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บทคัดย่อ: การเตมิหวัเชือ้จลุนิทรีย์กระตุ้นการเตบิโตพืชลงดนิชว่ยให้พืชเพ่ิมการดดูซบัธาตอุาหารและปุ๋ ยเคมี
จากดนิ สง่ผลให้พืชเตบิโตดีและมีผลผลติเพ่ิมขึน้ อยา่งไรก็ตามหวัเชือ้จลุนิทรีย์มีชีวิตอยูใ่นดนิได้ไมน่านเน่ืองจาก
สภาพแวดล้อมท่ีเปลี่ยนแปลงภายในดิน ดงันัน้การหอ่หุ้มเซลล์จงึเป็นวิธีปอ้งกนัหวัเชือ้จลุนิทรีย์จากสภาวะ
แวดล้อมท่ีไมเ่หมาะสม งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาความเข้มข้นของโซเดียมอลัจิเนตและชนิดของอาหาร
เลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมในการตรึงแบคทีเรีย จากการตรึงแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Bacillus aryabhattai KNB6 
ด้วยโซเดียมอลัจิเนตท่ีความเข้มข้น 1% (w/v) และ 2% (w/v) พบวา่ ประสทิธิภาพการตรึงเซลล์ มีคา่เทา่กบั 
38.83 ± 29.97% และ 86.47 ± 16.88 % ตามล�ำดบั การตรึงแบคทีเรียด้วยโซเดียมอลัจิเนตความเข้มข้น 2% (w/v) 
บม่เลีย้งในอาหาร 3 ชนิด NB TSB และ TYG พบวา่อาหาร TYG ให้ประสทิธิภาพการตรึงแบคทีเรียสงูท่ีสดุ 
เทา่กบั 99.93 ± 0.05%  รองลงมาคือ TSB และ NB เทา่กบั 99.67±0.10% และ 86.47 ± 16.88% ตามล�ำดบั 
อยา่งไรก็ตามความมีชีวิตและการปลดปลอ่ยแบคทีเรียจากอลัจิเนตท่ีตรึงด้วย NB ให้คา่ความมีชีวิตและการ
ปลดปลอ่ยแบคทีเรียสงูกวา่ TSB และ TYG 
ค�ำส�ำคัญ: การหอ่หุ้มเซลล์, อลัจิเนต, แบคทีเรียละลายฟอสเฟต, แบคทีเรียกระตุ้นการเตบิโตพืช

ABTRACT: Plant growth promoting inoculant inoculated directly into plant can stimulates plant 
growth and yield production via enhancement the nutrients absorption from soil or chemical fertilizers. 
However, bacteria viability was limited due to environment changing in the soil. Cell encapsulation 
is a way of protecting microorganisms from inappropriate environment. The aim of this study was to 
investigate the appropriate of sodium alginate concentration and media types for immobilized Bacillus 
aryabhattai KNB6, phosphate solubilizing bacteria. Cell immobilization at concentration of 1% (w/v) 
and 2% (w/v) of sodium alginate showed an encapsulation efficiency at 38.83 ± 29.97% and 86.47 ± 
16.88%, respectively. Encapsulation efficiency of 2% (w/v) sodium alginate cultivated on three types of 
media, NB TSB and TYG was carried out. The TYG gave the highest immobilization efficiency at 99.93 ± 
0.05, followed by TSB and NB at 99.67 ± 0.10% and 86.47 ± 16.88%, respectively, Nevertheless, viability 
and bacteria releasing from 2% (w/v) alginate with NB had higher than TSB and TYG.
Keyword: encapsulation cell, alginate, phosphate-soluble bacteria, plant growth promoting bacteria

แก่นเกษตร 47 (ฉบับพิเศษ 1) : (2562). KHON KAEN AGR. J. 47 (SUPPL. 1) : (2019).



