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3. บทคัดย่อ   : 
 

บทคัดย่อ 
 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรีย Bacillus subtilis C57 ที่มีผลต่อการยับยั้งการ
เจริญและการสร้างสารแอฟลาทอกซิน บี 1 ของเชื้อรา Aspergillus flavus A39 ท าการศึกษาโดย
เลี้ยงแบคทีเรีย B. subtilis C57 ในอาหารเหลว nutrient broth ที่ระดับความเป็นกรด-ด่าง 5 6 7 
และ 8 ที่อุณหภูมิ 25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่า B. 
subtilis C57 มีการเจริญสูงสุดที่อายุ 24 ชั่วโมง และลดลงเมื่อบ่มเป็นระยะเวลานานขึ้น พบการ
เจริญเฉลี่ยสูงสุดที่อุณหภูมิ 40 35 30 และ 25 องศาเซลเซียส ปริมาณ 1.2x109, 9.5x108, 5.3x108

และ 2.8x108 ตามล าดับ สภาวะความเป็นกรด-ด่างมีผลท าให้การเจริญของ B. Subtilis C57 



แตกต่างกัน โดยแบคทีเรียเจริญได้ดีท่ีระดับความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 5 ที่อุณหภูมิ 30 35 และ 40 
องศาเซลเซียส ขณะที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แบคทีเรียเจริญได้ดีที่ระดับความเป็นกรด-ด่าง 
เท่ากับ 8 เมื่อน าแบคทีเรียที่เจริญภายใต้สภาวะที่แตกต่างกันมาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการ
เจริญและการสร้างสารแอฟลาทอกซิน บี1 ของเชื้อรา A. flavus A39 พบว่า B. Subtilis C57 ที่อายุ
แตกต่างกัน มีผลต่อการยับยั้งการเจริญของ A. Flavus A39 โดยแบคทีเรียที่อายุ 24 ชั่วโมง มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราได้ดีกว่าแบคทีเรียที่อายุ 48 และ 72 ชั่วโมง การยับยั้งเฉลี่ยสูงสุดที่
อุณหภูมิ 40 35 25 และ 30 องศาเซลเซียส ปริมาณการยับยั้ง 48.1, 40.6, 29.4 และ  28.4% 
ตามล าดับ และ B. Subtilis C57 อายุ 24 ชั่วโมง ที่เจริญที่อุณหภูมิ 30 และ 35 องศาเซลเซียส มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซิน บี 1 ได้ดีที่สุดเฉลี่ย 55.5% เท่ากัน รองลงมา
คือที่อุณหภูมิ 40 และ 25 องศาเซลเซียส มีการยับยั้งเฉลี่ย 50.86, และ 39.4% ตามล าดับ และ
แบคทีเรียที่เจริญที่ระดับความเป็นกรด-ด่างที่แตกต่างกันมีผลต่อการยับยั้งการสร้างสารแอฟลาทอก
ซิน บี1 แต่ไม่มีความสัมพันธ์กันในแต่ละอุณหภูมิ   
ค าหลัก:Bacillus subtilis, Aspergillus flavus, แอฟลาทอกซิน บี 1, การยับยั้ง 
 

Abstract 
 In this study, used the nutrient broth (NB) for Bacillus subtilis C57 culture at 
different pH (pH5, pH6, pH7 and pH8), time (24, 48 and 72 hours) and temperature 
(25, 30, 35 and 40°C).The highest B. subtilis C57 growth was found at 24 hours and 
40, 35, 30 and 25°C, average growth 1.2x109, 9.5x108, 5.3x108และ 2.8x108, respectively. 
The different pH affects the growth of B. subtilis C57 that was grown well at pH5 and 
temperature at 30, 35 and 40°C while, at 25°C B. subtilis C57 was grown well at pH8.  
B. subtilis C57 cultured under different condition were tested for inhibit the growth 
of Aspergillus flavus A39 and aflatoxin B1 production. The growth of B. subtilis C57 at 
different time affected the inhibition of A. flavus A39 growth. B. subtilis C57 cultured 
at 24 hours was more effective cultured at 48 and 72 hours. The highest inhibition 
was found at 40, 35, 25 and 30°C with inhibition percentages of 48.1, 40.6, 29.4 and 
28.4%, respectively. In addition, B. subtilis C57 cultured at 24 hours and temperature 
at 30 and 35°C could inhibit aflatoxin B1 production with 55.5% followed by 40 and 
25°C with average inhibition of 50.86 and 39.4%, respectively. B. subtilis C57 cultured 
at different pH affects the inhibition of aflatoxin B1 production but, it has different 
inhibitory effects in each temperature. 
Keywords: Bacillus subtilis, Aspergillus flavus, aflatoxin B1, inhibition 
 
