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บทคดัย่อ 
กลุ่มแบคทเีรยี 182 สายพนัธุ์ ถูกแยกมาจากขา้วกล้องงอกพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 เพื่อคดัเลอืก

แบคทเีรยีสายพนัธุใ์หม่ทีม่ปีระสทิธภิาพในการเพิม่ปรมิาณการสะสม gramma-aminobutyric acid (GABA) 
ในการผลติขา้วกล้องงอกขาวดอกมะล ิ105 เป็นการค้า แบคทเีรยีทัง้หมดถูกแบ่งออกเป็น 7 กลุ่ม ตาม
ลกัษณะสณัฐานวทิยา แบ่งออกเป็น กลุ่ม 1 โคโลนีสเีหลอืง-ขาวครมี โปร่งแสง มเีมอืกเยิม้ กลุ่ม 2 โคโลนีมสีี
เหลอืง รูปร่างกลม กลุ่ม 3 และ 4 โคโลนีสสีม้ โดยกลุ่ม 3 โคโลนีกลมเงา แต่กลุ่ม 4 โคโลนีมลีกัษณะโคง้นูน 
กลุ่ม 5 โคโลนีมสีขีาว แห้ง แบน รูปร่างไม่แน่นอน กลุ่ม 6 และ 7 โคโลนีสขีาว กลม เป็นเงา โดยกลุ่ม 6 
โคโลนีโปร่งแสง แต่กลุ่ม 7 ไม่โปร่งแสง ซึง่แบคทเีรยีสายพนัธุใ์หม่ TU-009 จากกลุ่ม 5 มปีระสทิธภิาพสงูสุด
ในการชกัน าใหข้า้วกลอ้งงอกขาวดอกมะล ิ105 ผลติกาบาเท่ากบั 13.58 มลิลกิรมั/100 กรมั ขา้วกลอ้งงอก 
เปรยีบเทยีบกบัแบคทเีรยีสายพนัธุอ์ื่น ๆ และกรรมวธิคีวบคุมทีใ่ชส้ารสงัเคราะห ์calcium-calmodulin (p = 
0.05) จงึจ าแนกสายพนัธุข์องแบคทเีรยี TU-009 ดว้ยวธิกีารมาตรฐานและการใช ้16S rDNA ผลการทดลอง
พบว่า TU-009 มคีวามเหมอืน 100 % กบั Bacillus subtilis ดงันัน้ B. subtilis สายพนัธุ ์TU-009 จงึมี
ศกัยภาพในการกระตุน้ใหเ้กดิการสะสมกาบาเพื่อใชเ้ป็นกระบวนการผลติทางเลอืกหรอืเป็นแนวทางในการลด
การใชส้ารเคมสีงัเคราะหใ์นระบบการผลติขา้วกลอ้งงอก 

ค าส าคญั : กาบา; การจ าแนกชนิดแบคทเีรยี; เกษตรอนิทรยี;์ ลดการใชส้ารเคม ี

Abstract 
The bacterial collection consisting of 182 strains was isolated from germinated organic brown 

rice cv. Khao Dawk Mali 105 to identify beneficial bacteria enhancing gramma-aminobutyric acid 
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(GABA) accumulation in commercial Khao Dawk Mali 105 germinated organic brown rice production. 
They were separated into 7 groups based on morphological characteristics. Group 1 was yellow-
white cream transparent colony and filmy. Group 2 was yellow colony and circular. Groups 3 and 4 
were orange colony, Group 3 was circular and shiny while Group 4 was convex shape. Group 5 was 
white colony, dry, flat, and irregular form. Groups 6 and 7 were white colony, circular, and shiny, 
Group 6 was transparent colony but Group 7 was not. A new benefit bacterium strain TU-009 from 
Group 5 induced highest GABA production in germinated organic brown rice cv. Khao Dawk Mali 
105 with 13.58 mg/100 g germinated organic brown rice compared to among the strains and positive 
control, calcium-calmodulin (p = 0.05). The identification of bacterium strain TU-009 using classical 
method and 16S rDNA was investigated. The result revealed that strain TU-009 was 100 % 
equivalent to Bacillus subtilis. Therefore B. subtilis strain TU-009 has the GABA accumulation 
potential in germinated organic brown rice production system as alternative processing or reducing 
chemical inducer use. 

