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บทคดัย่อ 
การขยายพนัธุพ์ืชดว้ยการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อนัน้ตอ้งมีการลงทนุสงูเนื่องจากการที่ตอ้งใชอ้ปุกรณท์ี่มีราคาแพง โดยเฉพาะ

หม้อนึ่งความดันไอน ้า ดังนั้นงานวิจัยนีจ้ึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารกันเสียและโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

ในการฆ่าเชือ้ในอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ โดยใชส้ารกันเสียความเข้มขน้ 0.25-1.25 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยปริมาตร (v/v) และสาร
โซเดียมไฮโปคลอไรทค์วามเขม้ขน้สดุทา้ย 0.10-0.50 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยปริมาตร (v/v) ของผลิตภณัฑก์ารคา้ แลว้น าอาหารดงักล่าว
ไปเพาะเลีย้งไมน้ า้บเูซปฟาแลนดรา้ที่ปลอดเชือ้โดยไม่มีการนึ่งฆ่าเชือ้อาหาร พบว่าในสตูรอาหารที่ใส่สารกันเสียและโซเดียมไฮโป-
คลอไรทส์ามารถเพิ่มจ านวนยอดไดใ้นทุกความเขม้ขน้และไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ โดยใหจ้ านวนยอดเฉลี่ย 6.0±0.70-
6.8±0.70 ยอด แต่มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่นรอ้ยละ 95 (P>0.05) กับสูตรอาหารที่นึ่งฆ่าเชือ้ที่ใหจ้ านวนยอดเฉลี่ย 

4.0±0.07-4.2±0.44 ยอด โดยอาหารที่ใส่สารกันเสีย 0.25-0.75 เปอรเ์ซ็นตโ์ดยปริมาตร (v/v) พบการปนเปื้อนของเชือ้จุลินทรีย ์
ในขณะที่อาหารที่เติมโซเดียมไฮโปคลอไรทท์ุกความเขม้ขน้ไม่พบการปนเปื้อนของเชือ้ ผลการยืนยนัประสิทธิภาพการฆ่าเชือ้ของ
สารกันเสียและโซเดียมไฮโปคลอไรทท์ี่ใชใ้นการเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อบูเซปฟาแลนดรา้ โดยการน าอาหารเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อที่ไม่พบการปนเปื้อนจลุินทรียม์าใส่บนอาหารแข็งสตูร Luria-Bertani (LB) พบว่า อาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อที่เตรียมโดยใช้
สารกันเสียมีการเจริญของจุลินทรีย ์ขณะที่อาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อที่เตรียมโดยใชโ้ซเดียมไฮโปคลอไรทไ์ม่มีการเจริญของ
เชือ้จลุินทรีย ์ดงันัน้สรุปไดว้่าสารกนัเสียมีฤทธิ์ยบัยัง้การเจริญของจลุินทรียใ์นขณะที่โซเดียมไฮโปคลอไรดมี์ฤทธิ์ฆ่าเชือ้จลุินทรียไ์ด ้
ค าส าคัญ:  บเูซปฟาแลนดรา้  สารกนัเสีย  โซเดียมไฮโปคลอไรท ์ การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่ออย่างง่าย  
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Abstract  
Plant propagation via tissue culture techniques requires a high investment due to the expensive equipment 

especially autoclave. Consequently, the objective of this study was to examine the effectiveness of preservative and 
sodium hypochlorite in sterilizing plant tissue culture media to lower the cost of culturing. Using 0.25 to 1.25% (v/v) 
preservative and final concentration of 0.10-0.50% (v/v) of sodium hypochlorite of commercial product were trialed. 
These media were not autoclaved and then used for culturing the sterile Buceparandra. It was found that in media 
containing preservative and sodium hypochlorite were able to increase the number of shoots at all concentrations and 
there was no statistical difference. The average number of shoots was 6.0±0.70-6.8±0.70 but there was a statistical 
difference from the autoclaved media which yielded 4.0±0.07-4.2±0.44 shoots. The media containing 0.25-0.75% of 
preservative were found to be contaminated with microorganisms while all concentrations of sodium hypochlorite-
containing medium were not contaminated by microorganisms. Confirmation of the antiseptic efficiency of preservative 
and sodium hypochlorite in the preparation of Buceparandra tissue culture media was done by evaluating media 
without microbiological contamination on Luria-Bertani (LB) solid medium. It was discovered that preservative-treated 
tissue culture medium enhanced bacteria growth. While tissue culture medium prepared with sodium hypochlorite did 
not support the growth of germ-free cells, Therefore, it may be concluded that preservatives prevent the growth of 
bacteria, whereas sodium hypochlorite can eliminate microorganisms. 
Keywords: Bucephalandra, preservative, sodium hypochlorite, simple-plant tissue culture 