 
 



4. ค าน า: 
 

การปนเปื้อนของเชื้อราและสารพิษจากเชื้อรา ( Mycotoxins) เป็นปัญหาที่พบในผลิตผล
เกษตรหลังการเก็บเก่ียวหลายชนิด ทั้งในประเทศและระหว่างประเทศ ส่งผลให้เกิดความสูญเสียทาง
เศรษฐกิจและส่งผลกระทบโดยตรงต่อสุขภาพของมนุษย์ การปนเปื้อนพบได้ท้ังในอาหารคนและ
อาหารสัตว์ซึ่งเป็นสิ่งที่หลีกเลี่ยงและคาดการณ์ได้ยาก การจัดการเพ่ือลดความเสี่ยงในการบริโภค
ผลิตผลเกษตรที่มีการปนเปื้อนของสารพิษจากเชื้อราจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง (อมราและคณะ ,2551) 
การควบคุมเชื้อราและสารพิษจากเชื้อราสามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่ การใช้วิธีทางกายภาพ เช่น การ
ใช้ความร้อน การใช้แสงอุลตร้าไวโอเลต การใช้รังสี วิธีทางเคมี เช่น การใช้โซเดียม ไฮเปอร์คลอไรท์ 
(sodium hypochlorite) การใช้โอโซน การใช้โซเดียมไดซัลไฟด์ ( sodium disulfide) แต่วิธีดังกล่าว 
ก็ยังไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอ มีค่าใช้จ่ายสูง อีกทั้งท าให้เกิดความสูญเสียทางโภชนาการกับผลิตผล
เกษตรและผลิตภัณฑ์ด้วย (Line and Brackett, 1995) การใช้วิธีทางชีวภาพเป็นวิธีที่น ามาใช้ในการ
ควบคุมเชื้อราและสารพิษจากเชื้อราทั้งในอาหารคนและอาหารสัตว์ เช่น การใช้แบคทีเรีย ยีสต์ หรือ
เชื้อรา เนื่องจากพบได้ในธรรมชาติ และปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม กลไกท่ีใช้ในการควบคุมโรคพืชโดย
ทางชีวภาพนั้นมีรูปแบบที่หลากหลายไม่สามารถก าหนดขอบเขตที่ชัดเจนได้ มีทั้งท่ีเป็นผลโดยตรงใน
การยับยั้ง และเป็นวิธีการเฉพาะเจาะจงกับเชื้อสาเหตุโรคพืช กลไกที่มักพบโดยทั่วไป คือ การยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรีย์เป้าหมายโดยการสร้างสารปฏิชีวนะ เอนไซม์หรือสาร  biocide ออกมาใช้ใน
การควบคุมเชื้อสาเหตุ โดยจะไปจ ากัดปัจจัยที่ใช้ในการด ารงชีวิตให้ใช้ได้น้อยลงหรือไม่สามารถ
น ามาใช้ประโยชน์ได้ (Paul and Clark, 1996) 

 แบคทีเรีย Bacillus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ( Gram-positive) รูปร่างเป็นท่อน
ทรงกระบอก (rod shaped) อาจเป็นท่อนเดียวหรือต่อกันเป็นสาย สร้างโคโลนีผิวด้าน (dull) หรือผิว
ย่นทั้งเซลล์ (wrinkled) เป็นสีครีมหรือน ้าตาลอ่อน (Gordon, 1989) เจริญได้ในอุณหภูมิช่วงกว้าง 5-
55 องศาเซลเซียส ทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดี สามารถทนต่อความร้อนท่ีอุณหภูมิสูง 
และสภาพเป็นด่างได้อย่างดี เจริญได้ตั้งแต่ pH 5.5 ไปถึง 8.8 (สุรางค์, 2555) 