 

Keywords: gramma-aminobutyric acid; bacterial identification system; organic farming; reduced 
chemical 

 

 
1. ค าน า 

ขา้วกล้องมอีงค์ประกอบทางโภชนาการสูง
กว่าเมื่อเปรยีบเทยีบกบัขา้วขาวทีผ่่านการขดัส ีเช่น 
เสน้ใยอาหาร กรดไฟตกิ วติามนิอ ีวติามนิบ ีและ 
gramma-aminobutyric acid (GABA) ซึ่งองค ์
ประกอบทางโภชนาการเหล่านี้สว่นใหญ่จะอยู่ทีจ่มกู
ข้าวและร าข้าวซึ่งจะถูกขัดออกระหว่างการสี  
(Standard tables of food composition in Japan, 
2000; Champagne et al., 2004) โดยกาบาเป็น
ก ร ดอ ะมิ โ น ที่ ถู ก ผลิ ต ม า จ า กก ร ะบวนก า ร 
decarboxylation ของ glutamic acid เพื่อท าหน้าที่
เป็นสารสื่อประสาท (neurotransmitter) ในระบบ
ประสาทส่วนกลาง และเป็นสารยบัยัง้ (inhibitor) 
ช่วยใหส้มองเกดิการผ่อนคลายและนอนหลบัสบาย 
รวมทัง้ช่วยกระตุ้นต่อมไร้ท่อ (anterior pituitary) 
ใหผ้ลติฮอรโ์มนทีท่ าหน้าทีส่่งเสรมิการเจรญิเตบิโต
เพิม่มากขึน้ (Li and Xu, 2008) Karladee และ 
Suriyong (2012) สามารถตรวจพบกาบาในเมล็ด

ธัญพืช รวมทัง้เมล็ดข้าว ตัง้แต่เมล็ดเริ่มงอกจน 
กระทัง่อายุ 30 วนั (Bouché and Fromm, 2004) 
แต่การสะสมของกาบาที่เกิดขึ้นในธรรมชาติมี
ปริมาณน้อยและไม่คงที่ส่งผลให้ไม่เพียงพอต่อ
ความต้องการที่จะท าให้เกิดผลตามที่คาดหวังได ้
นอกจากนี้มีรายงานว่ากาบาจะมีการสะสมในพืช
เพิม่มากขึน้เมื่อไดร้บัการกระตุน้จากสภาพแวดลอ้ม
ที่ไม่ เหมาะสมหรือพืชอยู่ ในสภาวะเครียดทาง
กายภาพ (abiotic stress) เช่น สภาพร้อน แล้ง 
สารเคมี และธาตุอาหารบางชนิด เช่น calcium-
calmodulin (Baum et al., 1996) และการกระตุ้น
ด้วยสภาวะเครียดจากสิ่งมีชีวิต (biotic stress) 
ได้แก่ จุลินทรีย์กลุ่ม Bacillus sp. หรือ 
Pseudomonas fluorescens เป็นต้น ซึง่เป็นกลุ่ม
แบคทีเรียที่มีรายงานว่ามีประสิทธิภาพในการ
กระตุ้นให้พชืสะสมกาบา (Shelp et al., 1999) 
นอกจากนี้การสะสมกาบาในพืชยงัมีผลต่อการลด
การระบาดของแมลงศัตรูพืช รวมทัง้สามารถลด

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157504001656#bib40
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157504001656#bib40
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889157504001656#bib15
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ปริมาณสญัญาณ quorum sensing และความ
รุ น แ ร ง ใ น ก า ร ก่ อ โ ร ค ข อ ง  Agrobacterium 
tumefaciens สาเหตุโรค crown gall (Chevrot et 
al., 2006) จากขอ้มูลดงักล่าวชีใ้หเ้หน็ว่ากาบาอาจ
เป็นสารที่เกี่ยวข้องกับการสื่อสารระหว่างพืชกับ
สิง่มชีวีติอื่น เช่น แบคทเีรยี รา และแมลง (Shelp et 
al., 2006) จงึเป็นแนวทางในการวจิยัในครัง้นี้ที่ใช้
แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์เป็น elicitors ในการกระตุ้น
การสะสม   กาบาในเมลด็ขา้วกลอ้งงอกเพื่อพฒันา
และ เพิ่ม มูลค่ าส าห รับสินค้ า เกษ ตรอินทรีย ์
คณะผู้วิจ ัยจึงมีแนวคิดที่จ ะน าแบคทีเ รียที่มี
ประโยชน์มาใช้ในการกระตุ้นให้เมลด็ขา้วขาวดอก
มะลิ 105 ให้มีการสะสมกาบาเพิ่มมากขึ้น ซึ่ง
จัดเ ป็นการสร้างมูลค่าเพิ่ม ให้กับผลผลิตทาง
การเกษตรเพื่อเป็นต้นแบบของวสิาหกจิชุมชนหรอื
ภาคอุตสาหกรรมต่อไป 
 
