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บทคัดย่อ 

  
โรคขอบใบแห้งของข้าวที่มีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae (Xoo) เป็นโรคที่สำคัญและส่งผลกระทบต่อผลผลิตและคุณภาพของข้าว  งานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้ง
ของข้าวและนำไปพัฒนาชีวภัณฑ์ จากการคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ 15 ไอโซเลต ในการยับยั้งเชื้อ 
Xoo ด้วยวิธี agar plate inhibition assay พบว่ามีแบคทีเรียปฏิปักษ์ จำนวน 5 ไอโซเลต ที่สามารถ
ยับยั้งเชื้อ Xoo ได ้โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 มีความสามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคได้สูงสุด มี
ความกว้างของบริเวณยับยั้งเท่ากับ 1.73±0.15 เซนติเมตร แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติกับ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลตอ่ืน ๆ จึงนำมาทดสอบประสิทธิภาพของในการยับยั้งเชื้อ Xoo ด้วยวิธี 
paper disc diffusion พบว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลต N1 มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อสาเหตุ
โรคสูงสุด มีเส้นผ่าศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 4.76±1.53 เซนติเมตร แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม เมื่อจำแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 ด้วย
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและตรวจสอบด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลโดยการวิเคราะห์ลำดับนิ
วคลีโอไทด์บริเวณ  16s rRNA พบว่ามีความใกล้เคียงกับแบคทีเรีย  Bacillus velezensis โดย
แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 สามารถทนต่อสารเคมีทางการเกษตรประเภทกลุ่มกำจัดโรคพืช ได้แก่ 
อะมิ โก้  (amigo) บี ม 75WP (beam WP75) กรี น ได ฟ์  500EC (greendive 500EC) โอมั ย ซิ น 
(omycin)  และไทแบค (thibac) กลุ่มกำจัดวัชพืช ได้แก่ คลอแรค (clorac) เลวินเอฟ (levin F) กลุ่ม
กำจัดแมลง ได้แก่ โปรวาโด (provado) ยกเว้นสารเคมีกำจัดวัชพืชพาราควอต  (paraquat) การ
ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 รูปแบบเชื้อสดในการยับยั้งเชื้อ Xoo ในพืช
ทดสอบ พบว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 สามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ดี
ที่สุด มีดัชนีการยับยั้งโรคสูงสุดเท่ากับ 65.08 เปอร์เซ็นต์ 
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การศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อที่ เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างเอนโดสปอร์ของ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth 4 สูตร 
ภายใต้สภาวะเขย่า ซึ่งอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละสูตรจะมีความเข้มข้นของซูโครสแตกต่างกัน คือ 10, 20, 
30 และ  40 กรัมต่ อลิ ต ร  พบว่าอาหาร เลี้ ย งเชื้ อ  modified nutrient broth สู ต รที่  2 ที่ มี
องค์ประกอบของซูโครส 20 กรัมต่อลิตร มีน้ำหนักเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 2.36 กรัมต่อลิตร มีจำนวน
เซลล์และเอนโดสปอร์สูงสุดเท่ากับ 1.32 x 109 CFU/มิลลิลิตร และ 3.09 x 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
ตามลำดับ หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 96 ชั่วโมง จึงพิจารณาเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อ modified 
nutrient broth + ซูโครส 20 กรัมต่อลิตร ในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 เพ่ือ
พัฒนาชีวภัณฑ์ 

การพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp.ไอโซเลต N1 ด้วยเทคนิคไมโค
รเอนแคปซูเลชั่น ผ่านกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย จำนวน 3 สูตร พบว่าชีวภัณฑ์แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สูตรที่ 3 (skim milk 10 เปอร์เซ็นต์ , maltodextrin 20 เปอร์เซ็นต์ , sodium alginate 
0.06 เปอร์เซ็นต์ และแป้งมันสำปะหลัง 5 เปอร์เซ็นต์) มีความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์
หลังจากผ่านกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอยสูงสุด เท่ากับ 1.24 x 107 CFU/กรัม ซึ่งมีจำนวน
แบคทีเรียปฏิปักษ์ลดลง 1.68 Log CFU/กรัม หลังจากเก็บรักษาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 เดือน  พบว่าชีวภัณฑ์แบคที เรียปฏิปักษ์  สูตรที่  2 (skim milk 10 
เปอร์เซ็นต์, maltodextrin 20 เปอร์เซ็นต์, sodium alginate 0.06 เปอร์เซ็นต์ และแป้งข้าวโพด 5 
เปอร์เซ็นต์) มีจำนวนความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์สูงสุดเท่ากับ 1.44 x 106 CFU/กรัม ซึ่งมี
จำนวนแบคทีเรียปฏิปักษ์ลดลง 0.61 Log CFU/กรัม การศึกษาลักษณะอนุภาคของชีวภัณฑ์ทั้ง 3 
สูตร ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่าอนุภาคของชีวภัณฑ์มีลักษณะกลมมีทั้ง
แบบผิวเรียบและเหี่ยวย่นผิวขรุขระ 

เมื่อนำชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 มาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ 
Xoo ในพืชทดสอบ พบว่าชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 สามารถควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ดี โดยมีดัชนี
การยับยั้งโรคสูงสุดเท่ากับ 45.87 เปอร์เซ็นต์ จากงานวิจัยแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งโรคขอบใบแห้งของข้าวสามารถนำมาพัฒนาชีวภัณฑ์ใช้ในการควบคุมโรคได้ 
ซึ่งเป็นทางเลือกให้กับเกษตรกรในการควบคุมคุณภาพของผลผลิตทางการเกษตรและเป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อมได้ 
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ABSTRACT 

  
Rice bacterial leaf blight caused by Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae (Xoo) is a major problem that decreases the yield and quality of rice. The 
objectives of this research are (1) to search for antagonistic bacteria that inhibit the 
development of rice bacterial leaf blight disease and (2) to develop bio-products to 
control Xoo. Fifteen isolates of antagonist bacteria against Xoo were identified using 
an agar plate inhibition assay. Five of these isolates were able to inhibit Xoo. Isolate 
N1 appeared to be the most effective with an inhibition zone of 1.73±0.15 cm, which 
is statistically significantly larger than the inhibition zones of other isolates in this 
study. The efficacy of isolate N1 against Xoo was tested by paper disc diffusion 
method, showing that had the highest inhibition ability with an inhibition zone of 
4.76±1.53 cm, which was significantly larger than that of the control. Morphological 
and 16S rRNA sequence data indicated that the antagonist bacteria of isolate N1 are 
closely related to Bacillus velezensis and are resistant to (1) the pesticides Amigo, 
Beam 75WP, Greendive 500EC, Omycin and Thibac; (2) the herbicides Clorac and 
Levin Fand; and (3) the insecticides Provado, but not Paraquat. The best inhibition of 
rice bacterial leaf blight was obtained with fresh isolate N1 cells, yielding a disease 
reduction index of 65.08%. 

In order to find the most optimal culture medium for the growth and 
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endospore production of isolate N1 bacteria, four modified nutrient broth media in 
shake flasks were compared, each with different sucrose concentrations ranging from 
10 to 40 g/L. The results showed that after 96 hours of incubation, the modified 
nutrient broth culture medium containing 20 g/L of sucrose had a maximum dry cell 
weight of 2.36 g/L, a maximum cell production of 1.32x109 CFU/mL, and a maximum 
endospore production of 3.09x106 spore/mL. Therefore, this modified nutrient broth 
medium with 20 g/L sucrose was selected to cultivate isolate N1 for the 
development of bio-products. 

For the further development of isolate N1 for bio-products, three 
different formulae were tested using microencapsulation technique through a spray 
drying process. This showed that formula 3 (10% skim milk, 20% maltodextrin, 0.06% 
sodium alginate, and 5% tapioca starch) yielded the highest antagonistic bacterial 
viability after spray drying of 1.24 x 107 CFU/g with decreased of 1.68 Log CFU/g. After 
storage at room temperature for three months it appeared that formula 2 (10% skim 
milk, 20% maltodextrin, 0.06% sodium alginate, and 5% corn starch) showed the 
highest survival of antagonistic bacteria with 1.44 x 106 CFU/g with decreased of 0.61 
Log CFU/g.The morphological characteristic of the isolate N1 bacteria in the bio-
product were studied by scanning electron microscopy. This revealed that in the 
three formulae, the antagonistic bacteria had a spherical shape with both smooth 
and wrinkled surfaces. 

Among the three formulae of isolate N1 bacteria against Xoo, formula 2 
was able to control rice bacterial leaf blight disease with the highest disease 
reduction index (45.87%). In conclusion, this research shows that antagonistic bacteria 
can be effective against rice bacterial leaf blight disease and can be used to develop 
bio-products for disease control. As such, this opens the possibility for agriculturists 
to control the quantity and quality of their rice production in an environmental-
friendly condition. 
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ขอขอบพระคุณ ดร.ตันติมา กำลัง นักวิจัยอาวุโส สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทย (วว.) อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วมที่ได้มอบโอกาสและประสบการ์ณในการทำงานวิจัย 
พร้อมทั้งให้คำแนะนำ ความรู้ และการช่วยเหลือตลอดมา 

ขอขอบพระคุณท่านผู้ทรงคุณวุฒิและคณะกรรมการทั้งในการสอบเค้าโครงวิทยานิพนธ์และ
การสอบวิทยานิพนธ์ทุกท่านที่ได้กรุณาสละเวลาอันมีค่าเพ่ือดำเนินการสอบวิทยานิพนธ์  ตรวจสอบและ
ให้คำแนะนำ ให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้เสร็จสมบูรณ์ได้ 

ขอขอบพระคุณอาจารย์ทุกท่านในภาควิชาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
มหาสารคาม ที่ได้เมตตาสั่งสอนและมอบวิชาความรู้ให้แก่ข้าพเจ้าเป็นอย่างดี 

ขอขอบพระคุณบุคลากรศูนย์เครื่องมือกลางคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม และ
ศูนย์เครื่องมือกลางมหาวิทยาลัยมหาสารคามทุกท่านที่ให้ความช่วยเหลือและอำนวยความสะดวกในการ
ใช้อุปกรณ์และเครื่องมือในงานวิจัย 

สุดท้ายนี้ขอกราบขอบพระคุณ คุณพ่อ คุณแม่ ที่อบรมสั่งสอน คอยดูแลเอาใจใส่ ให้คำปรึกษา
และความช่วยเหลือ สนับสนุนทางด้านการศึกษา และเป็นกำลังใจสำคัญให้แก่ข้าพเจ้าเสมอมา 

  
  

ณัฐินา  สวัสดิ์พาณิชย์ 
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บทที่ 1  
บทนำ 

 

1.1 ทีม่าและความสำคัญ 
ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่สำคัญ ซึ่งเป็นแหล่งอาหารหลักสำหรับประชากร

มากกว่าครึ่งหนึ่งของประชากรทั่วโลก ในแต่ละปีมีการปลูกข้าวประมาณ 11 เปอร์เซ็นต์ ของพ้ืนที่การ
เพาะปลูกทั่วโลก การปลูกข้าวในเอเชียมีผลผลิตมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ (Latif et al., 2011)        
ในประเทศไทยข้าวเป็นพืชเศรษฐกิจที่สำคัญที่สุดโดยมีพ้ืนที่เพาะปลูกข้าวเป็นหลัก ถึงแม้ว่าผลผลิต
ข้าวจะมีปริมาณสูงขึ้น แต่ยังพบปัญหาที่มีผลกระทบต่อปริมาณผลผลิตและคุณภาพของข้าว            
ซึ่งอาจเกิดผลกระทบจากสิ่งไม่มีชีวิต ได้แก่ การเพาะปลูกในพ้ืนที่ไม่เหมาะสม การใช้พันธุ์ข้าวที่ให้
ผลผลิตน้อยในการเพาะปลูก ภัยธรรมชาติ หรือเกิดจากสิ่งมีชีวิต ได้แก่ แมลงศัตรูพืชและการเกิดโรค
ที่ทำให้พืชแสดงอาการผิดปกติโดยมีสาเหตุเกิดจากเชื้อรา ไวรัส และแบคทีเรีย โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) ที่เป็นเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว 
พบครั้งแรกโดยเกษตรกรชาวญี่ปุ่นในปี ค.ศ. 1884 โดยทำให้เกิดความผิดปกติในท่อลำเลียงในช่วงต้น
ของการเจริญเติบโตของพืชและในระยะต่อมาใบจะเหี่ยวแห้ง  โรคนี้สามารถแพร่ระบาดได้อย่าง
รวดเร็วทางน้ำและอากาศในสภาพแวดล้อมที่มีความชื้นสูงลมพัดแรง สามารถก่อให้เกิดโรคในข้าวได้
ตั้งแต่ระยะต้นกล้าจนกระทั่งออกรวง (Tagami, 1962) โดยเฉพาะพันธุ์ข้าวที่อ่อนแอต่อโรค ได้แก่ 
พันธุ์ขาวดอกมะลิ105 กข6 พิษณุโลก2 และชัยนาท1 (กรมการข้าว, ม.ป.ป.) ซึ่งพันธุ์ข้าวที่ให้ผลผลิต
สูงมักจะเสี่ยงต่อการเกิดโรคนี้ ในเขตที่เกิดการติดเชื้อรุนแรงอาจทำให้เกิดการสูญเสียผลผลิตสูงถึง    
50 เปอร์เซ็นต์ โรคขอบใบแห้งของข้าวเป็นโรคที่สำคัญอย่างมากในประเทศแถบเอเชียเขตร้อน 
นอกจากนี้ ยั งพบการเกิ ด โรค ในภู มิ ภ าค เอ เชี ย  ออส เตร เลี ย ตอน เหนื อ  แอฟริก า  และ           
สหรัฐอเมริกา เป็นต้น (Gnanamanickam et al., 1999) ความรุนแรงของโรคและความเสียหายที่
เกิดจากการติดเชื้อโรคจึงต้องมีการจัดการและควบคุมการแพร่ระบาดของโรคเพ่ือลดการสูญเสีย
ผลผลิตข้าว ซึ่ งการจัดการโรคพืชสามารถทำได้หลายวิธี  เช่น การใช้ พันธุ์ข้าวต้านทานโรค             
การดัดแปลงระบบการเพาะปลูกไม่ให้เหมาะสมต่อการเกิดโรคพืช  ซึ่งส่วนใหญ่เกษตรกรมักจะใช้
ส า ร เค มี แ ล ะส ารต้ าน จุ ล ชี พ ที่ มี ก า รอ อก ฤ ท ธิ์ ก ว้ า ง  เช่ น  ค อ ป เป อ ร์ อ อ ก ซี ค ล อ ไรด์                                
สารฟอกขาว สารประกอบอะเซทิลีน และสเตรปโตมัยซิน  เป็นต้น (Niño-Liu et al., 2006)                               
ในขณะเดียวกันสารเคมีที่นำมาใช้กำจัดศัตรูพืชเหล่านี้เมื่อมีการนำมาใช้มากขึ้นและใช้ในระยะ
เวลานานทำให้สารเคมีสะสมในพ้ืนที่เพาะปลูกเกิดมลภาวะในดินซึ่งส่งผลกระทบอย่างมากต่อมนุษย์ 
สัตว์ และห่วงโซ่อาหารในระบบนิเวศน์ อาจทำให้พืชเกิดการต้านทานต่อสารเคมีกำจัดศัตรูพืชได้และ
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เพ่ิมต้นทุนในการผลิตอีกด้วย (Chanprapai & Chavasiri, 2017) ดังนั้นเพ่ือลดการใช้สารเคมีทาง
การเกษตร จึงมีการใช้ประโยชน์จากกิจกรรมของจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการต้านเชื้อโรคพืชได้ 
เรียกจุลินทรีย์เหล่านั้นว่า จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ (antagonist) ซึ่งมีความจำเพาะสูงต่อเชื้อโรคพืชที่เป็น
เป้าหมาย และมีต้นทุนการผลิตต่ำ (Shoda, 2000) โดยวิธีการใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในการป้องกันและ
กำจัดโรคพืชเรียกว่าการควบคุมโดยชีววิธี (biological control) กลไกการทำงานของจุลินทรีย์ในการ
ควบคุมโรคพืช ได้แก่ การเป็นปรสิต การแก่งแย่งอาหารและที่อยู่อาศัย การชักนำให้พืชสร้างความ
ต้านทาน การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และการผลิตสารปฏิชีวนะ   

งานวิจัยนี้จึงได้ทำการคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์เบื้องต้นในการ
ยับยั้งเชื้อ Xoo สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในระดับห้องปฏิบัติการ เพ่ือนำมาพัฒนาชีวภัณฑ์
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่สะดวกต่อการใช้งาน เนื่องจากการใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์ในการควบคุมโรคอาจ         
ไม่เหมาะสมหากเกษตรกรนำไปใช้ในนาข้าว (Kanjanamaneesathian et al., 1998) สารชีวภัณฑ์
สามารถพัฒนาออกมาได้หลายรูปแบบทั้งเป็นสูตรของเหลวและสูตรแห้ง ได้แก่ แบบฝุ่นผง                   
(dust powder)  แบบ เม็ ด  (granules) แบบผงผสมน้ ำ  (wettable powder)  แบบ อีมั ลชั่ น 
(emulsions) และแบบสารที่ถูกห่อหุ้ม (capsule suspensions) เป็นต้น (Gasic & Tanovic, 2013) 
ผลิตภัณฑ์แต่ละรูปแบบจะมีการใช้สารเติมแต่งเพ่ือให้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ยังคงมีชีวิตอยู่ได้นาน                      
ในระหว่างที่ เก็บรักษาและจนกว่าจะนำไปใช้งานในการควบคุมจุลินทรีย์เป้าหมายได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ วิธีการทำแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze dry) ถือได้ว่าเป็นวิธีที่ดีในการเก็บรักษา
แบคทีเรียให้สามารถอยู่รอดได้ แต่หากนำไปใช้ในระดับอุตสาหกรรมจะมีข้อจำกัดด้วยค่าใช้จ่ายที่สูง 
(Chávez & Ledeboer, 2007) งานวิจัยนี้ จึ งได้ทำการศึกษาพัฒนาสารชีวภัณฑ์ด้วยเทคนิค                
ไม โครเอนแคปซู เลชั่ น  (Microencapsulation) ด้ วยการท ำแห้ งแบบ พ่นฝอย (spray dry)                    
ซึ่งเป็นกระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพในการห่อหุ้มหรือตรึงเซลล์จุลินทรีย์เอาไว้ สามารถผลิตได้
ในปริมาณมาก มีค่าใช้จ่ายน้อย และยังปกป้องเซลล์จุลินทรีย์ปฏิปักษ์จากผลกระทบจากปัจจัยอ่ืน ๆ 
ได้แก่ การปนเปื้อน อุณหภูมิที่ไม่เหมาะสม สภาวะแวดล้อมที่แห้ง รังสีอัลตร้าไวโอเลต หรือกลไกที่ทำ
ให้เกิดผลกระทบ เพ่ือให้มีการยืดอายุและเก็บรักษากิจกรรมเมแทบอลิซึมของเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ได้
อย่างมีประสิทธิภาพและคงความสามารถในการควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ เกษตรกรสามารถ
เข้ าถึ งการใช้ ประโยชน์จากจุลินทรีย์ ได้ ง่ายและผลิตภัณ ฑ์ มีความสะดวกต่อการใช้ งาน                    
ซึ่งเป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวทดแทนการใช้สารเคมีทางเกษตร  
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1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
1.2.1 เพ่ือทดสอบความสามารถของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุ

โรคขอบใบแห้งของข้าวในระดับห้องปฏิบัติการและในพืชทดสอบ 
1.2.2 เพ่ือพัฒนาชีวภัณฑ์จากจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ด้วยเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่นที่มีศักยภาพ

ในการยับยั้งโรคขอบใบแห้งของข้าวและทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์ในพืชทดสอบ 
 

1.3 สมมุติฐานของงานวิจัย 
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในระดับ

ห้องปฏิบัติการและในพืชทดสอบ เมื่อพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์ด้วยเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่นจะมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวได ้
 
1.4 ขอบเขตการวิจัย 

1.4.1 ศึกษาความสามารถของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย               
X. oryzae pv. oryzae (Xoo) สาเหตุ โรคขอบใบแห้ งของข้าวในระดับห้องปฏิบัติการและ                 
ในพืชทดสอบ 

1.4.2 ศึกษาการพัฒนาสารชีวภัณฑ์รูปแบบผงจากเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีศักยภาพในการ
ควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวในในพืชทดสอบ  

 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

สามารถพัฒนาสารชีวภัณฑ์จากแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีเหมาะสมเพื่อใช้ควบคุมโรคขอบใบแห้งของ
ข้าวสาเหตุจากเชื้อแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae (Xoo) อย่างมีประสิทธิภาพ 
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 บทที่ 2  
ปริทัศน์เอกสารข้อมูล 

 
2.1 ที่มาและความสำคัญของข้าว 

ข้าวเป็นพืชอาหารหลักสำหรับเกือบครึ่งหนึ่งของประชากรทั้งโลก โดยพ้ืนที่การปลูกข้าว
กระจายอยู่ใน 6 ทวีปทั่วโลก ได้แก่ เอเชีย แอฟริกา ออสเตรเลีย ยุโรป อเมริกาเหนือ และอเมริกาใต้    
ซึ่งในแต่ละปีมีการปลูกข้าวประมาณ 11 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่การเพาะปลูกทั่วโลก โดยการปลูกข้าว
ในเอเชียมีผลผลิตมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ (Latif et al., 2011) ในประเทศไทยข้าวเป็นพืชเศรษฐกิจที่
ส ำคัญ ที่ สุ ด  ซึ่ งมี ก าร เพ าะป ลู ก และส่ งออกข้ า ว ราย ให ญ่ ติ ด อั น ดั บ  1 ใน  5 ขอ งโล ก                        
(Thai Rice Exporters Association, 2021) ก ารป ลู ก ข้ า ว ใน ป ระ เท ศ ไท ย สั น นิ ษ ฐ าน จ าก                  
การพบเมล็ดข้าวและเศษแกลบในภาชนะดินเผาซึ่งคาดว่ามีอายุประมาณ  5500 ปี จึงเชื่อว่ามีการ
ปลูกข้าวในประเทศไทยตั้งแต่คริสต์ศตวรรษที่ 6 หรือพุทธศตวรรษที่ 13 (อรอนงค์ นัยวิกุล, 2550)  
การค้าขายข้าวกับต่างประเทศมีตั้งแต่สมัยโบราณ  ในสมัยกรุงศรีอยุธยาช่วงระหว่างปี พ .ศ. 2199           
ถึง พ.ศ. 2257 มีการซื้อขายข้าวกับชาวฮอลันดาเพ่ือจัดส่งไปขายยังประเทศหมู่เกาะมลายูและชวา 
ต่อมาช่วงหลังจากปี พ.ศ. 2265 ประชากรของประเทศจีนมีปริมาณมากทำให้เกิดปัญหาขาดแคลน
ข้าว ประเทศจีนจึงเข้ามามีบทบาทในการซื้อขายข้าวแทนทำให้สมัยอยุธยาในช่วงเวลานั้น                       
มีความรุ่งเรืองมากที่สุด ในปี พ.ศ. 2460 ไทยจึงเริ่มส่งออกข้าวอีกครั้งอย่างต่อเนื่อง จนกระทั่งในปี 
2560 การส่งออกข้าวมีปริมาณรวม 11,628,301 ตัน มูลค่า 174,503 ล้านบาท หรือ  5,167                
ล้านเหรียญสหรัฐฯ ซึ่ งเป็นสถิติการส่งออกสู งที่สุดของการส่งออกข้าวไทยในช่วงที่ผ่านมา              
(สมาคมผู้ส่งออกข้าวไทย, 2561)  
  

2.2 การเจริญเติบโตของข้าว 
ข้าวเป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยวจัดอยู่ในสกุล Oryzae พัฒนาการของการเจริญเติบโตของข้าวมีการ

เปลี่ยนแปลงตลอดเวลาตั้งแต่เริ่มปลูกจนถึงการเก็บเกี่ยวผลผลิต ความสมบูรณ์แข็งแรงของข้าวจึงเป็น
สิ่งสำคัญ หากพืชไม่แข็งแรงในช่วงการเจริญเติบโตจะทำให้ผลผลิตของพืชมีจำกัด ดังนั้นสิ่งสำคัญคือ
ต้องเข้าใจระยะการเจริญต่าง ๆ ของพืชเพ่ือการจัดการข้าวที่เหมาะสม ช่วงการเจริญของข้าวสามารถ
แบ่งออกเป็น 2 ช่วง ดังนี้ 

2.2.1 ระยะการเจริญเติบโตทางลำต้นและใบ (vegetative growth phase)  
เริ่มตั้งแต่การเจริญของพืชตั้งแต่เริ่มงอกจนถึงช่วงเริ่มระยะสร้างช่อดอก (panicle)      

ซึ่งข้าวแต่ละสายพันธุ์จะใช้ระยะเวลาในการเจริญเติบโตแตกต่างกัน โดยจะสร้างราก ลำต้น ใบ                 
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สะสมอาหารไว้สำหรับการเจริญเติบโตทางด้านการสืบพันธุ์  ซึ่งมี พัฒนาการ 2 ระยะ ได้แก่                
ระยะต้นกล้า (seedling stage) และระยะแตกกอ (tiller stage)  

ระยะต้นกล้าเกิดขึ้นเมื่อเมล็ดสัมผัสกับความชื้น ออกซิเจน และอุณหภูมิที่สูงกว่า         
10 องศาเซลเซียส ทำให้ต้นข้าวงอกออกจากเมล็ด เมล็ดเป็นคาร์โบไฮเดรตที่เก็บสะสมไว้ภายในและ 
มีส่วนเอมบริโอที่ห่อหุ้มด้วยเปลือก มีการเปลี่ยนคาร์โบไฮเดรตเป็นน้ำตาลเกิดขึ้น จึงทำให้ส่วน           
จมูกข้าว (embryo) เริ่มทำงาน ในจมูกข้าวจะเกิด 2 โครงสร้างหลัก โดยส่วนแรกเป็นส่วนที่เจริญ
ต่อไปเป็นส่วนราก (radicle) และส่วนเนื้อเยื่อหุ้มยอดแรกเกิด (coleoptile) เพ่ือปกป้องยอดแรกเกิด
ขณะงอก รากของข้าวจัดอยู่ในระบบรากฝอย (fibrous) ประกอบด้วย รากย่อย (rootlets) และ                
รากขน (root hairs) โดยรากรุ่นแรก (seminal roots) จะงอกออกจากเมล็ดทางจมูกข้าว                  
ซึ่งแตกแขนงไม่มากและมีอายุได้ไม่นานหลังจากการงอก ต่อมายอดอ่อนจะงอกหลังจากนั้นประมาณ 
12-24 ชั่วโมง ในขณะที่ยอดอ่อนกำลังพัฒนาเป็นใบอ่อน เมื่อต้นอ่อนอายุประมาณ  25-30 วัน              
รากชุดที่ สอง (secondary roots หรือ adventitious roots) จะงอกออกจากข้อใต้ระดับดิน                    
ของต้นข้าวแตกแขนงอย่างอิสระ เมื่อข้าวเจริญ เติบโตมากขึ้นจะพบรากอีกชนิด เรียกว่า                        
รากค้ำจุน (mat roots) เกิดขึ้นบริเวณข้อเหนือดิน ทำหน้าที่ยึดลำต้น และดูดน้ำและแร่ธาตุไปเลี้ยง
ส่วนต่าง ๆ ของต้น หลังจากยอดอ่อนโผล่พ้นเมล็ดจะเห็นใบแรกโผล่ออกมาจากเนื้ อเยื่อหุ้มยอด             
แรกเกิด หลังจากนั้น 5-10 วัน ใบที่สองและใบท่ีสามจะงอกตามมา โดยในช่วงนี้ต้นอ่อนจะใช้อาหารที่
สะสมอยู่ในเมล็ด เมื่อถึงระยะใบที่สี่เริ่มแตกใบส่วนต้นอ่อนจะใช้อาหารจากรากดูดน้ำแร่และแร่ธาตุ
ขึ้นมาจากดินแทน เมื่อต้นกล้ามีอายุ 25-30 วัน จะมีระบบรากฝอยที่สมบูรณ์และลำต้นสูงประมาณ                          
20-30 เซนติเมตร จึงพร้อมนำไปปักดำได้ในการทำนาแบบนาดำ หรือปล่อยต้นข้าวให้เจริญเติบโต
ต่อไปหากมีการทำนาแบบวิธีหว่าน  

ระยะแตกกอเริ่มตั้งแต่ต้นข้าวแตกกอจนกระทั่งต้นข้าวสร้างดอกอ่อน ต้นกล้าจะเริ่ม
แตกกอหลังจากปักดำ 7-10 วัน โดยปริมาณการแตกแขนงและระยะเวลาในการแตกกอจะแตกต่าง
กันตามชนิดพันธุ์ข้าวและสิ่งแวดล้อมของพ้ืนที่เพาะปลูก ซึ่งปกติต้นข้าวจะใช้เวลาแตกกอประมาณ 
30-50 วันหลังจากระยะกล้า ในระยะกล้าจนถึงระยะแตกกอสูงสุดจะมีการพัฒนาส่วนรากและส่วนลำ
ต้นเกิดขึ้นไปพร้อมกัน โดยรากข้าวจะเจริญเติบโตได้ดีที่สุดในระยะนี้ สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อ
การเจริญเติบโตของรากต้องมีความชื้นที่พอเหมาะและออกซิเจนในดินสูง ในระยะนี้จึงต้องเอาน้ำออก
จากนาสักระยะเพ่ือให้พ้ืนที่ได้รับออกซิเจนจากอากาศ ซึ่งช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตอย่างมี
ประสิทธิภาพ ส่วนลำต้นของต้นข้าวจะมีลักษณะมีปล้อง หลายปล้องต่อเชื่อมกันด้วยข้อ (node) 
บริเวณข้อจะมีตา (bud) ต้นข้าวจะมีการยืดข้อปล้องในเวลาที่เริ่มสร้างช่อดอก ความสูงของลำต้น
ประมาณ 100-200 เซนติเมตร โดยขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ข้าวและสภาพแวดล้อมของพ้ืนที่เพาะปลูก      
ลำต้นจะทำหน้าที่พยุงเพ่ือให้ได้รับแสงแดด สังเคราะห์แสงสำหรับการสร้างอาหาร และลำเลียงน้ำ 
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อาหาร และแร่ธาตุ ไปยังส่วนต่าง ๆ ของข้าว ส่วนใบข้าวเกิดจากส่วนข้อของลำต้น ใบข้าวเป็น                    
ใบแท้ชนิดใบเดี่ยว มีลักษณะเป็นแผ่นแบน ปลายยาว ประกอบด้วย แผ่นใบ (leaf blade)                
กาบใบ (leaf sheath) และข้อต่อใบ (leaf collar) ซึ่งแผ่นใบจะมีเส้นกลางใบแบ่งใบข้าวเป็น 2 ซีก 
โดยแผ่นใบจะมีคลอโรฟิลล์มากกว่าส่วนอ่ืน คลอโรฟิลล์เป็นรงควัตถุสีเขียวที่สะสมในใบพืชจะ                 
ดูดกลืนแสงสำหรับกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงเปลี่ยนพลังงานแสงอาทิตย์เป็นพลังงานให้กับพืช                
ทำหน้าที่ลำเลียงน้ำและแร่ธาตุไปยังแผ่นใบเพ่ือสะสมอาหารสำหรับการเจริญของรวงข้าวและลำต้น  