					      แก่นเกษตร 47 (ฉบับพิเศษ 1) : (2562).1698

บทน�ำ

สารชีวภาพกระตุ้ นการเติบโตพืช (plant 
biostimulant) หมายถงึ จลุนิทรีย์หรือสารใดๆ เม่ือ
น�ำมาใช้กับพืชแล้วจะช่วยกระตุ้ นขบวนการทาง
ธรรมชาตภิายในต้นพืชให้มีการดดูซบัปุ๋ ย (nutrient 
uptake) ทนตอ่สภาพแวดล้อม (abiotic stress) 
และเพ่ิมคณุภาพของผลผลติ ในชว่ง 20 ปี ท่ีผา่นมา 
หวัเชือ้จลุนิทรีย์ (microbial inoculants) เป็นกลุม่
หนึ่งของสารชีวภาพกระตุ้นการเติบโตของพืชท่ีได้
รับความนิยมในประเทศท่ีพฒันาแล้วน�ำมาใช้ร่วม
กบัพืชเศรษฐกิจหลายชนิด เชน่ ข้าว ข้าวโพด และ
มะเขือเทศ เน่ืองจากข้อวิตกกงัวลด้านความปลอดภยั
ตอ่เกษตรกร ผู้บริโภคและสิง่แวดล้อม ดงันัน้ใน
ปัจจุบนัจึงมีการศึกษาเก่ียวกับหัวเชือ้จุลินทรีย์ดงั
กลา่วเป็นจ�ำนวนมาก โดยเฉพาะจลุนิทรีย์กระตุ้น
การเตบิโตพืชในกลุม่ plant growth-promoting 
rhizobacteria (PGPR) (Kloepper et al., 1989) 
และ plant growth-promoting bacteria (PGPB) 
จลุนิทรีย์กระตุ้นการเตบิโตพืชสามารถคดัแยกได้จาก
ดนิบริเวณรอบรากพืช (rhizophere) (Bashan et al., 
2014) เม่ือน�ำจลุนิทรีย์มาใช้ปลกูร่วมกบัเมลด็พืช ฉีดพน่
บริเวณผิวพืชหรือน�ำมาผสมในดนิ จลุนิทรีย์จะชว่ย
เพ่ิมธาตอุาหารให้ดนิ เพ่ิมมวลน�ำ้หนกั เพ่ิมพืน้ท่ีผิว
ราก และเพ่ิมการดดูซบัธาตอุาหารท่ีเป็นประโยชน์
ให้แก่พืช (Vessey, 2003) อยา่งไรก็ตาม การเตมิหวั
เชือ้จลุินทรีย์กระตุ้นการเติบโตพืชลงดินโดยตรงส่ง
ผลกระทบตอ่ความมีชีวิตของจลุนิทรีย์ เน่ืองจาก
จุลินทรีย์ไม่สามารถทนอยู่ในสภาพแวดล้อมท่ีไม่
เหมาะสมของดนิปลกู ดงันัน้ในปัจจบุนัมีการน�ำ
เทคโนโลยีการตรึงเซลล์ หรือ encapsulation มา
ประยุกต์ใช้เพ่ือช่วยป้องกันจุลินทรีย์จากสภาพ
แวดล้อมของดิน ท�ำให้จลุนิทรีย์สามารถมีชีวิตรอด
อยูใ่นดนิ และมีปริมาณเพียงพอตอ่การสร้างสาร
เพ่ือชว่ยสง่เสริมการเจริญเตบิโตของพืช จากงาน
วิจยัของ วรรณทกาญจน์ และคณะ (2559) ได้คดั
แยกแบคทีเรีย Bacillus aryabhattai KNB6 ซึง่เป็น
แบคทีเรียกลุม่ PGPR จากดนิรอบรากพืช แบคทีเรีย
มีคณุสมบตัใินการกระตุ้นการเตบิโตพืช ได้แก่ การ

ละลายฟอสเฟต ผลติฮอร์โมนออกซนิ สร้างสารไซเดอร์
โรฟอร์ และชว่ยสง่เสริมการเตบิโตของต้นข้าวหอมไชยา
ในระดับหลอดทดลองได้ดี ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึงมี
วตัถปุระสงค์เพ่ือตรึงแบคทีเรีย Bacillus aryabhattai 
KNB6 ด้วยโซเดียมอลัจิเนต ทดสอบความมีชีวิตและ
การปลดปลอ่ยแบคทีเรียออกจากอลัจิเนต เพ่ือเป็น
ข้อมลูพืน้ฐานในการพฒันาสตูรหวัเชือ้แบคทีเรียใน
เชิงอตุสาหกรรมตอ่ไป

วธีิการศกึษา

การเตรียมหวัเชือ้
น�ำแบคทีเรียละลายฟอสฟอต Bacillus aryabhattai 

KNB6 ขีดลงบนอาหาร Nutrient agar (NA) ย้าย
เลีย้งโคโลนีเด่ียวลงอาหาร Nutrient broth (NB) 
ปริมาตร 3 มล. บม่เขยา่ท่ีอณุหภมิู 30 °C เวลา 18 
ชม. ถ่ายเชือ้ปริมาตร 0.5 มล. ลงอาหาร NB 
ปริมาตร 50 มล. บม่เขยา่ท่ีสภาวะเดมิ 18 ชม. เม่ือ
ครบเวลาแบ่งสารละลายแบคทีเรียเพ่ือหาปริมาณ
แบคทีเรียเร่ิมต้นด้วย total plate count (N