2. อปุกรณ์และวิธีการ 

2.1 การแยก  รวบรวม  และจัดกลุ่ ม
แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ 

2.1.1 การแยกแบคทเีรยีที่มปีระโยชน์
จากผวิเมลด็ขา้ว 

น าเมลด็ขา้วกลอ้งพนัธุข์าวดอกมะลิ 
105 ที่ผ่านการแช่น ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อ 48 ชัว่โมง 
เพาะใหง้อกจนกระทัง่ยอดอ่อนยาว 1 มลิลเิมตร มา
แยกแบคทเีรยีที่ผวิเมลด็ขา้ว โดยการน าเมลด็ขา้ว
งอกจ านวน 1 กรัม ใส่ลงในน ้ ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อ 9 
มลิลลิติร ผสมให้เขา้กนัด้วยเครื่อง vortex mixer 
นาน 20 นาท ีและเกบ็เฉพาะส่วนของน ้ามาเจอืจาง 
ดว้ยวธิกีาร ten-fold serial dilution ทีร่ะดบัความ
เขม้ขน้ 10-1 - 10-6 จากนัน้กระจายให้ทัว่ผวิหน้า
อาหาร nutrient glucose agar (NGA) บ่มไว ้24-48 
ชัว่โมง ที่อุณหภูมิห้อง (25±3 องศาสเซลเซียส) 
เลอืกโคโลนีเดีย่วทุกลกัษณะน าไป streak บน NGA 
จานใหม่ จนกระทัง่ได้เชื้อบริสุทธิเ์พื่อจ าแนกเป็น

กลุ่มตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยสีแ ละ
ลกัษณะโคโลนี และเกบ็รกัษาไวใ้นสภาพ -80 องศา
เซลเซยีส เพื่อใชเ้ป็น stock ในการศกึษาขัน้ถดัไป 

2.1.2 การแยกแบคทีเรยีภายในเมล็ด
ขา้ว  

น าเมลด็ขา้วทีฆ่า่เชือ้ทีผ่วิ 1 กรมั ไป
บดในน ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 9 มิลลิลิตร เก็บ
เฉพาะส่วนของน ้ามาเจือจาง ด้วยวธิีการ ten-fold 
serial dilution กระจายใหท้ัว่ผวิหน้าอาหาร NGA 
ตามรายละเอยีดวธิกีารขอ้ 2.1.1 

2.2 การคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีคณุสมบติั
ในการชกัน าให้เมลด็ข้าวสะสมกาบา 

2.2.1 การเตรยีมขา้วกลอ้งงอก 
วางแผนการทดสอบคุณสมบตัิของ

แบคทเีรยีทีแ่ยกไดใ้นขอ้ 2.1 ในการชกัน าการสะสม
กาบาในเมล็ดข้าวแบบ CRD (completely  
randomized design) กรรมวธิลีะ 10 ซ ้า โดยเตรยีม 
suspension เชือ้บรสิุทธิท์ีร่วบรวมไดจ้ากขอ้ 2.1 ที่
ความเข้มขน้เซลล์ 106 cfu/ml สายพนัธุ์ละ 100 
มิลลิลิตร จากนัน้สุ่มตัวอย่างเมล็ดข้าวกล้องพนัธุ์
ขาวดอกมะล ิ105 จ านวน 10 กรมั ฆ่าเชือ้ทีผ่วิดว้ย
การแช่เมลด็ใน clorox 10 % นาน 2 นาท ีและลา้ง
ดว้ยน ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครัง้ น าเมลด็ขา้วแช่ลงใน 
suspension ของแบคทเีรยีแต่ละสายพนัธุน์าน 30 
น า ที  เ ป รี ย บ เ ที ย บ กับ ก า ร แ ช่ ใ น  calcium-
calmodulin (positive control) และน ้ากลัน่ฆ่าเชือ้ 
(negative control) จากนัน้น าเมลด็ขา้วดงักล่าวไป
แช่น ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อให้น ้าท่วมข้าวสูงประมาณ 2 
นิ้ว นาน 48 ชัว่โมง แลว้ล้างด้วยน ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อ 
2 ครัง้ น าขา้วทีไ่ดม้าใสภ่าชนะเพาะงอก ห่อดว้ยผา้
ขาวบาง 3 ชัน้ เพื่อรกัษาความชืน้ น าไปเพาะบ่มที่
อุณหภูม ิ35 องศาเซลเซยีส พรมน ้าและวดัความ
ยาวของยอดอ่อน ทุก ๆ 6 ชัว่โมง จนกระทัง่มคีวาม
ยาวยอดอ่อนถึง 1 มลิลเิมตร จงึน ามาท าการ pre-
gelatinization โดยการนึ่งด้วยไอน ้านาน 5 นาท ี
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เพื่อหยุดกระบวนการงอก และยบัยัง้เอนไซมต่์าง ๆ 
ในเมลด็ขา้วงอก แลว้น าตวัอย่างขา้วทีไ่ดไ้ปท าแหง้
ต่อโดยการอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จน
เหลอืความชืน้ 14 % น าไปวเิคราะหป์รมิาณ GABA 
ต่อไป 

