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การใชเ้ชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis ในการควบคุมโรคพชืเป็นที�นิยมมายาวนานตามแนวทางเกษตร

อนิทรยี ์อย่างไรกต็ามมคีวามไม่สะดวกในการใชง้านเนื�องจากตอ้งใชเ้วลาในการหมกัเพื�อเพิ�มปรมิาณเชื*อแบคทเีรยี

ใหม้ปีรมิาณเพยีงพอต่อการใชง้านจงึทําใหผ้ลผลติการเกษตรเสยีหายมากขึ*น ในการวจิยันี*ได้พฒันาผลติภณัฑใ์น

รปูของแขง็จากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis เพื�อใชใ้นการควบคุมโรคพชืจากอาหารเลี*ยงเชื*อที�ทาํการแยกตวัเชื*อ

และทําให้ปราศจากเชื*อแล้ว โดยผสมกบัซิลิกอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ก่อนทําการอบแห้งที�อุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซยีสเป็นเวลา 48 ชั �วโมง ผงละเอยีดเมตาบอไลต์แหง้ที�เตรยีมไดม้ปีระสทิธภิาพในการออกฤทธิ >ยบัยั *งเชื*อรา

หลงัจากทดสอบยืนยนัในจานเพาะเชื*อ สารออกฤทธิ >ยบัยั *งเชื*อราที�เป็นองค์ประกอบในสารเมตาบอไลต์ของเชื*อ

แบคทเีรยี Bacillus subtilis คอื surfactin ซึ�งใช้เป็น marker ในการศกึษานี* การพฒันาผลติภณัฑโ์ดยนําเมตา

บอไลตแ์หง้ผสมกบัสารช่วยแตกตวัรอ้ยละ 6 ไดต้ํารบัที�ตอกอดัเป็นเมด็และสามารถแตกตวัได ้มคีวามคงสภาพทาง

กายภาพหลงัจากเกบ็รกัษาผลติภณัฑ์ในสภาวะเร่งเป็นระยะเวลา 3 เดอืน แม้ว่าหลงัการทดสอบความคงสภาพ

ตรวจวเิคราะหไ์ม่พบ surfactin แต่ผลติภณัฑด์งักล่าวยงัคงมฤีทธิ >ยบัยั *งเชื*อราที�เป็นสาเหตุโรคพชืที�ใชใ้นการศกึษา

นี* (Alternaria solani Sorauer และ Alternaria brassicicola) การทดสอบยนืยนัประสทิธภิาพของผลติภณัฑ์ต่อการ

ลุกลามเชื*อรา Alternaria brassicicola ในแปลงเกษตรโดยใชผ้กัคะน้าเป็นตน้แบบพบว่าผลติภณัฑ์รูปแบบของแขง็

ที�พฒันาไดม้ปีระสทิธภิาพในการยบัยั *งเชื*อรา Alternaria brassicicola ไดโ้ดยลดความรุนแรงของการเกดิโรคจาก

รอ้ยละ 88 เหลอืเพยีงรอ้ยละ 40 การเกบ็ผลติภณัฑไ์วใ้นสภาวะเร่งเป็นระยะเวลา 3 เดอืนทาํใหป้ระสทิธภิาพในการ

ลดความรุนแรงของโรคเหลอืร้อยละ 44 ดงันั *นจงึสรุปได้ว่าผลิตภัณฑ์จากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis มี

ความสามารถในการยบัยั *งเชื*อราสาเหตุ Alternaria solani Sorauer และ Alternaria brassicicola ไดใ้นแปลงเกษตร  
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Abstract 
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Bacillus subtilis has been used for plant pathogen control in organic agriculture for many years. 

However, the use of bacteria is inconvenient because of time consuming for fermentation and scaling up 

for field uses causing the deterioration of the crops. Therefore, the aim of this study was to develop a 

ready-to-use solid dosage forms containing bacteria (Bacillus subtilis) for plant disease control. The 

incubated broths containing Bacillus subtilis were centrifuged and then sterilized. The supernatants were 

mixed with silicon dioxides and then dried by hot-air oven at 80 ºC for 48 hours. The dried incubated 

broths were effective against fungi when tested by agar diffusion method. The antifungal active substance 

in the metabolites from Bacillus subtilis was surfactin, which was used as a marker in the study. Products 

were prepared by mixing the dried metabolites with 6% disintegrant and then compacting by hydraulic 

press machine. The compressed tablets could be disintegrated and were stable even after keeping in 

accelerated condition for 3 months. Although surfactin could not be detected after 3 months, the products 

still had the antifungal activity against Alternaria solani Sorauer and Alternaria bassicicola. The results 

from field test against Alternaria bassicicola in Chinese kale (Brassica alboglabra) showed that the 

products reduced the percent crop loss from 88% to 40%, and to 44% for the products after 3-month 

stability testing. Hence, it could be concluded that the products derived from Bacillus subtilis have a 

potential to reduce the pandemic fungi, Alternaria solani Sorauer and Alternaria brassicicola, in agricultural 

fields. 

  

Keywords: product derived from bacteria, plant pathogen control, biological control, Bacillus subtilis  
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1. บทนํา 

 

ความสาํคญัของปัญหาในการทาํวิจยั 

เกษตรกรในประเทศสามารถเพาะปลูกผลผลผลติทางการเกษตรได้จํานวนมากและมีคุณภาพดี แต่มี

ต้นทุนการผลติสูงเนื�องจากค่าใชจ้่ายจากอุปกรณ์การเพาะปลูก ปุ๋ย และสารเคมป้ีองกนัหรอืกําจดัศตัรูพชืซึ�งส่วน

ใหญ่ต้องนําเขา้จากต่างประเทศ การสร้างทางเลอืกสําหรบัเกษตรกรไทย เช่น การใช้วธิทีางชวีภาพ (biological 

control) เพื�อการป้องกนัและกําจดัศตัรูพชื สามารถช่วยลดค่าใชจ้่ายหรอืต้นทุนในการผลติผลติผลทางการเกษตร

ได ้การใชจุ้ลนิทรยีท์ี�มปีระสทิธภิาพ (effective microorganisms หรอื EM) ในการควบคุมศตัรพูชืนบัว่าเป็นรปูแบบ

หนึ�งของการใชว้ธิทีางชวีภาพที�มคีวามปลอดภยัต่อผูบ้รโิภค สิ�งแวดลอ้มและตวัเกษตรกรเอง 

จากการศกึษาพบว่า Bacillus subtilis เป็นแบคทเีรยีที�ใชใ้นสารป้องกนัศตัรูพชืดว้ยวธิทีางชวีภาพ1 ที�มี

ลกัษณะเป็นแบคทเีรยีแกรมบวกรูปแท่ง อาศยัอยู่ในดนิเป็นส่วนใหญ่ สามารถสร้างสารปฏชิวีนะ (polymyxin, 

difficidin, subtilin, mycobacillin)2-4 ที�เป็นพษิต่อสิ�งมชีวีติบางชนิด เช่น แบคทเีรยี รา แมลง จงึมกีารนําเชื*อ 

Bacillus subtilis  รวมถงึเมตาบอไลตซ์ึ�งเป็นกลุ่มโปรตนีที�มคีวามสามารถในการยบัยั *งการเจรญิเตบิโตของโรคพชื

และมคีวามคงสภาพถูกนํามาประยุกต์ใชเ้ป็นสารป้องกนัการเจรญิเตบิโตของศตัรูพชื เช่น การป้องกนัการเกดิเชื*อ

ราในพรกิ5 ควบคุมการเกดิโรคเหี�ยวในการเพาะปลกูมะเขอืเทศ ควบคุมโรคในขา้วโพดฝกัอ่อน6 และควบคุมเชื*อรา

ที�อาศยัอยู่ในดนิจาํนวนมากโดยเชื*อราที�อยู่ในดนิเหล่านี*จะเขา้ทาํลายพชืผกั โดยเฉพาะพชืตระกูลถั �ว ออ้ย7 ตระกูล

กะหลํ�า และพชืกนิผล และสามารถเขา้ทําลายไดไ้ม่ว่าก่อนหรอืหลงังอกหรอืทั *งก่อนหรอืหลงัการเกบ็เกี�ยว เชื*อรา

เป็นสาเหตุของโรคในพชืหลายชนิด เช่น โรคเน่าคอดนิ เขม่าดาํในมนัฝรั �ง รากเน่าในฝ้าย โรคผลเน่าของสม้โดยจะ

มลีกัษณะเป็นราสเีขยีวที�สามารถสรา้งสปอรไ์ด ้ การใช ้ Bacillus subtilis สามารถควบคุมการเกดิเชื*อราบนผวิสม้

หลงัการเก็บเกี�ยวโดยมกีารพฒันาสูตรสําหรบัผสมและเคลือบป้องกนัผิวสม้ทดแทนการใช้สารเคมีเพื�อลดการ

ปนเปื*อนของเชื*อรา8 ซึ�งจะทําใหเ้กดิการเน่าเสยีของผลสม้ลดน้อยลง โรคที�เกดิในพชืเหล่านี*มรีายงานการใช้เชื*อ 

Bacillus subtilis9 ว่าสามารถใชค้วบคุมการเกดิโรคไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ  นอกจากนี*ยงัมกีารใช ้Bacillus subtilis 
ในการปศุสตัว์ เช่น การเติมลงในอาหารเลี*ยงสตัว์ร่วมกบัสารโปรไบโอติก พบว่าสามารถป้องกนัและควบคุม         

จุลนิทรยีท์ี�ก่อโรคได ้โดยการปรบัสมดุลของจุลนิทรยีใ์นระบบทางเดนิอาหารของสตัว์ หรอืการเตมิลงในบ่อเลี*ยงกุง้

ใหเ้ชื*อกนิอาหารที�เหลอืเพื�อป้องกนัการสะสมของเสยีและยบัยั *งการเจรญิของเชื*อที�อาจก่อใหเ้กดิโรคในกุง้ได้10 

สาํหรบัประเทศไทยเกษตรกรสามารถเลี*ยงเชื*อที�เป็น EM ไวใ้ชเ้อง แต่มคีวามยุ่งยากในการหมกัเลี*ยงเชื*อ

โดยผสมหวัเชื*อกบันํ*าที�ปราศจากคลอรนี กากนํ*าตาลหรอืเศษอาหารและนําไปหมกัในบรเิวณที�ไม่มแีสงแดดและไม่

สมัผสักบัความรอ้นก่อนนํามาใชง้าน ในการหมกัแต่ละครั *งทําใหผู้ใ้ชแ้ละสารควบคุมโรคพชืมโีอกาสการปนเปื*อน    

จุลนิทรยีท์ี�มพีษิต่อมนุษยไ์ด้ การทําการหมกัแต่ละครั *งต้องใชเ้วลานานหลายวนัแต่มอีายุการใชง้านสั *นโดยหวัเชื*อ

สามารถเกบ็ไวใ้ชไ้ด ้1 เดอืนและหลงัทําการหมกัแลว้จะเกบ็ไดเ้พยีง 1-2 สปัดาห ์ไม่สะดวกและไม่สามารถใชง้าน

ไดท้นัทใีนการควบคุมโรคพชืตามต้องการ ไม่สะดวกในการขนส่ง ใชพ้ื*นที�และค่าใช้จ่ายในการเกบ็รกัษาเชื*อมาก 

ก่อนใชง้านต้องเจอืจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ที�เหมาะสมก่อนฉีดพ่น ซึ�งต้องอาศยัประสบการณ์เฉพาะบุคคล  ในส่วน
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ของผลติภณัฑจ์ากเชื*อ Bacillus subtilis มจีาํหน่ายในเชงิพาณิชยใ์นรูปแบบผงแหง้สาํหรบัละลายนํ*าก่อนใชฉ้ีดพ่น 

ควบคุมปรมิาณในการใช้ยาก และยงัต้องนําเขา้จากต่างประเทศ โดยยงัไม่มผีลติภณัฑท์ี�ผลติเองในประเทศไทย  

ด้วยความมุ่งหวงัที�จะพึ�งพาตนเองของประเทศ โดยเฉพาะอย่างยิ�งทางด้านการเกษตร นักวิจยัในประเทศไทย 

(นักวจิยัจากมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์) จงึได้มกีารคดัแยกสายพนัธุแ์ละผลติเชื*อ Bacillus subtilis รวมถึงเมตา

บอไลต์จากเชื*อที�มคีวามคงสภาพต่อความร้อน ยงัคงมปีระสทิธภิาพในการยบัยั *งการเจรญิเตบิโตของเชื*อก่อโรค

แมว้่าผ่านการอบนึ�งดว้ยความรอ้นชื*น (121 องศาเซลเซยีส 15 ปอนดต่์อตารางนิ*ว เป็นเวลา 15 นาท)ี1  

ดงันั *น ในงานวจิยันี*จงึมวีตัถุประสงคเ์พื�อพฒันาผลติภณัฑจ์ากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis โดยเตรยีม

จากตวัเชื*อและ/หรอืจากเมตาบอไลต์ของเชื*อ Bacillus subtilis ที�ได้จากการวจิยัและแยกสายพนัธุ์โดยนักวจิยัใน

ประเทศไทยเอง เพื�อใช้ในการควบคุมโรคพชื โดยพฒันาในรูปแบบเมด็สําหรบัละลายนํ*าฉีดพ่น ผลติ โดยอาศยั

เทคโนโลยทีางเภสชักรรม ทั *งนี*เพื�อใหไ้ดผ้ลติภณัฑท์ี�สะดวกต่อการใช้งานและยงัคงมปีระสทิธภิาพในการควบคุม

การเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีก์่อโรคในพชืเมื�อเกบ็ใวเ้ป็นระยะเวลานานและยงัสามารถผลติไดใ้นระดบัอุตสาหกรรม

เพื�อใหม้กีารใชอ้ย่างแพร่หลาย มคีวามปลอดภยัต่อมนุษย ์สตัวแ์ละสิ�งแวดลอ้ม 

 

ลกัษณะของผลิตภณัฑที์%จะพฒันาขึ�น 

ผลติภณัฑท์ี�จะพฒันาขึ*นจากเชื*อ Bacillus subtilis หรอืจากเมตาบอไลต์ของเชื*อ Bacillus subtilis เป็น

รูปแบบเม็ดที�ละลายนํ*าได้ง่าย พร้อมทําการฉีดพ่นได้ทันที สามารถเก็บรกัษาไว้ได้นาน และสามารถควบคุม

ปรมิาณการใชง้านไดง้่าย โดยจะทาํการทดสอบหาค่าระดบัความเขม้ขน้ตํ�าสดุที�มปีระสทิธภิาพในการยบัยั *งการเกดิ

โรคในพชื (minimum inhibitory concentration, MIC) เพื�อกําหนดปรมิาณการใชง้านในการฉีดพ่นในแปลงเกษตร

ในแต่ละครั *ง โดยการกําหนดความแรงมาตรฐาน (standardization) จากขอ้มูลที�ไดจ้ากการวจิยั รวมถงึการศกึษา

ความคงสภาพของผลติภณัฑใ์นสภาวะการเกบ็รกัษา (stability testing) โดยกาํหนดสภาวะเลยีนแบบสภาพการเกบ็

รกัษาในสภาวะการใชง้านจรงิของเกษตรกรเพื�อยนืยนัว่าหลงัทาํการผลติแลว้เมด็ที�ไดย้งัคงมปีระสทิธภิาพในการใช้

งานเพยีงพอต่อการยบัยั *งเชื*อก่อโรคสาเหตุได ้

 

วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 

1. เพื�อเตรยีมวตัถุดบิจากเชื*อ Bacillus subtilis 

2. เพื�อพฒันาผลติภณัฑใ์นรปูแบบเมด็สาํหรบัละลายนํ*าฉีดพ่นจากเมตาบอไลตข์องเชื*อ Bacillus subtilis 

เพื�อใชใ้นการควบคมุโรคพชื 

3. เพื�อกาํหนดปรมิาณการใชง้านในการฉีดพ่นในแปลงเกษตร โดยการกาํหนดความแรงมาตรฐาน  

4. เพื�อศกึษาความคงสภาพของผลติภณัฑจ์ากเชื*อและ/หรอืเมตาบอไลตข์องเชื*อ Bacillus subtilis 

5. เพื�อทดสอบผลติภณัฑท์ี�พฒันาขึ*นโดยการทดลองใชง้านในแปลงเกษตร (field test) 
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2. ทบทวนวรรณกรรม 

 
เชื�อแบคทีเรีย Bacillus subtilis  

เชื*อ Bacillus subtilis เป็นแบคทเีรยีแกรมบวกแบบแท่ง (rod-shaped) ในสกุล (family) Bacillaceae ที�

สามารถสรา้งเอนโดสปอร์ (endospores) ซึ�งมคีุณสมบตัใินการทนต่อสภาวะแวดล้อมกดดนัที�เปลี�ยนแปลงอย่าง

รวดเรว็ไดด้ี (aerobic or facultative) พบไดท้ั �วไปในดนิ แบคทเีรยีสายพนัธุ์นี*มคีุณสมบตัิที�สามารถสร้างสาร

ปฏชิวีนะหลายชนิด เช่น bacitracin, pumulin, laterosporin, gramicidin, tyrocidin ซึ�งมฤีทธิ >ต้านแบคทเีรยีแกรม