 
บทน า 

 

เทคนิคเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเป็นอีกเทคนิคที่ไดร้บั
ความนิยมในการขยายพนัธุพ์ืชเป็นอย่างมากในปัจจบุนั 
เนื่องจากเป็นเทคนิคที่สามารถน ามาประยุกตใ์ชส้ าหรบั
การขยายพนัธุพ์ืชพนัธุด์ีใหไ้ดต้น้ที่ปลอดโรค มีลกัษณะ
เหมือนต้นแม่ สามารถผลิตได้เป็นจ านวนมากใน
ระยะเวลาสัน้ ๆ ตน้ที่ไดม้ีความสม ่าเสมอเหมาะส าหรบั
การผลิตในเชิงอุตสาหกรรม (Romadanova, Tolegen, 
Kushnarenko, Zholdybayeva, & Bettoni, 2022) ปัจจุบัน
เทคนิคนีไ้ดถู้กน าไปใชข้ยายพันธุ์พืชหลายชนิด เช่น 
กลว้ยไม ้กลว้ย ออ้ย ไมด้อกไมป้ระดับ และไมโ้ตเร็ว 
เป็นต้น แต่เทคนิคดังกล่าวนี ้มีการน ามาใช้จ ากัด
เฉพาะกับบริษัทใหญ่ ๆ ท าให้กับเกษตรกรหรือ
ผูป้ระกอบการรายย่อยที่สนใจจะใชเ้ทคนิคนีใ้นการ

ขยายพนัธุข์าดโอกาสในการสรา้งอาชีพเนื่องจากเป็น
เทคนิคที่ตอ้งการเงินทุนสูงจึงมีโอกาสเขา้ถึงเทคโนโลยี
ไดย้าก ดังนั้นเพื่อเป็นการส่งเสริมให้เกิดการเขา้ถึง
เทคโนโลยี งานวิจัยนีจ้ึงมีการประยุกต์เทคนิคการ
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเพื่อใหง้่ายต่อการเขา้ถึงของบุคคล
ทั่วไป โดยการศึกษาสารเคมีที่สามารถฆ่าเชื ้อใน
อาหารไดเ้พื่อทดแทนการฆ่าเชือ้อาหารโดยใชห้มอ้นึ่ง
ความดันไอน ้า (autoclave) ซึ่งมีราคาสูง ปัจจุบัน 
มีงานวิจัยที่ศึกษาการใช้สารเคมีในการก าจัดเชื ้อ 
ในอาหารเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื่ อ เช่น ethanol (EtOH), 
sodium hypochlorite (NaClO), mercury chloride 
(HgCl2) แ ล ะ  chlorine dioxide (ClO2 ) เ ป็ น ต้น 
(Chotikadachanarong, 2014; Cardoso, & Imthurn, 
2018; Suaib et al., 2018) หากการปนเป้ือนมีสาเหตมุา
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จากเชือ้ราก็สามารถใชส้ารที่ฆ่าเชือ้ราได้โดยเฉพาะ 
เช่น คารบ์อกซิน เบนโนมิล คารเ์บนดาซิม และคอป-
เปอร์ไฮดรอกไซด์ (Nuchnuanrat, & Jitsatta, 2021) ซึ่ง
สารเคมีแต่ละชนิดจะมีการศึกษาในพืชต่าง  ๆ ถึง
ประสิทธิภาพของสาร เช่น Sookruksawong (2022) 
พบว่าการใช้ไฮเตอรท์ี่ระดับความเข้มข้น 2, 4 และ 6 
มิลลิลิตรต่อลิตร ในอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อมนัเหน็บ 
ไม่พบการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ และ Cardoso, & 
Imthurn (2018) ใช้ ClO2 แทนการนึ่งฆ่าเชื ้ออาหาร
เพาะเ ลี ้ยง เนื ้อ เยื่ อด้วยหม้อนึ่ ง ความดันไอน ้า 
พบว่าอาหารที่ใส่ ClO2  ความเข้มข้น 0.0035-0.0105 
เปอร์เซ็นต์  สามารถก าจัดเชื ้อในอาหารเพาะเลี ้ยง 
เยอบีร่าได้ 100 เปอรเ์ซ็นต์ นอกจากสารเคมีต่าง ๆ 
เหล่านีแ้ลว้ยงัมีสารกลุ่ม plant preservative mixtureTM 
หรือที่เรียกว่า PPMTM ซึ่งเป็นสารที่สามารถควบคุม 
การปนเป้ือนเชือ้ในอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อได ้สามารถ
ฆ่าเซลล์แบคทีเรียและเชื ้อรา ป้องกันการงอกของ
สปอรเ์ชือ้ราในการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ โดยใน PPMTM 
ประกอบไปดว้ยสารหลายชนิด คือ 5-chloro 2-methyl 3 
(2H) isothiazolone, 2-methyl-3 (2H) isothiazolone, 
magnesium chloride, magnesium nitrate, potassium 
sorbate และ sodium benzoateisothia แต่สาร PPMTM 