2.2.2 ระยะการเจริญเติบโตทางด้านการสืบพันธุ์ (reproductive growth phase)  
เริ่มตั้งแต่ข่วงสิ้นสุดช่วงการเจริญเติบโตทางลำต้นและใบจนกระทั่งสร้างเมล็ดเต็มวัย

โดยต้นข้าวจะสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้และเพศเมียภายในช่อดอก จากนั้นจะมีการผสมเซลล์สืบพันธุ์
ทั้งสองเพศจึงได้เป็นเมล็ด ใช้ระยะเวลาประมาณ 30-40 วัน  ซึ่งมีพัฒนาการ 3 ระยะ ได้แก่ ระยะเริ่ม
สร้างช่อดอกหรือรวงข้าว ระยะตั้ งท้อง (booting stage) ระยะออกดอก และการผสมพันธุ์
(flowering and fertilization stage) และระยะการเจริญทางเมล็ด (grain development)   

ระยะเริ่มสร้างช่อดอกหรือรวงข้าวอยู่ในช่วงสุดท้ายของการแตกกอ ต้นข้าวจะพร้อม
สร้างรวงโดยต้องได้รับปัจจัยที่เหมาะสมในระยะนี้ ซึ่งปัจจัยเหล่านี้ ได้แก่ ช่วงแสงที่ต้นข้าวได้รับ          
แต่ละวัน อุณหภูมิ ความชื้น และธาตุอาหาร เป็นต้น  

ระยะตั้งท้องดอกของข้าวจะขยายตัวจนเป็นช่อดอกที่สมบูรณ์ ระยะนี้จะสังเกตเห็น
กาบใบสุดท้ายใหญ่กว่าส่วนล่างของลำต้น ซึ่งข้าวตั้งท้องจะต้องการสารอาหาร จึงต้องมีการใส่ปุ๋ย
แอมโมเนียมซัลเฟตหรือยูเรียในช่วงที่ต้นข้าวเริ่มออกช่อดอกเพ่ือช่วยให้ข้าวมีผลผลิตที่ดี  

ระยะออกดอกและการผสมพันธุ์ เมื่อข้าวตั้งท้องเต็มที่แล้ว ช่อดอกจะโผล่พ้นกาบใบ
แล้วบาน ใช้เวลาประมาณ 6-7 วัน โดยจะเริ่มบานจากปลายข่อจนถึงโคนรวงข้าว  ช่อดอกหลายดอก
รวมกันเป็นช่อจะแตกออกจากแกนกลาง ซึ่งพัฒนาไปเป็นช่อเมล็ดเรียกว่า รวงข้าว ดอกข้าวจะ
ประกอบด้วยกลีบดอกใหญ่และกลีบดอกเล็ก 2 เปลือกประกบกันประสานกันด้วยก้านสั้นที่อยู่ตรง
ฐาน เรียกว่า ขั้วดอก  

เกสรเพศผู้และเกสรเพศเมียจะอยู่ภายในดอกข้าวเดียวกัน จัดเป็นดอกสมบูรณ์เพศที่
สามารถผสมผสมพันธุ์ได้ด้วยตัวเอง (self-pollination) เกสรเพศผู้จะมีอับเกสรเพศผู้ (anther)        
อยู่บนก้านอับเกสร (filament) ภายในอับเกสรเพศผู้จะมีละอองเกสร (pollen grain) ขนาดเล็ก        
ส่วนเกสรเพศเมียจะมียอดเกสรตัวเมีย (stigma) ที่อยู่บนก้านเกสรเพศเมีย (style) สำหรับรับละออง
เกสรเพศผู้ ซึ่งจะอยู่ติดกับรังไข่ (ovary) ที่มีไข่ (ovule) อยู่ภายใน ระยะนี้จะสิ้นสุดเมื่อมีการผสม
เกสร (pollination) โดยที่เกสรเพศผู้แตกตัวปล่อยละอองเกสรผสมกับเกสรเพศเมียแล้วมีการผสม
พันธุ์ของดอกข้าว ระยะเวลาในการผสมเกสรและผสมพันธุ์ของดอกข้าวจะใช้เวลาประมาณ         
12-24 ชั่วโมง จนได้เมล็ดในระยะต่อมา 
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ระยะการเจริญทางเมล็ด (grain development) หลังจากผสมเกสรและผสมพันธุ์
ของดอกข้าวในระยะต้นเป็นเวลา 7 วัน เมล็ดข้าวจะมีสีขาวคล้ายน้ำนม เปลือกเมล็ดข้าวมีสีเขียว
เรียกว่า ระยะข้าวเป็นน้ำนม (milky) หลังจากผสมเกสร 14-21 วัน เปลือกข้าวแข็งและเปลี่ยนสีเป็นสี
เขียวอมน้ำตาล เนื้อในเมล็ดเหนียวและแข็งขึ้น เรียกว่า ระยะข้าวเม่า (dough stage) และหลังจาก
ผสมเกสร 30 วัน การพัฒนาเมล็ดข้าวจะสมบูรณ์เต็มที่ ขนาดใหญ่ขึ้น เปลือกเมล็ดข้าวแข็ง สีเปลือก
ข้าวเป็นสีน้ำตาลทอง หรือสีอ่ืน ๆ ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ข้าว เนื้อเมล็ดข้าวจะมีสีขาว จะใช้เวลาปลูกข้าว
ประมาณ 120-150 วัน ตั้งแต่วันตกกล้าจึงพร้อมที่จะเก็บเกี่ยวได้ (บุญหงส์, 2014; อรอนงค์, 2550; 
อัมมาร & วิโรจน์, 2533)  

 
2.3 พันธุ์ข้าว  

ข้าวปลูกในประเทศเขตร้อนเป็นส่วนใหญ่ มี 2 ชนิดใหญ่ ๆ คือ ข้าวเจ้า และข้าวเหนียว 
สามารถเจริญได้ในภูมิประเทศและภูมิอากาศแตกต่างกันทั้งในเขตร้อนและเขตอบอุ่น ปลูกในพ้ืนที่
หลากหลายตั้งแต่ พ้ืนที่น้ำท่วมสูงจนถึงพ้ืนที่สูงตามไหล่เขา จึงทำเกิดพันธุ์ข้าวที่หลากหลาย
แพร่กระจายทั่วโลก โดยพันธุ์ข้าวสามารถแบ่งตามลักษณะการตอบสนองช่วงแสงของวันซึ่งมีผลต่อ
การตอบสนองในการเจริญของต้นข้าวออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่  

2.3.1 พันธุ์ข้าวไวต่อช่วงแสง หรือข้าวไวแสง (photoperiod sensitive varieties) 
พันธุ์ข้าวที่มีความต้องการแสงในช่วงกลางวันสั้นเพ่ือเปลี่ยนการเจริญทาง     

ลำต้นและใบมาเป็นการเจริญทางด้านการสืบพันธุ์ในการสร้างช่อดอกและเมล็ด โดยจะสร้างช่อดอก       
เมื่อมีช่วงแสงสั้นกว่า 12 ชั่วโมง ส่วนมากจะเป็นข้าวที่ปลูกในช่วงนาปี ความต้องการช่วงแสงของข้าว
แต่ละสายพันธุ์จะแตกต่างกัน ทำให้ช่วงการออกดอกตลอดจนอายุการเก็บเกี่ยวแตกต่างกัน          
ซึ่ งสามารถจำแนกชนิ ดตามระยะเวลาที่ ต้ องเก็บ เกี่ ยวออกเป็ น  ข้ าวเบา (early variety)              
ข้ าวกลาง (medium variety) และข้ าวหนั ก  (late variety) โดยข้ าว เบาจะใช้ ระยะ เวล า               
ในการปลูกสั้น ต้องการช่วงแสงน้อยกว่า 12 ชั่วโมงเล็กน้อย ข้าวกลางใช้ระยะเวลาในการเพาะปลูก
ปานกลาง ต้องการช่วงแสงสั้นกว่าข้าวเบา และข้าวหนักใช้ระยะเวลาในการเพาะปลูกนาน                       
ต้องการช่วงแสงสั้นกว่าข้าวกลาง ในประเทศไทยมีการปรับปรุงพันธุ์โดยผสมพันธุ์ข้าวระหว่างพันธุ์
ข้าวไทยและต่างประเทศ ทำให้เกิดข้าวพันธุ์ กข โดยพันธุ์ข้าวที่ไวต่อช่วงแสง เช่น นางมลเอส -4      
เหมยนอง62เอ็ม ขาวดอกมะลิ105 เหนียวสันป่าตอง เก้ารอง88 นางพญา132 ขาวปากหม้อ148 
เหลืองประทิ วา123 เหลืองใหญ่ 148 เผือกน้ ำ43 พวงไร่2 น้ ำสะกุย19 หางยี71 กข6 กข8                             
กข13 กข15 กข27 แก่นจันทร์  ข้ าวเหนี ยว อุบล1 ข้าวเจ้ าชุมแพ60 ข้าวเจ้ าปทุม60 และ                               
ข้าวเจ้าพิษณุโลก60-1 เป็นต้น (อัมรา และคณะ, 2547) 
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2.3.2 พันธุ์ข้าวไม่ไวต่อช่วงแสง หรือข้าวไม่ไวแสง (insensitive varieties) 
พันธุ์ข้าวที่ไม่มีอิทธิพลของช่วงแสงต่อการสร้างช่อดอกจึงเป็นพันธุ์ข้าวที่

สามารถปลูกได้ตลอดปี สามารถปลูกได้ดีในฤดูร้อน ระยะเวลาการเพาะปลูกตั้งแต่ 100-150 วัน
อย่างไรก็ตามช่วงอายุของข้าวแต่ละสายพันธุ์อาจแตกต่างกันตามวิธีการจัดการพื้นที่การเพาะปลูกข้าว
โดยพันธุ์ข้าวที่ ไม่ ไวแสง เช่น กข1 กข2 กข3 กข4 กข5 กข7 กข9 กข10 กข11 กข21 กข25        
ข้าวเจ้าพิษณุโลก60-2 ข้าวเจ้าสุพรรณบุรี60 ข้าวเจ้าสุพรรณบุรี90 ข้าวเจ้าชัยนาท1 ข้าวเหนียวแพร่1        
ข้าวเจ้าสุพรรณบุรี1 ข้าวเจ้าสุพรรณบุรี2 ข้าวเจ้าหอมคลองหลวง1 ข้าวเจ้าหอมสุพรรณบุรี1         
สันป่าตอง1 พิษณุโลก2 ข้าวตาแห้ง17 เป็นต้น (อัมรา และคณะ, 2547) 

 
2.4 ข้ อ มู ลทั่ ว ไป ของเชื้ อ แ บค ที เรี ย  Xanthomonas oryzae pv. oryzae สา เหตุ โรค               
ขอบใบแห้งของข้าว 

โรคขอบใบแห้งของข้าวมีสาเหตุจากเชื้อแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae (Xoo) ซึ่งเป็น
หนึ่ งในโรคพืชที่ รุนแรงในข้าว พบข้าวเกิดอาการโรคและบันทึกไว้ครั้งแรก  ในปี ค .ศ . 1884               
โดยชาวนาเมืองฟุกุโอกะ ประเทศญี่ปุ่น ซึ่งเดิมทีเชื่อกันว่าอาการโรคเกิดจากปัญหาดินเปรี้ยว 
(Tagami, 1962) ในปี ค.ศ. 1909 ได้มีการแยกเชื้อแบคทีเรียจากน้ำค้างบนใบข้าวที่มีอาการของโรค
และได้ทำการทดสอบปลูกเชื้อที่แยกได้ลงบนใบข้าวที่ไม่เป็นโรค จากนั้นใบข้าวเกิดอาการโรค                    
ขอบใบแห้ งจึ งทำให้ท ราบว่ าแบคที เรียนั้ น เป็ นสาเหตุของโรค แบคที เรียสาเหตุ โรคจึ ง                                
ถูกแยกและจำแนกเป็น Bacillus oryzae (Mizukami & Wakimoto, 1969) แบคทีเรียสาเหตุโรค  
ได้ถูก เปลี่ยนชื่อ เป็น Pseudomonas oryzae ต่อมาเปลี่ ยนชื่ อเป็น  Xanthomonas oryzae 
(Gnanamanickam et al., 1999) ซึ่งเป็นชื่อที่มีการใช้มาแล้วเป็นเวลา 40 ปี สามารถจัดอันดับ
อนุกรมวิธานได้ ดังนี้ 

 
Domain Bacteria 
        Phylum Proteobacteria 
             Class Gammaproteobacteria 
                  Order Xanthomonadales 
                     Family Xanthomonadaceae 
                                           Genus Xanthomonas 
                                                    Species Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
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2.4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
แบคทีเรียแกรมลบ เซลล์รูปร่างท่อนสั้น ขนาดยาวประมาณ 0.7-2.0 ไมโครเมตร 

และกว้างประมาณ 0.4-0.7 ไมโครเมตร ลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar (NA) 
มีรูปร่างกลม ขอบเรียบ ผิวเมือก มีสีเหลืองจากการสร้าง xanthomonadin ซึ่งเป็นลักษณะของสกุล 
Xanthomonas (Niño-Liu et al., 2006; Zhou et al., 2013) (ภาพท่ี 1)  

 
 
 
 
 
 

 

 

ภาพที่ 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae      
(ก) โคโลนีสีเหลืองบนจานอาหาร nutrient agar  
(ข) รูปร่างเป็นท่อนสั้น แกรมลบ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 1000X  

ที่มา : Jonit et al., (2016) 
 

เซลล์สามารถเคลื่อนที่ได้ เนื่องจากมีแฟลกเจลลา 1 เส้น (single polar flagellum)     
มีการสร้าง extracellular polysaccharide (EPS) ที่มีความสำคัญในการก่อตัวของหยดแบคทีเรียที่
ไหลซึมออกมาจากการติดเชื้อที่ ใบ ป้องกันเซลล์แบคทีเรียจากการทำให้แห้งและช่วยในการ
แพร่กระจายของเชื้อโดยลมและฝน Xoo เป็นแบคทีเรียที่สามารถเจริญอยู่ในสภาวะที่มีออกซิเจน
เท่านั้น (obligately aerobic) และไม่สร้างเอนโดสปอร์ อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญอยู่ระหว่าง 
25-30 องศาเซลเซียส (Niño-Liu et al., 2006) 

2.4.2 ลักษณะอาการของโรคขอบใบแห้งของข้าว 
โรคขอบใบแห้งเป็นโรคกลุ่มท่อลำเลียงน้ำและอาหาร จึงทำให้เกิดการติดเชื้อ

แพร่กระจายทั่วระบบของพืช สามารถเกิดโรคได้ในทุกระยะของการเจริญเติบโตของข้าวและเกิดโรค
มากที่สุดในระยะแตกกอ (tillering) จนกระทั่งระยะการเจริญเต็มที่ (maturity) ซึ่งอาการของโรค
ขอบใบแห้งของข้าวทางใบสามารถสังเกตเห็นได้ในข้าวระยะแตกกอ รอยโรคมักจะเริ่มพบที่                
ขอบใบข้าวซึ่งมีปากใบที่แบคทีเรียสาเหตุโรคจะสามารถบุกรุกเข้าทางช่องเปิดธรรมชาตินี้ ได้                       
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ทำให้ใบข้าวเกิดเป็นรอยช้ำ ซึ่งภายใน 2-3 วัน รอยช้ำน้ำสีเขียวจะขยายไปตามแนวความยาวของ                 
ใบข้าวแล้วใบข้าวจะค่อย ๆ เปลี่ยนเป็นสีเหลือง (chlorotic) โดยรอยโรคสีเหลืองที่ขยายใหญ่ขึ้นแล้ว
กลายเป็นสีขาวหรือสีเทาและเหี่ยวแห้งในที่สุด (necrotic) ในกรณีการติดเชื้อในช่วงก่อนปักดำอาการ
ของโรคจะปรากฏภายใน 3-4 สัปดาห์หลังจากการปักดำและโรคจะค่อย ๆ แพร่กระจายไป
เช่นเดียวกับข้าวที่มีการเจริญเติบโตขึ้นเรื่อย ๆ นอกเหนือจากอาการทั่วไปเหล่านี้ ในบางครั้งใบ                    
จะมีลักษณะม้วนงอและเหี่ ยวหลั งจากติด เชื้อ  บางครั้ งอาจพบหยดแบคที เรียขนาดเล็ก                               
สีเหลืองครีม (bacterial ooze) ออกมาบนผิวใบบริเวณรอยโรค สามารถสังเกตเห็นได้ในช่วง                         
สภาพอากาศอบอุ่นชื้น ซึ่งลักษณะอาการของโรคที่ปรากฎจะขึ้นอยู่กับ  พืชอาศัย ความรุนแรงของ    
เชื้อสาเหตุโรค และสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเกิดโรค (Gnanamanickam et al., 1999; 
Mizukami & Wakimoto, 1969; Niño-Liu et al., 2006) 

2.4.3 การแพร่ระบาดและปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมที่ส่งเสริมการเกิดโรคขอบใบแห้งของข้าว 
การติดเชื้อแบคทีเรียของพืชจะเกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียเข้าสู่โฮสต์        

โดยเชื้อแบคทีเรีย Xoo สาเหตุโรคสามารถเข้าสู่โฮสต์ได้โดยทางช่องเปิดทางธรรมชาติ เช่น ปากใบ       
อาจเกิดจากเซลล์ของเชื้อสาเหตุโรคที่อยู่บนผิวใบจะเข้าไปรวมกับของเหลวที่พืชคายน้ำออกมาใน
เวลากลางคืนแล้วจะถูกดึงกลับเข้าสู่ใบในตอนเช้าหรือเข้าสู่โฮสต์ทางบาดแผลที่อยู่บริเวณรากหรือใบ 
โด ย บ า ด แ ผ ล ที่ เ กิ ด ขึ้ น ให ม่ จ ะ มี แ น ว โน้ ม ที่ ท ำ ให้ ติ ด เชื้ อ ได้ ดี ก ว่ า บ า ด แ ผ ล เก่ า                           
(Curtis, 1943; Gnanamanickam et al., 1999) ซึ่งการติดเชื้อทางบาดแผลจะมีโอกาสในการเกิด
โรคมากกว่าทางช่องเปิดธรรมชาติ เมื่อแบคทีเรียสาเหตุโรคเข้าสู่โฮสต์แล้วจะเข้าไปเพิ่มจำนวนภายใน
ช่องว่างระหว่างเซลล์พืชหลังจากนั้นจึงแพร่กระจายเข้าสู่ท่อลำเลียงน้ำ  (Noda & Kaku, 1999)                 
เชื้ อ ส า เห ตุ โรค จ ะ เค ลื่ อ น ที่ ไป ต าม แ น วตั้ ง ข อ ง ใบ ผ่ าน  primary vein แ ล ะผ่ า น ไป ยั ง                    
commissural veins ต่อมาภายใน xylem vessel จะเต็มไปด้วยเซลล์แบคที เรีย  Xoo และ 
extracellular polysaccharide (EPS)  แล้วหยดแบคทีเรียมีสี เหลือง ลักษณะกลม ขนาดเล็ก              
ซึ่งสามารถสังเกตเห็นได้โดยจะออกมาทางช่องเปิดธรรมชาติหรือทางบาดแผลบริเวณใบข้าว                   
หยดแบคทีเรียนี้บ่งบอกถึงการเกิดโรคและจะส่งผลต่อการแพร่กระจายของโรคโดยทางน้ำ                      
กระจายทางลม ฝน และแมลง หรืออ่ืน ๆ (Mew, 1993) แบคทีเรียสาเหตุโรคสามารถอยู่ในน้ำบริเวณ
ทุ่งนาได้เพียง 15 วัน นอกจากนั้นยังมีปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมที่เหมาะสมซึ่งช่วยส่งเสริมในการเกิดโรค                 
ขอบใบแห้งของข้าว โดยพ้ืนที่ที่มีการระบายน้ำที่ไม่ดีส่งผลให้พ้ืนที่มีน้ำขัง โดยเฉพาะพ้ืนที่น้ำขังที่อยู่
ใกล้แหล่งน้ำยิ่งจะทำให้มีการชักนำการเกิดโรคเนื่องจากช่วงเช้าพ้ืนที่ใกล้แหล่งน้ำมีหมอกหนา                       
เชื้อสาเหตุโรคอาจแพร่กระจายได้ง่าย ดินที่มีความเป็นกรดจะเป็นปัจจัยที่ทำให้เกิดโรครุนแรง                  
ปัจจัยของสภาพอากาศท่ีทำให้เกิดโรค ได้แก่ ปริมาณฝน ความชื้น อุณหภูมิ น้ำท่วม และพายุ เกิดขึ้น
ระหว่างช่วงปลูกข้าวด้วย (Mizukami & Wakimoto, 1969) 



 

 

 
 11 

2.4.4 การควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าว 
ความเสียหายที่เกิดจากความรุนแรงของโรคขอบใบแห้งของข้าวจึงต้องมีวิธีการ

ควบคุมโรค ซึ่งมีหลายวิธี ได้แก่ เขตกรรม (cultural practice)  การใช้สารเคมี (chemical control) 
หรือการใช้ข้าวพันธุ์ต้านทานต่อโรค (host genetic resistance) เป็นต้น 

เขตกรรมเป็นแนวทางในการควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวโดยขึ้นอยู่กับพ้ืนที่ใน
การเพาะปลูกและบันทึกการเกิดโรคก่อนหน้าเพ่ือจัดการระบบการเพาะปลูกไม่ให้เหมาะสมต่อการ
เกิดโรค ในแปลงเพาะปลูกช้าวที่เคยเกิดโรคควรมีการทำลายเชื้อสาเหตุโรคที่อาจสะสมอยู่ในฟางข้าว
หลังจากการเก็บเกี่ยวโดยวิธีการเผาฟางข้าว รวมทั้งกำจัดวัชพืชตามแนวท้องนาและในแหล่งน้ำ
ใกล้เคียงเพ่ือลดแหล่งที่อยู่อาศัยธรรมชาติของเชื้อสาเหตุโรคและการแพร่กระจายของเชื้อในแหล่งน้ำ 
ควรเลือกใช้ปุ๋ ยอย่างเหมาะสมและเว้นระยะห่างของต้นข้าวอย่างเหมาะสม (Goto, 1992;                  
Mizukami & Wakimoto, 1969) หลีกเลี่ยงการใช้ปุ๋ยที่ประกอบด้วยไนโตรเจนซึ่งช่วยในการกระตุ้น
การเจริญเติบโตของพืชในอัตราสูงเกินไป เนื่องจากไนโตรเจนจะส่งเสริมการเกิดโรคได้ ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ
ความอุดมสมบูรณ์ของดินในพ้ืนที่เพาะปลูกข้าว ส่วนแนวทางปฏิบัติควบคุมการเกิดโรคหลังจากเกิด
พายุ ลมแรง และน้ำท่วมหนัก ที่เป็นปัจจัยในการแพร่กระจายและเกิดโรคสามารถควบคุม โดยการใช้
ปุ๋ยที่อุดมไปด้วยโพแทสเซียมและฟอสฟอรัสรวมถึงการใช้สารเคมีทางการเกษตรในช่วงระยะแตกกอ
ไปจนถึงระยะตั้งท้อง (Goto, 1992; Ho & Lim, 1979) 

การปรับปรุงและพัฒนาสายพันธุ์ข้าวเพ่ือให้ได้พันธุ์ข้าวต้านทานต่อโรคขอบใบแห้ง
เป็นวิธีการจัดการและควบคุมโรคอย่างมีประสิทธิภาพอย่างมาก ช่วยลดใช้สารเคมีทางการเกษตรที่
ส่งผลเสียต่อเกษตรกร ผู้บริโภค และสิ่งแวดล้อม โดยมีการระบุยีนต้านทานโรคขอบใบแห้งของข้าว                
ทั้งยีนที่เด่นและด้อยอย่างน้อย 40 ยีน ซึ่งมีตั้งแต่ยีน Xa1 ถึง Xa40 ให้คำนำหน้าเป็น Xa แทน 
Xanthomonas ยี น ส่ วน ให ญ่ แ ย ก ได้ จ าก  O. sativa ssp. indica แล ะบ างส่ วน ที่ ได้ จ าก                         
ข้าวจาปอนิกาและข้าวป่าชนิดต่าง ๆ ได้แก่ O. longistaminata, O. rufipogon, O. minuta และ                            
O. officinalis (Bhasin et al., 2012; Kumar et al., 2012; Lee et al., 2003) ก า รส ร้ า งยี น
ต้านทานโดยจะทำให้ เกิดการกลายพันธุ์ขอ งข้าวที่ปลูกโดยใช้วิธีต่ าง ๆ ได้แก่  การใช้สาร                  
N-methyl-N-nitrosourea การใช้รังสีความร้อนนิวตรอน หรือทำให้เกิดการเพ่ิมหรือขาดของ
โครโมโซม เป็นต้น (Gao et al., 2002; Lee et al., 2003) อย่างไรก็ตามการเพ่ิมความต้านทานต่อ
ศัตรูพืชถือเป็นกลยุทธ์ที่มีประสิทธิภาพเพ่ือทำให้ข้าวเกิดการต้านทานต่อโรค แต่ถ้ามีความผันแปรของ 
Xoo ในระดับสู งอาจจะก่อให้ เกิดการสลายตั วของความต้ านทาน ได้  (Suh et al., 2013)                    
พันธุ์ข้าวที่ต้านทานต่อโรคขอบใบแห้งของข้าว เช่น พันธุ์สุพรรณบุรี60 สุพรรณบุรี90 สุพรรณบุรี1 
สุพรรณบุรี2 กข7 และ กข23 เป็นต้น (กรมการข้าว, ม.ป.ป.) 
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การใช้สารเคมี ในการควบคุมโรคเป็นวิธีหนึ่ งที่ ใช้ยับยั้ งการเพ่ิมจำนวนของ                
เชื้อสาเหตุ โรคโดยการขัดขวางวิถี เมทาบอลิซึมของเชื้อสาเหตุ โรค  เริ่มตั้ งแต่ปี  ค .ศ . 1950                          
ที่มีการใช้สารเคมีในการควบคุมโรคขอบใบแห้งในนาข้าว สารเคมีที่นำมาใช้มีหลายชนิด ได้แก่             
คอปเปอร์ไฮดรอกไซด์  และคอปเปอร์ซัลเฟต คอปเปอร์ออกซีคลอไรด์  สารกำจัด เชื้อรา                
คอปเปอร์เมอร์คิวรี   สารฟอกขาว  (Gnanamanickam et al., 1999; Niño-Liu et al., 2006)    
การฆ่ าเชื้ อสาเหตุ โรคที่ มาจากทางน้ ำในนาข้าวจะใช้สารฟอกขาว  (bleaching powder)                 
นอกจากนั้ นยั งมี การแนะนำให้ ใช้ ส ารฆ่ าแบคที เรียที่ เป็ นสารอินทรีย์ สั ง เคราะห์  ได้ แก่                  
nickel dimethyl dithiocarbamate, dithianone, phenazine แ ล ะ  phenazine n-oxide 
(Gnanamanickam et al., 1999) ส่วนการทำลายเชื้อสาเหตุโรคที่ติดเชื้อจากเมล็ดพันธุ์ข้าวมีการใช้
สารประกอบเมอร์คิวริก สารปฏิชีวนะชนิดต่าง ๆ แช่ในน้ำร้อนอุณหภู มิ 57 องศาเซลเซียส                  
เป็นเวลา 10 นาที หรือมีการใช้สารฟอกขาว กับคลอรีน 30 เปอร์เซ็นต์ เช่นเดียวกันกับการฆ่าเชื้อ
สาเหตุโรคทางน้ำ (Tagami, 1962) ในการควบคุมโรคโดยใช้สารเคมีอย่างมีประสิทธิภาพจำเป็น
จะต้องกำหนดช่วงเวลาที่เหมาะสมด้วย อย่างไรก็ตามยังไม่มีการพัฒนาสารเคมีที่ใช้สำหรับควบคุมโรค
ขอบใบแห้งของข้าวอย่างมีประสิทธิภาพสูงสุดและมีต้นทุนต่ำได้  อาจเกิดจากเชื้อสาเหตุโรคได้มี                         
การพัฒนาความต้านทานต่อสารเคมีที่ใช้ในการควบคุม นอกจากนั้นสารเคมีทางการเกษตรหลายชนิด
อาจทำลายจุลินทรีย์ในดินที่เป็นประโยชน์ต่อการเจริญเติบโตของข้าวอีกด้วย  

องค์กร FAO-WHO และ The United States Food and Drug Administration 
ได้พบว่าการนำสารเคมีมาใช้ในการควบคุมศัตรูพืชทำให้มีสารเคมีตกค้างอยู่ในผลผลิตทางการเกษตร
และพ้ืนที่การเกษตร จึงตระหนักต่อผลกระทบที่ได้จากการใช้สารเคมีในการควบคุมอย่างต่อเนื่องเป็น
เวลานาน และส่งผลกระทบต่อมนุษย์สัตว์และห่วงโซ่อาหารในระบบนิเวศน์ ดังนั้นจึงได้ให้ความสำคัญ
กับการพัฒ นาวิธีควบคุม โรคพืชที่ ปลอดภั ยและช่วยส่ งเสริมการเจริญ เติบ โตของพืชได้                         
(Syed Ab Rahman et al., 2018) นักวิจัยจึงได้ศึกษาหาสารควบคุมโรคพืชที่สามารถทดแทนการใช้
สารเคมีได้ โดยเฉพาะจากพืชสมุนไพรไทยที่เคยใช้มานานในการรักษาโรคต่าง ๆ ในคน งานวิจัยของ 
Chanprapai และ Chavasiri (2017) ได้ศึกษาความสามารถของสกัดสารจากชะพลูในการยับยั้งเชื้อ 
Xoo ซึ่ งสารสกัดของพืชชนิดนี้ ได้รับการรายงานว่าสามารถยับยั้ งเชื้อจุลินทรีย์หลายชนิด              
ผลของชะพลูที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทนยับยั้ง Xoo ได้ดีที่สุด เมื่อตรวจสอบชนิดของสารพบว่า           
เป็นสาร brachyamide B และ piperonal มีฤทธิ์ยับยั้ง Xoo ได้ดีที่สุด โดยความเข้มข้นของสาร
ต่ำสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได้เท่ากับ 7.62 มิลลิโมลต่อลิตร และความเข้มข้นของสารต่ำสุดที่สามารถ
ยับยั้งเชื้อได้เท่ากับ 1.90 มิลลิโมลต่อลิตร นอกจากนั้น Shi และคณะ (2016) ได้ทำการศึกษา
melittin ซึ่งเป็น antimicrobial peptides (AMPs) คือเปปไทด์สายสั้นที่มีบทบาทสำคัญในกลไก              
การป้องกันตัวของร่างกาย (host defense mechanism) ต่อการบุกรุกของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค                          
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โดย melittin เป็นส่วนประกอบของพิษผึ้งซึ่งสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Xoo ได้ สามารถทำลาย          
เยื่อหุ้มเซลล์ของ Xoo เกิดเซลล์เหี่ยวและรั่วทำให้ส่วนประกอบของเซลล์ที่อยู่ภายในเยื่อหุ้มเซลล์
ออกมา นอกจากนั้นกระบวนการเมแทบอลิซึม การสังเคราะห์กรดนิวคลี อิก และการสังเคราะห์
โปรตีนของแบคทีเรีย Xoo ลดลงอีกด้วย จึงสันนิษฐานได้ว่า melittin สามารถนำไปประยุกต์ในการ
ควบคุมโรคพืชได้ ในช่วงที่ผ่านมามีการวิจัยและพัฒนาการนำจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มาใช้ประโยชน์ในการ
จัดการโรคขอบใบแห้งของข้าวมากขึ้น เนื่องจากจุลินทรีย์ปฏิปักษ์สามารถเจริญได้อย่างรวดเร็ว 
สามารถอาศัยอยู่บริเวณรอบรากพืชได้ดี ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชอาศัย และชักนำให้ความ
ต้านทานต่อเชื้อโรคพืชได้ (Khoa et al., 2016) ปัจจุบันจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ยังได้รับการยอมรับว่าเป็น
เครื่องมือสำคัญของการควบคุมโรคพืชในระบบการเกษตรแบบยั่งยืนอีกด้วย มีการศึกษาจุลินทรีย์
ปฏิปักษ์ที่สามารถควบคุมเชื้อ Xoo สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวดังตารางที่ 1 โดยเชื้อจุลินทรีย์          
แต่ละชนิดจะมีกลไกการควบคุมที่หลากหลาย จากการศึกษาเหล่านี้สามารถนำจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไป
พัฒนาเป็นสารชีวภัณฑ์ควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวทางการค้าได้ นอกจากนั้นกลยุทธ์นี้ยังสามารถ
ใช้ร่วมกับวิธีการอ่ืน ๆ ในการจัดการศัตรูพืชแบบผสมผสานเพ่ือให้เกิดประสิทธิภาพในการป้องกัน
และผลผลิตข้าวที่ยั่งยืนยิ่งขึ้น  
 