0
) และน�ำ

สารละลายแบคทีเรียท่ีเหลือป่ันตกเซลล์ท่ี ความเร็ว 
5,000 รอบตอ่นาที นาน 10 นาที ล้างเซลล์ด้วย 
0.85% (w/v) โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ปริมาตร 500 
มล. 2 รอบ จากนัน้ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 0.85% 
(w/v) NaCl ปริมาตร 5 มล. เก็บสารละลาย
แบคทีเรียดงักลา่วไว้เพ่ือใช้เป็นหวัเชือ้เร่ิมต้นในการ
ตรึงด้วยอลัจิเนต

การตรึงเซลล์ด้วยอัลจเินต
ตรึงเซลล์ตามวิธีการของ Bashan et al. (2002) 

น�ำสารละลายแบคทีเรียข้างต้น ปริมาตร 5 มล. 
ผสมด้วยโซเดียมอลัจิเนต (NaAlg) ปริมาตร 40 มล. 
ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้าย 2% (w/v) จากนัน้ผสม 
Skim milk ปริมาตร 5 มล. ให้ได้ความเข้มข้นสดุท้าย 
1% (w/v) คนสารละลายให้เข้ากนัท่ีอณุหภมิูห้อง 10 นาที  
น�ำสารละลายบรรจลุงหลอดฉีดยาขนาด 1 มล. (หวั
เข็ม 0.3 มม.) หยดเมด็อลัจิเนตในสารละลาย 0.1 M 
แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl

2
) คนให้เมด็เจลขึน้รูป 30 นาที 

เม่ือครบเวลาแยกเม็ดอลัจิเนตออกจากสารละลาย 



KHON KAEN AGR. J. 47 (SUPPL. 1) : (2019).		  1699

และล้างด้วย 0.85% (w/v) NaCl 2 รอบ น�ำเมด็อลัจิ
เนตบม่ในอาหาร NB 3 ชว่งเวลา ดงันี ้คือ 4 ชม.  8 
ชม. และ 18 ชม. ตามล�ำดบั เม่ือครบเวลาแยกเมด็
อลัจิเนตจากอาหาร NB และล้างด้วย 0.85% (w/v) 
NaCl 2 รอบ ซบัน�ำ้ด้วยกระดาษทิชชผูา่นการฆา่
เชือ้ แบง่เมด็อลัจิเนตท่ีได้หาปริมาณแบคทีเรียภาย
หลงัการตรึง (N

f
) ด้วยวิธี total plate count  ชัง่น�ำ้หนกัสด 

วดัขนาดเมด็ และน�ำเมด็อลัจิเนตสว่นท่ีเหลอือบแห้ง 
โดยอบท่ีอณุหภมิู 40 °C เป็นเวลา 18 ชม. เม่ือครบเวลา
ชัง่น�ำ้หนกัแห้ง วดัขนาด และเก็บรักษาในภาชนะ
ปิดแนน่สนิทปอ้งกนัความชืน้อณุหภมิู 4 °C เพ่ือใช้
ทดสอบความมีชีวิตและการปลดปลอ่ยแบคทีเรียจา
กอลัจิเนต

ความมีชีวติของแบคทเีรียภายหลังการท�ำแห้ง  
ทดสอบความมีชีวิตของเซลล์ตามวิธีการของ 

Bashan et al. (2002) ดงันี ้น�ำเมด็อลัจิเนตแห้ง 0.1 
ก. แชใ่น 0.85% (w/v) NaCl ปริมาตร 4 มล. บม่
เขยา่ท่ีอณุหภมิู 30 °C เป็นเวลา 2 ชม. วดัปริมาณ
แบคทีเรียด้วย total plate count และค�ำนวณ
หาความมีชีวิตของแบคทีเรีย (CFU/g)

ค�ำนวณประสิทธิภาพการตรึงแบคทเีรีย
	 ค�ำนวณค่าเปอร์เซ็นต์ประสิทธิภาพการ

ตรึงแบคทีเรีย (Encapsulation efficiency) ดงันี ้
Encapsulation efficiency (%) = (N

0
-N

f
)/N

0
 x100

	 N
0 

= ความมีชีวิตของแบคทีเรียเร่ิมต้น 
(CFU/ml), N

f 
= ความมีชีวิตของแบคทีเรียในอลัจิ

เนตแบบสด (CFU/g)