มีราคาค่อนข้างสูงหากน ามาใช้จะเป็นการเพิ่ม 
ตน้ทุนของการท าธุรกิจ นอกจากนีส้ารกันเสียเป็นอีก
ทางเลือกในการน ามาใช้เพื่อยับยั้งเชื ้อจุลินทรีย์ใน
อาหารส าหรับเพาะเลี ้ยงเนื ้อ เยื่อ  ซึ่ งสารกันเสีย 
มี ส่วนประกอบของสาร เคมี เหมือนกับ  PPMTM  

แต่ราคาถูกกว่า ดังนั้นในงานวิจยันี ้จึงน าสารกันเสีย 
มาประยกุตใ์ชก้บัการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ เนื่องจากสาร
ที่ เป็นส่วนประกอบในสารกันเสียที่ประกอบด้วย 

methyl chloro isothiazolinone,  methyl 
isthiazolinone, magnesium chloride และ magnesium 

ออกฤทธ์ิโดยการยับยั้งเอนไซม์ท่ีใช้ในกลไกของ 
วฏัจกัรเครบส ์(Krebs cycle) และการขนส่งอิเล็กตรอน 
(electron transport chain) ท า ให้แบคที เ รี ยและ 
เชื ้อราไม่สามารถเจริญเติบโตได้ และตายในที่สุด 
(Compton, & Koch, 2001)  

บู เซปฟาแลนดร้า  (Bucephalandra spp.) 
เป็นไมน้ า้อีกชนิดหนึ่งที่เริ่มไดร้บัความนิยม มีความ
ตอ้งการเพิ่มขึน้เรื่อย ๆ และมีมลูค่าสงู บเูซปฟาแลนดรา้
เป็นพืชน ้าเฉพาะถิ่นของเกาะบอรเ์นียว และเป็นที่
นิยมมากในกลุ่มผูท้ี่ชื่นชอบพนัธุไ์มน้ า้ของโลก และใช้
เป็นไมป้ระดบัในงานออกแบบภูมิทศันน์ า้ (Nugraha 
et al., 2022) มีลกัษณะเด่น คือ มีจุดสว่างหรือที่เรียกว่า
มกุบนใบ จากลกัษณะเด่นดงักล่าวจึงท าใหร้าคาขาย
ต่อต้นของพรรณไม้น ้าชนิดนี ้สูงมาก (Laohavisuti, 
Ruangdej, Seesanong, & Wangwibulkit, 2018) 
ดังนั้นจึงเป็นที่มาของงานวิจัยนี ้โดยมีวัตถุประสงค  ์
เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารกันเสียและสาร 
ไฮโปคลอไรท์ในการฆ่าเชื ้อจุ ลินทรีย์ในอาหาร
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อแทนการนึ่งโดยใชห้มอ้นึ่งความดนั
ไอน า้ ถา้สามารถขยายพนัธุไ์มน้ า้ชนิดนีโ้ดยใชว้ิธีการ
ดังกล่าวได้จะเป็นอีกทางเลือกหนึ่งให้กับผู้ที่สนใจ 
การขยายพันธุ์พืชชนิดนี ้แต่ไม่มีเงินทุนซื ้อหม้อนึ่ง 
ความดันไอน ้า และจะเป็นการเพิ่มรายได้ให้กับผู้ที่
สนใจที่เป็นเกษตรกรรายย่อยได ้
 

