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ค าน า 
 

คู่ มื อ  “การผลิ ตส ารจั บ ใบ พื ชทางชี วภ าพส าห รับ
การเกษตร” เล่มนี้ที่ได้จัดท าขึ้นเพ่ือเผยแพร่องค์ความรู้ที่ได้จาก
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ประกอบด้วย  ความรู้เบื้องต้นเกี่ยวกับสารจับใบพืชทางชีวภาพ  
คุณสมบัติของจุลินทรีย์ที่ เกี่ยวข้องกับการผลิตสารจับใบพืช         
การใช้สารจับใบพืชทางชีวภาพ  กรรมวิธีการผลิต  การคัดแยก
เชื้อจุลินทรีย์  การขยายหัวเชื้อจุลินทรีย์  การน าหัวเชื้อจุลินทรีย์  
มาขยายต่อ  ตลอดจนการน าเชื้อจุลินทรีย์ที่ผลิตสารจับใบพืชทาง
ชีวภาพไปใช้ให้ เกิดประสิทธิผลได้อย่างถูกต้องและเหมาะสม      
เพ่ือลดการใช้สารเคมีทางการเกษตร  และลดต้นทุนปัจจัยใน     
การผลิต  ท าให้ผลผลิตทางการเกษตรมีความปลอดภัย  เกษตรกร
มีคุณภาพชีวิตที่ดี  อันจะน ามาสู่ความยั่งยืนของเกษตรอินทรีย์     
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สารบัญตาราง 
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บทที่ 1 สารจับใบพืชทางชีวภาพเพื่อการเกษตร 

 

การประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเพื่อการเกษตร 
 ส า ร ล ด แ ร ง ตึ ง ผิ ว ชี ว ภ า พ  (Biosurfactant)   คื อ 
สารประกอบที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ต่างๆ ทั้งจากแบคทีเรีย  ยีสต์  
และเชื้อรา  โครงสร้างโมเลกุลเป็นแบบแอมฟิฟาติก (Amphipatic 
molecules) คือมีส่วนที่ชอบน้ าและไม่ชอบน้ า (Hydrophilic and 
hydrophobic moieties) จึ งมีคุณ สมบั ติ ในการลดแรงตึ งผิ ว      
ทั้ งระหว่างน้ า/อากาศ  หรือน้ า/น้ ามัน  ด้วยคุณสมบัติของ          
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี้จึงได้ถูกน ามาใช้ในการเกษตร  ประกอบ
กับเป็นผลิตภัณฑ์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์  ย่อยสลายง่าย  ปลอดภัย            
ต่อสิ่ งแวดล้อม  และมีศักยภาพในการประยุกต์ ใช้ ได้อย่ าง
กว้างขวาง  ความแตกต่างของโครงสร้างทางกายภาพเคมี ที่
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  Glycolipids, Lipopeptides, Neutral lipids, 
Phospholipids, Fatty acids, แ ล ะ  Polymeric compounds 
ท าให้มีคุณสมบัติแตกต่างและสามารถน าไปใช้ประโยชน์ ได้
หลากหลาย  เช่น  เป็นสารช าระล้าง (Detergent)  สารท าเกิดการ
แตกตัวหรืออิมัลชั่น (Emulsification)  การเกิดฟอง (Foaming) 
การกระจาย (Dispersion) การเกิดสภาวะเปียกหรือหยดน้ า 
(Wetting)  การซึมผ่านได้ง่าย (Penetrating) การเคลือบคลุม
พ้ืนผิ ว (Thickening) ส่ งเสริมการเจริญ เติบ โตของจุลิ นทรีย์ 
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(Microbial growth enhancement)  ต้านทานจุลินทรีย์ก่อโรค 
(Antimicrobial agents)  เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ
โลหะ (Metal sequestering) และการก าจัดน้ ามัน (Enhanced 
oil recovery)  โดย เฉพาะด้ านการเกษตร  ปั จจุ บั น มี การ
ประยุกต์ใช้อย่างแพร่หลาย  เช่น  ใช้ควบคุมโรคพืช  ควบคุมแมลง
และศัตรู  สารช่วยเพิ่มประสิทธิภาพทางการเกษตร  ย่อยสลายสาร
มลพิษทางการเกษตร  ส่งเสริมให้เกิดการท างานที่มีประสิทธิภาพ
ของกลุ่มจุลินทรีย์  และชักน าให้เกิดภูมิคุ้มกันที่ดีในพืช ดังภาพที่ 1 

