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5. บทคัดย่อ                         

การวิจัยพัฒนาเทคนิคการฆ่าเชื้อปนเปื้อนในวัสดุพา เพ่ือให้ได้วิธีการที่เหมาะสมในการเตรียมวัสดุพาให้
ปลอดเชื้อปนเปื้อน เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ได้มีการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณเชื้อ
ปนเปื้อนในวัสดุพาที่ฆ่าเชื้อแบบต่างๆ 4 แบบกับวัสดุพาไม่ฆ่าเชื้อ ประกอบด้วย กรรมวิธีที่ 1 วัสดุพาไม่ฆ่าเชื้อ 
กรรมวิธีที่ 2 วัสดุพานึ่งฆ่าเชื้อ 121 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง กรรมวิธีที่ 3 วัสดุพานึ่งฆ่าเชื้อ 110 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง กรรมวิธีที่ 4 วัสดุพาฆ่าเชื้อด้วยการฉายรังสีอิเลคตรอนบีม (electron beam) 25 KGy. 
กรรมวิธีที่ 5 วัสดุพาฆ่าเชื้อด้วยการฉายรังสีแกมมา (Gamma irradiation) 25 KGy.โดยแบ่งวัสดุพาที่เตรียมจาก
ปุ๋ยหมักเปลือกไม้ผสมดินเหนียวชุดองครักษ์บดละเอียด 5/1 ใส่ถุงพลาสติกถุงละ 150 กรัม แล้วฆ่าเชื้อตามวิธีที่
ก าหนด เก็บที่อุณหภูมิห้อง แล้วนับปริมาณเชื้อรา แบคทีเรีย และแอคทีโนมัยซีท ด้วยอาหาร Rose Bengal agar 
และNutrient agar ตามล าดับ โดยวิธี dilution plate count เมื่อครบ 0 30 90 180 และ 360 วัน ผลการ
ทดลองพบว่า การฉายรังสีด้วยอิเลคตรอนบีม 25 KGy. และรังสีแกมมา 25 KGy. ปลอดเชื้อปนเปื้อนที่สุดจนถึง 0-
360 วัน ส่วนการฆ่าเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ 121 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ฆ่าเชื้อได้ในช่วงแรก จนถึง 30 วัน 
แต่หลังจากนั้นก็พบว่ามีเชื้อปนเปื้อนในวัสดุพาที่ฆ่าเชื้อด้วยวิธีการดังกล่าว ส่วนการฆ่าเชื้อด้วยการนึ่งที่อุณหภูมิ 



110 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ไม่สามารถฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ได้อย่างสมบูรณ์ ผลจากการทดลองนี้ท าให้ได้เทคนิค
การท าให้วัสดุพาปลอดเชื้อ 2 วิธี คือ การฉายรังสีอิเลคตรอนบีม 25 KGy. และรังสีแกมมา 25 KGy เพ่ือใช้ในการ
วิจัยพัฒนาปุ๋ยชีวภาพปลอดเชื้อปนเปื้อนต่อไป 
 
 
 
     Abstract 
 
 The research and development on carrier sterilization techniques for produce 
free contaminated microbe carrier for PGPRs biofertilizer production was investigated in this 
experiment. The comparison treatments were contained 1. Non sterile carrier, 2. Autoclave at 
121 ºC for 1 hour, 3. Autoclave at 110 ºC for 1 hour, 4. Electron beam 25 KGy., and 5. Gamma 
ray 25 KGy. The fine compost carrier was put in plastic bag 150 g/bag and closed by heat sealing 
before sterile by above method and kept at room temperature. The dilution plate count 
technique was enumerated fungi by using Rose Bengal agar  bacteria and actinomycyte by using 
Nutrient agar at 0, 30, 90, 180 and 360 days after kept at room temperature. The result showed 
that the electron beam and gamma irradiation methods were showed highest respond 
techniques in carrier sterilization until 360 days of keeping. The result indicated that Gamma 
irradiation is the best method should be selected for use in next carrier sterilization method in 
free from contamination PGPRs biofertilizer experiment in Thailand. 
 