วิธีการศึกษา 
1. การเตรียมเนื ้อเยื่อต้นบูเซปฟาแลนดรา้ 

(wavy green) 
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น าตน้พนัธุไ์มน้ า้บเูซปฟาแลนดรา้ มาเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อ โดยน าตน้มาลา้งดว้ยน า้สะอาด แลว้น าชิน้ส่วน
ยอดไมน้ า้บูเซปฟาแลนดรา้ ลงแช่ในแอลกอฮอล ์70 
เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 1 นาที แลว้ฟอกฆ่าเชือ้ดว้ยสาร
ฟอกขาวที่มีโซเดียมไฮโปคลอไรทเ์ขม้ขน้ 6 เปอรเ์ซ็นต ์
จ านวน 2 ครั้ง โดยครั้งที่  1 ฟอกด้วยสารฟอกขาว
ความเข้มข้น 20 เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 10 นาที และ
ฟอกฆ่าเชือ้ครัง้ที่ 2 ดว้ยสารฟอกขาว ความเขม้ขน้ 10 
เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัน้ลา้งเนือ้เยื่อ
ดว้ยน า้ปลอดเชือ้ 2 ครัง้ ๆ ละ 1 นาที น าเนือ้เยื่อมาตดั
ส่วนที่ถูกท าลายดว้ยสารฟอกขาว ตดัใหเ้หลือเฉพาะ
ส่วนยอดและฐานของส่วนยอด น าไปวางเลีย้งบน
อาหาร MS (Murashige, & Skoog, 1962) ที่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต N6-benzyladenine (BA) 
และ 1-naphthalene acetic acid (NAA) ที่ระดบัความ
เขม้ขน้ 2 และ 0.50 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามล าดบั เป็นเวลา 
45 วัน หลังจากนั้นแยกยอดไมน้ า้บูเซปฟาแลนดรา้ 
ที่จะใชใ้นการทดลองที่ 2 มาเพาะเลีย้งในอาหารเหลว
ส าหรับเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื่อพืชสูตร MS ที่ เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่และ NAA ที่ระดับ
ความเขม้ขน้ 2 และ 0.50 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามล าดบั 
เพาะเลีย้งในสภาพแสง 55 ไมโครโมลต่อตารางเมตร
ต่อวินาที  โดยให้แสงเป็นเวลา 16 ชั่ วโมงต่อวัน ที่
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สัปดาห์
ตรวจสอบสภาพการปลอดเชือ้ 

2. การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชโดยการ
ฆ่าเชือ้ดว้ยสารกนัเสียและสารโซเดียมไฮโปคลอไรท ์

เตรียมอาหารเหลวส าหรบัเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ
พืชสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต  BA 
และ NAA ที่ระดับความเขม้ขน้ 2 และ 0.50 มิลลิกรมั

ต่อลิตร ตามล าดบั รว่มกบัสารกนัเสียที่มีส่วนประกอบ
ของ methyl chloro isothiazolinone, methyl isthiazolinone, 
magnesium chloride และ magnesium nitrate โดย
ใส่สารกนัเสียใหค้วามเขม้สดุทา้ยเป็น 0, 0.25, 0.50, 
0.75, 1.00 และ 1.25 เปอรเ์ซ็นต ์และสารฟอกขาวที่มี
โซเดียมไฮโปคลอไรทเ์ขม้ขน้ 6 เปอรเ์ซ็นต ์โดยเติม
สารผลิตภณัฑล์งในอาหารเพาะเลีย้งใหม้ีความเขม้ขน้
สุดท้ายเป็น 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 เปอรเ์ซ็นต์ 
อาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อทุกสูตรเติมน า้ตาลทราย  
30 กรมัต่อลิตร และปรบั pH 5.6-5.8 โดยอาหารทุก
สตูรไม่มีการใหค้วามรอ้น และวางอาหารเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อไว ้1 สปัดาหก์่อนน าไปใชเ้พื่อตรวจสอบการ
ปนเป้ือนเชือ้ แลว้น าเนือ้เยื่อไมน้ า้บเูซปฟาแลนดรา้ที่
ปลอดเชือ้จากขอ้ 1 มายา้ยลงสตูรอาหารที่เตรียมไว ้
เพาะเลีย้งในสภาพแสง 55 ไมโครโมลต่อตารางเมตร
ต่อวินาที  โดยให้แสงเป็นเวลา 16 ชั่ วโมงต่อวัน  
ที่อณุหภมูิ 25±2 องศาเซลเซียส เพาะเลีย้งนาน 45 วนั  

3. การตรวจสอบการเจริญเติบโตและการเพิ่ม
จ านวนของไม้น า้บูเซปฟาแลนดรา้  เมื่อเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อดว้ยอาหารเพาะเลีย้งที่เตรียมโดยใชส้ารเคมี 

บนัทึกผลการทดลองคือ จ านวนยอดที่เกิดขึน้ 
ลักษณะโดยรวม  และจ านวนขวดที่ ปนเ ป้ือน
เชือ้จุลินทรีย ์วางแผนการทดลองแบบ completely 
randomized design (CRD) ท าการทดลองสูตรละ 
10 ซ ้า วิเคราะห์ผลทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 
รอ้ยละ 95 (P<0.05) ดว้ยวิธี ANOVA และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างค่าเฉล่ียโดยวิธีการ Duncan’s multiple 
range test (DMRT) 