 
ภาพที่ 1  แสดงการใช้ประโยชน์ของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ
ส าหรับการเกษตรในด้านต่างๆ 
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1. การใช้สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเพื่อควบคุมโรคพืช 
 การใช้สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรีย  พบว่า
ควรมีความเข้ม เข้นอยู่ที่  1x106 โคโลนีต่อมิลลิลิตร  และมี
ระยะเวลาที่สามารถควบคุมโรค  จ านวน 21 วันหลังฉีดพ่นทางใบ   
ซึ่งเป็นระยะเวลาที่สามารถควบคุมโรคต่างๆ จากเชื้อราทั้ง 18 ชนิด  
อันเป็ นสาเหตุ โรคพื ชที่ ส าคัญ  ได้ แก่  Alternaria tomatophilia,             
A.  solani, A.  alternata, Aspergillus niger, Aureobasidium 
pullulans, Botrytis cinerea, Chaetomium globosum, Fusarium 
asiaticum, F. austroamericana, F. cerealis,  F. graminearum,       
F.  oxysporum, Penicillium chrysogenum, P.  digitatum,                 
P. funiculosum, Phytophthora infestans, P. capsici, และ Ustilago 
maydis  และควบคุมแบคทีเรียก่อโรคพืช  จ านวน 7 ชนิด  ประกอบด้วย  
Acidovorax carotovorum, Erwinia amylovora, Pseudomonas 
cichorii, P.  syringae, Pectobacterium carotovorum, Ralstonia 
solanacearum, และ Xanthomonas campestris  สารลดแรงตึงผิว
ทางชีวภาพ (Biosurfactant) มีกลไกในการต้านทานจุลินทรีย์    
ก่อโรคพืชโดยคุณสมบัติที่สามารถจับติดกับพ้ืนผิวได้เป็นอย่างดี   
ซึ่งส่งผลให้เมื่อเคลือบโครงสร้างภายนอกของพืชแล้วจุลินทรีย์ต่างๆ 
ไม่สามารถได้รับสารอาหารจากพืช  ประกอบกับเซลล์เมเบรนหรือ 
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เยื่อหุ้มเซลล์พืชมีความแข็งแรงช่วยขัดขวางเชื้อราบางชนิดในการ
แทงเข้าสู่เซลล์พืช  ขณะที่เซลล์มีโครงสร้างที่ใหญ่มากขึ้นเมื่อพืช
ได้ รับ กรด ไขมั น ต่ างๆ  (Fatty acid components) ที่ ได้ จ าก      
สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ  และเมื่อเยื่อหุ้มเซลล์พืชมีขนาดใหญ่ที่
แข็งแรง  โครงสร้างภายในเซลล์ต่างๆ จึงอยู่ห่างจากผนังเซลล์    
ซึ่งยากต่อการเข้าท าลายจากจุลินทรีย์ก่อโรค  นอกจากนั้นยังพบว่า
พืชสามารถต้านทานจุลินทรีย์ก่อโรคได้จากการที่สารลดแรงตึงผิว
ทางชี วภ าพนี้ ช่ วย เพ่ิ มความสามารถในการน าไฟ ฟ้ าและ
ประสิทธิภาพของการเลือกผ่านสารเข้าออกนอกเซลล์ได้อย่าง
เฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพมากขึ้นของเยื่อหุ้มเซลล์พืชและ
ชั้นฟอสโฟลิ พิดที่ เยื่อหุ้มเซลล์   สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ 
(Biosurfactant) จึงได้ถูกน ามาใช้เป็นสารชีวภัณฑ์ก าจัดศัตรูพืช 
(Biopesticide) อย่างแพร่หลายในประเทศต่างๆ  เพ่ือก าจัด       
โรคระบาด ได้แก่   โรคไหม้   โรคจากเชื้อราสี เทา (Botrytis)         
โรคผลเน่าในส้ม (Sour rot) โรคราสนิม  โรคเน่าและเสียจากเชื้อรา 
Sclerotinia  โรคราแป้ง  โรคแผลจุด  และโรคราขาว  เป็นต้น   
 
2. การใช้สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเพื่อควบคุมแมลงศัตรูพืช 
  การประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพในการควบคุม
แมลงศัตรูพืชนั้นโดยทั่วไปมีการใช้ใน 2 รูปแบบ  คือ  การใช้
จุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวร่วมกับสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ
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ที่ผลิตได้ทั้งแบบบริสุทธิ์และไม่บริสุทธิ์  และใช้เฉพาะสารลดแรงตึง
ผิวทางชีวภาพที่ปราศจากจุลินทรีย์  ซึ่งการใช้ทั้งจุลินทรีย์และ  
สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพร่วมกันนั้นสามารถควบคุมแมลง
ศัตรูพืชโดยทางตรงและทางอ้อม  คือจุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโต
ปกคลุมบนผิวพืชเพ่ือป้องกันโรคที่ต่อเนื่องและนาวนานขึ้นได้   
เป็นอย่างดี  ส่วนการใช้แบบบริสุทธิ์หรือเฉพาะสารลดแรงตึงผิวที่
ผ่านกระบวนการสกัดแล้วจะควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยทางตรง
ในช่วงระยะเวลาที่จ าเพาะเจาะจง  ทั้งนี้เป็นประโยชน์ทั้งสองแบบ
ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์การใช้งานเป็นหลัก  สารลดแรงตึงผิว     
ทางชีวภาพสามารถควบคุมแมลงศัตรูพืชต่างๆ ได้อาทิเช่น  เพลี้ย  
เพลี้ยไฟ  แมลงหวี่ขาว  แมลงวันบ้าน  หนอนตัวกลม  หอย  
อะมีบาและปรสิต  เป็นต้น  ทั้ งนี้ขึ้นอยู่กับความเข้ มข้นของ       
สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพตั้งแต่ 0.0075 - 5% 
 
3. สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเพื่อประโยชน์ในการกระตุ้นกลไก
ต้านทานโรคของพืช 
  นอกจากคุณสมบัติต้านทานจุลินทรีย์ก่อโรคพืชแล้ว       
ยังพบว่าสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพยังสามารถชักน าระบบการ
ต้านทานในพืช (Induced Systemic resistance; ISR) เกิดการ
กระตุ้นระดับยีนหรือหน่วยที่ควบคุมลักษณะทางพันธุกรรมป้องกัน
ศั ตรู พื ชที่ เกี่ ย วข้ อ งต่ างๆ   อาทิ เช่ น  ROS, SOD, Oxylipins, 
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Phytoalexins และโปรตีนที่ เกี่ยวข้องกับ PR-proteins เป็นต้น  
สารจับใบพืชทางชีวภาพมีโครงสร้างที่แตกต่างกันและส่งผล       
ต่อการกระตุ้นกลไกการสร้างภูมิคุ้มกันของพืชแต่ละชนิดที่แตกต่าง
กันด้วยเช่นกัน  โดย Cyclic lipopeptide (CLP) ที่ผลิตได้จาก
แบคทีเรียในสกุล Bacillus นั้นพบว่า  ประกอบด้วยคุณสมบัติที่
กระตุ้นระบบการต้านทานโรคของพืช  ส่วนเชื้อรา  พบว่า 
Tichoderma โด ย เฉพ าะสารลดแรงตึ งผิ วท างชี วภ าพ ที่ มี      
ไฮโดรโฟบิน (Hydrophobin) สามารถเหนี่ยวน ากลไกการต้านทาน
โรคพืชได้อย่างหลากหลาย  ทั้งโดยความต้านทานแบบทันทีที่เชื้อ
สัมผัส พืช  (Hypersensitive response)  ความต้ านทานที่ ถูก
เหนี่ยวน าให้สร้างขึ้นโดยการครอบครองของจุลินทรีย์ (Induced 
systemic resistance; ISR)  และความต้านทานที่ถูกเหนี่ยวน าให้
สร้างหลังจากได้รับ เชื้อก่อโรคพืชแล้ว (Systemic acquired 
resistance (SAR) ดังภาพที่ 2-3 
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- สารประกอบฟีนอล  และไฟโตอเล็กซิน  สามารถยับยั้งเช้ือโรค  และท าให้ข้าวทน
ต่อความไม่เหมาะสมของสภาพแวดล้อมได้อย่างดี 

- พีอาร์โปรตีน  ช่วยต้านทานการจู่โจมของโรคในระดับเซลล์ภายในพืช 
- เอนไซม์ต่างๆ ที่สามารถยับยั้งเช้ือก่อโรคและเป็นสารกระตุ้นการเจริญเติบโตพืช/ 

ฮอร์โมนพืช 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  แสดงกลไกการชักน าให้เกิดระบบต้านทานโรคส าหรับ
เชื้อราไตรโคเดอร์มา 

ข้าวติดเชื้อจากโรคต่างๆ ได้ง่ายและไม่มีการ
เหนี่ยวน าระบบต้านทานโรค  จึงได้รับความ
เสียหายและเกิดโรคในระดับรุนแรง  ประกอบ
กับ ไม่ สามารถทนทานต่อสภาพแวดล้อม
ภายนอกได้  ต้นข้าวจึงไม่แข็งแรง  ไม่ออกรวง
หรือผลผลิตต่ าและตายได้ 
 

เหน่ียวน าระบบการต้านทานโรคพืช 
(Reduced Systemic Resistance; ISR) 
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ภาพที่  3  แสดงการต้านทานโรคของข้าวที่ ใช้สารจับใบพืช         
ทางชีวภาพ  การเพ่ิมข้ึนของปริมาณคลอโรฟิลด์  และปากใบข้าว 
 