การปลดปล่อยแบคทเีรียจากอัลจเินต
น�ำเม็ดอลัจิเนตแห้งวดัการปลดปล่อยตามวิธี

การของ He et al. (2015) ดงันี ้น�ำเมด็อลัจิเนต 0.1 
ก. แชใ่น 0.85% (w/v) NaCl ปริมาตร 10 มล. บม่
เขยา่ท่ีอณุหภมิู 30 °C เวลา 2 ชม. แบง่สารละลาย
ปริมาตร 0.1 มล. เพ่ือหาปริมาณเซลล์แบคทีเรียท่ีมี
ชีวิตด้วย total plate count (T

0
) ค�ำนวณปริมาณ

แบคทีเรีย (CFU/g) วดัปริมาณแบคทีเรียท่ีปลด
ปลอ่ยออกมาทกุ 1, 2, 3, 5, 10 และ 15 วนั

ความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนตที่เหมาะสม
ต่อการตรึงแบคทเีรีย

น�ำสารละลายแบคทีเรียตรึงด้วยโซเดียมอลัจิ
เนต 2 ความเข้มข้น คือ 1% (w/v) และ 2% (w/v)  
บม่ในอาหาร NB เป็นเวลา 4 ชม. เม่ือครบเวลาแยก
เมด็อลัจิเนตออกจากอาหาร NB และล้างด้วย 0.85% 
NaCl น�ำเมด็อลัจิเนตท่ีได้เก็บข้อมลูน�ำ้หนกัสด น�ำ้หนกั
แห้ง วดัขนาดเม็ดอลัจิเนตแบบสด แบบแห้ง และ
ค� ำนวณค่า เปอ ร์ เซ็น ต์ประสิท ธิภาพการต รึง
แบคทีเรีย
ชนิดของอาหารที่เหมาะสมต่อการตรึงแบคทเีรีย 
ด้วยอัลจเินต

ตรึงเซลล์แบคทีเรียด้วยสารละลายโซเดียมอลั
จิเนตท่ีความเข้มข้น 2% (w/v) ตามวิธีท่ีกลา่วมา
ข้างต้น น�ำเมด็อลัจิเนตท่ีผา่นการตรึงบม่ในอาหาร 
3 ชนิด ดงันี ้NB, Trypticase soy broth (TSB) และ 
Tryptone yeast extract glucose (TYG) เป็นเวลา 
4 ชม. เม่ือครบเวลาแยกเมด็อลัจิเนตออกจาก
อาหาร ล้างด้วย 0.85% (w/v) NaCl น�ำเมด็อลัจิเนต
ท่ีได้เก็บข้อมลูน�ำ้หนกัสด น�ำ้หนกัแห้ง วดัขนาดเมด็
อลัจิเนตแบบสด แบบแห้ง ค�ำนวณคา่เปอร์เซน็ต์
ประสิทธิภาพการตรึงแบคทีเรียและการปลดปล่อย
แบคทีเรียจากอลัจิเนต 

การวเิคราะห์ผล
วิเคราะห์คา่เบ่ียงเบนมาตรฐานโดยใช้ T-Test 

และวิเคราะห์ข้อมลูความแปรปรวนโดยใช้ ANOVA 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยชุดการ
ทดลองด้วยวิธี Duncan ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 
เปอร์เซน็ต์ (P<0.05) โดยใช้โปรแกรม SPSS 

ผลการศกึษา

ช่วงเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเมด็อัลจเินต
ตรึงแบคทีเรียด้วยสารละลายอัลจิเนตความ

เข้มข้น 2% (w/v) และบม่ในอาหาร NB 3 ชว่งเวลา 
พบวา่ การบม่เมด็อลัจิเนตเป็นเวลา 18 ชม. อลัจิ
เนตไมส่ามารถคงรูปเป็นเม็ดได้หลงัการอบแห้งและ
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เมด็เจลเปลี่ยนเป็นสีน�ำ้ตาลเข้ม สว่นการบม่เมด็ อลั
จิเนตเป็นเวลา 4 ชม. และ 8 ชม. อลัจิเนตเกิดการคง
รูปเป็นเม็ดได้ดีและเม็ดคงสภาพเดิมภายหลงัการ
อบแห้ง ดงันัน้ทางผู้  วิจยัจงึปรับชว่งเวลาในการ
ศกึษาการบม่ในอาหารเป็น 2 ชว่งเวลา คือ  4 ชม. 
และ 8 ชม. พบวา่ การบม่เมด็อลัจิเนต 4 ชม. ให้คา่
เฉลี่ยของขนาดเมด็สดเลก็ท่ีสดุเทา่กบั 0.85 ± 0.10 
มม. และการบม่ท่ี 8 ชม. ให้คา่เฉลี่ยของขนาดเมด็
แห้งอยูท่ี่ 0.10 ± 0.06 มม. ตามล�ำดบั เม่ือพิจารณา
ขนาดเมด็อลัจิเนตแบบสดทัง้ 2 ชว่งเวลา พบวา่ 
เมด็อลัจิเนตท่ีบม่ 4 ชม. จะมีขนาดเลก็กวา่เมด็อลัจิ
เนตท่ีบม่ 8 ชม. ทัง้นีเ้พราะเมด็อลัจิเนตท่ีบม่ 8 ชม. 
มีการดดูซบัน�ำ้มากกวา่การบม่ท่ี 4 ชม. อยา่งไร
ก็ตามขนาดของเมด็  อลัจิเนตแบบแห้งบม่ท่ี 4 ชม. 
มีขนาดใหญ่กวา่การบม่ท่ี 8 ชม. ไมมี่ความแตกตา่ง
ทางสถิต ิ(P>0.05) (Table 1) 