Palumbo et al. ( 2006) รายง านว่า มีแบคทีเรียหลายชนิดสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อราและการสร้างสารพิษได้ เช่น Bacillus, Lactobacilli, Pseudomonas, Ralstonia และ 
Burkholderia spp. เป็นต้น ในประเทศไทยมีการศึกษาแบคทีเรียดินโดยการคัดเลือกแบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพ จากแหล่งปลูกข้าวโพด และถั่วลิสงทั่วทุกภาค มาใช้ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A. 
flavus และยับยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซินด้วย พบว่ามีแบคทีเรียดินหลายไอโซเลตที่สามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา A. flavus และการสร้างสารแอฟลาทอกซินได้ Nesci et al. (2005) 
พบว่า Bacillus subtilis ที่แยกได้จากดินปลูกข้าวโพดสามารถยับยั้งการสะสมของสารแอฟลาทอก
ซินได้ และจากการศึกษาของอวันวี ( 2550) พบว่า B. subtilis มีความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อรา A. flavus และ A. westerdijkiae และสามารถก าจัดสารแอฟลาทอกซิน บี 1 
ได้ถึง 85 เปอร์เซ็นต์ เชื้อ B.subtilis มีคุณสมบัติในการป้องกันก าจัดเชื้อราและเชื้อแบคทีเรียสาเหตุ



ของโรคพืชได้หลายชนิด และในขณะเดียวกันยังเป็นจุลินทรีย์ที่ไม่เป็นพิษต่อมนุษย์ สัตว์ และไม่มีพิษ
ตกค้างต่อสิ่งแวดล้อม  

B. subtilis เป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A.  flavus และ
การสร้างสารแอฟลาทอกซิน ซึ่ง B. subtilis สามารถเจริญได้ในสภาวะแวดล้อมหลากหลาย แต่
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์หรือสารที่มีฤทธิ์ในการควบคุมสามารถเปลี่ยนแปลงไปตามสภาวะ
แวดล้อม การศึกษาสภาวะที่มีผลต่อการเจริญเติบโตและความสามารถในการยับยั้งเชื้อราและสารพิษ 
จะท าให้สามารถน า B. subtilis มาใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด 
 
 

5. วิธีด าเนินการ:  
- อุปกรณ์    
 

1. เชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis C57 
2. เชื้อรา Aspergillus flavus A39 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อ: Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth (NB)  Potato Dextrose Agar 

(PDA) 
4. ชุดทดสอบสารแอฟลาทอกซินส าเร็จรูป DOA –Aflatoxin ELISA test kit 
5. คิวเวตพลาสติก (cuvette) 
6. เมทานอล  
7. กระดาษกรอง whatman เบอร์ 4 
8. เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 
9. เครื่องอ่าน MicroELISA Reader 
10. เครื่อง spectrophotometer 

 
- วิธีการ  

1. ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย B. subtilisC57 ในสภาวะแตกต่างกัน 
 1.1 เตรียมเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis C57 
 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย B. subtilisC57 ในอาหารเหลว NB (nutrient broth) ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง ปรับความเข้มข้นสารแขวนลอยแบคทีเรียให้ได้ปริมาณ 1x108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยการวัด
ความหนาแน่นของเซลล์ด้วยด้วยเครื่อง spectrophotometer ปรับค่าการดูดกลืนแสง ( optical 
density;OD) ให้ได้เท่ากับ 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  

 1.2 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย B. Subtilis ในสภาวะต่างกัน 
 น าเชื้อที่เตรียมได้จากข้อ  1.1 มาเลี้ยงในอาหารเหลว NB ที่ความเป็นกรด-ด่าง 5 6 7 และ 8 

เขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ด้วยเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 25 30 35 และ 40 



องศาเซลเซียส วัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่มีอายุ 24 48 และ 72 ชั่วโมง โดยการวัดความ
หนาแน่นของเซลล์ด้วยด้วยเครื่อง spectrophotometer บันทึกผลการทดลอง 