3. สารช่วยเพิ่มประสิทธิภาพทางการเกษตร   
  ในปัจจุบันนี้สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพถูกน าไปใช้เป็น
ส่วนผสมของสารเคมีทางการเกษตรเพ่ือช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพ
จ านวนหลายรูปแบบ  เช่น  อิมัลซิฟิเคชั่น  (Emulsification) คือ
เพ่ือให้ส่วนผสมของน้ าและน้ ามันรวมตัวเป็นเนื้อเดียวกันไม่แยกชั้น  
สารที่ท าให้เกิดฟองนุ่มหรือโฟม (Foaming)  สารช่วยให้เกิดการ
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แพร่กระจายได้ดีขึ้น (Dispersion)  สารเคลือบผิวพืช (Wetting)  
สารช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการแทรกซึมสู่เซลล์ (Penetrating)  
และช่วยเพ่ิมความแข็งแรงหรือความหนาของใบพืช (Thickening)  
เป็นต้น  โดยเฉพาะสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพสูง 
หรือมีดัชนีการเกิดอิมัลชั่น (Emulsification index) 90% สามารถ
น ามาใช้ เป็นสารเพ่ิมการละลายหรือตัวท าละลายได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ  นอกจากนั้นยังถูกน ามาใช้เพ่ือเป็นสารเสริมฤทธิ์ทาง
การเกษตร (Adjuvant) ร่วมกับสารก าจัดเชื้อรา  ซ่ึงมีประสิทธิภาพ
เพ่ิมขึ้น  53%  ส่วนสารก าจัดวัชพืชนั้นสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพ
ได้ประมาณ  20%  และเป็นที่ยอมรับแล้วว่าสารลดแรงตึงผิวทาง
ชีวภาพสามารถเพ่ิมระยะเวลาการคงอยู่ของสารก าจัดศัตรูพืช
ทางการเกษตรบนผิวใบพืชได้ยาวนาน  และช่วยป้องกันได้อย่างมี
ประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น  ทั้งนี้คุณสมบัติที่ส าคัญอีกประการหนึ่งคือ
มีการน ามาประยุกต์ใช้ เพ่ือก าจัดสารตกค้างของสารเคมีทาง
การเกษตรที่อยู่ในผักและผลไม้  โดยสามารถลดสารเคมีกลุ่ม        
ไซเพอร์เมทริน (Cypermethrin) จากความเข้มข้น 100 พีพีเอ็ม 
เหลือเพียง 2 พีพีเอ็มในระยะวเลา 5 นาทีของการแช่ในสารลดแรง
ตึงผิวทางชีวภาพที่มีความเข้มข้น 25  พีพีเอ็ม 
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4. การใช้ประโยชน์สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเพื่อการ
ปรับปรุงดินทางการเกษตร   
  ตามที่ได้กล่าวมาแล้วในการใช้สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ
ก าจัดสารเคมีทางการเกษตรส าหรับผักและผลไม้  และด้วย
คุณสมบัติต่างๆ อาทิ เช่น  สามารถท าละลาย  สารเพ่ิมการ  
กระจายตัว  สามารถท าการช าระล้าง  เกิดอิมัลชั่นของน้ าและ
น้ ามัน  จึงสามารถน ามาใช้เพ่ือการบ าบัดมลพิษทางดินได้อย่าง    
มีประสิทธิภาพ  โดยเฉพาะดินที่ปนเปื้อนด้วยน้ ามัน  โลหะหนัก  
และสารเคมีทางการเกษตรต่างๆ  นอกจากจุลินทรีย์ที่อยู่ในสาร   
ลดแรงตึงผิวทางชีวภาพจะช่วยย่อยสลายสารมลพิษให้อยู่ในระดับ 
ที่ปลอดภัยแล้วยังสามารถปรับปรุงคุณภาพของดินให้เหมาะสมต่อ
สิ่งมีชีวิตในดินด้วย  สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่ประกอบด้วย
จุ ลิ นท รีย์ จะสามารถ เข้ าสู่ อนุ ภ าคดิ นขนาด เล็ ก ได้ อย่ างมี
ประสิทธิภาพ  จึงช่วยให้เกิดการย่อยสลายมลพิษทางดินร่วมกับพืช
ได้ด้วยเช่นกัน (Phytoremediation) 
 
5. บทบาทของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพในการเสริมสร้าง
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างจุลินทรีย์และพืช 
  บทบาทส าคัญของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่มีต่อ
ความสัมพันธ์ระหว่างจุลินทรีย์และพืชนั้น  เช่น  เกิดการเคลื่อนที่  
การส่งสัญญาณ  หรือเกิดการสร้างไบโอฟิล์ม  ซึ่งพบได้ในพืช
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บริเวณรากและใบซึ่งเป็นที่อาศัยของจุลินทรีย์  จึงท าให้พืชได้รับ
ธาตุอาหารและน าส่งสารอาหารสู่ส่วนต่างๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
โดยทั่วไปปฏิสัมพันธ์ของจุลินทรีย์และพืชนั้นอาจเป็นในลักษณะ
โดยทางตรงและโดยทางอ้อมซึ่งมีกลไกที่หลากหลาย  เช่น  ผลิต
ก ร ด อิ น โ ด ล อ ะ ซิ ติ ก  ( Indole acetic acid)  ไ ซ โ ต ไค นิ น 
(Cytokinins) ซึ่งเป็นฮอร์โมนพืช  เอนไซม์ ACC Deaminase (1-
Aminocyclopropane -1- Carboxylate Deaminase)  นอกจากนั้น  
ยั ง พ บ ว่ า ส า ร ล ด แ ร งตึ ง ผิ ว ท า งชี ว ภ า พ  ( Biosurfactant 
production) จัดเป็นสารที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตและควบคุม  
โรค พืชด้วยเช่นกัน 
 
ประเภทของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเพื่อการใช้ประโยชน์
ทางการเกษตร 
 สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพได้ถูกน ามาใช้ประโยชน์ทาง
การเกษตรอย่างแพร่หลาย  ซึ่งผลิตจากจุลินทรีย์จ านวนมากและมี
องค์ประกอบที่แตกต่างกัน  โดยพบว่ามีทั้งแบคทีเรียและเชื้อรา   
ในปัจจุบันมีการจัดกลุ่มสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพตามกลุ่มต่างๆ  
ดังนี้ 
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ตารางที่  1  แสดงจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตสาร        
ลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ 
 
