายพันธุ WL-12 เปนแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายผนังเซลลของยีสต และ
หล่ังเอนไซมยอยโพลีแซคคาไรดหลายชนดิสูอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ  เอนไซมไคติเนสจากการ
เหนีย่วนําดวยไคติน  พบเอนไซมไคติเนส 6 ชนิดใน culture supernatant ไดแก A1, A2, B1, B2, C  
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และ D  มีขนาดและคา pI ดังตอไปนี้ Mr 74000, pI 4.7 (A1);  Mr 69000, pI 4.5 (A2);  Mr 38000, pI 
6.6 (B1);  Mr 38000, pI 5.9 (B2);  Mr 39000, pI 8.5 (C) และ Mr 52000, pI 5.2 (D)  (Watanabe et 
al., 1990) 
  

Bacillus sp. สายพันธุ NCTU2 จากดินสามารถผลิตเอนไซมไคติเนส  เอนไซมบริสุทธิ์มี
มวลโมเลกุล 36.5 kDa และ pI 6.3 เสถียรที่อุณหภูมิ 60°C และ pH 6-8 เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  อุณหภูมิ
ที่เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมคือ 50-60°C และ pH 7.0  ผลิตภัณฑหลักจากการยอยสลาย 
colloidal chitin คือไคโตไบโอส (Wen et al., 2002) 

 
P. illinoisensis สายพันธุ KJA-424  แยกจากดินบริเวณชายฝงของประเทศเกาหลีสามารถ

ผลิตเอนไซมไคติเนสปริมาณสูง  เอนไซมไคติเนสบริสุทธิ์มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 63, 54 และ 
38 กิโลดาลตัน  เมื่อเล้ียง P. illinoisensis สายพันธุ KJA-424 รวมกับ Rhizoctonia solani  พบวาเสน
ใยของ R.  solani บวมและรปูรางของเสนใยผิดปกติ  และพบวาแบคทีเรียสายพันธุนีส้ามารถ
ควบคุมโรค damping-off ในตนออนของแตงกวาซึ่งมีสาเหตุจาก R.  solani (Jung et al., 2003)  

 
B. cereus สายพันธุ 28-สามารถผลิตเอนไซมไคติเนส  และมีศักยภาพในการควบคุมโรคใบ

ซีดของลิลล่ีซ่ึงมีสาเหตุจากเชื้อรา Botrytis และเอนไซมบริสุทธิ์สามารถยับยั้งการงอกของโคนิเดีย
ของ Borytis elliptica  สาเหตโุรคใบซีดของลิลล่ี (Huang et al., 2005) 

 
การควบคุมจุลินทรียโรคพืชโดยชีววิธี 

 
 พืชที่เปนโรค หมายถึง พืชทีถู่กรบกวนหรือทําลายระบบตางๆ กอใหเกดิความผิดปกติ  
สาเหตุโรคพืชอาจเกิดจากสิ่งไมมีชีวิต เชน น้ําหรืออากาศ และส่ิงมีชีวิต เชน เชื้อรา แบคทีเรีย ไวรัส  
ไมโคพลาสมา หรือไสเดือยฝอย  เมื่อส่ิงมีชีวิตสาเหตุโรคพืชเขาสูพืช มีผลใหเนื้อเยือ่พืชถูกทําลาย 
และการทํางานของเซลลพืชผิดปกติ  อาการผดิปกติที่สามารถมองเห็น เชน อาหารเหีย่ว (wilt) บวม
พองหรือเปนปุมปม (knot หรือ gall) เนื้อเยื่อเจริญไมสม่ําเสมอเกิดลักษณะตะปุมตะปา (wart)  
แคระแกร็น (dwarf) โคนเนาในระยะกลา (damping off) เกิดอาการตายของเนื้อเยื่อเปนแหงๆ 
(necrotic lesion) ดาง (chlorosis) หรือการเจริญผิดรูปราง (malformation) 
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 การเกิดโรคพชืกอใหเกิดความเสียหายตอเกษตรกร ทําใหขาดทุน เสียเวลาและแรงงาน การ
ระบาดของโรคพืชเปนการจาํกัดชนดิของพืชที่จะปลูกในที่หนึ่งๆ เชน การระบาดของโรครากเนา
ในพริกทีจ่ังหวัดจนัทบุรี ทําใหเกษตรกรตองปลูกพืชชนดิอื่นแทน  บางครั้งการเกิดโรคระบาด
รุนแรง ทําใหผลผลิตทางการเกษตรลดลง และเกดิสภาวะขาดแคลนอาหาร  ในดานอตุสาหกรรม  
การเกิดโรคพชืสงผลใหปริมาณวัตถุดิบไมเพียงพอสําหรับปอนโรงงาน เปนตน 

 
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 

 
 แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชมีชีวิตแบบปรสิตในพืชอาศยั แตอาจดํารงชีวติแบบอิสระโดยยอย
สลายซากพืชในดิน  การแพรระบาดเกดิจากพืชตนหนึ่งไปสูอีกตอนหนึ่งโดยตรง หรืออาศัยพาหะ 
เชน ลม น้ํา หรือสัตว  อาการของโรคพืชที่มีสาเหตุจากแบคทีเรีย เชน อาการเนาเละ (soft rot) เหีย่ว
เฉา (wilt) แหงตาย (blight) แหงตายเปนจุด (spot หรือ lesion) หรืออาการบวมพองเปนปุมปม (gall 
หรือ tumor) (ประสาทพร, 2534; ไพโรจน, 2525)   
 

ตัวอยางแบคทเีรียสาเหตุโรคพืช เชน   
 

Xanthomonas campestris pv. campestris เปนสาเหตุโรคเนาดําของกะหล่ํา โรคเหี่ยวจาก
แบคทีเรีย (bacterial vascular wilt) ในพืชผัก พืชไร ไมดอก ไมประดับ และพืชในเขตรอน  อาการ
โรคเนาระดับดิน ตนกลามีอาการแคระแกร็น การเจริญมเีพียงดานเดยีว เสนใบเปนสดีํา ตอมาเปนสี
น้ําตาล แลวลามไปใบอื่น  สวนโรคเหีย่วนัน้ X. campestris เขาสูไซเลมทําใหอุดตนั ตอมายอยผนัง
ของไซเลม แลวเพิ่มจํานวนไปยังพาเรนไคมา  แบคทีเรียชนิดนี้สามารถอยูขามฤดูในซากพืช ในดนิ 
และเมล็ดพืช  

 
Xanthomonas campestris pv. phaseoli กอโรคแบคทีเรียลพัสตูลในถ่ัว (bacterial pustule of 

beans)  พบระบาดทั่วโลกในถั่วเหลือง ถ่ัวเขียว ถ่ัวแดง ถ่ัวลาย ถ่ัวลันเตา และถ่ัวลูปน  เชื้อเขา
ทําลายพืชทุกสวน ทั้งใบ ลําตน ฝก เมล็ด มีอาการจุดชุมน้ํานูน (pustule) มีสีน้ําตาลลอมรอบสี
เหลือง แลวแผลใหญขึ้น ทําใหลําตนหักลมงาย  พบเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้ตามเศษซากพืช ในดนิ และ
เมล็ด  
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R. solanacerum สาเหตุโรคเหี่ยวของพืชวงศ Solanacearum และกลวย  พบในเขตรอนและ
เขตอบอุน  กอโรคในพืชเศรษฐกิจ ไดแก ยาสูบ มันฝร่ัง มะเขือเทศ กลวย พริก มะเขอื ละหุง ถ่ัว
ลิสง ขิง มันสําปะหลัง งา ปอกระเจา สัก  พชืที่ติดเชื้อมีอาการใบเหีย่ว การเจริญชะงัก ไซเลมมีสี
น้ําตาล  พบเชือ้แบคทีเรียชนดินี้กระจายอยูในดิน เขาทําลายพืชทางบาดแผล เพิ่มจํานวนในโฟลเอม  
เจริญดีที่อุณหภูมิสูง  

 
Pseudomonas syringae สาเหตุโรคแคงเกอร (canker) ในผลไมเปลือกแข็ง  เกิดอาการบน

ลําตน ผล ใบ ตา ชอดอก และกิ่งกาน  ลักษณะเปนสะเก็ดนูนสีเหลืองถึงน้ําตาล ตอมาเปนสะเกด็
แข็ง บริเวณรอบแผลมีวงสีเหลืองเปนมันลอมรอบ เชื้อแบคทีเรียชนดินี้อยูขามฤดูในพืช ตา ลําตน 
เมล็ด  เขาทําลายพืชทางบาดแผลหรือชองเปดตามธรรมชาติ  

 
Erwinia. carotovora และ Burhkolderia cepacia เปนสาเหตุโรคเนา (soft rot) ของพืชผัก  

ทําความเสียหายรุนแรงแกพชืระหวางการเพาะปลูก การเก็บรักษา และการขนสง  กอโรคใน
กะหล่ําปลี แตงไทย ฝร่ัง แครอท แตงกวา มะเขือ ผักกาด หัวหอม มันฝรั่ง พริก น้ําเตา ขาวโพด ถ่ัว 
มันเทศ แตงโม  พืชที่ติดเชื้อมีอาการเนาเละที่บริเวณผล หัว ราก ลําตน กาน และตาทีอ่วบน้ํา  อาการ
เนาเละเกิดจากแบคทีเรียโรคพืชผลิตเอนไซมยอยเพคตินยอยสลายใหเซลลพืชหลุดออกจากกัน  เกดิ
กล่ินเหม็น  แบคทีเรียชนินีอ้ยูในซากพืชนานขามฤดู  เขาสูพืชทางบาดแผลและรูเปดตามธรรมชาติ  
และเจริญดีที่อุณหภูมิในประเทศเขตรอน 

  
ราสาเหตุโรคพืช 
 
 ราสาเหตุโรคพืชมีมากกวา 8,000 ชนิด  สามารถปรับตัวใหมีชีวิตอยูในอากาศ ดิน และน้ํา  
บางชนิดกอใหเกิดโรคเฉพาะบางสวนของตนพืชหรือเฉพาะชนิดพืช แตบางชนิดทําใหพืชเปนโรค
โดยไมจําเพาะวาเปนสวนใด หรือไมจําเพาะกับชนดิพืช  ราสาเหตุโรคพืชสวนมากเปนปรสิตแบบ
ช่ัวคราว สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือเนื้อเยื่อทีต่ายแลว เชื้อราสามารถเขาสูตนพืชทางแผล 
รูเปดตามธรรมชาติ หรือผานทาง cuticle และ epidermis โดยตรง  กอใหพืชเกิดการเจริญผิดปกติ
จากการผลิตเอนไซม สารพิษ สารควบคุมการเจริญ หรือสารปฏิชีวนะ  ซ่ึงอาจทําลายเซลลพืช
โดยตรงหรือมอิีทธิพลตอ metabolism ภายในเซลลพืช (ชาตรี, 2534; นิตยา, 2534; นุชนารถ, 2534; 
ไพโรจน, 2525; สมบัติ, 2534) 
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 สภาพเหมาะสมตอการเจริญและเพิ่มจํานวนของเชื้อรามักเปนสภาพเหมาะสมตอการเกิด
โรค  การปลูกพืชในที่รม หรือปลูกใกลชิดกันมากเกินไป มีอากาศถายเทนอย อากาศชื้น  ทําใหเชื้อ
ราเขาทําลายพืชงายกวาการปลูกพืชที่มีระยะหาง อากาศถายเทสะดวก และพืชไดรับแสงแดด
เพียงพอ   
 

ตัวอยางเชื้อราสาเหตุโรคพืช เชน   
 
Rhizopus oligosporus  เปนราใน class Zygomycete  สาเหตุโรคเนาเละ (soft rot) ในผกั

และผลไม และไมดอกหลังการเก็บเกีย่ว เชน มันเทศ สตรอเบอรี่ ทอ แตง ถ่ัว  พบราชนิดนี้ทัว่ไปใน
ซากอินทรียสาร เชน ซากพืช หรือพบในดนิระหวางฤดูเก็บเกีย่ว  พบกระจายทัว่ไปในอากาศ  
sporangiospore ของราชนิดนี้เขาสูผักผลไมทางบาดแผล  เมื่อเขาสูเนื้อเยื่อพืชแลวจะผลิตเอนไซม  
ไดแก เอนไซมเพคติเนส และเซลลูเลสเพื่อทําลายเนื้อเยือ่  เจริญดีในทีอ่ากาศอบอุนและมีความชื้น  

 
Fusarium oxysporum อยูใน class Deuteromycete  เปนสาเหตุโรคเหี่ยวหรือตายพราย 

(Fusarium wilt) ในผัก ไมดอกไมประดับ และพืชไรหลายชนิด เชน กลวย กาแฟ มะเขือเทศ ปาลม  
พบราชนิดนี้ทัว่ไปในดิน โดยเฉพาะดินในเขตรอน ในเรอืนกระจก หรือในซากพืช  F. oxysporum 
มีโครงสรางที่เรียกวา chlamydospore เปนสปอรแบบไมอาศัยเพศที่มีผนงัหนา จึงทําใหทนอยูใน
ส่ิงแวดลอมโดยไมงอกนานเปนป  chlamydospore เขาสูตนพืชทางราก เมื่อสปอรสัมผัสกับสารที่
หล่ังจากรากพชื หรือสัมผัสกับรากพืช ทําใหสปอรงอกเปนเสนใยเขาสูเนื้อเยื่อพืช หรืออาจเขาสูพืช
ทางบาดแผล จากนั้นจึงเพิ่มจํานวนในเนื้อเยื่อทอลําเลียง กอใหเกิดอาการใบเหลืองจากใบลางขึ้นสู
ดานบน ใบและกิ่งเริ่มเหี่ยว ใบรวง เซลลตามขอบใบตาย ตนตาย ทอลําเลียงเปนสีน้ําตาลแดง ผล
เนาและรวง  

 
Alternaria sp. อยูใน class Deuteromycete  เปนสาเหตุโรคใบจุด (leaf spot) และใบไหม 

(leaf blight) ในผัก ไมดอก ไมประดับ และผลไมบางชนดิ  เชน  แคนตาลูป แตงกวา องุน มันฝร่ัง 
ถ่ัว ผักกาด คะนา บานชื่น เบญจมาศ สม และมะนาว  พบ chlamydospore ของ Alternaria sp. ใน
ดินเขตรอน ซากพืช หวัและเมล็ดพืช  นอกจากนี ้Alternaria sp. ที่ติดอยูกับเมล็ดพืช  เขาทําลายพืช
ในระยะตนกลา  กอใหเกิดอาการโคนเนาระดับดิน (damping off)  ราชนิดนี้สรางสปอรดีในสภาพ
อากาศชื้น เชน ฝนตก หรือมนี้ําคาง  และเขาสูตนพืชทางบาดแผลหรือผิวช้ันนอกของตนพืช  ทําให
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ใบพืชมีสีน้ําตาลเขมจนถึงดาํ  ถาอุณหภูมสูิง แผลจะใหญขึ้นอยางรวดเร็ว ลักษณะเปนวง แผลอาจ
เกิดอาการ canker 