 ท าการศึกษาในแต่ละอุณหภูมิโดยวางแผนการทดลองแบบ  4x3 factorial in CRD โดยมี 2 
ปัจจัย คือระดับความเป็นกรด-ด่าง ( pH) 4 ระดับ ได้แก่  pH 5 pH 6 pH 7 และ pH 8 และปัจจัยของ
ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 3 ระดับ ได้แก่ 24 48 และ 72 ชั่วโมง โดยแต่ละชุดการทดลอง
ประกอบด้วย 3 ซ้ า รวม 12 กรรมวิธี ดังนี้ 
กรรมวิธีที่ 1  pH5 อายุแบคทีเรีย 24 ชั่วโมง 
กรรมวิธีที่ 2  pH5 อายุแบคทีเรีย 48 ชั่วโมง 
กรรมวิธีที่ 3  pH5 อายุแบคทีเรีย 72 ชั่วโมง 
กรรมวิธีที่ 4  pH6 อายุแบคทีเรีย 24 ชั่วโมง 
กรรมวิธีที่ 5  pH6 อายุแบคทีเรีย 48 ชั่วโมง 
กรรมวิธีที 6  pH6 อายุแบคทีเรีย 72 ชั่วโมง 

กรรมวิธีที่ 7  pH7 อายุแบคทีเรีย 24 ชั่วโมง 
กรรมวิธีที่ 8  pH7 อายุแบคทีเรีย 48 ชั่วโมง 
กรรมวิธีที่ 9  pH7 อายุแบคทีเรีย 72 ชั่วโมง 
กรรมวิธีที่ 10  pH8 อายุแบคทีเรีย 24 ชั่วโมง 
กรรมวิธีที่ 11  pH8 อายุแบคทีเรีย 48 ชั่วโมง 
กรรมวิธีที่ 12  pH8 อายุแบคทีเรีย 72 ชั่วโมง 

 
2. ศึกษาประสิทธิภาพการยับย้ังการเจริญของเชื้อรา Aspergillus flavusA39 
 2.1 เตรียมสารละลายแบคทีเรีย (cell suspension)  
 น าเชื้อ B. subtilis C57 ที่เลี้ยงในอาหารเหลว NB มาปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ที่อัตรา 12,000 

รอบต่อนาที นาน 15 นาที เทส่วนใสทิ้ง เก็บส่วนตะกอนเซลล์ ล้างเซลล์ด้วยน้ ากลั่นฆ่าเชื้อแล้วและปั่น
เหวี่ยงอีก 2 ครั้ง ละลายเซลล์ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ และปรับความเข้มข้นของเซลล์แบคทีเรียให้ได้ค่า OD 
เท่ากับ 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (1x108 เซลล์ต่อมิลลิตร) 

 2.2 การเตรียมสารละลายสปอร์ (spore suspension) ของเชื้อรา A. flavus A39 
 เลี้ยงเชื้อรา A. flavusA39 ในอาหาร PDA บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน น าสปอร์ไป

ละลายในน้ ากลั่นผสม tween 20 ที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว นับสปอร์ให้มีจ านวนสปอร์ 1x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
 2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังการเจริญของเชื้อรา A. Flavus A39 
 ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อรา โดยวิธี  dual culture ในอาหาร PDA+NA หยด

สารละลายสปอร์ A. Flavus A39 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ตรงกลางจานเลี้ยงเชื้อ และหยดสารละลาย
แบคทีเรีย 5 ไมโครลิตร ที่มีอายุ 24 48 และ 72 ชั่วโมง ห่างจากขอบจานเลี้ยงเชื้อ 2.5 เซนติเมตร 
จ านวน 4 ด้าน ระยะห่างระหว่างหยดของสารละลายแบคทีเรียประมาณ 2.5 เซนติเมตร บ่มจานเลี้ยงเชื้อ
ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน วัดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนีเชื้อรา A. Flavus A39 ในจานทดสอบและ
จานควบคุม  

 วางแผนการทดลองแบบ 4x3 factorial in CRD โดยมี 2 ปัจจัย คือ การใช้แบคทีเรียที่เจริญ
ที่ระดับความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4 ระดับ ได้แก่  pH 5 pH 6 pH 7 และ pH 8 และอายุของแบคทีเรีย  
3 ระดับ ได้แก่ 24 48 และ 72 ชั่วโมง โดยแต่ละชุดการทดลองประกอบด้วย 3 ซ้ า รวม 12 กรรมวิธี ดังนี้ 

 
กรรมวิธีที่ 1 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH5 อาย ุ24 ชม. กรรมวิธีที่ 7 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH7 อายุ 24 ชม. 



