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โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสดุาฯ สยามบรมราชกุมารี (อพ.สธ.) โดยน า
แคคลัสของเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Murashige and Skoog (1962) ที่แปรผันความเข้มข้นของ 6-benzylaminopurine 0 

1 2 และ 3 มิลลิกรมัต่อลติร 2,4-dichlorophenoxyacetic acid ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มิลลิกรมัต่อลิตร เติม และไม่เติม α-naphthalene 
acetic acid ความเข้มข้น 0.5 มลิลิกรมัต่อลิตร และ Indole acetic acid ความเข้มข้น 1 และ 2 มลิลิกรมัต่อลิตร เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 60 วัน 
ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 10 ช่ัวโมงต่อวัน พบว่า แคลลสัมสีีขาวปนเขียว ก้อนเล็กอัดแน่น มีขนาดใหญ่ที่สุดเฉลีย่ 2.56 x 3.17 
เซนติเมตร เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 6- benzylaminopurine ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร จ านวนยอด และความสูงยอดสงูสุดเฉลี่ย 
3.10 ยอดต่อแคลลัส และ 2.65 เซนติเมตร ตามล าดับ เมื่อเพาะเลีย้งแคลลสับนอาหารที่เติม Indole acetic acid ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร และจ านวนรากสูงสุดเฉลี่ย 23 รากต่อแคลลัส เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เตมิ α-Naphthalene acetic acid ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรมั
ต่อลิตร เมื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดัจากเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงในการยับยั้งเช้ือ Escherichia coli และ Bacillus cereus ซึ่งเป็น
จุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคในอาหารด้วยวิธี Agar disc diffusion โดยเปรียบเทียบตัวท าละลายในการสกัดสารจากแคลลสัเพาะเลี้ยง คือ เอ
ทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ และเฮกเซน พบว่า การใช้เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นตัวท าละลายสามารถสกัดสารจากแคลลสัเพาะเลี้ยงท่ีมผีลยับยั้ง
เชื้อ Escherichia coli และ Bacillus cereus มากกว่าการใช้เฮกเซนเป็นตัวท าละลาย สารสกดัจากแคลลสัที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เตมิ 2,4-

dichlorophenoxyacetic acid ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มลิลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ α-naphthalene acetic acid ความเขม้ข้น 1 มิลลกิรัมต่อ
ลิตร สามารถยับยั้งเชื้อ Bacillus cereus และ Escherichia coli มากที่สุด โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเฉลี่ย 0.77 และ 
0.80 เซนติเมตร ตามล าดับ การสกัดสารจากใบ ล าต้น และรากเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงใช้เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นตัวท าละลาย พบว่า สาร
สกัดจากรากท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม BA ความเข้มข้น 1 และ 2 มิลลิกรัมต่อลิตร อาหารที่เตมิ BA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 

α-naphthalene acetic acid ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรมัต่อลิตร และอาหารที่เติม α-naphthalene acetic acid และ 2,4-D ความเข้มขน้ 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ผลในการยับยั้งเช้ือ Escherichia coli โดยมีขนาดเส้นผา่นศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเฉลี่ย 0.70 เซนติเมตร 

เช่นเดียวกับสารสกัดจากรากท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารที่เติม 2,4-dichlorophenoxyacetic acid ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ α-
naphthalene acetic acid ความเข้มข้น 1 มลิลิกรัมต่อลิตร สามารถยับยั้งเชื้อ Bacillus cereus ได้เพียงสูตรเดียว สารสกัดจากใบ
เท้ายายม่อมท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถยับยั้งเชื้อ Escherichia coli ได้เพียงสตูรเดียว โดยมี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเฉลี่ย 0.85 เซนตเิมตร ซึ่งสูงกว่าสารสกัดจากแคลลัส และราก แตไ่มส่ามารถยับยั้งเชื้อ Bacillus 
cereus ได้ ส่วนสารสกัดจากล าตน้ของเท้ายายม่อมท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งทุกสูตรโดยไมม่ีผลในการยับยั้งเชื้อทั้ง 2 ชนิด สารสกัดจากเซลล์
แคลลสั ใบ และรากเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงมผีลในการยับยั้งเชื้อ Escherichia coli ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบไดม้ากกว่าเช้ือ Bacillus cereus 

                                                   
†การประชุมวิชาการและการน าเสนอผลงาน ชมรมคณะปฏิบัติงานวิทยาการ อพ.สธ. ครั้งที่ 10 (ระหว่างวันที่ 20 - 22 กันยายน 2565 ณ มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์) 
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ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ในการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์เท้ายายม่อม เพื่อผลิตสารออกฤทธ์ิสามารถน าไปประยุกต์ใช้
ในการเพาะเลี้ยงพืชท้องถิ่นชนิดอื่นเพื่อผลิตสารจากพืชที่เป็นประโยชน์ต่อไป  
ค าส าคัญ: เท้ายายม่อม, แคลลสั, เอทานอล, เฮกเซน, สารสกดั 
 