จากการวิเคราะห์ระยะเวลาในการบ่มต่อ
ความมีชีวิตของแบคทีเรียภายในเม็ดอัลจิเนตสด
และแห้งพบวา่ เมด็อลัจิเนตบม่ท่ี 4 ชม. แบคทีเรีย
ยงัคงความมีชีวิตอยูภ่ายในเม็ดสดภายหลงัการตรึง
และเม็ดแห้งภายหลงัการอบแห้งได้ดีกว่าการบ่มท่ี 
8 ชม. โดยให้คา่เฉลี่ยความมีชีวิตของแบคทีเรีย
เทา่กบั 5.93 ± 0.70 CFU/g, 7.93 ± 0.73 CFU/g 
ตามล�ำดบั และจะเหน็ได้วา่การบม่เมด็อลัจิเนตใน
อาหาร NB ทัง้ 2 ชว่งเวลา สามารถคงความมีชีวิต
และจ�ำนวนแบคทีเรียในเม็ดอัลจิเนตแบบสดและ
แบบแห้งได้ดี ไมมี่ความแตกตา่งทางสถิต ิ(P>0.05) 
(Table 1) และจากการวิเคราะห์ระยะเวลาในการ
บม่ตอ่ประสทิธิภาพการตรึงแบคทีเรีย พบวา่ การ
บม่เมด็อลัจิเนตท่ี 8 ชม. ให้คา่ประสทิธิภาพการตรึง
แบคทีเรียสงูกวา่การบม่ท่ี 4 ชม. โดยให้คา่การตรึง
อยูท่ี่ 96.68 ± 0.86% และ 86.47 ± 16.88% ตาม

Table 1 Characteristics of Bacillus aryabhattai KNB6 capsules and encapsulation efficiency.

Time Alginate 
(%)

Wet size
(mm.)

Dry size
(mm.)

Wet Viability log 
(CFU/g)

Dry Viability 
log (CFU/g)

Encapsulation 
efficiency (%)

4 hr. 2 0.85 ± 0.10 0.53 ± 0.07 5.93 ± 0.70 7.93 ± 0.73 86.47 ± 16.88b

8 hr. 2 1.29 ± 0.14 0.10 ± 0.06 5.78 ± 0.65 6.89 ± 1.12 96.68 ± 0.86a

P<0.05 ns ns ns ns *

* Statistically significant at P<0.05. ns; not Statistically significant at P<0.05. 

Figure 1 Releasing of Bacillus aryabhattai KNB6 from alginate capsules after incubating at 4 and 8 hr.
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ล�ำดบั มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ
(P<0.05) วิเคราะห์ระยะเวลาในการบม่ตอ่การปลด
ปลอ่ยแบคทีเรียระยะ 15 วนั พบวา่ การบม่เมด็อลัจิ
เนตท่ี 4 ชม. และ 8 ชม. ให้คา่การปลดปลอ่ย
แบคทีเรียไมแ่ตกตา่งกนั (Figure 1) จากการ
วิเคราะห์ข้อมลูทางสถิตข้ิางต้น พบวา่การบม่เมด็
อลัจิเนตทัง้ 2 ชว่งเวลา คือ  4 ชม. และ 8 ชม. ให้คา่
ผลการทดลองท่ีไมแ่ตกตา่งกนั ดงันัน้ทางผู้วิจยัจงึ

เลือกใช้การบม่เมด็อลัจิเนตท่ี 4 ชม. เพ่ือใช้ในการ
ศกึษาระดบัความเข้มข้นของอลัจิเนต และชนิดของ
อาหารเลี ย้ง เ ชื อ้ ท่ี เหมาะสมในการตรึง เซลล์
แบคทีเรีย 

ความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนตที่เหมาะสม
ต่อการตรึงแบคทเีรีย

เ ม่ื อ น� ำ ส า ร ล ะ ล า ย แ บ ค ที เ รี ย ต รึ ง ด้ ว ย

Table 2 Characteristics of Bacillus aryabhattai KNB6 capsules prepared on various NaAlg concentration. 