บวก และ colistin, polymyxin ซึ�งมฤีทธิ >ต้านแบคทเีรยีแกรมลบ รวมถงึ difficidin ซึ�งออกฤทธิ >กวา้งในการต้านเชื*อ

แบคทเีรยี (broad spectrum) และ subtilin, mycobacillin, zwittermicin ซึ�งสามารถต่อตา้นการเจรญิของเชื*อราไดด้ ี

แบคที�เรยีในสกุลนี*ไม่ก่อใหเ้กดิโรคในมนุษยแ์ต่จะมคีุณสมบตัทิําใหอ้าหารเป็นพษิ (food-borne intoxications) ซึ�ง

ไม่พบความเป็นพษิในมนุษยท์ี�เกดิขึ*นจากเชื*อ Bacillus subtilis2-4  

เชื*อ Bacillus subtilis และเมตาบอไลต ์มคีุณสมบตัใินการต่อตา้นการเกดิโรคพชืไดห้ลายชนิด จงึไดม้กีาร

นําเชื*อ Bacillus subtilis มาใชท้างดา้นเกษตรกรรม เพราะเชื*อ Bacillus subtilis มลีกัษณะเป็นเชื*อปฏปิกัษ์ต่อโรค

แต่ยงัไม่มกีารใชเ้ป็นที�แพร่หลายมากนัก เช่น การป้องกนัการเกดิเชื*อราโรคแอนแทรคโนสซึ�งเป็นโรคที�สาํคญัโรค

หนึ�งของพรกิที�สง่ผลทาํใหเ้กดิความเสยีหายใหก้บัพรกิทั *งก่อนและหลงัการเกบ็เกี�ยว5 สาเหตุโรคนี*เกดิจากการเขา้

ทําลายของเชื*อรา Colletotrichum gloeosporioides และ Colletotrichum capsici พบว่าโรคนี*ระบาดรุนแรงในช่วง

ฤดูฝน ทําให้ผลผลิตด้อยคุณภาพและเสยีหาย การทดสอบเปรียบเทียบระหว่างการใช้สารเคมีกับการใช้เชื*อ 

Bacillus subtilis พบว่ามเีชื*อ Bacillus subtilis มคีุณสมบตัใินการยบัยั *งการเกดิโรคได้  ซึ�งไดผ้ลเช่นเดยีวกบัการ

ควบคุมการเกดิโรคเหี�ยวในการเพาะปลูกมะเขอืเทศซึ�งเกดิจากเชื*อแบคทเีรยี  Ralstonia solanacearum  ซึ�งส่วน

ใหญ่สรา้งความเสยีหายใหก้บัพชืในวงศโ์ซลานาซอิ ี(Solanaceae)5  

เชื*อ Bacillus subtilis ยงัสามารถควบคุมโรคในขา้วโพดฝกัอ่อน6 และควบคุมเชื*อราที�อาศยัอยู่ในดนิ เช่น 

Colletotrichum falcatum, Fusarium moniliforme, Pythium spp. และ Phytophthora spp. โดยเชื*อราเหล่านี*จะ

สร้างความเสยีหายใหก้บัพชืผกัต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ�งพชืตระกูลถั �ว อ้อย7 ตระกูลกะหลํ�า และพชืกนิผล เชื*อ 

Pythium spp. จะเป็นสาเหตุหลกัในการทําใหเ้กดิโรคมากกว่าเชื*อชนิดอื�นๆ เชื*อราชนิดนี*จะสรา้งความเสยีหายแก่

พชืไม่ว่าก่อนหรอืหลงังอกสง่ผลใหต้น้พชืเกดิเป็นจุดหรอืแผลในระดบัดนิจะทาํใหพ้ชืลม้และเหี�ยว โรคนี*เรยีกว่าโรค

เน่าคอดนิ  เชื*อ  Rhizoctonia solani เป็นสาเหตุของโรคในพชืหลายชนิด เช่น โรคเขม่าดาํในมนัฝรั �ง โรครากเน่าใน

ฝ้าย  นอกจากนี*ยงัมีเชื*อ Penicillium digitatum ที�ทําให้เกดิโรคผลเน่าของสม้โดยจะมลีกัษณะเป็นราสเีขยีวที�

สามารถสรา้งสปอรไ์ดซ้ึ�งจะทาํใหม้กีารแพร่กระจายของโรคไดอ้ย่างรวดเรว็จงึก่อทาํใหเ้กดิความเสยีหายแก่ผลผลติ

เป็นจาํนวนมาก การควบคุมการเกดิเชื*อราบนผวิสม้หลงัการเกบ็เกี�ยวนั *นไดม้กีารพฒันาสตูรสาํหรบัผสมและเคลอืบ

ป้องกนัผวิสม้ทดแทนการใชส้ารเคมเีพื�อลดการปนเปื*อนของเชื*อรา ซึ�งจะทาํใหเ้กดิการเน่าเสยีของผลสม้ลดน้อยลง8  

นอกจากนี*การใชป้ระโยชน์จากเชื*อ Bacillus subtilis ในดา้นปศุสตัว์ เช่น การเตมิเชื*อ Bacillus subtilis  
ลงในอาหารเลี*ยงสตัว์8 ร่วมกบัโปรไบโอตกิ ทําให้สามารถป้องกนัและควบคุมจุลนิทรยีท์ี�ก่อโรคได้ ด้วยการปรบั

สมดุลของจุลนิทรยีใ์นระบบทางเดนิอาหารของสตัว์ หรอืการเติมลงในบ่อเพาะเลี*ยงกุ้งทุกสปัดาห์ร่วมกบัการเติม

อากาศในบ่อเพาะเลี*ยงโดยเปิดเครื�องตนํี*าตลอดเวลาเพื�อเร่งใหเ้ชื*อเจรญิเตบิโตและเพิ�มจํานวนอย่างรวดเรว็โดยให้

เชื*อกนิอาหารที�เหลอืและจากการขบัถ่ายของกุง้ในบ่อเพาะเลี*ยง เพื�อใชเ้ชื*อเหล่านี*ในการจบัไนไตรทแ์ละแอมโมเนีย

ใหเ้ปลี�ยนเป็นไนโตรเจนและออกซเิจน (nitrification) ป้องกนัการสะสมของเสยีและยงัปลดปล่อยเมตาบอไลต์เพื�อ
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ยบัยั *งการเจรญิเตบิโตของเชื*อโรคอื�นๆ ที�อาจก่อใหเ้กดิโรคในบ่อเพาะเลี*ยงกุง้ได้9 ดงันั *นจงึสามารถหลกีเลี�ยงการใช้

ยาปฏชิวีนะและสารตกคา้งของสารเคมใีนผลผลติการเกษตรเพื�อการส่งออก 

คุณสมบตัิเมตาบอไลต์ของเชื*อ Bacillus subtilis คือสามารถทนต่อความร้อนได้ดี จากการศกึษาของ 

หฤษฎิ > นิ�มรกัษา และคณะ1 พบว่าเมื�อนําเมตาบอไลต์ของเชื*อ Bacillus subtilis ที�ผ่านการนึ�งฆ่าเชื*อดว้ยการอบนึ�ง

ฆ่าเชื*อดว้ยความรอ้นชื*นที�อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ*วเป็นเวลา 15 นาท ีมา

ทดสอบประสทิธภิาพในการยบัยั *งการเจรญิของเชื*อราก่อโรค (สายพนัธุ ์Alternaria solani) อนัเป็นสาเหตุของโรค

ใบจุดสนํี*าตาลในมนัฝรั �ง พบว่ายงัคงมปีระสทิธภิาพในการยบัยั *งการเจรญิเตบิโตของเชื*อเกดิโรคไดด้อียู่โดยระดบั

ความเขม้ขน้ที�สามารถยบัยั *งการเจรญิเตบิโตเชื*อราสาเหตุไดด้ทีี�ความเขม้ขน้รอ้ยละ 5 และสามารถยบัยั *งการเจรญิ

ของเชื*อราสาเหตุได้เฉลี�ยประมาณร้อยละ 75 ซึ�งดกีว่าสารเคม ีbenomyl ที�สามารถยบัยั *งได้เพียงร้อยละ 621  

การศกึษาของ Bok และคณะ11 ไดเ้พาะเลี*ยงเชื*อ Bacillus subtilis ในอาหารเลี*ยงเชื*อแบบเหลวแลว้นํามาป ั �นแยก 

(centrifuge) และลดอุณหภูมจินถงึ 5 องศาเซลเซยีสก่อนนําสว่นที�เป็นของเหลว (supernatant) ที�ไม่มตีวัเชื*อมาทํา

การสกดัแยกใหม้คีวามบรสิุทธิ >มากขึ*น แลว้นําไปวเิคราะหเ์พิ�มเตมิพบว่าเป็นสารที�ไดเ้ป็นสารประกอบเชงิซอ้นกลุ่ม

เปปไทดช์นิดวง (cyclic peptide complex) ที�สามารถละลายไดด้ใีนนํ*า เมทานอล และเอทานอล อกีทั *งมคีวามคง

สภาพต่อความรอ้นสงู หลงัจากนั *นไดท้ําการศกึษาต่อโดยนําเปปไทดท์ี�สกดัได้มาทดสอบประสทิธภิาพการยบัยั *ง

การเกดิเชื*อราสเีทาในสตรอเบอรหีลงัทําการเกบ็เกี�ยว โดยนําสตรอเบอรทีี�ทําการฉีดพ่นดว้ยสารสกดัเปปไทดจ์าก

เชื*อ Bacillus subtilis จากนั *นนําสตรอเบอรดีงักล่าวมาเกบ็ที�อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 1 สปัดาหพ์บว่า

สตรอเบอรีที�ไม่ได้ทําการฉีดพ่นด้วยเปปไทด์จะมีเชื*อราสเีทาเกิดขึ*นจึงสามารถสรุปได้ว่าเปปไทด์ที�สกดัได้มี

คุณสมบตัติา้นการเกดิเชื*อราสเีทาที�เกดิกบัผลสตรอเบอรไีด้11 

 

การพฒันาผลิตภณัฑ ์

การพฒันาผลิตภัณฑ์ในรูปแบบเม็ดโดยใช้เทคโนโลยีทางเภสชักรรมสามารถทําได้โดยทําการผสม

สารสาํคญักบัสารช่วย (excipient) ในการตอกอดัเป็นเมด็12 ซึ�งสว่นประกอบหลกัในเมด็สว่นใหญ่คอืสารเพิ�มปรมิาณ 

(diluents) ที�มคีุณสมบตัลิะลายนํ*าไดด้แีละมสีารช่วยเจอืจางสารสาํคญัในเมด็และอกีทั *งยงัสามารถตอกอดัขึ*นรปูเป็น

เมด็ไดด้แีละมรีาคาถูก เช่น แลกโตส (lactose) ซึ�งสามารถตอกอดัโดยตรง (direct compression) โดยทําการผสม

กบัสารยดึเกาะ (binder) แล้วตอกอดัเป็นเมด็ หรอือาจทําการผสมในรูปแบบแกรนูลเปียก (wet granulation) 

หลงัจากนั *นนําไปอบแหง้แลว้ทาํการตอกอดัใหเ้ป็นเมด็ การผสมโดยใชร้ปูแบบแกรนูลแหง้ (dry granulation) จะทํา

การผสมสารในลกัษณะเดยีวกบัการตอกโดยตรง แต่จะทําการตอกอดัใหไ้ดเ้มด็ยาขนาดใหญ่ก่อน (slug) หลงัจาก

นั *นทําการบดให้มขีนาดแกรนูลตามต้องการแล้วจงึทําการตอกอดัอกีครั *งเพื�อเพิ�มคุณสมบตัิการไหลของแกรนูล 

ความสามารถในการยดึเกาะเป็นเมด็รวมถงึความสามารถในการควบคุมนํ*าหนักและปรมิาณของสารสาํคญัตามที�

ต้องการนั *น ในการผลติทางเภสชักรรมสามารถเพิ�มการละลายนํ*าของเมด็ใหด้ยีิ�งขึ*นโดยการเตมิสารลดแรงตงึผวิ 

(surfactant) เพื�อช่วยลดแรงตึงผวิบรเิวณสมัผสัระหว่างเมด็กบันํ*าทําให้นํ*าสามารถเปียกเมด็ได้อย่างรวดเรว็ 13 

นอกจากนั *นการใชว้ธิกีารเร่งใหเ้กดิการแตกตวัอย่างรวดเรว็ของเมด็โดยการเตมิสารช่วยแตกตวั (disintegrant) เช่น 

cross-linked sodium carboxymethylcellulose (Ac-di-sol®) และ sodium starch glycolate (Primojel® or 

Explotab®)14  โดยอาศยักลไกการดงึนํ*าเขา้หาเมด็หรอืการพองตวัอย่างรวดเรว็จนทําให้เมด็เสยีสภาพการยดึเกาะ

กนัในโครงสรา้งและเสยีความแขง็แรงของเมด็เพราะนํ*าแทรกซมึเขา้ในเมด็จนสามารถเพิ�มพื*นที�ผวิในการสมัผสันํ*า

ให้เม็ดกร่อนและพองตัวจนปลดปล่อยสารสําคญัออกจากเม็ดได้เร็วยิ�งขึ*น 15  การพัฒนาการผลิตเม็ดในระดับ

อุตสาหกรรมเป็นจํานวนมากนั *นจําเป็นต้องใชส้ารช่วย (excipient) อื�นๆ เป็นองคป์ระกอบเพิ�มเตมิดว้ย เช่น สาร

ช่วยลื�น (lubricant) สารกนัตดิ (anti-adherent) เพื�อลดแรงเสยีดทานระหว่างการตอกเมด็ใหเ้มด็ที�ตอกไดไ้ม่ตดิสาก 

สารช่วยไหล (glidant) ทาํใหผ้งที�ตอ้งการตอกอดัลงสู่เบา้ไดอ้ย่างต่อเนื�องทําใหนํ้*าหนักเมด็ ปรมิาณสารสาํคญัและ
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ความแขง็ในแต่ละเมด็มีความสมํ�าเสมอใกล้เคียงกนัทุกเมด็ โดยจะเติมสารดงักล่าวในปริมาณเล็กน้อย ซึ�งมี

ความสาํคญัต่อการตอกเมด็ในเครื�องตอกระดบัอุตสาหกรรมทาํใหผ้ลติเมด็ไดอ้ย่างรวดเรว็และไดป้รมิาณมาก  ส่วน

ปรมิาณรอ้ยละของความชื*น (percent moisture contents) หรอืปรมิาณนํ*าในแกรนูลนั *นก่อนที�จะตอกเป็นเมด็จะ

สง่ผลต่อประสทิธภิาพในการตอกอดัของผงเช่นเดยีวกนั โดยความชื*นที�เหมาะสมจงึจะสามารถตอกอดัผงใหม้คีวาม

แขง็และมคีวามกร่อนอยู่ในเกณฑท์ี�กาํหนดได ้

 

การประเมินคณุภาพผลิตภณัฑร์ปูแบบเมด็และประสิทธิภาพการควบคมุโรคพืช 

การประเมนิคุณภาพของผลติภณัฑร์ปูแบบเมด็ในทางกายภาพทาํไดโ้ดยศกึษาจากความแขง็ (hardness) 

ความกร่อน (friability) เวลาในการแตกตวั (disintegration time) และการละลาย (dissolution) โดยการอา้งองิจาก

การผลติยาเมด็ในทางเภสชักรรม16 เพื�อใชใ้นการปรบัสตูรตํารบัและปรมิาณสารในการผลติเพื�อใหเ้มด็ที�ไดม้คีวาม

แขง็ ความกร่อน เวลาในการแตกตวั และการละลายที�เหมาะสมตามความตอ้งการ  

ในการประเมินประสทิธิภาพของการควบคุมเชื*อโรคพืชต้นแบบที�มีปญัหาบ่อยในการเพาะปลูกทาง

การเกษตรสามารถทาํไดโ้ดยหาความเขม้ขน้ตํ�าสุดที�สามารถควบคุมการเจรญิเตบิโตของเชื*อโรคในพชืต้นแบบได้

เพื�อจะนํามากาํหนดปรมิาณความเขม้ขน้ในการใชก้ารยบัยั *งโรคพชืในระดบัหอ้งปฏบิตักิาร ซึ�งอาจทําได้โดยวธิกีาร

หาประสทิธภิาพในการยบัยั *งการเจรญิของเชื*อโรคที�เป็นสาเหตุของโรคพชื  ได้แก่ Alternaria solani Sorauer 

(สาเหตุโรคใบจุดสนํี*าตาลของมนัฝรั �งและมะเขอืเทศ) และ Alternaria brassicicola (สาเหตุโรคใบจุดของพชืผกั

ตระกูลกะหลํ�า) ในอาหารเลี*ยงเชื*อ อกีทั *งยงักําหนดมาตรฐานในการผลติสารยบัยั *งการเจรญิเตบิโตของเชื*อโรค

ศตัรพูชื และทาํการปรบัปรมิาณสารในแต่ละเมด็อกีครั *งเพื�อกาํหนดปรมิาณสารสาํคญัในการยบัยั *งการเกดิโรคพชืให้

เหมาะสมในการนําไปใช ้ 

การศกึษาความคงสภาพของผลติภณัฑ์ในสภาวะการเกบ็รกัษา (stability testing) ทําไดโ้ดยกําหนด