กรรมวิธีที่ 2 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH5 อายุ 48 ชม. 
กรรมวิธีที่ 3 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH5 อายุ 72 ชม. 
กรรมวิธีที่ 4 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH6 อายุ 24 ชม. 
กรรมวิธีที่ 5 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH6 อายุ 48 ชม. 
กรรมวิธีที 6 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH6 อายุ 72 ชม. 

กรรมวิธีที่ 8 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH7 อายุ 48 ชม. 
กรรมวิธีที่ 9 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH7 อายุ 72 ชม. 
กรรมวิธีที่ 10 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH8 อายุ 24 ชม. 
กรรมวิธีที่ 11 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH8 อายุ 48 ชม. 
กรรมวิธีที่ 12 ใช้แบคทีเรียที่เจริญที่ pH8 อายุ 72 ชม. 

 
ค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา ดังนี้ 
 
เปอร์เซ็นต์ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา     =       (C-T) / C x 100 

C = เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อราในจานควบคุม  
T = เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อราในจานทดสอบ 

 
3. ศึกษาประสิทธิภาพการยับย้ังการสร้างสารแอฟลาทอกซินของเชื้อรา A. Flavus A39 
 ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งสารแอฟลาทอกซิน โดยบ่มเชื้อราจากข้อ 2.3 ต่อไปอีก 7 วัน 

รวมเป็นเวลา 14  วัน ตัดชิ้นวุ้นของเชื้อรา A. flavus A39 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.5 
เซนติเมตร จ านวน 4 ชิ้น ใส่ลงหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร น ามาสกัดสารแอฟลาทอกซิน บี 1 โดยดัดแปลง
จากวิธีของ Teniola et al. (2005) เติมคลอโรฟอร์ม 1 มิลลิลิตร ลงไปหลอดที่มีชิ้นวุ้นของเชื้อรา เขย่า
ด้วยเครื่องเขย่าท่ีความเร็วรอบ 300 รอบต่อนาที ดูดส่วนน้ าใส่ในหลอดใหม่ ผ่าน syring filter ขนาด 
0.22 ไมโครเมตร ระเหยแห้งโดยใช้ก๊าซไนโตรเจน จากนั้นเติม 70% เมทานอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลง
ไป น าสารสกัดที่ได้ไปตรวจสอบสารแอฟลาทอกซิน บี 1 ด้วยชุดทดสอบ DOA ELISA Test Kit ค านวณ
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซินของเชื้อรา A. flavus ดังนี้ 

 
เปอร์เซ็นต์ยับยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซินของเชื้อรา A. flavus  =   (C-T) / C x 100 

C = ปริมาณสารแอฟลาทอกซิน บี1 จากเชื้อราที่ได้จากชุดควบคุม  
T = ปริมาณสารแอฟลาทอกซิน บี จากเชื้อราท่ีได้จากการทดสอบ dual culture 

 
- เวลาและสถานที่   

ตุลาคม 2558 – กันยายน 2560  ห้องปฏิบัติการกลุ่มวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีหลังการเก็บ
เกี่ยวพืชไร่ กองวิจัยและพัฒนาวิทยาการหลังการเก็บเก่ียวและแปรรูปผลิตผลเกษตร 
 

6. ผลการทดลองและวิจารณ์  
 
1. ศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย B. Subtilis C57 ในสภาวะแตกต่างกัน 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160505003168#!