Alginate (%) Medium Wet size (mm.) Dry size (mm.) Encapsulation efficiency (%)

1 NB 1.09 ± 0.08 0.78 ± 0.08 38.83 ± 29.97
2 NB 0.85 ± 0.10 0.53 ± 0.07 86.47 ± 16.88

P>0.05 ns ns ns ns

* Statistically significant at P<0.05. ns; not Statistically significant at P<0.05. 

สารละลายโซเดียมอลัจิเนต 2 ความเข้มข้น พบวา่ 
ขนาดของเม็ดอัลจิเนตท่ีตรึงด้วยโซเดียมอัลจิเนต 
ความเข้มข้น 1% (w/v) และ 2% (w/v) ทัง้แบบสด
และแห้งให้คา่เฉลี่ยขนาดเมด็อลัจิเนตอยูท่ี่ 1.09 ± 
0.08, 0.78 ± 0.08, 0.85 ± 0.10 และ 0.53 ± 0.07 
มม. ตามล�ำดบั เหน็ได้วา่การตรึงเซลล์ด้วย 2% 
(w/v) โซเดียมอลัจิเนตให้ขนาดเมด็อลัจิเนตทัง้แบบ
สดและแห้งเลก็กวา่การตรึงด้วย 1% (w/v) โซเดีย
มอลัจิเนต เม่ือวิเคราะห์ความเข้มข้นของโซเดียมอลั
จิเนตตอ่ประสทิธิภาพในการตรึงเซลล์ พบวา่การ
ตรึงเซลล์ด้วย 2% (w/v) โซเดียมอลัจิเนต ให้คา่
ประสิทธิภาพในการตรึงสูงกว่าการตรึงเซลล์ด้วย 
1% (w/v) โซเดียมอลัจิเนต เทา่กบั 86.47 ± 16.88% 
(Table 2) 

ชนิดของอาหารที่เหมาะสมต่อการตรึงแบคทเีรีย 
ด้วยอัลจเินต

ตรึงสารละลายแบคทีเรียด้วยสารละลายโซ
เดียมอลัจิเนตความเข้มข้น 2% (w/v) และน�ำไปบม่
ในอาหาร 3 ชนิด เพ่ือทดสอบอาหารท่ีเหมาะสมใน
การตรึงเซลล์แบคทีเรีย พบวา่ขนาดของเมด็อลัจิ

เนตท่ีบม่ด้วยอาหารทัง้ 3 ชนิด คือ NB, TSB และ 
TYG มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ
(P<0.05) โดยเมด็อลัจิเนตท่ีบม่ในอาหาร NB จะให้
ขนาดของเม็ดอลัจิเนตแบบสดและแห้งเล็กกว่าเม็ด
อลัจิเนตท่ีบม่ในอาหาร TSB และ TYG โดยให้คา่
เฉลี่ยของขนาดเมด็อลัจิเนตเทา่กบั 0.85 ± 0.10 
และ 0.53 ± 0.07 มม. ตามล�ำดบั จากการวิเคราะห์
คา่ความมีชีวิตของแบคทีเรียท่ีบม่ในอาหาร 3 ชนิด 
พบวา่ การบม่ในอาหาร NB แบคทีเรียยงัคงความมี
ชีวิตอยู่ภายในเม็ดแห้งหลงัการอบได้ดีกว่าการบ่ม
ในอาหาร TSB และ TYG โดยให้คา่เฉลี่ยความมี
ชีวิตของแบคทีเรียเทา่กบั 7.93 ± 0.42 CFU/g ไมมี่
ความแตกตา่งทางสถิต ิ(P>0.05) และเม่ือวิเคราะห์
ประสทิธิภาพการตรึงเซลล์ด้วยอาหารทัง้ 3 ชนิด 
พบวา่ อาหาร TYG ให้คา่ประสทิธิภาพการตรึงเซลล์
สงูท่ีสดุถงึ 99.93 ± 0.05% รองลงมาคืออาหาร TSB 
และ NB ให้คา่ประสทิธิภาพการตรึงเทา่กบั 99.67 ± 
0.10% และ 86.47 ± 16.88% ซึง่จะเหน็วา่การใช้
อาหาร NB ให้คา่ประสทิธิภาพในการตรึงเซลล์ได้
น้อยกวา่อาหารชนิดอ่ืน ไมพ่บความแตกตา่งกนั
อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ (Table 3) อยา่งไรก็ตาม 
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เม่ือวิเคราะห์ชนิดของอาหารต่อการปลดปล่อย
แบคทีเรียพบวา่ อาหาร NB ให้คา่การปลดปลอ่ย
แบคทีเรียอยา่งสม�่ำเสมอตลอดระยะเวลา 15 วนั 
โดยจะพบวา่ในชว่งวนัท่ี 1, 10 และวนัท่ี 15  แบคทีเรีย
ท่ีบม่ในอาหาร NB จะมีการปลดปลอ่ยออกมาได้
มากกวา่อาหาร TSB และ TYG ซึง่มีความแตกตา่ง
อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ(P<0.05) (Figure 2) 