สภาวะเลยีนแบบสภาพการเกบ็รกัษาในสภาวะการใชง้านจรงิของเกษตรกรเพื�อยนืยนัว่าหลงัทําการผลติแลว้เมด็ที�

ได้ยงัคงมปีระสทิธภิาพในการใช้งานเพยีงพอต่อการยบัยั *งเชื*อก่อโรคสาเหตุได้ โดยอาจจะทดสอบในสภาวะเร่ง 

(accelerated testing) ซึ�งเกบ็เมด็ที�อุณหภูม ิ40±2 องศาเซลเซยีส ระดบัความชื*นสมัพทัธ์ (relative humidity) รอ้ย

ละ 75±5 หรอืการเกบ็ในสภาวะจรงิ (long-testing) โดยเกบ็เมด็ที�อุณหภูม ิ30±2 องศาเซลเซยีส ระดบัความชื*น

สมัพทัธร์อ้ยละ 70±517  หลงัจากการศกึษาความคงสภาพแลว้ควรนําผลติภณัฑม์าประเมนิคุณภาพในเชงิกายภาพ

อกีครั *ง ซึ�งอาจสงัเกตการเปลี�ยนแปลงของส ี(fading) ความแขง็ ความกร่อน เวลาในการแตกตวั การละลาย รวมถงึ

การทดสอบประสทิธภิาพการยบัยั *งการเจรญิเตบิโตของเชื*อโรคพชือกีครั *งโดยจะทําการตรวจสอบความมชีวีติของ

เชื*อที�อยู่ในรูปผงผลติภณัฑช์วีภาพโดยการทํา serial dilutions ในอาหารเลี*ยงเชื*อ NA หรอื PDA และตรวจนับ

ปรมิาณเชื*อที�เจรญิไดบ้นผวิหน้าวุน้อาหารในจานเลี*ยงเชื*อโดยกําหนดจะทําตรวจความมชีวีติของเชื*อในผลติภณัฑ์

ชวีภาพทุก 3 เดอืน ซึ�งจะทาํใหส้ามารถคาํนวณหาอตัราการสญูเสยีประสทิธภิาพในการยบัยั *งเชื*อก่อโรคของเมด็ซึ�ง

จะเป็นประโยชน์ในการกาํหนดอายุการใชง้านและการเกบ็รกัษาของเมด็ได ้
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3. วิธีดาํเนินการวิจยั 

 

สารเคมี 

1. Surfactin 98% จาก Bacillus subtillis (Sigma-Aldrich, USA)  

2. เชื*อแบคทเีรยีและเมตาบอไลตจ์ากเชื*อ Bacillus subtillis (strain CMs026) 

3. เชื*อรา Alternaria solani Sorauer  

4. เชื*อรา Alternaria brassicicola 

5. อาหารเลี*ยงเชื*อ beef extract (Difco, USA) 

6. อาหารเลี*ยงเชื*อ peptone (Difco, USA) 

7. อาหารเลี*ยงเชื*อ D-glucose (Sigma-Aldrich, USA) 

8. อาหารเลี*ยงเชื*อ natural broth (NB) (Merck, Germany) 

9. อาหารเลี*ยงเชื*อ potato dextrose agar (PDA) (Difco, USA)  

10. อาหารเลี*ยงเชื*อ sabouraud dextrose broth (SDB) (Difco, USA) 

11. สารเคมีกําจัดเชื*อรา Methyl [1-[butylaminocarbonyl]-1H-benzimidazol-2-yl] carbamate (benomyl) 

(Dupont, Thailand) 

12. สารเคมกีาํจดัเชื*อรา Manganese ethylenebis (dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt 

(mancozeb) (Dupont, Thailand)   

13. สารดดูซบั Colloidal silicon dioxide (Aerosil® 200, Degussa, Germany)   

14. Sodium starch glycolate (Explotab®, JRS, Germany) 

15. ตวัทาํละลายสาํหรบัวเิคราะหด์ว้ย HPLC (high performance liquid chromatography) ไดแ้ก่  acetonitrile 

(RCI-LabScan Ltd, Thailand), trifluoroacetic acid (Merck, Germany) และ methanol (Merck, Germany) 

 

ขั �นตอนการวิจยั 

การดาํเนินงานในแผนวจิยัประกอบดว้ยการเตรยีมวตัถุดบิจากเชื*อ Bacillus subtilis ซึ�งไดท้าํการเลี*ยงเชื*อ

โดยใชอ้าหารเหลวที�ม ีpeptone เป็นองคป์ระกอบเป็นเวลา 3 วนัหลงัจากนั *นนํามาแยกตวัเชื*อ Bacillus subtilis 

ออกโดยการป ั �นเหวี�ยงตะกอนด้วยความเร็ว 3000 รอบต่อนาทเีป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใสที�ได้ไปฆ่าเชื*อที�

หลงเหลอืโดยนึ�งดว้ยความรอ้นชื*น (121 องศาเซลเซยีส 15 ปอนดต่์อตารางนิ*ว เป็นเวลา 15 นาท)ี ตั *งทิ*งไวใ้หเ้ยน็

เท่าอุณหภูมหิอ้ง หลงัจากนั *นนําอาหารเลี*ยงเชื*อที�ไดม้าทาํใหแ้หง้โดยวธิกีารทําแหง้แบบเยอืกแขง็ (freeze drying) 

การพ่นแหง้ (spray drying) หรอืการอบแหง้ (oven drying)  ทาํการทดสอบประสทิธภิาพการยบัยั *งการเชื*อราก่อน

และหลงัการทาํแหง้ โดยใชว้ธิทีดสอบในจานเพาะเชื*อรวมทั *งการศกึษาคุณสมบตัทิางกายภาพของเมตาบอไลตแ์หง้

ที�ได ้และทดลองตั *งตํารบัเมตาบอไลต์แหง้ที�ไดจ้ากเชื*อ Bacillus subtilis ประเมนิการตํารบัที�ได ้โดยมรีายละเอยีด

ขั *นตอนการวจิยัดงันี* 
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1. การผลิตและเตรียมเมตาบอไลตจ์ากเชื�อ Bacillus subtilis  
1.1.  การศกึษาวธิกีารทําใหส้ารเมตาบอไลต์จากเชื*อ Bacillus subtilis แหง้อย่างเหมาะสม โดยวธิกีาร

ทาํใหแ้หง้โดยวธิกีารทาํแหง้ 

� วธิกีารทาํแหง้แบบเยอืกแขง็ การทาํเมตาบอไลตใ์หแ้หง้โดยใชว้ธิกีารทาํแหง้แบบเยอืก

แขง็ โดยการแช่แขง็ที�อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 24 ชั �วโมง หลงัจากนั *นทํา

การระเหดิเอานํ*าออกภายใตส้ญุญากาศเป็นเวลา 48 ชั �วโมง  

� วธิกีารพ่นแหง้ โดยการศกึษาดงักล่าวไดท้ดลองเปลี�ยนแปลงสภาวะของอุณหภูมขิอง

ลมเขา้ในระหว่างการพ่นตั *งแต่ 80 – 120 องศาเซลเซยีส  

� วธิกีารอบแหง้ ที�อุณหภูม ิ80 องศาเซลเซยีส 

1.2.   การทดสอบประสทิธภิาพการยบัยั *งเชื*อรา* ก่อนและหลงัการทําแหง้ โดยใชว้ธิทีดสอบในจานเพาะ

เชื*อรา Alternaria solani Sorauer และ Alternaria brassicicola โดยทําการ pour plate แลว้วาง 

cork ของเชื*อราสาเหตุกลาง plate เลี*ยงเชื*อราและวดัความกวา้งของการเจรญิเตบิโตหลงัจากเชื*อ

รา control โตเตม็ plate ที�อุณหภูมหิอ้ง ความชื*น 75±5% 

 

2. การศึกษาคณุสมบติัทางกายภาพของเมตาบอไลตจ์ากเชื�อ Bacillus subtilis 

2.1. การทดสอบความชื*นโดยใช้เครื�อง moisture balance การทดสอบคุณสมบัติการไหล (โดย

การศกึษา compressibility และ angle of repose วธิ ีfix base method จากสตูร tan ø = ความสงู

ของ cone / รศัมขีองฐาน) ของเมตาบอไลตจ์ากเชื*อ Bacillus subtilis ในรปูผงแหง้เพื�อใชใ้นการตั *ง

ตํารบั 

2.2.  การศกึษาความคงสภาพเบื*องต้นที�อุณหภูมหิอ้ง ของเมตาบอไลต์จากเชื*อ Bacillus subtilis ในรูป

ผงแหง้และการแกป้ญัหาและเตรยีมเมตาบอไลต์แหง้ใหเ้หมาะสมในการตั *งตํารบั โดยการบดแลว้

ศกึษาความคงสภาพทางกายภาพที�เปลี�ยนแปลงไป เช่น การเกาะกลุ่มกนั หรอืการดดูความชื*น 

2.3. การวเิคราะหเ์พื�อยนืยนัว่ามอีงคป์ระกอบในเมตาไลตท์ี�มฤีทธิ >ในการยบัยั *งเชื*อก่อโรคพชืไดจ้รงิโดย

วธิ ีHPLC เพื�อใชเ้ป็น fingerprint กาํหนดมาตรฐานของผลติภณัฑ ์

การศึกษานี*วิเคราะห์หาปริมาณ surfactin ในเมตาบอไลต์เทียบกับสารมาตรฐาน 

surfactin โดยใชเ้ทคนิค HPLC (high performance liquid chromatography) โดยการตกตะกอน 

surfactin ในเมตาบอไลต์ 125 mL ดว้ยกรดเกลอื (1 M HCl) ที� pH 4 ป ั �นเหวี�ยงตะกอนความเรว็ 

12000 xg ทิ*งสว่นใส หลงัจากนั *นละลายตะกอนที�ไดด้ว้ย 1.25 M NaOH (pH 11) 1 mL ป ั �นเหวี�ยง

ตะกอนอกีครั *ง และนําส่วนใสที�ไดม้าทําการวเิคราะหห์า surfactin ต่อไป18 mobile phase คอื 0.1 

% trifluoroacetic acid และ acetoniltrile 1.1 mL/min, column C18, 5μ 250X4.6 mm ใชค้วาม

                                                   
* เชื*อราสาเหตุของโรคพชืที�เกดิกบัพชืทางภาคเหนือ 2 ชนิด คอื Alternaria solani Sorauer และ Alternaria 

brassicicola เป็นเชื*อราที�ไดผ้่านการศกึษาว่ามคีวามรุนแรงสงูสดุ (ขอ้มลูที�ยงัไม่ไดต้พีมิพ ์/ วทิยานิพนธข์อง

นกัศกึษาภาควชิาโรคพชื คณะเกษตร มหาวทิยาลยั เกษตรศาสตร)์ 
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ยาวคลื�น 214 nm สภาวะการฉีด เริ�มต้นดว้ย acetonitrile 50%-85% ใน 0.1% trifluoroacetic 

acid เวลา 15 นาท ีและคงความเขม้ขน้ acetonitrile 85% เป็นเวลา 20 นาท ีหลงัจากนั *นเพิ�ม 

acetonitrile เป็น 100% เป็นเวลา 5 นาท ี แล้วกลบัความเขม้ขน้มาที� 50% ก่อนจะวเิคราะห์

ตวัอย่างต่อไป ช่วงเวลาในการเกบ็ผลขอ้มลูตั *งแต่ 19 นาท ีถงึ 31 นาที19  

 

3. การพฒันาผลิตภณัฑร์ปูแบบเมด็จากเชื�อและ/หรือเมตาบอไลต ์Bacillus subtilis 

 3.1. การทดลองตั *งตํารบัจากเชื*อ Bacillus subtilis ชนิดเมด็ละลายนํ*าโดยใชส้ารช่วยชนิดต่างๆ 

3.1.1.  การทดลองตั *งตํารบัจากเมตาบอไลตแ์หง้ของเชื*อ Bacillus subtilis ชนิดเมด็ละลายนํ*า โดย

ใชเ้มตาบอไลตแ์หง้บดผสมกบัสารดดูซบั (colloidal silicon dioxide) 

3.1.2.  การทดลองตั *งตํารบัจากเมตาบอไลต์ของเชื*อ Bacillus subtilis ชนิดเมด็ละลายนํ*า โดยใช้

เมตาบอไลตผ์สมกบัสารดดูซบัก่อนทาํแหง้ 

3.2.  การศกึษาผลของสารช่วยชนิดต่างๆ ต่อคุณสมบตัทิางกายภาพของเมด็ผลติภณัฑ ์เพื�อหาสารช่วย

ที�เหมาะสมในการตั *งตํารบัเมด็ 

3.3.  การประเมนิคุณสมบตัเิบื*องตน้ของเมด็ที�ตอกได ้

3.3.1.   การทดสอบคุณสมบตัทิางกายภาพ ไดแ้ก่ ความแขง็ของเมด็ผลติภณัฑโ์ดยเครื�อง texture 

analyzer (TA-XT plus, Stable Micro System Ltd, England) ความกร่อน หาปรมิาณ

ความชื*นของเมด็โดยเครื�อง moisture balance  

3.3.2.   การทดสอบการแตกตัวของเม็ดโดยจับเวลาในการแตกตัวโดยศึกษาจากเครื�อง 

disintegration test ตวักลางคอืนํ*ากรอง 1000 mL อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส 

3.3.3. การทดสอบการละลายของเมด็ Bacillus subtilis รวมถงึการศกึษาหาวธิวีเิคราะหอ์ตัราการ

ละลายที�เหมาะสมสาํหรบัตํารบัเมด็ Bacillus subtilis โดยเปรยีบเทยีบเวลาที�ใชก้ารละลาย

ผลติภณัฑ ์(30 นาทแีละ12 ชั �วโมง) เพื�อทดสอบว่าเวลาใดใหก้ารปลดปล่อยสารออกฤทธิ >

ออกมาหมด 

 

4. การศึกษาความคงสภาพของผลิตภณัฑจ์ากเชื�อและ/หรือเมตาบอไลตข์องเชื�อ Bacillus subtilis  
4.1. การประเมนิความคงสภาพของสตูรตํารบัที�เตรยีมไดใ้นสภาวะเร่ง (accelerated testing) อุณหภูม ิ

40±2 องศาเซลเซยีส และความชื*นสมัพทัธ์ 75±5% และสภาวะปกติ อุณหภูม ิ30±2 องศา

เซลเซยีส และความชื*นสมัพทัธ ์70±5% 

4.1.1. การทดสอบคุณสมบตัิทางกายภาพ ประเมินความแขง็ของเมด็ผลติภัณฑ์โดยเครื�อง 

texture analyzer 

   4.1.2.  การทดสอบการแตกตวัของเมด็ 

   4.1.3.  การประเมนิความสามารถในการควบคุมเชื*อโรคพชืโดยพจิารณาจาก clear zone บนจาน

เพาะเชื*อ ตรวจสอบความมชีวีติของเชื*อที�อยู่ในรูปผงผลติภณัฑ์ชวีภาพ และตรวจนับ

ปรมิาณเชื*อที�เจรญิไดบ้นผวิหน้าวุน้อาหารในจานเลี*ยงเชื*อ โดยกําหนดจะทําตรวจความมี
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ชวีติของเชื*อในผลติภณัฑห์ลงั 3 เดอืน 

   4.1.4. การหาปรมิาณ surfactin ในผลติภณัฑห์ลงัจากการศกึษาความคงสภาพ   

4.2.  การทดสอบการควบคุมโรคพชืในสภาวะจรงิในแปลงเกษตร (field test) โดยทําการทดสอบกบั

พชืผกัตระกลูกะหลํ�าที�เป็นโรคใบจุดจากเชื*อรา Alternaria brassicicola 

4.2.1. ทําการฉีดพ่นแบคทเีรยี Bacillus  subtilis สารเมตาบอไลต์จากเชื*อแบคทเีรยี ผลติภณัฑ์

จากเมตาบอไลต์ของเชื*อ Bacillus subtilis ในรูปแบบที�ละลายนํ*าแล้ว และสารเคมทีี�ได้

เตรยีมไว ้โดยฉีดพ่นลงบนต้นผกัคะน้า อายุ 45 วนัหลงัยา้ยปลูก โดยใชเ้ครื�องพ่นขนาด

เลก็ขนาดจุ 1 ลติร ในปรมิาณ 20 มลิลลิติรต่อต้น ด้วยนํ*าหนักกดที�สมํ�าเสมอ ภายหลงั

จากการพ่นได ้1 วนั จงึทําการปลูกเชื*อราสาเหตุ ในความเขม้ขน้ของ inoculum 3.5x104 

สปอร/์มลิลลิติร   

4.2.2. การประเมนิพื*นที�ใบที�เป็นโรคต่อตน้ในแต่ละการทดลอง  

- ประเมนิผลภายหลงัการทดลอง 1 สปัดาห ์โดยแบ่งปรมิาณของโรคเป็น 11 ระดบั คอื 

0-10 โดยที� 0 = ใบที�ไม่มอีาการของโรค และ 10 = พื*นที�ใบที�เป็นโรค 100% รวมถงึ

อาการใบร่วงที�เกดิจากโรคดว้ย  

- นําค่าที�ได้จากการประเมินผลมาแปลงเป็นค่าความเสียหายของพืช (crop loss 

assessment) การประเมนิความเสยีหายทาํโดยการนําผลที�ไดจ้ากการหาปรมิาณของ

โรคมาคาํนวณเปอรเ์ซน็ตก์ารถูกทาํลาย หรอืดชันีการเขา้ทาํลาย   

 