 ท าการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ที่แยกได้จากดินและเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ - 20 
องศาเซลเซียส ( C42C46C53 และ C57) มาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A. flavus A39 ซ่ึง
เป็นสายพันธุ์ที่มีการสร้างสารพิษสูง และได้เลือกแบคทีเรีย  B. subtilis สายพันธุ์ C57 ที่มีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A. Flavus A39 ได้ดี มาใช้ในการทดสอบ 

 การทดสอบการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย B. subtilis C57 ในอาหารเหลว NB (nutrient 
broth) ที่อุณหภูมิ 25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส ระดับความเป็นกรด-ด่าง 5 67 และ 8 ที่
ระยะเวลา 24 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าระยะเวลาในการเลี้ยงแบคทีเรีย B. Subtilis C57 มีผลต่อการ
เจริญหรือปริมาณเซลล์ของแบคทีเรียแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดย B. Subtilis C57 ที่อายุ 
24 ชั่วโมง มีการเจริญสูงสุดในทุกๆ อุณหภูมิ ปริมาณเซลล์แบคทีเรียเฉลี่ย 28.46 x 107, 53.15 x 107, 
97.53 x 107  และ 127.86 x 107  ที่อุณหภูมิ 25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส ตามล าดับ (Table 1) 
ความสัมพันธ์ระหว่างระยะเวลากับอุณหภูมิ พบว่า ปริมาณเซลล์แบคทีเรีย B. Subtilis C57 เพ่ิมข้ึนเมื่อ
เลี้ยงที่อุณหภูมิสูงขึ้น (Figure1)  แต่การเลี้ยงแบคทีเรียที่ระยะเวลานานขึ้นท าให้ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย B. 
Subtilis C57 มีแนวโน้มลดลงในทุกอุณหภูมิ  

 นอกจากนี้ยังพบว่า ระดับความเป็นกรด-ด่าง มีผลท าให้การเจริญของแบคทีเรีย B. Subtilis 
C57 แตกต่างกัน แต่ไม่มีความสัมพันธ์กัน ซึ่งในแต่ละอุณหภูมิให้ผลที่แตกต่างกัน โดยที่อุณหภูมิ 30 35 
และ 40 องศาเซลเซียส ที่ระดับ ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 5 ท าให้ B. Subtilis C57 มีการเจริญสูงกว่า
ที่ความเป็นกรด-ด่างระดับอื่น ส่วนที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบ B. Subtilis C57 เจริญได้ท่ีความ
เป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 8 (Table1)  

2. ศึกษาประสิทธิภาพการยับย้ังการเจริญของเชื้อรา Aspergillus flavusA39 
 การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A. Flavus A39 ที่ระยะเวลา 7 วัน พบว่า แบคทีเรีย B. 

subtilisA39 ที่เจริญที่ระยะเวลาแตกต่างกัน มีผลต่อประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A. 
flavusA39 แตกต่างกันด้วย โดยแบคทีเรียที่อายุ 24 ชั่วโมง มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราได้ดีที่สุด 
มีการยับยั้งเฉลี่ย 29.45, 28.43, 40.64 และ 48.12% ที่อุณหภูมิ 25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส 
ตามล าดับ ในขณะที่การใช้แบคทีเรียที่อายุ 48 และ 72 ชั่วโมง ให้ค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการ
เจริญของเชื้อราไม่แตกต่างกัน (Table2) 

 แบคทีเรียที่เจริญที่ระดับความเป็นกรด-ด่าง แตกต่างกันไม่มีผลต่อการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อรา A. Flavus A39นอกจากนี้ การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระยะเวลากับอุณหภูมิ พบว่าแบคทีเรีย
ที่เจริญที่อุณหภูมิสูงมีแนวโน้มท าให้การยับยั้งการเจริญของ A. Flavus A39 สูงขึ้น ( Table2 และ 
Figure 2)  

 จากการศึกษาของ Farzaneh et al. ( 2016) พบว่า B. subtilis สายพันธุ์ UTBSPI ใน
ปริมาณที่แตกต่างกันมีประสิทธิภาพในการลดการเจริญของเชื้อรา A. flavus ในถั่วพิสตาชิโอที่แตกต่าง
กัน โดย  
B. subtilis จะไปยับยั้งการงอกของสปอร์ ส่งผลให้เชื้อรามีการเจริญลดลงและท าให้มีการเข้าครอบครอง
พ้ืนที่ลดลง 