6. ค าน า 

 การศึกษาเทคโนโลยีการผลิตปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์เพ่ือใช้ในการผลิตพืช ปัจจุบันมีได้รับความสนใจ
ศึกษาเพ่ิมมากขึ้น เนื่องจากพบว่ามีศักยภาพในการน ามาใช้เป็นปุ๋ยชีวภาพได้ (Diem. 1978; Bashan and 
Levanony 1990) อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพในการใช้ปุ๋ยชีวภาพแต่ละพ้ืนที่นั้นมีความแตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับ
ปัจจัยต่างๆ เช่น  สกุลและสายพันธุ์แบคทีเรีย ชนิดของพืช  สมบัติของดิน  ประชากรจุลินทรีย์ที่ออกฤทธิ์  และ
เงื่อนไขทางสภาพแวดล้อม เช่น ความชื้นในดิน โดยทั่วไปหลังการใส่ปุ๋ยชีวภาพปริมาณแบคทีเรียจะลดอย่าง
รวดเร็ว ทั้งนี้เนื่องจากความไม่สม่ าเสมอของสภาพแวดล้อมซึ่งไม่สามารถควบคุมได้ จึงมักพบว่าผลการทดลองใน
สภาพปลอดเชื้อกับในสภาพธรรมชาติมักมีความแตกต่างกันมาก (Bashan and Levanony, 1988) 

ปัญหาการใช้วัสดุพาไม่ปลอดเชื้อท าให้แบคทีเรียส าคัญที่ใช้ผลิตปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์มีชีวิตรอดเพียงระยะ
สั้นๆ การผลิตปุ๋ยชีวภาพภายใต้การควบคุมก ากับตาม พรบ.ปุ๋ย (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 นั้น การฆ่าเชื้อวัสดุพาเพ่ือ
ลดปริมาณเชื้อปนเปื้อนนั้นจึงเป็นประเด็นแก้ไขปัญหาที่เป็นทางเลือกที่ส าคัญ การฆ่าเชื้อวัสดุเชิงอุตสาหกรรมนั้น
ส่วนใหญ่นิยมใช้วิธีนึ่งฆ่าเชื้อ เนื่องจากในอดีตยังไม่มีวิธีอ่ืนที่เหมาะสม แต่ในปัจจุบันการฉายรังสี เริ่มนิยมน ามาใช้



ในการฆ่าเชื้อในวัสดุต่างๆเพ่ิมมากขึ้น (Barend et al. 1985) โดยนิยมใช้ฆ่าเชื้อวัตถุดิบ เพ่ือการถนอมอาหารใน
ระดับอุตสาหกรรม แหล่งของไออนที่นิยมในการฉายรังสีมาจากล าแสงอิเลคตรอน (electron beam หรือ E-
beam) หรือเอ็ก-เรย์ (X-rays) ที่ก าเนิดจากเครื่องเร่งที่เป็นระบบไฟฟ้า หรือ 60Co 137Cs E-beam ใช้ไฟฟ้าเป็นต้น
ก าเนิดพลังงานไม่ใช้สารก ามันตะภาพรังสีและเครื่องก าเนิดอิเลคตรอนสามารถปิด เมื่อไม่มีการใช้รังสี ซึ่งแตกต่าง
จากวิธีการที่ใช้สารก ามันตะภาพรังสีเป็นต้นก าเนิดพลังงานที่สารก ามันตะภาพรังสีท างานตลอดเวลา ในการฉาย
รังสีด้วยอิเลคตรอนบีมจะไม่ท าให้คุณภาพของอาหารเปลี่ยนแปลงไป ความสัมพันธ์ในการทนทานของจุลินทรีย์ต่อ
รังสีนั้น พบว่าเซลล์แบคทีเรียตอบสนองต่อไอออนไวมาก ซึ่งผลงานวิจัยส่วนใหญ่เป็นข้อมูลของการวิจัยการใช้รังสี
แกมม่า แต่การใช้ e-beam ยังมีน้อย และในประเทศไทยโดยทั่วไปยังไม่มีการบริการฉายรังสี e-beam  

การทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาวิธีการนึ่งฆ่าเชื้อวัสดุพาที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดเชื้อปนเปื้อน
ในวัสดุพา เพ่ือการพัฒนาปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์ปลอดเชื้อปนเปื้อน 

 
7. วิธีการด าเนินการและอุปกรณ์ 
 
อุปกรณ์ 
  1.วัสดุพา ปุ๋ยหมักเปลือกไม้บดผสมดินเหนียว 
  2.เครื่องฉายรังสีแบบ Electron beam (E-beam) และรังสีแกมมา (Gamma) 
  3.อาหารเลี้ยงเชื้อ NA และ Rose Bengal agar 
  4, ตู้เขี่ยเชื้อ  
  5. สารเคมีและเครื่องแก้ว 
 
การวางแผนการทดลอง  

เป็นการเปรียบเทียบการฆ่าเชื้อวัสดุพา 5 กรรมวิธี ดังนี้ กรรมวิธีที่ 1 วัสดุพาไม่ฆ่าเชื้อ (control) 2. วัสดุ
พานึ่งฆ่าเชื้อ 121 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 3. วัสดุพานึ่งฆ่าเชื้อ 110 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 4. วัสดุ
พาฉายรังสี อิเลคตรอนบีม (electron beam) 25 KGy. 5. วัสดุพาฉายรังสีแกมมา (gamma ray) 25 KGy.มี
ทั้งหมด 4 ซ้ า นับปริมาณด้วยการท าเป็น Composite samples จาก 4 ซ้ าเพ่ือลดตัวอย่างวิเคราะห์ให้เหลือ 2 ซ้ า 
แล้วค านวณหาปริมาณเชื้อปนเปื้อนเฉลี่ยจากค่าเฉลี่ยของ Composite samples ดังกล่าว  
 
วิธีการด าเนินงาน 

1. การเตรียมวัสดุพา  
วัสดุพาที่ใช้ในการทดลองประกอบด้วยปุ๋ยหมักเปลือกไม้บดละเอียดผสมกับดินเหนียวชุด 

องค์รักษ์ อัตราส่วน 5:1 โดยน้ าหนักแห้ง ที่มีค่าการย่อยสลายสมบูรณ์โดยวิธี germination index มากกว่า 80 
เปอร์เซ็นต์ โดยแบ่งวัสดุพาใส่ถุงพลาสติก (PP) ขนาด 6x9 นิ้ว ถุงละ 150 กรัม ปิดปากถุงให้แน่นด้วยเครื่องซีนปิด
ปากถุง  



2. การฆ่าเชื้อวัสดุพา 
การนึ่งฆ่าเชื้อ น าถุงวัสดุพาใส่ถุงพลาสติกถุงละ 20 ถุงเล็ก นึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศา 

เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 1 ชั่วโมง เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง การฉายรังสีอิเลคตรอนบีม 
(Electron beam) น าถุงวัสดุพาใส่ในถาดส าหรับฉายรังสี เข้าเครื่องฉายรังสี อิเลคตรอนบีม โดยใช้พลังงานไฟฟ้า 
8 MeV ที่ 25 KGy. เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง การฉายรังสีแกมมา (Gamma irradiation) น าถุงวัสดุพาใส่ในกล่อง
ส าหรับฉายรังสี เข้าเครื่องฉายรังสีแกมมา 25 KGy. เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง  

3. การนับปริมาณจุลินทรีย์ในวัสดุพา 
การนับปริมาณจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในวัสดุพาด าเนินการในอาหาร 2 ชนิด คือ แบคทีเรีย 

และแอคทีโนมัยซีท ใช้อาหาร Nutrient agar (NA) ส่วนเชื้อรานับโดยใช้อาหาร Rose Bengal agar ขั้นตอนการ
นับเชื้อในตัวอย่างวัสดุพา ด าเนินการโดยการเจือจางวัสดุพา 10 กรัม ในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 90 มิลลิลิตร เขย่า 180 
รอบต่อนาที นาน 30 นาที เกลี่ยตัวอย่างสารละลายเจือจางจากตัวอย่างวัสดุพาตามกรรมวิธีการทดลองที่ระดับ
เจือจางต่างๆ บนผิวหน้าอาหารแล้วนับปริมาณด้วยวิธี plate counting (ไพโรจน,์ 2545, Zuberer. 1994) 
ด าเนินการนับปริมาณเชื้อรา แบคทีเรียและแอคทีโนมัยซีท เมื่ออายุ 0 30 90 180 และ 360 วัน  
 