  
ผลรวมของการเป็นโรคแต่ละระดบั 

จาํนวนตน้พชืที�วดั 

100 

ระดบัสงูสดุของระดบัความรุนแรง 
ดชันีการเขา้ทาํลาย (%)  =   X  
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4. ผลการวิจยั 

 

1. การผลิตและเตรียมเมตาบอไลตจ์ากเชื�อ Bacillus subtilis  
1.1. การศกึษาวธิกีารทาํใหส้ารเมตาบอไลต์จากเชื*อ Bacillus subtilis แหง้อย่างเหมาะสม โดยวธิกีารทาํใหแ้หง้แบบ

เยอืกแขง็ การพ่นแหง้ และการอบแหง้  

 การทําเมตาบอไลต์ให้แห้งโดยใช้วิธกีารทําแห้งแบบเยือกแขง็ โดยการแช่แขง็ที�อุณหภูม ิ -20 องศา

เซลเซยีสเป็นเวลา 24 ชั �วโมง หลงัจากนั *นทาํการระเหดิเอานํ*าออกภายใต้สุญญากาศเป็นเวลา 48 ชั �วโมง พบว่าเม

ตาบอไลต์ไม่แหง้สนิทและยงัเป็นกอ้นเหนียวแขง็สนํี*าตาลเขม้ การเกบ็ตวัอย่างและนําไปผลติในขั *นตอนต่อไปได้

ยาก ผลที�ไดด้งัรปูที� 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที 
 1  เมตาบอไลตแ์หง้ของเชื�อ Bacillus subtilis ที 
ทาํแหง้โดยวธิกีารทาํแหง้แบบเยอืกแขง็ 

 

การทาํเมตาบอไลตใ์หแ้หง้โดยใชว้ธิกีารพ่นแหง้ โดยการศกึษาดงักล่าวไดท้ดลองเปลี�ยนแปลงสภาวะของ

อุณหภูมขิองลมเขา้ในระหว่างการพ่นตั *งแต่ 80 – 120 องศาเซลเซยีส เมตาบอไลต์ที�แหง้แลว้จะตดิอยู่ในเครื�องพ่น

แหง้ในบรเิวณทาํแหง้ เมตาบอไลตแ์หง้ไม่ตกลงสูบ่รเิวณเกบ็ตวัอย่าง 

การทาํเมตาบอไลตใ์หแ้หง้โดยใชว้ธิกีารอบแหง้ที�อุณหภูม ิ80 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชั �วโมง เมตา

บอไลตแ์หง้ที�ไดม้ลีกัษณะเป็นกอ้นแขง็ที�อุณหภูมหิอ้ง 

จากการศกึษาการทําแห้งดงัขา้งต้นพบว่าการทําใหเ้มตาบอไลต์จากเชื*อ Bacillus subtilis สญูเสยีนํ*า

ออกไปดว้ยวธิกีารอบแหง้ที�อุณหภูม ิ80 องศาเซลเซยีสเป็นทางเลอืกที�ดใีนการผลติเนื�องจากไดอ้าหารเลี*ยงเชื*อที�

แหง้ ทาํไดค้รั *งละปรมิาณมาก ไม่ตอ้งใชเ้ครื�องมอืพเิศษ และง่ายต่อการทําการพฒันาในขั *นตอนต่อไปเมื�อเทยีบกบั

การทําแห้งโดยวธิกีารทําแห้งแบบเยอืกแขง็และการพ่นแห้ง ผลผลติที�ได้ประมาณรอ้ยละ 0.5 ต่อนํ*าหนักเมตา

บอไลตใ์นอาหารเลี*ยงเชื*อ 
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1.2. การทดสอบประสทิธภิาพการยบัยั *งการเชื*อราก่อนและหลงัการทําแหง้ โดยใชว้ธิทีดสอบในจานเพาะเชื*อรา 

Alternaria brassicicola และ Alternaria solani Sorauer 

ประสทิธภิาพในการยบัยั *งเชื*อสาเหตุของเมตาบอไลต์ที�ไดจ้าก supernatant และของเมตาบอไลต์แหง้ที�

นําไปละลายอกีครั *ง โดยทดสอบในจานเพาะเชื*อรา 2 ชนิด ไดแ้ก่ Alternaria brassicicola และ Alternaria solani 

Sorauer แสดงผลดงัตารางที� 1 และ 2 ตามลาํดบั 

 

 

ตารางที 
 1  ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุ Alternaria brassicicola ของเมตาบอไลต์ (แสดงเป็นเสน้ผ่าน

ศนูยก์ลางการเจรญิของเชื�อราที 
เกดิขึ�น หน่วยเป็นเซนตเิมตร) (n=5) 

 

Test 

concentration 

Control* Benomyl1 Mancozeb2 1% 5% 10% 25% 50% 

Before drying 

(supernatant) 
9.0±0.0 9.0±0.0 0.0±0.0 3.4±0.3 1.2±0.0 2.1±0.3 1.7±0.2 1.7±0.2 

After drying 

(reconstituted) 
9.0±0.0 9.0±0.0 0.0±0.0 7.8±0.4 6.2±0.6 4.8±0.4 3.7±0.2 3.5±0.4 

* เป็นอาหารเลี*ยงเชื*อที�ไมไ่ดเ้ตมิสารอื�นใด 
1  Benomyl คอื Methyl [1-[butylaminocarbonyl]-1H-benzimidazol-2-yl] carbamate นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   
2 Mancozeb คอื Manganese ethylenebis(dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   

 

 

ตารางที 
 2  ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุ Alternaria solani Sorauer ของเมตาบอไลต์ (แสดงเป็นเสน้ผ่าน

ศนูยก์ลางการเจรญิของเชี�อราที 
เกดิขึ�น หน่วยเป็นเซนตเิมตร) (n=5) 

 

Test 

concentration 

Control* Benomyl1 Mancozeb2 1% 5% 10% 25% 50% 

Before drying 

(supernatant) 
9.0±0.0 4.8±0.0 3.1±0.0 5.3±0.7 3.0±0.3 3.0±0.2 2.9±0.5 3.7±0.1 

After drying 

(reconstituted) 
9.0±0.0 4.8±0.0 3.1±0.0 9.0±0.0 8.3±0.4 7.2±0.6 6.2±0.8 5.3±0.1 

* เป็นอาหารเลี*ยงเชื*อที�ไมไ่ดเ้ตมิสารอื�นใด 
1  Benomyl คอื Methyl [1-[butylaminocarbonyl]-1H-benzimidazol-2-yl] carbamate นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   
2 Mancozeb คอื Manganese ethylenebis(dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   
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2. การศึกษาคณุสมบติัทางกายภาพของเมตาบอไลตจ์ากเชื�อ Bacillus subtilis 

2.1. การทดสอบความสามารถในการตอกอดัเป็นเมด็ ความชื*น การไหลและความหนาแน่นของเมตาบอไลต์จาก

เชื*อ Bacillus subtilis ในรปูผงแหง้ที�เตรยีมโดยการอบแหง้ที�อุณหภูม ิ80 องศาเซลเซยีส เพื�อใชใ้นการตั *งตํารบั 

ในการศกึษาและการพฒันาสูตรต้องทําการลดขนาดของก้อนเมตาบอไลต์ที�ได้โดยใช้โกร่งและลูกโกร่ง 

การบดดว้ยวธิดีงักล่าวไม่สามารถบดย่อยขนาดกอ้นเมตาบอไลต์แหง้ไดโ้ดยตรงเนื�องจากเมตาบอไลต์แหง้ที�ได้ตดิ

ภาชนะที�ใชบ้ดและเหนียวมากขึ*นเมื�อเริ�มย่อยขนาด ซึ�งอาจเกดิการดูดความชื*นอย่างรวดเรว็ ดั *งนั *นจงึต้องทําการ

ควบคุมอุณหภูมแิละความชื*นในระหว่างขั *นตอนการบด ที�อุณหภูมปิระมาณ 20 องศาเซลเซยีส ความชื*นตํ�ากว่า 

50%RH หลงัจากนั *นเกบ็ผงแหง้ที�ไดจ้ากการย่อยขนาดในตูด้ดูความชื*นเพื�อนําไปศกึษาในขั *นตอนต่อไป  

หลงัจากเกบ็เมตาบอไลต์แห้งที�ลดขนาดในตู้ดูดความชื*นเป็นเวลา 48 ชั �วโมง พบว่าอนุภาคขนาดเลก็

รวมตวักนัเป็นกอ้นเหนียวเหมอืนเดมิ จากผลการทดลองดงักล่าว จงึไดเ้ลอืกใชส้ารดูดซบัผสมในเมตาบอไลต์แหง้

ในขั *นตอนการบดลดขนาด โดยใชส้ารดดูซบั (colloidal silicon dioxide, Aerosil® 200) ในปรมิาณรอ้ยละต่างๆ  ดงั

ตารางที� 3 ซึ�งปรมิาณสารดูดซบัที�แสดงในตารางที� 3 ไม่เป็นเลขลงตวัเกิดจากการชั �งอย่างรวดเร็วแบบผลต่าง 

เนื�องจากหอ้งชั �งผงยาไม่สามารถควบคุมความชื*นได ้หลงัจากทาํการย่อยขนาดแลว้ไดท้าํการเกบ็ตวัอย่างไวใ้นตูด้ดู

ความชื*นทนัทแีต่กย็งัพบว่าเกดิการเกาะกลุ่มกนัอยู่เมื�อมซีลิกิอนปรมิาณรอ้ยละ 9.13-12.44  ในกรณีที�เป็นสารดูด

ซบัลว้น (รอ้ยละ 100) โดยไม่มเีมตาบอไลตม์คีวามชื*นตํ�า (ปรมิาณรอ้ยละ 9.45) 

 

 

ตารางที 
 3  ปรมิาณ colloidal silicon dioxide ที 
ผสมกบัเมตาบอไลตแ์หง้ในปรมิาณรอ้ยละต่างๆ กบัปรมิาณความชื�น

ที 
อยู่ภายในโดยวดัจากเครื 
อง moisture balance (n=3) 

 

Colloidal silicon dioxide in powder blend* 

(% w/w) 

Moisture content 

(% w/w) 

0 5.4 ± 0.3 

9.13 18.2 ± 1.7 

12.44 20.7 ± 2.3 

17.29 25.9 ± 3.1 

100 9.45 ± 1.1 

* ปรมิาณรอ้ยละของ colloidal silicon dioxide ที�ผสมกบัเมตาบอไลต์แหง้ ไมเ่ป็นเลขลงตวัเกดิจากการชั �งอย่างรวดเรว็แบบผลต่าง 

ไมไ่ดช้ ั �งทิ*งไวเ้นื�องจากเมตาบอไลต์สมัผสัอากาศภายนอกนาน เกดิการดดูความชื*น ทาํใหผ้ลการวเิคราะหป์รมิาณความชื*น

คลาดเคลื�อน จงึตอ้งทาํการชั �งซลิกิอนไดออกไซดอ์ย่างรวดเรว็เช่นกนั 
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2.2. การศกึษาความคงสภาพของเมตาบอไลต์จากเชื*อ Bacillus subtilis ในรูปผงแหง้และการแกป้ญัหาและเตรยีม

เมตาบอไลตแ์หง้ใหเ้หมาะสมในการตั *งตํารบั 

ในงานวจิยันี* ไดท้ดลองแกป้ญัหาการเยิ*มเหลวของเมตาบอไลตแ์หง้ 2 วธิ ีไดแ้ก่ 

2.2.1.  การบดผสมเมตาบอไลตแ์หง้กบัสารดดูซบั  

เมื�อแก้ปญัหาการบดด้วยวธิกีารบดผสมกบัสารดูดซบัขา้งต้นพบว่าสารดูดซบัสามารถปรบัลกัษณะทาง

กายภาพของเมตาบอไลต์แหง้ได ้โดยทําใหก้ารลดขนาดง่ายขึ*น เนื�องจากสาร colloidal silicon dioxide มคีวาม

หนาแน่นตํ�า และมขีนาดเลก็ทาํใหเ้กดิการแยกผสมไดง้่าย  

การลดขนาดของเมตาบอไลตแ์หง้ ทาํไดโ้ดยการบดผสมและแร่งผ่านแร่งเบอร ์80 (80 mesh) เพื�อช่วยให้

สารเขา้กนัไดง้่ายขึ*น จากการศกึษาเพิ�มเตมิพบว่าเมื�อเกบ็เมตาบอไลต์แหง้หลงัจากการลดขนาดร่วมกบัสารดูดซบั

แลว้เป็นเวลา 48 ชั �วโมงพบว่าสตูรที�ม ี colloidal silicon dioxide ประมาณรอ้ยละ 5-10 ไม่สามารถช่วยใหเ้มตา

บอไลตแ์หง้คงอยู่เป็นผงได ้เกดิการเยิ*มเหลวได้แมจ้ะเกบ็ในตู้ดูดความชื*น  แต่การใช ้colloidal silicon dioxide ใน

ปรมิาณรอ้ยละ 15-20 (หลงัจากเกบ็ตวัอย่างไวใ้นตู้ดูดความชื*น 48 ชั �วโมง ปรมิาณความชื*นไม่ส่งผลต่อการเกาะ

กลุ่มกนั ดงันั *นผูว้จิยัจงึใชส้ารใหม้ปีรมิาณสารดดูซบัเป็นรอ้ยละ 15 และ 20 แลว้เกบ็ไวใ้นตู้ดูดความชื*น และไม่พบ

การเกาะกลุ่มกนัของผงเมตาบอไลต์ ดงันั *นจงึเลอืกที�จะใช้ปริมาณซลิกิอนไดออกไซด์ร้อยละ 15 และ 20 ใน

การศกึษาต่อไป) ช่วยใหเ้มตาบอไลตแ์หง้ยงัคงเป็นผงไดอ้ยู่แมจ้ะเกบ็ไวน้านมากกว่า 48 ชั �วโมง  

หลงัจากได้สดัส่วนของ colloidal silicon dioxide ที�เหมาะสมแล้ว นําเมตาบอไลต์แห้งที�ได้ผสมกบั 

colloidal silicon dioxide มาทดสอบคุณสมบตัทิางกายภาพต่างๆ เช่น ความหนาแน่นและคุณสมบตักิารไหลเพื�อ

เป็นขอ้มลูในการตั *งตํารบัแสดงในตารางที� 4 ซึ�งพบว่าเมื�อใชส้ารดูดซบัรอ้ยละ 20 มคี่า % compressibility เพิ�มขึ*น

แต่มกีารไหลไม่แตกต่างอย่างมนียัสาํคญั 

จากการผสมเมตาบอไลต์แหง้กบัสารดูดซบัในสดัส่วนต่างๆ ไดนํ้ามาทดสอบการยบัยั *งเชื*อราสาเหตุ ใน

จานเพาะเชื*อรา Alternaria brassicicola และ Alternaria solani Sorauer ผลแสดงความสามารถในการยบัยั *งเชื*อ

สาเหตุ แสดงในตารางที� 5 และตารางที� 6 

 

 

ตารางที 
 4  ความหนาแน่นและคุณสมบตักิารไหลของเมตาบอไลตแ์หง้ที 
มสีว่นผสมของ colloidal silicon dioxide ใน

สดัสว่นต่างๆ (n=3) 

 

Colloidal silicon dioxide 

in powder blend (%) 

Bulk density 

(g/mL) 

Tab density 

(g/mL) 

% Compressibility Angle of repose 

(degree) 

15 (A15) 0.35±0.00 0.42±0.01 17.20±0.71 37.43±1.53 

20 (A20) 0.26±0.01 0.35±0.00 26.69±1.99 38.74±1.47 
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ตารางที 
 5  ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุ Alternaria solani Sorauer ของเมตาบอไลตใ์นรปูแบบต่างๆ 

(แสดงเป็นเสน้ผ่านศนูยก์ลางการเจรญิของเชื�อราที 
เกดิขึ�น หน่วยเป็นเซนตเิมตร) (n=5) 

 

Test 

concentration 

Control1 Benomyl2 Mancozeb3 1% 5% 10% 25% 50% 

94.9%* 9.0±0.0 9.0±0.0 0.0±0.0 7.7±0.2 5.5±0.2 4.8±0.2 3.9±0.2 3.5±0.1 

91.3%* 9.0±0.0 9.0±0.0 0.0±0.0 7.4±0.4 5.7±0.5 3.6±0.1 3.2±0.3 3.2±0.2 

84.2%* 9.0±0.0 9.0±0.0 0.0±0.0 8.3±0.2 6.7±0.3 4.9±0.1 6.4±0.1 5.8±0.1 

* ตวัเลขบอกถงึปรมิาณเมตาบอไลต์ที�เป็นส่วนประกอบในสตูรตํารบั ค่าที�ไดจ้ากการวเิคราะหเ์ทยีบจากการใชเ้มตาบอไลต์ 100% 
1 เป็นอาหารเลี*ยงเชื*อที�ไมไ่ดเ้ตมิสารอื�นใด 
2  Benomyl คอื Methyl [1-[butylaminocarbonyl]-1H-benzimidazol-2-yl] carbamate นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   
3 Mancozeb คอื Manganese ethylenebis(dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   