ตารางท่ี 1 การศึกษาจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว  

จุลินทรีย์ปฏิปกัษ ์ การออกฤทธิ์/กลไก อ้างอิง 
Lysobacter antibioticus 13-1 ไม่ได้ตรวจสอบกลไกการทำงานของเชื้อที่แน่ชัด 

โดยสารออกฤทธ์ิยับยั้ง Xoo มาจากส่วนใสของเชื้อ
ปฏิปักษ์ จึงอาจมีการสร้างสารยับยั้งการเจรญิ 
(antibiosis)  

Ji et al., 2008 

Promopsis longicolla S1B4 สร้างสารยับยั้งเช้ือจลุินทรีย์ ได้แก ่dicerandrols A, B, 
และ C, deacetylphomoxanthone B, 
และ fusaristatin A 

Lim et al., 2010 

Bacillus pumilus SE34 
Bacillus subtilis GBO3  
 

ชักนำให้เกิดความต้านทานโดยสรา้งเอนไซม์เพื่อป้องกัน 
ได้แก่ phenylalanine ammonia lyase (PAL), 
peroxidase (POX) และ polyphenol oxidase 
(PPO) 
ส่งเสริมการเจรญิเตบิโตของพืช (Plant growth 
promoting rhizobacteria ; PGPR)  

Chithrashree et 
al., 2011 

Streptomyces spp. (LBR02, 
AB131-1 และ AB131-2)  

ไอโซเลต AB131-1 และ AB131-2 มีการสรา้งฮอร์โมน
พืช indole acetic acid (IAA) 
ไอโซเลต LBR02 และ AB131-1 มีการสร้างเอนไซม์ 
chitinase, phosphatase และ siderophore 

Hastuti et al., 
2012 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 
จุลินทรีย์ปฏิปกัษ ์ การออกฤทธิ์/กลไก อ้างอิง 

Bacillus amyloliquefaciens 
B014 

สร้าง lipopeptide AXLP14 ที่ช่วยลดการสร้าง              
ไบโอฟิลม์ ทำให้ลดความสามารถในการยึดเกาะของเชื้อ
โรคบนพืชอาศัย มีฤทธ์ิกระตุ้นการยับยั้งแบคทีเรีย และ
ชักนำให้เกิดความต้านทาน 

Li et al., 2016 

Serratia nematodiphila      
CT-78 

สร้างสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียซึ่งอาจเป็น 
bacteriocin A หรือ B  
สร้างสารเมแทบอไลท์ทุตยิภูมิ (secondary 
metabolites) 
ผลิต siderophore 
ส่งเสริมการเจรญิเตบิโตของพืช (plant growth 
promoting rhizobacteria ; PGPR) 

Khoa et al., 
2016 

Pseudomonas spp. (E227, 
E233 และ Rh323) 
Serratia sp. Rh269  
Bacillus sp. Rh219 

ผลิต siderophore, cyanide 
มีความสามารถย่อยสลายแป้ง (hydrolyze starch) 
ผลิตเอนไซม์ glucanase 
ส่งเสริมการเจรญิเตบิโตของพืช (plant growth 
promoting rhizobacteria ; PGPR) 
สร้างฮอร์โมนพืช indole acetic acid (IAA) 
สร้างสารปฏิชีวนะ (antibiosis) 
ผลิตกรดซติริก (citric acid) 
ชักนำให้เกิดความต้านทานโดยสรา้งเอนไซม์เพื่อป้องกัน 
ได้แก่ phenylalanine ammonia lyase (PAL), 
peroxidase (POD) , polyphenol oxidase (PPO) 
และ catalase (CAT) 

Yasmin et al., 
2016 

Pseudomonas aeruginosa 
BRp3 

สร้างสารเมแทบอไลท์ทุตยิภูมิ ไดแ้ก่ siderophore (1-
hydroxy-phenazine, pyocyanin และ pyochellin), 
rhamnolipids, 4-hydroxy-2-alkylquinolines, 
2,3,4-trihydroxy-2- alkylquinolines และ 1,2,3,4- 
tetrahydroxy-2- alkylquinolines 

Yasmin et al., 
2017 

Acinetobacter sp. ACMS25 สร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) Shalini et al., 
2017 

Bacillus spp. D13 สร้างสารประกอบอินทรีย์ระเหยง่าย (volatile organic 
compound) ได้แก ่
decyl alcohol and 3,5,5-trimethylhexanol 

Xie et al., 2018 

http://dpm.nida.ac.th/main/index.php/articles/chemical-hazards/item/92-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%81%E0%B8%AD%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A2%E0%B8%87%E0%B9%88%E0%B8%B2%E0%B8%A2-volatile-organic-compounds-%E0%B8%84%E0%B8%B7%E0%B8%AD-???
http://dpm.nida.ac.th/main/index.php/articles/chemical-hazards/item/92-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%81%E0%B8%AD%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A2%E0%B8%87%E0%B9%88%E0%B8%B2%E0%B8%A2-volatile-organic-compounds-%E0%B8%84%E0%B8%B7%E0%B8%AD-???
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2.5 การควบคุมโดยชีววิธี (biological control หรือ biocontrol)  
 การควบคุมศัตรูพืชเป็นสิ่งสำคัญเพ่ือรักษาคุณภาพและความอุดมสมบูรณ์ของผลิตผลทาง

การเกษตร ซึ่งอาจใช้หลากหลายวิธีในการป้องกันและควบคุม นอกเหนือจากวิธีการดูแลพ้ืนที่
ก าร เกษ ตรเป็ น อย่ างดี แล้ ว เกษ ตรกรมั กจะใช้ ปุ๋ ย เคมี ห รื อส ารกำจั ดศั ต รู พื ช เป็ นห ลั ก                                
ซึ่งผลเสียจากการใช้สารเคมีทางการเกษตรมากเกินไปและใช้ติดต่อกันเป็นเวลานานทำให้ในแต่ละ
ประเทศจึงเริ่มมีข้อกำหนดที่ เข้มงวดสำหรับการใช้สารกำจัดศัตรูพืช  (Barratt et al., 2018)                 
นักวิจัยจึงได้มุ่งเน้นพัฒนาวิธีการในการจัดการศัตรูพืชทดแทนการใช้สารเคมีเรียกว่า การควบคุมโดย
ชีววิธี โดยนำสิ่งมีชีวิตหรือสิ่งที่ได้จากธรรมชาติหนึ่งชนิดหรือมากกว่ามาควบคุมสิ่งมีชีวิตที่สร้าง            
ความเสียหายขึ้น ซึ่งอาจเป็นสารสกัดที่ได้จากวัสดุธรรมชาติ ยีนหรือผลผลิตจากยีน โดยเฉพาะ
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ ชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เป็นทางเลือกในการควบคุมศัตรูพืชและเชื้อโรคพืชที่ดี
ที่สุดเพ่ือแนวทางการลดต้นทุนและเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ช่วยลดความเสี่ยงต่อสุขภาพของเกษตรกร
และผู้บริโภคง่ายต่อการจัดการและใช้งานจุลินทรีย์ปฏิปักษ์บางชนิดไม่เพียงแต่ควบคุมโรคเท่านั้น               
แต่ยังส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Syed Ab Rahman et al., 2018) 
 
2.6 กลไกการควบคุมโดยชีววิธี (mechanisms of biological control) 

2.6.1 การแข่งขัน (competition) 
 จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่อยู่ในดินหรือบนพ้ืนผิวของพืชมักมีสภาพแวดล้อมที่จำกัด

จุลินทรีย์ปฏิปักษ์จะมีความสามารถในการเจริญแข่งขันกับเชื้อโรคพืชเพ่ือแย่งครอบครองพ้ืนที่อาศัย 
แร่ธาตุ สารอาหาร ให้สามารถอยู่รอดได้ในแหล่งที่อยู่อาศัยในธรรมชาติ  ทำให้เกิดเชื้อโรคพืชลดลง    
ไม่สามารถเจริญเพ่ือทำลายพืชได้  โดยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จะมีประสิทธิภาพในการดูดซึมและ           
ใช้ประโยชน์จากสารอาหารแร่ธาตุในดินได้ดีกว่าเชื้อสาเหตุโรค (Handelsman & Stabb, 1996)
แบคทีเรียบางชนิดโดยเฉพาะอย่างยิ่ง P. fluorescens หรือจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนที่สามารถผลิต
siderophore ซึ่งมีความสำคัญในทางการเกษตรเพ่ือแย่งจับธาตุเหล็กในดินที่สำคัญต่อการเจริญของ
เชื้อจุลินทรีย์ ส่งผลให้เชื้อโรคพืชที่อยู่บริเวณนั้นไม่สามารถเจริญได้ นอกจากนี้ siderophore ยังช่วย
ละลายและขนส่งธาตุเหล็กไปยังพืชเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชอีกด้วย (มานิตา & วสุ, 2557) 

2.6.2 การสร้างสารยับยั้งหรือสารปฏิชีวนะ (antibiosis) 
กลไกนี้มีบทบาทสำคัญอย่างมากต่อการควบคุมโดยชีววิธี  โดยสารที่ ได้จาก              

จุ ลิ นทรีย์ปฏิ ปั กษ์ หรือ พืชผลิตออกมาเป็ นสื่ อกลางในการยับยั้ ง เชื้ อ โรค ได้  ซึ่ งอาจ เป็ น                                   
สารทำลายเซลล์ (lytic agents) เอนไซม์ (enzyme) สารประกอบระเหย (volatile compounds)  
สารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) จุลินทรีย์ส่วนใหญ่จะผลิตสารที่มีฤทธิ์ปฏิชีวนะ
อย่างน้อยหนึ่งชนิด หรือสารที่เป็นพิษอ่ืน ๆ (Köhl et al., 2019; Syed Ab Rahman et al., 2018) 
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โดยมีรายงานสารปฏิชีวนะท่ีผลิตจากจุลินทรีย์สามารถควบคุมโรคพืชได้ ดังตารางที่ 2 สารปฏิชีวนะที่
มีประสิทธิภาพจะต้องสามารถผลิตในปริมาณเพียงพอต่อการควบคุมเชื้อโรคและสามารถยับยั้งเชื้อ
สาเหตุโรคเป้าหมายได้ท้ังการทดสอบในห้องปฏิบัติการและการทดสอบในเรือนทดลอง  
 
ตารางท่ี 2 จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่สามารถผลิตสารปฏิชีวนะควบคุมโรคพืช  

สารปฏิชีวนะ จุลินทรีย์ปฏิปกัษ ์ เชื้อสาเหตุโรค     โรค อ้างอิง 
2, 4-diacetylphloro- 
glucinol 

Pseudomonas 
fluorescens F113 

Pythium spp. โรคเน่าคอดิน Shanahan 
et al., 1992 

Agrocin 84  Agrobacterium 
radiobacter 

Agrobacterium 
tumefaciens 

โรคคราวน์
กอลล์ 
(Crown gall) 

Kerr, 1980 

Bacillomycin D Bacillus subtilis 
AU195 

Aspergillus flavus การปนเปื้อน
ของAflatoxin  

Moyne             
et al., 2001 

Bacillomycin,  
fengycin 

Bacillus 
amyloliquefaciens 
FZB42 

Fusarium 
oxysporum  

โรคเหีย่ว Koumoutsi 
et al., 2004 

Xanthobaccin A  
 

Lysobacter sp. 
strain SB-K88 

Aphanomyces 
cochlioides 

โรคเน่าคอดิน Islam et al., 
2005 

Gliotoxin  
 

Trichoderma 
virens 

Rhizoctonia solani โรครากเน่า Wilhite            
et al., 2001 

Phenazines  P. fluorescens 2-
79 และ 30-84 

Gaeumannomyces 
graminis var. tritici 

โรค take-all Thomashow 
et al., 1990 

Herbicolin Pantoea 
agglomerans C9-1 

Erwinia amylovora โรค fire 
blight 

Sandra            
et al., 2001 

Turin A  B. subtilis QST713 Botrytis cinerea  
และ R. solani 

โรคเน่าคอดิน Paulitz and 
Belanger, 
2001 
Kloepper    
et al., 2004 

Mycosubtilin  
 

B. subtilis BBG100 Pythium 
aphanidermatum 

โรคเน่าคอดิน Leclere              
et al., 2005  

Pyoluteorin, 
pyrrolnitrin 
 

P. fluorescens     
Pf-5 

Pythium ultimum  
R. solani 

โรคเน่าคอดิน Howell and 
Stipanovic, 
1980 

Pyrrolnitrin, pseudane 
 

Burkholderia 
cepacia 

R. solani  
 และ Pyricularia 
oryzae 

โรคเน่าคอดิน
และโรคไหม้
ข้าว 

Homma        
et al., 1989 

Zwittermicin A  Bacillus cereus 
UW85 
 

Phytophthora 
medicaginis และ 
P.aphanidermatum 

โรคเน่าคอดิน Smith et al., 
1993 

ที่มา: Pal et al., (2006) 



 

 

 
 17 

2.6.3 การเป็นปรสิต (parasitism) 
กระบวนการนี้เกี่ยวกับสิ่งมีชีวิตหนึ่งใช้ประโยชน์จากอีกสิ่งมีชีวิตหนึ่ง โดยเชื้อสาเหตุ

โรคพืชบางชนิดอาจมีเชื้อปรสิตเข้าไปดูดกินอาหารทำให้อ่อนแอและตายในที่สุด จึงนำเชื้อปรสิตนั้น
ม าค วบ คุ ม โรค พื ช ได้  เชื้ อ ร าที่ เป็ น ป รสิ ต กั บ เชื้ อ ร า อี กชนิ ด จ ะ เรี ย ก ว่ า  mycoparasite                             
โดย เชื้ อราบางชนิ ด เป็ นปรสิ ตต่อ เชื้ อ ราสาเหตุ โรค พืช  เช่น  เชื้ อราจีนั ส  Cladobotryum                           
ที่สามารถเจริญได้อย่างรวดเร็วและเป็นปรสิตต่อ basidiomycetes มีรายงาน C. mycophilum                 
มี ค ว าม ส าม ารถ ใน ก า รยั บ ยั้ ง เชื้ อ ร า เห ตุ โรค พื ช ห ล าย ช นิ ด  ได้ แ ก่  Botryris cinerea,                        
Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici,   F. oxysporum f.sp. cucumerinum,                  
F. solani, Phytophthora parasitica, P. capsici, Pythium aphanidermatum                            
และ Mycosphaerella melonis (Dos Santos et al., 2019)  

2.6.4 การชักนำระบบการต้านทานของพืช (induction of systemic resistance in plant) 
พืชมีการตอบสนองต่อสิ่งเร้าในสิ่งแวดล้อมที่หลากหลาย ได้แก่ แรงโน้มถ่วงของโลก 

อุณหภูมิ แสง ความเครียดทางกายภาพ น้ำและสารอาหาร นอกจากนั้นพืชยังตอบสนองต่อความ
หลากหลายของสารกระตุ้นที่เกิดจากจุลินทรีย์ทำให้เกิดการชักนำการต้านทาน จุลินทรีย์ไม่ก่อโรค
หรือสารเคมีบางชนิดที่ได้จากธรรมชาติหรือสังเคราะห์มากระตุ้นให้พืชเกิดความต้านทานโดยระบบ 
ISR (induced systemic resistance) และ SAR (systemic acquired resistance) สิ่งเร้าเหล่านี้
สามารถป้องกันพืชโดยการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่ช่วยทำให้เพ่ิมความทนทานต่อการติดเชื้อสาเหตุ          
โรคพืชต่ าง ๆ  ได้  (Pal et al., 2006) มี งานวิจัย ได้ ศึ กษาสารประกอบ อินทรีย์ ระเหยง่าย           
SYST2-VOCs จากแบคทีเรีย B. subtilis ซึ่งเป็นแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญของพืชอยู่บริเวณรากพืช 
มีคุณสมบัติในการแสดงออกของยีนต้านการเหี่ยวและการผลิตฮอร์โมนพืชเอทิลีนที่ส่งเสริมการเจริญ
ของพืช สารประกอบอินทรีย์ระเหยง่ายที่ได้จากแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญของพืชอยู่บริเวณรากพืช
จึงมีบทบาททั้งสามารถควบคุมโรคพืช ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และการชักนำการต้านทาน                      
โรคพืช (Tahir et al., 2017) 
 
2.7 ชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ปฏิปักษ ์

เชื้อสาเหตุโรคพืชมีอยู่ทุกช่วงระยะการเจริญของพืชจนกระทั่งเก็บเกี่ยว ส่งผลกระทบต่อ
ผลผลิตทางการเกษตรอย่างมาก ผลิตภัณฑ์กำจัดศัตรูพืชจึงมีความสำคัญอย่างมากในการควบคุม
ศัตรูพืชที่เข้าบุกรุกเข้าทำลายพืชผลทางการเกษตร อย่างไรก็ตามการใช้ผลิตภัณฑ์กำจัดศัตรูพืชที่มี
ความอันตรายจะสร้างผลเสียอย่างมาก ดังนั้นจึงมีการผลักดันให้เกษตรกรใช้ทางเลือกที่ปลอดภัยใน
การควบคุมศัตรูพืช การนำจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์มาประยุกต์ใช้ทางด้านการเกษตรจึงได้รับความ
สนใจเป็นอย่างมาก การชีวภัณฑ์จากจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จึงเป็นทางเลือกหนึ่งในการควบคุมศัตรูพืช           
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การพัฒนาชีวภัณฑ์จุลินทรีย์จะต้องมีส่วนผสมของสารพาและสารเสริมที่ช่วยปกป้องเซลล์จุลินทรีย์ให้
มีความรอดชีวิตจากกระบวนการผลิตชีวภัณฑ์ การเก็บรักษา และสภาวะแวดล้อมที่เป็นอันตราย                  
ต่อเซลล์ นอกจากนั้นยังเป็นตัวช่วยเพ่ิมการยึดเกาะระหว่างเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์กับศัตรูพืชเป้าหมาย
ได้มากขึ้น ซึ่งจุลินทรีย์ปฏิปักษ์และส่วนประกอบแต่ละชนิดในชีวภัณฑ์ต้องไม่ก่อให้ เกิดโ รค                              
มีความปลอดภัยต่อมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อม การผลิตชีวภัณฑ์เพ่ือการค้าจะต้องคำนึงถึงต้นทุน 
วิธีการใช้งาน และมีประสิทธิภาพในการควบคุม ในปัจจุบันมีการจำหน่ายชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์
สำหรับใช้ประโยชน์ทางการเกษตรในเชิงพาณิชย์เป็นเวลานาน (Montesinos, 2003) 

2.7.1 รูปแบบของชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 
ชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีหลายรูปแบบเพ่ือแก้ปัญหาเกี่ยวกับประสิทธิภาพของ

การใช้งานและความคงตัวของความมีชีวิตรอดของจุลินทรีย์ ชีวภัณฑ์ทางการค้าแบ่งตามสถานะ    
ทางกายภาพได้เป็นแบบแห้ง (dry formulations) และแบบน้ำ (liquid formulations) โดยใช้
เทคนิคในกระบวนการผลิตที่หลากหลายซึ่งผลิตภัณฑ์ที่มีขนาดอนุภาคเล็กมักจะแสดงประสิทธิภาพใน
การใช้งานได้ดี เนื่องจากพ้ืนที่ผิวอนุภาคมากขึ้นช่วยให้สามารถเข้าถึงสารออกฤทธิ์ได้ง่ายขึ้น            
จึงต้องเลือกใช้วิธีที่เหมาะสมเพื่อให้ผลิตภัณฑ์ที่มีประสิทธิภาพ (Gasic & Tanovic, 2013) 

2.7.1.1 แบบแห้ง (dry formulation)  
ชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ปฏิปักษ์แบบแห้งจะมีลักษณะผงและเม็ดโดยมีสารปกป้อง

เซ ล ล์ ทั้ ง อิ น ท รี ย์ แ ล ะอนิ น ท รี ย์ เป็ น อ งค์ ป ระก อ บ  ข น าด อ นุ ภ าค รู ป แ บ บ ผ งมี ข น าด                      
ตั้งแต่ 1 ถึง 300 ไมโครเมตร และรูปแบบเม็ดขนาดเล็กและขนาดใหญ่มีขนาด 0.1 ถึง 2.5 และ                  
6 มิลลิเมตร ตามลำดับ ซึ่งขนาดอนุภาคจะขึ้นอยู่กับวิธีการผลิต เทคนิคในกระบวนการทำแห้ง       
แบบผงของจุลินทรีย์ มีหลายวิธีที่ ถูกใช้อย่างแพร่หลาย เช่น ไลโอฟี ไลซ์  (lyophilize) และ                                  
การทำแห้งแบบพ่นฝอย (spray dry) เป็นต้น (Bejarano & Puopolo, 2020)  วิธีการไลโอฟีไลซ์    
มักถูกใช้ในการเก็บรักษาการมีชีวิตของจุลินทรีย์ซึ่งเป็นวิธีการดึงน้ำออกจากเซลล์โดยการทำแห้ง         
แบบแช่เยือกแข็ง เช่น แบคทีเรีย Bacillus thuringiensis สามารถเก็บรักษาความมีชีวิตรอดใน
อุณหภูมิ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส ได้นานถึง 21 เดือน (Manonmani et al., 2008) ถึงแม้วิธีการ   
ไลโอฟีไลซ์จะมีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาเซลล์จุลินทรีย์แต่ไม่เหมาะกับการผลิตปริมาณมาก                   
ในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากกระบวนการผลิตมีต้นทุนสูง (Chávez & Ledeboer, 2007)                         
ส่วนวิธีการทำแห้งแบบพ่นฝอยมีการใช้ลมร้อนอุณหภูมิสูงเหมาะกับการใช้ในการผลิตชีวภัณฑ์    
แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีคุณสมบัติในการสร้างเอนโดสปอร์ที่ทนทานต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสมได้    
(Yánez-Mendizábal et al., 2012) ส่วนเทคนิคการผลิตแบบเม็ดจะมีการผสมสารพาและเซลล์
แขวนลอยจุลินทรีย์แล้วอัดเม็ดผ่านตะแกรงให้ได้ขนาดอนุภาคที่ต้องการแล้ วอบแห้งและมีวิธีการ
ห่อหุ้มเซลล์จุลินทรีย์โดยใช้ส่วนประกอบของ sodium alginate ผสมกับสารพาโพลิเมอร์หยดลงสาร
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แขวนลอย  CaCl2 จะได้ จุ ลิ นทรีย์ รูปแบบ เม็ ดแล้ วน ำไปอบแห้ ง (Locatelli et al., 2018)                          
รูปแบบชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ปฏิปักษ์แบบแห้งที่มี ในชีวภัณฑ์ทางการค้า ได้แก่  รูปแบบฝุ่นผง                        
(dusts; DP), รูปแบบแบบเม็ด (granules; GR) และรูปแบบผงผสมน้ำ (wettable powders; WP)          
(Gasic & Tanovic, 2013) 

2.7.1.2 แบบน้ำ (liquid formulations) 
ชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ปฏิปักษ์แบบน้ำจะมีการนำเซลล์แขวนลอยจุลินทรีย์

ปฏิปักษ์ซึ่งอาจใช้จุลินทรีย์เซลล์อิสระที่ได้จากการเพาะเลี้ยงหรือจุลินทรีย์ที่ถูกตรีงเซลล์ผสมกระจาย
ในส่วนประกอบอ่ืน ๆ เช่น น้ำ แร่ธาตุ น้ำมันชีวภาพ และวัสดุกลุ่มโพลิเมอร์ ชีวภัณฑ์จุลินทรีย์
ปฏิปักษ์แบบน้ำมีหลายประเภท เช่น แบบอีมัลชั่น (emulsions) เกิดจากน้ำมันกระจายตัวในน้ำ
(o/w) หรือน้ำกระจายตัวในน้ำมัน (w/o) ซึ่งต้องเลือกสารช่วยอิมัลชั่นให้เหมาะสมเพ่ือความคงตัว     
แต่น้ำมันหรือสารอิมัลชั่นบางชนิดอาจมีผลเสียต่อพืชและความคงตัวของความรอดชีวิตของจุลินทรีย์
ต่ำ แบบสารแขวนลอยเข้มข้น (suspension concentrate; SC) ส่วนของแข็งกระจายตัวอยู่ในรูป
ของเหลว อนุภาคที่ เป็นของแข็งจะไม่ถูกละลายในของเหลว ดังนั้นก่อนนำไปใช้ต้องทำให้                         
ส่ วนผสมกระจายอย่ างสม่ ำ เสมอ  (Gasic & Tanovic, 2013) มี งานวิจั ยศึ กษาการพัฒ นา                                      
ชีวภัณ ฑ์  Pseudomonas aeruginosa Pf1 แบบน้ ำในการยับยั้ งเชื้อ  Fusarium oxysporum                  
f. sp. lycopersici พ บ ว่ า เซลล์ แขวน ลอย  P. aeruginosa Pf1 เพ าะ เลี้ ย งในอาห าร เห ล ว                 
nutrient broth (NB) และเติม 10 มิลลิโมลาร์ กลีเซอรอล (glycerol) สามารถคงความมีชีวิตรอดได้
นาน 180 วัน โดยมีจำนวนเซลล์ 9.50x107 CFU/มิลลิลิตร และยังมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
สาเหตุโรคได้ (Manikandan et al., 2010) 
 
2.8 การพัฒนาชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ด้วยเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่น  

ไมโครเอนแคปซูเลชั่นเป็นเทคนิคเกี่ยวกับการตรึงสารโดยใช้วัสดุโพลิเมอร์เคลือบบางหรือ
ส่วนผสมอ่ืน ๆ ห่อหุ้มสารให้เป็นอนุภาคของแข็งหรือการห่อหุ้มของเหลวเอาไว้ ซึ่งมีขนาดอนุภาค   
ไมโครแคปซูลอยู่ในช่วง 1 ถึง 1000 ไมโครเมตร โครงสร้างไมโครแคปซูลจะประกอบด้วยส่วนสาร
ห่อหุ้มซึ่งมีคุณสมบัติเป็นแผ่นฟิล์มบาง ๆ เรียกว่า วัสดุห่อหุ้ม (shell material) ส่วนสารที่ถูกห่อหุ้ม
จะเรียกว่า วัสดุแกน (core material) ประเภทของไมโครแคปซูลจะขึ้นอยู่กับลักษณะของ                      
สารที่ถูกห่อหุ้ม สารที่ ใช้ห่อหุ้ม และวิธีการผลิต โดยมี 3 ประเภท คือ แบบโมโนนิวเคลียร์ 
(mononuclear core) วัสดุ แกนทั้ งหมดจะถูกห่ อหุ้ มด้วยวัสดุห่ อหุ้ ม  แบบมัลตินิ ว เคลี ยร์  
(multinuclear core) วัสดุแกนเล็ก ๆ จำนวนมากถูกห่อหุ้มด้วยวัสดุห่อหุ้ม และแบบการห่อหุ้ม
ภายในแมทริกซ์  (matrix encapsulation) วัสดุ แกนจะแทรกอยู่ ในวัสดุห่ อหุ้ ม  (ภาพที่  2)                       
ในการห่อหุ้มเซลล์จุลินทรีย์จะมีวัสดุพอลิเมอร์ที่ห่อหุ้มอยู่เปรียบเสมือนฟิล์มที่ช่วยปกป้องเซลล์ให้             
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คงความมีชีวิตรอดและช่วยป้องกันจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จากปัจจัยรุนแรงทางสิ่งแวดล้อม ได้แก่ อุณหภูมิ 
แสง และความเป็นกรดด่าง นอกจากนั้นยังสามารถควบคุมอัตราการปลดปล่อยของเซลล์ได้                             
เทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่นได้รับความสนใจอย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมด้านต่าง  ๆ เช่น                              
เภสัชกรรม เทคโนโลยีชีวภาพ เวชสำอาง อาหาร และการเกษตร เป็นต้น (Rathore et al., 2013;     
Sanjoy et al., 2011) จากการควบคุมโดยชีววิธี จึงมีพัฒนาชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ปฏิปักษ์โดยใช้                   
เทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่นเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ โดยเซลล์จุลินทรีย์
ปฏิปักษ์จะถูกห่อหุ้มเพ่ือป้องกันการสลายตัวของเซลล์ที่เกิดจากปัจจัยสภาพแวดล้อมภายนอก ได้แก่ 
แสง ความร้อน ความชื้น การเกิดออกซิเดชั่น การระเหย การปนเปื้อน และควบคุมการปลดปล่อย
เซลล์ สู่ ส ภ าพแวดล้ อมภ ายนอก ได้  ใน ขณ ะเดี ยวกั น ยั งค งอัต ราการ เจ ริญ เติ บ โตและ                         
กิ จกรรม เมทาบอลิ ซึ ม ไว้  ท ำให้ เ พ่ิ มอายุ ก าร เก็ บ รั กษ า เป็ น ระยะ เวลาน าน ขึ้ น อี กด้ วย                     
เทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่นยังช่วยแก้ไขข้อบกพร่องที่เกิดขึ้นกับเทคนิคการตรึงเซลล์ด้วยวิธีอ่ืน ๆ 
เช่น การจำกัดปริมาณเซลล์ที่ถูกห่อหุ้ม การรั่วไหลของอนุภาค ความคงตัวของความรอดชีวิตของ
เซลล์ต่ำ การปนเปื้อน และ มีข้อจำกัดในการบรรจุและเคลื่อนย้าย (Park & Chang, 2000) 
 
 

 
 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 2 ลักษณะของไมโครแคปซูล  

(ก) แบบโมโนนิวเคลียร์ (mononuclear core) 
(ข) แบบมัลตินิวเคลียร์ (multinuclear core) 
(ค) แบบการห่อหุ้มภายในแมทริกซ์ (matrix encapsulation) 

ที่มา: Sanjoy et al., (2011) 
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2.8.1 วัสดุสำหรับการผลิตชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ด้วยเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่น 
การผลิตไมโครแคปซูลสำหรับการตรึงเซลล์จุลินทรีย์ที่มีความคงตัวจะต้องเลือกวัสดุ