ชนิดของสารลดแรงตึงผิว จุลินทรีย์ท่ีเกี่ยวข้อง 
Glycolipid Pseudomonas aeruginosa  

Rhodococcus erithropolis 
Candida bombicola  

Hydrophobins Trichoderma reesei  
Schizophyllum commune  

Liposaccharides  
 

Acinetobacter radioresistens 
Acinetobacter calcoaceticus  

Lipopeptides Bacillus subtilis  
Bacillus subtilis 
Pseudomonas fluorescens  

Phospholipids Corynebacterium lepus  
Particulate Acinetobacter calcoaceticus  

Cyanobacteria 
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บทที่ 2 การคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต 
สารจับใบพืชทางชีวภาพ 

 

 การคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ในดินที่มีประสิทธิภาพในการผลิต
สารจับใบพืชทางชีวภาพนั้นต้องน าเชื้อจากพ้ืนที่หรือแหล่งของเชื้อ
ที่จะน าไปใช้  เพ่ือให้เกิดประสิทธิภาพสูงของการใช้งาน  และ
เนื่องจากในสภาพแวดล้อมโดยทั่วไปประกอบด้วยจุลินทรีย์     
จ านวนมาก  ดังนั้นการคัดแยกจุลินทรีย์จึงเป็นการท าให้เชื้อบริสุทธิ์
ก่อนน ามาทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิว  โดยมี
วิธีการและอุปกรณ์ดังนี้ 
 
2.1  การคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ในดิน 

1.  วัสดุและอุปกรณ์แยกเชื้อจุลินทรีย์เพื่อการผลิตสาร
จับใบพืช 

1.  แหล่งดินที่มีเชื้อจุลินทรีย์ 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ชนิดแข็ง  PDA  
และ NA  
3.  ตู้เขี่ยเชื้อ 
4.  จานเพาะเชื้อ 
5.  เข็มเขี่ยเชื้อ 



~ 14 ~ 
 

6.  สารละลาย Phosphate buffered saline 
(PBS, pH 7.0) 
7.  ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
8.  แอลกอฮอล์เข้มข้น 70% 
9.  หลอดทดลอง 
10. ปิเปต 
11. แท่งแก้วเขี่ยเชื้อ 

 
ภาพที่ 4  แสดงวัสดุและอุปกรณ์เบื้องต้นที่ใช้ในการแยกเชื้อ 
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2.  วิธีการคัดแยกจุลินทรีย์ในดิน 
1. น าดินจากแหล่งที่อุดมสมบูรณ์  จ านวน 1 กรัม  ใส่ใน

หลอดทดลองท่ีมีสารละลาย PBS  จ านวน 9 มิลลิลิตร (1:10)  และ
ท าการเจือจางต่อไปเป็นล าดับ 

2. น าตัวอย่างที่ท าการเจือจางล าดับที่  1:100  1:1,000  
และ 1:10,000  ท าการปิเปตน้ าตัวอย่างดังกล่าว  จ านวน 0.1 
มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็ง PDA  และ NA  

3. ท าการเกลี่ยเชื้อดังกล่าวให้ทั่วจาน  และน าไปบ่มที่
อุณหภูมิห้อง  จ านวน 7 วัน  หลังจากนั้นจะปรากฏเป็นโคโลนีของ
จุลินทรีย์ (ดังภาพท่ี 5) 

4. เมื่อเชื้อปรากฏน ามาแยกใส่จานเพ่ือท าให้เชื้อบริสุทธิ์  
และน าไปทดสอบประสิทธิภาพของการผลิตสารลดแรงตึงผิวเพ่ือใช้
เป็นสารจับใบพืชต่อไป  
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ภาพที่ 5  แสดงเชื้อที่คัดแยกเบื้องต้นจากดินในพ้ืนที่การเกษตร 
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2.2  การทดสอบประสิทธิภาพของการผลิตสารลดแรงตึงผิว
เบื้องต้น 

1.  วัสดุและอุปกรณ์เพื่อทดสอบการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวทางชีวภาพ 
 ส าหรับอาหารคัดเลือกจุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว
เบื้องต้นนั้น  ได้แก่  CTAB-Methylene blue agar  ประกอบด้วย 
: KH2PO4 0.03 %, MgSO4 0.03 %, NaNO3 0.3 %, glucose 2, 
Cetyltrimethyl Ammonium Bromide (CTAB 0.5 mg/ mL) 
และ Methylene blue (0.2 mg/mL)    
 