 

 

ตารางที 
 6  ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุ Alternaria brassicicola ของเมตาบอไลตใ์นรปูแบบต่างๆ (แสดง

เป็นเสน้ผ่านศนูยก์ลางการเจรญิของเชื�อราที 
เกดิขึ�น หน่วยเป็นเซนตเิมตร) (n=5) 

 

Test 

concentration 

Control1 Benomyl2 Mancozeb3 1% 5% 10% 25% 50% 

94.9%* 9.0±0.0 4.8±0.0 3.1±0.0 9.0±0.0 7.9±0.3 8.2±1.0 6.6±0.2 5.6±0.2 

91.3%* 9.0±0.0 4.8±0.0 3.1±0.0 9.0±0.0 8.8±0.3 5.9±0.3 5.2±0.3 5.6±1.1 

84.2%* 9.0±0.0 4.8±0.0 3.1±0.0 9.0±0.0 9.0±0.0 8.3±1.1 4.1±0.1 3.6±0.1 

* ตวัเลขบอกถงึปรมิาณเมตาบอไลต์ที�เป็นส่วนประกอบในสตูรตํารบั ค่าที�ไดจ้ากการวเิคราะหเ์ทยีบจากการใชเ้มตาบอไลต์ 100% 
1 เป็นอาหารเลี*ยงเชื*อที�ไมไ่ดเ้ตมิสารอื�นใด 
2  Benomyl คอื Methyl [1-[butylaminocarbonyl]-1H-benzimidazol-2-yl] carbamate นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   
3 Mancozeb คอื Manganese ethylenebis(dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   

  

 

2.2.2. การผสมเมตาบอไลตก์บัสารดดูซบัก่อนการทาํแหง้  

เนื�องจากสารดูดซบัซลิกิอนไดออกไซด์ที�ผสมลงไปมคีวามสามารถช่วยให้เมตาบอไลต์มคีุณสมบตัทิี�คง

สภาพเป็นผงละเอยีดไดด้ ีดงันั *นจงึทําการศกึษาเพิ�มเตมิโดยการผสมซลิกิอนไดออกไซดก์่อนทําแหง้โดยการอบที� 

80 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชั �วโมง หลงัจากนั *นนํามาบดลดขนาดและผ่านแร่งเบอร ์80 และศกึษาลกัษณะทาง

กายภาพและประสทิธภิาพในการยบัยั *ง โดยใช้สารดูดซบัรอ้ยละ 5, 10, 15 และ 20 (Formulation AD5, AD10, 
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AD15, AD20 ตามลําดบั) พบว่าปริมาณสารดูดซบัเพียงร้อยละ 5 เพียงพอในการป้องกนัการเยิ*มเหลวได้

เช่นเดยีวกบัวธิกีารผสมสารดดูซบัรอ้ยละ 20 หลงัจากการทาํแหง้เมตาบอไลต ์ 

ทาํการทดสอบประสทิธภิาพการยบัยั *งการเจรญิของเชื*อราหลงัการทําแห้งโดยวธิกีารผสมสารดูดซบัรอ้ย

ละ 5 ก่อนทาํแหง้ (AD5) (เทยีบกบันํ*าหนกัแหง้ของเมตาบอไลต์) โดยใชว้ธิทีดสอบในจานเพาะเชื*อ ดงัแสดงผลใน

ตารางที� 7 และ 8  

ทําการศกึษาคุณสมบตัทิางกายภาพของเมตาบอไลต์จากเชื*อ Bacillus subtilis โดยการทดสอบวดัความ

หนาแน่นและคุณสมบตักิารไหลของเมตาบอไลตจ์ากเชื*อ Bacillus subtilis ในรปูผงแหง้ (ตารางที� 9 และ 10) 

 

 

ตารางที 
 7  ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุ Alternaria solani Sorauer ของเมตาบอไลตท์ี 
ทาํแหง้ดว้ยการผสม

ซิลิกอนไดออกไซด์ก่อนการอบแห้ง (แสดงเป็นเส้นผ่านศูนย์กลางการเจริญของเชื�อราที 
เกิดขึ�น หน่วยเป็น

เซนตเิมตร) (n=5) 

 

 Control1 Benomyl2 Mancozeb3 1% 5% 10% 25% 50% 

AD5 9.0±0.0 9.0±0.0 2.42±0.6 9.0±0.0 9.0±0.0 9.0±0.0 7.5±0.1 6.9±0.4 
1 เป็นอาหารเลี*ยงเชื*อที�ไมไ่ดเ้ตมิสารอื�นใด 
2  Benomyl คอื Methyl [1-[butylaminocarbonyl]-1H-benzimidazol-2-yl] carbamate นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   
3 Mancozeb คอื Manganese ethylenebis(dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   

 

 

ตารางที 
 8  ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุ Alternaria brassicicola ของเมตาบอไลตใ์นรปูแบบต่างๆ (แสดง

เป็นเสน้ผ่านศนูยก์ลางการเจรญิของเชื�อราที 
หน่วยเป็นเซนตเิมตร) (n=5) 

 

 Control1 Benomyl2 Mancozeb3 1% 5% 10% 25% 50% 

AD5 9.0±0.0 4.3±0.2 2.0±0.1 6.6±0.2 6.4±0.3 6.2±1.0 6.1±0.3 5.8±0.0 
1 เป็นอาหารเลี*ยงเชื*อที�ไมไ่ดเ้ตมิสารอื�นใด 
2  Benomyl คอื Methyl [1-[butylaminocarbonyl]-1H-benzimidazol-2-yl] carbamate นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   
3 Mancozeb คอื Manganese ethylenebis(dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   
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ตารางที 
 9  ความหนาแน่นและคุณสมบตักิารไหล (flow properties) ของเมตาบอไลต์จากเชื�อ Bacillus subtilis ใน

รปูผงแหง้ที 
เตรยีมโดยผสมเมตาบอไลตก์บัซลิกิอนไดออกไซดก์่อนอบแหง้ 

 

Formulations* Bulk density 

(mg/mL) 

Tapped density 

(mg/mL) 

% Compressibility Hausner ratio 

AD5 0.68±0.04 0.90±0.02 24.63±2.81 1.33±0.05 

AD10 0.69±0.00 0.90±0.00 24.14±0.00 1.31±0.00 

AD15 0.71±0.00 0.92±0.02 22.62±2.06 1.29±0.03 

AD20 0.64±0.01 0.79±0.02 19.15±0.35 1.24±0.01 

* Formulation AD5, AD10, AD15, AD20 คอืตํารบัมปีรมิาณซลิกิอนไดออกไซด ์5, 10, 15 และ 20% ตามลาํดบั 

 

 

ตารางที 
 10  ค่ามุมกองวสัดุของของเมตาบอไลตจ์ากเชื�อ Bacillus subtilis ในรปูผงแหง้ที 
เตรยีมโดยผสมเมตา

บอไลตก์บัซลิกิอนไดออกไซดก์่อนอบแหง้ 

 

Formulations* Angle of repose (degree) 

AD5 41.85±1.06 

AD10 41.23±1.04 

AD15 39.97±1.12 

AD20 39.33±1.12 

* Formulation AD5, AD10, AD15, AD20 คอืตํารบัมปีรมิาณซลิกิอนไดออกไซด ์ 

5, 10, 15 และ 20% ตามลาํดบั 

 

 

จากการทดสอบความสามารถในการไหลพบว่าในพารามเิตอรต่์างๆ การผสมซลิกิอนไดออกไซดก์บัเมตา

บอไลตก์่อนทาํแหง้ในทุกสดัส่วนไม่สง่ผลใหคุ้ณสมบตัใินการไหลแตกต่างกนั  เมื�อบดเมตาบอไลตท์ี�ทาํแหง้ดว้ยวธินีี*

ทิ*งไวใ้นตูด้ดูความชื*นอุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 48 ชั �วโมงพบว่าไม่เกดิการเกาะกลุ่มกนัและยงัคงเป็นอนุภาคที�ไหลได้

ดเีช่นเดมิ 

จากขอ้มลูดงักล่าว สรุปไดว้่าการทาํใหเ้มตาบอไลตแ์หง้โดยวธิกีารผสมซลิกิอนไดออกไซดก์บัเมตาบอไลต์

ก่อนอบแห้งสามารถบดเมตาบอไลต์แห้งซึ�งมีความคงสภาพเพียงพอที�จะนําไปทําการทดลองต่อ และจะใช้

ซลิกิอนไดออกไซดน้์อยกว่าคอืรอ้ยละ 5 กเ็พยีงพอในการทาํใหเ้มตาบอไลตแ์หง้คงเป็นอนุภาคละเอยีดไดอ้ยู่ ดงันั *น 

วธินีี*จงึน่าจะเป็นวธิกีารทาํใหเ้มตาบอไลตแ์หง้ที�ดกีว่าวธิกีารบดผสมสารดดูซบัหลงัการทาํแหง้   
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2.3. การวเิคราะหเ์พื�อยนืยนัว่ามอีงคป์ระกอบในเมตาไลต์ที�มฤีทธิ >ในการยบัยั *งเชื*อก่อโรคพชืไดจ้รงิโดยวธิ ีHPLC 

เพื�อใชเ้ป็น fingerprint กาํหนดมาตรฐานของผลติภณัฑ ์

จากรายงานการวจิยัพบว่า เชื*อ Bacillus subtilis มรีายงานการใชเ้ป็นสารชวีภาพในการป้องกนัศตัรูพชืมี

องค์ประกอบทางชวีภาพที�มฤีทธิ >ฆ่าเชื*อราคอื surfactin ซึ�งสารดงักล่าวเป็น cyclic lipopeptide (รูปที� 2) ที�

แบคทเีรยีขบัออกมา มนํี*าหนักโมเลกุลหลายขนาด18,20 ในงานวจิยันี*จงึใช้ surfactin เป็น marker ในการตรวจสอบ

องคป์ระกอบในเมตาบอไลตท์ี�มฤีทธิ >ในการยบัยั *งเชื*อรา เพื�อเป็น fingerprint สาํหรบัใชใ้นการกําหนดมาตรฐานของ

ผลติภณัฑ ์ 

 

 

 

 

 

 

รปูที 
 2  โครงสรา้ง cyclic lipopeptide ของ surfactin20 

 

การศกึษานี*วเิคราะหห์าปรมิาณ surfactin ในเมตาบอไลต์เทยีบกบัสารมาตรฐาน surfactin (รูปที� 3) โดย

ใชเ้ทคนิค HPLC (high performance liquid chromatography) โดยการตกตะกอน surfactin ในเมตาบอไลต์ 125 

mL ดว้ยกรดเกลอื (1 M HCl) ที� pH 4 ป ั �นเหวี�ยงตะกอนความเรว็ 12000 xg ทิ*งส่วนใส หลงัจากนั *นละลายตะกอน

ที�ได้ดว้ย 1.25 M NaOH (pH 11) 1 mL ป ั �นเหวี�ยงตะกอนอกีครั *ง และนําส่วนใสที�ไดม้าทําการวเิคราะหห์า 

surfactin ต่อไป 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที 
 3  โครมาโตแกรมที 
ไดจ้ากสารมาตรฐาน surfactin 0.50 mg/mL (40 μL) 
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รปูที 
 4  ตวัอย่างโครมาโตแกรมที 
ไดจ้ากการสกดัเมตาบอไลต ์

 

รปูที� 4 แสดงผลการวเิคราะหพ์บว่ามสีารสาํคญั surfactin อยู่เนื�องจากพบพคีของ surfactin เมื�อเทยีบกบั

สารมาตรฐาน surfactin ดงันั *นในตวัอย่างเมตาบอไลตท์ี�ไดจ้ากการเลี*ยงเชื*อ Bacillus subtilis จงึมฤีทธิ >ในการยบัยั *ง

การเจรญิของเชื*อรา โดยมคีวามเขม้ขน้ surfactin ประมาณ 0.44±0.01 μg/mL (n=3) เมื�อคํานวณเทยีบกบักราฟ

มาตรฐาน (รปูที� 5)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที 
 5   กราฟความสมัพนัธร์ะหว่างเขม้ขน้และพื�นที 
ของ surfactin จากการวเิคราะหด์ว้ยเครื 
อง HPLC 
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รปูที 
 6  โครมาโตแกรมของเมตาบอไลตท์ี 
ไดจ้ากการทาํแหง้ดว้ยวธิกีารผสมซลิกิอนไดออกไซด ์5% 

ก่อนการทาํแหง้ (เทยีบกบันํ�าหนกัแหง้ของเมตาบอไลต์) 

 

รูปที� 6 แสดงโครมาโตแกรมของเมตาบอไลต์ที�ไดจ้ากการสกดัเมตาบอต์จากแบคทเีรยี Bacillus subtilis 

และทําแหง้ดว้ยวธิกีารผสมสารดูดซบัซลิกิอนไดออกไซด์รอ้ยละ 5 (AD5) ก่อนการทําแหง้ ซึ�งยงัคงพบพคีของ 

surfactin ในตวัอย่างเมตาบอไลต ์ช่วยยนืยนัว่าการผสมสารดดูซบัไม่ไดร้บกวนหรอืทําลาย surfactin ที�อยู่ในเมตา

บอไลต ์ 

 

3. การพฒันาผลิตภณัฑร์ปูแบบเมด็จากเชื�อและ/หรือเมตาบอไลต ์Bacillus subtilis 

จากการศกึษาเบื*องต้นนําเมตาบอไลต์ที�แหง้แลว้ผสมกบัซลิกิอนไดออกไซด์ในสดัส่วน 80:20 ตอกเมด็

ดว้ยเครื�องตอกอดัเมด็ชนิด hydraulic press พบว่าเมด็ที�ได้มคีวามแขง็น้อยกว่า 1 kg แม้ว่าจะเพิ�มแรงตอก 

นอกจากนั *นผงแห้งของเมตาบอไลต์ติดสากจนไม่สามารถตอกอดัเม็ดได้ ดงันั *นจงึเลอืกใช้สารช่วยในตํารบัที�มี

ความสามารถช่วยใหเ้มตาบอไลต์มคีวามสามารถในการตอกอดัไดด้แีละไม่ดูดความชื*น โดยเลอืกสารช่วย 3 ชนิด 

ไดแ้ก่  

- Lactose monohydrate ซึ�งมคีวามสามารถในการตอกอดัเกดิเป็นเมด็ที�ใหค้วามแขง็สงูและละลายนํ*าได้ 

- Lactose anhydrous ดดูความชื*นไดน้้อยแต่ใหค้วามแขง็หลงัการตอกอดัไม่ดนีกั  

- D-mannitol ดดูความชื*นตํ�าที�สดุ แต่ใหค้วามแขง็ของหลงัการตอกอดัน้อยที�สดุเมื�อเทยีบกบัสารขา้งตน้ 
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3.1. การทดลองตั *งตํารบัจากเมตาบอไลตแ์หง้ของเชื*อ Bacillus subtilis ชนิดเมด็ละลายนํ*า โดยใชเ้มตาบอไลต์แหง้

บดผสมกบัสารดดูซบั 

ผสมเมตาบอไลต์แหง้ที�เตรยีมจากสดัส่วน เมตาบอไลต์ต่อซลิกิอนไดออกไซด์ 80:20 กบัสารช่วยชนิด

ต่างๆ ดงัในตารางที� 11 

 

 

ตารางที 
 11  สดัส่วนตํารบัที 
ม ีlactose monohydrate, lactose anhydrous หรอื D-mannitol  

 

Formulation Amount of the mixture of colloidal 

silicon dioxide : metabolite        

(20 : 80)  

Lactose 

monohydrate 

Lactose 

anhydrous 

D-mannitol 

A20 100 - - - 

A20LM20 80 20 - - 

A20LM40 60 40 - - 

A20LM60 40 60 - - 

A20LA20 80 - 20 - 

A20LA40 60 - 40 - 

A20LA60 40 - 60 - 

A20MA20 80 - - 20 

A20MA40 60 - - 40 

A20MA60 40 - - 60 

 

 

ทําการศึกษาผลของสารช่วยทางเภสชักรรมชนิดต่างๆ ต่อคุณสมบตัิทางกายภาพของเม็ดผลิตภัณฑ ์

(ความหนาแน่นของผงแหง้และคุณสมบตักิารไหลของผงแหง้ที�เตรยีมได)้ เพื�อหาสารช่วยที�เหมาะสมในการตั *งตาํรบั 

ดงัแสดงผลในตารางที� 12 และ 13  

ทาํการตอกเมด็ขนาด 9.53 มลิลเิมตร นํ*าหนกั 300 มลิลกิรมั โดยเครื�องตอกอดัชนิด hydraulic press ใช้

แรงตอก 1 ตนั เป็นเวลา 10 วนิาทใีนทุกตํารบั แต่ไม่สามารถประเมนิความแขง็ไดเ้นื�องจากเมด็ที�ไดม้คีวามแขง็

น้อยและไม่สามารถคงรปูไดค้วามสามารถในการไหลไม่แตกต่างกนัมากนกั จากตารางที� 12 และ 13 
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ตารางที 
 12  ความหนาแน่นและคุณสมบตักิารไหล (flow properties) ของสว่นผสมในสตูรตํารบัต่างๆ 