3. ศึกษาประสิทธิภาพการยับย้ังการสร้างสารแอฟลาทอกซิน บี1 ของเชื้อรา A. Flavus 
A39 

 การศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซิน บี 1 ของเชื้อรา A. Flavus 
A39 พบว่า แบคทีเรีย B. Subtilis C57 ที่เจริญที่ระยะเวลาแตกต่างกัน มีผลต่อประสิทธิภาพการยับยั้ง
การสร้างสารแอฟลาทอกซินของเชื้อรา A. Flavus A39 แตกต่างกันด้วย โดยแบคทีเรียที่อายุ 24 ชั่วโมง 
มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซินได้ดีท่ีสุด มีการยับยั้งเฉลี่ย 39.48, 55.58, 55.56 
และ 50.86% ที่อุณหภูมิ 25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส ตามล าดับ และพบว่าระดับความเป็นกรด-
ด่างที่แตกต่างกันมีผลต่อการยับยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซินของเชื้อรา A. Flavus A39 แต่ไม่มี
ความสัมพันธ์กัน ( Table3) ความสัมพันธ์ระหว่างระยะเวลากับอุณหภูมิ พบว่าแบคทีเรียที่เจริญที่
อุณหภูมิสูงท าให้ประสิทธิภาพการยับยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซินของเชื้อรา A. flavus A39 ดีกว่าที่
อุณหภูมิต่ า สอดคล้องกับการทดลองของ Farzaneh et al. (2012) ซึ่งได้ศึกษาการลดปริมาณสารแอฟ
ลาทอกซินในอาหารเหลว NB ที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่างๆ กัน พบว่า เชื้อ B. Subtilis UTBSP1 ที่อายุ
ไม่เกิน 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพในการลดสารแอฟลาทอกซินได้ดีท่ีสุด 
และเม่ือระยะเวลาเพิ่มมากข้ึนท าให้มีประสิทธิภาพลดลง 

 
Table1 The growth of B. subtilis (cells/ml) in different conditions. 

 

temperature (°C) pH 
growth of B. subtilis (x 107 cells/ml) 

24 h 48 h 72 h average1/ 
25 5 34.74 16.90 2.13 17.92 c 
 6 18.46 30.74 9.35 19.52 c 
 7 19.61 36.91 15.52 24.02 b 
 8 41.03 39.51 23.57 34.70 a 

Average2/ 28.46 a 31.01 a 12.64 b  
30 5 55.42 48.07 46.24 49.91 a 
 6 36.63 20.57 22.96 26.72 c 
 7 56.68 26.40 24.46 35.85 b 
 8 63.87 26.24 23.24 37.78 b 
 average2/ 53.15 a 30.32 b 29.22 b  

35 5 124.01 89.96 59.63 91.20 a 
 6 101.18 57.85 43.46 67.50 c 
 7 59.18 37.13 34.57 43.63 d 
 8 105.74 67.91 55.24 76.30 b 
 average2/ 97.53 a 63.21 b 48.23 c  

40 5 141.35 104.74 94.68 113.59 a 



 6 143.24 66.02 49.41 86.22 b 
 7 109.24 63.96 63.96 79.05 c 
 8 117.63 42.24 21.29 60.39 d 
 average2/ 127.86 c 69.24 b 57.34 a  

1/ In a column of each temperature, means followed by a common letter are not 
significantly different at the 1% level by DMRT 

2/ In a row of each temperature, means followed by a common letter are not significantly 
different at the 1% level by DMRT 

 
Table2  The percentage inhibition of fungal growth controlled by B. subtilis from 

different conditions. 
temperature 

(°C) 
pH 

% inhibition of fungal growth 
24 h 48 h 72 h average1/ 

25 5 30.97 25.00 26.60 27.52 
 6 27.60 25.10 25.57 26.09 
 7 29.43 25.23 26.90 27.19 
 8 29.80 25.90 24.70 26.80 

Average2/ 29.45 A 25.31 B 25.94 B  
30 5 31.14 23.50 25.47 26.70 
 6 30.80 26.27 26.87 27.98 
 7 25.70 25.60 24.17 25.16 
 8 26.10 23.87 24.60 24.86 
 Average2/ 28.43 A 24.81 B 25.27 B  