2.  วิธีการคัดเลือกจุลินทรีย์ผลิตสารลดแรงตึงผิวทาง
ชีวภาพเบื้องต้น 

1. น าเชื้อราที่คัดแยกบริสุทธิ์จากข้อ 2.1  โดยใช้ที่เจาะเส้นใย 
(Cork borer) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร  หรือเข็ม
เขี่ยเชื้อเขี่ยเส้นใยมาวางลงบนอาหารแข็ง CTAB (จากข้อ 1 ที่ผ่าน
มา)  น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา 3-7 วัน  หลังจากนั้นท า
การตรวจสอบปฏิกิริยาบนอาหารแข็ง  โดยเชื้อที่มีความสามารถ     
ผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพจะปรากฏวงใสสีน้ าเงินเข้ม             
(ดังภาพที่ 6) 

2. น าจุลินทรีย์ชนิดที่แสดงผลการเกิดวงใสดังกล่าวเพ่ือผลิต      
หัวเชื้อจุลินทรีย์ผลิตสารจับใบพืชทางชีวภาพต่อไป 
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ภาพที่  6  แสดงการคัดเลือกจุลินทรีย์ผลิตสารลดแรงตึงผิว       
ทางชีวภาพเบื้องต้นบนอาหาร CTAB 
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บทที่ 3  การผลิตหัวเชื้อจุลินทรีย์ผลิตสารจับใบพืชทางชีวภาพ 

 
 การผลิตหัวเชื้อจุลินทรีย์คือ การเพ่ิมปริมาณจุลินทรีย์ที่มี
คุณสมบัติใช้ในการผลิตสารจับใบพืชทางชีวภาพที่คัดแยกได้จาก
ขั้นตอนที่ผ่านมา  โดยน ามาเพ่ิมปริมาณให้มีความหนาแน่นมากขึ้น
เหมาะสมต่อการน าไปขยายหัวเชื้อในขั้นตอนต่อไป  
 
3.1  วัสดุและอุปกรณ์การผลิตหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ผลิตสารจับใบ
พืชทางชีวภาพ 
  1.  เชื้อจุลินทรีย์ที่ผ่านการคัดแยกประสิทธิภาพเบื้องต้น  
และเป็นเชื้อบริสุทธิ์ 
 2.  น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 
 3.  ตู้เขี่ยเชื้อ 
 4.  ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
 5.  ขวดเลี้ยงพลาสติกขนาด 10 ลิตร  โดยท าการติด
ฟิ ล เตอร์   และต่ อ เข้ ากั บ ชุ ดกรอ งอากาศ เพ่ื อ เติ มอากาศ                
(ดังภาพท่ี 7-8)    
 6.  อาหาร Sabouraud broth (SAB) ส าหรับเชื้อรา  
  ป ร ะก อ บ ด้ ว ย  :  Dextrose (Glucose) 20.00 ก รั ม 
Peptone 10.00 กรัม  และน้ ากลั่น 1 ลิตร   
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 7.  อาหาร LB medium (LB)  ส าหรับแบคทีเรีย 
ประกอบด้วย :  NaCl 10.00 กรัม Tryptone 10.00 กรัม  

Yeast extract 5.00 กรัม  และน้ ากลั่น 1 ลิตร  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่   7   แสดงขวดเพาะเลี้ ยงหั ว เชื้ อ และอุปกรณ์ กรอง
เชื้อจุลินทรีย์ 
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ภาพที่  8  แสดงชุดอุปกรณส์ าหรับขวดเพาะเลี้ยงหัวเชื้อ 
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3.2  วิธีการผลิตหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ผลิตสารจับใบพืช 
1.  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวดังกล่าวและท าการนึ่งฆ่าเชื้อ 
2.  น าเชื้อบริสุทธิ์ที่คัดแยกได้จากการทดสอบเบื้องต้น  มาใส่ ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้ในข้อ 1 
3.  น าอุปกรณ์เติมอากาศต่อเข้ากับชุดกรอง  และน ามาใส่ในขวด
เลี้ยงเชื้อดังกล่าว  บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14-30 วัน  จะได้    
หัวเชื้อจุลินทรีย์ที่มีความหนาแน่นสูง  และพร้อมจะน าไปขยายต่อ 
4.  ท าการทดสอบประสิทธิภาพเพ่ือน ามาใช้ในการผลิตสารจับใบ
พืช  โดยทดสอบตามวิธีการต่างๆ ได้แก่   การหาค่าอิมัลชั่น 
(Emulsification index (E24) การทดสอบ  Drop collapse test  
แ ล ะ ก า รห าค่ า ก า ร ก ร ะ จ าย  (Oil displacement activity)          
ดังล าดับต่อไปนี้ 
 วัสดุและอุปกรณ์ 

1. ไมโครเวลเพลท 96 หลุม (ขนาด 8.5 x 12.7 cm) 
2. ปิเปต 
3. น้ ามันพืช 
4. จานเพาะเชื้อ 
5. น้ ากลั่น 
6. เวอร์เนียคาลิปเปอร์  หรือไม้บรรทัด 
7. หลอดทดลอง 
8. เครื่องผสมสารละลาย (Vortex Mixer) 
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การหาค่าอิมัลชั่น (Emulsification index (E24))   
 คือการทดสอบเพ่ือหาประสิทธิภาพของการลดแรงตึงผิว
ทั้งระหว่างน้ า/อากาศ  หรือน้ า/น้ ามัน  หรือการแตกตัวของน้ ามัน
เพ่ือรวมตัวกับสารละลายอ่ืนๆ  อันจะสามารถน ามาใช้ผลิตสารจับ
ใบพืชเพ่ือใช้ประโยชน์ต่อไป  โดยมีวิธีการดังต่อไปนี้ 