ห่อหุ้มที่เหมาะสม มีการศึกษาเกี่ยวกับชนิดของโพลิ เมอร์ที่ เป็นวัสดุห่อหุ้มจะมีความสำคัญต่อ
คุณสมบัติของไมโครแคปซูล ซึ่งการใช้วัสดุโพลิเมอร์ที่สามารถละลายน้ำได้จะช่วยให้การซึมผ่านของ
สารอาหารและสารเมแทบอไลท์ที่มีน้ำหนักโมเลกุลต่ำได้ดีเหมาะสมต่อการทำงานของเซลล์จุลินทรีย์ที่
ตรึงเอาไว้ โดยวัสดุพอลิเมอร์ที่สามารถละลายน้ำมีทั้งประเภทที่ได้จากธรรมชาติและจากการ
สังเคราะห์ พอลิเมอร์สังเคราะห์จะให้ความแข็งแรงสูงและมีเสถียรภาพทางเคมีที่ดี แต่การใช้                          
โพลิเมอร์ธรรมชาติจะทำให้ลดความอันตรายต่อความสมบูรณ์และความมีชีวิตรอดของเซลล์จุลินทรีย์
ได้ ดี ก ว่ า  โด ย เฉพ าะอย่ างยิ่ ง โพ ลี แ ซค คา ไรด์ ที่ ได้ ธ ร รม ช าติ  เช่ น  อั ล จี เน ต  (alginate)                     
คาราจีแนน (carrageenan) อาการ์ (agar) หรือ อากาโรส (agarose) เจลแลนกัม (gellan gum) 
กั ว ร์ กั ม  (guar gum) อ า ค า เซี ย กั ม  (acacia gum) แ ป้ ง  (starch) เซ ล ลู โ ล ส  (cellulose)                          
เพคติน (pectin) ลิกนิน (lignin) และไคโตซาน (chitosan) เป็นต้น รวมทั้งกลุ่มโพลีเปปไทด์ เช่น 
poly-L-lysin กลุ่มโปรตีน เช่น เจลาติน (gelatin) หรือเวย์ (whey) กลุ่มไขมัน เช่น แวกซ์ (wax) 
(John et al., 2011; Rathore et al., 2013) วัสดุที่ใช้ในเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่นแต่ละชนิดจะ
มีลักษณะแตกต่างกัน ดังตัวอย่างในตารางที่ 3 ดังนั้นจึงต้องเลือกใช้วัสดุห่อหุ้มให้เหมาะสมต่อ
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เพ่ือประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์ 
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ตารางท่ี 3 โพลิเมอร์ทั่วไปที่ใช้ในเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่นของเซลล์จุลินทรีย์  

โพลิเมอร์ แหล่งที่มา โครงสร้างเคมี กลไกการ
แข็งตัว หมายเหตุ อ้างอิง 

agar  สาหร่าย        
สีแดง 

agarbiose 
backbone กับ 
alternating 1, 3-
linked 3-D-
galactopyranose 
และ 1, 4-linked 3, 
6-anhydro-α-L-
galactopyranose 

แข็งตัวด้วย
ความร้อน 

- ทนต่อการย่อยสลาย
ด้วยจุลินทรีย ์
- ความแข็งแรงต่ำ  
- ต้นทุนสูง 

Olguin, 2012; 
and Rosevear, 
1984 

k-
Carrageenan 

สาหร่าย         
สีแดง 

alternating 1–3 
linked β-D-
galactopyranose 
1–4 linked α-D-
galactopyranose 
units 

แข็งตัวด้วย
ความร้อน
และการ
กระตุ้นด้วย
ไอออนของ
โพแทสเซียม
และ
แคลเซียม 

- มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์ เนื่องจากมี
โพแทสเซียมมาก
เกินไป  

Adhikari et al., 
2000, Olguin, 
2012; Rokka 
and 
Rantamaki, 
2010; Yu et 
al., 2002 

starch  
 
 

ข้าวโพด    
มันฝรั่ง    
ข้าว
บาร์เลย์ 
ข้าวโอ้ต 
และอื่น ๆ 

amylose และ 
amylopectin 
units เชื่อมกันด้วย
พันธะ glycosidic 
 
 

แข็งตัวด้วย
ความร้อน 

- มักจะผสมกับ 
alginate เพื่อการ
ปกป้องที่ดีต่อเซลล์
แบคทีเรียและการ
แพร่กระจายที่
เหมาะสม  
- สลายตัวภายใต้
สภาวะทีเ่ป็นกรดและ
มีเอนไซม์ตับอ่อนใน 
GIT  
- แป้งที่ทนต่อการใช้
เป็นพอลิเมอร์ห่อหุ้ม
โปรไบโอติก  

Mortazavian 
et al., 2007; 
Anal and 
Singh 2007; 
Jankowski et 
al., 
1997; 
O’Riordan et 
al., 2001, 
Sajilata et al., 
2006; Sultana 
et al., 2000 

chitosan สัตว์น้ำท่ีมี
เปลือก
แข็ง 

linear 
polysaccharide 
ของ glucosamine 
units 

แข็งตัวเมื่อ
อยู่ในสภาวะ
ที่มไีอออน 
 

- พบว่าลดความมีชีวิต
รอดของเซลล์ที่ถูก
ห่อหุ้ม 
- ส่วนใหญ่มักจะใช้
สำหรับห่อหุ้มอนุภาค
ที่มีความเข้มข้นต่ำ 

Chavarri et 
al.,  2010; 
Krasaekoopt 
et al., 2003; 
Olguín, 2003 
 

gellan gum แบคทีเรีย
Sphingo
monas 
elodea 

linear 
polysaccharide 
ประกอบด้วย หน่วย
ของ glucose, 
glucuronic acid, 
glucose และ 
rhamnose 

แข็งตัวด้วย
ความร้อน
และการ
กระตุ้นด้วย
ไอออนบวก 

- 2 ประเภทหลักของ 
gellan gum ได้แก่ 
acetylated (เจลไม่
แข็งและยืดหยุ่น) และ 
deacetylated (เจ
ลแข็งและเปราะ) 
- สามารถทนต่อ
อุณหภูมสิูงของ
กระบวนการนึ่งฆ่าเชือ้ 
- ทนกรด 

Moslemy et 
al., 2002; 
Muthukumara
samy et al., 
2006 
 

ที่มา: Rathore et al., (2013) 
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ตารางที่ 3 (ต่อ) 

โพลิเมอร์ แหล่งที่มา โครงสร้างเคมี กลไกการ
แข็งตัว หมายเหตุ อ้างอิง 

alginate  สาหร่ายสี
น้ำตาล 

linear 
polysaccharide 
ของ 
D-mannuronic 
และ L-guluronic 
acids 

แข็งตัวเมื่ออยู่
ในสภาวะที่มี
ไอออนอะตอม
หรือหมู่ที่มี          
วาเลนซี 2 เช่น 
แคลเซียม 
 

- ไม่เป็นพิษ   
- ต้นทุนต่ำ 
- ไวต่อสารที่
สามารถจับแร่ธาตุ
ประจุบวกได้และ
ไม่ทำให้เกิดเจล
เมื่ออยู่ในสภาวะที่
เป็นกรด สามารถ
ทำให้แคปซูล
เสียหายได ้

Chan et al., 
2011; 
Chandramouli 
et al., 2004; 
Ding and 
Shah 2007; 
Gouin, 2004; 
Mandal et al., 
2006; 
Olguín 2012, 
Prevost and 
Divies, 1992;       
Qi et al., 
2006; Rowley 
et al., 1999; 
Shah and 
Ravula, 2000; 
Smidsrod and 
SkjakBræk, 
1990 

xanthan- 
gum 

แบคทีเรีย 
Xanthomonas 
campestris 

glucose, 
mannose และ 
glucuronic 
acid 

แข็งตัวเมื่ออยู่
ในสภาวะที่มี
ไอออนอะตอม
หรือหมู่ที่มี          
วาเลนซี 2 

- ทนต่อการย่อย
สลายด้วยเอนไซม ์
-ทนต่อความแปร
ผันของ pH  
  

Muthukumara
samy et al., 
2006; 
Sun and 
Griffiths, 2000 

polyacryla
mide 

การสังเคราะห์
ทางเคมี 
 

acrylamide 
subunits 
 

cross-linking 
using 
ammonium 
persulfate, 
N,N-
methylenebi
s 
(acrylamide), 
N,N,N,N-
tetramethyl
enediamine 

- สัดส่วนของเซลล์
ต่อ acrylamide             
มีผลต่อความแข็ง
ของเจล 
- เจลมีรูพรุนมาก
และมีปริมาณน้ำสูง 
– การเกิด                   
พอลิเมอไรเซชัน 
ทำให้เกิดความ
เสียหายอย่าง
รุนแรงต่อผนังเซลล์
และสญูเสียความมี
ชีวิตของเซลล ์

Calvet et al., 
2004; Wyss et 
al., 2004 

ที่มา: Rathore et al., (2013) 
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ตารางที ่3 (ต่อ) 
โพลิเมอร์ แหล่งที่มา โครงสร้างเคมี กลไกการแข็งตัว หมายเหตุ อ้างอิง 

gelatin collagen  
 

glycine 
proline และ 4- 
hydroxyproline 
residues 

- แข็งตัวด้วย
ความร้อน 
- การเช่ือมโยงพอ
ลิเมอรโ์ดยใช้  
formaldehyde 
หรือ 
glutaraldehyde 
- การใช้แรงดัน
และการฉายรังส ี

- สามารถใช้ในการ
ห่อหุ้มเพียงชนิด
เดียวหรือใช้
ร่วมกับโพลเิมอร์ 
ชนิดอื่น 
- มีประโยชน์ใน
การสร้างโครงสร้าง
ปฏิสัมพันธ์ 
ที่แข็งแกร่งกับ 
anionic polymer 
เช่น gellan gum 

Annan et 
al., 2008; da 
Silva and 
Pinto, 2012; 
Hyndman et 
al., 1993 

 
 

 

 

โปรตีนนม 
(casein, 
whey 
protein) 

นม 
 

lactose และ 
soluble 
proteins 

สำหรับ casein 
กรดทำให้เกิดการ
แข็งตัวและ
สำหรับ whey 
protein ความ
ร้อนทำให้แข็งตัว 

- มีคุณสมบัติทำให้
เกิดเจลได้ดี  
- ใช้สำหรับการ
ห่อหุ้มเซลล์
จุลินทรีย์            
โปรไบโอติก 

De Castro-
Cislaghi et 
al., 2012; 
Doherty et 
al., 2011; 
Hébrard et 
al., 2006; 
Livney 2010; 
Millqvist-
Fureby et 
al., 2001 

polyvinyl 
alcohol 
(PVA) 
 

 vinyl alcohol 
subunits 
 
 

cross-linking 
using boric acid 

- จุลินทรีย์ที่อยู่ใน
เมทริกซ์ PVA    
อาจไดร้ับความ
เสียหายอย่าง
รุนแรงจากกรดบอ
ริกในระหว่าง
กระบวนการ
เตรียม 
- ความเป็นพิษ
สามารถลดลงได้
โดยการแทนท่ีกรด
บอริกด้วยโซเดียม
ซัลเฟตสำหรับ
ปฏิกิริยาเชื่อมโยง
พอลิเมอร ์

Gao et al., 
2004 

ที่มา: Rathore et al., (2013) 
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2.8.2 วิธีการผลิตไมโครเอนแคปซูเลชั่น 
วิธีการผลิตไมโครเอนแคปซู เลชั่นจะต้องมีวิธีดำเนินการที่ ไม่ส่ งผลเสียต่อ                     

เซลล์จุลินทรีย์และทำให้เซลล์มีความสเถียรภาพเพ่ือสนับสนุนการเจริญและการเก็บรักษา
ความมีชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์ได้ในระยะยาว ในช่วงหลายปีที่ผ่านมาได้มีการทดสอบ               
เทคนิ คต่ าง  ๆ  ในการผลิ ต ไม โคร เอนแคปซู เลชั่ น  ได้ แก่  เอ็กซ์ท รูชั่ น  (extrusion)                      
โคอะเซอเวชั่น (coacervation) อิมัลซิฟิเคชั่น (emulsification) และการทำแห้งแบบพ่นฝอย 
(spray drying) วิธีการผลิตไมโครเอนแคปซูเลชั่นที่เลือกใช้จำเป็นต้องคำนึงถึงความเสียหาย
ของเซลล์ให้น้อยที่สุดและการรอดชีวิตของเซลล์ รวมทั้งต้นทุนการผลิตที่สามารถยอมรับได้ 
(Rathore et al., 2013)  

2.8.2.1 วิธีเอ็กซ์ทรูชั่น (extrusion) 
 เป็นวิธีการทั่วไปสำหรับการผลิตไมโครเอนแคปซูเลชั่นของเซลล์จุลินทรีย์ 

โดยผสมสารห่อหุ้มที่เป็นโพลิเมอร์กับเชื้อจุลินทรีย์แล้วอัดผ่านรูเป็นหยดลงในสารละลายที่
ตัวเชื่อมทำให้เกิดเม็ดเจล (ภาพที่ 3) ปัจจัยที่มีผลกระทบต่อขนาดของไมโครแคปซูลที่ผลิตด้วย
วิธีนี้ ได้แก่ เส้นผ่าศูนย์กลางของรูที่ปล่อยเชื้อ อัตราการไหลและความหนืดของสารละลาย     
โพลิเมอร์ ความสูงหรือระยะห่างปล่อยเชื้อลงจากช่องไปยังสารละลายที่ทำให้เชื่อมกันเป็นเม็ด
และความเข้มข้นและอุณหภูมิของสารละลายโพลิ เมอร์  (Brun-Graeppi et al., 2011)             
วิธีนี้เป็นวิธีที่มีกระบวนการผลิตง่าย ต้นทุนต่ำ และยังเป็นวิธีที่มีผลกระทบน้อยต่อการอยู่รอด
ของจุลินทรีย์ (De Vos et al., 2010) แต่ยังเป็นวิธีที่มีข้อจำกัดในการผลิตไมโครเอนแคปซูลที่
มีขนาดน้อยกว่า 500 ไมโครเมตร (Reis et al., 2006) และสารละลายโพลิเมอร์ที่มีความหนืด
ปานกลางจึงต้องใช้หัวฉีดที่มีขนาดค่อนข้างใหญ่กระบวนการผลิตช้า (Burgain et al., 2011)  

2.8.2.2 วิธีการอิมัลซิฟิเคชั่น (emulsification) 
 กระบวนการทางเคมีเกี่ยวกับการทำให้เซลล์จุลินทรีย์และสารละลาย                   

โพลิเมอร์ที่เป็นของเหลวแตกตัวแพร่กระจายในน้ำมัน ส่วนผสมจะถูกทำให้เป็นเนื้อเดียวกันอยู่
ในรูปแบบน้ำในส่วนน้ำมัน ( water-in-oil หรือ w/o) ด้วยการใช้สารลดแรงตึงผิวและการผสม
ให้เข้ากัน เมื่อมีการสร้างอิมัลชันน้ำในน้ำมันส่วนวัสดุโพลิเมอร์ที่มีคุณสมบัติละลายน้ำได้จะไม่
เกิดการละลายแต่ โพลิ เมอร์จะเกิดอนุภาคเล็ก  ๆ  ในน้ ำมัน  (ภาพที่  3) ขนาดของ                     
ไมโครแคปซูลจะขึ้นอยู่กับจากความเร็วในการตีปั่นผสมให้เข้ากัน ชนิดของวัสดุโพลิเมอร์     
อัตราการเติมสารละลาย โพลิ เมอร์ และความเข้มข้นของอิมัลซิ ไฟเออร์  ขนาดของ               
อนุภาคจะน้อยกว่า 300 ไมโครเมตร สามารถช่วยให้จุลินทรีย์อยู่รอดได้ 80-95 เปอร์เซ็นต์   
แต่เป็นวิธีที่ค่าใช้จ่ายสูง (Burgain et al., 2011; Krasaekoopt et al., 2003)   
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ภาพที่ 3 แผนผังกระบวนการทำไมโครเอนแคปซูเลชั่นด้วยวิธีเอ็กซ์ทรูชั่นและอีมัลชั่น 

ที่มา: Krasaekoopt et al., (2003)  
 
2.8.2.3 วิธีการโคอะเซอเวชั่น (coacervation) 

เทคนิคนี้จะใช้การแยกวัฏจักรของโพลิเมอร์ที่มี 1 วัฏภาคหรือมากกว่า                  
1 วัฏภาค โดยการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ ได้แก่  ค่าพีเอช อุณหภูมิ หรือองค์ประกอบของ
สารละลาย นำไปสู่การแยกโพลิเมอร์ส่วนประกอบหลักและตัวทำละลาย เกิดการสะสมของการเกาะ
ตัวแน่นของสารละลายพอลิเมอร์รอบวัสดุแกนกลางทำให้เกิดเป็นไมโครแคปซูล เทคนิคนี้เป็นวิธีที่มี
ประสิทธิภาพในการห่อหุ้มและสามารถควบคุมการปลดปล่อยของสารได้จากการอาศัยปัจจัยต่าง ๆ
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เช่น อุณหภูมิ การเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอช เป็นต้น อย่างไรก็ตามวิธีการ โคอะเซอเวชั่นยังมี             
ค่ า ใช้ จ่ ายสู ง แ ล ะ ไม่ เห ม าะส ำห รั บ ก ารผลิ ต ไม โค รแค ป ซู ลที่ มี ข น าด อนุ ภ าค เล็ ก ม าก                                     
(Freitas et al., 2005; John et al., 2011) 

2.8.2.4 วิธีการทำแห้งแบบพ่นฝอย (spray drying) 
เทคนิคการทำแห้งแบบพ่นฝอยสามารถใช้ในการตรึงจุลินทรีย์ในสารละลาย

โพลิเมอร์ด้วยการพ่นส่วนผสมรูปแบบของเหลวและการระเหยน้ำอย่างรวดเร็ว โดยอาศัยลมร้อนด้วย

อุณหภูมิที่เหมาะสมทำให้ได้ไมโครแคปซูลของจุลินทรีย์ในรูปแบบผงแห้ง  ซึ่งมีปัจจัยในการปรับ                           

สภ าวะการท ำแห้ งแบ บ พ่ น ฝอย  ได้ แก่  อั ต ราความ เร็ ว ใน การฉี ด พ่ น  แ รงดั น อากาศ                           

อุณหภูมิลมร้อนขาเข้าและอุณหภูมิ ลมร้อนออก ความหนืดและชนิดสารที่ถูกพ่น เป็นต้น                 

เพ่ือให้เกิดไมโครแคปซูลในรูปแบบสมบูรณ์  การปรับอุณหภูมิของอากาศขาเข้าที่เหมาะสมเป็น                    

สิ่งสำคัญ เนื่องจากหากอุณหภูมิต่ำจะทำให้ อัตราการระเหยน้ำลดลง ซึ่งจะนำไปสู่การเกิด                      

ไมโครแคปซูลที่มีผนังหนาและมีคุณสมบัติการไหลในระหว่างการผลิตไม่ดี แต่หากใช้อุณหภูมิสูงเกิน

การระเหยของความชื้นเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วทำให้เกิดรอยร้าวที่ผนังของไมโครแคปซูลและอาจส่งผล

ต่อความมีชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์ได้ (Brun-Graeppi et al., 2011; Gouin, 2004; Ma et al., 2015;                      

Rodríguez-Huezo et al., 2007)  

การทำแห้งแบบพ่นฝอยเป็นวิธีการที่ มีประสิทธิภาพในการห่อหุ้มที่ดี  

สามารถผลิตไมโครแคปซูลได้ในระดับอุตสาหกรรม และมีค่าใช้จ่ายต่ำ แต่วิธีการนี้จะมีข้อจำกัดต่อ

ผลิตภัณฑ์ท่ีไวต่อความร้อนที่ส่งผลให้ผลิตภัณฑ์ระเหยหรือสลายไปได้ ในการตรึงจุลินทรีย์ด้วยวิธีการ

ทำแห้งแบบพ่นฝอยจึงมักพบในแบคทีเรียที่สามารถสร้างเอนโดสปอร์ที่ทนต่ออุณหภูมิ สูงได้                       

(Ma et al., 2015; Meng et al., 2015) นอกจากวิธีนี้จะถูกใช้กับการตรึงจุลินทรีย์แล้วยังมีการ

นำไปใช้ในการห่อหุ้มวัตถุปรุงแต่งกลิ่นรส ไขมัน น้ำมันหอมระเหย และรงควัตถุ เป็นต้น                    

(Lucas et al., 2020; Obón et al., 2009; Rodea-González et al., 2012) 
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ภาพที่ 4 แผนผังกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย 

ที่มา: (De Vos et al., 2010) 
 

2.9 ข้อมูลทั่วไปของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. 
 เชื้อแบคทีเรียสกุล Bacillus ถูกศึกษาตั้งแต่ปี ค .ศ. 1872 โดย Cohn (Castillo et al., 
2013)  สามารถจัดจำแนกอันดับอนุกรมวิธานได้ ดังนี้  

 
Domain Bacteria 
         Phylum Firmicutes 
           Order Bacillales 
              Family Bacillaceae 
                            Genus Bacillus 

 
 สกุล Bacillus เป็นจุลินทรีย์กลุ่มหนึ่งที่มีความหลากหลายและมีการนำไปใช้ในเชิงการค้า
เป็นอย่างมาก ซึ่งมี 146 สายพันธุ์ที่ระบุไว้ใน 5th edition of Bergey's Manual of Systematic 
Bacteriology กลุ่มแบคทีเรียนี้สามารถพบได้อย่างแพร่หลายในระบบนิเวศน์ ได้แก่ ดิน น้ำ อากาศ 
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บนพื้นผิวและบริเวณรอบรากของพืช ในระบบทางเดินอาหารของสัตว์ และนอกจากนั้นยังสามารถพบ
ในสภาพแวดล้อมที่รุนแรง แบคทีเรีย Bacillus spp. มีคุณสมบัติที่หลากหลาย ได้แก่ ตรึงไนโตรเจน 
(nitrogen-fixing bacteria) การเปลี่ยนสารประกอบไนเตรต (NO3

-) เป็นสารประกอบไนไตรต์ (NO2
-) 

และไดไนโตรเจนมอนอกไซด์ (N2O) แล้วกลายเป็นไนโตรเจนในบรรยากาศ (denitrifying bacteria)  
(Castillo et al., 2013)  ในจีโนมทั้งหมดของแบคทีเรีย Bacillus มี 5-8 เปอร์เซ็นต์ ที่เกี่ยวข้องกับ
ชีวสังเคราะห์ของสารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) ซึ่งจะมีโครงสร้างแตกต่างกัน
ออกไป สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ สำคัญ ที่ ได้จากแบคที เรีย Bacillus เช่นกลุ่ม peptides, 
lipopeptides, polyketide compounds, bacteriocins แ ล ะ  siderophores (Stein, 2005) 
แบคทีเรีย B. amyloliquefaciens FZB42 มียีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิ
หลายชนิด ซึ่งสารเมแทบอไลท์บางชนิดสามารถในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคและส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช  (Chen et al., 2008) บางสายพันธุ์ก่อโรคในแมลง เช่น B. thuringiensis          
จึงมีการนำแบคทีเรียเหล่านี้ไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์สารชีวภัณฑ์กำจัดแมลงเพ่ือลดปัญหาการใช้
สารเคมีควบคุมศัตรูพืช  (Teera-arunsiri et al., 2003; Zhang et al., 2016) แบคทีเรียสกุลนี้               
ถูกนำมาใช้ในกระบวนการอุตสาหกรรมที่หลากหลาย เช่น การผลิตผลิตภัณฑ์สำหรับอุตสาหกรรม
อาหารและยา เอนไซม์ที่ช่วยเพ่ิมรสชาติและอาหารเสริม และมีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโต   
ของพืช (Abdhul et al., 2015; Kloepper et al., 2004) 
 

2.9.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา คุณสมบัติทางชีวเคมี และลักษณะทางกายภาพของเชื้อ
แบคทีเรีย Bacillus spp. 

แบคทีเรีย Bacillus จัดเป็นแบคทีเรียแกรมบวกกลุ่มใหญ่ ลักษณะโคโลนีที่แตกต่าง
กันจะขึ้ นอยู่ กับปั จจั ยทางสภาพแวดล้อม ความชื้ นของอาหารเลี้ ยงเชื้ อ  อุณ หภูมิ  หรือ                       
สภาพบรรยากาศที่ใช้บ่มเชื้อ ยกเว้นบางสายพันธุ์ที่มีโคโลนีขนาดเล็ก ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ
โคโลนีขึ้นอยู่กับจำนวนโคโลนีที่สร้างขึ้นบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ความเข้มข้นของสารอาหารหรือ
ปริมาณอาหารในจานเพาะเชื้อ แบคทีเรีย B. subtilis และ B. pumilus มักจะแสดงลักษณะ                     
สัณฐานวิทยาที่แปรปรวนสูง โคโลนีมีทั้งแบบโปร่งแสงและทึบแสง ลักษณะของเซลล์มีรูปร่างท่อน               
มีขนาดประมาณ 0.5-1.2 x 2.5-10 ไมโครเมตร ซึ่งเซลล์อาจอยู่เป็นท่อนเดี่ยวหรือต่อกันเป็นสาย                
มีการสร้างเอนโดสปอร์จึงทำให้ทนร้อนและทนต่อสภาพแวดล้อมต่าง ๆ ได้ ในแต่ละสายพันธุ์จะมี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเอนโดสปอร์ทั้งขนาดและตำแหน่งการสร้างเอนโดสปอร์ภายในเซลล์
แตกต่างกัน สามารถแบ่งกลุ่ม Bacillus โดยขึ้นอยู่กับลักษณะของเอนโดสปอร์ได้ออกเป็น 3 กลุ่ม 
ดังนี้ กลุ่มที่ 1 แกรมบวก เซลล์รูปร่างท่อน สปอร์รูปร่างกลมรีหรือรูปร่างทรงกระบอก ตำแหน่งของ
สปอร์อยู่ตรงกลางหรือตรงปลายเซลล์ ซึ่งมีกลุ่มเซลล์ขนาดใหญ่ มีความกว้างมากกว่า 1 ไมโครเมตร 
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ภ าย ใน พ บ  poly-beta-hydroxybutyrate ใน  protoplasm ได้ แ ก่  B. anthracis, B. cereus,                 
B. cereus var. mycoides, B. megaterium และ  B. thuringiensis และกลุ่ ม เซลล์ขนาดเล็ ก                
มีความกว้างน้ อยกว่า 1 ไม โครเมตร ได้ แก่  B. lichenifornis, B. pumilus และ  B. subtilis                     
กลุ่มที่ 2 เซลล์โปร่งพองสามารถย้อมติดสีแกรมได้ทั้งสองสี (gram-variable) สปอร์รูปร่างกลมรี 
ตำแหน่งของสปอร์อยู่ตรงกลางหรือตรงปลายเซลล์ ได้แก่ B. alvei, B. brevis, B. circulans,                
B. larvae, B. lentimorbus, B. macerans, B. polymyxa, B. popillae แ ล ะ                            
B. stearothermophilus ก ลุ่ ม ที่  3 ส าม ารถ ย้ อ ม ติ ด สี แ ก รม ได้ ทั้ งส อ งสี  (gram-variable)                 
สปอร์รูปร่างกลม ตำแหน่งของสปอร์อยู่ตรงค่อนข้างปลายหรือตรงปลายเซลล์ ได้แก่ B. sphaericus 
เซลล์สามารถเคลื่อนที่ได้โดยแฟลกเจลลาแบบเพอริทริคัส (peritrichous flagella) มีลักษณะ              
แฟลกเจลลาอยู่รอบเซลล์ สามารถเจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (facultative 
anaerobe) อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญอยู่ในช่วง 25-37 องศาเซลเซียส บางสปีชีส์สามารถ
เจริญได้ทั้งสภาวะกรดและด่างอยู่ในช่วงพีเอช 2-10 ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีเป็นวิธีดั้งเดิม                     
ในการจัดจำแนกแบคทีเรียในระดับสปีชีส์ ความหลากหลายของการเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียแต่
ละสปีชีส์จะมีคุณสมบัติทางชีวเคมีแตกต่างกัน (Castillo et al., 2013)  (ตารางที่ 4) 
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ตารางที่ 4  คุณสมบัติที่แตกต่างของแบคทีเรีย Bacillus spp.  