 

- ระยะเวลา (เริ่มต้น – สิ้นสุด) : 1 ตุลาคม 2556 – 30 กันยายน 2557 
 

- สถานที่ท าการทดลอง กลุ่มงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กลุ่มวิจัยปฐพีวิทยา ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทาง
การเกษตร กรมวิชาการเกษตร 

 
8. ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 ผลการตรวจนับแบคทีเรีย รา และแอคทีโนมัยซีท พบว่า วิธีการฆ่าเชื้อด้วยรังสี E-beam 25 KGy. และ 
Gamma 25 KGy. ไม่พบมีเชื้อปนเปื้อนที่ <100 CFU/g วัสดุพา ที่อายุ 1 30 90 180 และ 360 วัน แต่กรรมวิธี
นึ่งฆ่าเชื้อ 121 °C นาน 60 นาที พบเชื้อรา 4.3x104 2.4x104 และ 5.6x103 CFU/g เมื่ออายุ 90 180 และ 360 
วันตามล าดับ แต่ไม่พบแบคทีเรียและแอคทีโนมัยซีท (<100 CFU/g) กรรมวิธีวัสดุพานึ่งฆ่าเชื้อ 110 ° C 60 นาที 
ยังพบการปนเปื้อนแบคทีเรียและแอคทีโนมัยซีท 2.2x105 7.1x105 3.1x105 4.9x105 และ2.6x105 CFU/g และ 
รา 6.0x102 1.9x105 1.6x105 2.8x105 และ 2.4x105 CFU/g ที่ 1 30 90 180 และ 360 วันตามล าดับ ในขณะที่
วัสดุพาที่ไม่นึ่งฆ่าเชื้อ พบการปนเปื้อนของจุลินทรีย์มากที่สุด โดยมีแบคทีเรียและแอคทีโนมัยซีท  4.4x107 
3.8x106 7.9x106 8.6x106 แ ล ะ5.6x106 CFU/g แ ล ะ  ร า  4.4x106 3.2x105 4.6x106 3.4x107แ ล ะ 3.8x107 
CFU/g ที่ 1 30 90 180 และ 360 วันตามล าดับ (ตารางท่ี 1)  
 ผลการทดลองชี้ให้เห็นว่าในวัสดุพาที่ใช้ในการผลิตปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์มีจุลินทรีย์ปนเปื้อนจ านวนมาก ซึ่ง
อาจมีผลต่อการมีชีวิตรอดของพีจีพีอาร์ที่ใช้ผลิตปุ๋ยชีวภาพ การหาวิธีการฆ่าเชื้อวัสดุพาที่ท าให้ปลอดเชื้อปนเปื้อน
อย่างสมบูรณ์จึงเป็นสิ่งที่จ าเป็นเพ่ือให้วัสดุพาปลอดเชื้อ ในการทดลองนี้ปรากฏว่าวิธีการฆ่าเชื้อแบบฉายรังสีด้วย 
อิเลคตรอนบีม (E-beam) 25 KGy. และ แกมมา (Gamma) 25 KGy. เป็นวิธีที่ปลอดเชื้อปนเปื้อนที่สุด ตามด้วย



กรรมวิธีนึ่งฆ่าเชื้อ 121 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ส่วนวิธีอ่ืนๆที่ใช้เปรียบเทียบไม่สามารถลดปริมาณการ
ปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ได้ ซึ่งการด าเนินการทดลองยืนยันผลในตารางที่ 2 ชี้ให้เห็นชัดเจนว่า ไม่มีเชื้อปนเปื้อน
แม้เก็บวัสดุที่ฉายรังสีแกรมมา นานถึง 120 วัน 
ดังนั้นเพ่ือให้ทราบผลการใช้วัสดุพาปลอดเชื้อปนเปื้อนในการผลิตปุ๋ยชีวภาพตามวัตถุประสงค์ในกิจกรรมนี้นั้น จึง
เลือกวิธีการฆ่าเชื้อวัสดุพาแบบ นึ่งฆ่าเชื้อ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 1 ชั่วโมง 
และการฉายรังสีแกมมา 25 KGy. ศึกษาการอยู่รอดของเชื้อ Azospirillum spp. เพ่ือให้ได้วิธีการผลิตปุ๋ยชีวภาพพี
จีพีอาร์ปลอดเชื้อปนเปื้อนในการทดลองต่อเนื่องในปี 2557-2558 .ในการทดลองการผลิตเชิงอุตสาหกรรมต่อไป 
 