4. การศึกษาประสิทธิภาพของสารกันเสียและ
สารฟอกขาวต่อการปนเป้ือนเชือ้จลิุนทรีย ์
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น าอาหารเหลวสตูร MS  ที่ไดจ้ากการเพาะเลีย้ง
ในขอ้ที่ 2 มาตรวจสอบการปนเป้ือนเชือ้จลิุนทรียห์ลงัจาก
เพาะเลีย้งเป็นระยะเวลา 45 วนั โดยน าอาหารเหลว
แต่ละสูตรปริมาณ 500 ไมโครลิตร มาเกลี่ย (spread-
plate) ลงบนผิวหนา้ของอาหารแข็งสตูร Luria Bertani 
(LB) เพาะเลีย้งในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 
สปัดาห ์แลว้ตรวจสอบผลการปนเป้ือนเชือ้จุลินทรีย์
โดยสงัเกตการเจรญิของเชือ้บนจานอาหาร 

 
ผลการศึกษาและอภปิรายผล 

1. ผลของสารกันเสียและสารฟอกขาวที่มีต่อ
การเกิดยอดของไม้น ้าบูเซปฟาแลนดรา้  ในสภาพ
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 

เมื่อน ายอดของบูเซปฟาแลนดรา้ มาเพาะเลีย้ง
บนอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA 
และ NAA ที่ระดับความเขม้ขน้ 2 และ 0.50 มิลลิกรมั
ต่อลิตร ตามล าดับ ร่วมกับสารกันเสียที่ความเข้ม  
0, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 และ 1.25 เปอรเ์ซ็นต ์และ 
สารฟอกขาวที่ความเขม้ 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 
เปอรเ์ซ็นต ์พบว่าสารกันเสียที่ทุกระดบัความเขม้ขน้
ใหจ้ านวนยอดไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยใหค้่าเฉล่ีย
จ านวนยอดที่ 6.0-6.4 ยอด แต่จ านวนยอดมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคญักับสูตรอาหารนึ่งฆ่าเชือ้ที่
ใหจ้ านวนยอดเฉล่ียเพียง 4 ยอด ดงั (Table 1) เช่นเดียวกนั
กับสูตรอาหารที่ฆ่าเชือ้ดว้ยสารฟอกขาวที่ทุกระดบั
ความเขม้ขน้ใหจ้ านวนยอดไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
โดยใหค้่าเฉล่ียจ านวนยอดที่ 6.2±0.44-6.8±0.70 ยอด 
แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับสูตรอาหาร 
นึ่งฆ่าเชือ้ที่ใหจ้ านวนยอดเฉล่ีย 4.2±0.44 ยอด ดงั (Table 2) 
และจ านวนยอดเฉล่ียของไมน้ า้บเูซปฟาแลนดรา้ที่ได้

จากการเพาะเลี ้ยงในอาหารที่เติมสารกันเสียทุก
ความเขม้ขน้ไม่แตกต่างกันทางสถิติกับจ านวนยอด 
ที่ไดจ้ากอาหารที่เติมสารฟอกขาวทุกความเขม้ขน้ 
จากผลการทดลองจะเห็นว่าสูตรอาหารที่เติมสาร 
กนัเสียและสารฟอกขาวไม่มีผลยบัยัง้การเกิดยอดของ
ไม้น ้าบูเซปฟาแลนดรา้ ในขณะที่อาหารท่ีผ่านการนึ่ง 
ฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน า้ใหจ้ านวนยอดนอ้ยกวา่
สตูรอาหารที่เติมสารกันเสียและสารฟอกขาว สาเหตุที่
สูตรอาหารที่นึ่งฆ่าเชื ้อด้วยความดันไอน ้านั้นเกิด
จ านวนตน้ต ่ากว่าไม่นึ่งฆ่าเชือ้นัน้ เพราะว่าการนึ่งฆ่าเชือ้
ดว้ยหมอ้นึ่งความดันไอน า้นั้นตอ้งใชค้วามรอ้นสงูถึง 
121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ส่งผลต่อการสลายตวั
ของธาตอุาหาร นอกจากนีค้่า pH อาจเกิดการเปล่ียนแปลง
หลังจากการนึ่งฆ่าเชื ้อด้วยหม้อนึ่งแรงดันไอน ้าที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที โดย Robert 
et al. (1986) พบว่าเมื่ออาหารสูตร MS ได้รับการนึ่ง 
ฆ่าเชือ้ค่า pH จะเปล่ียนแปลงไปโดยก่อนการนึ่งฆ่าเชือ้
อาหารเพาะเลี ้ยงมีค่า pH อยู่ที่  5.20-5.80 แต่ เมื่ อ 
นึ่งฆ่าเชือ้แลว้พบว่าค่าเปล่ียนแปลงเป็น 5.70-8.50 
และ Cardoso, & Imthurn (2018) พบการเปล่ียนแปลง
ค่า pH ในอาหารก่อนและหลงันึ่งฆ่าเชือ้ โดยก่อนน่ึง
ฆ่าเชือ้มีค่า pH 5.4 และเมื่อนึ่งฆ่าเชือ้แลว้ pH ลดงเหลือ 
4.04 ค่า pH นอกจากจะมีผลโดยตรงต่อความเป็น
ประโยชนไ์ดข้องธาตุอาหารแลว้ ยังมีผลต่อการดูดซึม
สารอาหารเขา้สู่เซลลพ์ืชดว้ย ถา้ pH ในอาหารเพาะเลีย้ง
ไม่เหมาะสมก็จะไม่สามารถดดูสารอาหารไดเ้ต็มที่ 