35 5 38.62 31.2 29.81 33.21 
 6 40.56 32.05 32.26 34.96 
 7 42.18 31.41 34.62 36.07 
 8 41.21 29.72 29.27 33.40 
 average2/ 40.64 a 31.09 b 31.49 b  

40 5 49.13 48.83 47.13 48.37 a 
 6 48.83 47.43 46.47 47.58 a 
 7 48.17 46.13 44.53 46.28 b 
 8 46.37 44.47 42.80 44.54 c 
 average2/ 48.12 a 46.72 b 45.23 c  

1/ In a column of each temperature, means followed by a common letter lowercase are 
not significantly different at the 1% level by DMRT 

2/ In a row of each temperature, means followed by a common letter lowercase and 
uppercase are not significantly different at the 1% and 5% level, respectively by DMRT 



Table3  The percentage inhibition of aflatoxin production by A. Flavus controlled by B. 
subtilis from different conditions. 

temperature 
(°C) 

pH 
% inhibition of aflatoxin production 

24 h 48 h 72 h average1/ 
25 5 36.85 34.76 37.64 36.42 AB 
 6 36.51 32.87 30.65 33.35 B 
 7 41.66 38.73 37.98 39.47 A 
 8 42.91 40.48 36.09 39.83 A 
average2/ 39.48 A 36.71 AB 35.59 B  

30 5 46.64 43.16 43.33 44.37 AB 
 6 46.95 37.01 28.20 37.39 B 
 7 61.95 39.00 25.03 41.99 AB 
 8 66.77 54.97 37.04 52.93 A 
 average2/ 55.58 A 43.54 B 33.40 B  

35 5 58.05 53.83 46.91 52.93 
 6 52.12 48.03 49.49 49.88 
 7 56.37 43.75 43.27 47.79 
 8 55.71 45.89 48.08 49.89 
 average 55.56 47.87 46.93  

40 5 62.99 44.85 40.81 49.55 a 
 6 48.58 37.89 33.65 40.04 ab 
 7 53.68 47.72 49.67 50.36 a 
 8 38.19 33.98 34.64 35.60 b 
 average2/ 50.86 a 41.11 b 39.69 b  

1/ In a column of each temperature, means followed by a common letter lowercase and 
uppercase are not significantly different at the 1% and 5% level, respectively by DMRT 

2/ In a row of each temperature, means followed by a common letter lowercase and 
uppercase are not significantly different at the 1% and 5% level, respectively by DMRT 

 
  



 
 

 
 
 

Figure 1   The relation of time and temperature for the growth of B. subtilis. 
 

 
 
 

Figure 2  The relation of time and temperature for the percentage inhibition of fungal 
growth. 
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Figure 3  The relation of time and temperature for the percentage inhibition of aflatoxin 

B1 production. 
 

7. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ:  
แบคทีเรีย B. subtilis C57 มีอัตราการเจริญสูงสุดเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 และ 40 องศาเซลเซียส 

ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง ส่งผลให้มีประสิทธิภาพสูงในการการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา และการสร้างสาร
แอฟลาทอกซิน บี1 ของเชื้อรา A. flavusA39 และพบว่า B. subtilis C57 สามารถเจริญได้ที่ความเป็น
กรด-ด่าง ระดับ 5 - 7 

 
8. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ :  

- สภาวะการเลี้ยงแบคทีเรีย B. subtilis C57 ที่อุณหภูมิ 35 และ 40 องศาเซลเซียส ที่
ระยะเวลา 24 ชั่วโมงท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตและความสามารถในการยับยั้งเชื้อราและ
สารพิษและการสร้างสารแอฟลาทอกซิน บี 1 ของเชื้อรา A. flavusA39จะน ามาใช้ในการ
ทดลอง “การพัฒนาชีวภัณฑ์ Bacillus subtilis ในการควบคุมเชื้อราและสารพิษจากเชื้อรา ” 
ซึ่งอยูในกิจกรรม โครงการวิจัย และแผนงานวิจัยเดียวกันนี้ 
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