บทน า 

เท้ายายม่อม (Tacca leontopetaloides (L.) Kuntze.) เป็นพืชลม้ลุกท่ีมีหัวใตด้ิน ในวงศ์ Taccaceae (Caddick et al., 2002) มี
ถิ่นก าเนิดในแอฟริกาตะวันตก เอเชียตะวันออกเฉียงเหนือ และตอนเหนือของออสเตรียเลยี (Ubwa et al., 2011) มีหัวอยู่ใต้ดินลักษณะกลม
ส าหรับสะสมอาหาร แป้งที่สกัดจากหัวเท้ายายม่อมเรียกว่า แป้งเท้ายายม่อม มีข้อดีกว่าแป้งชนิดอื่น คือ มีความมัน ลื่น ละเอียด สีขาว และเมื่อ
ถูกความร้อนจะมีความคงตัวได้นานกว่าแป้งชนิดอื่น หัวเท้ายายม่อมที่สามารถน ามาผลติแป้งไดต้้องมอีายุ 3 ปี (สุพินญา บุญมานพ และ 
ปาริฉัตร สังข์สะอาด, 2018) ประโยชน์ของแป้งเท้ายายม่อม คือ ใช้เป็นส่วนประกอบในการท าอาหาร และขนม (สุพินญา บญุมานพ และ 
ปาริฉัตร สังขส์ะอาด, 2018) เป็นสมุนไพรที่ใช้ส าหรับคนไข้ท่ีอ่อนเพลีย และเบื่ออาหาร (สุนทรี สิงหบุตรา, 2536) ใช้ในการผลิตพลาสติกที่ย่อย
สลายได้ (Makhtar et al., 2013) สารที่พบในเท้ายายม่อมมีที่ส าคญั คือ ซาโปนิน (saponins) โดยสาร steroidal saponins ทีส่กัดจากใบ
เท้ายายม่อมมีฤทธ์ิฆ่าหอยได้อย่างมีประสิทธิภาพสูง (สภุาภรณ์ ภัทรสุทธิ และคณะ, 2543) ในการขยายพันธ์ุเท้ายายม่อมโดยวิธีธรรมชาติท าได้
โดยการใช้หัว หรือการเพาะเมลด็ แต่ปัญหาที่พบ คือ มีการน าหัวเท้ายายม่อมมาใช้ท าแป้ง และการขยายพันธุ์ด้วยหัวท าได้ในช่วงฤดูฝน ส่วน
การเพาะเมลด็ปัญหาที่ พบคือ อัตราการงอกของเมล็ดต่ า หรือบางครั้งเมลด็ไม่สามารถงอกได้ จึงไดน้ าเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมาใช้ใน
การขยายพันธ์ุ เนื่องจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถขยายพันธ์ุพชืได้อย่างรวดเร็วในระยะเวลาอันสั้นภายใตส้ภาพปลอดเชื้อ สามารถผลิตพืช
ได้ทั้งตลอดทั้งปีโดยไม่ขึ้นอยู่กับสภาพภูมิอากาศ และภูมิประเทศ ในการเพาะเลี้ยงสามารถใช้เพยีงส่วนหนึ่งส่วนใดของต้นพืชเพื่อใช้ในการ
ขยายพันธุ์ ไมต่้องท าลายต้นพืชทั้งต้น โดยสามารถปรับสภาวะของการเพาะเลี้ยง และองค์ประกอบของสูตรอาหารที่เหมาะสมในการขยายพันธุ ์
นอกจากน้ีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชยังมีข้อได้เปรยีบ คือ สามารถให้ผลผลติสารออกฤทธิ์ของพืชในการยับยั้งจลุินทรีย์ก่อโรคในอาหารได้ เชน่ 
สารสกัดจากใบ และแคลลัสของพิทูเนียเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS, 1962) ที่แปรผันความเข้มข้นของ 2,4-
dicholophenoxyacetic acid (2,4-D) สามารถยับยั้งการเจรญิของเชื้อแบคทีเรีย 5 ชนิด ได้แก่ Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Baccilus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp และ Salmonella spp. โดยใช้คลอโรฟอร์มเป็นตัวท า
ละลาย (Thenmozhi & Sivaraj, 2011) สารสกัดจากแคลลสัของตน้ร าเพย (Thevetia peruviana) เพาะเลีย้งบนอาหารสูตร MS (1962) ที่
เติม 2,4-D ความเข้มข้น 9 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ kinetin ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรม
บวก ได้แก่ S. aureus B. cereus และ P. aeruginosa ไดสู้งกว่าเชือ้ E. coli เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดจากใบร าเพยเพาะเลีย้ง (Alhashimi 
et al., 2013) เชื้อ E. coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ที่สร้างสารพษิซึ่งท าให้เกิดโรคในระบบทางเดินอาหารของคน โดยมีอาการท้องรว่ง และ
อุจจาระมเีลือดปน ในรายที่มีอาการรุนแรงจะท าให้เกิดความผดิปกติที่ไตซึ่งอาจถึงแก่ชีวิตได้โดยเฉพาะในเด็ก และคนชรา และ เชื้อ B. cereus 
เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ปนเปื้อนในอาหาร สร้างสารพิษท่ีท าให้อุจจาระร่วง และสารพิษท่ีท าให้คลื่นไส้ อาเจียน (วัชรินทร์ รังษีภาณรุตัน์ และ
คณะ, 2559) แต่ยังไม่มีรายงานการสกัดสารจากเซลลเ์ท้ายายม่อมเพาะเลีย้งเพื่อใช้ในการยับยั้งเชื้อจุลนิทรีย์ก่อโรคในอาหาร งานวิจัยนี้เป็นงาน
สนองพระราชด าริในโครงการอนุรกัษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริฯ 