นอกจากนีก้ารนึ่งฆ่าเชือ้อาหารยงัส่งผลใหม้ี
การผลิตสารพิษที่มีผลต่อพืช เช่น สาร 5-(hydroxymethyl) 
-2-furaldehyde และ phenolics (Wang, & Hsiao, 1995) 
การใหค้วามรอ้นท าใหส้ารเคมีหรือฮอรโ์มนบางส่วน
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สลายตวัไปท าใหก้ารทดลองที่ไม่นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่ง
ความดันไอน า้มีการเจริญเติบโตดีกว่า เช่นเดียวกับ
การทดลองของ Cardoso, & Imthurn (2018) ที่พบว่า 
ยอดของเยอบีร่าที่เพาะเลีย้งในอาหารที่ผ่านการ 
นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน า้มีการเจริญเติบโต 
ที่นอ้ยกว่าการใชส้ารเคมี chlorine dioxide และการ
นึ่งอาหารดว้ยความดันสูงจะส่งผลเสียโดยเกิดการ
ไฮโดรไลซิสของซูโครสใหเ้ป็นเป็นกลูโคสและฟรุกโตส 
(Druart, & De Wulf, 1993; Wann, Veazey, & Kaphammer, 
1997) ซึ่งมีรายงานว่าฟรุกโตสมีผลยับยั้งการเจริญ 
เติบโตของพืชหลายชนิดโดยไปยับยั้งปฏิกิริยาใน
กระบวนการ glycolysis (Redei, 1973) 

2. ประ สิท ธิ ภ าพขอ งสา รกั น เ สี ย แ ล ะ
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ในการฆ่าเชื ้อจุลินทรีย์ใน
อาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 

จากการเพาะเลีย้งไมน้ า้บูเซปฟาแลนดรา้ ใน
อาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA และ 
NAA ที่ระดบัความเขม้ขน้ 2 และ 0.50 มิลลิกรมัต่อลิตร 
ตามล าดับ ร่วมกับสารกันเสียและสารฟอกขาวเป็น
ระยะเวลา 45 วนั พบว่าสตูรอาหารที่เติมสารกนัเสีย
ที่ระดบัความเขม้ 0.25, 0.50 และ 0.75 เปอรเ์ซ็นต ์มีการ
ปนเป้ือนเชือ้จลิุนทรียส์งัเกตไดจ้ากอาหารเหลวมีความขุ่น 
โดยพบการปนเป้ือนของเชือ้ตัง้แต่ 14 วันแรกของการ
เพาะเลีย้งทัง้นีพ้บว่าอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อที่เตรียม
โดยใชส้ารกนัเสียที่ความเขม้ 0.25 เปอรเ์ซ็นต ์มีจ านวน
การปนเป้ือนเชือ้สงูที่สดุคอื 70 เปอรเ์ซ็นต ์เมื่อเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อครบ 45 วนัน าอาหารที่ไม่แสดงการปนเป้ือนเชือ้
มาตรวจสอบโดยน ามาเกล่ียด้วยอาหารแข็ง LB ที่
อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 1 สปัดาห ์พบว่าอาหาร MS ที่เติม
สารกนัเสียทกุความเขม้ขน้ที่ก่อนหนา้นีไ้ม่พบการปนเป้ือน