หมายเหตุ Ba1= B. amyloliquefaciens, Bp= B. pumilus, Bs= B. subtilis, Bl1= B. licheniformis,         
Bc= B. cereus, Bt= B. thuringiensis, Bm1= B. mycoides, Bf1= B.fastidiosus, Bf2=B. firmus,              
Bl2= B. lentus, Bm2= B. megaterium, Bb= B. bodius และ Ba2= B. anthracis 
d= substancial proportion of specie differ; ND= Not done; NG= no growth  

ที่มา: Castillo et al., (2013) 

คุณสมบัติ Ba1 Bp Bs Bl1 Bc Bt Bm1 Bf1 Bf2 Bl2 Bm2 Bb Ba2 

cell diameter 
> 1.0 𝜇𝑚 

- - - - + + + + - - + - + 

parasporal 
crystals 

- - - - d - - - - - - - - 

Anaerobic - - - + + + - - - - - - + 
Voges Proskauer + - + + d + + NG - - - - + 
egg yolk 
lecithin’s 

- - - - + + + - - - - - + 

growth in 
lysozyme 

- d d d + + + ND - - - - + 

d-glucose + + + + + + + NG + + + - + 
l- arabinose d + + + - - - NG - + d - - 
d-xylose D d + + + - - - NG - + d - - 
d-mannitol + + + + - - - NG + + d - - 
Starch + - + + + + + - + + + - + 
Casein + + + + + + + - + d + + + 
nitrate reduction + - + + + + _ - d d d - + 
degradation of 
tyrosine 

- - - - - ND ND - d - d + d 

Growth in 7% 
NaCl 

+ + + + + d d - + d d ND + 

growth 

10°C ND + d - d d d + d ND + - - 

50°C d d d + - - - - - - - + _ 

55°C ND - - + - - - - - - - - - 

citrate d + + + + + d - - - + - d 
propionate ND - - + ND ND ND - - - ND - ND 



 

 

 
 32 

2.9.2 ความสำคัญของเชื้อ Bacillus spp. ในการควบคุมโรคพืช 
เชื้อโรคพืชเป็นปัญหาสำคัญที่สร้างความเสียหายต่อผลผลิตทางการเกษตร ปัจจุบัน

ได้มีการใช้สารเคมีทางการเกษตรในการควบคุมเชื้อโรคพืช ถึงแม้ว่าการใช้สารเคมีทางการเกษตรจะมี
ประสิทธิภาพสูงและใช้งานได้ง่าย แต่ส่งผลเสียอย่างมากต่อสิ่งแวดล้อมและสิ่งมีชี วิตทุกชนิด         
ดังนั้นจึงมีการใช้สารชีวภัณฑ์จากจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในการจัดการโรคพืชซึ่งเป็นวิธีที่ปลอดภัย 
แบคที เรียสกุล  Bacillus มี ความสำคัญ และถู กนำไป ใช้ ในการควบคุมศั ตรู พื ชมากที่ สุ ด              
เนื่องจากสามารถเพ่ิมจำนวนได้อย่างรวดเร็วและมีการสร้างสปอร์ที่ช่วยให้ทนต่อสภาพแวดล้อม
รุนแรง เหมาะสมต่อการนำไปพัฒนาชีวภัณฑ์ที่สามารถเก็บไว้ได้ อีกทั้งยังมีความสามารถในการ
ควบคุมได้อย่างกว้างขวาง (Fan et al., 2018) จุลินทรีย์ปฏิปักษ์สกุล Bacillus หลายชนิดพบว่า               
มีประสิทธิภาพในการต่อต้านเชื้อโรคพืชด้วยกลไกต่าง ๆ ได้แก่ การแข่งขันเพ่ือปัจจัยที่มีผลต่อ          
การเจริญ มีการสร้างเอนไซม์ขึ้นภายในเซลล์ (Akhtar et al., 2010) แบคทีเรียสกุล Bacillus           
ใน ก ลุ่ ม ข อ ง ไร โซ แ บ ค ที เรี ย ที่ ช่ ว ย ส่ ง เส ริ ม ก า ร เจ ริ ญ เติ บ โต ข อ ง พื ช ห รื อ พี จี พี อ า ร์                           
(PGPR, plant growth promoting rhizobacteria) ซ่ึงแบคทีเรียเหล่านี้จะมีการสร้างสารต้านจุลชีพ
หลากหลายที่ช่วยปกป้องพืชโดยควบคุมศัตรูพืชได้ หลายชนิดและมีการสังเคราะห์ฮอร์โมนพืช        
ช่วยเพ่ิมความสามารถในการดูดซึมธาตุอาหารของพืชและช่วยให้พืชสามารถป้องกันความเครียดที่เกิด
จากสิ่งมีชีวิตและสิ่งไม่มีชีวิต นอกจากนั้นยังมีสร้างสารที่ทำให้กระตุ้นการชักนำการต้านทานในพืช 
(Shafi et al., 2017)  

แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus แต่ละชนิดจะมีกลไกการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคแตกต่าง
กันดังเช่นงานวิจัยของ Chowdappa และคณะ (2013) ศึกษาแบคทีเรีย B. subtilis OTPB1 มาปลูก
เชื้อร่วมกับการปลูกมะเขือเทศเพ่ือศึกษาการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืช ได้แก่ Alternaria solani และ 
Phytophthora infestans และส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช พบว่าสามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค
พืชทั้งสองได้และมีการเจริญเติบโตทั้งยอด ราก ความแข็งแรงของต้นกล้า และใบของมะเขือเทศ
เพ่ิมขึ้น ตรวจสอบพบระดับฮอร์โมนที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ gibberellin A3 (GA3) 
และ indole-3-acetic acid (IAA) เพ่ิมขึ้น และยังพบเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันตัวเอง ได้แก่ 
peroxidase (PO), polyphenol oxidase (PPO) และ superoxide dismutase เอนไซม์ที่ผลิตจาก
B. subtilis มีฤทธิ์สูงในการต้านทานเชื้อราก่อโรค ซึ่ งทางองค์การอาหารและยาในประเทศ
สหรัฐอเมริกายังถือว่า B. subtilis เป็นสิ่งมีชีวิตที่ปลอดภัยสามารถใช้ได้ในอุตสาหกรรมอาหาร         
(Shafi et al., 2017) 

Ashwini และ Srividya (2014) ได้ศึกษาแบคทีเรีย B. subtilis ที่แยกได้จากดิน
บริเวณรอบ ๆ รากของต้นพริก ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อโรคแอนแทรกโนสในพริกสาเหตุ
จาก เชื้ อ รา  Colletotrichum gloeosporioides OGC1 โดยตรวจสอบกลไกของ  B. subtilis             
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พ บ ว่ า ส าม า ร ถ ผ ลิ ต  mycolytic enzymes ได้ แ ก่  chitinase, glucanase, cellulase แ ล ะ 
carboxymethylcellulose ส่งผลให้เส้นใยและผนังเซลล์ของเชื้อสาเหตุโรคถูกทำลายได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 

 Fan และคณะ (2017) ได้ศึกษาแบคทีเรีย B. subtilis 9407 ในการควบคุมโรค 
ring rot ในแอปเปิ้ล พบว่าเชื้อแบคที เรียชนิดนี้สามารถผลิตสาร fengycin ซึ่ งเป็นสารกลุ่ม 
lipopeptide สามารถยับยั้งโรค ring rot ที่มีสาเหตุจากเชื้อรา Botryosphaeria dothidea ได้ 
กลไกการทำลายเชื้อราของสารชนิดนี้เกิดขึ้นโดยโครงสร้างเซลล์เปลี่ยนแปลงและผนังเซลล์ของเชื้อรา
มีรูรั่วเกิดข้ึน ซ่ึงสาร fengycin มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราก่อโรคในพืชอ่ืน ๆ ได้ด ี 

Ben Abdallah แล ะคณ ะ  (2018) ศึ กษ าแบคที เรี ย  B. amyloliquefaciens 
subsp. plantarum 32a ที่ปรับตัวอาศัยอยู่ในดินบริเวณรอบรากพืชได้เป็นอย่างดี มีความสามารถ
ควบคุมโรค crown gall มีสาเหตุจากแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens ทำให้พืชเกิดการ
เจริญผิดปกติโดยแบ่งเซลล์จนเกิดปมจำนวนมากและสร้างสารที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ 
siderophore, hydrolytic enzymes, IAA และสามารถละลายฟอสเฟตได้ ซึ่งเชื้อแบคทีเรียสาย
พันธุ์นี้มียีนที่ เกี่ยวข้องกันการสร้างสารที่สามารถยับยั้ งเชื้อสาเหตุโรคพืช ได้แก่  bacilysin, 
macrolactin, bacillaene และ difficidin  

แบคทีเรีย B. thuringiensis ที่มีความสามารถก่อโรคในแมลง ได้มีการนำมาใช้ใน
การควบคุมแมลงศัตรูพืชทดแทนสารเคมีทางการเกษตร ซึ่งปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อมและมนุษย์  
กิจกรรมทางชีวภาพของแบคทีเรีย B. thuringiensis มีความหลากหลายที่เป็นพิษต่อแมลง ได้แก่ 
cytotoxin vegetative, insecticidal protein,  secreted insecticidal protein, thuringiensin 
และอ่ืน  (Bravo et al., 2011) Dos Santos และคณะ  (2009) ศึกษาการคัด เลือกแบคที เรีย                         
B. thunringiensis ที่ สามารถทำลายหนอน  หนอนกระทู้ ชนิ ดต่ าง  ๆ (Spodoptera) ได้ แก่  
Spodoptera eridania, Spodoptera cosmioides แ ล ะ  Spodoptera frugiperda ซึ่ ง เป็ น            
แมลงศัตรูพืชที่สำคัญของฝ้ายและถ่ัวเหลืองในประเทศบราซิล พบว่ามีแบคทีเรีย 7 ไอโซเลต ทีม่ีความ
เป็นพิษในการต่อต้านหนอนกระทู้ทั้งสามชนิดนั้นมากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งประเมินได้จากค่าความ
เข้มข้นของ spore crystal protein mixture ที่ทำให้แมลงตายเป็นครึ่งหนึ่งของกลุ่มแมลงที่ทำการ
ทดลอง  

 จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Bacillus ที่มีประโยชน์ในการควบคุมศัตรูพืชเหล่านี้จึงได้รับ    
ความสนใจในการนำไปพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus ทางการค้าเพ่ือให้เกษตรกร
สะดวกต่อการนำจุลินทรีย์มาใช้ควบคุมศัตรูพืช ในปัจจุบันจึงมีชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus 
ทางการค้าหลายชนิดดังตารางที่ 5 
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ตารางท่ี 5 สารชีวภัณฑ์ทางการค้าจากแบคทีเรีย Bacillus spp. 

ชื่อการค้า แบคทีเรียปฏิปักษ์ บริษัทผู้ผลิต 
Avogreen® B. subtilis Ocean Agriculture, South Africa 
Ballad®  AgraQuest Inc., USA 
Bio safe®  Lab. Biocontrole Farroupilha, 

Brazil 
Biosubtilin  Biotech International Ltd., India 
Cease®  BioWorks Inc., USA 
Companion®  Growth Products Ltd., USA 
Ecoshot  Kumiai Chemical Industry, Japan 
FZB 24®WG  ABiTEP GmbH, Germany 
HiStick N/T® / 
Subtilex® / Pro-Mix® 

 Becker Underwood, USA and 
Premier Horticulture Inc., Canada 

Kodiak®  Gustafson Inc., USA 
Rhapsody®  AgraQuest Inc., USA 
Rhizo Plus®  ABiTEP GmbH, Germany 
Serenade®  AgraQuest Inc., USA 
Ballad Plus i Sonata® B. pumilus Bayer CropScience, USA 
Yield Shield®   
RhizoVital® 42 B. amyloliquefaciens ABiTEP GmbH, Germany 
RhizoVital® 42 TB   
EcoGuard TM 
Biofungicide 

B. licheniformis Novozymes A/S, Denmark and 
Novozymes Biologicals, USA 

Botrybel B. velezensis Agricaldes, Spain 

ที่มา: Fira et al., (2018) 
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 บทที่ 3  
วิธีดำเนินการวิจัย 

 
3.1 การทดสอบความสามารถในการเกิดโรคของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว 

เตรียมพืชทดสอบต้นข้าวสายพันธุ์ขาวดอกมะลิ105 โดยปักดำในกระถางพลาสติกรูปิด              
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 นิ้ว ที่มีดินปลูก กระถางละ 3 ต้น ปลูกให้ข้าวมีอายุ 21 และ 28 วัน ก่อนทำ
การทดสอบ จำนวน 10 ซ้ำ และเตรียมเชื้อแบคทีเรีย Xoo แบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว 
ที่ ได้ รับความอนุ เคราะห์ จากสำนักวิจั ยและพัฒ นาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร                 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ และถูกเก็บรักษาในกลีเซอรอล (glycerol) ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์                  
ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส โดยเพาะเลี้ยงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient glucose agar (NGA) 
บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ก่อนนำมาเตรียมเซลล์แขวนลอยในน้ำกลั่นนึ่ง
ฆ่าเชื้อโดยวัดค่าดูดกลืนคลื่นแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) ที่ความ
ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600nm) ให้มีค่าเท่ากับ 1 หรือความหนาแน่นเซลล์ 108 CFU/มิลลิเมตร 

ปลูกเชื้อ Xoo ด้วยวิธีตัดใบ (clipping method) (Kauffman et al., 1973) โดยใช้กรรไกรที่
ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ จุ่มเซลล์แขวนลอยของเชื้อ Xoo ที่เตรียมไว้ดังข้างต้น 
นำมาตัดใบข้าวให้ห่างจากปลายใบ 3-5 เซนติเมตร จากนั้นคลุมถุงท้ังต้นเพื่อกักเก็บความชื้นเป็นเวลา 
24 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับการใช้น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ สังเกตลักษณะอาการของโรคเป็นเวลา 14 วัน            
ให้ระดับคะแนนจากพ้ืนที่ใบข้าวที่ถูกทำลาย (ตารางที่ 6)  

 
ตารางที่ 6 ระดับอาการการเกิดโรคขอบใบแห้งของข้าว  (Hastuti et al., 2012) 
ระดับอาการ ลักษณะอาการ 

0 ไม่เกิดแผล 
1 เกิดแผล 1-5 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่ใบข้าว 
3 เกิดแผล 6-12 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่ใบข้าว 
5 เกิดแผล 13-25 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่ใบข้าว 
7 เกิดแผล 26-50 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่ใบข้าว 
9 เกิดแผล 50-100 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่ใบข้าวและมีใบแห้งตายทั้งใบ 
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ประเมินร้อยละการเกิดโรค (percent disease incidence) และดัชนีความรุนแรงของการ 
เกิดโรค (disease severity index) โดยมีสูตรคำนวณ ดังนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
3.2 การคั ด เลื อกและทดสอบประสิทธิภ าพของแบคที เรียปฏิ ปั กษ์ ในการยับยั้ ง เชื้ อ 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในระดับห้องปฏิบัติการ 

3.2.1 การทดสอบด้วยวิธี agar plate inhibition assay   
เตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์เชี่ยวชาญนวัตกรรม

เกษตรสร้างสรรค์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์แห่งประเทศไทย (วว.) จำนวน 15 ไอโซเลต ได้แก่ 
BR/KHI2, P23L1, IKM1, FDKF5, 1.9, N1, N2, 4.3/6, 4.4/10, 2.3/3, LK2.1, LK2.2, CR607, 
CR2/5 และ N001-2 ซึ่ งถูกเก็บรักษาในกลี เซอรอล ความเข้มข้น  20 เปอร์เซ็นต์  ที่ อุณหภูมิ                         
-80 องศาเซลเซียส โดยนำมาเพาะเลี้ยงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ NGA ให้มีอายุ 24 ชั่วโมง ก่อนทำการ
ทดสอบ  

เตรียมจานอาหารผสมเชื้อ  Xoo ด้วยเทคนิค pour plate โดยเตรียมเซลล์
แขวนลอยของเชื้อ Xoo ในน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ให้มคีวามหนาแน่นเซลล์ 109 CFU/มิลลิลิตร จากนั้นนำ
เซลล์แขวนลอยของเชื้อ Xoo ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ NGA ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อและอยู่ในขณะที่มี
อุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส อัตราส่วน 1:10 เทลงบนจานอาหารปลอดเชื้อปริมาตรจานละ 
20 มิลลิลิตร ทิ้งไว้จนผิวหน้าอาหารแห้ง จากนั้นจึงขีดเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ลงบนจานอาหารเป็น
ลักษณะเส้นตรงยาวประมาณ 2 เซนติเมตร โดยขีดเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์จำนวน 6 ไอโซเลตต่อจาน 
จำนวน 3 ซ้ำ (ภาพที่ 3.1) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตและบันทึกผล
การทดลองโดยวัดขนาดบริเวณยับยั้งเป็นหน่วยเซนติเมตร 

 
 
 
 
 

ร้อยละการเกิดโรค =      x 100 
จำนวนต้นที่เป็นโรคขอบใบแห้งของ

จำนวนต้นข้าวทั้งหมด 

ดัชนีความรุนแรงของโรค =          x 100 
ผลรวมของ (จำนวนใบที่แสดงอาการ x ระดับอาการ) 
(จำนวนใบทั้งหมด X ระดับคะแนนอาการสูงสุด) 
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ภาพที่ 5 แผนภาพจำลองการทดสอบประสิทธิภาพเบื้องต้นของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในการยับยั้ง
เชื้อสาเหตุโรคด้วยวิธี agar plate inhibition assay   

 
3.2.2 การทดสอบด้วยวิธี paper disc diffusion 

เตรียมเซลล์แขวนลอยของเชื้อ Xoo ในน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อให้มีความหนาแน่นเซลล์ 
109 CFU/มิลลิลิตร จากนั้นเกลี่ยเชื้อลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient glucose agar 
(NGA) ด้วยเทคนิค swab plate ทิ้งไว้จนผิวหน้าอาหารแห้ง และเตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์
ไอโซเลต N1 โดยเพาะเลี้ยงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ NGA ให้มีอายุ 24 ชั่วโมง แล้วมาเตรียม
เซลล์แขวนลอยในน้ ำกลั่ น นึ่ งฆ่ า เชื้ อ ให้ มี ความหนาแน่น เซลล์  109 CFU/มิ ลลิ ลิ ต ร                   
ดูดเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ เตรียมไว้ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงบน          
paper disc ขนาดเส้นผ่ าศูนย์กลาง  6 มิลลิ เมตร ที่ ผ่ านการฆ่ าเชื้ อแล้ ว  รอจนกว่ า                      
เซลล์แขวนลอยจะซึมทั่ว paper disc จากนั้นนำไปวางตรงกลางบนจานอาหารที่ได้ปลูกเชื้อ 
Xoo ที่ เตรียมไว้ดั งข้ างต้น  ทำการทดลองเปรียบ เทียบกับกรรมวิธีควบคุมทางลบ                 
(negative control) ได้แก่ น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ กรรมวิธีควบคุมทางบวก (positive control) 
ได้ แก่  ชี วภัณ ฑ์ แบคที เรี ย  B. subtilis DOA24 (กรมวิ ช าการเกษ ตร ) อั ต ราการใช้                           
50 กรัมต่อน้ำ 20 ลิตร และซิงค์ไทอะโซล อัตราการใช้ 600 กรัมต่อน้ำ 20 ลิตร ซึ่งเป็น
สารเคมีทางการเกษตรแนะนำในการป้องกันและกำจัดโรคข้าวที่มีสาเหตุจากแบคทีเรีย บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง สังเกตและตรวจสอบผลการทดลองโดยวัด
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเป็นหน่วยเซนติเมตร 

 
 

แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
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3.3 การจัดจำแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
ตรวจสอบด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล  

การจัดจำแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 ด้วยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
เบื้องต้น ได้แก่ ตรวจสอบลักษณะโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar (NA) การติดสีแกรม 
ลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  ลักษณะเอนโดสปอร์ และเทคนิคทางชีวโมเลกุลโดยการ
วิ เค ร าะห์ ล ำ ดั บ นิ ว ค ลี โอ ไท ด์ บ ริ เวณ ยี น  16S rRNA ซึ่ ง เ พ่ิ ม ป ริ ม าณ ดี เอ็ น เอ ด้ ว ย วิ ธี                  
polymerase chain reaction (PCR) ใช้ ไพ ร์ เม อ ร์  27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) แ ล ะ 
1541R (AAGGAGGTGATCCAGCCGCA) โดยนำแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 ที่เพาะเลี้ยงบนจาน
อาห าร เลี้ ย ง เชื้ อ  NA อ ายุ  24 ชั่ ว โม ง ม า เต รี ย ม เซลล์ แ ขวน ลอย ใน น้ ำกลั่ น ป ลอด เชื้ อ                
องค์ ป ระกอบป ฏิ กิ ริ ย า PCR ซึ่ ง ใช้  PCR master mix (Vivantis, Malaysia) 25 ไม โครลิ ต ร                             
(Taq DNA Polymerase (1.25 unit), ViBuffer A (1X), dNTPs (0.2mM) และ MgCl2 (1.5mM))             
ไพ ร์ เม อ ร์  27F 1 ไม โค รลิ ต ร  (10 µmol) , ไพ ร์ เม อ ร์  1541R 1 ไม โค รลิ ต ร  (10 µmol) ,                     
DNA template 2 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรด้วย nuclease free water ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 
50 ไมโครลิตร จากนั้นนำเข้าเครื่อง thermal cycle สภาวะที่ใช้ในการทำ PCR ดังตารางที่  7               
แล้ วทิ้ ง ไว้ ให้ เย็ น ลงที่่ อุณ หภู มิ  4 อ งศาเซล เซี ยส  ตรวจสอบขนาดของดี เอ็น เอ ด้ วย วิ ธี                          
เจลอิเล็คโตรโฟริซิส (gel electrophoresis) โดยนำ PCR product ที่ ได้ปริมาตร 3 ไมโครลิตร              
ผสมกับ loading dye 3 ไมโครลิตร นำมาแยกขนาดบน 1 เปอร์เซ็นต์ เจลอะกาโรส (agarose gel) 
ที่ มี ส่ วนประกอบ  DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, US) 1 ไม โครลิตร  เที ยบกับ             
DNA ladder 1Kb (Vivantis, Malaysia) ภายใต้สภาพ 1X TAE buffer กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ 
เป็น เวลา 30 นาที  จากนั้นนำไปตรวจภายใต้  UV transillumination และส่ง PCR product                 
เพ่ือวิเคราะห์ลำดับเบสที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ แล้วนำมาเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์กับ
ฐานข้อมูล EzBioCloud จากนั้นทำ multiple alignment และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรม (phylogenetic tree) วิเคราะห์ผลด้วยวิธี neighbor-joining กำหนดค่า bootstrap 
เท่ากับ 1000 โดยใช้โปรแกรม MEGA11 

 
ตารางท่ี 7 สภาวะที่ใช้ทำปฏิกิริยา PCR ในเครื่อง Thermal cycle 

สภาวะ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) จำนวนรอบ 
initial denaturing 94 5.00 1 
denaturing 94 0.30 

30 annealing 52 0.30 
extension 72 0.45 
final extension 72 5.00 1 
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3.4 การทดสอบความทนทานต่อสารเคมีทางการเกษตรของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. 
เตรียมเซลล์แขวนลอยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 ให้ได้ความ

หนาแน่นเซลล์ 108 CFU/มิลลิลิตร แล้วเกลี่ยเชื้อลงบนจานอาหาร NA และเตรียมสารเคมีทาง
การเกษตรที่ใช้ในการทดสอบ 9 ชนิด ได้แก่ กลุ่มกำจัดโรคพืช กลุ่มกำจัดวัชพืช และกลุ่มกำจัดแมลง 
ในอัตราที่แนะนำ (ตารางที่ 8 ) หยดสารเคมีแต่ละชนิดลงบนกระดาษกรองที่ผ่านการฆ่าเชื้อขนาด             
1 x 7 เซนติเมตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ปล่อยให้สารเคมีซึมและแห้งหมาดทั่วแผ่น จากนั้นนำไป
วางลงบนกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ เตรียมไว้ดังข้างต้น  บ่มที่ อุณหภูมิ 30                    
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง บันทึกผลการทดลองโดยสังเกตบริเวณยับยั้งที่เกิดขึ้นบนจาน
อาหารทดสอบ 
 
ตารางท่ี 8 สารเคมีทางการเกษตรและอัตราแนะนำที่ใช้ในการทดสอบ 

ประเภทสารเคมี
ทางการเกษตร 

ชื่อทางการค้า ชื่อสามัญ/สารสำคัญ อัตราการใช้ 

กลุ่มกำจัดโรคพืช อะมิโก้ (amigo) 
 

ฟอสอีทิลอะลูมิเนียม  
(fosetyl-aluminium) 

50 กรัมต่อน้ำ 20 ลิตร 

 ไทแบค (thibac) 
 

ซิงค์ไทอะโซล 
(zincthaizole) 

600 มิลลิลิตรต่อน้ำ 
20 ลิตร 

 บีม 75WP 
(beam 75WP) 

ไตรไซคลาโซล 
(tricyclazole)  

15 กรัมต่อน้ำ 20 ลิตร 

 โอมัยซิน 
(omycin)  

วาลิดามัยซิน  
(validamycin) 

40 มิลลิลิตรต่อน้ำ 20 
ลิตร 

 กรีนไดฟ์ 500EC 
(greendive 500EC) 

ไดฟีโนโคนาโซล 
(difenoconazole) และ  
โพรพิโคนาโซล 
(propiconazole)  

10 มิลลิลิตรต่อน้ำ 20 
ลิตร  

กลุ่มกำจัดวัชพืช เลวินเอฟ 
(levin-f) 

คาร์เบนดาซิม 
(carbendazim)  

10 มิลลิลิตรต่อน้ำ 20 
ลิตร 

 พาราควอต 
(paraquat) 

พาราควอต ไดคลอไรด์ 
(paraquat dichloride)  

600 มิลลิลิตรต่อน้ำ 
60 ลิตร 

 คลอแร็ค 
(clorac) 

ควีนคลอแรก (quinclorac) 50 กรัมต่อน้ำ 20 ลิตร 
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ตารางท่ี 8 สารเคมีทางการเกษตรและอัตราแนะนำที่ใช้ในการทดสอบ (ต่อ) 

ประเภทสารเคมี
ทางการเกษตร 

ชื่อทางการค้า ชื่อสามัญ/สารสำคัญ อัตราการใช้ 

กลุ่มกำจัดแมลง โปรวาโด 
(provado) 

อิมิดาโคลพริด 
(imidacloprid) 

1.5 กรัมต่อน้ำ 20 
ลิตร 

 
3.5 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. รูปแบบเชื้อสดในการยับยั้ง
เชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในพืชทดสอบ 
 เตรียมพืชทดสอบโดยใช้ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 อายุ 21 วัน และปลูกเชื้อสาเหตุโรค 
Xoo เช่นเดียวกับการทดลองที่ 3.1 แล้วคลุมถุงทั้งต้นเพ่ือกักเก็บความชื้นก่อนทำการทดสอบ                
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เตรียมแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ                     
nutrient glucose broth (NGB) เพาะเลี้ ยงในสภาวะเขย่ าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที                      
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นนำมาปรับความหนาแน่นเซลล์ให้ได้                   
108

 CFU/มิ ล ลิ ลิ ต ร  ว า งแ ผ น ก ารท ด ล อ งแ บ บ  completely randomized design (CRD)                      
จำนวน 10 ซ้ำ ทดสอบโดยวิธีการฉีดพ่นหลังจากพืชทดสอบทำการปลูกเชื้อสาเหตุโรค 24 ชั่วโมง 
ประกอบด้วย 4 กรรมวิธี ดังนี้ 

กรรมวิธีที่ 1 แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 รูปแบบเชื้อสด                    
ความหนาแน่นเซลล์ 108

 CFU/มิลลิลิตร  
กรรมวิธีที่ 2 สารเคมีทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซล  

อัตราการใช้ 600 มิลลิลิตรต่อน้ำ 20 ลิตร (positive control) 
กรรมวิธีที่ 3 น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ (negative control) 

สังเกตอาการโรคทุกวันและหลังจากการปลูกเชื้อสาเหตุโรค 14 วัน จึงประเมินร้อยละการเกิด
โรคและดัชนีความรุนแรงของการเกิดโรคเช่นเดียวกับการทดลองที่ 3.1 และประเมินดัชนีการยับยั้ง
โรค (disease reduction index) โดยมีสูตรคำนวณ ดังนี้ 

 
 
 
 
        เมื่อ  A = ดัชนีความรุนแรงของการเกิดโรคในชุดควบคุม (Xoo) 
      B = ดัชนีความรุนแรงของการเกิดโรคในชุดทดลอง 
 

ดัชนีการยับยั้งโรค =  A - B  

A  
x 100 
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3.6 การศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญและสร้างเอนโดสปอร์ของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์Bacillus spp.      

 3.6.1 การเตรียมกล้าเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. 
เตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 บนจานอาหาร NGA ให้มี

อายุ 24 ชั่วโมง แล้วเขี่ยเชื้อลงอาหาร NB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร                 
โดยเพาะเลี้ยงในสภาวะเขย่าความเร็วรอบ  150 รอบต่อนาที ที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส                      
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปรับความหนาแน่นเซลล์ให้มีค่า OD600nm เท่ากับ 2  

 
3.6.2 การคัดเลือกแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  NB ซึ่ งประกอบด้วย  beef extract 1.5 กรัมต่อลิตร                
yeast extract 1.5 กรัมต่อลิตร bacteriogical peptone 5 กรัมต่อลิตร และ NaCl 5 กรัมต่อลิตร 
โดยเพ่ิมแหล่งคาร์บอน ได้แก่ กลูโคส (glucose) หรือซูโครส (sucrose) ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร 
ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอ (TOMY ES-315, Japan) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดันไอน้ำ 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ทำการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์ในอาหารเหลวปริมาตร 
500 มิลลิลิตร ในฟาสก์ขนาด 1,000 มิลลิลิตร ใช้กล้าเชื้อที่เตรียมดังข้อ 3.6.1 ปริมาตร 10% (v/v) 
เพาะเลี้ยงในสภาวะเขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียล เก็บตัวอย่าง
ทุก 24 ชั่วโมง จนครบ 72 ชั่วโมง วัดการเจริญของแบคทีเรียปฏิปักษ์โดยหาปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้ง
โดยปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่อง centrifuge (Rotina 380, Germany) ที่ความเร็วรอบ 
8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วยน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 1 รอบ ปั่นเหวี่ยง
ตกตะกอนเซลล์อีกครั้งก่อนอบในตู้อบลมร้อน (Memmert, Germany) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำออกมาวางที่อุณหภูมิห้องและชั่งหาน้ำหนักเซลล์โดยบันทึกในหน่วย
กรัมต่อลิตร  
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3.6.3 การศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth ที่เหมาะสมต่อการเจริญของ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth ซึ่งประกอบด้วยส่วนอาหารเลี้ยง
เชื้อ NB, minerals solution และซูโครสความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 10, 20, 30 และ 40 กรัมต่อลิตร                             
(ตารางที่ 9) โดยอาหารเลี้ยงเชื้อ NB นึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
แรงดัน ไอน้ ำ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ ว เป็น เวลา 15 นาที  และส่วนของ minerals solution 
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  CaCl2 · 2H2O 0.1 ก รั ม ต่ อ ลิ ต ร , FeSO4 ·  7H2O 0.045 ก รั ม ต่ อ ลิ ต ร ,                              
KCl 1 กรัมต่อลิตร, MgSO4 · 7H2O 0.5 กรัมต่อลิตร และ MnCl2 0.03 กรัมต่อลิตร ฆ่าเชื้อโดยกรอง
ผ่านฟิลเตอร์ขนาด 0.22 ไมครอน โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลวปริมาตร 500 มิลลิลิตร             
ในฟาสก์ขนาด 1,000 มิลลิลิตร ใช้กล้าเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์โดยเตรียมเช่นเดียวกับข้อ 3.6.1 
ปริมาตร 10 เปอร์ เซ็นต์  เพาะเลี้ ยงภายใต้สภาวะเขย่ าความเร็วรอบ  150 รอบต่อนาที                      
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างทุก 24 ชั่วโมง จนครบ 96 ชั่วโมง ตรวจสอบจำนวน
แบคทีเรีย (vegetative cell) และเอนโดสปอร์ ด้วยวิธี dilution plate count ซึ่งการตรวจสอบ
จำนวนเอนโดสปอร์ต้องกำจัดแบคทีเรีย (vegetative cell) ด้วยวิธีการ heat shock ที่อุณหภูมิ 80 
องศาเซล เซียส  เป็ น เวลา 20 นาที  บั นทึ กจำนวนแบคที เรีย  (vegetative cell) ในหน่ วย                     
CFU/มิลลิลิตร และเอนโดสปอร์ในหน่วยสปอร์ต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีวิธีการคำนวณดังนี้ 

 
 

 
 
ตารางท่ี 9 สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth ที่ใช้เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ องค์ประกอบ 

1 NB + minerals solution + ซูโครส 10 กรัมต่อลิตร 
2 NB + minerals solution + ซูโครส 20 กรัมต่อลิตร 
3 NB + minerals solution + ซูโครส 30 กรัมต่อลิตร 
4 NB + minerals solution + ซูโครส 40 กรัมต่อลิตร 

 

 

 

CFU/มิลลิลิตร หรือสปอร์ต่อมิลลิลิตร =     x 100 ค่าเฉลี่ยของจำนวนโคโลนีบนจานอาหาร           
ปริมาตรของตัวอย่างที่ใช้เพาะเชื้อ x dilution  
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3.7 การพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค
ขอบใบแห้งของข้าวด้วยเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่น 

3.7.1 การคัดเลือกองค์ประกอบสารพาที่เหมาะสมต่อการพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
คัดเลือกองค์ประกอบสารพาที่ เหมาะสมสำหรับการพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรีย

ปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 โดยเตรียมสารพาแต่ละชนิดที่นำมาทดสอบ ได้แก่ skim milk, 
maltodextrin, แ ป้ งข้ า ว โพ ด  (corn starch) , แ ป้ งมั น ส ำป ะห ลั ง  (tapioca starch) แ ล ะ                     
sodium alginate ในอัตราส่วนต่าง ๆ (ตารางที่  10) ซึ่ งสารพาแต่ละชนิดจะเตรียมแยกกัน                      
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ซึ่งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารพา ได้แก่ maltodextrin, sodium alginate, 
แป้งข้าวโพด และแป้งมันสำปะหลัง นึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาท ียกเว้น skim milk นึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที ใช้เซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 ความหนาแน่นเซลล์                
108 CFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ (v/v) เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะเขย่าความเร็วรอบ                
150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นตรวจสอบจำนวน
แบคทีเรียโดยวิธีการ dilution plate count  
 