 
Aspergillus niger เปนราใน class Deuteromycete  ซ่ึงกอโรค Aspergillus crown  ฝกและ

เมล็ดเนาในถ่ัวลิสง และโรคราดํา(black mold) ในหอมใหญ กอใหเกิดความเสียหายตอเศรษฐกิจ
อยางมาก  ราชนิดนี้กระจายทั่วไปในอากาศและดิน มกัพบเปนผูยอยอินทรียสาร  เขาสูตนพืชทาง
เนื้อเยื่อที่ออนแอ หรือทางบาดแผล  เมล็ดที่ติดเชื้อเมื่องอกเปนตนพบอาการโคนเนาของตนกลา  
ตนกลาของถั่วลิสงที่ติดเชื้อเกิดอาการเหี่ยวอยางรวดเรว็  พบเสนใยราปกคลุมบริเวณที่ติดเชื้อ และ
ยังกอโรคในมนัสําปะหลัง หรือเผือก  ทําใหหวัมีสีน้ําตาลและเนา 

 
Sclerotium sp. อยูใน class Basidiomycete  สาเหตุโรค southern blight หรือ Sclerotium rot 

ในผัก  เชน  หอมใหญ หรือแครอท  ราชนิดนี้มีโครงสรางที่เรียกวา sclerotia เปนกลุมเสนใยที่อัดตวั
กันแนนเปนกอนกลม ทําใหคงทนอยูในดนิหรือซากพืชนานหลายป  ราชนิดนี้เจริญดทีี่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส  sclerotia งอกเขาสูรากพืชโดยผลิตเอนไซมเซลลูเลสและเพคติเนสยอยผนังเซลลพืช  
พืชที่เปนโรคมีอาการเนาบรเิวณรอบโคนตน ใบดานลางเหี่ยวและเหลอืง เนื้อเยื่อบริเวณที่ตดิเชื้อ
เปลี่ยนเปนสีน้าํตาล 
 
การควบคุมโรคโดยชีววิธี 
 
 การใชสารกําจดัศัตรูพืชกอใหเกิดปญหาตอส่ิงแวดลอม  เนื่องจากสารกาํจัดศัตรูพืชเปน
สารที่สลายตัวยาก จึงตกคางอยูในสิ่งแวดลอมเปนระยะเวลานาน และเขาสูหวงโซอาหาร เกิดความ
เปนพิษตอส่ิงมีชีวิต และทําใหระบบนิเวศเสียสมดุล 
 

การควบคุมเชือ้ราสาเหตุโรคพืชโดยชีววธีิ  โดยใชจุลินทรียปฏิปกษ (antagonist) มีกลไก
การยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชหลายแบบ  ทัง้การผลิตสารปฏิชีวนะ การทําลายเชื้อสาเหตุโรคพืชโดย
ใชเอนไซม (lysis) การเจริญแขงขันและแยงสารอาหารหรือพื้นที่สําหรับการเจริญจากเชื้อสาเหตุ
โรคพืช  รวมทั้งการเกิดภาวะปรสิตตอเชื้อสาเหตุโรคพืช  การผลิตสารปฏิชีวนะเพื่อยบัยั้งจุลินทรีย
สาเหตุโรคพืชโดยจุลินทรียปฏิปกษนั้น สารปฏิชีวนะมผีลยับยั้งการเจริญหรืออาจทําใหเชื้อสาเหตุ
โรคพืชตาย  การทําลายเชื้อสาเหตุโรคพืชโดยเอนไซมนัน้  จุลินทรียปฏิปกษจะผลิตเอนไซมออกสู
ภายนอกเซลล เชน เอนไซมเซลลูเลส ไคติเนส กลูคาเนส และโปรตีเอส  เอนไซมเหลานี้สามารถ
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ยอยสลายผนังเซลลของเชื้อรา  การเจริญแบบแขงขันเปนอีกกลไกในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืช    
จุลินทรียปฏิปกษที่เจริญเรว็กวาจะใชสารอาหาร เชน แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน ปจจยั
สงเสริมการเจริญ ออกซิเจน รวมทั้งพื้นทีว่างบนซับสเตรต  ทําใหเชื้อสาเหตุโรคพืชถูกจํากดัการ
เจริญ  การควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืชโดยภาวะปรสิตคือการที่จุลินทรียปฏิปกษเขาสูเซลลของจุลินท
รียสาเหตุโรคพืชและทําลายภายในเซลล (เกษม, 2532)  ตารางที่ 1 แสดงผลิตภัณฑทีค่วบคุมโรคพืช
ที่ใชในการคา 
 
ตารางที่ 1  ผลิตภัณฑ biocontrol agent ที่ใชในการคา 
 

แบคทีเรีย ผลิตภัณฑ โรคพืชหรือจุลินทรียโรคพืช ชนิดพืช การประยุกตใช 
Agrobacterium 
radiobacter 

Galltrol-A Crown gall ที่มีสาเหตุจาก 
Agrobacterium tumerfaciens 

ผลไม  ผลไมเปลือก
แข็ง  และไมประดับ
ในเรือนอนุบาล 

ใชตะกอนเซลล
รดตนออน  ราก  
และใชรดดิน 

Agrobacterium 
radiobacter 

Nogall Agrobacterium tumerfaciens ไมยืนตน  ใชจุมราก 

Bacillus subtilis Epic  Rhizoctonia solani, Fusarium 
spp., Alternaria spp., และ 
Aspergillus spp. ที่เขาสูตนพืช
ทางราก 

ฝายและพืชวงศถั่ว ละลายผงเชื้อ
และผสมกับยา
ฆาเชื้อราที่ใชใน
การคาเพื่อแช
เมล็ด 

Bacillus subtilis Kodiak Rhizoctonia solani, Fusarium 
spp., Alternaria spp., และ 
Aspergillus spp. ที่เขาสูตนพืช
ทางราก 

ฝายและพืชวงศถั่ว ละลายผงเชื้อ
และผสมกับยา
ฆาเชื้อราที่ใชใน
การคาเพื่อแช
เมล็ด 

Bacillus subtilis Kodiak Rhizoctonia solani, Fusarium 
spp., Alternaria spp., และ 
Aspergillus spp. ที่เขาสูตนพืช
ทางราก 

ฝายและพืชวงศถั่ว ละลายผงเชื้อ
และผสมกับยา
ฆาเชื้อราที่ใชใน
การคาเพื่อแช
เมล็ด 

Bacillus subtilis System 3 โรคในตนออนพืช ขาวบารเลย  ถั่ว  ฝาย  
ถั่วลิสง  ถั่วลันเตา  
ถั่วเหลือง  ขาวเจา 

ใชแชเมล็ดพืชที่
ปลูกในกระถาง 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

แบคทีเรีย ผลิตภัณฑ โรคพืชหรือจุลินทรียโรคพืช ชนิดพืช การประยุกตใช 
Burkholderia 
cepacia 

Deny Fusarium spp., Pythium spp., 
ไสเดือน 

อัลฟาฟา  ขาวบารเลย  
ถั่ว  โคลเวอร  ฝาย  
ถั่วลันเตา  เมล็ดขาว
ฟาง  ผัก  ขาวสาลี 

ใชคลุกโดยผสม
กับถานหิน 

Pseudomonas 
fluorescens 

BrightBan 
A506 

Erwinia amylovora อัลมอนด  แอปเปล  
เชอรรี่  ลูกพีช  ลูก
แพร  สตรอเบอรรี่  
มะเขือเทศ 

ใชจุมหรือฉีดพน
ผลผลิตหลังการ
เก็บเกี่ยว 

Pseudomonas 
fluorescens 

Conquer  Pseudomonas tolassii เห็ด ฉีดพน 

Pseudomonas 
syringae 

Bio-save 
10 

Botrytis cinerea, Pennicillium 
spp., Mucor pyroformis, 
Geotrichum candidum 

พืชสกุลสม  ใชจุมหรือพน
ผลผลิตหลังการ
เก็บเกี่ยว 

 
ที่มา: Glick et al., 1999 
 

Bacillus sp. เปนจุลินทรียอีกชนิดหนึ่งที่นาํมาใชเพื่อยับยั้งจุลินทรียโรค  เนื่องจากสามารถ
ผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมและสารปฏิชีวนะหลายชนิด สรางเอนโดสปอรเมื่ออยูในสภาวะที่ไม
เหมาะสมตอการเจริญ สามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนอยางรวดเรว็เมื่ออยูในสภาวะเหมาะสมตอการ
เจริญ  จึงเปนคุณสมบัติที่เหมาะสําหรับนําไปประยกุตใชในสิ่งแวดลอม 

 
 ในป 1963 Paulus anf Gray ศึกษาการสังเคราะหสารปฏิชีวนะ polymyxin B ซ่ึงยบัยั้ง
แบคทีเรียแกรมลบจาก B. polymyxa  และรายงานวาการสังเคราะห polymyxin B เร่ิมในชวง
ระหวางกึ่งกลาง log phase  และเพิ่มขึ้นเรื่อยๆจนสูงสุดในระยะ stationary phase  สารปฏิชีวนะ 
chloramphenicol มีผลใหการผลิต polymyxin B ลดลงเล็กนอยในชวง 6 ช่ัวโมงแรก  แตการเจริญ
ลดลงอยางมากเนื่องจากสภาวะความเปนกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
สารปฏิชีวนะ gavaserine และ saltavalin เปนสารปฏิชีวนะชนิดใหมที่ผลิตจาก B. 

polymyxa  สายพันธุ BP1  รายงานโดย Pichard et al (1995)  ซ่ึงแยกแบคทีเรียสายพันธุนี้จากเมล็ด



 
 
 

24

กะหล่ําปลี  พบวาสามารถผลิตสารปฏิชีวนะยับยั้ง Xanthomonas campestris pv. campestris ไดผลดี
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวยน้ําตาลแลกโตส แอมโมเนียมซัลเฟต ไบโอติน และกรดอะมิโน  
เมื่อ B. polymyxa  สายพันธุ BP1 มีอายุ 12 ช่ัวโมงกอนการสรางเอนโดสปอรจนถึงระยะ stationary 
phase ในวันที ่5  และลดลงหลังจากเชื้อมอีายุ 8 วัน 

 
สารปฏิชีวนะอีกประเภทที่ยบัยั้ง X. campestris  คือลิโปเปปไทด จาก Bacillus sp.ดังที่

รัชฎาวรรณและสุดฤดี (2547) รายงานวา B. firmus สายพนัธุ KPS46 สามารถผลิตสารที่โครงสราง
คลายลิโปเปปไทดเมื่อเล้ียงในอาหาร Malt-Yeast Extract  สารชนิดนี้มฤีทธิ์ยับยั้ง X. campestris pv. 
glycines  สวน Monteiro et al. (2005) รายงานวา B. megaterium pv. cerealis RAB7, B. subtilis 
R14 และ B. megaterium C116 ผลิตสารลิโปเปปไทดที่มฤีทธิ์ยับยั้ง X. campestris pv.  campestris  
และ Bacillus sp. ทั้ง 3 สายพันธุนี้ผลิตสารยับยั้งในระยะปลาย exponential phase 

 
การควบคุมสาเหตุโรคพืชที่มีสาเหตุจากแบคทีเรียโดยใช Bacillus sp. เปนจุลินทรีย

ปฏิปกษ  นอกจาก Bacillus sp. สามารถผลิตสารปฏิชีวนะเพื่อยับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช  ยังมี
กลไกอีกประเภท คือกระตุนใหพืชผลิตสารยับยั้งแบคทเีรียสาเหตุโรคพืช  ดังที ่Silva et al. (2004) 
รายงานวาการเคลือบเมล็ดมะเขือเทศดวย B. cereus B101R  กระตุนใหมะเขือเทศผลิตเอนไซม 
lipoxygenase, phenylalanine ammonia-lypase และ peroxidase  ลดการเกิดโรคจากเชือ้แบคทีเรีย P. 
syringae pv. tomato  การควบคุมสาเหตุโรคพืชลักษณะนี้เปนแบบไมจําเพาะ เนื่องจากสามารถ
ยับยั้งเชื้อรา A. solani สาเหตุโรคไหม  เชื้อรา Corynespora cassiicola สาเหตุโรคใบไหม  เชื้อรา 
Oidium lycopersici สาเหตุโรคราแปง  Stemphilium solani สาเหตุโรคใบจุด  และเชื้อแบคทีเรีย X. 
acampestris pv. vesicatoria สาเหตุโรคจุดจากแบคทีเรีย  แตระดับการควบคุมโรคแตกตางกันตาม
ชนิดของเชื้อกอโรค  

 
สําหรับการยับยั้งราสาเหตุโรคพืชนั้น Walker et al. (1998) รายงานวา B. polymyxa สาย

พันธุ D4 และ B. subtilis สายพันธุ B3, C1 และ J7 จาก spermatosphere ของถ่ัวลันเตาและถั่วเหลือง 
ผลิตสารยับยั้งราโรคพืชออกมาในอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงสามารถยับยั้ง Botrytis cinerea และ 
Pythium mamillatum  สารยับยั้งเชื้อราดังกลาวนี้มีคุณสมบัติทนความรอน  แตยังไมทราบชนิดและ
กลไกการยับยัง้  
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ในป 2002 Perrin and Jensen รายงานวา P. polymyxa สายพันธุ PKB1 ผลิตสารปฏิชีวนะ 
fusaricidin ที่ยบัยั้ง Leptosphaeria maculans  การผลิตสาร fusaricidin เกิดขึ้นในชวงตนของการ
เอนโดสปอร  และผลิตดีที่สุดในอาหาร Potato Dextrose Broth  และตอมาในป 2004 Yang et al. 
ศึกษาการใช P. polymyxa สายพันธุ PKB1 เพื่อควบคุมโรค seedling bright และโรครากเนาซ่ึงมี
สาเหตุจากเชื้อรา Pythium sp. ในการปลูกแตงกวาแบบไมใชดิน  P. polymyxa สายพันธุ PKB1 
สามารถยับยั้ง Pythium sp. 9 สายพันธุทั้งบน Potato Dextrose Agar และ Nutrient Agar  นอกจากนี้ 
P. polymyxa สายพันธุ PKB1 ยังสามารถสนับสนุนการเจริญของพืช โดยเพิ่มการงอกของเมล็ด
แตงกวาและเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของตนออนเมื่อทดสอบกับเชื้อรา Pythium sp. บน Water Agar 
plate  สวนการทดสอบในระบบ hydroponic พบวาเชื้อ P. polymyxa สายพันธุ PKB1 สามารถมีชีวิต
รอดและเพิ่มจาํนวนในสารละลายที่ใชเพาะปลูกแตงกวา  และสงผลใหตนแตงกวาทนตอเชื้อราโรค
พืช รวมทั้งชวยเพิ่มผลผลิต 

  
การยับยั้งราสาเหตุโรคพืชโดย Bacillus sp. สัมพันธกับการผลิตไฮโดรไลติกเอนไซม  ดังที่ 