 

Formulations Bulk density 

(g/mL) 

Tapped density 

(g/mL) 

% Compressibility Hausner ratio 

A20LM20 N/A N/A N/A N/A 

A20LM40 N/A N/A N/A N/A 

A20LM60 0.55±0.02 0.69±0.01 27.30±1.78 1.30±0.03 

A20LA20 0.22±0.00 0.30±0.00 26.36±1.65 1.36±0.03 

A20LA40 0.28±0.00 0.37±0.00 26.12±0.50 1.35±0.01 

A20LA60 0.38±0.02 0.46±0.01 17.2±0.71 1.22±0.07 

A20MA20 0.22±0.00 0.30±0.01 25.72±2.26 1.35±0.04 

A20MA40 0.25±0.00 0.34±0.02 25.59±3.77 1.34±0.03 

A20MA60 0.33±0.01 0.46±0.01 23.08±2.08 1.30±0.04 

 

 

ตารางที 
 13  ค่ามุมกองวสัดุ (Angle of repose) ของตํารบัต่างๆ (n=3) 

 

Formulations Angle of repose (degree) 

A20 38.74±1.47 

A20LM20 N/A* 

A20LM40 N/A* 

A20LM60 35.54±3.17 

A20LA20 40.02±0.72 

A20LA40 39.18±1.28 

A20LA60 38.76±0.75 

A20MA20 43.19±0.65 

A20MA40 39.60±1.47 

A20MA60 33.19±1.70 

*N/A ไมส่ามารถวดัคา่ไดเ้นื�องจากอนุภาคเกาะกลุ่มกนัจนไมส่ามารถนํามาศกึษาการไหลได้ 
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3.2. การทดลองตั *งตํารบัจากเมตาบอไลต์ของเชื*อ Bacillus subtilis ชนิดเมด็ละลายนํ*า โดยใชเ้มตาบอไลต์ผสมกบั

สารดดูซบัก่อนทาํแหง้ 

ทดลองตั *งตํารบัจากเมตาบอไลตข์องเชื*อ Bacillus subtilis ชนิดเมด็ โดยใชเ้มตาบอไลตผ์สมกบัสารดูดซบั

รอ้ยละ 5 (AD5) ก่อนการทําแหง้ และศกึษาผลของสารช่วยทางเภสชักรรมชนิดต่างๆ ต่อคุณสมบตัทิางกายภาพ

ของเมด็ผลติภณัฑ ์เพื�อหาสารช่วยที�เหมาะสมในการตั *งตํารบัเมด็ และประเมนิคุณสมบตัเิบื*องตน้ของเมด็ที�ตอกได ้

 

3.2.1. การตอกอดัเมด็และการทดสอบคุณสมบตัทิางกายภาพ  

ตอกเมด็ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 9.53 มลิลเิมตร นํ*าหนัก 300 มลิลกิรมัต่อเมด็ โดยเครื�องตอกอดัเมด็

ชนิด hydraulic press ใชแ้รงตอก 1 ตนั เป็นเวลา 10 วนิาท ีไดผ้ลติภณัฑเ์ป็นเมด็แขง็คลา้ยเมด็ยา สนํี*าตาลเขม้ 

(รปูที� 7) และวดัความแขง็ไดด้งัในตารางที� 14    

จากคา่ความแขง็ของเมด็เมตาบอไลต์ที�เตรยีมโดยวธิผีสมสารดูดซบัก่อนการอบแหง้ที�อุณหภูม ิ80 องศา

เซลเซยีส เมื�อใหแ้รงตอกที� 1 ตนั และแรงตอกที� 3 ตนั เมด็ที�ไดห้ลงัจากการตอกมคีวามกร่อนสูงมากทุกตํารบั

หลงัจากเมด็ออกมาจากสาก ขอบเมด็ไม่สมบรูณ์และมกัจะ capping และ laminate ทนัทเีมื�อตอกอดั 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

รปูที� 7  ผลติภณัฑจ์ากเชื*อแบคทเีรยี (บาซลิลสั ซบัทลิสิ) 

 

 

ตารางที 
 14  ความแขง็ของเมด็เมตาบอไลต์ที 
เตรยีมโดยวธิผีสมสารดูดซบัรอ้ยละ 5 ก่อนการอบแหง้ (AD5) (ตอก

ดว้ยแรง 1 ตนั และ แรง 3 ตนั ดว้ยเวลา 10 วนิาท)ี 

 

Formulations Hardness (kg) ± SD n=5 

AD5 (1ton) 5.36±0.64 

AD5 (3tons) 7.86±1.23 

AD20 (1ton) 7.38±1.52 

AD20 (3tons) 12.52±0.51 
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ตารางที� 15  แสดงความแขง็ของเมด็เมตาบอไลตท์ี�เตรยีมโดยวธิผีสมสารดดูซบัรอ้ยละ 5 ก่อนการอบแหง้ 

(AD5) เมื�อตอกดว้ยแรง 1 ตนั ดว้ยเวลา 10 วนิาท ีโดยมสีารช่วยแตกตวัผสมอยู่ในปรมิาณรอ้ยละ 2-6 เทยีบกบั

นํ*าหนกัผงแหง้ ซึ�งมคี่าความแขง็เพิ�มขึ*นเลก็น้อยเมื�อมปีรมิาณของสารช่วยแตกตวัเพิ�มขึ*น   

 

ตารางที 
 15  ความแขง็ของเมด็เมตาบอไลตท์ี 
เตรยีมโดยวธิผีสมสารดดูซบัรอ้ยละ 5 ก่อนการอบแหง้ (AD5) เมื 
อตอก

ดว้ยแรง 1 ตนั ดว้ยเวลา 10 วนิาทโีดยมสีารช่วยแตกตวัผสมอยู่ 

 

Amount of sodium starch 

glycolate (Explotab®) 

Hardness (kg) ± SD n=5 

2% 8.50±0.50 

4% 10.10±1.23 
 6% 11.20±1.50 

 

 

3.2.2. การทดสอบการแตกตวัของเมด็ 

การทดสอบการแตกตวัของเมด็เมตาบอไลต์ที�เตรยีมโดยวธิผีสมสารดูดซบัก่อนการอบแหง้โดยผสมสาร

ช่วยแตกตัว (superdisintegrant) โดยใช้เครื�องมือทดสอบเลียนแบบการทดสอบการแตกตัวของเม็ดยา 

(disintegration apparatus) และใชต้วักลางทดสอบเป็นนํ*ากลั �น 1000 mL ที�อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส 

จากตารางที� 16 เมื�อเพิ�มปรมิาณสารช่วยแตกตวัจะทาํใหใ้ชเ้วลาในการแตกตวัน้อยลง เมื�อใชส้ารช่วยแตก

ตวั sodium starch glycolateรอ้ยละ 6 (A5E6) ทาํใหเ้วลาในการแตกตวัลดลงจาก 80.00 ± 0.00 นาท ีเหลอื 37.73 

± 5.02 นาท ีและมปีรมิาณความชื*นสงูขึ*นดว้ย (ตารางที� 17) แต่ลกัษณะทางกายภาพที�มองดว้ยตาเปล่าไม่มกีาร

เปลี�ยนแปลง ไม่เกดิการเยิ*มเหลวที�อุณหภูมหิอ้ง 

 

 

ตารางที 
 16  เวลาในการแตกตวัของเมด็เมตาบอไลตท์ี 
เตรยีมโดยวธิผีสมสารดดูซบัรอ้ยละ 5 ก่อนการอบแหง้ (AD5) 

และเตมิ sodium starch glycolate (Explotab®) เป็นสารช่วยแตกตวั 

 
Amount of sodium starch 

glycolate (Explotab®) 

Disintegration time (min) ± SD, 

n=5 

0% 80.00 ± 0.00 

2% 60.20 ± 3.20 

4% 38.40 ± 0.00 

6% 37.73 ± 5.02 
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ตารางที 
 17  ความชื�นของเมด็เมตาบอไลต ์(n=5) 

 

Formulation % moisture 

AD5 3.612±3.391 

A5E6 7.198±1.354 

AD5 คอืเมตาบอไลต์ที�ผสมสารดดูซบัรอ้ยละ 5 ก่อนการทาํแหง้ 

A5E6 คอืเมตาบอไลต์ที�ผสมสารดดูซบัรอ้ยละ 5 ก่อนการทาํแหง้ (AD5) จากนั *นผสมกบั 

sodium starch glycolate (Explotab®) อกีรอ้ยละ 6 เมื�อเทยีบกบั AD5 

 

จากการทดลองการบดผสมสารดูดซบักบัเมตาบอไลต์แหง้และวธิกีารผสมสารดูดซบักบัเมตาบอไลต์แหง้

ก่อนการทําแห้งพบว่า วธิกีารผสมสารดูดซบักบัเมตาบอไลต์ก่อนการทําแหง้ทําให้ได้ลกัษณะทางกายภาพเมตา

บอไลตแ์หง้ที�สะดวกต่อการพฒันาต่อไปมากกว่าวธิกีารบดผสมสารดดูซบักบัเมตาบอไลตแ์หง้ 

 

3.2.3. การทดสอบการละลายของเมด็เมตาบอไลตจ์าก Bacillus subtilis  

การทดสอบการละลายของเมด็เมตาบอไลต์จาก Bacillus subtilis รวมถงึการศกึษาหาวธิวีเิคราะหอ์ตัรา

การละลายที�เหมาะสมสาํหรบัตํารบัเมด็เมตาบอไลต์จาก Bacillus subtilis โดยการทดสอบการปลดปล่อยสารออก

ฤทธิ >ที�มผีลยบัยั *งการเจรญิเตบิโตของเชื*อรา โดยแบ่งกลุ่มการทดสอบเป็นสองกลุ่ม คอื กลุ่มที�ทําการทดสอบการ

ละลายจากเมด็เมตาบอไลต ์(AD5) เป็นเวลา 30 นาท ีและ 12 ชั �วโมง ก่อนนําไปทดสอบการออกฤทธิ >ยบัยั *งเชื*อรา  

ผลการทดสอบพบว่าการทําทั *งสองวธิี มปีระสทิธภิาพในการยบัยั *งเชื*อสาเหตุ Alternaria solani Sorauer 

ไม่แตกต่างกนัอย่างมนียัสาํคญัทางสถติ ิดงัแสดงในตารางที� 18 ซึ�งอาจเนื�องมาจากเมื�อเมด็ละลายในนํ*าไดห้มดทํา

ให้สารออกฤทธิ >ละลายหรอืปลดปล่อยออกมาได้หมด อย่างไรก็ตามเมื�อแช่เม็ดเมตาบอไลต์ทิ*งไว้เป็นเวลา 12 

ชั �วโมงทาํใหป้ระสทิธภิาพในการยบัยั *งเชื*อสาเหตุ Alternaria brassicicola ลดลงเลก็น้อย ดงัแสดงในตารางที� 19 ซึ�ง

อาจเนื�องมาจากความไม่คงสภาพของสารออกฤทธิ >  
 

 

ตารางที 
 18  ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุ Alternaria solani Sorauer ของเมตาบอไลตท์ี 
ผสมสารดดูซบั 5% 

ก่อนการอบแหง้ (AD5) หลงัการละลายออกจากเมก็ตอกอดัที 
เวลาต่างๆ กนั (แสดงเป็นเสน้ผ่านศูนยก์ลางการเจรญิ

ของเชื�อราที 
เกดิขึ�น หน่วยเป็นเซนตเิมตร) (n=5) 

 

Time Control1 Benomyl2 Mancozeb3 1% 5% 10% 25% 50% 

30 min 9.0±0.0 9.0±0.0 2.42±0.6 9.0±0.0 9.0±0.0 9.0±0.0 7.5±0.1 6.9±0.4 

12 h 9.0±0.0 9.0±0.0 2.42±0.6 9.0±0.0 9.0±0.0 9.0±0.0 7.5±0.1 6.9±0.5 
1 เป็นอาหารเลี*ยงเชื*อที�ไมไ่ดเ้ตมิสารอื�นใด 
2  Benomyl คอื Methyl [1-[butylaminocarbonyl]-1H-benzimidazol-2-yl] carbamate นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   
3 Mancozeb คอื Manganese ethylenebis(dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   
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ตารางที 
 19  ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุ Alternaria brassicicola ของเมตาบอไลตท์ี 
ผสมสารดดูซบัรอ้ยละ 

5 ก่อนการอบแหง้ (AD5) หลงัการละลายออกจากเมก็ตอกอดัที 
เวลาต่างๆ กนั (แสดงเป็นเสน้ผ่านศนูยก์ลางการ

เจรญิของเชื�อราที 
หน่วยเป็นเซนตเิมตร) (n=5) 

 

Time Control1 Benomyl2 Mancozeb3 1% 5% 10% 25% 50% 

30 min 9.0±0.0 4.3±0.2 2.0±0.1 6.6±0.2 6.4±0.3 6.2±1.0 6.1±0.3 5.8±0.0 

12 h 9.0±0.0 4.3±0.2 2.0±0.1 7.0±0.1 7.0±0.1 7.0±0.2 6.8±0.1 6.0±0.1 
1 เป็นอาหารเลี*ยงเชื*อที�ไมไ่ดเ้ตมิสารอื�นใด 
2  Benomyl คอื Methyl [1-[butylaminocarbonyl]-1H-benzimidazol-2-yl] carbamate นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   
3 Mancozeb คอื Manganese ethylenebis(dithiocarbamate) (polymeric) complex with zinc salt นิยมใชเ้ป็นสารฆา่เชื*อราในทางการเกษตร   

 

 

3.2.4. การกาํหนดความแรงมาตรฐาน (standardization)  

การกําหนดความแรงมาตรฐานโดยหาความเข้มข้นตํ� าสุดที�สามารถยับยั *งเชื*อโรคพืช (MIC) ของ 

Alternaria solani Sorauer และ Alternaria brassicicola คํานวณจากความเขม้ขน้ของสารสาํคญัในตํารบัเทยีบกบั

ประสทิธภิาพในการยบัยั *งเชื*อสาเหตุ ดงัแสดงในตารางที� 20-21 และรปูที� 8-9 

 

 

ตารางที 
 20  ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุของเมตาบอไลต ์

 

Test concentration 

(%) 

Surfactin 

(μg/mL) 

% inhibition 

 Alternaria solani Sorauer 

% inhibition 

Alternaria brassicicola 

1 0.004 41.01±6.14 54.72±1.50 

5 0.022 56.60±1.48 62.55±0.08 

10 0.044 56.60±0.84 60.15±1.06 

25 0.110 57.11±2.42 61.42±0.56 

50 0.221 53.06±0.49 61.42±0.56 
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รปูที 
 8  ผลของความเขม้ขน้ของสารเมตาบอไลตใ์นรปูสารละลายต่อประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อรา  

 

 

ตารางที 
 21  ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุ ของเมตาบอไลตร์ปูผลติภณัฑแ์หง้ของเมตาบอไลตท์ี 
ผสมสารดดู

ซบั 5% ก่อนการอบแหง้ (AD5)   

 

Test concentration 

(%) 

Surfactin 

(μg/mL) 

% inhibition 

 Alternaria solani Sorauer 

% inhibition 

Alternaria brassicicola 

1 0.004 0.00±0.00 0.00±0.00 

5 0.021 0.00±0.00 0.00±0.00 

10 0.043 0.00±0.00 45.28±1.75 

25 0.107 37.53±9.06 51.60±1.25 

50 0.214 41.32±5.63 49.43±1.20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

%Inhibition 

X   Alternaria brassicicola 
  Alternaria solani Sorauer 

Adsorbent (%) 
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รปูที 
 9  ผลของความเขม้ขน้ของสารเมตาบอไลตใ์นรปูผลติภณัฑแ์หง้ของเมตาบอไลตท์ี 
ผสมสารดดูซบั 5% ก่อน

การอบแหง้ (AD5) ต่อประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อรา 

 

 

 

รปูที� 8 แสดงผลของความเขม้ขน้เมตาบอไลต์ พบว่าความเขม้ขน้น้อยที�สุดที�มปีระสทิธภิาพในการยบัยั *ง

เชื*อรา (MIC) คอืรอ้ยละ 5 เมื�อเพิ�มความเขม้ขน้ของสารมากขึ*นไม่สง่ผลเพิ�มความสามารถการยบัยั *งเชื*อราไดส้งูขึ*น

มากนัก โดยประสทิธภิาพในการยบัยั *งเชื*อรา Alternaria solani Sorauer และ Alternaria brassicicola คอื รอ้ยละ 

56.60 และ 62.55 ตามลําดบั ซึ�งแตกต่างกบัในรูปผลติภณัฑแ์หง้ของเมตาบอไลต์ที�ผสมสารดูดซบัรอ้ยละ 5 ก่อน

การอบแหง้ (AD5) มคีวามสามารถในการยบัยั *งเชื*อราไดต้ํ�ากว่า (รูปที� 9) โดยความเขม้ขน้ตํ�าสุดที�สามารถยบัยั *ง

เชื*อรา Alternaria solani Sorauer มคีวามเขม้ขน้รอ้ยละ 25 (ใชเ้มด็ผลติภณัฑข์นาด 300 มลิลกิรมั 4½ เมด็ละลาย