ตารางท่ี 10 องค์ประกอบและอัตราส่วนของสารพาแต่ละชนิด 

กรรมวิธี สารพาและอัตราส่วน 
1 skim milk 10 เปอร์เซ็นต์ 
2 maltodextrin 20 เปอร์เซ็นต์ 
3 แป้งข้าวโพด 10 เปอร์เซ็นต์ 
4 แป้งข้าวโพด 20 เปอร์เซ็นต์ 
5 แป้งมันสำปะหลัง 10 เปอร์เซ็นต์ 
6 แป้งมันสำปะหลัง 20 เปอร์เซ็นต์ 
7 sodium alginate 0.06 เปอร์เซ็นต ์

 
3.7.2 การพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์โดยกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย  

พัฒนาสูตรชีวภัณฑ์แบคที เรียปฏิปักษ์  Bacillus spp. ไอโซเลต N1 โดยผ่าน
กระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอยจำนวน 3 สูตร (ตารางที่ 11) เตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์โดย
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth ที่ได้จากการทดลองที่ 3.6.3 แล้วปั่นเหวี่ยง
ตกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่อง ultracentrifuge (Sigma 6-16K, UK) ความเร็วรอบ 7,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที ล้างเซลล์ด้วย  NaCl 0.85 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 1 รอบ ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเซลล์



 

 

 
 44 

อีกครั้ง แล้วจึงนำมาปรับความหนาแน่นเซลล์ให้ได้ 109 CFU/มิลลิลิตร เตรียมชีวภัณฑ์ในรูปแบบ
ของเหลวโดยผสมเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่เตรียมไว้ดังข้างต้นกับองค์ประกอบสารพาในแต่ละสูตรที่
ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้วในอัตราส่วน 1:10 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งองค์ประกอบสารพา ได้แก่ maltodextrin, 
sodium alginate, แป้งข้าวโพด และแป้งมันสำปะหลัง สามารถฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ยกเว้น skim milk ที่ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นนำชีวภัณฑ์ในรูปแบบของเหลวผ่าน
กระบวนการทำแห้ งแบบพ่นฝอยด้วยเครื่อง spray dryer (Buchi mini spray dryer B-290, 
Switzerland) ใช้ อุณหภูมิลมร้อนขาเข้า (air inlet) 145 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิขาออก             
(air outlet) อยู่ระหว่าง 90 ถึง 105 องศาเซลเซียส จากนั้นชั่งน้ำหนักและบรรจุผงชีวภัณฑ์ในถุง
อลูมิเนียมฟอยล์แล้วเก็บที่อุณหภูมิห้อง โดยมีการตรวจสอบปริมาณผงชีวภัณฑ์ที่ได้กลับจากการทำ
แห้งแบบพ่นฝอย (powder recovery) ซึ่งเทียบจากน้ำหนักผงชีวภัณฑ์ที่ได้และน้ำหนักของแข็ง
ทั้งหมดในองค์ประกอบชีวภัณฑ์และหาเปอร์เซ็นต์ความชื้น (moisture content) โดยใส่ชีวภัณฑ์ใน
ถ้วยอลูมิเนียมฟอยล์ 1 กรัม แล้วนำไปอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
ชั่วโมง หลังจากนั้นทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องแล้วจึงชั่งน้ำหนัก โดยมีสูตรคำนวณหาเปอร์เซ็นต์ความชื้นดังนี้  
  
 
 
 

เมื่อ  W1 = น้ำหนักถ้วยอลูมิเนียมฟอยล์ (กรัม) 
       W2 = น้ำหนักชีวภัณฑ์ก่อนอบใน ถ้วยอลูมิเนียมฟอยล์(กรัม) 
       W3 = น้ำหนักถ้วยอลูมิเนียมฟอยล์+ชีวภัณฑ์หลังอบ (กรัม) 
 

ตารางท่ี 11 องค์ประกอบและอัตราส่วนในสูตรชีวภัณฑ์ 

สูตรชีวภัณฑ์ องค์ประกอบ 
อัตราส่วน 

(เปอร์เซ็นต์) 

1 skim milk, maltodextrin และ sodium alginate 10 : 20 : 0.06 

2 
skim milk, maltodextrin, sodium alginate 
และแป้งข้าวโพด  

10 : 20 : 0.06 : 5 

3 
skim milk, maltodextrin, sodium alginate 
และแป้งมันสำปะหลัง  

10 : 20 : 0.06 : 5 

ความชื้น (เปอร์เซ็นต์) =  (W2 - W1) - (W3 - W1) 
 W2 - W1 

 x 100                           
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3.7.3 การประเมินความมีชีวิตรอดของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์  
 ประเมินความมีชีวิตรอดของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์  Bacillus spp. ไอโซเลต 

N1 ที่ได้จากการทดลองที่ 3.7.2 ทั้ง 3 สูตร โดยผงชีวภัณฑ์จะถูกบรรจุในถุงอลูมิเนียมฟอยล์เก็บที่
อุณหภูมิห้อง ตรวจสอบจำนวนแบคทีเรียปฏิปักษ์ของชีวภัณฑ์ตั้งแต่หลังจากผ่านกระบวนการทำแห้ง
แบบพ่นฝอยและชีวภัณฑ์ที่อายุการเก็บทุกเดือนเป็นระยะเวลา 3 เดือน ด้วยวิธีการ dilution plate 
count คำนวณจำนวนแบคทีเรียโดยใช้สูตรเดียวกันกับการทดลองที่ 3.6.2 

3.7.4 ศึกษาลักษณะอนุภาคของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์  
ศึกษาลักษณะอนุภาคของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 

ทั้ง 3 สูตร ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope) 
(Jeol 6480LV, Japan) โดยเตรียมตัวอย่างบนสตับทองเหลือง (brass stub) ที่ติดคาร์บอนเทปบน
ผิวหน้า จากนั้นนำไปเคลือบพ้ืนผิวของตัวอย่างด้วยทองในเครื่อง coating ก่อนนำไปส่องภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ความต่างศักย์ไฟฟ้า 20 kV  
 
3.8 การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อ Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในพืชทดสอบ 
 เตรียมข้าวสายพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 อายุ 21 วันและปลูกเชื้อ Xoo เช่นเดียวกับการ
ทดลองที่  3.1 แล้วคลุมถุงทั้ งต้นเพ่ือกักเก็บความชื้นเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงทดสอบ
ประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 3 สูตร โดยมีอัตราการใช้ 50 กรัมต่อน้ำ 20 ลิตร          
วางแผนการทดลองแบบ CRD จำนวน 10 ซ้ำ ทดสอบโดยวิธีการฉีดพ่นปริมาตรกระถางละ                    
20 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 6 กรรมวิธีดังนี้ 

กรรมวิธีที่ 1 ชีวภัณฑ์สูตรที่ 1 (skim milk, maltodextrin, sodium alginate 
อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 เปอร์เซ็นต)์  

กรรมวิธีที่ 2 ชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 (skim milk , maltodextrin, sodium alginate, 
แป้งข้าวโพด อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 : 5 เปอร์เซ็นต์ ) 

กรรมวิธีที่ 3 ชีวภัณฑ์สูตรที่ 3 (skim milk, maltodextrin, sodium alginate,  
แป้งมันสำปะหลัง อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 : 5 เปอร์เซ็นต์ ) 

  กรรมวิธีที่ 4 แบคทีเรียปฏิปักษ์รูปแบบเชื้อสด 108
 CFU/มิลลิลิตร  

กรรมวิธีที่ 5 สารเคมีทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซล อัตรา 600 ลิตรต่อน้ำ 20 ลิตร 
  กรรมวิธีที่ 6 น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเพียงอย่างเดียว 



 

 

 
 46 

 สังเกตอาการโรคทุกวันและหลังจากการปลูกเชื้อสาเหตุโรค 14 วัน แล้วจึงประเมินร้อยละ
เกิดโรค (disease incidence) และความรุนแรงของการเกิดโรค (disease severity) เช่นเดียวกันกับ
การทดลองที่ 3.1 และประเมินดัชนีการยับยั้งโรค เช่นเดียวกับการทดลองที่ 3.5 
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บทที่ 4  
ผลการทดลอง 

 
4.1 การทดสอบความสามารถในการเกิดโรคของเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว 

จากการทดสอบความสามารถในการเกิดโรคของเชื้อ X. oryzae pv. oryzae (Xoo) สาเหตุ
โรคขอบใบแห้งของข้าว โดยทดสอบกับช้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 อายุ 21 และ 28 วัน ปลูกเชื้อ
สาเหตุโรคด้วยวิธีการตัดใบ จากนั้นคลุมถุงทั้งต้นเพ่ือกักเก็บความชื้น หลังจากปลูกเชื้อสาเหตุโรคเป็น
เวลา 48-72 ชั่วโมง พบว่าใบข้าวเริ่มมีอาการช้ำน้ำบริเวณปลายใบและเริ่มเปลี่ยนเป็นสีเหลือง               
ซึ่งรอยโรคสีเหลืองจะพัฒนาไปตามทางยาวของใบโดยเฉพาะบริเวณขอบใบจากนั้นจะเปลี่ยนเป็นสี
น้ำตาลหรือเทา ต้นที่เกิดอาการรุนแรงจะมีอาการเหี่ยวแห้งตายทั้งใบ เมื่อประเมินร้อยละการเกิดโรค
และดัชนีความรุนแรงของโรคหลังจากปลูกเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งข้าวเป็นเวลา 14 วัน                    
พบว่าร้อยละการเกิดโรคในข้าวอายุ 21 วัน สูงกว่าข้าวอายุ 28 วัน ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ โดยร้อยละการเกิดโรคในข้าวอายุ 21 และ 28 วัน เท่ากับ 80.95±11.50 และ 76.19±8.91 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และดัชนีความรุนแรงของโรคในข้าวอายุ 21 วัน สูงกว่าข้าวอายุ 28 วัน                 
ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยมีดัชนีความรุนแรงของโรคในข้าวอายุ 21 และ 28 วัน 
เท่ากับ 72.75±18.48 และ 36.35±12.92 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ตารางท่ี 12)  
 
ตารางที่ 12 ความสามารถในการเกิดโรคของเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวเมื่อทดสอบกับข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 อายุ 21 และ 28 วัน 

กรรมวิธี 
ร้อยละการเกิดโรค 

 (เปอร์เซ็นต์)1/ 
ดัชนีความรุนแรงของโรค 

(เปอร์เซ็นต์)1/ 

ข้าวอายุ 21 วัน 80.95±11.50a 72.75±18.48a 
ข้าวอายุ 28 วัน  76.19±8.91a 36.35±12.92b 
น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 0.00±0.00b 0.00±0.00c 
1/ ค่าเฉลี่ยที่ตามหลังด้วยตัวอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติตามวิธี Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT) P≤0.05  
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4.2 การคั ด เลื อกและทดสอบประสิทธิภ าพของแบคที เรียปฏิ ปั กษ์ ในการยับยั้ ง เชื้ อ 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในระดับห้องปฏิบัติการ 

4.2.1 การทดสอบด้วยวิธี agar plate inhibition assay   
 จากการคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบ

แห้งของข้าวในระดับห้องปฏิบัติการด้วยวิธี agar plate inhibition assay โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ใช้
ทดสอบมีจำนวน 15 ไอโซเลต ได้แก่  BR/KHI2,  P23L1, IKM1, FDKF5, 1.9, N1, N2, 4.3/6,  
4.4/10, 2.3/3, LK2.1, LK2.2, CR607, CR2/5 แ ล ะ  N001-2 พ บ ว่ า แ บ ค ที เ รี ย ป ฏิ ปั ก ษ์                     
จำนวน 5 ไอโซเลต สามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ โดยบริเวณยับยั้งจะสามารถ
สังเกตเห็นส่วนใสอยู่รอบโคโลนีของแบคทีเรียปฏิปักษ์ ซึ่งแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 สามารถ
ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคได้สูงสุด มีความกว้างของบริเวณยับยั้งเท่ากับ 1.73±0.15 เซนติเมตร แตกต่าง
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติกับแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลตอ่ืน ๆ รองลงมา ได้แก่ แบคทีเรียปฏิปักษ์                 
ไอโซเลต N2, LK2.2, LK2.1 และ 1.9 มีความกว้างของบริเวณยับยั้งเท่ากับ 1.40±0.00, 0.80±0.10, 
0.77±0.06 และ 0.67±0.15 เซนติเมตร ตามลำดับ (ตารางที่ 13 และ ภาพที่ 6) จากการทดลองการ
ยับยั้ ง เชื้ อสาเหตุ โรคขอบ ใบแห้ งของข้ าวจึ งได้คั ด เลื อกแบคที เรียปฏิปั กษ์ ไอโซ เลต N1                      
นำไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวต่อไป 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6 บริเวณยับยั้งเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวที่ทดสอบด้วยวิธี  agar 
plate inhibition assay  โดยแบคที เรียปฏิปั กษ์  15 ไอโซเลต  ได้แก่  (1) BR/KHI2, (2) 

P23L1, (3) IKM1, (4) FDKF5, (5) 1.9, (6) N1, (7) N2, (8) 4.3/6, (9) 4.4/10, (10) 2.3/3, 

(11) LK2.1, (12) LK2.2, (13) CR607, (14) CR2/5, (15) N001-2  
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ตารางที่ 13 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค    
ขอบใบแห้งของข้าวด้วยวิธี agar plate inhibition assay 

ไอโซเลต ความกว้างของบริเวณยับยั้ง 
(เซนติเมตร)1/ 

1.9 0.67±0.15c 
2.313 0.00±0.00d 
4.3/6 0.00±0.00d 
4.4/10 0.00±0.00d 
CR2/5 0.00±0.00d 
CR607 0.00±0.00d 

BR/KHI2 0.00±0.00d 
FDKF5 0.00±0.00d 
IKM1 0.00±0.00d 
LK2.1 0.77±0.06c 
LK2.2 0.80±0.10c 

N001-2 0.00±0.00d 
N1 1.73±0.15a 
N2 1.40±0.00b 

P23L1 0.00±0.00d 
1/ ค่าเฉลี่ยที่ตามหลังด้วยตัวอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติตามวิธี Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT) P≤0.05 

 
4.2.2 การทดสอบด้วยวิธี paper disc diffusion  

จากการทดสอบประสิทธิภาพเบื้องต้นของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 ในการ
ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวด้วยเทคนิค paper disc diffusion หลังจากบ่มเชื้อเป็นเวลา 
48 ชั่ วโมง  พบว่าแบคที เรียปฏิปักษ์ ไอโซเลต  N1 มีความสามารถในการยับยั้ งเชื้อสาเหตุ                       
โรคขอบใบแห้งของข้าวสูงสุด สามารถสังเกตเห็นบริเวณใสรอบ paper disc ซึ่งมีเส้นผ่าศูนย์กลาง
บริเวณยับยั้งเท่ากับ 4.76±1.53 เซนติเมตร แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มของการควบคุมทางบวก (positive control) ได้แก่ ชีวภัณฑ์แบคทีเรีย B. subtilis DOA24                       
(กรมวิชาการเกษตร) ซึ่งมีเส้นผ่าศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 2.06±1.15 เซนติเมตร ส่วนสารเคมี
ทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซลไม่สามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคได ้(ตารางท่ี 14 และภาพท่ี 7)  
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ตารางที่ 14 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวใน
ระดับห้องปฏิบัติการด้วยวิธี paper disc diffusion 

กรรมวิธี 
เส้นผ่าศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง 

(เซนติเมตร)1/ 
แบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลต N1  4.76±1.53a 
ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis DOA24 2.06±1.15b 
สารเคมีทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซล 0.00±0.00c 
น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ  0.00±0.00c 
1/ ค่าเฉลี่ยที่ตามหลังด้วยตัวอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติตามวิธี Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT) P≤0.05 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 7 บริเวณยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในระดับห้องปฏิบัติการด้วยวิธี paper 

disc diffusion   (ก) แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 (ข) ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ DOA24 
(กรมวิชาการเกษตร) (ค) สารเคมีทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซล (ง) น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ   
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 51 

4.3 การจำแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
ตรวจสอบด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
 จากการจัดจำแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 ด้วยการศึกษาลักษณะทาง          
สัณฐานวิทยาและตรวจสอบด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล พบว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ ไอโซเลต N1 บนจานอาหาร nutrient agar (NA) อายุ  24 ชั่วโมง มีโคโลนีสีขาวขุ่น            
ไม่โปร่งแสง รูปร่างไม่แน่นอน ขอบโค้งเว้าเล็กน้อย ผิวขรุขระ ราบแบนติดกับอาหาร (ภาพที่ 8ก)               
ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 1,000 เท่า เซลล์เป็นรูปท่อน พบทั้งเซลล์เดี่ยวและต่อกัน
เป็นสายยาว มีขนาดเซลล์ 1.33±0.3 ไมโครเมตร (ภาพที่ 8ข) มีการสร้างเอนโดสปอร์รูปร่างรี              
อยู่ตำแหน่งค่อนไปทางปลายของเซลล์  (ภาพที่ 8ค) และตรวจสอบด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล              
ซึ่งมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ 27F 
และ 1492R พบว่ามีขนาดดีเอ็นเอประมาณ 1,500 คู่เบส เมื่อเทียบขนาดดีเอ็นเอกับแถบดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (ภาพที่ 9) เมื่อส่งวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16s rRNA เพ่ือจำแนกชนิด          
ระดับสปีชีส์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ โดยนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 
เปรียบเทียบกับลำดับนิวคลโอไทด์อ่ืน ๆ ในฐานข้อมูล EzBioCloud พบว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์               
ไ อ โ ซ เล ต  N1 จั ด อ ยู่ ใ น ส กุ ล  Bacillus มี ค ว า ม ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ  Bacillus velezensis                          
มีค่าความเหมือน (similarity) ของลำดับนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 99.93 เปอร์เซ็นต์ โดยแสดงผลใน
รูปแบบแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ซึ่งวิเคราะห์ด้วยวิธี neighbor-joining และกำหนดค่า 
bootstrap เท่ากับ 1000 (ภาพท่ี 10)  
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ภาพที่ 8 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1  (ก) ลักษณะโคโลนีบน

อาหาร NA (ข) ลักษณะเซลล์ และ (ค) ลักษณะของเอนโดสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

(1,000 เท่า) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 9 ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลต N1 ในส่วน 16S rRNA 
โดยใช้ไพรเมอร์ 27F และ1492R ช่อง M: DNA marker 1kb, ช่อง 1-2: แบคทีเรียปฏิปักษ์            
ไอโซเลต N1 และช่อง N: negative control 
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ภาพที่  10  แผนภู มิ ค วามสั ม พัน ธ์ท างพันธุกรรม ของแบคที เรี ยปฏิ ปั กษ์  Bacillus spp.                     
ไอโซเลต N1 จากการเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี neighbor-joining โดย
โปรแกรม MEGA11 
 
 
 
 

 Bacillus licheniformis ATCC 14580
T
 (AE017333)                

 Bacillus aerius 24K
T
 (AJ831843)   

 Bacillus sonorensis NBRC 101234
T
 (AYTN01000016) 

 Bacillus haynesii NRRL B-41327
T
 (MRBL01000076) 

 Bacillus glycinifermentans GO-13
T
 (LECW01000063) 

 Bacillus paralicheniformis KJ-16
T
 (KY694465) 

 Bacillus atrophaeus JCM 9070
T
 (AB021181) 

 Bacillus tequilensis KCTC 13622
T 
(AYTO01000043) 

isolate N1 

 Bacillus velezensis CR-502
T
 (AY603658) 

 Bacillus altitudinis 41KF2b
T
 (ASJC01000029) 

 Bacillus xiamenensis HYC-10
T
 (AMSH01000114) 

 Bacillus safensis subsp. safensis FO-36b
T
 (ASJD01000027) 

 Bacillus pumilus ATCC 7061
T  

(ABRX01000007) 

 Bacillus zhangzhouensis DW5-4
T
 (JOTP01000061)  

 Geobacillus stearothermophilus NBRC 12550
T
 (AB271757) 
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4.4 การทดสอบความทนทานต่อสารเคมีทางการเกษตรของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. 
จากการทดสอบความทนทานต่อสารเคมีทางการเกษตรของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 

ซึ่งในการทดสอบใช้สารเคมีหลายประเภทที่ใช้ในนาข้าว พบว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต  N1 
สามารถทนทานต่อสารเคมีทางการเกษตรที่นำมาทดสอบในอัตราแนะนำ ประเภทกลุ่มกำจัดโรคพืช 
ได้แก่ อะมิโก้ (amigo) บีม75WP (beam WP75) กรีนไดฟ์ 500EC (greendive 500EC) โอมัยซิน
(omycin)  และไทแบค (thibac) กลุ่มกำจัดวัชพืช ได้แก่ คลอแรค (clorac) เลวินเอฟ (levin F)      
กลุ่มกำจัดแมลง ได้แก่ โปรวาโด (provado) ยกเว้นสารเคมีกำจัดวัชพืชพาราควอต (paraquat) ที่ไม่
สามารถทนทานได้ ซ่ึงสามารถสังเกตบริเวณยับยั้งหรือส่วนใสรอบกระดาษที่มีพาราควอต (ภาพท่ี 11)  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 11 ความทนทานของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 ต่อสารเคมีทางการเกษตร 
(ก) อะมิโก้ (ข) บีม75WP (ค) กรีนไดฟ์ 500EC (ง) โอมัยซิน (จ) ไทแบค (ฉ) คลอแรค                  

(ช) เลวินเอฟ (ซ) พาราควอต (ฌ) โปรวาโด (ญ) น้ำกลั่นปลอดเชื้อ 
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4.5 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. รูปแบบเชื้อสดในการยับยั้ง
เชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในพืชทดสอบ 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์รูปแบบเชื้อสดในการยับยั้งเชื้อสาเหตุ
โรคขอบใบแห้งของข้าว โดยใช้ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 อายุ 21 วัน ปลูกเชื้อด้วยวิธีการตัดใบ 
ประกอบด้วย 4 กรรมวิธี หลังจากปลูกเชื้อสาเหตุโรคเป็นเวลา 14 วัน พบว่ากรรมวิธีที่ 1 แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 รูปแบบเชื้อสดมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวได้
ดีที่สุด มีร้อยละการเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรคเท่ากับ 47.62±40.17 และ 23.28±20.50 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ โดยมีดัชนีการยับยั้งโรคสูงสุดเท่ากับ 65.08 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงแตกต่างอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติกับกรรมวิธีอ่ืน ๆ เปรียบเทียบกับการใช้สารเคมีทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซล 
(positive control) มี ร้อยละการเกิด โรคและดั ชนี ความรุนแรงของโรค  92.86±8.91 และ 
46.82±17.03 เปอร์ เซ็นต์  ตามลำดับ  และมี ดั ชนี การยับยั้ งโรค เท่ ากับ  29.76 เปอร์ เซ็นต์                 
และการใช้น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเพียงอย่างเดียว (negative control) มีการแสดงอาการโรคมากสุด              
ซ่ึงมีร้อยละเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรคเท่ากับ 97.62±6.30 และ 66.66±19.48 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ (ตารางท่ี 15) 
 
ตารางท่ี 15 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 รูปแบบเชื้อสดและกรรมวิธีต่าง ๆ ใน
การยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว 

กรรมวิธี1/ 
ร้อยละการเกิดโรค 

(เปอร์เซ็นต์)2/ 
ดัชนีความรุนแรงของโรค 

(เปอร์เซ็นต์)2/ 
ดัชนีการยับย้ังโรค

(เปอร์เซ็นต์) 
แบคทีเรียปฏิปักษ์ 

ไอโซเลต N1 
47.62±40.17b 23.28±20.50b 65.08 

ซิงค์ไทอะโซล 92.86±8.91a 46.82±17.03a 29.76 
น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 97.62±6.30a 66.66±19.48a 0.00 

1/ กรรมวิธีที่ 1 แบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลต N1 รูปแบบเชื้อสดความหนาแน่นเซลล์ 108
 CFU/มลิลลิิตร 

กรรมวิธีท่ี 2 สารเคมีทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซล อัตราการใช้ 600 มิลลลิิตรต่อน้ำ 20 ลิตร (positive control) 
กรรมวิธีท่ี 3 เชื้อ Xoo เพียงอย่างเดียว (negative control) 
2/ ค่าเฉลี่ยที่ตามหลังด้วยตัวอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติตามวิธี Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT) P≤0.05 
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4.6 การศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญและสร้างเอนโดสปอร์ของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์Bacillus spp. 

4.6.1 การคัดเลือกแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
จากการศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต

N1 เปรียบเทียบการเจริญโดยเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว nutrient broth (NB) ที่ประกอบด้วย              
แหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน2 ชนิด ได้แก่ กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร และซูโครส 10 กรัมต่อลิตร                          
เพาะเลี้ยงในสภาวะเขย่าความเร็วรอบ150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่าการเจริญของ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลต N1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB + กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร มีปริมาณน้ำหนัก
เซลล์แห้งสูงกว่าการเพาะเลี้ยงใน NB + ซูโครส 10 กรัมต่อลิตร โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
NB + กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร และ NB + ซูโครส 10 กรัมต่อลิตร มีปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 
1.06 และ 1.00 กรัมต่อลิตร ตามลำดับ หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งไม่แตกต่างกัน
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (ตารางที่ 16 ) 

ปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้งที่ได้จากการใช้แหล่งคาร์บอนเป็นกลูโคสสูงกว่าการใช้
ซูโครสเพียงเล็กน้อยและจำนวนแบคทีเรีย (vegetative cell) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ที่ประกอบด้วย
ซูโครสมีปริมาณสูงกว่า จึงเลือกใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อต่อไป 
นอกจากนั้นซูโครสยังมีราคาถูกและหาซื้อได้ง่ายเพ่ือการลดต้นทุนการผลิต  
 
ตารางท่ี 16 ปริมาณน้ำหนักเซลล์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ NB ที่ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 

เวลา (ช่ัวโมง) 
ปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)1/ 

NB+กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร NB+ซูโครส 10 กรัมต่อลิตร 
0 0.31c 0.31c 
24 1.07a 1.00a 
48 0.93a 0.56b 
72 0.93a 0.70b 

1/ ค่าเฉลี่ยที่ตามหลังด้วยตัวอักษรที่เหมือนกันไมม่ีความแตกต่างอยา่งมีนัยสำคญัทางสถิตติามวิธี Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT) P≤0.05 
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4.6.2 การศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth ที่เหมาะสมต่อการเจริญและ
สร้างเอนโดสปอร์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์  

จากการศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth ที่เหมาะสมต่อการเจริญ
และการสร้างเอนโดสปอร์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient 
broth 4 สูตร ได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 1: NB + minerals solution + ซูโครส 10 กรัมต่อลิตร 
อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 2: NB + minerals solution + ซูโครส 20 กรัมต่อลิตร อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 
3: NB + minerals solution + ซู โ ค ร ส  30 ก รั ม ต่ อ ลิ ต ร  แ ล ะ อ า ห า ร เลี้ ย ง เชื้ อ สู ต ร ที่                            
4: NB + minerals solution + ซูโครส 40 กรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในสภาวะเขย่าความเร็วรอบ             
150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 2 มีน้ำหนักเซลล์แห้งสูงสุด                
เท่ากับ 2.36 กรัมต่อลิตร หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 96 ชั่วโมง รองลงมา ได้แก่ อาหารเลี้ยงสูตรที่ 
4, 3 และ 1 ซึ่งมีน้ำหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 2.16, 2.11 และ 1.52 กรัมต่อลิตร ตามลำดับ หลังจากการ
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 96 ชั่วโมง ยกเว้นอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 4 หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา              
48 ชั่วโมง (ตารางที่ 16) จากการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วยการตรวจสอบจำนวน
เซลล์และเอนโดสปอร์ พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 2 มีจำนวนเซลล์และเอนโดสปอร์สูงสุดเท่ากับ              
1.32 x 109 CFU/มิลลิลิตร และ 3.09 x 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ หลังจากเพาะเลี้ยงเป็น
เวลา 96 ชั่วโมง รองลงมาได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 3 มีจำนวนเซลล์ 9.88 x 108 CFU/มิลลิลิตร 
และจำนวนเอนโดสปอร์ 3.80 x 105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 96 ชั่วโมง 
อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 4 มีจำนวนเซลล์ 7.46x108 CFU/มิลลิลิตร หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา                 
96 ชั่วโมง และจำนวนเอนโดสปอร์ 9.95 x 103 สปอร์ต่อมิลลิลิตร หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 
ชั่วโมง และ อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่  1 มีจำนวนเซลล์ 7.47 x 108 CFU/มิลลิลิตร และจำนวน                  
เอนโดสปอร์ 4.33 x 104 สปอร์ต่อมิลลิลิตร หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 96 ชั่วโมง ตามลำดับ                           
(ตารางท่ี 17 และ 18)  

เมื่อพิจารณาการศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth ที่เหมาะสมต่อ
การเจริญและเอนโดสปอร์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
modified nutrient broth 4 สูตร พบว่าอาหารสูตรที่  2: NB + minerals solution + ซูโครส                    
20 กรัมต่อลิ ตร  มีประสิทธิภ าพ ในการเพ่ิ มปริมาณ น้ ำหนั กเซลล์แห้ ง จำนวนเซลล์และ                       
จำนวนเอนโดสปอร์ได้สูงสุด จึงเป็นสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ เหมาะสมสำหรับใช้ในการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 ในการทดลองเพ่ือพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์
ต่อไป  
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ตารางท่ี 16 ปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้งของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. จากการเพาะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth จำนวน 4 สูตร เป็นเวลา 96 ชั่วโมง  

เวลา 
(ชั่วโมง) 

ปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร)2/ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรที่ 11/ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรที่ 21/ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรที่ 31/ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรที่ 41/ 

0 0.47h 0.42h 0.40h 0.40h 
24 1.23f 1.62e 2.05bc 2.16b 
48 1.03gn 1.90cd 2.11b 2.07bc 
72 1.13fg 2.31a 1.78d 2.02bc 
96 1.52e 2.36a 2.05bc 1.90cd 

1/อาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่ 1 (NB + minerals solution + ซูโครส 10 กรัมต่อลิตร) อาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่ 2 (NB + 
minerals solution + ซูโครส 20 กรัมต่อลิตร) อาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่ 3 (NB + minerals solution + ซูโครส 30 
กรัมต่อลิตร) และอาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่ 4 (NB + minerals solution + ซูโครส 40 กรัมต่อลิตร) 
2/ ค่าเฉลี่ยที่ตามหลังด้วยตัวอักษรที่เหมือนกันไมม่ีความแตกต่างอยา่งมีนัยสำคญัทางสถิตติามวิธี Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT) P≤0.05 
 

 

ตารางท่ี 17 จำนวนเซลล์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ในการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
modified nutrient broth จำนวน 4 สูตร เป็นเวลา 96 ชั่วโมง  

เวลา 
(ชั่วโมง) 

จำนวนเซลล์แบคทีเรียปฏิปักษ์ (CFU/มิลลิลิตร) 
อาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรที่ 11/ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรที่ 21/ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรที่ 31/ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรที่ 41/ 
0 6.05 x 107 2.28 x 107 7.77 x 107 1.14 x 106 
24 1.60 x 108 1.79 x 108 9.67 x 107 2.95 x 107 
48 6.62 x 108 1.17 x 109 7.20 x 107 1.54 x 108 
72 1.82 x 108 8.40 x 108 1.04 x 108 6.15 x 108 
96 7.47 x 108 1.32 x 109 9.88 x 108 7.46 x 108 