2.2.2 การวเิคราะหป์รมิาณกาบา 
น าตัวอย่างข้าวจากข้อ 2.2.1 มา

วเิคราะหป์รมิาณกาบาโดยชัง่ตวัอย่างขา้ว 3 กรมั ที่
บดละเอียดในไนโตรเจนเหลว ละลายใน ethanol 
80 % เขย่าใหเ้ขา้กนั กรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 
1 ตัง้ทิ้งไว้จน ethanol ระเหย เติมน ้ ากลัน่ 3 
มลิลลิติร borate buffer 0.2 มลิลลิติร และ phenol 
6 % 1 มลิลลิติร เขย่าใหเ้ขา้กนั จากนัน้เตมิ NaOCl 
10 % 0.4 มิลลลิติร เขย่าให้เขา้กนั น าไปต้ม 10 
นาท ีท าใหเ้ยน็ทนัท ีจากนัน้น าไปวดัค่าดูดกลนืแสง 
ที ่630 นาโนมตร (Kitaoka and Nakano, 1969) 
บนัทกึผลการทดลองเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของ
แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 
พร้อมคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ช ักน าให้ข้าว
กล้องพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 สะสมกาบาได้ดีที่สุด
น าไปจ าแนกชนิด เพื่ อน า ไปใช้ประโยชน์ใน
การศกึษาเชงิลกึและใชป้ระโยชน์จรงิต่อไป 

2.3 การจ าแนกชนิดแบคทีเรียท่ีมี
ประโยชน์ 

2.3.1 การศกึษาคุณสมบตัทิางสณัฐาน
และสรรีวทิยา 

น าแบคทีเรียสายพันธุ์ TU-009 ที่มี
ประสทิธภิาพในการกระตุ้นการสะสมกาบา มาเลีย้ง
บนอาหาร NGA ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง ตรวจดูลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียโดย
เปรียบเทียบลกัษณะต่าง ๆ ประกอบด้วย ส ีและ
ลกัษณะรปูร่างของโคโลนี รวมทัง้ทดสอบคุณสมบตัิ
ในการตดิสแีกรม (Schaad et al., 1988) 

2.3.2 การศกึษาคุณสมบตัทิางชวีเคม ี
เลีย้งแบคทเีรยี  TU-009  บนอาหาร  

NGA ที่อุณหภูมิห้อง นาน 24-48 ชัว่โมง น ามา
ทดสอบลักษณะทางชีวเคมีบางประการ โดย
เปรยีบเทยีบกบัขอ้มูลจากต ารา Bergey’s Manual 
of Determinative Bacteriology (9th Ed.) เช่น 
oxidase test, cytochrome oxidase, catalase 
production, oxygen relationship, indole 
production, citrate utilization, urease test และ 
starch hydrolysis (Holt et al., 1994) 