1. น าสารละลายที่ได้จากจุลินทรีย์ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ทางชีวภาพ  4 ml ใส่หลอดทดลอง 

2. เติมน้ ามันพืช 6 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองที่ได้ใน
ข้อ 1  จากนั้นน าไปเขย่าเป็นระยะเวลา  2 นาที  จะเกิดอิมัลชั่น  
ตั้งทิ้งไว้เป็นระยะเวลา 24 ขั่วโมง 

3. ท าการตรวจผลของการแยกชั้นอิมัลชั่นที่เกิดขึ้น  โดย
สูตรดังต่อไปนี้  

E24  =    ความสูงของชั้นอิมัลชั่นที่ปรากฏ 
          ความสูงทั้งหมดของของเหลว   
 
 
 
 
 
 
 

x 100 
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ภาพที่ 9  แสดงการทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว   
ทางชีวภาพโดยการเกิดอิมัลชั่นเพ่ือน ามาผลิตเป็นสารจับใบพืช      
ที่ระยะเวลาแตกต่างกัน 
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ภาพที่ 10  แสดงการวัดการเกิดอิมัลชั่นของจุลินทรีย์ที่ผลิตสาร 
จับใบพืชทางชีวภาพ 

 
การทดสอบ  Drop collapse test 
 1.  น าไมโครเวลเพลท 96 หลุม (ขนาด 8.5  x 12.7 
เซนติเมตร) ล้างด้วยน้ าร้อน  แอลกอฮอล์  และน้ ากลั่น  ตามล าดับ 
 2.   ปิเปตน้ ามัน 7 ไมโครลิตร  ลงในหลุมและทิ้งไว้ 24 
ชั่วโมง ณ ที่อุณหภูมิห้อง  ก่อนน ามาทดสอบ 
 3.  ปิเปตสารละลายที่ได้จากจุลินทรีย์ผลิตสารลดแรงตึงผิว  
20 ไมโครลิตร  ใส่ในแต่ละหลุมไมโครเวลเพลท โดยท ามุมเพียง 45 
องศาเพ่ือไม่ให้เกิดฟองก๊าซ   
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 4.  เมื่อครบ 1 นาที  ท าการตรวจผล  โดยจุลินทรีย์ที่
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพได้จะไม่ปรากฎการคงรูป
หรือการคงอยู่ของหยดสารละลายดังกล่าว   
 
การหาค่าการกระจาย (Oil displacement activity) 
 เป็นวิธีการที่รวดเร็วในการตรวจหาสารลดแรงตึงผิวที่   
ผลิตได้  โดยใช้ปริมาณตัวอย่างที่น้อย  อาศัยหลักการแทนที่น้ ามัน
บนผิวน้ า  การแพร่กระจายของสารลดแรงตึงผิวจะส่งผลให้เกิดการ
กระจายออกในแนวรัศมี  จึงสะดวกในการวัดและตรวจสอบที่
รวดเร็วและเป็นที่นิยม  โดยมีวิธีการดังนี้    

1. น าน้ ากลั่น  50 มิลลิลิตร เทใส่จานเพาะเชื้อ (ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 15 เซนติเมตร) 

2.  เมื่อน้ าเต็มผิวหน้าจานเพาะเชื้อ  ท าการปิ เปต   
น้ ามันพืช  20 ไมโครลิตร ลงบนผิวน้ า 

3. ปิ เปตสารละลายที่ ได้จากจุลินทรีย์ผลิตสารลด      
แรงตึงผิว  20 ไมโครลิตร ลงบนผิวน้ ามันในแต่ละจาน 

4. ท าการวัดรัศมีการกระจายของน้ ามันที่ปรากฏ 
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ภาพที่ 11  แสดงการทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว   
ทางชีวภาพโดยวัดค่าการกระจายของน้ ามัน 
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บทที่ 4  การขยายเชื้อจุลินทรีย์ผลิตสารจับใบพืชทางชีวภาพ 

 

 ส าหรับขั้นตอนการขายเชื้อจุลินทรีย์ผลิตสารจับใบพืช    
ทางชีวภาพนั้น  คือ การน าหัวเชื้อที่ได้จากการคัดแยกและผ่านการ
ทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวแล้วมารขยายเพ่ิม
ปริมาณให้มากขึ้น  และเพียงพอต่อการน าไปใช้  โดยผลผลิตที่ได้
จากจุลินทรีย์ในขั้นตอนนี้จะน ามาขยายในอาหารเหลวที่เป็นแหล่ง
อาหารที่จ าเป็นของเชื้อจุลินทรีย์  มีการเพ่ิมปริมาณของออกซิเจน  
คาร์บอนและไนโตรเจนให้เพียงพอกับระยะเวลาการเพาะเลี้ยง  
โดยมีรายละเอียดดังต่อไปนี ้
 