1/อาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่ 1 (NB + minerals solution + ซูโครส 10 กรัมต่อลิตร) อาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่ 2 (NB + 
minerals solution +  ซูโครส 20 กรัมต่อลิตร) อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรที่ 3 (NB + minerals solution + ซูโครส 30 
กรัมต่อลิตร) และอาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่ 4 (NB + minerals solution + ซูโครส 40 กรัมต่อลิตร) 
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ตารางท่ี 18 จำนวนเอนโดสปอร์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ในการเพาะเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth 4 สูตร 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

จำนวนเอนโดสปอร์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ (สปอร์ต่อมิลลิลิตร) 

อาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรที่ 11/ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรที่ 21/ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรที่ 31/ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ
สูตรที่ 41/ 

48 2.65 x 104 4.98 x 105 2.70 x 105 9.95 x 103 
72 3.40 x 103 5.41 x 105 6.13 x 104 4.17 x 103 
96 4.33 x 104 3.09 x 106 3.80 x 105 2.27 x 103 

1/อาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่ 1 (NB + minerals solution + ซูโครส 10 กรัมต่อลิตร) อาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่ 2 (NB + 
minerals solution + ซูโครส 20 กรัมต่อลิตร) อาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่ 3 (NB + minerals solution + ซูโครส 30 
กรัมต่อลิตร) และอาหารเลี้ยงเช้ือสูตรที่ 4 (NB + minerals solution + ซูโครส 40 กรัมต่อลิตร) 
 

4.7 การพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ที่ มีประสิทธิภาพในการควบคุม                 
โรคขอบใบแห้งของข้าวด้วยเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่น 

4.7.1 การคัดเลือกองค์ประกอบสารพาที่เหมาะสมต่อการพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
 จากการคัดเลือกองค์ประกอบสารพาที่เหมาะสมของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์              

ซ่ึงทดสอบโดยวิธีการเพาะเลี้ยงแบคที เรียปฏิปักษ์  Bacillus spp. ไอโซเลต N1 ร่วมกันกับ
องค์ประกอบสารพาแต่ละชนิด เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แล้วจึงตรวจสอบ
จำนวนแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วยวิธีการ dilution plate count พบว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 
สามารถเจริญได้ในสารพาแต่ละชนิดที่นำมาทดสอบ ได้แก่ skim milk, maltodextrin, แป้งข้าวโพด 
แป้งมันสำปะหลัง และ sodium alginate โดยแป้งมันสำปะหลัง 20 เปอร์เซ็นต์ และ skim milk      
10 เปอร์เซ็นต์ มีปริมาณแบคทีเรียสูงสุดเท่ากับ 3.06 x 107 และ 9.05 x 106 CFU/มิลลิลิตร 
ตามลำดับ โดยแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับการทดสอบสารพาชนิดอ่ืน ๆ                
และอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth เพียงอย่างเดียว รองลงมาคือ แป้งข้าวโพด 20 เปอร์เซ็นต์      
แป้งมันสำปะหลัง 10 เปอร์เซ็นต์ maltodextrin 20 เปอร์เซ็นต์ แป้งข้าวโพด 10 เปอร์เซ็นต์ 
sodium alginate 0.06 เปอร์เซ็นต์ อาหารเลี้ยงเชื้อ  nutrient broth ตามลำดับ  ซึ่ งมีปริมาณ
แ บ ค ที เ รี ย เท่ า กั บ  4.55 x 106, 3.55 x 106, 1.95 x 106, 1.15 x 106, 1.05 x 106 แ ล ะ                    
1.00 x 106 CFU/มิลลิลิตร ตามลำดับ (ตารางที ่19) 
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ตารางท่ี 19 จำนวนแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการคัดเลือกองค์ประกอบสารพาแต่ละชนิด 

สารพาและอัตราส่วน จำนวนแบคทีเรีย (CFU/มิลลิลิตร)1/ 
skim milk 10 เปอร์เซ็นต์ 9.05 x 106ab 
maltodextrin 20 เปอร์เซ็นต์ 1.95 x 106c 
แป้งข้าวโพด 10 เปอร์เซ็นต์ 1.15 x 106c 
แป้งข้าวโพด 20 เปอร์เซ็นต์ 4.55 x 106bc 
แป้งมันสำปะหลัง 10 เปอร์เซ็นต์ 3.55 x 106bc 
แป้งมันสำปะหลัง 20 เปอร์เซ็นต์ 3.06 x 107a 
sodium alginate 0.06 เปอร์เซ็นต ์ 1.05 x 106c 
nutrient broth 1.00 x 106c 
1/ ค่าเฉลี่ยที่ตามหลังด้วยตัวอักษรที่เหมือนกันไมม่ีความแตกต่างอยา่งมีนัยสำคญัทางสถิตติามวิธี Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT) P≤0.05 

 

4.7.2 การพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์โดยกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย  
จากการเตรียมแบคทีเรียปฏิปักษ์ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth                       

ดังผลการทดลองที่ 4.6.2 เพ่ือนำมาพัฒนาชีวภัณฑ์จำนวน 3 สูตร ได้แก่ สูตรที่ 1 ประกอบด้วย      
skim milk 10 เปอร์เซ็นต์, maltodextrin 20 เปอร์เซ็นต์ และ sodium alginate 0.06 เปอร์เซ็นต์                
สูตรที่ 2 ประกอบด้วย skim milk 10 เปอร์เซ็นต,์ maltodextrin 20 เปอร์เซ็นต,์ sodium alginate 
0.06 เปอร์เซ็นต์  และแป้งข้าวโพด 5 เปอร์เซ็นต์  และสูตรที่  3 ประกอบด้วย skim milk 10 
เปอร์ เซ็นต์ , maltodextrin 20 เปอร์ เซ็นต์ , sodium alginate 0.06 เปอร์ เซ็นต์  และแป้ งมัน
สำปะหลัง 5 เปอร์เซ็นต์ โดยเปรียบเทียบองค์ประกอบสารพา พัฒนาชีวภัณฑ์โดยผ่านกระบวนการทำ
แห้งแบบพ่นฝอยและบรรจุลงในถุงอลูมิ เนียมฟอยล์แล้วจัดเก็บที่ อุณหภูมิห้อง เมื่อเตรียม
ส่วนประกอบชีวภัณฑ์ 1 ลิตรแล้วผ่านกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย พบว่าชีวภัณฑ์ทั้ง 3 สูตร              
มีลักษณะผงคล้ายกันโดยเป็นผงแห้งสีขาว  ละเอียด (ภาพที่ 12) จากการตรวจสอบปริมาณผง               
ชีวภัณฑ์ที่ได้กลับจากการทำแห้งแบบพ่นฝอย พบว่าชีวภัณฑ์สูตรที่ 3 มีร้อยละผงแห้งได้กลับสูงสุด
เท่ากับ 11.53 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา ได้แก่ ชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 และ 1 ซึ่งมีร้อยละผงแห้งได้กลับเท่ากับ 
9.62 และ 8.17 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และชีวภัณฑ์สูตรที่ 1, 2 และ 3 มีเปอร์เซ็นต์ความชื้น 3.65, 
0.47 และ 1.51 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ตารางท่ี 20) 
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ภาพที่ 12 ลักษณะผงชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 3 สูตร  
ได้แก่ (ก) สูตรที่ 1 (ข) สูตรที่ 2 และ (ค) สูตรที่ 3 

 

ตารางท่ี 20 ปริมาณชีวภัณฑ์และเปอร์เซ็นต์ความชื้นจากการพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
Bacillus spp. โดยกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย 

สูตรชีวภัณฑ์1/ ร้อยละผงแห้งได้กลับ (เปอร์เซ็นต์) ความชื้น (เปอร์เซ็นต์) 
1 8.17  3.65 
2 9.62 0.45 
3 11.53 1.50 

1/ ชีวภัณฑ์สูตรที่ 1 (skim milk, maltodextrin, sodium alginate อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 เปอร์เซ็นต์)  
ชีวภัณฑ์สูตรที่  2 (skim milk , maltodextrin, sodium alginate, แป้งข้าวโพด อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 :                 
5 เปอร์เซ็นต์) และชีวภัณฑ์สูตรที่ 3 (skim milk, maltodextrin, sodium alginate,  แป้งมันสำปะหลัง อัตราส่วน 
10 : 20 : 0.06 : 5 เปอร์เซ็นต์) 

 
 
 

ก ข 

ค 
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4.7.3 การประเมินความมีชีวิตรอดของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์  
จากการ พั ฒ นาชี วภัณ ฑ์ แบ คที เรี ยป ฏิ ปั กษ์  Bacillus spp. ไอ โซ เลต  N1                  

ผ่านกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอยจำนวน 3 สูตร ได้แก่ สูตรที่ 1 (skim milk, maltodextrin, 
sodium alginate อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 เปอร์เซ็นต์) สูตรที่ 2 (skim milk , maltodextrin, 
sodium alginate, แป้งข้าวโพด อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 : 5 เปอร์เซ็นต์) และสูตรที่ 3 (skim 
milk, maltodextrin, sodium alginate,  แป้ งมั น สำปะหลั ง อัต ราส่ วน  10 : 20 : 0.06 : 5 
เปอร์เซ็นต์) โดยผงชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ถูกบรรจุในถุงอะลูมิเนียมฟอยล์แล้วปิดผนึกให้สนิท                       
เก็บที่อุณหภูมิห้อง เมื่อประเมินจำนวนความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในชีวภัณฑ์ด้วยวิธีการ                      
dilution plate count หลังจากผ่านกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย พบว่าสูตรที่ 3 มีจำนวน              
ความมีชีวิตรอดของแบคที เรียปฏิปักษ์หลังจากผ่านการทำแห้ งแบบพ่นฝอยสูงสุดเท่ ากับ                          
1.24 x 107 CFU/กรัม รองลงมา ได้แก่ สูตรที่ 2 และ 1 ซึ่งมีจำนวนความมีชีวิตรอดของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์หลังจากผ่านการทำแห้งแบบพ่นฝอยเท่ากับ 5.90 x 106 และ 1.50 x 106 CFU/กรัม ส่วนใน
ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีอายุการจัดเก็บระยะเวลา 3 เดือน พบว่าสูตรที่ 1 มีอายุจัดเก็บเดือนที่ 
1, 2 และ 3 มีจำนวนความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์เท่ากับ 5.75 x 105, 7.65 x 104 และ 
4.55 x 104 CFU/กรัม ตามลำดับ สูตรที่ 2 มีจำนวนความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์หลังจากมี
อายุจัดเก็บ เดือนที่  1, 2 และ 3 เท่ ากับ  5.00 x 106, 1.68 x 106 และ 1.45 x 106 CFU/กรัม 
ตามลำดับ และสูตรที่ 3 มีจำนวนความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์หลังจากมีอายุจัดเก็บเดือนที่ 
1, 2 และ 3 เท่ากับ 4.95 x 106, 1.07 x 106 และ 9.05 x 105 CFU/กรัม ตามลำดับ (ตารางที่ 21)  

เมื่อเปรียบเทียบความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในชีวภัณฑ์แต่ละสูตร              
โดยความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์หลังผ่านการทำแห้งแบบพ่นฝอยสูงที่สุดคือชีวภัณฑ์
แบ คที เรี ยป ฏิ ปั กษ์ สู ต รที่  3 ซึ่ งมี จ ำน วน แบ คที เรี ยป ฏิ ปั กษ์ ลดล ง  1.68 Log CFU/กรั ม                      
รองลงมา ได้แก่ ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์สูตรที่ 2 และ 1 ซึ่งมีจำนวนแบคทีเรียปฏิปักษ์ลดลง 2.01 
และ 2.60 Log CFU/กรัม ตามลำดับ และ ความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีอายุจัดเก็บเป็น
ระยะเวลา 3 เดือน สูงที่สุดคือชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์สูตรที่ 2 ซึ่งมีจำนวนแบคทีเรียปฏิปักษ์ลดลง 
0.61 Log CFU/กรัม รองลงมา ได้แก่ ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์สูตรที่  3 และ 1 ซึ่งมีจำนวน
แบคทีเรียปฏิปักษ์ลดลง 1.14 และ 1.52 Log CFU/กรัม ตามลำดับ (ตารางท่ี 22) 
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ตารางท่ี 21 ความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ในชีวภัณฑ์ 3 สูตร 

สูตรชีวภัณฑ์1/ 
จำนวนแบคทีเรียปฏิปักษ์ในชีวภัณฑ์ (CFU/กรัม) 

เดือนที่ 0 เดือนที่ 1  เดือนที่ 2  เดือนที่ 3  

1 1.50 x 106 5.75 x 105 7.65 x 104 4.55 x 104 
2 5.90 x 106 5.00 x 106 1.68 x 106 1.44 x 106 
3 1.24 x 107 4.95 x 106 1.07 x 106 9.05 x 105 

1/ ชีวภัณฑ์สูตรที่ 1 (skim milk, maltodextrin, sodium alginate อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 เปอร์เซ็นต์)  
ชีวภัณฑ์สูตรที่  2 (skim milk , maltodextrin, sodium alginate, แป้งข้าวโพด อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 :                 
5 เปอร์เซ็นต์) และชีวภัณฑ์สูตรที่ 3 (skim milk, maltodextrin, sodium alginate, แป้งมันสำปะหลัง อัตราส่วน 
10 : 20 : 0.06 : 5 เปอร์เซ็นต์) 

 
ตารางท่ี 22 เปรียบเทียบความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์โดยการตรวจสอบจำนวนแบคทีเรีย
ลดลงในชีวภัณฑ์แต่ละสูตรหลังผ่านการทำแห้งแบบพ่นฝอยและมีอายุจัดเก็บเป็นเวลา 3 เดือน 

สูตรชีวภัณฑ์1/ 
จำนวนแบคทีเรียลดลง (Log CFU/กรัม) 

หลังผ่านการทำแห้งแบบพ่นฝอย อายุจัดเก็บเป็นเวลา 3 เดือน 
1 2.60 1.52 
2 2.01 0.61 
3 1.68 1.14 

1/ ชีวภัณฑ์สูตรที่  1 (skim milk, maltodextrin, sodium alginate อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 เปอร์เซ็นต์ )           
ชีวภัณฑ์สูตรที่  2 (skim milk , maltodextrin, sodium alginate, แป้งข้าวโพด อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 :                   
5 เปอร์เซ็นต์) และชีวภัณฑ์สูตรที่ 3 (skim milk, maltodextrin, sodium alginate,  แป้งมันสำปะหลัง อัตราส่วน 
10 : 20 : 0.06 : 5 เปอร์เซ็นต์) 

 
4.7.4 ศึกษาลักษณะอนุภาคของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์  

 จากการพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. โดยกระบวนการทำแห้ง
แบ บ พ่ น ฝอย จำน วน  3 สู ต ร  ได้ แก่  สู ต รที่  1 (skim milk 10 เป อร์ เซ็ น ต์  maltodextrin                        
20 เปอร์เซ็นต์ และ sodium alginate 0.06 เปอร์เซ็นต์ ) สูตรที่  2 (skim milk 10 เปอร์เซ็นต์ , 
maltodextrin 20 เปอร์เซ็นต์ sodium alginate 0.06 เปอร์เซ็นต์ และแป้งข้าวโพด 5 เปอร์เซ็นต์)
และสู ต รที่  3 (skim milk 10 เปอร์ เซ็ น ต์  maltodextrin 20 เปอร์ เซ็ นต์ , sodium alginate                
0.06 เปอร์เซ็นต์ และแป้งมันสำปะหลัง 5 เปอร์เซ็นต์) จึงมีการศึกษาลักษณะอนุภาคของชีวภัณฑ์
แบ คที เรี ย ป ฏิ ปั กษ์  Bacillus spp. ภ าย ใต้ ก ล้ อ งจุ ล ท รรศ น์ อิ เล็ ก ต รอน แบ บ ส่ อ ง ก ราด                           
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ความต่างศักย์ไฟฟ้า 20 kV พบว่าชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์สูตรที่ 1, 2 และ 3 มีค่าเฉลี่ยของขนาด
อนุภาคเท่ากับ 24.06, 21.35 และ 24.51 ไมโครเมตร ตามลำดับ โดยอนุภาคของชีวภัณฑ์ทั้ง 3 สูตร              
มีลักษณะกลมโดยมีทั้งแบบผิวเรียบและเหี่ยวย่นผิวขรุขระและมีเศษวัสดุอ่ืน ๆ  ซึ่งมีลักษณะ
เช่นเดียวกับชีวภัณฑ์ที่ไม่มีแบคทีเรียปฏิปักษ์ในแต่ละสูตร (ภาพที่ 13) 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 13 ลักษณะอนุภาคของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 จำนวน 3 
สูตรเทียบกับอนุภาคของชีวภัณฑ์ที่ไม่มีแบคทีเรีย (control)  ได้แก่ (ก) สูตรที่ 1 (ข) สูตรที่ 1 

(control) (ค) สูตรที่ 2 (ง) สูตรที่ 2 (control) (จ) สูตรที่ 3 (ฉ) สูตรที่ 3 (control) ภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ความต่างศักย์ไฟฟ้า 20V กำลังขยาย 600X  
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4.8 การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ในการยับยั้งเชื้อ 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในพืชทดสอบ 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1  
ในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวโดยใช้ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 อายุ 21 วัน                
ปลูกเชื้อสาเหตุโรคด้วยวิธีตัดใบและคลุมถุงให้ความชื้นเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วจึงฉีดพ่นด้วย         
6 กรรมวิธี พบว่าลักษณะอาการของโรคขอบใบแห้งของข้าวเริ่มแสดงอาการภายในระยะเวลา 48 ถึง 
72 ชั่วโมงหลังจากปลูกเชื้อสาเหตุโรค บริเวณรอยตัดใบเริ่มเปลี่ยนเป็นสีเหลืองขยายไปตามทางแนว
ยาวของใบโดยเฉพาะขอบใบจากนั้นจะเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลบางส่วนหรือขยายไปทั้งใบและพบอาการ
รุนแรงเหี่ยวแห้งตายทั้งต้น หลังจากปลูกเชื้อสาเหตุโรคเป็นเวลา 14 วันพบว่ากรรมวิธีการใช้ชีวภัณฑ์
สูตรที่  2 สามารถควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ดีที่สุด  มีดัชนีการยับยั้งโรคสูงสุดเท่ากับ                
45.87 เปอร์เซ็นต์ ร้อยละการเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรคเท่ากับ 91.67±14.16 และ  
50.93±21.01 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติกับกรรมวิธีอ่ืน ๆ            
โดยกรรมวิธีที่สามารถควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวรองลงมา ได้แก่ กรรมวิธีการใช้ชีวภัณฑ์สูตรที่ 3 
มีดัชนีการยับยั้งโรคเท่ากับ 36.42 เปอร์เซ็นต์ ร้อยละการเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรคเท่ากับ 
86.67±26.99 และ 59.81±27.32 เปอร์เซ็นต์  ตามลำดับ กรรมวิธีการใช้แบคที เรียปฏิปักษ์                 
Bacillus spp. ไอโซเลต N1 รูปแบบเชื้อสด มีดัชนีการยับยั้ งโรคเท่ากับ 23.43 เปอร์ เซ็นต์                    
ร้อยละการเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรคเท่ากับ 98.33±5.27 และ 72.04±19.97 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ และกรรมวิธีการใช้ชีวภัณฑ์สูตรที่ 1 มีดัชนีการยับยั้งโรคเท่ากับ 22.83 เปอร์เซ็นต์                
ร้อยละการเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรคเท่ากับ 96.67±7.03 และ 72.59±18.92 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดั บ  โดย เป รี ยบ เที ยบกั บ กรรมวิ ธี ก าร ใช้ ส าร เคมี ท างการ เกษตรซิ งค์ ไทอะโซล                             
ซึ่งมีดัชนีการยับยั้งโรคเท่ากับ 11.42 เปอร์เซ็นต์ ร้อยละการเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรค
เท่ากับ 98.33±5.27 และ 83.33±18.48 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และกรรมวิธีน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ            
มีร้อยละการเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรคสูงสุดเท่ากับ 100±00.00 และ 94.07±11.34 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ โดยในแต่ละกรรมวิธีร้อยละการเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรค                
ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 23)  
 
 
 

 

 

 



 

 

 
 66 

ตารางท่ี 23 ประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 และกรรมวิธี
ต่าง ๆ ในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว 

กรรมวิธี1/ 
ร้อยละการเกิดโรค 

(เปอร์เซ็นต์)2/ 
ดัชนีความรุนแรงของโรค 

(เปอร์เซ็นต์)2/ 
ดัชนีการยับย้ังโรค

(เปอร์เซ็นต์)2/ 
ชีวภัณฑ์สูตรที่ 1 96.67±7.03b 72.59±18.92bc 22.83 
ชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 91.67±14.16ab 50.93±21.01a 45.87 
ชีวภัณฑ์สูตรที่ 3 86.67±26.99a 59.81±27.32ab 36.42 
Bacillus spp.             
ไอโซเลต N1 

รูปแบบเชื้อสด 
98.33±5.27ab 72.04±19.97bc 23.43 

ซิงค์ไทอะโซล 98.33±5.27ab 83.33±18.48cd 11.42 
น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 100±00.00b 94.07±11.34d - 
1/กรรมวิธีที่  1 ชีวภัณฑ์สูตรที่  1 (skim milk, maltodextrin, sodium alginate อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 
เปอร์ เซ็นต์ ) กรรมวิธีที่  2 ชีวภัณฑ์สูตรที่  2 (skim milk , maltodextrin, sodium alginate, แป้งข้าวโพด 
อัต ราส่ วน  10 : 20 : 0.06 : 5 เปอร์ เซ็ นต์ ) กรรมวิ ธีที่  3 ชี วภัณ ฑ์ สู ต รที่  3 (skim milk, maltodextrin,                       
sodium alginate,  แป้งมันสำปะหลัง อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 : 5 เปอร์เซ็นต์) กรรมวิธีที่ 4 แบคทีเรียปฏิปักษ์                   
Bacillus spp. ไอโซเลต N1 รูปแบบเช้ือสดความหนาแน่นเซลล์ 108

 CFU/มิลลิลิตร กรรมวิธีที่  5 สารเคมี                    
ทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซล อัตรา 20 กรัมต่อน้ำ 20 ลิตร (positive control) กรรมวิธีที่ 6 น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ 
(negative control) 
2/ค่าเฉลี่ยที่ตามหลังด้วยตัวอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติตามวิธี Duncan's 
Multiple Range Test (DMRT) P≤0.05 
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บทที่ 5  
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
งานวิจัยนี้ได้ศึกษาความสามารถของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งโรคขอบใบ

แห้งของข้าว และนำไปพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์รูปแบบผงที่สามารถควบคุมโรคขอบใบแห้ง
ของข้าวด้วยเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่นผ่านกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย ซึ่งเป็นการตรึงเซลล์
แบคทีเรียปฏิปักษ์ในองค์ประกอบสารพาหรือวัสดุห่อหุ้มที่ช่วยปกป้องเซลล์แบคทีเรียจากปัจจัยทาง
สิ่งแวดล้อม ทำให้ชีวภัณฑ์คงความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์หลังจากผ่านกระบวนการผลิตโดย
การทำแห้งแบบพ่นฝอย สามารถยืดอายุการเก็บรักษา และง่ายต่อการนำไปใช้งานสำหรับเกษตรกร  

จากการทดสอบความสามารถในการเกิดโรคของเชื้อแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae 
สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากจากสำนักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 
กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ทดสอบปลูกเชื้อสาเหตุโรคในข้าวขาวดอกมะลิ105 
ซึ่งเป็นสายพันธุ์อ่อนแอต่อโรคขอบใบแห้ง โดยใช้ต้นข้าวอายุ 21 และ 28 วัน ปลูกเชื้อสาเหตุโรค      
ด้วยวิธีการตัดใบ แล้วคลุมถุงครอบทั้งกระถางเพ่ือกักเก็บความชื้นเอาไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง                         
สามารถสังเกตเห็นหยดน้ำเกาะที่บริเวณใบ หลั งจากการปลูกเชื้อเป็นเวลา 48 ถึง 72 ชั่วโมง                       
จึงเริ่มแสดงอาการปลายใบช้ำน้ำและเปลี่ยนเป็นสีเหลือง จากนั้นรอยโรคจะพัฒนาไปตามทางยาวของ
ใบข้าว โดยเฉพาะอย่างยิ่งที่บริเวณขอบใบ ซึ่งมีลักษณะอาการสอดคล้องกับการรายงานของ              
Jonit และคณะ (2016) หลังจากปลูกเชื้อเป็นเวลา 14 วัน พบว่าข้าวอายุ 21 วัน มีร้อยละการเกิด
โรคและดัชนีความรุนแรงของโรคสูงกว่าข้าวอายุ 28 วัน ซึ่งข้าวอายุ 21 วัน จะมีขนาดพ้ืนทีใ่บข้าวเล็ก
และบางกว่าข้าวอายุ 28 วัน จึงอาจทำให้เชื้อสาเหตุโรคเข้าทำลายได้ง่ายกว่า โดยปัจจัยในการเกิดโรค
ประกอบด้วยพืชอาศัยที่ไวต่อการเกิดโรคซึ่งเกี่ยวข้องทั้งสายพันธุ์และช่วงอายุการเจริญของพืช                
เชื้อสาเหตุโรคที่รุนแรงและมีปริมาณมาก และสภาพแวดล้อมที่เหมาะสม เช่น อุณหภูมิ ความชื้น และ
ลม ที่สามารถทำให้พืชอาศัยลดความต้านทานในการเกิดโรคได้ (Agrios, 2005) มีรายงานในข้าวที่มี
อายุน้อยกว่า 21 วัน จะมีความไวต่อการเกิดโรคขอบใบแห้งของข้าว และมักพบเกิดโรคในเขตพ้ืนที่
ร้อนชื้นอุณหภูมิช่วง 25-34 องศาเซลเซียส และมีความชื้นสูง ซึ่งสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการ
เกิดโรคยิ่งจะส่งผลให้เกิดการแพร่กระจายของโรคได้มากขึ้น  (Gnanamanicksam et al., 1999)    
จากการทดลองจึงเลือกใช้ข้าวอายุ 21 วัน ในการศึกษาเพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้ง
เชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

การคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวด้วยวิธี               
agar plate inhibition assay พบว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง             
เชื้อสาเหตุโรคได้ดีที่สุด ซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียปฏิปักษ์                    
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ไอโซเลตอ่ืน ๆ จึงนำแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุ
โรคขอบใบแห้งของข้าวด้วยวิธี  paper disc diffusion พบว่าแบคที เรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1                 
มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ                      
กับกรรมวิธีควบคุม ได้แก่ กรรมวิธีการใช้ชีวภัณฑ์แบคทีเรีย B. subtilis DOA24 (กรมวิชาการเกษตร) 
และสารเคมีทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซล  เมื่อจำแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต  N1                 
พบว่ามีความใกล้เคียงกับ B. velezensis โดยแบคทีเรีย Bacillus spp. เป็นแบคทีเรียแกรมบวก         
ที่ได้รับความสนใจในการนำไปประยุกต์ใช้เป็น  จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในด้านการเกษตร เนื่องจากมี
คุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชและสามารถสร้างเอนโดสปอร์ที่สามารถทนต่อสภาวะที่ไม่
เหมาะสมได้  จึ งเหมาะกับการนำไปพัฒนาชีวภัณฑ์แบคที เรียปฏิ ปักษ์  (Wu et al., 2015)             
แบคทีเรียสกุล Bacillus มีกลไกการควบคุมด้วยวิธีทางชีวภาพหลากหลายวิธี เช่น การแก่งแย่งอาหาร
และที่อยู่อาศัย การส่งเสริมสารอาหารและฮอร์โมนแก่พืช การชักนำการต้านทานโรค การสร้ าง           
ไบโอฟิล์ม และการสร้างสารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิหลากหลายที่สามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชได้ 
(Fira et al., 2018; Sha et al., 2016) โดยมีงานวิจัยศึกษาแบคที เรียปฏิปักษ์  B. velezensis 
สามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชที่เกิดจากแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum และเชื้อรา ได้แก่ 
Botrytis cinerea, Fulvia fulva, Fusarium graminearum, F. oxysporu m, F. verticillioides, 
Phytophthora nicotianae และ Ustilaginoidea virens นอกจากนั้นยังสามารถยับยั้งไส้เดือน
ฝอยรากปม Meloidogyne incognita (Calvo et al., 2020; Cao et al., 2018; Chen et al., 
2018; Guo et al., 2020; Jiang et al., 2019; Myo et al., 2019; Wang et al., 2020)                                         
โดยมีรายงานการวิเคราะห์จีโนมิกส์ของ B. velezensis พบมีกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
สั ง เคราะห์ ส ารเมแทบอไลท์ทุ ติ ยภู มิ ซึ่ งมี บทบาทสำคัญ ในการยับยั้ งเชื้ อสาเหตุ โรคพื ช                       
ก ลุ่ ม  cyclic lipopeptides ไ ด้ แ ก่  iturin, surfactin, bacillomycin-D, fengicin แ ล ะ 
bacillibactin กลุ่ม antibacterial polyketide ได้แก่ macrolactin, bacillaene และ difficidin 
แ ล ะ  antibacterial dipeptide ไ ด้ แ ก่  bacilicin (Chen et al., 2007; Liu et al., 2020;            
Pandin et al., 2018; Rabbee et al., 2019) และมีการศึกษาคุณสมบัติในการสร้างเอนไซม์และ