ในนํ*า 1 ลิตร†) และมีประสทิธิภาพในการยบัยั *งเพยีงร้อยละ 37.53 ความเขม้ขน้ตํ�าสุดที�สามารถยบัยั *งเชื*อรา 

Alternaria brassicicola มคีวามเขม้ขน้รอ้ยละ 10 (ใชเ้มด็ผลติภณัฑข์นาด 300 มลิลกิรมั 2 เมด็ละลายในนํ*า 1 

ลติร) และมปีระสทิธภิาพในการยบัยั *งรอ้ยละ 45.28  

จากขอ้มลูการยบัยั *งเชื*อสาเหตุ สรุปไดว้่าความแรงมาตราฐานของสารรปูผลติภณัฑแ์หง้ของเมตาบอไลตท์ี�

ผสมสารดดูซบั 5% ก่อนการอบแหง้ (AD5) สาํหรบัในการยบัยั *งเชื*อมคีวามเขม้ขน้ของ surfactin 0.44±0.01 μg/g

ความสามารถในการยบัยั *งเชื*อรา Alternaria solani Sorauer ใช้ความเขม้ขน้ตํ�าสุด 0.107 mg/mL และเชื*อรา 

Alternaria brassicicola ใช้ความเขม้ขน้ตํ�าสุด 0.043 mg/mL ทั *งนี*การอบแห้งส่งผลต่อการยบัยั *งเชื*อราสาเหตุ 

ดงันั *นอาจเลอืกใชว้ธิกีารทาํแหง้ดว้ยวธิอีื�นซึ�งไม่ทาํใหส้ารสาํคญัสลายตวั แต่มกัเป็นวธิทีี�มคี่าใชจ้่ายสงูไม่เหมาะกบั

การประยุกตใ์ชใ้นอุตสาหกรรม  

 

                                                   
† เมด็เมตาบอไลตท์ี�พฒันาขึ*น (AD5) 539.0 mg ในนํ*า 1 ลติรมคีวามเขม้ขน้เมตาบอลไลต ์10% 

% Inhibition 

X   Alternaria brassicicola 
  Alternaria solani Sorauer 

Adsorbent (%) 
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4. การทดสอบความคงสภาพของผลิตภณัฑที์%ได้จาก Bacillus subtilis 

4.1. การประเมนิความคงสภาพของสตูรตํารบัที�เตรยีมไดใ้นสภาวะเร่งและสภาวะจรงิ 

 จากตํารับทั *งหมดผู้วิจยัได้เลือกสูตรที�มีเหมาะสมที�สุดคือสูตรที�ทําการเตรียมโดยวิธีผสมซิลิกอนได 

ออกไซดร์อ้ยละ 5 ก่อนการอบแหง้ดว้ยดว้ยวธิ ีhot air oven และบดเป็นผงละเอยีด (AD5) ผสมกบั sodium starch 

glycolate ใชเ้ป็นสารช่วยแตกตวัรอ้ยละ 6 (A5E6) ของผงละเอยีดขา้งตน้ 

4.1.1. การทดสอบคุณสมบตัทิางกายภาพ 

 การศกึษาคุณสมบตัทิางกายภาพของเมด็ผลติภณัฑ ์ไดท้ําการศกึษาความแขง็ของเมด็ผลติภณัฑท์ี�ผ่าน

การเกบ็รกัษาในสภาวะจรงิและสภาวะเร่งโดยทําการสุ่มตวัอย่าง เมื�อผ่านช่วงเวลา 1 เดอืนและ 3 เดอืน แสดงใน

ตารางที� 22 โดยวดัความแขง็ดว้ยเครื�อง texture analyser ความแขง็ของ AD5 เมื�อเกบ็ไวเ้ป็นเวลา 3 เดอืนทั *งใน

สภาวะจรงิและสภาวะเร่งมคีวามแขง็ไม่แตกต่างจากวนัที�เริ�มเกบ็ตวัอย่างมากนัก แต่การเกบ็ในสภาวะเร่งทําให้

ความแขง็ของ A5E6 ลงลงเมื�อเทยีบกบัวนัที�เริ�มเกบ็ตวัอย่าง 

 

 

ตารางที 
 22  ผลการทดสอบความแขง็ของเมด็ผลติภณัฑห์ลงัการทดสอบความคงสภาพ 

 

 Hardness (kg) ± SD 

ระยะเวลาเกบ็ตวัอย่าง (เดือน) 

0 1 3 

สภาวะเร่ง 
AD5* 5.36±0.64 4.52±0.41 5.28±1.41 

A5E6** 11.20±1.50 3.36±0.00 6.03±0.37 

สภาวะจรงิ 
A5* 5.36±0.64 4.70±0.66 5.18±0.62 

A5E6** 11.20±1.50 2.61±0.60 5.29±0.8 

 การทดสอบความแขง็ (n=5) ดว้ยเครื�อง texture analyzer 

 *AD5 สตูรที�ทาํการเตรยีมโดยวธิผีสมกบัซลิกิอนไดออกไซด์รอ้ยละ 5 ลงไปในอาหารเลี*ยงเชื*อที�ผ่านการ

แยกตวัเชื*อและฆา่เชื*อแลว้ก่อนการทาํการอบ 80 องศาเซลเซยีส 

 **A5E6 สตูรที�ทาํการผสม sodium starch glycolate รอ้ยละ 6 กบัผงละเอยีดของ AD5  

 

 

4.1.2. การทดสอบการแตกตวัของเมด็เมตาบอไลต ์ 

การทดสอบหาระยะเวลาที�เมด็ผลติภณัฑใ์ชใ้นการแตกตวัเมื�อผ่านการเกบ็ในสภาวะจรงิและสภาวะเร่งโดย

ทาํการสุม่ตวัอย่าง เมื�อผ่านช่วงเวลา 1 เดอืน และ 3 เดอืนแสดงในตารางที� 23 

  จากตารางที� 23 การทดสอบระยะเวลาในการแตกตวัโดยใชเ้ครื�อง disintegration tester พบว่าการเกบ็ 

AD5 ในสภาวะจรงิจะทาํใหใ้ชร้ะยะเวลาการแตกตวัของ AD5 ลดลงเพยีงเลก็น้อยในระยะเวลาการเกบ็ 3 เดอืน แต่

ผลติภณัฑ ์A5E6 ใชเ้วลาในการแตกตวัน้อยลงในช่วง 3 เดอืน จากประมาณ 37 นาทเีหลอืประมาณ 11 นาท ีการ
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เกบ็ในสภาวะเร่ง ผลติภณัฑ ์AD5 และ A5E6 ใชเ้วลาในการแตกตวัน้อยลงในช่วงเวลา 3 เดอืนเช่นเดยีวกบัการ

เกบ็ในสภาวะจรงิ ซึ�งอาจเกดิจากความของแขง็ของเมด็ผลติภณัฑท์ี�ลดลง   

 

 

ตารางที 
 23  การแตกตวัของเมด็ตวัอย่างเมตาบอไลต์แหง้หลงัการทดสอบความคงสภาพ 

 

 

 

เวลาในการแตกตวั (นาที) 

ระยะเวลาเกบ็ตวัอย่าง (เดือน) 

0 1 3 

สภาวะเร่ง 
AD5* 80.00±0.00 74.12±1.10 69.18±12.33 

A5E6** 37.73±5.02 10.33±0.912 10.62±0.84 

สภาวะจรงิ 
AD5* 80.00±0.00 75.90±4.19 73.24±4.76 

A5E6** 37.73±5.02 12.05±0.44 9.38±1.43 

 การทดสอบการแตกตวั (n=6) ตวักลางคอืนํ*ากรอง 1000 mL อุณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส 

 *AD5 สตูรที�ทาํการเตรยีมโดยวธิผีสมกบัซลิกิอนไดออกไซด์รอ้ยละ 5 ลงไปในอาหารเลี*ยงเชื*อที�ผ่านการ

แยกตวัเชื*อและฆา่เชื*อแลว้ก่อนการทาํการอบ 80 องศาเซลเซยีส 

 **A5E6 สตูรที�ทาํการผสม sodium starch glycolate รอ้ยละ 6 กบัผงละเอยีดของ AD5  

    

 

4.1.3. การประเมนิความสามารถในการควบคุมเชื�อโรคพชื 

 การประเมินความสามารถในการควบคุมเชื*อโรคพืชโดยพจิารณาจาก clear zone บนจานเพาะเชื*อ 

ตรวจสอบความมชีวีติของเชื*อที�อยู่ในรูปผงผลติภณัฑ์ และตรวจนับปรมิาณเชื*อที�เจรญิไดบ้นผวิหน้าวุน้อาหารใน

จานเพาะเชื*อ โดยกาํหนดตรวจความมชีวีติของเชื*อในผลติภณัฑใ์นระยะเวลา 3 เดอืน 

จากการทดสอบในจานเพาะเชื*อเมื�อเกบ็ตวัอย่างไวเ้ป็นเวลา 3 เดอืนในสภาวะจรงิ (ตารางที� 24 และ 25) 

พบว่าประสทิธภิาพในการยบัยั *งของเมตาบอไลต์แหง้ผลติภณัฑ ์AD5 และ A5E6 ไม่แตกต่างกบัการทดสอบการ

ยบัยั *งเชื*อราก่อนการเกบ็รกัษา แต่พบว่าเมื�อเกบ็ตวัอย่างในสภาวะเร่งเป็นเวลา 3 เดอืน ประสทิธภิาพของเมตา

บอไลตแ์หง้ผลติภณัฑ ์AD5 และ A5E6 มคีวามสามารถในการยบัยั *งเชื*อราสาเหตุ Alternaria solani Sorauer และ 

Alternaria brassicicola ลดลง  
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ตารางที 
 24  ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุ Alternaria solani Sorauer ของเมตาบอไลต์ที 
ผ่านการทดสอบ

ความคงสภาพสภาวะเร่งและสภาวะจรงิในเวลาเริ 
มต้นและ 3 เดอืน (แสดงเป็นเสน้ผ่านศูนยก์ลางการเจรญิของเชื�อ

ราที 
เกดิขึ�น หน่วยเป็นเซนตเิมตร) (n=5) 

 

 ระยะเวลาการเกบ็ (เดือน) 

0 3 

Test concentration Test concentration 

AD5* 

5% 10% 25% 50%  5% 10% 25% 50% 

9.0±0.0 9.0±0.0 7.5±0.1 6.9±0.4 
สภาวะเร่ง 9.0±0.0 9.0±0.0 8.6±0.1 6.3±0.0 

สภาวะจรงิ 9.0±0.0 8.2±0.2 6.1±0.1 4.7±0.1 

A5E6** 9.0±0.0 9.0±0.0 7.5±0.1 6.9±0.4 
สภาวะเร่ง 9.0±0.0 9.0±0.0 9.0±0.0 5.6±0.1 

สภาวะจรงิ 9.0±0.0 7.6±0.0 6.6±0.1 5.0±0.5 

 

 

ตารางที 
 25 ประสทิธภิาพในการยบัยั �งเชื�อสาเหตุ Alternaria brassicicola ของเมตาบอไลต์ที 
ผ่านการทดสอบความ

คงสภาพสภาวะเร่งและสภาวะจรงิในเวลาเริ 
มต้นและ 3 เดอืน (แสดงเป็นเสน้ผ่านศูนยก์ลางการเจรญิของเชื�อราที 


เกดิขึ�น หน่วยเป็นเซนตเิมตร) (n=5) 

 

 

ระยะเวลาการเกบ็ (เดือน) 

0 3 

Test concentration Test concentration 

AD5* 

5% 10% 25% 50%  5% 10% 25% 50% 

6.4±0.3 6.2±1.0 6.1±0.3 5.8±0.0 
สภาวะเร่ง 7.5±0.0 7.5±0.1 7.1±0.1 5.1±0.0 

สภาวะจรงิ 6.3±0.1 7.0±0.2 6.4±0.1 6.7±0.1 

A5E6** 6.4±0.3 6.2±1.0 6.1±0.3 5.8±0.0 
สภาวะเร่ง 7.8±0.0 7.6±0.1 6.5±0.2 6.0±0.1 

สภาวะจรงิ 7.9±0.2 7.6±0.2 6.0±0.2 5.3±0.2 

 

 

4.1.4. การหาปรมิาณ surfactin ในผลติภณัฑห์ลงัจากการศกึษาความคงสภาพ   

ผลการทดสอบหาปรมิาณสารสาํคญัโดยใช ้HPLC สอดคลอ้งกบัผลการทดสอบในจานเพาะเชื*อ โดยพบว่า

เมื�อเกบ็ผลติภณัฑจ์ากเมตาบอไลต์แหง้ AD5 และ A5E6 ในสภาวะจรงิเป็นเวลา 1 เดอืนปรมิาณ surfactin มคี่า

ลดลงเหลอื 0.25±0.05 μg/g และ 0.20±0.06 μg/g ตามลําดบั แต่เมื�อเกบ็ในสภาวะเร่งมคี่าลดลงเหลอื 0.16±0.04 

μg/g และ 0.15±0.55 μg/g ตามลาํดบั หลงัจากเกบ็เมตาบอไลตแ์หง้ผลติภณัฑ ์AD5 และ A5E6 เป็นเวลา 3 เดอืน 
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จากการวเิคราะหโ์ดย HPLC ไม่พบ surfactin เหลอือยู่ แต่เมื�อเกบ็เมตาบอไลตแ์หง้ผลติภณัฑ ์AD5 และ A5E6 ใน

ตู้เยน็อุณหภูม ิ6-8 องศาเซลเซยีส ยงัคงมปีรมิาณ surfactin ใกลเ้คยีงกบัเวลาเริ�มต้นการศกึษา ดงันั *นสารสาํคญั 

surfatin ซึ�งเป็นสารออกฤทธิ >ชวีภาพในเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis ที�ใชเ้ป็น marker ในการศกึษานี*ไดม้สี่วน

แสดงใหเ้หน็ถงึคุณภาพของผลติภณัฑเ์มตาบอไลตแ์หง้ AD5 และ A5E6 แต่อย่างไรกต็าม AD5 และ A5E6 ยงัคงมี

ประสทิธภิาพในการยบัยั *งอยู่เนื�องจากมสีารอื�นในเมตาบอไลต์ยงัคงประสทิธิภาพในการออกฤทธิ >ยบัยั *งเชื*อรา

สาเหตุได ้  

 

 

ตารางที 
 26  ปรมิาณสารออกฤทธิX surfactin ที 
มอียู่ในตวัอย่าง (n=3) หลงัเกบ็ไวเ้ป็นเวลา 0, 1 และ 3 เดอืน 

 

 ระยะเวลาการเกบ็ตวัอยา่ง (เดือน) 

ปริมาณ surfactin (��g/g) 

0  1 3 

AD5* 0.44±0.01 

สภาวะเร่ง 0.16±0.04 0 

สภาวะจรงิ 0.25±0.05 0 

เกบ็ในตูเ้ยน็ 0.44±0.00 0.43±0.01 

A5E6** 0.44±0.01 

สภาวะเร่ง 0.15±0.55 0 

สภาวะจรงิ 0.20±0.06 0 

เกบ็ในตูเ้ยน็ 0.43±0.01 0.43±0.02 

 *AD5 สตูรที�ทาํการเตรยีมโดยวธิผีสมกบัซลิกิอนไดออกไซด์รอ้ยละ 5 ลงไปในอาหารเลี*ยงเชื*อที�ผ่านการ

แยกตวัเชื*อและฆา่เชื*อแลว้ก่อนการทาํการอบ 80 องศาเซลเซยีส 

 **A5E6 สตูรที�ทาํการผสม sodium starch glycolate รอ้ยละ 6 กบัผงละเอยีดของ AD5  

 

 

4.2. ทดสอบการควบคมุโรคพชืในแปลงเกษตร (field test) 

การทดสอบประสทิธภิาพของผลติภณัฑ์จากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis ในการควบคุมโรคใบจุดของ

ผกัคะน้า ดงันี* 
 

ตวัอยา่งการทดลอง 

1.   ชุดควบคมุไม่ปลกูเชื*อ (control) 

2.   ชุดควบคมุปลกูเชื*อราสาเหตุ  Alternaria brassicicola เพยีงอย่างเดยีว (-ve control) 

3.   ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉีดพ่นเซลลแ์ขวนลอยของเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis 

4.   ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉีดพ่นเมตาบอไลตจ์ากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis 

5.   ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉีดพ่นผลติภณัฑช์วีภาพจากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis   สตูร A5E6 
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6.   ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉีดพ่นผลติภณัฑช์วีภาพจากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis   สตูร AD5 

7.   ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉีดพ่นผลติภณัฑช์วีภาพจากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis   สตูร A5E6 หลงัจาก

เกบ็ไวใ้นสภาวะเร่งเป็นเวลา 3 เดอืน  

8.   ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉีดพ่นผลติภณัฑช์วีภาพจากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis   สตูร A20 

9.   ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉีดพ่นสารเคมกีาํจดัรา benomyl (+ve control) 

10.  ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉีดพ่นสารเคมกีาํจดัรา mancozeb (+ve control) 
 

 

ตารางที 
 27  บนัทกึความรุนแรงของโรคใบจุดของผกัคะน้า 

 