Nielsen and Sørensen (1997) รายงานวา P. polymyxa 2 สายพันธุและ B. pumilus 13 สายพันธุที่
แยกจากดินบรเิวณรอบรากและผิวรากตนขาวบารเลย  ซ่ึงผลิตเอนไซมเซลลูเลส แมนาเนส ไซ
ลาเนส เคซีเนส และไคติเนส สามารถยับยั้งราสาเหตุโรคพืช ไดแก Rhizoctonia solani,  
Aphanomyces cochleoides  และ Pythiumultimum  โดยแบคทีเรียสายพันธุที่ผลิตเอนไซมทุกชนิด
สามารถยับยั้งราดีกวาแบคทเีรียที่ผลิตเอนไซมเพียงบางชนิด 

 
Bacillus sp. สามารถยับยั้ง Botrytis cinerea บนอาหาร PDA เมื่อเล้ียงรวมกัน  และเสนใย

บริเวณขอบของบริเวณยับยัง้มีสีเขมและอัดตัวกนัแนน เสนใยบวม การงอกของโคนิเดียถูกยับยั้ง 
กานชูโคนิเดยีมีรูปรางผิดปกติ  และ Bacillus sp. สายพันธุนี้ทําหนาที่เปน elicitor กระตุนการผลิต 
phytoalexin หรือสารชีวภาพที่ผลิตขึ้นเพื่อปองกันตนพืชเมื่อถูกกระตุนดวยส่ิงมีชีวิตหรือ
ส่ิงไมมีชีวิต ชนิด resveratrol ในตนองุน  และปริมาณ resveratrol เพิ่มสูงขึ้นเมื่อตนองุนถูก infect 
ดวย B. cinerea  (Paul et al., 1998) 

 
Paenibacillus sp. สายพันธุ B 2 ซ่ึงแยกจาก mycorrhizosphere ของตนขาวฟาง (Sorghum 

bicolor) มีกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส โปรตีเอส ไคติเนส และเพคติเนส  แบคทีเรียสายพันธุ B 2 
สามารถยับยั้งราโรคพืช Phytophthera parasitica และ F. oxysporum บนอาหารแข็ง  โดยยับยั้งการ
เจริญของเสนใยรา การเกิดสปอแรงเจียม การงอกของซูโอสปอร และการยืดตวัของ germ tube  



 
 
 

26

องคประกอบภายในเซลลถูกยอยสลายอยางสมบูรณ เกดิ vesicle สะสมที่บริเวณระหวางผนังเซลล
และเยื่อหุมเซลล ผนังเซลลของเชื้อราบิดเบี้ยวเสยีรูปอยางรุนแรง  ผนงัเซลลของราโรคพืชทั้ง 2 
ชนิดนี้ถูกทําลายโดยกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสและไคติเนส  ทําใหเกิดรูร่ัวบนผนังเซลลและมี
ผลตอเอนไซมที่อยูบนเยื่อหุมเซลล  นอกจาก Paenibacillus sp. สายพนัธุ B 2 จะสามารถยับยั้งเชือ้
ราโรคพืช 2 ชนิดดังกลาวนีแ้ลวยังสามารถยับยั้งเชื้อราโรคพืชอ่ืนๆ เชน F. culmorum F. cul 1, 
Aphanomyces euteiches 502, Chalara elegans 84.1, Pythium sp. สายพนัธุ OP 4  และ Rhizoctonia 
solani  ( Budi et al., 1999;  Budi et al., 2000) 

 
Fusarium verticilliodes เปนสาเหตุโรคในขาวโพด (Zea mays L.)  ตนขาวโพดที่ติดเชื้อมี

อาการหลายระดับ ตั้งแตไมแสดงอาการไปจนถึงเนาเละทั้งตน และผลิตสาร Fumonisin B1 ซ่ึงเปน
สารที่มีพิษตอมนุษยและสัตว  แตเมื่อเล้ียงเชื้อราชนิดนี้กบั B. subtilis สายพันธุ CE1 บนอาหารแขง็
ที่มี maize meal extract 3%  พบวา B. subtilis สายพันธุ CE1 ยับยั้งการเจริญของ F. verticilliodes 
60% รวมทั้งลดปริมาณการผลิต Fumonisin B1 50%  เมล็ดขาวโพดที่เคลือบดวย B. subtilis สาย
พันธุ CE1 ปริมาณ 108 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อนําไปปลูกในเรือนกระจกพบวาลดปรมิาณเชื้อรา F. 
verticilliodes บริเวณรอบๆรากตนขาวโพด 99.86% (Cavaglieri et al., 2005) 

 
โรค stem-end rot เปนโรคหลังการเก็บเกีย่วที่สําคัญของอะโวคาโด มสีาเหตุจากเชื้อรา

หลายชนิด เชน  Dothiorella aromatica และ Phomopsis perseae  เชื้อรากอโรคจะเขาสูผล           
อะโวคาโดโดยผานทางปลายกิ่งหรือดอกในชวงเริ่มตนของการเจริญและแสดงอาการของโรคใน
ระยะที่ผลอะโวคาโดเริ่มสุกภายหลังการเกบ็เกี่ยว  Demoz and Korsten (2006) รายงานวา B. 
subtilis สายพนัธุ B246 ซ่ึงเปนที่ยอมรับแลววาสามารถยับยั้งโรค Cerospora spot และโรค 
anthracnose สามารถยับยั้งโรค stem-end rot โดยที่ B. subtilis สายพันธุ B246 สามารถอยูรอดและ
เพิ่มจํานวนในดอกอะโวคาโดและสามารถเกาะกับโคนิเดยีหรือเสนใยของเชื้อราโรคพืช  กลไกการ
ยับยั้งเชื้อราโรคพืชโดยยอยสลายเซลลเชื้อรา 

 
แบคทีเรียบริเวณรอบรากพชืสามารถยับยั้งเชื้อราโรคพืช  ดังที่ Idris et al (2007) รายงานไว

วา B. stearothermophilus สายพันธุ KBE5-7, B. cereus สายพันธุ KBE5-1 และ B. cereus สายพันธุ 
NAE5-5 ซ่ึงแยกจากดินบริเวณรอบรากตนขาวฟาง (Sorghum bicolor (L) Moench)  สามารถยับยั้ง
เชื้อรา F. oxysporum สาเหตโุรครากเนาและยอดเนาในขาวฟาง  เมื่อเล้ียงแบคทีเรียรวมกับเชื้อรา
โรคพืชในหองปฏิบัติการ  และเมื่อทดสอบกับตนขาวฟางในเรือนกระจก พบวา Bacillus ทั้ง 4 สาย
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พันธุนี้สามารถยับยั้งการเกิดโรค 100%  แบคทีเรียเหลานี้สามารถเพิ่มจํานวนในรากพืช และ
สนับสนุนการเจริญของตนขาวฟาง  เมล็ดขาวฟางที่เคลือบดวยBacillus  4 สายพันธุนี้ เมื่องอกเปน
ตนมีมวลของรากมากกวาเมล็ดที่ไมไดเคลือบดวยเชื้อ 

 
B. cereus สายพันธุ QQ 308 เจริญในอาหารเหลวที่มีเปลอืกกุงและเปลือกปู สามารถผลิต

เอนไซมไคติเนส เอนไซมไคโตซาเนส และเอนไซมโปรตีเอส  สวนน้าํใสของอาหารเลี้ยงเชื้อ
สามารถยับยั้งเชื้อราโรคพืช F. oxysporum, F. solani และ P. ultimum  แบคทีเรียสายพนัธุนี้ยับยัง้
เชื้อราโรคพืชโดยยับยั้งการงอกของสปอร  สวนน้ําใสของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อนําไปรดตนกะหล่ําปลี
สามารถสงเสริมการเจริญโดยเพิ่มน้ําหนกัของผลผลิต  (Chang et al., 2007) 

 
ในป 1983 Tautorus and Townsley รายงานวา Bacillus sp. สายพันธุ AOG ยับยั้งเชือ้รา 

Chaetomium olivaceum ซ่ึงกอโรคในเหด็กระดุม (Agaricus bisporus)  โดยยับยั้งทั้งบนผิวหนา
อาหารแข็งและในวัสดุเพาะเห็ด  เมื่อใสเชือ้ Bacillus sp. สายพันธุ AOG ลงในวัสดุเพาะเหด็จะชวย
สงเสริมการเจริญของเสนใยเห็ด  ตอมาในป 1984 Tautorus and Townsley รายงานวาการยับยั้งเชื้อ
รา Chaetomium olivaceum โดย Bacillus sp. สายพันธุ AOG เกิดจากการผลิตสารปฏิชีวนะ 
chaetomacin 

 
สําหรับประเทศไทยมีรายงานวามีผูใช Bacillus sp. เพื่อควบคุมสาเหตุโรคพืชดังมีรายงาน

วาเชื้อ B. subtilis สายพันธุ NSRS 89-24 และ NSRS 89-26 ที่แยกจากเมล็ดขาวในป 2530 ยับยั้งเชื้อ
กอโรคในขาว ไดแก แบคทีเรีย X. campestris pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแหง และเชื้อรา 
Pyricularia oryzae, Cercospora oryzae, Thamatephorus cucumeris, Curvularia lunata, 
Acrocylindrium oryzae, Rhynchosporium oryzae และ A. padwickii  แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
NSRS 89-26 ยับยั้งเชื้อกอโรคทั้ง 8 ชนิดนี้ไดดี  สวนสายพันธุ NSRS 89-24 ไมสามารถยับยั้ง T. 
cucumeris แตยับยั้งเชื้อกอโรคอีก 7 ชนิดไดดี  โดย B. subtilis สายพันธุ NSRS 89-24 มีกลไกการ
ยับยั้งแบบผลิตสารปฏิชีวนะ และสายพันธุ NSRS 89-26 ยับยั้งแบบภาวะปรสิต (สมคิด, 2540) 

 
B. subtilis สายพันธุ NSRS 89-24 และ NSRS 89-26 ในรูปผงเชื้อสําเร็จรูป  สามารถเก็บไว

ที่อุณหภูมิหองนานกวา 1 ป  และสามารถควบคุมเชื้อรา Colletotrichum truncatum สาเหตุโรคแอน
แทรคโนส (anthracnose) และ Macrophomina phaseoli สาเหตุโรคเนาดําของถั่วเหลืองไดดี (สมคดิ
, 2540) 
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การสรางเอนโดสปอรของแบคทีเรียจีนัส Bacillus 
 
 เอนโดสปอรเปนโครงสรางที่พบในแบคทีเรียบางชนิด คอื Bacillus, Clostridium, 
Sporosarcina, Thermoactinomyces หรือ Desulfomaculum  เปนโครงสรางที่ทําใหแบคทีเรียทนตอ
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม  เอนโดสปอรเกิดขึ้นภายในเซลล ใน 1 เซลลมีเพียง 1 เอนโดสปอร  
ดังนั้นการสรางเอนโดสปอรจึงไมใชเพื่อการสืบพันธุ  รูปรางและตําแหนงของเอนโดสปอร
แตกตางกันตามสปชีส  สปอรอิสระสามารถทนความแหง สียอม สารเคมีที่ใชฆาเชื้อ รังสี และความ
รอน  ความสามารถในการทนความรอนของเอนโดสปอรแตกตางกนัตามสปชีส  ซ่ึงสวนใหญ
สามารถทนความรอนที่ 80 องศาเซลเซียสอยางนอย 10 นาที   
 
 แบคทีเรียในจนีัส Bacillus สามารถสรางเอนโดสปอรซ่ึงเปนโครงสรางที่สรางขึ้นภายใน
เซลล มีลักษณะสะทอนแสง ไมสามารถยอมสีดวยวิธีธรรมดา ตองยอมดวยวิธียอมแบบพิเศษ     
เอนโดสปอรทําใหแบคทเีรียในจีนัสนี้ทนทานตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการเจริญ เชน 
สภาวะขาดแคลนสารอาหาร  เอนโดสปอรมีคุณสมบัติทนตอความรอน ความแหง รังสี UV กรด 
และสารเคมีตางๆ รวมทั้งสารฆาเชื้อ 
 
 สปอรอิสระที่หลุดออกจากเซลลแลวทนทานตอส่ิงแวดลอมที่ไมเหมาะสม  เนื่องจากมีผนัง
หลายชั้น ช้ันนอกสุดคือช้ัน exosporium เปนผนังบางๆ  ถัดมาคือ spore coat ประกอบดวยโปรตีน
ช้ันเดียวหรือหลายช้ัน  ช้ันถัดมาคือ cortex ประกอบดวยเปปติโดไกลแคนที่เกิดพนัธะเชื่อมกัน
หลวมๆ  ถัดจากชั้น cortex คือช้ัน cell wall และ core เปนชั้นในสดุ ประกอบดวยองคประกอบของ
เซลล และกรดไดพิโคลินิคซึ่งพบเฉพาะในเอนโดสปอร เปนสารที่ทําใหเอนโดสปอรทนความรอน  
ปจจัยอีกประการที่ทําใหเอนโดสปอรทนความรอนไดดคีือไซโตพลาซึมของเอนโดสปอรอยูใน
สภาพที่ถูกกําจัดน้ําออก  ทําใหไมเกิดเมตาบอลิซึม (กัญจนา, 2537;  เจษฎาวรรณ, 2544) 
 
 การสรางเอนโดสปอรเกิดขึน้เมื่อเซลลของ Bacillus อยูในสภาวะที่ขาดแคลนสารอาหารที่
จําเปน เชน แหลงคารบอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส  เมื่อเซลลเขาสูระยะ stationary phase ปริมาณ
สารอาหาร เชน น้ําตาลกลูโคสที่หมดลงจะกระตุนยนีทีค่วบคุมการผลิต intracellular และ 
extracellular enzyme  ซ่ึง intracellular enzyme นั้นรวมถงึเอนไซมใน tricarboxylic acid (TCA) 
cycle  และเอนไซมอ่ืนๆที่เกี่ยวของกับการใชแหลงคารบอน  การเจรญิของเซลลในระยะ 
exponential phase จะเปลีย่นน้ําตาลกลูโคสใหเปนกรดอนิทรีย เชน ไพรูเวต และอะซเีตต สะสมใน
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อาหารเลี้ยงเชือ้  คาพีเอชในอาหารเลี้ยงเชือ้ลดลงเหลือประมาณ 5.0-6.0  หลังจากน้ําตาลกลูโคส
หมดลง เอนไซมใน TCA cycle จึงถูกกระตุน  Bacillus สามารถใชกรดอินทรียเปนแหลงคารบอน
และพลังงาน  คาพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มขึ้นประมาณ 7.0 เนื่องจากเซลลปรับตัวใหสามารถใช
แหลงคารบอนอื่น  ระยะนีเ้ร่ิมสังเกตเห็น spore septum และพบการยอยสลายโปรตีนภายในไซโต 
พลาซึมเพื่อนํากรดอะมิโนไปสรางเปนโปรตีนในเอนโดสปอร  การสรางเอนโดสปอรใชพลังงาน
จากโปรตีนภายในเซลลและ poly-β-hydroxybutyrate (PHB) ที่สะสมภายในเซลล (กัญจนา, 2537;  
Doi, 1989)  การสรางเอนโดสปอรจนเสร็จสมบูรณใชเวลานานหลายชัว่โมง  สปอรอิสระเปนระยะ
พักตัวของเซลล  ภายในสปอรไมมีกิจกรรมใดๆเปนเวลานานหลายป  ทําใหพบ Bacillus ทั่วไปใน
ส่ิงแวดลอม  สปอรสามารถงอกกลับเปนเซลลปกติถาอยูในสภาวะเหมาะสม  มีอาหารเพียงพอ
สําหรับการเจริญ 
 