4.1 วัสดุและอุปกรณ์ 
1. ถังหมักเชื้อ  ขนาด 150 ลิตร 

2. น้ ากลั่น 

3. อุปกรณ์เติมอากาศ 

4. อาหารเลี้ยงเชื้อ   
ประกอบด้วย : 

หัวเชื้อจุลินทรีย์ผลิตสารจับใบพืชทางชีวภาพ   1 ลิตร  (ส่วน) 
กากน้ าตาล 2  ลิตร (ส่วน) 
น้ าสะอาด 10  ลิตร (ส่วน) 
Glucose   200.00 กรัม 
Peptone   40.00 กรัม 
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Yeast extract  10.00 กรัม 
KH2PO4   40.00 กรัม 
(NH4)2SO4   28.00 กรัม 
MgSO4.7H2O  6.00 กรัม 
CaCl2.2H2O   8.00 กรัม  
 
4.2  วิธีการผลิตสารจับใบพืชทางชีวภาพ 
 1.  น าหัวเชื้อที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในบทที่ 3  ผสมกับ
อาหารเลี้ยงเชื้อดังกล่าว  และท าการปิดฝาถังหมัก 
 2.  ท าการติดตั้งอุปกรณ์ เติมอากาศ  และเปิดปั๊มเติม
ออกซิเจนทุก 1-3 วัน  เป็นระยะเวลา  14 วัน   
 3.  หลังจาก 14 วัน  ท าการตรวจวัดประสิทธิภาพของสาร
ลดแรงตึงผิวที่ได้โดยวิธีการหาค่าการกระจาย  โดยควรมีค่าการ
กระจายประมาณ 80%  เพ่ือน ามาใช้ประโยชน์ในการจับใบพืช  
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บทที่ 5  การติดตั้งถังผลิตสารจับใบพืชทางชีวภาพ 

 
 

 
 

 

 
 

ภาพที่  12  แสดงชุดอุปกรณ์ส าหรับผลิตสารจับใบพืชทางชีวภาพ 
 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 
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บทที่ 6 วิธีการใช้ผลิตภัณฑ์สารจับใบพืชทางชีวภาพ 

 
วิธีการใช้สารจับใบพืช  สามารถน ามาใช้ได้ในหลาย

รูปแบบ  ได้แก่  การใช้ในลักษณะของสารลดแรงตึงผิวที่บริสุทธิ์  
คือ  การน าสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตได้นั้นน ามาท าให้บริสุทธิ์   และ
โดยการใช้สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่ผลิตได้ร่วมกับจุลินทรีย์ที่
ผลิตสารลดแรงตึงผิว (แบบไม่บริสุทธิ์)    ส าหรับการท าให้บริสุทธิ์
นั้นสามารถท าโดยการสกัดด้วยกรด หรือโดยการกรองผ่านเยื่อ
กระดาษ  ซึ่ งเป็นวิธีการที่ประหยัดและรวดเร็ว   ทั้ งนี้การใช้       
สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพยังขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ของการใช้งาน
และสภาพแวดล้อมทางการเกษตรด้วย  นอกจากนั้นยังสามารถใช้
ร่วมกับชีวภัณฑ์อ่ืนๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  โดยมีหลักการใช้งาน
ดังนี้  

1.  อัตราส่วนการใช้สารจับใบพืชทางชีวภาพ  100 
มิลลิตร  ต่อน้ า  1 ลิตร 

2. สามารถน าจุลินทรีย์อ่ืนๆ มาผสมก่อนการใช้งาน
ตามอัตราส่วนที่ก าหนดได้ทดแทนการผสมด้วยน้ า 

3. ควรฉีดพ่นในช่วงเย็นหรือในช่วงเวลาที่มีแสงแดด
ไม่รุนแรง  เพื่อให้จุลินทรีย์ร่วมที่น ามาใช้มีประสิทธิภาพเพ่ิมข้ึน 

4.  ถ้าใช้เพ่ือควบคุมโรคข้าวควรใช้สารที่ผลิตได้ใน
รูปแบบไม่บริสุทธิ์จะช่วยให้ควบคุมโรคข้าวได้เป็นระยะเวลา 21 วัน 
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ดัชนี 
 
กรดอินโดลอะซิติก    11 
การกระจายของน้ ามัน    27 
การคัดแยกจุลินทรีย์    15 
การใช้ประโยชน์ของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ 2 
คลอโรฟิลด์    8 
ควบคุมโรคพืช    3 
ค่าการกระจาย    22 
คุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  1 
โครงสร้างทางกายภาพเคมี   1 
ปากใบข้าว    8 
ระบบการต้านทานโรค    5 
โรคระบาด    4 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ    1 
อิมัลชั่น    22, 24, 25 
อิมัลซิฟิเคชั่น    8 
Bacillus    6 
Biosurfactant    1 
CTAB-Methylene blue agar   17 
Drop collapse test    22, 25 
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Emulsification    8 
Emulsification index    23 
Indole acetic acid    11 
Induced Systemic resistance   5 
Oil displacement activity   22 
Phytoremediation    10 
Systemic acquired resistance   6 
Tichoderma    6 
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