2.3.3 การศกึษาคุณสมบตัทิางโมเลกุล 
ศึ ก ษ า ล า ย พิ ม พ์ ดี เ อ็ น เ อ ข อ ง

แบคทเีรยีสายพนัธุ์ TU-009 ทีม่ปีระสทิธภิาพสงูสุด
ในการกระตุ้นการสะสมกาบาเปรียบเทียบกบั B. 
subtilis TU-Orga 1 (Satitthampana et al., 2012) 
ตรวจสอบโดยออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะบริเวณ 
16S rDNA ของแบคทเีรยี และเพิม่ปรมิาณด้วย
ปฏกิริยิา PCR และตรวจสอบขนาดดเีอน็เอหลงัการ
เพิม่ปรมิาณดว้ยวธิ ีagarose gel electrophoresis 
ยอ้มเจลด้วย ethidium bromide จากนัน้ตรวจดู
แถบดีเอ็น เอ โดยดูกา ร เ รืองแสงภายใต้แสง 
ultraviolet แล้ววิเคราะห์ล าดับเบสของดีเอ็นเอ
เป้าหมายดว้ยการท า sequencing 
 
3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 

3.1 การแยก  รวบรวม และจัดกลุ่ ม
แบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ 

การแยกและรวบรวมแบคทีเรียที่มี
ประโยชน์จากผวิและภายในเมลด็ของขา้วกลอ้งงอก
พันธุ์ ข าวดอกมะลิ  105 พบว่ า สามารถแยก
แบคทเีรยีไดท้ัง้หมด 182 สายพนัธุ ์ซึง่สามารถแบ่ง
ตามลกัษณะทางสณัฐานวทิยาได้ทัง้หมด 7 กลุ่ม 
ได้แก่ กลุ่มที่ 1 โคโลนีสขีาวครมี โปร่งใส กลาง
โคโลนียกตัวขึ้นสีเหลือง และโคโลนีลักษณะเยิ้ม 
กลุ่มที ่2 โคโลนีสเีหลอืง กลม และขอบเรยีบ กลุ่มที ่
3 โคโลนีสสีม้ กลม และมนัเงา กลุ่มที ่4 โคโลนีสสีม้
อมเหลือง กลม และรูปทรงนูน กลุ่มที่ 5 เป็น
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แบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีสีขาว ค่อนข้างกลม 
ขอบไม่เรยีบ และมลีกัษณะแห้ง กลุ่มที่ 6 โคโลนีสี
ขาว โปร่งใส กลม และมนัเงา และกลุ่มที ่7 โคโลนีสี
ขาว กลม และมนัเงา จ านวน 15, 19, 12, 5, 78, 
32 และ 21 สายพนัธุ ์ตามล าดบั (Figure 1) แสดง
ให้เหน็ว่าแบคทีเรยีที่แยกจากผวิและภายในเมล็ด
ข้าวกล้องงอกมีความหลากหลายสูง ซึ่งความ
หลากหลายของจุลนิทรยีม์บีทบาททีส่ าคญัต่อระบบ
นิเวศทัง้ในด้านประโยชน์และโทษ จากรายงาน
การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของ
จุลินทรีย์พบว่าประชากรของแบคทีเรียเป็นกลุ่ม
จุลินทรีย์ที่มีปริมาณมากกว่าจุลินทรีย์ชนิดอื่น  ๆ 
(วทิยา, 2526; สมศกัดิ,์ 2528) โดยจุลนิทรยีจ์ะมี
กจิกรรมและขยายพนัธุ์ได้เมื่อมชีนิด ปรมิาณ การ

กระจาย และสภาพแวดล้อมที่ เหมาะสมของ
จุลนิทรยีใ์นสภาพแวดลอ้มนัน้ ๆ (กรรณิการ,์ 2543) 
ซึ่งความหลากหลายของจุลินทรีย์มีประโยชน์
โดยตรงต่อพืชซึ่งจุลินทรีย์สามารถท างานได้
หลากหลาย (multi-function) เช่น กระตุ้นให้พืช
สะสมสารที่เกี่ยวขอ้งกบัการเจรญิและต้านทานต่อ
การเขา้ท าลายของเชือ้สาเหตุโรค Prathuang-wong 
และคณะ (2005) รายงานว่าแบคทีเรีย 
Pseudomonas fluorescens สายพนัธุ ์SP007s มี
ประสทิธภิาพสงูในการกระตุน้ใหพ้ชืสะสมเอนไซมท์ี่
เกี่ยวข้องกับการปกป้องตนเองของพืชเศรษฐกิจ
หลายชนิด เช่น ข้าว ถัว่ เหลือง รวมทัง้พืชผัก 
ตลอดจนกระตุน้การสะสมกาบาในเมลด็ขา้วงอก 

 

 
 

Figure 1 Morphology of bacterial colony isolated from germinated organic brown rice cv. Khao Dawk 
Mali 105: Group 1 yellow-white cream transparent colony, middle colony raised yellow, and 
filmy (A), Group 2 yellow colony, middle colony raised yellow, and circular (B), Group 3 
orange colony, circular and shiny (C), Group 4 orange-yellow colony, circular, and convex 
shape (D), Group 5 white colony, dry, flat, and irregular (E), Group 6 white transparent 
colony, circular, and shiny (F), and Group 7 white colony, circular, and shiny (G). 