 การสรางสปอรเปนกลไกที่เกี่ยวของกับการมีชีวิตอยูรอดในสิ่งแวดลอมที่มีความรุนแรง  
สปอรทนทานตอสภาวะที่อันตราย เชน ความรอน H2O2 หรือรังสี UV สูงกวาตัวเซลล  ขึ้นอยูกับ
ปจจัยหลายประการ เชน การกําจัดน้าํออกจากเซลล โครงสรางของชั้น cortex การตรึงแรธาตุของ
เอนโดสปอรและกรดไดพิโคลินิค รวมทั้งปจจัยอ่ืนๆ เชนสภาวะการเพาะเลี้ยง หรือปจจัยภายใน
เซลลของแบคทีเรีย 
 
 การกําจัดน้ําออกจาก spore core เกิดขึ้นระหวางการสรางเอนโดสปอร  ในเอนโดสปอรมี
น้ําอยูเพยีง 0.5-1.0 กรัมตอกรัมน้ําหนักแหง ในขณะที่ตวัเซลลมีน้ําอยูถึง 3.0-4.0 กรัมตอกรัม
น้ําหนกัแหง  การกําจัดน้ําออกทําใหเอนโดสปอรทนตอความรอน  โปรตีนภายในเซลลมีความ
เสถียรสูง ไมถูกทําลายเมื่อไดรับความรอน  การสะสมแรธาตุภายในเอนโดสปอรและการพัฒนา
โครงสรางชั้น cortex มีผลตอการลดปริมาณน้ําใน spore core (Atrih and Foster, 2001) 
 
 ระดับความทนทานตอความรอนของเอนโดสปอรเกี่ยวของกับขนาดของ cortex  
โครงสรางของเปปติโดไกลแคนในแบคทเีรียที่สรางเอนโดสปอรมีความสําคัญอยางยิ่งตอการพักตวั
และการทนความรอนของเอนโดสปอร  เปปติโดไกลแคนของเอนโดสปอรเกิดพันธะอยางหลวมๆ 
(กัญจนา, 2537;  เจษฎาวรรณ, 2543;  Atrih and Foster, 2001) 
 
 เอนโดสปอรสะสมแรธาตุ เชน Ca2+ Mg2+ และ Mn2+ ภายใน spore core ทําใหเอนโดสปอร
มีความเสถียรตอความรอน  การเติม Ca2+ Mg2+ และ Mn2+ ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อทาํให Bacillus 
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สรางเอนโดสปอรมากขึ้น  เอนโดสปอรมีความเสถียร และทนความรอนเพิ่มขึ้น (Atrih and Foster, 
2001;  Beaman and Gerhardt, 1986;  Bender and Marquis, 1985;  Igura et al., 2003;  Marquis and 
Bender, 1985;  Oomes and Brul, 2004)  การตรึงแรธาตุภายในเอนโดสปอรที่เพิ่มขึ้น  เกี่ยวของกบั
การลดปริมาณน้ําภายใน spore core  สวนกรดไดพิโคลินิคภายในเอนโดสปอรทําหนาที่เปน chelate 
จับกับประจุ 2+ และแทนทีน่้ําภายใน spore core  เปนการลดปริมาณน้ํา  จึงทําใหเอนโดสปอรทน
ความรอน (Setlow et al., 2006) 
 
 องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและอุณหภูมิที่เพาะเลี้ยงมีผลตอคุณสมบัติของเอนโด
สปอร เชน ชนิดของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน แหลงวิตามิน มผีลตอการสรางเอนโดสปอร 
(Dingman and Stahly, 1983;  de Vries et al., 2005;  Warriner and Waites, 1999)  Bacillus ที่เล้ียง
ในที่อุณหภูมสูิงจะสรางเอนโดสปอรทนความรอนสูงกวา Bacillus ที่เล้ียงในที่อุณหภูมิต่ํากวา  การ
เล้ียงเชื้อที่อุณหภูมิสูงจะกระตุนให Bacillus สราง heat shock protein ซ่ึงทําหนาที่ปองกันไมให
โปรตีนภายในเซลลตกตะกอน (Atrih and Foster, 2002;  Sedlák et al., 1993) 
 
 Bacillus บางสปชีสสรางสปอรยาก หรือสายพันธุที่ใชในหองปฏิบัติการเมื่อตอเชื้อบอยๆ
ทําให Bacillus สูญเสียความสามารถในการสรางสปอร จึงตองกระตุนใหสรางเอนโดสปอร  
แมงกานีสเปนธาตุที่มีความสําคัญตอการกระตุนการสรางสปอร โดยผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ และ
ตองใหแมงกานีสกับเซลลในระยะ exponential phase เพื่อกระตุนการสรางเอนโดสปอร ถาให
แมงกานีสกับเซลลที่เจริญเต็มที่แลวไมสามารถกระตุนการสรางเอนโดสปอร (Charney et al., 
1951)  B. larvae  สายพันธุ NRRL B-3650 โดยปกติสรางเอนโดสปอรยากในอาหารเหลว แต
สามารถสรางเอนโดสปอรในอาหารสูตร TMYGP ที่มี yeast extract น้ําตาลกลูโคส ไพรูเวต พเีอช 
7.0 ซ่ึง yeast extract เปนองคประกอบของอาหารที่สงเสริมการเจริญของเซลล  สวนน้ําตาลกลูโคส
และไพรูเวตจาํเปนตอการสรางเอนโดสปอร  แบคทีเรียนี้สามารถสรางเอนโดสปอร 5x108 สปอร
ตอมิลลิลิตร (Dingman et al., 1983)  สําหรับการสรางเอนโดสปอรของB. subtilis สายพันธุ PS 346 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําตาลผสมระหวางกลูโคสและไรโบสใหผลดีกวาการใชน้ําตาลกลูโคสหรือ
ไรโบสเพียงชนิดเดยีว (Warriner and Waites, 1999) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  เคร่ืองมือ 
 
 1.1  เครื่องชั่งละเอียด 4 ตําแหนง (Satorius) 
 1.2  เครื่องชั่งละเอียด 3 ตําแหนง (CHAUS, Precision Plus) 
 1.3  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Memmert) 
 1.4  เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (JENWAY, 6405 UV/Vis) 
 1.5  หมอนึ่งความดันไอ (SANYO, MLS-3020) 
 1.6  เครื่อง refrigerated centrifuge (Kokusan H1500FR) 

 1.7  เครื่องวัดพีเอช (CONSORT, C830) 
 1.8  เครื่องเขยา (New Brunswick Scientific, innova 2100 platform shaker) 
 1.9  เครื่องผสม (VORTEX GENIE 2) 
 1.10 อางน้ําแขง็ 
 1.11 ตูปลอดเชื้อ (BIOHAZARD) 
 1.12 กลองจุลทรรศน 
 1.13 เครื่องแกวที่จําเปนในการวิเคราะห 
 1.17 ปเปตอัตโนมัติขนาด 20, 200  และ 1,000 ไมโครลิตร 
 1.18 ลูป 
 1.19 เข็มเขี่ยเชือ้ 
 1.20 แทงแกวงอ 
 1.21 Cork boror No.3  
 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
 
 2.1  Nutrient Agar (NA) 
 2.2  Nutrient Broth (NB) 
 2.3  อาหารสําหรับทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus sp. 
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 2.4  อาหารแขง็สําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมโปรตีเอส 
 2.5  อาหารแขง็สําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 2.6  อาหารแขง็สําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 2.7  อาหารแขง็สําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมไซลาเนส 
 2.8  อาหารแขง็สําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมไคติเนส 
 2.9  อาหารเหลวสําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมโปรตีเอส 
 2.10 อาหารเหลวสําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมอะไมเลส 
 2.11 อาหารเหลวสําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 2.12 อาหารเหลวสําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมไซลาเนส 
 2.13 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมโปรตีเอส 
 2.14 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมอะไมเลส 
 2.15 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมเซลลูเลส 
 2.16 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมไซลาเนส 
 2.17 อาหารเหลวสําหรับผลิตกรดจากการหมักน้ําตาล 
 2.18 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหคาความเปนกรดของอาหารเหลวเลีย้งเชื้อ 
 2.19 Potato Dextrose Agar (PDA) 
 2.20 Yeast Extract Polypeptone Dextrose Agar (YPD) 
 2.21 คลอโรฟอรม 
 2.22 NA ที่ผสม MnSO4 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 2.23 Soil Extract Agar 
 2.24 AK#2 Agar 
 2.25 Glucose Yeast Extract Salt (GYS) 
 2.26 NA ที่เติม ccy Sporulation Medium 
 
3.  เชื้อจุลินทรีย 
 
 3.1  แบคทีเรีย Bacillus sp. สายพันธุ N10 และ Bacillus สปชีสตางๆที่ใชเปนเชื้อ
เปรียบเทียบ จากแหลงเก็บเชือ้ของภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร 
 3.2  สารเรงปุยหมักพด.1 ไดรับความอนุเคราะหจากกรมพัฒนาที่ดิน กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ 
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 3.3  ราสาเหตุโรคพืช Fusarium oxysporum, Alternaria sp., Aspergillus niger, Rhizopus 
oligosporus, Sclerotium sp. และ Trichoderma harzianum ไดรับความอนุเคราะหจากอ.ดีพรอม 
ไชยวงศเกยีรติ  ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร และรศ.ดร.สุดฤดี ประเทืองวงศ ภาควิชาโรค
พืช คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
 3.4  แบคทีเรียโรคพืช Xanthomonas campestris pv. campestris, X. campestris pv. 
glycines, X. campestris pv. phaseoli, X. campestris, Psuedomonas syringae pv. mori, P. 
solanacerum, P. cepacia และ Erwinia carotovora  จากภาควิชาจุลชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 3.5  เชื้อเห็ดฟาง ไดรับความอนุเคราะหจากอ.อัจฉรา พยพัพานนท กลุมงานจุลชีววิทยา
ประยุกต กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ  เหด็นางฟาภูฏานครีม เหด็นางฟาภูฏาน
ดํา เห็ดเปาฮื้อ เห็ดขอนขาว และเหด็หหูน ู

 
วิธีการ 

 
1. การแยก Bacillus sp. จากสารเรงพด.1 
 

ช่ังสารเรงปุยหมักพด.1 ปริมาณ 1.0 กรัม ใสลงในน้ํากลัน่ปลอดเชื้อปริมาตร 9.0 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน ทํา heat shock โดยใหความรอนที่ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวแช
น้ําแข็งทันที เจือจางในระดบัที่เหมาะสม หยดตวัอยางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงบนผิวหนาอาหาร 
NA แลวเกลี่ยใหทัว่ดวยแทงแกวงอ บมที่อุณหภูมิหอง  เก็บเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีที่มี
ลักษณะแตกตางกันมายอมแกรมแลวดใูตกลองจุลทรรศน เลือกโคโลนีที่เปน Bacillus sp. ซ่ึงเปน
แบคทีเรียรูปทอน ติดสีแกรมบวกหรือแกรม variable และสรางสปอร โดยศึกษาลักษณะภายใต
กลองจุลทรรศน แลวนํามาทาํ cross streak บนผิวหนาอาหาร NA เพื่อแยกเชื้อใหบริสุทธิ์  เก็บรักษา
เชื้อที่แยกไดบนผิวหนา NA slant ที่อุณหภมูิหองเพื่อใชงาน   
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2. การจําแนก Bacillus sp. สายพันธุ  N10 และ Bacillus sp. จากสารเรง พด.1  
 

2.1  การจําแนก Bacillus sp. สายพันธุ  N10 และ Bacillus sp. จากสารเรง พด.1 โดยอาศัย
คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรรีวิทยา 

 
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาโดยตรวจดูลักษณะโคโลนีเดี่ยวที่เจรญิบน NA 

ลักษณะเซลลภายใตกลองจลุทรรศน โดยศึกษารูปรางของเซลล ความกวางและความยาวของเซลล 
การติดสีแกรม รูปทรงและตําแหนงของสปอรภายในเซลลและการทําใหเซลลโปง รวมทั้งการ
สะสม granule ภายในเซลล และคุณสมบัตทิางชีวเคมีและสรีรวิทยา ไดแก การตรวจการสราง
เอนไซมคะตะเลส ความสามารถในการเจรญิในสภาวะทีไ่มมีออกซิเจน การหมัก butylene glycol 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ VP broth และคาพีเอชใน VP broth หลังการเจริญ 7 วัน การรีดิวซไนเตรตไป
เปนไนไตรต การหมักกรดจากน้ําตาลด-ีกลูโคส แอล-อะราบิโนส ด-ีไซโลส และดี-แมนนิทอล  
การสรางเอนไซมเพื่อยอยสลายเคซีน เจลาติน และแปง  การใชซิเตรตและโพรพิโอเนตเปนแหลง
คารบอน การสรางเอนไซมเลซิธิเนสบนอาหาร egg yolk agar การเจรญิในอาหารเหลวที่ pH 6.8 
และ 5.7 การเจริญในอาหารเหลวที่มีเกลือ NaCl 5%, 7% และ 10% ตามวิธีการใน Bergey’s Manual 
of Systematic Bacteriology Vol.2  (1986) 

 
2.1 การจําแนก Bacillus sp. สายพันธุ N10 โดยวิธี BIOLOG 

 
เล้ียง Bacillus sp. สายพันธุ N10 โดย streak บน NA ใหเปนโคโลนีเดี่ยว ใชลูปแตะ

โคโลนีเดี่ยวทีม่ีอายุไมเกนิ 24 ช่ัวโมง streak ลงบนอาหาร BUG agar (Biolog Universal Growth) ที่
ผสมน้ําตาลมอลโตส 0.25% เพื่อยับยั้งการสรางสปอร และทาผิวหนาอาหารดวย Thioglycollate 
solution 5 mM เพื่อปองกนัการสรางเมอืก โพลีแซคคาไรด หรือแคปซูล  streak เชื้อเปนรูปตัว Z 
แคบๆกึ่งกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ใหทับกนัเปนเครื่องหมายบวก  บมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 
16 ช่ัวโมง ใชลูปแตะเชื้อที่อยูบริเวณขอบจานทั้ง 4 ดานมาทํา suspension ใน IF medium 
(inoculation fluid:  0.40% Nacl,  0.03% Pluronic F-68,  0.01% Gellan Gum)  วัดความขุนของ 
suspension ใหได 28% transmittance โดยเครื่องวัดของ Biolog catalog 3531 แลวจึงดูด suspension 
ใสลงใน GP2 microplate ซ่ึงประกอบดวยแหลงคารบอน 95 ชนิด หลุมละ 150 ไมโครลิตร  แหลง
คารบอนนี้มีความจําเพาะกับแบคทีเรียแกรมบวก  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4-6 
ช่ัวโมง และ 16-24 ช่ัวโมง  นํามาอานผลดวยเครื่องอานผล  การอาน pattern การเกดิผลบวกดูจาก
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ความเขมของสี tetrazolium ถาเชื้อเจริญในอาหารนั้นจะเปลี่ยนเปนสีมวง  แตถาเชื้อไมเจริญจะยังคง
ใสไมมีสี  pattern การเกิดผลบวกลบของแหลงคารบอน 95 ชนิดที่แตกตางกันทําใหสามารถจัด
จําแนกชนิดไดโดย Biolog’s Microlog computer program 
 