ตวัอยา่งการทดลอง (Treatment) 
ระดบัความรนุแรงของโรคใบจดุ 

R1 R2 R3 R4 R5 

1 0 0 0 0 0 

2 9 8 9 10 8 

3 1 0 1 1 1 

4 2 1 2 2 1 

5 4 4 3 5 4 

6 4 4 4 3 4 

7 3 5 6 4 4 

8 3 4 3 3 3 

9 1 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 

     หมายเหตุ R1, R2, R3, R4, และ R5 คอืตน้คะน้า  

  ระดบัความรุนแรงของโรคใบจุดแบ่งเป็น 11 ระดบั คอื 0-10 (ดรูายละเอยีดในวธิดีาํเนินการวจิยัหวัขอ้ 4.2.2)   
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ตารางที 
 28  รอ้ยละความรุนแรงของโรคใบจุดของผกัคะน้า 

 

ตวัอยา่งการทดลอง (Treatment) 
เปอรเ์ซน็ตก์ารเข้าทาํลาย 

เฉลี%ย (%) 
R1  R2  R3  R4  R5  

1  0  0  0  0  0  0  

2  90  80  90  100  80  88  

3  10  0  10  10  10  8  

4  20  10  20  20  10  16  

5  40  40  30  50  40  40  

6  40  40  40  30  40  38  

7  30  50  60  40  40  44  

8  30  40  30  30  30  32  

9  10  0  0  0  0  2  

10  0  0  0  0  0  0 

     หมายเหตุ R1, R2, R3, R4, และ R5 คอืตน้คะน้า 

     เปอรเ์ซน็ต์การเขา้ทาํลาย คาํนวณโดยใชส้มการซึ�งไดแ้สดงไวใ้นวธิดีาํเนินการวจิยัหวัขอ้ 4.2.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



รายงานวจิยัเรื�อง “การพฒันาผลติภณัฑจ์ากเชื*อแบคทเีรยี (บาซลิลสั ซบัทลิสิ) เพื�อใชใ้นการควบคุมโรคพชื”           34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที 
 10  ผกัคะน้าหลงัการทดสอบการยบัยั �งโรคและเปรยีบเทยีบความรุนแรงจากเชื�อรา Alternaria  brassicicola 

โดยใชส้ารยบัยั �งจากแบคทเีรยี Bacillus  subtilis 

หมายเหตุ  ตวัอย่างที� 1 = ชุดควบคุมไมป่ลกูเชื*อ (control) / ตวัอย่างที� 2 = ชุดควบคุมปลกูเชื*อราสาเหตุ 

Alternaria  brassicicola เพยีงอย่างเดยีว (-ve control) / ตวัอย่างที� 3 = ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉดีพ่นเซลลแ์ขวนลอยของเชื*อแบคทเีรยี 

Bacillus subtilis / ตวัอย่างที� 4 = ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉดีพน่เมตาบอไลต์จากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis / ตวัอย่างที� 5 = ปลกู

เชื*อราสาเหตุและฉดีพน่ผลติภณัฑช์วีภาพจากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis สตูร A5E6 / ตวัอย่างที� 6 = ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉดี

พ่นผลติภณัฑช์วีภาพจากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis สตูร AD5 / ตวัอย่างที� 7 = ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉดีพน่ผลติภณัฑช์วีภาพ

จากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis สตูร A5E6 หลงัจากเกบ็ไวใ้นสภาวะเรง่เป็นเวลา 3 เดอืน / ตวัอย่างที� 8 = ปลกูเชื*อราสาเหตุและ

ฉดีพ่นผลติภณัฑช์วีภาพจากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis สตูร A20 / ตวัอย่างที� 9 = ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉดีพ่นสารเคมกีาํจดัรา 

benomyl (+ control) / ตวัอย่างที� 10 = ปลกูเชื*อราสาเหตุและฉดีพ่นสารเคมกีาํจดัรา mancozeb (+ control) 

 

ตวัอยา่งที� 3 

ตวัอยา่งที� 2 

ตวัอยา่งที� 4 

ตวัอยา่งที� 1 

ตวัอยา่งที� 5 ตวัอยา่งที� 6 
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รปูที 
 10 (ต่อ)   

 

 

 การทดสอบประสทิธภิาพของผลติภณัฑช์วีภาพจากเชื*อแบคทเีรยี  Bacillus subtilis ในการควบคุมโรค

ใบจุดของผกัคะน้าในแปลงเกษตรมคีวามสอดคลอ้งกนักบัการทดลองในจานเพาะเชื*อ เมตาบอไลต์ที�ผ่านการทํา

แห้งยงัคงมีประสทิธิภาพในการยบัยั *งเชื*อราสาเหตุ  Alternaria  brassicicola ประสทิธภิาพของการยบัยั *งการ

เจรญิเตบิโตของเชื*อราลดลงหลงัทําใหเ้มตาบอไลต์แหง้โดยวธิกีารอบแหง้ แต่วธิกีารอบแหง้ 2 วธิคีอืการอบแห้ง  

เมตาบอไลต์ก่อนบดผสมกบัซลิกิอนไดออกไซด ์A20 และวธิกีารผสมเมตาบอไลต์กบัซลิกิอนไดออกไซด์รอ้ยละ 5  

(AD5) ก่อนการอบแห้งให้ผลการยบัยั *งลดลงเลก็น้อยโดยมคีวามรุนแรงของโรคร้อยละ 32 และ 38 ตามลําดบั 

หลงัจากนั *นเมื�อ นําเมตาบอไลต์แหง้ AD5 มาตั *งตํารบัโดยผสมกบัสารช่วยแตกตวัรอ้ยละ 6 (A5E6) การทดสอบ

ประสทิธภิาพการยบัยั *งการเจรญิเติบโตของเชื*อราที�เกดิขึ*นกบัคะน้ากย็งัคงประสทิธภิาพในการยบัยั *งอยู่  โดยมี

ความรุนแรงของโรครอ้ยละ 40 การทดสอบประสทิธภิาพการยบัยั *งการเจรญิเตบิโตของเชื*อราที�เกดิขึ*นโดยใชส้าร

ยบัยั *ง A5E6 ที�ผ่านการทดสอบความคงสภาพโดยสภาวะเร่งใหป้ระสทิธภิาพในการยบัยั *งเชื*อราลดลงเลก็น้อยโดยมี

ความรุนแรงของโรครอ้ยละ 44  

ตวัอยา่งที� 9 ตวัอยา่งที� 10 

ตวัอยา่งที� 8 ตวัอยา่งที� 7 
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5. สรปุผลการวิจยั 

 
ผลติภณัฑช์วีภาพที�จากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis ใชใ้นการควบคุมโรคพชืถูกพฒันามาจากอาหาร

เลี*ยงเชื*อที�ทําการแยกตัวเชื*อและปราศจากเชื*อแล้ว เมื�อนํามาทําเป็นผลิตภัณฑ์ รูปแบบของแขง็ต้องผสมกับ

ซลิกิอนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 ก่อนทาํการอบที�อุณหภูม ิ80 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 48 ชั �วโมงเมตาบอไลต์แหง้ที�ได้

สามารถบดเป็นผงละเอยีดและยงัคงมปีระสทิธภิาพในการออกฤทธิ >ยบัยั *งเชื*อราสาเหตุ สารที�มฤีทธิ >ยบัยั *งเชื*อราคอื 

surfactin ซึ�งสามารถพบไดใ้นสารเมตาบอไลตข์องเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis ถูกนํามาใชเ้ป็น marker  

ในการศกึษานี* นําเมตาบอไลต์แหง้ที�ไดผ้สมกบัสารช่วยแตกตวั ตํารบัที�ไดม้ปีระสทิธภิาพในการตอกอดั

เป็นเมด็และสามารถแตกตวัใหป้ระสทิธภิาพในการยบัยั *งเช่นเดมิ ลกัษณะผลติภณัฑท์ี�ไดม้ลีกัษณะคล้ายเมด็ยา สี

นํ*าตาลเขม้ จากการทดสอบความคงสภาพในสภาวะเร่งและสภาวะจรงิของการเกบ็รกัษาผลติภณัฑ ์พบว่าในสภาวะ

เร่งที�ช่วงเวลา 3 เดอืน ผลติภณัฑท์ี�ผ่านการเกบ็รกัษาตรวจวเิคราะหไ์ม่พบสาร surfactin แต่เมื�อนําผลติภณัฑไ์ป

ทดสอบในจานเลี*ยงเชื*อพบว่า ผลิตภัณฑ์ A5E6 ยงัคงมคีวามสามารถยบัยั *งเชื*อราสาเหตุ Alternaria solani 

Sorauer และ Alternaria brassicicola  

การทดสอบยนืยนัประสทิธภิาพในแปลงเกษตรในผกัคะน้าต่อต้านเชื*อรา Alternaria brassicicola  พบว่า

ผลติภณัฑ ์A5E6 มปีระสทิธภิาพในการยบัยั *งเชื*อรา Alternaria brassicicola  ในผกัคะน้า ลดความรุนแรงของการ

เกดิโรคได้เหลอืรอ้ยละ 40 แต่การเกบ็ผลติภณัฑ์ไวใ้นสภาวะเร่ง (accelerated testing อุณหภูม ิ40±2 องศา

เซลเซยีส และความชื*นสมัพทัธ์รอ้ยละ 75±5) เป็นเวลา 3 เดอืน จะทําใหป้ระสทิธภิาพในการลดความรุนแรงของ

โรคเหลอืรอ้ยละ 44  ดงันั *น ผลติภณัฑช์วีภาพจากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis มคีวามสามารถในการยบัยั *งเชื*อ

ราสาเหตุ Alternaria solani Sorauer และ Alternaria brassicicola ได ้แต่สารที�ไดเ้ป็นสารชวีภาพซึ�งมสีว่นผสมของ

สารหลายชนิด สารบางชนิดอาจเสื�อมสลายไป ดงันั *นควรมกีารศกึษาเพิ�มเตมิในวธิกีารเกบ็รกัษาใหค้งประสทิธภิาพ

เหมาะสมกบัการนําไปใชใ้นแปลงเกษตรต่อไป 
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7. Output จากผลงานวิจยั 
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1.  พรศกัดิ > ศรอีมรศกัดิ > ยศนนัท ์วรีะพล. กรรมวธิกีารทาํแหง้อาหารเลี*ยงเชื*อที�ผ่านการเลี*ยงเชื*อโดยใชส้ารดดูซบั 

รพูรุน. คาํขอรบัสทิธบิตัร 0901005886, 30 ธนัวาคม 2552. 
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ภาคผนวก 1 

 

การเตรียมต้นพืชเพื%อทดสอบโรคใบจดุของผกัคะน้า 

1. การทดสอบประสทิธภิาพในการควบคุมโรคใบจุดของคะน้าที�เกดิจากเชื*อรา Alternaria brassicicola 

โดยเตรยีมวสัดุปลกูที�มสีว่นผสมของดนิ แกลบ ปุ๋ยหมกั ในอตัราส่วน 5:1:1 ตามลําดบั ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้นําไปนึ�ง

ฆา่เชื*อ จากนั *นจงึบรรจุลงในกระถางที�สะอาดขนาดเสน้ผ่าศนูยก์ลาง 8 นิ*ว โดยใส่ดนิประมาณ ¾ ของกระถาง ยา้ย

ต้นกลา้คะน้าปลูกลงในกระถางที�เตรยีมไว้กระถางละ 1 ต้น เริ�มทําการทดสอบประสทิธภิาพภายหลงัจากคะน้ามี

อาย ุ45 วนั หลงัยา้ยปลกู 

2. การเตรยีมสปอรแ์ขวนลอยของเชื*อรา Alternaria brassicicola เลี*ยงเชื*อราบนอาหาร PDA ในจานเลี*ยง

เชื*อขนาด 9 เซนตเิมตร เป็นเวลา 14 วนั เชื*อจะเจรญิเตม็ผวิหน้าอาหาร เทนํ*าที�ผ่านการนึ�งฆ่าเชื*อแลว้ลงในจาน

อาหารปริมาตร 15 มิลลิลิตร ใช้ loop ปลอดเชื*อเขี�ยสปอร์ให้หลุดออก แล้วนํา suspension ที�ได้มาปรบัความ

เขม้ขน้เป็น 3.5x104 สปอร/์มลิลลิติร ดว้ย Haemacytometer ก่อนนําไปฉีดพ่นต้นคะน้าในกระถางปลูกกระถางละ 

20 มลิลลิติร 

3. การเตรียมแบคทีเรีย Bacillus subtilis โดยเลี*ยงในอาหาร NB เลี*ยงในสภาพเขย่าที�อุณหภูมิห้อง

นาน 48 ชั �วโมง นํามาเตรยีมเซลลแ์ขวนลอยและปรบัใหม้คีวามเขม้ขน้ 108 cfu/mL (สปอร/์มลิลลิติร) 

4. การเตรยีมสารชวีภาพจากแบคทเีรยี โดยการเลี*ยงเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis ในอาหาร SDB ใน 

flask ขนาด 250 มลิลลิติร เลี*ยงในสภาพเขย่าที�อุณหภูมหิอ้ง นาน 48 ชั �วโมง นํา suspension ที�ไดจ้ากการเลี*ยงมา

ป ั �นเหวี�ยงดว้ยเครื�องป ั �นเหวี�ยงตะกอนที�ความเรว็ 6,000 รอบ/นาท ีนําสว่นใสที�อยู่ดา้นบน (supernatant) ที�ไดไ้ปฆา่

เชื*อที�ความดนั 15 ปอนด/์ตารางนิ*ว อุณหภูม ิ121oC ระยะเวลา 30 นาท ีนําสารละลายที�ไดไ้ปฉีดพ่น 

5. การเตรยีมผลติภณัฑ์ชวีภาพจากเชื*อแบคทเีรยี Bacillus subtilis โดยการนํา supernatant ที�ได้ไป

พฒันาเป็นผลติภณัฑช์วีภาพ โดยพฒันาเป็นผลติภณัฑช์วีภาพจํานวน 4 สตูร คอื A5E6**, AD5*, A5E6 ที�ผ่าน

การเกบ็ไวใ้นสภาวะเร่ง 3 เดอืน และ A20*** ละลายในนํ*าใหม้คีวามเขม้ขน้รอ้ยละ 50 (%supernatantในนํ*า) 

* AD5 สตูรที�ทาํการเตรยีมโดยวธิผีสมกบัซลิกิอนไดออกไซดร์อ้ยละ 5 ลงไปในอาหารเลี*ยงเชื*อที�ผ่าน

การแยกตวัเชื*อและฆา่เชื*อแลว้กอ่นการทาํการอบ 80 องศาเซลเซยีส 

** A5E6 สตูรที�ทาํการผสม sodium starch glycolate รอ้ยละ 6 กบัผงละเอยีดของ AD5 

*** A20 สตูรที�ทาํการอบแหง้ก่อนบดผสมกบัซลิกิอนไดออกไซดร์อ้ยละ 20  

6. การเตรยีมสารเคมกีาํจดัเชื*อรา benomyl และ mancozeb โดยการนําสารเคมมีาเตรยีมเป็นสารละลาย

แขวนลอยโดยใชอ้ตัราที�ระบุไวบ้นฉลาก benomyl อตัราที�ใชค้อื 20 กรมั/นํ*า 20 ลติร และ mancozeb อตัราที�ใช้

คอื 80 กรมั/นํ*า 20 ลติร 

7.  การทดลองในสภาพเรอืนปลูกพชืทดลอง โดยทําการฉีดพ่นแบคทเีรยี Bacillus subtilis สารเมตา

บอไลตจ์ากเชื*อแบคทเีรยี ผลติภณัฑ ์และสารเคมทีี�ไดเ้ตรยีมไว้ ฉีดพ่นลงบนต้นผกัคะน้าอายุ 45 วนัหลงัยา้ยปลูก 

โดยใชเ้ครื�องพ่นขนาดเลก็ขนาดจุ 1 ลติร โดยฉีดพ่น 20 มลิลลิติร/ต้น ดว้ยนํ*าหนักกดที�สมํ�าเสมอเพื�อใหไ้ดป้รมิาณ
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ของสปอรแ์ขวนลอยของเชื*อแบคทเีรยี สารจากเชื*อแบคทเีรยี ผลติภณัฑ ์และสารเคมทีี�ตกลงบนผวิพชืมปีรมิาณที�

เท่ากนั ภายหลงัจากการพ่นได ้1 วนั จงึทําการปลูกเชื*อราสาเหตุที�ความเขม้ขน้ของ inoculum 3.5x104  สปอร์/

มลิลิลติร ลงบนต้นผกัคะน้า การฉีดพ่นแบคทเีรียและเชื*อราสาเหตุพยายามให้ทั �วถึงโดยฉีดทั *งทางด้านบนและ

ดา้นขา้งของตน้ผกัคะน้าอย่างสมํ�าเสมอโดยใหห้วัฉีดห่างจากต้นประมาณ 1 ฟุต  ปรบัสภาพแวดลอ้มใหเ้หมาะสม

ต่อการเกดิโรค โดยการใชถุ้งพลาสตกิหุม้แต่ละตน้ของผกัคะน้า (n=5)  
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ภาคผนวก 2 (คาํขอสิทธิบตัร)  
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ภาคผนวก 3 (คาํขอสิทธิบตัร) 
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