สารที่ส่ งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่  amylase, β-glucanase, cellulase, chitinase, 
indole-3-acetic acid (IAA) และ siderophore (Myo et al., 2019) ในการควบคุมโรคขอบใบแห้ง
ของข้ าวได้มี งานวิจั ยศึ กษาสารเมแทบอไลท์ ทุ ติ ยภู มิ  difficidin และ bacilysin ที่ ได้ จาก           
แบคทีเรีย B. amyloliquefacien FZB42 (reclassified B. velezensis FZB42) โดยสาร difficidin 
หรือ bacilysin ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่สร้างความเสียหายต่อผนังเซลล์ของเชื้อ
สาเหตุโรคขอบใบของข้าวได้อย่างมีประสิทธิภาพและสามารถลดอาการรุนแรงของโรคโดยมีอัตราการ
ควบคุมโรค 58.82 ถึง 72.31 เปอร์เซ็นต ์(Fan et al., 2018; Wu et al., 2015)  
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ปัจจุบัน เกษตรกรส่วนใหญ่ยั งมีการควบคุมศัตรู พืชโดยใช้สารเคมีทางการเกษตร                          
ซึ่งการใช้สารเคมีในปริมาณมากและใช้ติดต่อกันเป็นระยะยาวนานจะก่อให้เกิดสารพิษตกค้างใน                 
พ้ืนที่การเกษตรส่งผลเสียต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อม จึงมีการควบคุมศัตรูพืชแบบผสมผสานซึ่งเป็นการ
รวมกันของวิธีทางชีวภาพและสารเคมีทางการเกษตรเพ่ือลดการใช้สารเคมีทางการเกษตรและควบคุม
คุณภาพของผลผลิต (Barzman et al., 2015) ในงานวิจัยจึงได้ทำการทดสอบความสามารถในการ
ทนทานต่อสารเคมีทางการเกษตรของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 พบว่า           
สามารถทนทานต่อสารเคมีทางการเกษตรประเภทกลุ่มกำจัดโรคพืช ได้แก่ อะมิโก้ (amigo)                   
บี ม 75WP (beam WP75) ก รี น ได ฟ์  500EC (greendive 500EC) โอ มั ย ซิ น  (omycin) แล ะ              
ไท แ บ ค  ( thibac) ก ลุ่ ม ก ำ จั ด วั ช พื ช  ได้ แ ก่  ค ล อ แ ร ค  (clorac)  เล วิ น เอ ฟ  ( levin F)                          
กลุ่มกำจัดแมลง ได้แก่ โปรวาโด (provado) ยกเว้นสารเคมีกำจัดวัชพืชพาราควอต (paraquat)           
ซ่ึงพาราควอตมีความเป็นพิษสูงต่อสิ่งแวดล้อมและมนุษย์จึงได้ถูกยกเลิกการใช้ในหลายประเทศ 
(Bromilow, 2004; Cha et al., 2015) มี ง า น วิ จั ย ข อ ง  Basamma แ ล ะ  Kulkami (2017)                  
ได้ศึกษาการทนทานของแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis ต่อสารเคมีทางการเกษตรด้วยวิธี maximum 
tolerance concentration (MTC) แ ล ะ  maximum inhibition concentration (MIC) พ บ ว่ า
แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis ทนต่อสารเคมีทางการเกษตร carbendazim (bavistin 50WP), 
difenconazole (score 25EC), hexaconazole ( contaf 5EC)  แ ล ะ  kresoxin-methyl                   
(ergon 44.3SC) ดังนั้นการนำแบคทีเรียปฏิปักษ์ไปใช้ในการควบคุมโรคพืชอย่างมีประสิทธิภาพ               
จะต้องพิจารณาการใช้ร่วมกับสารเคมีทางการเกษตรได้บางชนิด 

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 รูปแบบเชื้อสด
ในการยับยั้งเชื้อ Xoo สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในพืชทดสอบ พบว่ากรรมวิธีการใช้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ดีที่สุด                   
มีดัชนีการยับยั้งโรคสูงสุดเท่ากับ 65.08 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติกับ                   
กรรมวิธีการใช้สารเคมีทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซลที่มีดัชนีการยับยั้งโรคเท่ากับ 29.76 เปอร์เซ็นต์ 
และกรรมวิธีการใช้น้ำกลั่นที่ไม่สามารถควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ สอดคล้องกับงานวิจัยของ         
ปริชาติ และคณะ (2555) ได้ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์  B. subtilis TU-Orga1                   
ในการควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวโดยวิธีการคลุกเมล็ดร่วมกับการฉีดพ่นใบของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
ซึ่งสามารถลดการเกิดโรคได้ 75.6 เปอร์เซ็นต์ โดยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 
มีศักยภาพในการยับยั้งโรคขอบใบแห้งของข้าวในพืชทดสอบจึงพิจารณานำไปพัฒนาชีวภัณฑ์ 

การศึกษาอาหารเลี้ ยงเชื้อที่ เหมาะสมต่อการเจริญ และการสร้างเอนโดสปอร์ของ               
แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 เพ่ือคัดเลือกแหล่งคาร์บอนโดยเพาะเลี้ยงใน            
อาหารเลี้ยงเชื้อ NB ที่ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 2 ชนิด ได้แก่ กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร 
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และซู โครส 10 กรัมต่อลิตร พบว่าน้ ำหนักเซลล์แห้ งของแบคที เรียปฏิปั กษ ์ไอโซเลต N1                 
หลังจากการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB + กลูโคส 10 กรัมต่อลิตร และอาหารเลี้ยงเชื้อ            
NB + ซูโครส 10 กรัมต่อลิตร สูงสุดเท่ากับ 1.06 และ 1.00 กรัมต่อลิตร ตามลำดับ หลังจาก
เพาะเลี้ยง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้ง
ที่ได้จากการใช้แหล่งคาร์บอนเป็นกลูโคสสูงกว่าการใช้ซูโครสเพียงเล็กน้อย นอกจากนั้นการใช้กลูโคส
มากกว่า 5 กรัมต่อลิตร จะทำให้เกิดยับยั้งการสร้างเอนโดสปอร์ด้วย (Monteiro et al., 2005)        
จึงเลือกใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ อีกทั้งยังมีราคาถูกกว่า
และหาซื้อได้ง่ายเพ่ือลดต้นทุนการผลิต จากนั้นได้ศึกษาการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมต่อการเจริญและ
สร้างเอนโดสปอร์ของแบคที เรียปฏิปั กษ์  Bacillus spp. ไอโซเลต N1 ในอาหารเลี้ ยงเชื้ อ          
modified nutrient broth จำนวน 4 สูตร โดยมีการเปรียบเทียบความเข้มข้นของซูโครส ได้แก่ 10, 
20, 30 และ 40 กรัมต่อลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ที่มีการเพ่ิมส่วนของ minerals solution        
ได้แก่  CaCl2, FeSO4, KCl, MgSO4 และ MnCl2 เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะเขย่า ความเร็วรอบ                  
150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth 
สูตรที่ 2 มีน้ำหนักเซลล์แห้งสูงสุดเท่ากับ 2.36 กรัมต่อลิตร หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 96 ชั่วโมง         
มีจำนวนเซลล์และเอนโดสปอร์สู งสุด เท่ ากับ  1.32 x 109 CFU/มิลลิลิตร และ 3.09 x 106               
สปอร์ต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 96 ชั่วโมง ซึ่งในการผลิตชีวภัณฑ์มักจะใช้
เชื้อรูปแบบเอนโดสปอร์ที่ทนต่อความร้อนได้สูงกว่าเชื้อรูปแบบเซลล์ ซึ่งทำให้เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์     
มีอัตรารอดชีวิตสูงกว่า จากการศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth ที่เหมาะสมต่อการ
เจริญและสร้างเอนโดสปอร์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 จึงพิจารณาเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อ 
modified nutrient broth สูตรที่  2 (NB + minerals solution + ซูโครส 20 กรัมต่อลิตร) ที่มี
ประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณน้ำหนักเซลล์แห้ง จำนวนเซลล์ และจำนวนเอนโดสปอร์ได้สูงสุด 
นำมาใช้เป็นสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1   
เพ่ือการพัฒนาชีวภัณฑ์ โดยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบด้วย Mn2+, Mg2+ และ Ca2+ จะช่วยส่งเสริม
การสร้างเอนโดสปอร์และทำให้\เอนโดสปอร์ทนต่อความร้อนมากขึ้น (Atrih and Foster, 2001) 
เช่นเดียวกับในงานวิจัยของ Posada-Uribe และคณะ (2015) ได้ศึกษาส่วนประกอบของอาหารเลี้ยง
เชื้อและสภาวะที่ เหมาะสมในการสร้างเอนโดสปอร์ของแบคที เรีย B. subtilis EA-CB0575            
โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ modified sporulation medium ที่มีส่วนประกอบของแร่ธาตุ 
ได้ แก่  MgSO4, KH2PO4, FeSO4, CaCl2 และ MnCl2 เพ าะเลี้ ย งทั้ งภ าย ใต้ สภ าวะ เขย่ าและ             
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 14 ลิตร สามารถผลิตเอนโดสปอร์ได้สูงสุดเท่ากับ 1.37 x 109 และ          
8.78 x 109 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และงานวิจัยของ Monteiro และคณะ (2005) ได้ศึกษา
ก า ร เ พ่ิ ม จ ำน ว น เอ น โด ส ป อ ร์ Fเพ า ะ เลี้ ย ง เชื้ อ  B. subtilis MB24 ใน อ าห า ร เลี้ ย ง เชื้ อ                     



 

 

 
 71 

difco sporulation ที่มีส่วนประกอบของแร่ธาตุ ได้แก่ KCl, MgSO4, MnCl2 และ FeSO4 เพาะเลี้ยง
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกะมีจำนวนเซลล์สูงสุดเท่ากับ 2.2 x 1010 CFU/มิลลิลิตร และมีจำนวน   
เอนโดสปอร์สูงสุดเท่ากับ 5.6 x 109 สปอร์ต่อมิลลิลิตร และเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ         
เติมกะมีจำนวนเซลล์สูงสุดเท่ากับ 3.6 x 1010 CFU/มิลลิลิตร และมีจำนวนเอนโดสปอร์สูงสุดเท่ากับ 
7.4 x 109 สปอร์/มิลลิลิตร โดยการเพาะเลี้ยงแบบกะเซลล์จะใช้สารอาหารจากอาหารเลี้ยงเชื้อตั้งต้น
ครั้งเดียวและการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะจะมีการเติมสารอาหารในระหว่างกระบวนการเพาะเลี้ยงทำให้
สามารถควบคุมรูปแบบการเจริญของแบคที เรียได้จึ งสามารถเพ่ิมจำนวนเอนโดสปอร์ได้       
(Monteiro et al., 2005) 

ในการพัฒนาชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 เพ่ือควบคุมโรค              

ขอบใบแห้งของข้าวได้อย่างมีประสิทธิภาพจึงต้องคำนึงถึงองค์ประกอบของชีวภัณฑ์อย่างเหมาะสม                  

ควรเลือกใช้สารพาหรือวัสดุที่ไม่ทำลายแบคทีเรียปฏิปักษ์ จึงมีการคัดเลือกองค์ประกอบสารพาที่

เหมาะสมของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ซึ่งทดสอบโดยวิธีการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์                              

Bacillus spp. ไอโซเลต N1 ร่วมกันกับองค์ประกอบสารพาแต่ละชนิด  ได้ แก่  skim milk, 

maltodextrin, sodium alginate แป้งข้าวโพด และแป้งมันสำปะหลัง พบว่าองค์ประกอบสารพา    

แต่ละชนิดที่นำมาทดสอบไม่มีการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต N1 จึงนำ

องค์ประกอบแต่ละชนิดมาประกอบสูตรเพ่ือนำมาพัฒนาชีวภัณฑ์จำนวน 3 สูตร ได้แก่ สูตรที่ 1 

(skim milk, maltodextrin, sodium alginate อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 เปอร์เซ็นต์) สูตรที่  2 

(skim milk , maltodextrin, sodium alginate, แป้ งข้ าวโพด  อัตราส่ วน  10 : 20 : 0.06 : 5 

เปอร์ เซ็นต์  และสูตรที่  3 (skim milk, maltodextrin, sodium alginate, แป้ งมันสำปะหลั ง 

อัตราส่วน 10 : 20 : 0.06 : 5 เปอร์เซ็นต์) พัฒนาชีวภัณฑ์ด้วยเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชั่นโดยผ่าน

กระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอย ใช้อุณหภูมิลมร้อนขาเข้า (air inlet) 145 องศาเซลเซียส และ

อุณหภูมิลมร้อนขาออก (air outlet) อยู่ระหว่าง 90-105 องศาเซลเซียส พบว่าชีวภัณฑ์สูตรที่ 3                

มีปริมาณผงชีวภัณฑ์ที่ ได้กลับจากการทำแห้งแบบพ่นฝอยสูงสุดเท่ากับ 11.53 เปอร์เซ็นต์                          

ซึ่ งป ริม าณ ผงชี วภัณ ฑ์ บ างส่ วน จะสูญ เสี ย ไป ภ าย ในแชม เบ อร์  (chamber) ของเค รื่ อ ง                             

ทำแห้งแบบพ่นฝอยในระหว่างกระบวนการผลิต ความชื้นของชีวภัณฑ์สูตรที่ 1, 2 และ 3 เท่ากับ 

3.65, 0.47 และ 1.51 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ โดยชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 และ 3 ที่มีองค์ประกอบของแป้ง

จากพืชซึ่งเป็นโพลิเมอร์จากธรรมชาติจะมีความชื้นน้อยกว่าชีวภัณฑ์สูตรที่ไม่มีแป้ง แป้งข้าวโพดมี

องค์ประกอบของไขมันมากกว่าแป้งมันสำปะหลัง ซึ่งไขมันจะช่วยลดความสามารถในการดูดน้ำของ

แป้ง (Swinkels, 1985) อาจมีผลในการดูดซับความชื้นได้น้อยจึงทำให้ชีวภัณฑ์ที่มีองค์ประกอบของ
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แป้งข้าวโพดมีความชื้นน้อยที่สุด ความชื้นมีผลต่อความมีชีวิตของแบคทีเรียจึงมีการกำหนดชีวภัณฑ์ที่

มีความคงตัวในระหว่างการเก็บรักษาจะต้องมีเปอร์เซ็นต์ความชื้นน้อยกว่า 4 เปอร์เซ็นต์ กระบวนการ

ผลิตจึงต้องลดปริมาณความชื้นในผงชีวภัณฑ์โดยใช้อุณหภูมิในกระบวนการทำแห้งสูงแต่ต้องคำนึงถึง

อุณหภูมิที่มีผลต่อความมีชีวิตรอดของแบคทีเรีย (Anantal et al., 2004) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Ma และคณะ (2015) ได้ศึกษาการใช้สภาวะอุณหภูมิลมร้อนขาเข้าในการทำแห้งแบบพ่นฝอย

ของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis B99-2 ที่มีผลต่อความชื้นและความมีชีวิตรอดของ

แบคทีเรียปฏิปักษ์โดยชีวภัณฑ์มีองค์ประกอบ ได้แก่ maltodextrin และ gum arabic พบว่า         

ชีวภัณฑ์จากการใช้สภาวะอุณหภูมิลมร้อนขาเข้า 105, 125, 145, 165 และ 185 องศาเซลเซียส            

มีเปอร์เซ็นต์ความชื้นเท่ากับ 7.21, 5.13, 3.58, 3.59 และ 3.45 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และการใช้

สภาวะอุณหภูมิลมร้อนขาเข้า 145 องศาเซลเซียส มีอัตราการอยู่รอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์สูงสุด 

92.48 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นเมื่อใช้อุณหภูมิลมร้อนขาเข้าสูงขึ้นยิ่งทำให้เปอร์เซ็นต์ความชื้นลดลง  

เมื่อประเมินความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 ในชีวภัณฑ์

แบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วยวิธีการ dilution plate count โดยชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์จะถูกจัดเก็บใน

ถุ งอะลูมิ เนี ยมฟอยล์ ที่ ปิ ดผนึ กสนิทและเก็บที่ อุณ หภูมิห้ อง พบว่าความมีชี วิตรอดของ                   

แบคทีเรียปฏิปักษ์ในชีวภัณฑ์ทั้ง 3 สูตรหลังจากผ่านการทำแห้งแบบพ่นฝอยมีจำนวนตั้งแต่ 106 ถึง 

107 CFU/กรัม ซึ่งชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์สูตรที่ 3 มีจำนวนความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์

หลั งจากผ่ านการทำแห้ งแบบ พ่นฝอยสู งสุ ด  เท่ ากับ  1.24 x 107 CFU/กรัม  ซึ่ งมี จ ำนวน                      

แบคทีเรียปฏิปักษ์ลดลง 1.68 Log CFU/กรัม และความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในชีวภัณฑ์

ทั้ ง 3 สูตรหลังมีอายุการเก็บเป็นระยะเวลา 3 เดือน  มีจำนวนตั้ งแต่  104 ถึง 106 CFU/กรัม                    

ซึ่งชีวภัณฑ ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ สูตรที่ 2 มีจำนวนความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์หลังมีอายุการ

เก็บเป็นระยะเวลา 3 เดือน สูงสุด เท่ากับ 1.44 x 106 CFU/กรัม ซึ่งมีจำนวนแบคทีเรียปฏิปักษ์ลดลง 

0.61 Log CFU/กรัม ในกระบวนการทำแห้งแบบพ่นฝอยอาจทำลายเซลล์แบคทีเรียจากการผ่าน

ความร้อนเพ่ือนำน้ำออกจากเซลล์กระทันหัน โดยความร้อนจากอุณหภูมิลมร้อนขาเข้าของเครื่อง            

ทำแห้งแบบพ่นฝอยจะมีผลกระทบต่อความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียน้อยกว่าอุณหภูมิลมร้อนขาออก          

แต่หากมีอุณหภูมิลมร้อนขาออกเกิน 100 องศาเซลเซียส เอนโดสปอร์อาจถูกทำลาย 3 เปอร์เซ็นต์ 

(Reyes et al., 2018; Teera-arunsiri et al., 2003) เ พ่ื อ ล ด ผ ล ก ระท บ ดั งก ล่ า ว จึ งต้ อ งมี

องค์ประกอบของชีวภัณฑ์ซึ่งเป็นวัสดุห่อหุ้มที่ช่วยปกป้องเซลล์แบคทีเรียปฏิปักษ์จากสภาวะที่ไม่

เหมาะสมและเพ่ิมประสิทธิภาพในการคงอยู่ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในระหว่างกระบวนการผลิต               
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การจัดเก็บผลิตภัณฑ์ และในระหว่างนำไปใช้งาน วัสดุที่ถูกนำไปศึกษาในการผลิตชีวภัณฑ์ เช่น           

skim milk, maltodextrin, sodium alginate, polyvinyl pyrrolidone, gum arabic เป็ น ต้ น 

(Chumthong et al., 2016; López-Cruz et al., 2020; Reyes et al., 2018) ใ น ง า น วิ จั ย

องค์ประกอบหลักของชีวภัณฑ์ทั้ง 3 สูตร ได้แก่ skim milk, maltodextrin และ sodium alginate 

ซึ่งมีอยู่ในองค์ประกอบของชีวภัณฑ์สูตรที่ 1 คุณสมบัติของ skim milk มีการนำไปใช้ในการเก็บรักษา

สภาพเซลล์แบคทีเรียให้คงมีชีวิตได้ (Cody et al., 2008; Wu et al., 2019) maltodextrin ช่วยให้

การห่อหุ้มเซลล์แบคทีเรียหนาขึ้นเพ่ือป้องกันเซลล์ได้รับความเสียหายและช่วยลดการดูดซับความชื้น

จะทำให้ผงชีวภัณฑ์ไม่เหนียวติดกัน  (Rokka and Rantamäki, 2010; Tang et al., 2020) และ 

sodium alginate มีคุณสมบัติเป็นโพลีเมอร์ที่สามารถก่อฟิล์มเคลือบไว้ได้ทำให้เพ่ิมประสิทธิภาพใน

การห่อหุ้มเซลล์แบคทีเรีย (Yonekura et al., 2014) โดยชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 และ 3 มีองค์ประกอบของ

แป้งข้าวโพดและแป้งมันสำปะหลังจึงอาจมีส่วนช่วยปกป้องเซลล์แบคทีเรียทำให้ความมีชีวิตรอดของ

แบคทีเรียปฏิปักษ์สูงกว่าสูตรชีวภัณฑ์ที่ไม่มีองค์ประกอบของแป้ง นอกจากนั้นแป้งยังมีต้นทุนต่ำจึง

เหมาะสมในการนำมาใช้ในการพัฒนาชีวภัณฑ์ ในงานวิจัยของ Nunes และคณะ (2018) ได้ใช้แป้ง

ข้าวโพดเป็นวัสดุห่อหุ้มเซลล์ในการผลิตแบคทีเรีย Lactobacillus acidophilus ผ่านกระบวนการ    

ทำแห้งแบบพ่นฝอย สภาวะอุณหภูมิลมร้อนขาเข้าและลมร้อนขาออก 130 และ 76±5 องศาเซลเซียส 

ตามลำดับ อัตราการไหล 0.48 ลิตรต่อชั่วโมง แรงดันอากาศ 0.6 เมกะปาสคาล พบว่ามีความรอด

ชีวิตของแบคทีเรียหลังจากผ่านการทำแห้งแบบพ่นฝอยสูงถึง 94.26 เปอร์เซ็นต์ และงานวิจัยของ         

Teera-Arunsiri และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตชีวภัณฑ์แบคทีเรีย B. thuringiensis องค์ประกอบ

ของชีวภัณฑ์  ได้แก่  แป้ งมันสำปะหลั ง ซู โครส และน้ำมันรำข้าว และใช้ เซลล์แขวนลอย                  

ความหนาแน่นเซลล์ 5x1010 CFU/มิลลิลิตร สภาวะอุณหภูมิลมร้อนขาเข้าและลมร้อนขาออก              

120 และ 70 องศาเซลเซียส ตามลำดับ พบว่าสามารถคงความมีชีวิตของเอนโดสปอร์ได้สูงสุด          

1.77 x 109 สปอร์ต่อกรัม นอกจากนั้นความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียหลังผ่านการทำแห้งแบบพ่นฝอย

และในระหว่างการเก็บรักษายังขึ้นอยู่กับวิธีการเก็บรักษา โดยมีรายงานการเก็บชีวภัณฑ์ที่อุณหภูมิ         

4 องศาเซลเซียส จำนวนแบคทีเรียจะลดลงเพียงเล็กน้อย เมื่อเทียบกับการเก็บชีวภัณฑ์ที่อุณหภูมิ                    

25 องศาเซลเซียส ซึ่ งมีแบคที เรียลดลงมากที่ สุ ดถึ ง 3 log CFU/กรัม  (Tang et al., 2020)              

แต่การเก็บชีวภัณฑ์ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะทำให้เพ่ิมต้นทุนในการผลิตจึงไม่เหมาะสมกับการ

นำมาเก็บรักษาชีวภัณฑ์ที่จะนำไปใช้ทางด้านการเกษตร  
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การศึกษาลักษณะอนุภาคของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด ความต่างศักย์ไฟฟ้า 20 kV พบว่าลักษณะอนุภาคของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง         

3 สูตร มีขนาดอนุภาคเฉลี่ยอยู่ในช่วง 20 ไมโครเมตร ลักษณะกลมโดยมีทั้งแบบผิวเรียบและเหี่ยวย่น

ผิวขรุขระ และมีเศษวัสดุอ่ืน ๆ เกาะบนอนุภาคของชีวภัณฑ์  โดยลักษณะการเหี่ยวย่นเกิดจากการ

ระเหยอย่างรวดเร็วของของเหลวที่ถูกทำให้เป็นละอองหยดระหว่างการทำแห้งแบบพ่นฝอย เกิดข้ึนได้

ในสภาวะอุณหภูมิลมร้อนขาเข้าที่ใช้สูงถึง 155 องศาเซลเซียส ซึ่งอาจทำให้เกิดรอยร้าวบนอนุภาคที่

ออกซิเจนสามารถแพร่เข้าไปและเป็นพิษต่อเซลล์ จึงทำให้มีผลต่อความชีวิตรอดของแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์ หากใช้อุณหภูมิขาเข้าปานกลางประมาณ 140 องศาเซลเซียส อนุภาคจะมีลักษณะเป็น                        

รอยเว้าลงไปซึ่งเป็นกลไกที่ป้องการแตกหักของพ้ืนผิวอนุภาค (Dura, 2007) อย่างไรก็ตามคุณสมบัติ

วัสดุที่นำมาห่อหุ้มเซลล์ไว้มีผลต่อลักษณะของอนุภาค เนื่องจากวัสดุแต่ละชนิดมีค่าการนำความร้อน

และการกระจายความร้อนแตกต่างกัน  

จากการทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 

ทั้ง 3 สูตร ในการยับยั้งเชื้อ Xoo สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวในพืชทดสอบ พบว่ากรรมวิธีการฉีด

พ่นน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเพียงอย่างเดียว เกิดลักษณะอาการโรคอย่างรุนแรง เหี่ยวแห้งตายทั้งกระถาง                            

มีร้อยละการเกิดโรค 100 เปอร์เซ็นต์ และมีดัชนีความรุนแรงของการเกิดโรค 94.07 เปอร์เซ็นต์                    

ซึ่งชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์สามารถควบคุมการเกิดโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ โดยกรรมวิธีการใช้           

ชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 สามารถควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ดีที่สุด มีดัชนีการยับยั้งโรคสูงสุดเท่ากับ 

45.87 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา ได้แก่ กรรมวิธีการใช้ชีวภัณฑ์สูตรที่ 3 กรรมวิธีการใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ 

Bacillus spp ไอโซเลต N1 รูปแบบเชื้อสด กรรมวิธีการใช้ชีวภัณฑ์สูตรที่ 1 และกรรมวิธีการใช้

สารเคมีทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซล มีดัชนีการยับยั้งโรคเท่ากับ 36.42, 23.43, 22.83 และ                

11.42 เปอร์ เซ็นต์  ตามลำดับ  ซึ่ ง ในแต่ละกรรมวิธี ไม่ แตกต่ างอย่ างมีนั ยสำคัญทางสถิติ                            

เมื่อเปรียบเทียบกรรมวิธีของการใช้ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์และสารเคมีทางการเกษตร                      

ซิงค์ไทอะโซล พบว่าชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 และ 3 มีดัชนียับยั้งเชื้อสาเหตุโรคสูงกว่าการใช้สารเคมี                        

ทางการเกษตรซิงค์ไทอะโซล ซึ่งแตกต่างกันอย่างนัยสำคัญทางสถิติและเมื่อเปรียบเทียบกรรมวิธีของ

การใช้ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์และแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp.ไอโซเลต N1 รูปแบบเชื้อสด 

พบว่าการใช้ชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 และ 3 ที่มีองค์ประกอบของแป้งในสูตรสามารถยับยั้งการเกิดโรคได้

ดีกว่าการใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์รูปแบบเชื้อสด ซึ่งองค์ประกอบสารพาหรือวัสดุห่อหุ้มเซลล์อาจจะช่วย

ทำให้แบคทีเรียปฏิปักษ์เกาะบนใบพืชได้ดีและมีความทนทานต่อสภาวะแวดล้อมต่าง ๆ ทำให้มีการ
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ควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ดีกว่า ในงานวิจัยได้ทดสอบวิธีการใช้งานของชีวภัณฑ์ด้วยวิธีการ             

ฉีดพ่นในแต่ละกรรมวิธีเพียงครั้งเดียว ซึ่งวิธีการและระยะเวลาในการใช้งานของชีวภัณฑ์แบคทีเรีย

ปฏิปักษ์สามารถปรับเปลี่ยนเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคมากยิ่งข้ึน  

จากงานวิจัยครั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต N1 

ทั้ ง 3 สูตร พบว่าสูตรที่  2 ที่มีองค์ประกอบ ได้แก่  skim milk 10 เปอร์เซ็นต์  maltodextrin                      

20 เปอร์เซ็นต์ sodium alginate 0.06 เปอร์เซ็นต์ และแป้งข้าวโพด 5 เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์

ความชื้นน้อยที่สุด ทำให้มีความรอดชีวิตของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในชีวภัณฑ์ที่มีอายุการเก็บ เป็น

ระยะเวลา 3 เดือน มากที่สุด และยังมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวได้

ดีที่สุด โดยสูตรชีวภัณฑ์สามารถนำไปดัดแปลงและปรับสภาวะการทำแห้งแบบพ่นฝอยให้เหมาะสม

เพ่ือความคงตัวมากยิ่งขึ้น หรือมีการปรับวิธีการใช้งานและการเพ่ิมปริมาณของชีวภัณฑ์ให้เพียงพอต่อ

การควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวในแปลงได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในการควบคุมโดยชีววิธี เพ่ือลด

การใช้สารเคมีที่เป็นสารตกค้างในผลผลิตการเกษตรและพ้ืนที่การเพาะปลูก ซึ่งเสี่ยงต่อการเกิดปัญหา

สุขภาพของเกษตรกรและผู้บริโภคและมีต้นทุนสูง ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ใช้ในการควบคุมโรค

ขอบใบแห้งของข้าวจึงเป็นทางเลือกให้กับเกษตรกร ทำให้สามารถควบคุมคุณภาพของผลผลิตทาง

การเกษตรและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม นอกจากนั้นยังสามารถลดต้นทุนการผลิต โดยชีวภัณฑ์

แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชสามารถจดทะเบียนทางการค้าและ

นำไปใช้ในด้านการเกษตรได้ 
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การเตรียมสารและอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. กลีเซอรอล ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ 

กลีเซอรอล 20 มิลลิลิตร 
น้ำกลั่น 80 มิลลิลิตร 
ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดันไอน้ำ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 15 นาที 

2. สารละลาย NaCl 0.85 เปอร์เซ็นต ์
NaCl 0.85 กรัม 
น้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร 
ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดันไอน้ำ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 15 นาที 

3. เจลอากาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 
เจลอากาโรส 1 กรัม 
น้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร 

4. อาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient glucose agar (NGA) 
beef extract 1.5 กรัม 
yeast extract 1.5 กรัม 
bacteriogical peptone  5 กรัม 
NaCl 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
กลูโคส 10 กรัม 
agar 18 กรัม 
น้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร 
ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดันไอน้ำ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 15 นาที 

5. อาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar (NA) 
beef extract 1.5 กรัม 
yeast extract 1.5 กรัม 
bacteriogical peptone  5 กรัม 
NaCl 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
agar 18 กรัม 
น้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร 
ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดันไอน้ำ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 15 นาที 
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6. อาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth (NB) 
beef extract 1.5 กรัม 
yeast extract 1.5 กรัม 
bacteriogical peptone  5 กรัม 
NaCl 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
น้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร 
ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดันไอน้ำ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 15 นาที 

7. อาหารเลี้ยงเชื้อ modified nutrient broth  
ส่วนของ nutrient broth  
beef extract 1.5 กรัม 
yeast extract 1.5 กรัม 
bacteriogical peptone  5 กรัม 
NaCl 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดันไอน้ำ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 15 นาที 
 
ส่วนของแหล่งคาร์บอน  
ซูโครส 10, 20, 30 หรือ 40 กรัม 
ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แรงดันไอน้ำ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 15 นาที 
 
ส่วนของ minerals solution 
CaCl2 · 2H2O  0.1 กรัม 
FeSO4 · 7H2O  0.045 กรัม 
KCl  1 กรัม 
MgSO4 · 7H2O  0.5 กรัม 
MnCl2  0.03 กรัม 
ฆ่าเชื้อโดยกรองผ่านฟิลเตอร์ขนาด 0.22 ไมครอน 
 
นำทั้ง 3 ส่วนผสมกันโดยปรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตรด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ ณัฐินา สวัสดิ์พาณิชย์ 
วันเกิด 9 เมษายน พ.ศ. 2538 
สถานที่อยู่ปัจจุบัน 22 หมู่ 1 ถนนรณชัยชาญยุทธ ตำบลอาจสามารถ อำเภออาจสามารถ 

จังหวัดร้อยเอ็ด รหัสไปรษณีย์  45160 
สถานที่ทำงานปัจจุบัน คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 
ประวัติการศึกษา พ.ศ. 2549 ระดับประถมศึกษา โรงเรียนอนุบาลร้อยเอ็ด อำเภอเมือง

ร้อยเอ็ด จังหวัดร้อยเอ็ด  
พ.ศ. 2555 ระดับมัธยมศึกษา โรงเรียนสตรีศึกษา อำเภอเมืองร้อยเอ็ด 
จังหวัดร้อยเอ็ด  
พ.ศ. 2559 ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (วท.บ.) สาขาจุลชีววิทยา 
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม จังหวัดมหาสารคาม  
พ.ศ. 2564 ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (วท.ม.) สาขาจุลชีววิทยา 
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม จังหวัดมหาสารคาม 

ทุนวิจัย โครงการการสร้างภาคีในการผลิตบัณฑิตระดับปริญญาโท-เอก ระหว่าง
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) กับ
สถาบันการศึกษา   
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