3. การเก็บรักษาสายพันธุจุลินทรีย 
 
 3.1  การเก็บรักษาสายพนัธุแบคทีเรีย 
 

3.1.1  การตอเชื้อ (subculture) 
 
เก็บเชื้อแบคทีเรียสําหรับใชในการทดลอง  โดยถายเชื้อแบคทีเรียลงอาหาร NA 

slant  สายพันธุละ 5 หลอด บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  เมื่อเชื้อเจริญแลวจึงนําไป
เก็บในตูเยน็ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
3.1.2  การเก็บแบบเยือกแข็ง (deep freeze) 

 
เก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียระยะยาว โดยทําการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหาร 

NB ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตรในหลอดทดลองขนาด 16x150 มิลลิเมตร บมที่อุณหภูมิหองบนเครื่อง
เขยาความเรว็รอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  ใชปเปตปลอดเชื้อดูดแบคทีเรียปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตรใสลงใน cryovial tube ที่บรรจุกลีเซอรอลความเขมขน 20% ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรที่
ปลอดเชื้อ ในอัตราสวนของเชื้อตอกลีเซอรอล 1 ตอ 1 โดยเทคนิคปลอดเชื้อ ปดฝาหลอดใหสนิท 
ทําซํ้าสายพันธุละ 5 หลอด  จากนั้นนาํ cryovial tube ไปเกบ็ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แลวจึง
ยายไปเก็บตอที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 
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 3.2  การเก็บรักษาสายพนัธุเชื้อราและเชื้อเห็ด 
 

3.2.1  การตอเชื้อ (subculture) 
 
เก็บเชื้อราและเชื้อเห็ดสําหรับใชในการทดลอง  โดยถายเชื้อลงอาหาร PDA 

slant  สายพันธุละ 5 หลอด บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  เมื่อเชื้อเจริญแลวจึงนําไปเก็บ
ในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
3.2.2  การเก็บรักษาสายพันธุเชื้อราและเชื้อเห็ดใตน้ํามันพาราฟน 
 

ถายเชื้อราและเชื้อเห็ดลงบนลงอาหาร PDA slant ในหลอดฝาเกียวสายพันธุละ 5 
หลอด บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  เมือ่เสนใยเจริญเต็มผิวหนาอาหารแลวจึงเท
น้ํามันพาราฟนปลอดเชื้อทับลงบนเสนใย ปดฝาเกลียวใหสนิท  เก็บทีอุ่ณหภูมิหอง 

 
4. การทดสอบการผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมจาก Bacillus sp. สายพันธุ  N10 และ Bacillus sp. 

จากสารเรง พด.1 
 

4.1  ทดสอบการผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมในอาหารแข็ง 
 

4.1.1  การเตรียมเชื้อ 
 

ใชลูปแตะเชื้อจาก working culture แลวถายลง NA slant  บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 
16-24 ช่ัวโมง 
 

4.1.2  ศึกษาคณุสมบัติของแบคทีเรียในการผลิตเอนไซมตอไปนี ้
 

(1) เอนไซมโปรตีเอส 
 

ถายเชื้อจากขอ 4.1.1 ดวยวิธี point inoculation ลงบนอาหาร Milk agar 
สําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมโปรตีเอส (ภาคผนวก ก ขอ 2)  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 วนั  
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ตรวจผลโดยดวูงใสรอบโคโลนี  วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี (Co) และเสนผาน
ศูนยกลางของวงใสรอบโคโลนี (Cz)  เปรียบเทียบอัตราสวนระหวาง Cz/Co ของ Bacillus sp. แตละ
สายพันธุ 

 
(2) เอนไซมอะไมเลส 
 

ถายเชื้อจากขอ 4.1.1 ดวยวิธี point inoculation ลงบนอาหาร Starch agar
สําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมอะไมเลส (ภาคผนวก ก  ขอ 1)  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 วนั 
ตรวจผลโดยราดสารละลายไอโอดีนลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ ดูวงใสรอบโคโลนี วัดขนาดเสน
ผานศูนยกลางของโคโลนี (Co) และเสนผานศูนยกลางของวงใสรอบโคโลนี (Cz) เปรียบเทียบ
อัตราสวนระหวาง Cz/Co ของ Bacillus sp. แตละสายพนัธุ 

 
(3) เอนไซมเซลลูเลส 
 

ถายเชื้อจากขอ 4.1.1 ดวยวิธี point inoculation ลงบนอาหารแข็งสําหรับ
ทดสอบการผลิตเอนไซมเซลลูเลส (ภาคผนวก ก ขอ 3)  บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 4 วัน ตรวจผล
โดยราดสารละลาย Congo red ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ทิ้งไวนาน 15 นาที ลางออกดวยสารละลาย NaCl ความเขมขน 1 โมลาร ดูวงใสรอบโคโลนี  วัด
ขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี (Co) และเสนผานศนูยกลางของวงใสรอบโคโลนี (Cz)  
เปรียบเทียบอตัราสวนระหวาง Cz/Co ของ Bacillus sp. แตละสายพันธุ 

 
(4) เอนไซมไซลาเนส 

 
ถายเชื้อจากขอ 4.1.1 ดวยวิธี point inoculation ลงบนอาหารแข็งสําหรับ

ทดสอบการผลิตเอนไซมไซลาเนส (ภาคผนวก ก ขอ 4)  บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 2 วัน ตรวจผล
โดยราดสารละลายไอโอดีนลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยงเชือ้ ดูวงใสรอบโคโลนี วัดขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของโคโลนี (Co) และเสนผานศนูยกลางของวงใสรอบโคโลนี (Cz) เปรียบเทียบ
อัตราสวนระหวาง Cz/Co ของ Bacillus sp. แตละสายพนัธุ 

 
 



 
 
 

38

(5) เอนไซมไคติเนส 
 

ถายเชื้อจากขอ 4.1.1 ดวยวิธี point inoculation ลงบนอาหารแข็งสําหรับ
ทดสอบการผลิตเอนไซมไคติเนส (ภาคผนวก ก ขอ 5)  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน ตรวจผล
โดยดวูงใสรอบโคโลนี วัดขนาดเสนผานศนูยกลางของโคโลนี (Co) และเสนผานศูนยกลางของวง
ใสรอบโคโลนี (Cz) เปรียบเทียบอัตราสวนระหวาง Cz/Co ของ Bacillus sp. แตละสายพันธุ 
 

 4.2  ทดสอบการผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมในอาหารเหลว 
 

 4.2.1  การเตรียมกลาเชื้อ (starter) 
 

ถายเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ N10 ลงบน NA slant  บมที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 16-24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อ 1 ลูปลงอาหาร NB ที่มีน้ําตาลกลูโคส 0.5% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร
ในฟลาสกขนาด 50 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภมูิหองบนเครื่องเขยาความเรว็รอบ 150 รอบตอนาที เปน
เวลา 12 ช่ัวโมง  จากนั้นปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนเซลลดวยน้ํากล่ันปลอดเชือ้ 2 คร้ัง เพื่อใชเปนกลาเชื้อ 

 
4.2.2  การผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมในอาหารเหลว 

 
ถายเชื้อจากขอ 4.2.1 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลวสําหรับผลิต

เอนไซมโปรตีเอส (ภาคผนวก ก ขอ 6) อะไมเลส (ภาคผนวก ก ขอ 7) เซลลูเลส (ภาคผนวก ก ขอ 
8) และไซลาเนส (ภาคผนวก ก ขอ 9) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่อยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บม
ที่อุณหภูมิหองบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที  เก็บตวัอยางทุก 3 ช่ัวโมงในชวง 24 
ช่ัวโมงแรก หลังจากนั้นเก็บตัวอยางทกุ 6 ช่ัวโมงจนครบ 60 ช่ัวโมง  แบงตัวอยางเปน 3 สวน  สวน
ที่ 1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําไปเจือจางใหเหมาะสมในน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร 
แลวเกลีย่เชื้อบนอาหาร NA เพื่อนับจํานวนเซลลที่มีชีวิต  สวนที่ 2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปปน
เหวีย่งแยกตะกอนเซลลที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสวนน้ํา
ใส เพื่อวิเคราะหกจิกรรมของ crude enzyme ตามวิธีในภาคผนวก ข  และสวนที่ 3 ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร นําไปวัดคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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4.2.3  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม 
 

(1)  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมนิวทรัลโปรตีเอสและแอสิดโปรตี
เอส 

 
โดยวดัปริมาณไทโรซีนที่เกิดขึ้นหลังจากยอยซับสเตรต คือ

สารละลายเคซีนที่มีความเขมขน 2% ใน Tris-HCl buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.0 
สําหรับเอนไซมนิวทรัลโปรตีเอส และพีเอช 4.0 สําหรับเอนไซมแอสิดโปรตีเอส ทําปฏิกิริยาโดย
อุนซับสเตรตและ crude enzyme ที่เจือจางเหมาะสมในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 นาที  นําซับสเตรต 1.0 มิลลิลิตร ผสมกับ crude enzyme ที่เจือจางเหมาะสม 1.0 มิลลิลิตร  
บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที หยดุปฏิกิริยาดวยสารละลาย trichloroacetic acid 
(TCA) 10% ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 3 ช่ัวโมง แลวนําสวนใส
มาวัดปริมาณไทโรซีนที่เกิดขึ้นดวยวิธี Lowry และคํานวณกิจกรรมของเอนไซมโปรตีเอสตามวิธีใน
ภาคผนวก ข ขอ 1 และ 2 

 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมโปรตีเอสเทากับปริมาณเอนไซมที่สามารถยอย

ซับสเตรตคือเคซีนแลวเกดิไทโรซีน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในเวลา 1 นาทีในสภาวะที่ทดสอบ 
 

(2)  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมเบตาอะไมเลส 
 

วัดปริมาณน้ําตาลมอลโตสที่เกิดขึ้นหลังจากยอยซับสเตรตคือ soluble 
starch ที่มีความเขมขน 1% ใน phosphate buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 7.0  ทําปฏิกิริยา
โดยอุนซับสเตรตและ crude enzyme ที่เจือจางเหมาะสมในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 10 นาที นําซับสเตรต 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ crude enzyme ที่เจือจางเหมาะสม 0.5 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย 3,5 
dinitrosalicylic acid ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร นําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที ทําใหเยน็ทันทีในอาง
น้ําแข็ง แลวเตมิน้ํา 15 มิลลิลิตร วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรเพื่อหา
ปริมาณน้ําตาลมอลโตสตามวิธีวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ และคํานวณกจิกรรมของเอนไซมเบตาอะ
ไมเลสตามวิธีในภาคผนวก ข ขอ 3 และ 4 
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กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมเบตาอะไมเลสเทากับปริมาณเอนไซม
ที่สามารถยอยซับสเตรตคือ soluble starch แลวเกดิน้ําตาลมอลโตส 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรใน
เวลา 1 นาทีในสภาวะทีท่ดสอบ 
 

(3)  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมเซลลูเลส 
 

วัดปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่เกิดขึ้นหลังจากยอยซับสเตรตคือคารบอกซี
เมทธิลเซลลูโลส (carboxymethyl cellulose) หรือ CMC ที่มีความเขมขน 1% ใน phosphate buffer 
ความเขมขน 0.05 โมลาร  พีเอช 7.0  สําหรับ endo-1,4-β-glucanase ที่ยอยเซลลูโลสที่โครงสรางไม
เปนผลึก  และกระดาษกรอง Whatman No.1 ขนาดกวาง 10x60 มิลลิเมตรสําหรับวิเคราะห exo-1,4-
β-glucanase ที่ยอยเซลลูโลสที่โครงสรางเปนผลึก  

 
วัดกจิกรรมของ endo-1,4-β-glucanase ที่ยอยสลาย CMC โดยอุนซับ 

สเตรตและ crude enzyme ที่เจือจางเหมาะสมในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
10 นาที  นําซับสเตรต 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับcrude enzymeที่เจือจางเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร  บมที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที  หยุดปฏิกริิยาดวยสารละลาย 3,5 dinitrosalicylic acid 
ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร  นําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที  ทําใหเย็นทันทีในอางน้ําแขง็  แลวเติมน้ํา 
15 มิลลิลิตร  วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรเพือ่หาปริมาณน้าํตาลกลูโคส
ตามวิธีวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ  และคํานวนกจิกรรมของ endo-1,4-β-glucanase ตามวิธีในภาคผนวก 
ข ขอ 5 และ 4 

 
วัดกจิกรรมของ exo-1,4-β-glucanase ซ่ึงยอยสลายกระดาษกรอง โดย

อุน crude enzyme ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตรที่เจือจางเหมาะสมในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 10 นาที  แลวใสกระดาษกรองลงไป  บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 
60 นาที  หยดุปฏิกิริยาดวยสารละลาย 3,5 dinitrosalicylic acid ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร  นําไปตมใน
น้ําเดือดนาน 5 นาที  ทําใหเยน็ทันทีในอางน้ําแข็ง  แลวเติมน้ํา 15 มิลลิลิตร  วัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรเพื่อหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสตามวิธีวิเคราะหน้ําตาลรดีิวซ  และ
คํานวณกิจกรรมของ exo-1,4-β-glucanase ตามวิธีในภาคผนวก ข  ขอ 5 และ 4 
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กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมเซลลูเลสเทากับปริมาณเอนไซมที่
สามารถยอยซับสเตรตคือ CMC หรือกระดาษกรองแลวเกิดน้ําตาลกลูโคส 1 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรในเวลา 1 นาทีในสภาวะที่ทดสอบ 

 
(4)  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมไซลาเนส 

 
วัดปริมาณน้ําตาลไซโลสที่เกิดขึ้นหลังจากยอยซับสเตรตคือ soluble oat 

spelt xylan ที่มีความเขมขน 1% ใน phosphate buffer ความเขมขน 0.05 โมลาร  พีเอช 7.0  ทํา
ปฏิกิริยาโดยอุนซับสเตรตและ crude enzyme ที่เจือจางเหมาะสมในอางน้ํารอนที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 10 นาที  นําซับสเตรต 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ crude enzyme ที่เจือจางเหมาะสม 
0.5 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที  หยดุปฏิกิริยาดวยสารละลาย 3,5 
dinitrosalicylic acid ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร  นําไปตมในน้ําเดือดนาน 5 นาที  ทําใหเยน็ทันทีในอาง
น้ําแข็ง  แลวเติมน้ํา 15 มิลลิลิตร  วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตรเพื่อหา
ปริมาณน้ําตาลมอลโตสตามวิธีวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ  และคํานวณกจิกรรมของเอนไซม                  
ไซลาเนสวิธีในภาคผนวก ข ขอ 6 และ 4 

 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมไซลาเนสเทากับปริมาณเอนไซมที่

สามารถยอยซับสเตรตคือ soluble oat spelt xylan แลวเกดิน้ําตาลไซโลส 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร
ในเวลา 1 นาทใีนสภาวะที่ทดสอบ 
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5.  การยับยั้งจลิุนทรียสาเหตุโรคพืช  โดย Bacillus sp. สายพันธุ N10 และ Bacillus sp. จากพด.1
และ ผลของ Bacillus sp. สายพันธุ N10 ตอเสนใยเห็ด 

 
 5.1  การยับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชโดย Bacillus sp. สายพันธุ N10 และ Bacillus sp. 
จากพด.1  
 

5.1.1  การเตรียมเชื้อ Bacillus sp. 
 

ถายเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ N10, และ Bacillus sp. จากสารเรงปุยหมักพด.1 
และ Bacillus sp. สายพันธุ S1/1-3, S1(2-5), RS1/1 และ RS1/2  ที่เคยทดสอบวาสามารถยับยั้ง
แบคทีเรียโรคพืช  ลงบน NA slant  บมทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 16-24 ช่ัวโมง 
 

5.1.2  การเตรียมแบคทีเรียโรคพืช 
 

ถายเชื้อ Xanthomonas campestris pv. campestris, X. campestris pv. glycines, 
X. campestris pv. phaseoli, X. campestris, Pseudomonas syringae pv. mori, Ralstonia 
solanacerum, Burkholderia cepacia และ Erwinia carotovora  ลงอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD slant  บมที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อลงอาหาร YPD broth ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตรในหลอด
ทดลองขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมหิองบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
5.1.3  ศึกษาการยับยั้งแบคทเีรียโรคพืชโดย Bacillus sp  

. 
ใชลูปถายเชื้อจากขอ 5.1.1 แลวแตะลงบนผิวหนาอาหาร YPD agar  บมที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 4 วนั รมควันฆาเชื้อ Bacillus sp. ดวยคลอโรฟอรมปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร  
โดยหยดคลอโรฟอรมลงบนฝาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  คว่ํากนจานอาหารเลี้ยงเชื้อลงบนฝานาน 30 
นาทีในตูดูดควัน ใชปเปตแกวที่ปลอดเชื้อถายเชื้อจากขอ 5.1.2 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตรใสลงใน YPD 
soft agar ที่หลอมเหลว ปริมาตร 9.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เททับลงบนโคโลนีของ Bacillus sp.  
บมที่อุณหภูมหิอง 2 วัน วัดขนาดโคโลนีของ Bacillus sp. (Co) และวงใสรอบโคโลนี (Cz) คํานวณ
อัตราสวนระหวาง Cz/Co 



 
 
 

43

 5.2  การยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชโดย Bacillus sp. สายพันธุ N10 และ Bacillus sp.จากพด.
1 
   

5.2.1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 
 

ถายเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ N10, และ Bacillus sp. จากสารเรงปุยหมักพด.1  
ลงบน NA slant  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 16-24 ช่ัวโมง 

 
5.2.2  การเตรียมเชื้อราโรคพืช 

 
ถายเชื้อรา Fusarium oxysporum, Alternaria sp., Aspergillus niger, Rhizopus 

oligosporus, Sclerotium sp. และ Trichoderma harzianum วางลงบนอาหาร PDA ในจานอาหาร
เล้ียงเชื้อ  บมทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 วนั 

 
5.2.3  ศึกษาการยับยั้งเชื้อราโรคพืชโดย Bacillus sp. 

 
ใชลูปแตะ Bacillus sp. จากขอ 5.1.1 ขีดลงบนอาหาร PDA ในจานอาหารเลี้ยง

เชื้อทั้ง 2 ดานใหหางจากขอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อดานละประมาณ 2 เซนติเมตร และใช Cork borer 
No.3 ตัดปลายเสนใยราจากขอ 5.2.2 วางตรงกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 2-
6 วัน ใหเสนใยราในจานอาหารเลี้ยงเชื้อทีไ่มไดลงเชื้อ Bacillus sp. ซ่ึงใชเปนชุดควบคุมเจริญจน
เต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ วัดขนาดบริเวณยบัยั้ง โดยวัดจากขอบโคโลนีของแบคทีเรียจนถึงขอบ
โคโลนีของเชื้อรา 
 
 5.3 ผลของ Bacillus sp. สายพันธุ N10 ตอเสนใยเห็ด 
 

5.3.1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 
 

ถายเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ N10 ลงบน NA slant  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
16-24 ช่ัวโมง 
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 5.3.2  การเตรียมเชื้อเหด็ 
 

ถายเชื้อเห็ดฟาง เห็ดนางฟาภฏูานครีม เห็ดนางฟาภูฏานดาํ เห็ดเปาฮื๊อ เห็ดขอน
ขาว และเห็ดหหูนู ลงบนอาหาร PDA ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 2-3 วัน 
 

5.3.3  ศึกษาผลของ Bacillus sp. สายพันธุ N10 ตอเสนใยเห็ด 
 

ใชลูปแตะ Bacillus sp. สายพันธุ N10 จากขอ 5.3.1 ขีดลงบนอาหาร PDA ใน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 ดานใหหางจากขอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อดานละประมาณ 2 เซนติเมตร ใช 
Cork borer No.3 ตัดปลายเสนใยเห็ดจากขอ 5.3.2  วางตรงกลางจานอาหารเลี้ยงเชือ้ บมที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 2-15 วัน ใหเสนใยเห็ดในจานอาหารเลี้ยงเชื้อทีไ่มไดลงเชื้อ Bacillus sp. ซ่ึง
ใชเปนชุดควบคุม เจริญจนเตม็จานอาหารเลี้ยงเชื้อ  วัดขนาดบริเวณยับยั้ง โดยวัดจากขอบโคโลนี
ของแบคทีเรียจนถึงขอบโคโลนีของเชื้อรา 
 
6. การผลิตกรดจากน้ําตาล 
 
 6.1  การเตรียมเชื้อ 

 
ถายเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ N10, B. subtilis JCM 1465t, B. mojavensis NRRL-B-

14698t, B. atrophaeusDSM 5151 t, B. amyloliquefaciens DSM 7 t และ Bacillus sp. จากสารเรงปุย
หมักพด.1 ที่สามารถผลิตกรดจากน้าํตาลด-ีกลูโคส ไดแกสายพันธุ LDD2, LDD3a, LDD3b และ 
LDD4 ลงบน NA slant บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 16-24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อ 1 ลูปลงอาหาร NB 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่ผสมน้ําตาลด-ีกลูโคส 0.5% ในฟลาสกขนาด 50 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิหองบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที  เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนเซลล
ดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 คร้ัง เพื่อใชเปนกลาเชื้อ 
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6.2  การผลิตกรดจากน้ําตาลดี-กลูโคส 
 
ถายเชื้อจากขอ 6.1 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตรลงใน Basal medium ที่มีน้ําตาลดี-กลูโคส 

0.5% ปริมาตร 50 มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภมูิหองบนเครื่องเขยา
ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทกุ 3 ช่ัวโมงเพื่อนําไปวัดคาพเีอช  

 
7.  การสรางสปอรของ Bacillus sp. สายพนัธุ N10 
 

7.1  ศึกษาการสรางสปอรของ Bacillus sp. สายพันธุ N10 บนอาหารแข็งชนิดตางๆ 
 

7.1.1  การเตรียมเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ N10 
 

ถายเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ N10 ลงบน NA slant  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
16-24 ช่ัวโมง   

 
7.1.2  ศึกษาการสรางสปอรของ Bacillus sp. สายพันธุ N10 บนอาหารแข็ง 
  

ถายเชื้อจากขอ 7.1.1 จํานวน 1 ลูป ลงอาหารแข็งที่กระตุนการสรางสปอร ไดแก 
NA, NA ที่ผสม MnSO4 50 มิลลิกรัมตอลิตร, Soil Extract Agar, AK Agar #2, GYS Agar และ NA 
ที่ผสม ccy salt solution บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1, 3, 5, 7, 10 และ 15 วัน  เก็บตัวอยางมา smear 
บนสไลด ยอมสปอรดวย Malachite green เทียบจํานวนสปอรกับจํานวนสปอรอิสระและ 
vegetative cell ทั้งหมดใน 1 field  คํานวณเปนเปอรเซ็นต ในอาหารแตละชนิดทําสไลด 2 ซํ้า และ
นับจํานวนซ้ําละ 15 filed หาคาเฉลี่ย 

 
 7.2  ศึกษาการสรางสปอรของ Bacillus sp. สายพันธุ N10 ในอาหารเหลว 

 
7.2.1  การเตรียมเชื้อ Bacillus sp. สายพันธุ N10 

 
ถายเชื้อจากขอ 7.1.1 จํานวน 1 ลูปลงอาหาร NB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่มี

น้ําตาลกลูโคส 0.5% ในฟลาสกขนาด 50 มลิลิลิตร บมที่อุณหภูมิหองบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 
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150 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนเซลลดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อ 2 คร้ัง เพื่อใช
เปนกลาเชื้อ 
 
  7.2.2  การสรางสปอรของ Bacillus sp. สายพันธุ N10 ในอาหารเหลว 
 

ถายเชื้อจากขอ 7.2.1 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวสูตรเดยีวกับ
อาหารแข็งที่ทาํให Bacillus sp. สายพันธุ N10 สามารถสรางสปอรไดดี ปริมาตร 50 มิลลิลิตรใน 
ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมหิองบนเครื่องเขยาความเรว็รอบ 150 รอบตอนาที เก็บ
ตัวอยางทกุ 24 ช่ัวโมงจนครบ 7 วัน  แยกตวัอยางเปน 5 สวน แบงตวัอยางเปน 5 สวน  สวนที่ 1 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นํามาเจือจางใหเหมาะสมในน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร แลว
เกลี่ยเชื้อบนอาหาร NA เพื่อนับจํานวนเซลลที่มีชีวิตทั้งหมด  สวนที่ 2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทํา 
heat shock โดยใหความรอนที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวนาํมา 0.5 มิลลิลิตรเจือจางให
เหมาะสมในน้าํกลั่นปลอดเชือ้ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร เกลี่ยบนอาหาร NA เพื่อนับจํานวนสปอรที่ทน
ความรอน  สวนที่ 3 นับจํานวนสปอรภายใตกลองจุลทรรศนโดยยอมสปอรดวย Malachite green 
แลวคิดเปนเปอรเซ็นตจากจาํนวนเชื้อทั้งหมดใน 1 field เชนเดียวกับการนับจํานวนจากอาหารแข็ง  
สวนที่ 4 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงแยกตะกอนเซลลที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสวนน้ําใสเพือ่วิเคราะหความเขมขนของน้าํตาลกลูโคสที่เหลืออยูใน
อาหารเหลวดวยวิธี DNS ดังภาคผนวก ข ขอ 4  และสวนที่ 5 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร วัดคาพีเอชของ
อาหารเลี้ยงเชือ้   
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ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

1. การจําแนก Bacillus sp. สายพันธุ N10 ระดับสปชีสโดยคุณสมบัติทางชีวเคมี สรีรวิทยา และวิธี 
BIOLOG  

 
 แบคทีเรียสายพันธุ N10 แยกจากเปลือกปอสาแหง โดยอาศัยคุณสมบตัิที่สามารถผลิต

เอนไซมเพคติเนส (Sittidilokratna et al., 2007)  มีลักษณะโคโลนีบนอาหาร Nutrient Agar (NA) 
ดังนี้ ใส ขนาดเล็ก เสนผานศนูยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร เจริญชา แตเจริญไดดีบนอาหารที่มี
น้ําตาลหรือแปงเปนองคประกอบ โคโลนีมีลักษณะเปนเมือก เจริญทับถมกัน ทําใหโคโลนีมี
ลักษณะใหญขึ้น มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 3 มลิลิลิตรและมีความนูนมากขึ้น  สวนการ
เจริญในอาหารเหลวเปนลักษณะเดยีวกันกับอาหารแข็ง คือสามารถเจริญในอาหารเหลวที่มีน้ําตาล
เปนองคประกอบดีกวาอาหารเหลวที่ไมมีน้าํตาลเปนองคประกอบ 

 
แบคทีเรียสายพันธุ N10  เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปทอน ขนาดกวางใกลเคียง 1 

ไมโครเมตร ยาว 2.0-3.0 ไมโครเมตร เรียงตัวแบบ palisade มีสปอรเปนรูปวงรีอยูบริเวณปลายหรือ
คอนขางปลาย สปอรทําใหเซลลโปง  ดังภาพที่ 1 

 
จากคุณสมบัตทิี่เปนแบคทีเรียรูปทอน ติดสีแกรมบวก สรางสปอร ผลิตเอนไซมคะตะเลส

และเปน facultative anaerobe  จึงสามารถจัดอยูในจีนัส Bacillus  ตามเกณฑของ Claus and 
Berkeley (1986) นอกจากนี้ ผลการทดสอบทางชีวเคมีและสรีรวิทยา พบวาสามารถผลิตสาร 
acetoin จากน้าํตาลกลูโคส ในกระบวนการ butylene glycol fermentation คือใหผล VP test เปน
บวก และมีคาพีเอชใน VP broth เทากับ 5.5 หลังจากการเจริญ 7 วัน  สามารถรีดิวซไนเตรตใหเปน
ไนไตรตไดใน 5 วัน แตไมเกดิดีไนตริฟเคชนั จึงไมเกิด N2  ผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมยอยสลายเค
ซีน เจลาติน และแปง ไมสรางเอนไซมเลซิธิเนส  จากการทดสอบการผลิตกรดจากน้ําตาล ดี-
กลูโคส  แอล-อะราบิโนส ด-ีไซโลส และดี-แมนนิทอล  พบความแตกตางของ Bacillus sp. นี้กับ 
Bacillus sp. อ่ืนๆอยางชัดเจน คือสามารถผลิตกรดภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง อาหารทดสอบจะ
เปลี่ยนจากสีมวงไปเปนสีเหลืองและไมมสีี ไมสามารถใชซิเตรตและโพรพิโอเนตเปนแหลง
คารบอน  สามารถเจริญที่พีเอช 5.7 และ 6.8  แตไมสามารถเจริญใน NaCl ที่มีความเขมขน 5, 7 และ 
10%  เมื่อเปรียบเทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมแีละสรีรวิทยาแบคทีเรีย สายพันธุ N10 กับ 
B. polymyxa จากขอมูลของ Claus and Berkeley (1986) และ Gordon (1989) พบวาเหมือนกนัเกือบ
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ทุกประการ ยกเวนแบคทีเรียสายพันธุ N10 ไมสามารถเกิดดีไนตริฟเคชัน ดังตารางที ่2  ตอมา 
Tindall (2000) กลาวอางจาก Ash et al. (1993) วา B. polymyxa ถูกจัดใหมอยูในจีนัส Paenibacillus  
เปน Paenibacillus polymyxa โดยอาศัยลําดบัเบสของ 16S rRNA ที่ตําแหนง 1,393-1,437 (Shida et 
al., 1997)  ดังนั้นจึงจําแนกแบคทีเรียสายพันธุ N10 เปน P. polymyxa  นอกจากนี้ผลการศึกษาโดย
วิธี BIOLOG ก็สอดคลองกับการจาํแนกโดยอาศัยคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาวาคือ 
Paenibacillus polymyxa  และ pattern การใชแหลงคารบอน 95 ชนิด แสดงดังภาพผนวกที่ 5 และ 6 