  
3.2 คดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัใน

การชกัน าให้เมลด็ข้าวสะสมกาบา 
ผลการทดลองพบว่าแบคทเีรยี  41  สาย 

พนัธุ ์จาก 182 สายพนัธุ ์มปีระสทิธภิาพสงูในการ
ส่งเสรมิใหข้า้วกลอ้งพนัธุ์ขาวดอกมะล ิ105 มกีาร
สะสมกาบาเพิ่มมากขึ้น เมื่ อ เปรียบเทียบกับ 
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calcium-calmodulin และน ้านึ่งฆา่เชือ้ ซึง่แบคทเีรยี
ทัง้หมดนี้จดัอยู่ในกลุ่ม 5 โดยเฉพาะแบคทเีรยีสาย
พนัธุ ์TU-002, TU-045 และ TU-009 มปีระสทิธ ิ
ภาพในการส่งเสริมการสะสมกาบาสูงสุดเท่ากับ 
11.94, 12.32 และ 13.58 มลิลกิรมั/100 กรมั ขา้ว
กลอ้ง ซึง่ดกีว่าการใช้ calcium-calmodulin ในการ
กระตุ้นการสะสมกาบา (8.51 มลิลกิรมั/100 กรมั 
ขา้วกลอ้ง) (p = 0.05) (Figure 2)  
 

 
 

Figure 2 Efficacy of beneficial bacteria induced 
GABA accumulation in germinated 
brown rice. TU-002, TU-009, and  
TU-045 are new beneficial bacteria 
isolated from this study and calcium 
is calcium-calmodulin. 

 
โดยทัว่ไปแลว้เมลด็ธญัพชืประกอบดว้ย 

phytochemicals ไดแ้ก่ สารปฐมภูม ิ(คารโ์บไฮเดรต 
โปรตีน และไขมัน) และสารทุติยภูมิ (วิตามิน 
phenolics รวมทัง้สารต้านอนุมูลอสิระต่าง ๆ เช่น 
gamma-butyric acid (GABA) และ gamma 
oryzanol (Vongsudin et al., 2012) ซึ่งทัว่ไป
ปริมาณ phytochemicals ในธัญพืชมีน้อย แต่มี
รายงานว่ากระบวนการงอกและกระบวนการหมกั