ของเชือ้มีการปนเป้ือนเชือ้ทั้งเชือ้ราและแบคทีเรีย 
ยกเวน้ที่ระดับความเขม้ขน้ 1.25 เปอรเ์ซ็นต ์พบว่ามี
การปนเป้ือนจากเชือ้รา ดงั (Table 1) และ (Figure 1) ซึ่ง
สอดคล้องกับการทดลองของ Romadanova, Tolegen, 
Kushnarenko, Zholdybayeva, & Bettoni (2022) 
ทดสอบใช้ PPMTM ในการก าจัดเชือ้เอนโดไฟติคชนิด 
Bacillus megaterium ในแอปเป้ิลจ านวน 6 สายพันธุ ์
ในสภาพปลอดเชือ้พบว่า การทดลองที่ไดร้บั PPMTM ที่
ความเขม้ขน้ 0.20 เปอรเ์ซ็นต ์(v/v) เป็นเวลา 12 สัปดาห์
สามารถยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียชนิดนีไ้ด ้แต่เมื่อยา้ยเนือ้เยื่อ
เหล่านี ้ไปยังสูตรอาหารที่ไม่มี PPMTM เป็นเวลา 24 
สปัดาห ์พบว่ามีแอปเป้ิลจ านวน 2 สายพนัธุท์ี่เชือ้ยงั
มีการปนเป้ือนแมว้่าจะเคยเพาะเลีย้งในอาหารที่มี 
PPMTM ที่ความเขม้ขน้ 0.20 เปอรเ์ซ็นต ์(v/v) เป็นเวลา 
12 สปัดาหแ์ลว้ก็ตาม ดงันัน้ควรมีการศกึษาในระดบั
ความเขม้ขน้ที่สงูกว่านีใ้นไมน้ า้เพื่อที่จะสามารถยบัยั้ง
หรือฆ่าเชือ้ราและแบคทีเรียได ้

ส่วนอาหาร MS ที่เติมสารฟอกขาวที่ทุกระดบั
ความเข้มข้นนั้นไม่แสดงการปนเป้ือนเชือ้  และเมื่อ
น าไปตรวจสอบการปนเป้ือนของเชือ้จุลินทรียโ์ดย
การเกลี่ยบนอาหารแข็ง LB พบว่า ไม่มีการเจรญิของ
ทั้งแบคทีเรียและเชื ้อรา ดัง (Table 2) และ (Figure 2) 
เนื่องจากในสารฟอกขาวมีส่วนประกอบของโซเดียม- 
ไฮโปคลอไรท ์(sodium hypochlorite: NaClO) ซึ่งเป็น
สารที่ใชอ้ย่างกวา้งขวางในการก าจดัเชือ้ ซึ่งพบว่ามี
การใช ้NaClO ผสมในอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อโดย
ไม่ต้องนึ่งฆ่าเชื ้อและสามารถก าจัดเชื ้อในอาหาร
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช เช่น ในการขยายพันธุ์ออ้ยใน
อาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อที่ใช ้0.10 เปอรเ์ซ็นตข์อง
ผลิตภณัฑท์ี่มี NaClO เป็นองคป์ระกอบสามารถก าจดัเชือ้
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ไดด้ีที่สดุ (Tiwari, Tripathi, Lal, & Mishra, 2012) และ 
Brondani et al. (2013) ไดเ้พาะเลีย้งขอ้ตาของ Eucalyptus 
benthamii ในอาหารที่เติม 0.001 เปอรเ์ซ็นต์ และ 
0.003 เปอรเ์ซ็นต ์NaClO เป็นเวลา 28 วัน พบว่าไม่มี
เชือ้ปนเป้ือน เช่นเดียวกับสูตรอาหารที่ฆ่าเชือ้ดว้ย
หมอ้นึ่งความดนัไอน า้ แสดงใหเ้ห็นว่า NaClO ที่มีอยู่
สารฟอกขาวนั้นมีประสิทธิภาพสูงในการก าจัดเชือ้
แบคทีเรียและเชือ้รา รวมทัง้มีราคาถูกเหมาะส าหรบั

น าไปใช้กับธุรกิจเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื่อที่ไม่ต้องการ
ลงทุนซือ้หมอ้นึ่งความดนัไอน า้ซึ่งมีราคาสงู โดยเมื่อ
เปรียบเทียบตน้ทุนที่ใชฆ้่าเชือ้ในอาหารเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อแลว้พบว่า การฆ่าเชือ้โดยใชส้ารฟอกขาวมี
ตน้ทุนต ่าที่สุด (0.06 บาทต่อลิตร) รองลงมาคือการ
ฆ่าเชือ้ดว้ยสารกันเสีย (1.60 บาทต่อลิตร) ส่วนการ
ฆ่าเชือ้โดยการนึ่งในหมอ้นึ่งความดันไอน า้มีตน้ทุน
สงูที่สดุ (16.90 บาทต่อลิตร) ดงั (Table 3) 