 

 
 

  Endospore  

                 5 µm 

ภาพที่ 1 ลักษณะและการเรยีงตัวของแบคทีเรียสายพันธุ N10 เมื่อศึกษาดวยการยอมแกรม 
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 ตารางที่ 2 เปรียบเทียบคณุสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus sp.  สายพนัธุ N10 และ 
Paenibacillus polymyxa   

 
คุณสมบัติ Bacillus sp.สายพันธุ  N10 Paenibacillus polymyxa*

ขนาดของเซลล  
      กวาง 
      ยาว 

 
 ≤ 1.0 µm 
2.0-3.0 µm 

 
0.7-1.0 µm 
2.0-3.0 µm 

แกรนูลภายในเซลล + - 
สปอร 
      รูปราง 
      ตําแหนง 

 
วงรี 

ปลายเซลลหรือคอนขาง
ปลายเซลล 

 
วงรี 

ปลายเซลล 

สปอรทําใหเซลลโปง + + 
การผลิตเอนไซมคะตะเลส + + 
Aerobe/Facultative anaerobe Facultative anaerobe Facultative anaerobe 
การทดสอบ VP + + 
พีเอชในอาหาร VP เจริญ 7 วัน 5.5 < 6 
การผลิตกรดจาก 
      ดี-กลูโคส 
      แอล-อะราบิโนส 
      ดี-ไซโลส 
      ดี-แมนนิทอล 

 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 

การยอยสลาย 
      แปง 
      เคซีน 
      เจลาติน 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

การใช 
      ซิเตรต 
      โพรพิโอเนต 

 
- 
- 

 
- 
- 

การผลิตเอนไซมเลซิธิเนส - - 
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ตารางที่ 2 (ตอ) 
 

คุณสมบัติ Bacillus sp.สายพันธุ  N10 Paenibacillus polymyxa*

รีดิวซไนเตรตเปนไนไตรต + + 
ดีไนตริฟเคชนั - + 
การเจริญใน 
      พีเอช 5.7 
      พีเอช 6.8 
      NaCl ความเขมขน 5%  
      NaCl ความเขมขน 7%  
      NaCl ความเขมขน 10%  

 
+ 
+ 
- 
- 
- 

 
+ 
+ 
- 
- 
- 

 
หมายเหต ุ -  คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทั้งหมดในสปชีสใหผลลบ 
    +  คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทัง้หมดในสปชีสใหบวก 

*   คือ  ขอมูลจาก Claus and Berkeley (1986) และ Gordon (1989)  
 
2. การแยกแบคทเีรียท่ีสามารถสรางสปอรจากสารเรงพด.1  และการจําแนกชนดิ 
 

สารเรงพด.1 ประกอบดวยจุลินทรียประเภทเชื้อรา แบคทีเรีย และแอคติโนมัยซีส  ซ่ึงมี
คุณสมบัติในการยอยสลายเศษซากพืชใหเปนปุยหมกัอยางรวดเร็ว  และสามารถทําลายเมล็ดวัชพืช
หรือเชื้อโรคที่ปะปนอยูในกองปุยหมัก (กรมพัฒนาที่ดิน, 2546)  งานวจิัยนี้ไดแยกเชือ้แบคทีเรียที่
สรางสปอรจากตัวอยางสารเรงพด.1 จํานวน 3 ตัวอยาง  โดยใชตวัอยางสารเรงพด.1 หนัก 1 กรัม  
ใสในน้ําใหความรอน 80 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที  เจอืจางใหไดระดับเหมาะสม  แลวตรวจนับ
ปริมาณและชนิดของเชื้อในตัวอยางโดยวธีิเกลี่ยบนอาหาร NA  พบวามีแบคทีเรียที่สรางสปอรอยู
ในชวง 105-107 CFU/g  และชนิดของแบคทีเรียดังกลาว  เรียงตามลําดับจากมากไปนอย ดังขอมูลใน
ตารางที่ 3   
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ตารางที่ 3  ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนของแบคทีเรียที่สรางเอนโดสปอรที่แยกไดจากสารเรงปุย
หมัก พด.1  และการจําแนกชนิด 

 
สายพันธุ ลักษณะใตกลองจุลทรรศน กลุม 

Bacillus 
การจําแนกใน

ระดับ 
สปชีส 

LDD 1 เซลลตอกันเปนสาย เปนแพ  เปนเซลลเดี่ยว  สปอรรูปวงรี  อยู
กลางเซลล  

IB คลาย B. subtilis 

LDD 2 เซลลเรียงตัวเปนแพ  มีเมือก  สปอรรูปวงรีอยูกลางเซลล IB คลาย B. 
licheniformis 

LDD 3a เซลลตอกันเปนสาย  เปนแพ  สปอรทรงกระบอก  อยูคอนขาง
ปลายเซลล 

IB คลาย B. subtilis 

LDD 3b เซลลเรียงตัวเปนแพ  และเซลลเดี่ยว  สปอรทรงกระบอก อยู
คอนขางปลายเซลล 

IB คลาย B. subtilis 

LDD 4 เซลลกระจายเปนเซลลเดี่ยว  ขนาดใหญมาก  สปอรรูปวงรี IA B. megaterium 
LDD 5 เซลลขนาดใหญ  สปอรรูปวงรี  อยูคอนขางกลางเซลล   IA Unidentified 

Bacillus 
LDD 7 เซลลเล็กมาก  เรียงตัวเปนแพ  สปอรรูปวงรีอยูปลายเซลล  ทํา

ใหเซลลโปง  
II B. firmus 

LDD 8 เซลลขนาดใหญ  ตอกันเปนสาย  สปอรรูปวงรีอยูคอนขางกลาง
เซลล   

IA Unidentified 
Bacillus 

LDD 9 เซลลขนาดเล็ก  เรียงตัวเปนแพ  สปอรรูปวงรีอยูปลายเซลล  ทํา
ใหเซลลโปง  

II B. firmus 

 
จําแนกชนิดแบคทีเรียที่สรางสปอรจากสารเรงปุยหมัก พด.1. ในระดบัสปชีสโดยศึกษา

สัณฐานวิทยา ชีวเคมี และสรรีวิทยา  จากคณุสมบัติที่แบคทีเรียเหลานี้เปนรูปทอน ตดิสีแกรมบวก 
สรางสปอร ผลิตเอนไซมคะตะเลส และเปน facultative anaerobe หรือ aerobe จึงสามารถจําแนกอยู
ในจีนัส Bacillus  ตามเกณฑของ Claus and Berkely (1986)  และเมื่อเปรียบเทียบกบัขอมูลใน 
Bergey’s Manual of  Systematic Bacteriology Vol. II พบวาแบคทีเรียสายพันธุ LDD1, LDD3a 
และ LDD3b โคโลนีสีขาว กลม ทึบแสง  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน มีขนาด
เซลลกวาง 0.7-0.8 ไมโครเมตร และยาว 2.0-3.0 ไมโครเมตร กระจายตวัเปนเซลลเดีย่ว สปอรรูป
วงรีหรือเปนทรงกระบอกอยูกลางเซลล ไมมี granule ภายในเซลล  ดังภาพที่ 2  จึงจัดอยูในกลุม IB  
โดยคุณสมบัตทิางชีวเคมีและสรีรวิทยามีดงันี้ เปน aerobe การทดสอบ VP ใหผลบวก และมีคาพี
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เอชในอาหาร VP อยูในชวง 5.39-5.52 สามารถรีดิวซไนเตรตไปเปนไนไตรต และสามารถผลิต
เอนไซม   อะไมเลสยอยแปง ซ่ึงคลาย B. subtilis  ที่สรุปวาคลาย  B. subtilis เนื่องจากมีบาง
คุณสมบัติที่แตกตางจาก B. subtilis คือสายพันธุ LDD1 ไมผลิตกรดจากน้ําตาลแอล-อะราบิโนส  
และด-ีไซโลส  สวนสายพันธุ LDD3a และ LDD3b ไมผลิตกรดจากน้ําตาลดี-ไซโลส  ซ่ึงทั่วไป 
B.subtilis ควรใหผลบวกกับน้ําตาลเหลานี้  ดังตารางที่ 4 
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Endospore  

                   5 µm 
ก 

Endospore  

                   5 µm 
ข 

Endospore  

                   5 µm 
ค 

 
ภาพที่ 2  ลักษณะและการเรยีงตัวของแบคทีเรียสายพันธุ LDD1 (ก), LDD3a (ข) และ LDD3b (ค)    
  เมื่อศึกษาดวยการยอมแกรม 
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ตารางที่ 4  คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของสายพนัธุ LDD1, LDD3a และ LDD3b 
เปรียบเทียบกบั B. subtilis 

 
คุณสมบัติ LDD1 LDD3a LDD3b B. subtilis*

ขนาดของเซลล  
      กวาง 
      ยาว 

 
0.7 µm 

2.0-2.5 µm 

 
0.8 µm 

2.5-3.0 µm 

 
0.8 µm 

2.5-3.0 µm 

 
0.7-0.8 µm 
2.0-3.0 µm 

แกรนูลภายในเซลล - - - - 
สปอร 
      รูปราง 
      ตําแหนง 

 
วงรี/

ทรงกระบอก 
กลางเซลล 

 
วงรี/

ทรงกระบอก 
กลางเซลล 

 
วงรี/

ทรงกระบอก 
กลางเซลล 

 
วงรี/

ทรงกระบอก 
กลางเซลล/
คอนขาง
กลางเซลล 

สปอรทําใหเซลลโปง - - - - 
การผลิตเอนไซมคะตะเลส + + + + 
Aerobe/Facultative 
anaerobe 

Aerobe  Aerobe Aerobe Aerobe 

การทดสอบ VP + + + + 
พีเอชในอาหาร VP 5.49 5.39 5.52 5.4-8.0 
การผลิตกรดจาก 
      ดี-กลูโคส 
      แอล-อะราบิโนส 
      ดี-ไซโลส 
      ดี-แมนนิทอล 

 
+ 
- 
- 
+ 

 
+ 
+ 
- 
+ 

 
+ 
+ 
- 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 

การยอยสลาย 
      แปง 
      เคซีน 
      เจลาติน 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

การผลิตเอนไซมเลซิธิเนส - - - - 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 

คุณสมบัติ LDD1 LDD3a LDD3b B. subtilis*

การใช 
      ซิเตรต 
      โพรพิโอเนต 

 
+ 
- 

 
+ 
- 

 
+ 
- 

 
+ 
- 

การผลิตเอนไซมเลซิธิเนส - - - - 
รีดิวซไนเตรตเปนไนไตรต + + + + 
การเจริญใน 
    พีเอช 5.7 
    พีเอช 6.8 
    NaCl ความเขมขน 5%  
    NaCl ความเขมขน 7%  
    NaCl ความเขมขน 10% 

 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
หมายเหต ุ -  คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทั้งหมดในสปชีสใหผลลบ 
    +  คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทัง้หมดในสปชีสใหบวก 
        *  คือ  ขอมูลจาก Claus and Berkeley (1986) และ Gordon (1989)  

 
สายพันธุ LDD2 มีโคโลนีลามเปนเมือก ทบึแสง เซลลเรียงตัวแบบ palisade ขนาดกวาง 

0.6-0.7 ไมโครเมตร ยาว 1.5-2.0 ไมโครเมตร สปอรเปนรูปวงรี อยูกลางเซลล ไมมี granule ภายใน
เซลล  ดังภาพที่ 3 จากสัณฐานวิทยาของเชือ้แบคทีเรียสายพันธุ LDD2 สามารถจัดอยูในกลุม IB ที่มี
ลักษณะทางชวีเคมีและสรีรวิทยาคลายกับ B. licheniformis เกือบทุกประการ คือเปน facultative 
anaerobe  การทดสอบ VP ใหผลบวก และมีคาพีเอชในอาหาร VP นอยกวา 5.35 สามารถใชซิเตรต
และโพรพิโอเนตเปนแหลงคารบอน และสามารถรีดิวซไนเตรตไปเปนไนไตรต  ดังตารางที่ 5  แต
อยางไรก็ตาม B. licheniformis ควรใหผลบวกจากการผลิตกรดจากน้ําตาลดี-ไซโลส  แตแบคทีเรีย
สายพันธุ LDD2 ใหผลลบ  ดังนั้นจึงไมสามารถระบุไดชัดเจนวาคือ B. licheniformis 
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Endospore  

                    5 µm 

 
ภาพที่ 3 ลักษณะและการเรยีงตัวของแบคทีเรียสายพันธุ LDD2  เมื่อศกึษาดวยการยอมแกรม 
 
ตารางที่ 5  คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของสายพนัธุ LDD2 เปรียบเทียบกับ B. licheniformis 
 

คุณสมบัติ LDD2 B. licheniformis*

ขนาดของเซลล  
      กวาง 
      ยาว 

 
0.6-0.7 µm 
1.5-2.0 µm 

 
0.6-0.8 µm 
1.5-3.0 µm 

แกรนูลภายในเซลล - - 
สปอร 
      รูปราง 
      ตําแหนง 

 
ทรงกระบอก 
กลางเซลล 

 
วงรี/ทรงกระบอก 

กลางเซลล 
สปอรทําใหเซลลโปง - - 
การผลิตเอนไซมคะตะเลส + + 
Aerobe/Facultative anaerobe Facultative anaerobe   Facultative anaerobe   
การทดสอบ VP + + 
พีเอชในอาหาร VP 5.35 5.0-6.5 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

คุณสมบัติ LDD2 B. licheniformis*

การผลิตกรดจาก 
      ดี-กลูโคส 
      แอล-อะราบิโนส 
      ดี-ไซโลส 
      ดี-แมนนิทอล 

 
+ 
+ 
- 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 

การยอยสลาย 
      แปง 
      เคซีน 
      เจลาติน 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

การใช 
      ซิเตรต 
      โพรพิโอเนต 

 
+ 
+ 

 
+ 
+ 

การผลิตเอนไซมเลซิธิเนส - - 
รีดิวซไนเตรตเปนไนไตรต + + 
การเจริญใน 
      พีเอช 5.7 
      พีเอช 6.8 
      NaCl ความเขมขน 5%  
      NaCl ความเขมขน 7%  
      NaCl ความเขมขน 10%  

 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
หมายเหต ุ -  คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทั้งหมดในสปชีสใหผลลบ 
    +  คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทัง้หมดในสปชีสใหบวก 
        *  คือ  ขอมูลจาก Claus and Berkeley (1986) และ Gordon (1989)  
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 สายพันธุ LDD4  มีโคโลนีสีครีม นูน ทึบแสง เซลลขนาดใหญ มีความกวาง 1.2-1.5 
ไมโครเมตร  ยาว 2.0-5.0 ไมโครเมตร กระจายเปนเซลลเดี่ยว สปอรเปนรูปวงรี มี granule ภายใน
เซลล ดังภาพที่ 4 จึงจัดอยูในกลุม IA  คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาที่สําคัญคือเปน aerobe  
การทดสอบ VP ใหผลลบ คาพีเอชในอาหาร VP เทากับ 5.04 และสามารถรีดิวซไนเตรตเปนไน
ไตรต  ซ่ึงคุณสมบัติตางๆเหลานี้เหมือนกบั B. megaterium ทุกประการ  ดังขอมูลที่แสดงในตารางที่ 
6 
 