วจิารณ์

จากการตรึงแบคทีเรีย Bacillus aryabhattai 
KNB6 ด้วยโซเดียมอลัจิเนตความเข้มข้น 2% (w/v) 
และบม่ในอาหารด้วยชว่งเวลาท่ีตา่งกนั พบวา่ การ
บม่เมด็อลัจิเนตเป็นเวลา 18 ชม. ท�ำให้เม็ดอลัจิเนต

ไมส่ามารถคงรูปได้ภายหลงัการอบแห้ง เน่ืองจาก
การบ่มเม็ดอัลจิเนตในอาหารเหลวเป็นเวลานาน 
ท�ำให้น�ำ้ซมึผา่นเข้าเมด็อลัจิเนตมากขึน้ ซึง่สง่ผล
ตอ่ความเข้มข้นของอลัจิเนตภายในเมด็ลดลง และ
ด้วยปริมาณน�ำ้ท่ีมากขึน้ท�ำให้ต้องเพ่ิมระยะเวลาใน
การอบแห้งนานขึน้ ปัจจยัดงักลา่วสง่ผลตอ่การคง
รูปของเม็ดอลัจิเนตภายหลงัการอบแห้ง สว่นขนาด
ของเมด็อลัจิเนตแห้งบม่ท่ี 4 ชม. มีขนาดของเม็ดอลั
จิเนตแห้งใหญ่กวา่การบม่ท่ี 8 ชม. อาจเน่ืองจาก
การบม่นาน 8 ชม. ต้องใช้เวลาในการอบแห้งนาน
กว่าจึงส่งผลต่อขนาดของเม็ดภายหลงัการอบแห้ง 
อยา่งไรก็ตาม พบวา่การบม่เมด็เจลในอาหาร NB 
หลงัการตรึงแบคทีเรียก่อนการท�ำแห้ง สามารถ
รักษาความมีชีวิตและจ�ำนวนเซลล์แบคทีเรียภายใน

Figure 2 Releasing of Bacillus aryabhattai KNB6 from alginate capsules after cultivating on various 
media (NB, TSB, TYG).

Table 3 Characteristics of Bacillus aryabhattai KNB6 capsules prepared on various media.

Alginate (%) Medium Wet size (mm.) Dry size (mm.) Dry Viability 
log (CFU/g)

Encapsulation efficiency 
(%)

2 NB 0.85 ± 0.10c 0.53 ± 0.07c 7.93 ± 0.42 86.47 ± 16.88
2 TSB 1.10 ± 0.08a 0.57 ± 0.05b 6.70 ± 0.55 99.67 ± 0.10
2 TYG 0.95 ± 0.07b 0.60 ± 0.00a 6.75 ± 0.12 99.93 ± 0.05

P>0.05 * * ns ns

* Statistically significant at P<0.05. ns; not Statistically significant at P<0.05. 
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เม็ดอลัจิเนตได้ดีกว่าการไม่บ่มเลีย้งเม็ดอลัจิเนตใน
อาหาร จากการเปรียบเทียบการปลดปลอ่ยแบคทีเรีย
กบัระยะเวลาในการบม่ พบวา่ การบม่ทัง้ 2 ชว่ง
เวลาให้คา่การปลดปลอ่ยแบคทีเรียท่ีไมแ่ตกตา่งกนั 
ผู้วิจยัจงึแนะน�ำการบม่ท่ี 4 ชม. เพ่ือประหยดัเวลา