สามารถปรบัปรุงเพิม่พูนปรมิาณ phytochemicals 
และเพิม่ประสทิธภิาพการออกฤทธิท์างชวีภาพของ
สา ร เห ล่ านั ้น ในธัญพืช ไ ด้  เ ช่ น  ข้ า วที่ ผ่ า น
กระบวนการงอกพบปรมิาณ phenolics และ GABA 
ที่มีคุณสมบัติเ ป็นสารต้านอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้้น 
(Ngyuen et al., 2008; Vongsudin et al., 2012) 
เช่น เดียวกับถั ว่ เหลืองที่มีปริมาณ phenolics 
เพิ่มขึ้น เมื่ อผ่ านกระบวนการงอก ( Paucar-
Menacho et al., 2010) หรอืการกระตุ้นดว้ยการ
หมกัขา้วดว้ยรา Aspergillus oryzae สามารถเพิม่
ปรมิาณ phenolics สงูกว่าเชือ้ราชนิดอื่น (Yen et 
al., 2003) ตลอดจนในกระบวนการหมัก 
(fermentation) ด้วย Lactobacillus hillgadill K3 
แล้วท าแห้ง ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารฟงัก์ชันนอล 
(functional food) และเครื่องดื่ม ตลอดจนพบว่า
มะเขือเทศที่ติดเชื้อจาก Cladosporium fulvum 
พบว่ามรีะดบักาบาสะสมทีบ่รเิวณ apoplast สงูถึง 
2.5 มลิลกิรมั/พชื 100 กรมั (Mead et al., 2013; 
Solomon and Oliver, 2002) และเช่นกนัปรมิาณกา
บามกีารสะสมเพิม่ขึน้เมื่อขา้วเป็นโรคใบไหม้ (Wu 
et al., 2006) จากขอ้มูลชีใ้หเ้หน็ว่าจุลนิทรยี์ทัง้ที่
เป็นประโยชน์และโทษต่อพืชสามารถเพิม่ปรมิาณ
การสะสมกาบาให้กบัพชืได้ทัง้สิน้ (Duck et al., 
2010) ซึง่สอดคลอ้งกบัผลการทดลองพบว่าการใช้
แบคทีเรยี TU-900 แช่เมล็ดขา้วมีประสทิธิภาพ
สูงสุดในการกระตุ้นข้าวกล้องงอกให้มีการสะสม   
กาบาสงูกว่าการใช้ calcium-calmodulin ถงึ 36.9 
เปอรเ์ซน็ต์ (Figure 2) การใชจุ้ลนิทรยีน์อกจากจะ
ช่วยให้ขา้วกล้องมกีารสะสมกาบาเพิม่มากขึน้แล้ว 
ยงัพบว่าท าใหเ้มลด็ขา้วทีไ่ดห้ลงักระบวนการหมกัมี
ความหอมน่ารับประทานมากยิ่งขึ้น ซึ่งมีการ
รายงานวิธีที่ช่วยลดการเกิดกลิ่นเหม็นที่เกิดจาก
เชื้อจุลนิทรยี์ทีเ่กดิขึน้ในขัน้ตอนการแช่ซึง่ไม่ส่งผล
ต่อปริม าณกาบา ในข้าวกล้อง งอก  โดยการ
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http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1271/lactobacillus-%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0878/functional-food-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%9F%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B8%8A%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%A5
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0792/beverage-%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%94%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%A1
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เตมิ lactic acid ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 % (v/v) จะมผีล
ในการควบคุมการเกดิเชื้อจุลนิทรยี์โดยไม่มผีลต่อ
ปรมิาณกาบาในขา้วกลอ้งงอกทีไ่ด ้(Radhika et al., 
2012) 

3.3 การจ าแนกชนิดแบคทีเรียท่ีมี
ประโยชน์ 

การศกึษาประสทิธภิาพของแบคทเีรยีที่
มปีระโยชน์ในการส่งเสรมิข้าวกล้องงอกพนัธุ์ขาว
ดอกมะล ิ105 ใหม้กีารสะสมกาบา พบว่าแบคทเีรยี
สายพนัธุ ์TU-009 มปีระสทิธภิาพสงูสุด (Figure 1) 
ซึง่เป็นแบคทเีรยีที่มโีคโลนีค่อนขา้งกลม ขอบไม่
เรยีบ สขีาวดา้น และเป็นแบคทเีรยีแกรมบวก และ
เมื่อตรวจสอบคุณลกัษณะทางชีวเคมบีางประการ 
พบว่าแบคทเีรยีสายพนัธุ ์TU-009 มปีฏกิริยิาเป็น
บวกในการทดสอบ catalase production, urease 
test, starch hydrolysis และ reduced nitrate to 

nitrite (Table 1) ซึง่จากผลการทดลองสอดคลอ้ง
กบัแบคทเีรยีในกลุ่ม Bacillus subtilis จากนัน้น า
แบคทีเรียสายพนัธุ์ TU-009 ไปจ าแนกในระดบั
โมเลกุลด้วยไพรเมอร์จ าเพาะบรเิวณ 16S rDNA 
พบว่าสามารถเพิม่ปรมิาณ DNA ทีข่นาด 550 bp 
(Figure 3) ตรงตามขนาดทีไ่ดอ้อกแบบไพรเ์มอรไ์ว ้
และเมื่อแยกสกดัแถบดเีอน็เอดงักล่าวไปวเิคราะห์
ล าดบันิวคลโีอไทด์ด้วยวิธ ีsequencing analysis 
(หน่วยบริการชีวภาพ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ส านักงานพัฒนา
วทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีห่งชาต)ิ นิวคลโีอไทด์
ที่วิเคราะห์ได้เมื่อเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลโดย
โปรแกรม BLAST พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ ์    
TU-009 มเีปอรเ์ซน็ต์ความเหมอืน 100 เปอรเ์ซน็ต ์
กบั B. subtilis AN2 (Table 2)  

 
Table 1 Characteristics of the beneficial bacterium strain TU-009to induce GABA accumulation1/ 
 

Characteristics 
Bacterium strain Comparative strain 

TU-009 Bacillus subtilis TU-Orga1 B. subtilis2/ 
Gram’s stain + + + 
Oxygen relationship  + + + 
Catalase production + + + 
Endospore forming + + + 
Citrate utilization + + + 
Hydrolysis    

Starch  + + + 
Gelatin + + + 
Casein + + + 

5%Salt tolerance  + + + 
7% Salt tolerance + + + 
Oxidase test + + + 
Potato soft rot - - - 

1/+ = 90 % or more of strains are positive reaction, - = less than 90 % or more of strains are 
negative reaction. 
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2/ Reference strain from Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9th Edition (Holt et al., 1994). 
 