 
                   5 µm 

ก 

 

 

Endospore  

                   5 µm 
ข 

 
ภาพที่ 4  ลักษณะและการเรยีงตัวของแบคทีเรียสายพันธุ LDD4  ภายใตกลองจุลทรรศน เมื่อศึกษา

ดวยการยอมแกรม 
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ตารางที่ 6  คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของสายพนัธุ LDD4 เปรียบเทียบกับ B. megaterium 
 

คุณสมบัติ LDD4 B. megaterium* 

ขนาดของเซลล  
      กวาง 
      ยาว 

 
1.2-1.3 µm 
2.0-3.0 µm 

 
1.2-1.5 µm 
2.0-5.0 µm 

แกรนูลภายในเซลล + + 
สปอร 
      รูปราง 
      ตําแหนง 

 
วงรี 

กลาง/เกือบปลายเซลล 

 
วงรี 

กลางเซลล 
สปอรทําใหเซลลโปง - v 
การผลิตเอนไซมคะตะเลส + - 
Aerobe/Facultative anaerobe Aerobe Aerobe 
การทดสอบ VP - - 
พีเอชในอาหาร VP 5.04 4.5-6.8 
การผลิตกรดจาก 
      ดี-กลูโคส 
      แอล-อะราบิโนส 
      ดี-ไซโลส 
      ดี-แมนนิทอล 

 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
d 
d 
+ 

การยอยสลาย 
      แปง 
      เคซีน 
      เจลาติน 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

การใช 
      ซิเตรต 
      โพรพิโอเนต 

 
+ 
- 

 
+ 
- 

การผลิตเอนไซมเลซิธิเนส - - 
รีดิวซไนเตรตเปนไนไตรต + d 
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ตารางที่ 6 (ตอ) 
 

คุณสมบัติ LDD4 B. megaterium*

การเจริญใน 
      พีเอช 5.7 
      พีเอช 6.8 
      NaCl ความเขมขน 5%  
      NaCl ความเขมขน 7%  
      NaCl ความเขมขน 10%  

 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
หมายเหต ุ -  คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทั้งหมดในสปชีสใหผลลบ 
    +  คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทัง้หมดในสปชีสใหบวก 
    v  คือ  คุณสมบัติไมคงที่  เปลี่ยนแปลงได 
    d  คือ  89-100% หรือมากกวาของสายพันธุทั้งหมดในสปชีสใหบวก 
        *  คือ  ขอมูลจาก Claus and Berkeley (1986) และ Gordon (1989)  
 
 สายพันธุ LDD5 และ LDD8  มีเซลลขนาดใหญ สปอรรูปวงรีอยูกลางเซลล ขนาดเซลล
กวาง 1.0-1.5 ไมโครเมตร ยาว 3.0-5.0 ไมโครเมตร มี granule ภายในเซลล ดังภาพที่ 5  โคโลนีสี
ขาว ทึบแสง ขนาดของเซลลใกลเคียงกับ Bacillus sp. ที่อยูในกลุม IA  คุณสมบัติทางชีวเคมีและ
สรีรวิทยาที่สําคัญคือการทดสอบ VP ใหผลลบ ไมผลิตกรดจากน้ําตาลดี-กลูโคส แอล-อะราบิโนส 
ดี-ไซโลส และด-ีแมนนิทอล  ไมสามารถผลิตเอนไซมยอยสลายเคซีน เจลาติน และแปง  สายพันธุ 
LDD5 ไมเจรญิในอาหาร NB ที่มีพีเอชเทากับ 5.7  แตสายพันธุ LDD8 เจริญในอาหาร NB ที่มีพีเอช
เทากับ 5.7  ดังตารางที่ 7  ซ่ึงคุณสมบัติของ LDD5 และ LDD 8 ไมตรงกับ Bacillus ในสปชีสใดเลย  
จึงไมสามารถจําแนกแบคทีเรียสายพันธุ LDD5 และ LDD8 ในระดับสปชีสโดยวิธีนี ้
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Endospore   

                       5 µm 
 

 

Endospore   
                       5 µm 

 
            
ภาพที่ 5  ลักษณะและการเรยีงตัวของแบคทีเรียสายพันธุ LDD5 (ก)  และส

ศึกษาดวยการยอมแกรม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข

ก

 

ายพันธุ LDD8 (ข) เมื่อ
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ตารางที่ 7  คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของสายพนัธุ LDD5 และ LDD8  
 

คุณสมบัติ LDD5 LDD8 
ขนาดของเซลล  
      กวาง 
      ยาว 

 
1.0 -1.2 µm 
2.0-2.5 µm 

 
1.0-1.5 µm 
2.0-3.0 µm 

แกรนูลภายในเซลล + + 
สปอร 
      รูปราง 
      ตําแหนง 

 
วงรี 

กลางเซลล 

 
รี 

กลาง/คอนขางปลายเซลล 
สปอรทําใหเซลลโปง - - 
การผลิตเอนไซมคะตะเลส + + 
Aerobe/Facultative anaerobe Aerobe  Aerobe 
การทดสอบ VP - - 
พีเอชในอาหาร VP 6.42 7.53 
การผลิตกรดจาก 
      ดี-กลูโคส 
      แอล-อะราบิโนส 
      ดี-ไซโลส 
      ดี-แมนนิทอล 

 
- 
- 
- 
- 

 
- 
- 
- 
- 

การยอยสลาย 
      แปง 
      เคซีน 
      เจลาติน 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 
- 

การใช 
      ซิเตรต 
      โพรพิโอเนต 

 
- 
- 

 
- 
- 

การผลิตเอนไซมเลซิธิเนส - - 
รีดิวซไนเตรตเปนไนไตรต + + 
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ตารางที่ 7  (ตอ) 
 

คุณสมบัติ LDD5 LDD8 
การเจริญใน 
      พีเอช 5.7 
      พีเอช 6.8 
      NaCl ความเขมขน 5%  
      NaCl ความเขมขน 7%  
      NaCl ความเขมขน 10%  

 
- 
+ 
+ 
- 
- 

 
+ 
+ 
+ 
- 
- 

 
หมายเหต ุ -  คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทั้งหมดในสปชีสใหผลลบ 
    +  คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทัง้หมดในสปชีสใหบวก 
     

สายพันธุ LDD7 และ LDD9 มีเซลลขนาดเล็ก กวาง 0.5 ไมโครเมตร ยาว 1.2-2.4 
ไมโครเมตร เรียงตัวแบบ palisade สปอรรีอยูปลายเซลล ดังภาพที่ 6  โคโลนีขนาดเล็ก นูน ใส  
คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรรีวิทยาเหมือนกับ B. firmus คือไมสามารถเจริญในอาหาร anaerobic 
agar  การทดสอบ VP ใหผลลบ  คาพีเอชในอาหาร VP อยูในชวง 6.0-6.8  หมักน้ําตาลดี-กลูโคส 
และด-ีแมนนทิอล แตไมหมกัน้ําตาลแอล-อะราบิโนส และด-ีไซโลส  ผลิตเอนไซมยอยสลายเคซีน 
เจลาติน และแปง  สามารถรีดิวซไนเตรตเปนไนไตรต  และไมสามารถเจริญในอาหาร NB ที่มีพีเอช 
5.7 ดังตารางที่ 8  จึงจําแนกชนิดแบคทีเรียสายพันธุ LDD7 และ LDD9 เปน B. firmus 
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Endospore   

                       5 µm 
 

 

Endospore   

                       5 µm 
 

 
  ภาพที่ 6  ลักษณะและการเรียงตัวของแบคทีเรียสายพันธุ LDD7 (ก และ ข

เมื่อศึกษาดวยการยอมแกรม 
 
 
 
 
 
 
 
 

ข

ก

 

) และ LDD9 (ค และ ง)  
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ตารางที่ 8  คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของสายพนัธุ LDD7 และ LDD9เปรียบเทียบกับ B. 
firmus   

 
คุณสมบัติ LDD7 LDD9 B. firmus*   

ขนาดของเซลล  
      กวาง 
      ยาว 

 
0.5 µm 

1.2-2.4 µm 

 
0.5 µm 

1.2-2.4 µm 

 
0.6-0.9 µm 
1.2-2.4 µm 

แกรนูลภายในเซลล - - - 
สปอร 
      รูปราง 
      ตําแหนง 

 
วงรี 

ปลาย/คอนขางปลาย
เซลล 

 
วงรี 

ปลาย/คอนขางปลาย
เซลล 

 
วงรี 

ปลายเซลล 

สปอรทําใหเซลลโปง - - - 
การผลิตเอนไซมคะตะเลส - - - 
Aerobe/Facultative anaerobe Aerobe  Aerobe Aerobe 
การทดสอบ VP - - - 
พีเอชในอาหาร VP 5.90 6.13 6.0-6.8 
การผลิตกรดจาก 
      ดี-กลูโคส 
      แอล-อะราบิโนส 
      ดี-ไซโลส 
      ดี-แมนนิทอล 

 
+ 
- 
- 
+ 

 
+ 
- 
- 
+ 

 
+ 
b 
b 
+ 

การยอยสลาย 
      แปง 
      เคซีน 
      เจลาติน 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
+ 

 
+ 
+ 
b 

การใช 
      ซิเตรต 
      โพรพิโอเนต 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

การผลิตเอนไซมเลซิธิเนส - - - 
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ตารางที่ 8 (ตอ) 
 

คุณสมบัติ LDD7 LDD9 B. firmus*   
รีดิวซไนเตรตเปนไนไตรต + + + 
การเจริญใน 
      พีเอช 5.7 
      พีเอช 6.8 
      NaCl ความเขมขน 5%  
      NaCl ความเขมขน 7%  
      NaCl ความเขมขน 10%  

 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
- 
+ 
+ 
+ 

ND 
 
หมายเหต ุ -      คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทั้งหมดในสปชีสใหผลลบ 
    +      คือ  90% หรือมากกวาของสายพันธุทั้งหมดในสปชีสใหบวก 
    b      คือ 15-49% ของสายพันธุทั้งหมดในสปชีสใหบวก 
    ND   คือ  ไมมีขอมูล   
        *       คือ  ขอมูลจาก Claus and Berkeley (1986) และ Gordon (1989)  
 

การศึกษานีแ้ยกแบคทีเรียที่สรางสปอรจากสารเรงพด.1 ทั้งหมด 9 สายพันธุ ตามความ
แตกตางของโคโลนี สามารถจําแนกระดบัสปชีสคลายกับ B. subtilis ไดแก  สายพันธุ LDD1, 
LDD3a และ LDD3b  สายพันธุ LDD2 คลายกับ B. licheniformis  สายพันธุ LDD4 จําแนกเปน B. 
megaterium  สายพันธุ LDD5 และ LDD 8 จัดเปน Bacillus กลุม IA แตไมสามารถจําแนกระดับสป
ชีส เนื่องจากคณุสมบัติทางชวีเคมีไมตรงกบั Bacillus sp. กลุม IA เมื่อเปรียบเทียบกบัขอมูลของ 
Claus and Berkeley (1986) และ Gordon (1989)  และสายพันธุ LDD7 และ LDD9 จําแนกเปน B. 
firmus  สําหรับสายพันธุที่ไมชัดเจน  หรือจําแนกชนิดไมได  ควรหาวธีิจําแนกชนิดดวยวิธีอ่ืนตอไป 
เชน วิธีของ BIOLOG, API หรือศึกษาโดยเปรียบเทียบลําดับเบสของ 16S rRNA  
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3. การผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมโดย P. polymyxa สายพันธุ N10 และ Bacillus sp. จากสารเรง
พด.1 

 
3.1 การตรวจสอบการผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมบนอาหารแข็ง 

 
จากการจําแนก P. polymyxa สายพันธุ N10 โดยอาศัยคุณสมบัติทางชวีเคมีและสรีรวิทยา  

พบวา P. polymyxa สายพันธุ N10  สามารถผลิตเอนไซมอะไมเลสบนอาหาร Starch agar และ        
โปรตีเอสบนอาหาร Milk agar  จึงนํามาตรวจสอบการผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมที่ยอยสลาย
โครงสรางผนังเซลลของพืช ไดแก ไซแลน และเซลลูโลส รวมทั้งไคตินที่เปนองคประกอบของ
ผนังเซลลเชื้อราสวนเชื้อ Bacillus sp. จากสารเรงพด.1 ซ่ึงคาดวามีความสามารถยอยสลายซากพืช
เพื่อใชทําปุยหมัก และยังยับยั้งจุลินทรียสาเหตุโรคพืชที่ปนเปอนอยูในกองปุยหมัก  งานวิจยันีจ้ึง
ศึกษาการผลิตเอนไซมโปรตีเอส อะไมเลส เซลลูเลส ไซลาเนส และไคติเนส ของ P. polymyxa สาย
พันธุ N10  เปรียบเทียบกับ Bacillus sp. จากสารเรงพด.1 ไดแกแบคทเีรียสายพันธุ LDD1, LDD3a 
และ LDD3b ที่คลาย B. subtilis, แบคทีเรียสายพันธุ LDD2 ที่คลาย B. licheniformis, B. megaterium 
สายพันธุ LDD4, unidentified Bacillus sp. สายพันธุ LDD5 และ LDD8 และ B. firmus สายพันธุ 
LDD7 และ LDD9  
 

ศึกษาการผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมในอาหารแข็งโดยถายเชื้อ P. polymyxa สายพันธุ N10  
และ Bacillus sp. จากสารเรงพด.1 ทั้ง 9 สายพันธุ  ลงบนอาหาร Milk agar เพื่อทดสอบการผลิต
เอนไซมโปรตีเอส  อาหาร Starch agar เพื่อทดสอบการผลิตเอนไซมอะไมเลส และอาหารแข็ง
สําหรับทดสอบการผลิตเอนไซมเซลลูเลส ไซลาเนส และไคติเนส  ซ่ึงมี carboxymethyl cellulose 
(CMC), oat spelt xylan และ colloidal chitin เปนแหลงคารบอน ตามลําดับ  ปลูกเชื้อโดยวิธี point 
inoculation บมที่อุณหภูมิหอง นาน 1-7 วนั สังเกตวงใสรอบโคโลนีจากการยอยสลายซับสเตรต  
เปรียบเทียบความสามารถในการผลิตไฮโดรไลติกเอนไซมโดย Bacillus sp. แตละสายพันธุจาก
อัตราสวนระหวางเสนผานศูนยกลางของบริเวณใสรอบโคโลนีตอเสนผานศูนยกลางของโคโลนี 
(Cz/Co)  ผลการศึกษาแสดงไวในตารางที่ 9 และภาพที่ 7 
 
 

 
 