 

Table 1 Number of shoots, percentage of contamination and type of contamination of culture medium 
 sterilized by autoclaving or preservative. 

concentration of biocide 
150® (V/V percent) 

number of shoots 
percentage of  
contamination 

type of contamination  
(fungi / bacteria) 

autoclaved (control) 4.00b±0.70   0 - 
0.25 6.40a±0.55 70 fungi and bacteria 
0.50 6.40a±0.89 30 fungi and bacteria 
0.75 6.20a±0.44 10 fungi and bacteria 
1.00 6.40a±0.89   0 fungi 
1.25 6.00a±0.70   0 fungi 

The number of shoots present as mean+S.D. The means in the same column followed by the same letter are not 
significantly difference according to DMRT, p<0.05. 
 

Table 2 Number of shoots, percentage of contamination and type of contamination of culture medium 
 sterilized by autoclaving or bleach. 

The number of shoots present as mean + SD. The means in the same column followed by the same letter are not 
significantly difference according to DMRT, p<0.05. 

bleach (V/V percent) number of shoots 
percentage of  
contamination 

type of contamination 
(fungi / bacteria) 

autoclaved (control)     4.20b±0.44 0 - 
0.10    6.60 a±0.89 0 - 
0.20     6.40 a±0.54 0 - 
0.30    6.20 a±0.44 0 - 
0.40    6.80 a±0.70 0 - 
0.50    6.60 a±0.54 0 - 
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Figure 1 Bucepharandra in vitro culture in MS supplemented with preservative and microbial 
 contamination; (A) Autoclaved (control), (B) 0.25%, (C) 0.5%, (D) 0.75%, (E) 1.0% and (F)1.25% 
 of preservative. scale bar: 1 cm.  
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 2 Bucepharandra in vitro culture in MS supplemented with bleach; (A) Autoclaved (control), 
 (B) 0.1%, (C) 0.2%, (D) 0.3%, (E) 0.4% and (F) 0.5% of bleach. scale bar: 1 cm. 
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Table 3 Cost of three difference sterilization methods 
 (baht/liter). 

cost 
sterilization method 

autoclave bleach preservative 
power 9.401 - - 
depreciation 7.502 - - 
chemical - 0.063 1.604 

total 16.90 0.06 1.60 
note: 1 Autoclave with 3,000 w/h and the sterilization time 
  is 1.5 h. The cost is calculated based on the 
  current power cost + Ft value. 
 2 The price of the equipment is 300,000 baht and the 
  depreciation is 10%/year with 250 working days/year 
  and 1.5 h/day. 
 3 The product price is 15 baht/250 mL and 1.0 mL is 
  used per a liter of medium (0.1%). 
 4 The product price is 320 baht/1,000 mL and 5.0 mL 
  is used per a liter of medium (0.5%). 
 

สรุป 
การฆ่าเชือ้ดว้ยสารเคมีเป็นอีกทางเลือกที่น่าสนใจ

ส าหรบัใชใ้นการฆ่าเชือ้อาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช
เพื่อทดแทนการฆ่าเชือ้โดยใชห้มอ้นึ่งความดนัไอน า้ที่
มีราคาสงู การใส่สารกันเสียในความเขม้ขน้สงูสดุ 1.25 
เปอรเ์ซ็นต ์ในการเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช
มีประสิทธิภาพเพียงพอต่อการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของ
เชือ้จุลินทรียเ์ท่านัน้แต่ไม่สามารถฆ่าเชือ้จลิุนทรียไ์ด ้
ในขณะที่การเตรียมอาหารเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื่อพืช
โดยสารฟอกขาวจะสามารถฆ่าเชือ้จุลินทรียไ์ด ้ดังนัน้
แนวทางหนึ่งในการลดลงตน้ทุนของการขยายพนัธุพ์ืช
ในระดบัอุตสาหกรรมขนาดเล็กสามารถเลือกใชก้าร
ฆ่าเชื ้อในอาหารเพาะเลีย้งเนื ้อเยื่อพืชโดยการใช้

สารเคมีแทนการฆ่าเชื ้อด้วยการใช้การนึ่งโดยใช้ 
หมอ้นึ่งความดนัไอน า้สงู 
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