Table 2 Nucleotide analysis of beneficial bacterium strain TU-009 compared to GenBank database 
by BLAST program 

 

Accession number of 
comparative strain (GenBank) 

Sequence alignment Nearest phylogenetic neighbor 
(genus, species, and strain) Similarity nucleotide % identity 

JX860847.1 550/550 100 Bacillus subtilis AN2 
KJ628093.1 549/550 99 Bacillus thuringiensis LMA 
KJ634852.1 549/550 99 Bacillus thuringiensis CRRI 102 
KJ564122.1 549/550 99 Bacillus cereus LLD146 
KJ535332.1 549/550 99 Bacillus anthracis HA 523 
KJ589505.1 549/550 99 Bacillus mycoides BZB2 

 

 
 

Figure 3 PCR amplification of 16S rDNA 
region using specific primer designed 
to detect 550 bp products have been 
separated by 0.8 % agarose gel 
electrophoresis. Lane M = 1 kb 
ladder, lanes 1 and 2 = Bacillus 
subtilis TU-009 and lane 3 = B. 
subtilis TU-Orga1 (comparative 
strain). 

 
4. สรปุ 

การศึกษาวิจัยสามารถแยกและรวบรวม
แบคทเีรยีทีม่ปีระโยชน์จากผวิและภายในเมลด็ของ
ข้าวกล้องงอกพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ได้ทัง้หมด 
182 ไอโซเลท แบ่งตามลกัษณะโคโลนีทีแ่ตกต่างกนั

ได ้7 กลุ่ม ประกอบดว้ย กลุ่มที ่1 โคโลนีสเีหลอืง-
ขาวครมี โปร่งใส กลางโคโลนียกตวัขึน้สเีหลอืง และ
โคโลนีลกัษณะเยิม้ กลุ่มที ่2 โคโลนีสเีหลอืงบรเิวณ
กลางยกตวัขึน้ กลม และขอบเรยีบ กลุ่มที ่3 โคโลนี
สีส้ม กลม และมันเงา กลุ่มที่ 4 โคโลนีสีส้มอม
เหลอืง กลม และรปูทรงนูน กลุ่มที ่5 เป็นแบคทเีรยี
ทีม่ลีกัษณะโคโลนีสขีาว ค่อนขา้งกลม ขอบไม่เรยีบ 
และมลีกัษณะแห้ง กลุ่มที่ 6 โคโลนีสขีาว โปร่งใส 
กลม และมนัเงา และกลุ่มที่ 7 โคโลนีสขีาว กลม 
และมนัเงา โดยแบคทเีรยีสายพนัธุ์ TU-009 เป็น
สมาชกิของแบคทเีรยีในกลุ่มที ่5 มปีระสทิธภิาพสงู
ที่สุดในการส่งเสริมให้ข้าวกล้องงอกพนัธุ์ขาวดอก
มะลิ 105 มีการสะสมกาบาเมื่อเปรียบเทียบกบั
กรรมวิธีควบคุม  และ เมื่ อทดสอบแกรมและ
ตรวจสอบลักษณะทางชีวเคมี และระดับโมเลกุล 
พบว่าเป็นแบคทเีรยีแกรมบวก มปีฏกิริยิาเป็นบวก
ในการทดสอบ catalase production, urease test, 
starch hydrolysis และ reduced nitrate to nitrite 
รวมทัง้มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกับ Bacillus 
subtilis สายพนัธุ ์AN2 100 เปอรเ์ซน็ต์ ผลงานวจิยั
นี้ B. subtilis TU-009 สามารถน าไปพฒันาต่อยอด
เพื่อการผลติขา้วกลอ้งงอกทีม่กีารสะสมของกาบา 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/425884298?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=URS74XF401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/651231399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=URS74XF401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/643431435?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=URS74XF401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/648109688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=URS74XF401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/648092247?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=URS74XF401R
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ในปรมิาณสงูในระดบัทอ้งถิน่และอุตสาหกรรม 
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