จากการตรึงเซลล์ด้วยโซเดียมอลัจิเนตความ
เข้มข้น 1% (w/v) และ 2% (w/v) พบวา่ ความเข้ม
ข้นของโซเดียมอัลจิเนตมีผลต่อการคงรูปของเม็ด
อลัจิเนตและคา่ประสทิธิภาพการตรึงเซลล์ โดยเมด็
อลัจิเนตท่ีตรึงด้วย 1% (w/v) จะมีลกัษณะแบน ไม่
เป็นทรงกลมและให้คา่ประสทิธิภาพการตรึงเซลล์ต�่ำ 
ทัง้นีเ้พราะสารละลายโซเดียมอลัจิเนตมีความหนืด
ต�่ำ ท�ำให้เมด็อลัจิเนตไมค่งรูป (He et al., 2015) ใน
ขณะท่ีเม็ดอัลจิเนตท่ีตรึงด้วยโซเดียมอัลจิเนต 
ความเข้มข้น 2% (w/v) มีลกัษณะเป็นทรงกลมและ
ให้คา่ประสทิธิภาพการตรึงแบคทีเรียท่ีสงูกวา่ 

จากการน�ำเมด็อลัจิเนตไปบม่ในอาหาร 3 ชนิด 
พบวา่ การบม่ในอาหาร TYG ให้คา่ประสทิธิภาพใน
การตรึงเซลล์สงูกวา่อาหาร NB และ TSB ซึง่ให้ผล
สอดคล้องกบังานของ Bashan et al. (2002) ตรึง
แบคทีเรีย PGPR Azospirillum brasilense ด้วยโซ
เดียมอลัจิเนตความเข้มข้น 2% (w/v) และน�ำไปบม่
ในอาหาร 4 ชนิด พบวา่ อาหาร TYG ให้คา่ความมี
ชีวิตของแบคทีเรียสงูกวา่อาหาร NB อยา่งไรก็ตาม
จากการทดลองนีพ้บวา่อาหาร NB ให้การปลด
ปลอ่ยแบคทีเรียดีกวา่อาหาร TYG และ TSB 
นอกจากนี ้ NB มีสว่นประกอบของอาหารท่ีไมซ่บั
ซ้อนเม่ือเทียบกบัอาหารชนิดอ่ืน จงึมีความเหมาะ
สมในการใช้เตรียมเม็ดอลัจิเนตตรึงแบคทีเรียในเชิง
อตุสาหกรรม 

การตรึงเซลล์ด้วยโซเดียมอลัจิเนตให้ได้เม็ดอลั
จิเนตขนาดเลก็ในระดบัไมโครอลัจิเนต โดยมีขนาด
เทา่กบั 0.05-0.20 มม. เป็นขนาดท่ีเหมาะสมตอ่การ
แพร่กระจายของออกซเิจน สารอาหาร และสารเม
ทาบอไลต์ตา่งๆ ได้ดีซึง่ชว่ยเพ่ิมความมีชีวิตของ
เซลล์ท่ีถกูตรึง ในขณะท่ีเซลล์ท่ีตรึงในเมด็เจลขนาด
ใหญ่จะมีปริมาณเซลล์และความมีชีวิตต�่ำกว่า 
นอกจากนีห้ากขนาดของเม็ดอลัจิเนตมีลกัษณะเลก็
คล้ายผงแปง้ จะท�ำให้สามารถประยกุต์ใช้งานได้

งา่ยขึน้ เชน่ สามารถน�ำมาเคลือบกบัเมลด็หรือใช้ใน
การฉีดพน่ใบ ท�ำให้สะดวกแก่การใช้งานของ
เกษตรกรในการหวา่นปลกู และลดคา่ใช้จา่ยในการ
ดแูลแปลง (Bashan et al., 2002) จากการตรึงเซลล์
ด้วยโซเดียมอลัจิเนตความเข้มข้น 2% (w/v) พบวา่ 
ขนาดเมด็อลัจิเนตมีขนาดประมาณ 0.5 มม. ซึง่เป็น
ขนาดเมด็ท่ีใหญ่กวา่ขนาดของไมโครอลัจิเนต ดงั
นัน้จ�ำเป็นต้องศกึษาวิธีการตรึงเซลล์ให้ได้ขนาดเม็ด
ในระดบัไมโครอลัจิเนตตอ่ไป

สรุป

การตรึงแบคทีเรียละลายฟอสเฟตด้วยโซเดีย
มอลัจิเนต ความเข้มข้น 2% (w/v) บม่เลีย้งเมด็อลัจิ
เนตเป็นเวลา 4 ชม. และ 8 ชม. สามารถคงรูปของ
เม็ดไมโครอลัจิเนตได้ดีและให้ค่าประสิทธิภาพการ
ตรึงเซลล์สงู อาหาร NB เป็นอาหารท่ีเหมาะสมใน
การใช้ตรึงเซลล์และบ่มเลีย้งเม็ดอลัจิเนตหลงัการ
ตรึง โดยให้คา่ความมีชีวิตและการปลดปลอ่ย
แบคทีเรียออกจากเมด็อลัจิเนตได้ดีท่ีสดุ
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