ตารางที่ 1 ปริมาณเชื้อปนเปื้อนในวัสดุฆ่าเชื้อแบบต่างๆ หลังฆ่าเชื้อ 1 30 90 180 และ 360 วัน (CFU/g) 
 

การฆ่าเชื้อปนเปื้อน 1 วัน 30 วัน 90 วัน 180 วัน 360 วัน 

 

แบคทีเรีย 

รา 

แบคทีเรีย 

รา 

แบคทีเรีย 

รา 

แบคทีเรีย 

รา 

แบคทีเรีย 

รา 
และแอคทีโนมัย

ชีท 
และแอคทีโนมัย

ชีท 
และแอคทีโนมัย

ชีท 
และแอคทีโน

มัยชีท 
และแอคทีโนมัย

ชีท 

ไม่ฆ่าเชื้อ 4.4x107 4.4x106 3.8x106 3.2x105 7.9x106 4.6x107 8.6x106 3.4x107 5.6x106 2.8x107 

นึ่งฆ่าเชื้อ 121 °C 60 
นาที 

<100 <100 <100 <100 <100 4.32x104 <100 2.4x104 <100 5.6x103 

นึ่งฆ่าเชื้อ 110 °C 60 
นาที 

2.2x105 6.0x102 7.1x105 1.9x105 
3.1x105 

1.6x105 
4.9x105 

2.8x105 
2.6x105 

3.1x105 

E-beam 25 KGy. <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 
Gamma 25 KGy. <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 <100 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
ตารางที่ 2 ปริมาณเชื้อปนเปื้อนในวัสดุพาฆ่าเชื้อแบบ Gamma 25 KGy. และในวัสดุพาไม่ฆ่าเชื้อ เมื่ออายุ 1 และ120 วนั 
 
 

กรรมวิธี 
1 วัน 120 วัน 

แบคทีเรีย 
(log 10) 

แอคทีโนมัยซีท 
(log10) 

รา 
(log10) 

แบคทีเรีย 
(log 10) 

แอคทีโนมัยซีท 
(log 10) 

รา 
(log 10) 

ไม่ฆ่าเชื้อ 7.67+0.53 7.59+0.47 4.59+0.50 6.05+0.37 7.07+0.10 4.45+0.45 
Gamma 25 KGy. <100 <100 <100 <100 <100 <100 
+ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n= 5) 
 



9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
ผลการทดลองหาวิธีการฆ่าเชื้อวัสดุพาที่ผลิตจากปุ๋ยหมักเปลือกไม้พบว่าวิธีการฆ่าเชื้อแบบฉายรังสี

เป็นวิธีการที่มีการฆ่าเชื้อที่มีประสิทธิภาพทั้งรังสีอิเลคตรอนบีม และรังสีแกมมา ที่ 25 KGy. ซึ่งมีความ
เหมาะสมในพัฒนาการผลิตปุ๋ยชีวภาพเพ่ือให้ได้มาตรฐานตามเกณฑ์ท่ีก าหนดตาม พรบ.ปุ๋ย (ฉบับที่ 2) 
พ.ศ.2550  
 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 ผลจากการทดลองนี้สามารถน าไปต่อยอดในการทดลองการมีชีวิตรอดของเชื้อพีจีพีอาร์ในวัสดุพา
ที่ฆ่าเชื้อแบบต่างๆ และการทดลองการผลิตปุ๋ยชีวภาพพีจีพีอาร์เชิงอุตสาหกรรมต่อไปในปี 2557-2558 
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