จุดประสงค์ของการวิจัยครั้งนี้เพื่ออนุรักษ์พันธุกรรมเท้ายายม่อมด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช และเพื่อศึกษาสูตรอาหารที่
เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแคลลัส ราก ใบ และล าต้นเท้ายายม่อมเพื่อผลิตสารออกฤทธ์ิในการยับยั้งเชื้อ E. coli และ B. cereus  
 
วิธีด าเนินการวิจัย  

1. การศึกษาสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการเจริญของแคลลลสัเท้ายายม่อม  
น าแคคลสัของเท้ายายม่อมท่ีได้จากการเพาะเมลด็มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Murashige and Skoog (MS, 1962) ที่แปรผัน

ความเข้มข้นของ 6-benzylaminopurine (BA) คือ 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อลิตร 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เติม และ

ไม่เติม α-napthalene acetic acid (NAA) ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร และ Indole acetic acid (IAA) ความเขม้ข้น 1 และ 2 
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มิลลิกรัมต่อลิตร เติมน้ าตาล 30 กรัมต่อลิตร วุ้นเจลไรท์ 4 กรัมต่อลติร ปรับ pH 5.7 ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 10 ช่ัวโมงต่อวัน 
ท าการบันทึกขนาดของแคลลสั จ านวนยอดเฉลีย่ ความสูงเฉลี่ย และจ านวนรากเฉลี่ย  

 
2. การศึกษาตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารจากเซลลข์องเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยง 
น าแคลลสัเท้ายายม่อมท่ีเพาะเลี้ยงจากอาหารเพาะเลี้ยง ข้อ 1 มาสกัดด้วยตัวท าละลาย 2 ชนิด คือ เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ และเฮ

กเซน อัตราส่วนแคลลสั 1 กรมั ตอ่ ตัวท าละลาย 10 มลิลลิิตร ตั้งท้ิงไว้เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภมูิห้อง (37±2 องศาเซลเซียส) ท าการกรอง
สารสกัดผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1 น าสารสกัดที่ได้เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง
เชื้อก่อโรคต่อไป ส่วนการสกัดสารจากใบ ล าต้น และรากเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงใช้เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ และท าการสกดัเช่นเดยีวกับการ
สกัดแคลลสัเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยง (ภาพที่ 1) 

 
3. การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากส่วนต่างๆ ของเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงในการยับย้ังการเจริญของเชื้อจุลนิทรีย์ก่อโรค 
3.1 วิธีการเตรียมเชื้อที่ใช้ทดสอบ  
น าเชื้อ E. coli และ B. cereus เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสตูร Nutrient broth (NB) บ่มที่อุณหภูมิหอ้ง (37±2 องศาเซลเซียส) เป็น

เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปวัดความขุ่นด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ 625 นาโนเมตร ให้มีคา่ absorbance อยู่ระหว่าง 0.08-0.10  
3.2 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัจากเซลล์เท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงตา้นแบคทีเรียด้วยวิธี Agar disc diffusion  
การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดจากเซลลเ์ท้ายายม่อมเพาะเลี้ยง ได้แก ่ แคลลสั ราก ใบ และล าต้น ต้านแบคทีเรียด้วยวิธี Agar disc 

diffusion (Okeke et al., 2001) โดยท าการเตรียมอาหารแข็ง Nutrient agar (NA) ในจานเพาะเลีย้ง ใช้ไม้พันส าลีที่ปราศจากเชื้อชุบแบคทีเรีย
ที่ปรับความขุ่นไว้ ท าการ swab ให้ท่ัวบนผิวอาหารเลี้ยงเช้ือ NA จากนั้นหยดสารสกัดที่จะทดสอบลงบนแผ่น paper disc (ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 6 มิลลลิิตร) โดยหยดสารสกัด ต าแหน่งละ 10 ไมโครลิตร รอจนแห้ง แล้วหยดอีก 2 ครั้ง วางแผ่น paper disc ลงบนจานอาหารเลีย้ง
เชื้อ NA รวมทั้งหยดตัวท าละลายนั้นๆ เป็นชุดควบคุม (control) โดยใช้ automatic pipette ที่ปราศจากเชื้อ จากนั้นน าจานเพาะเชื้อนี้ไปบ่ม
เลี้ยงเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง (37±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วน ามาวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางส่วนใส (clear zone) หรือบริเวณ
ยับยั้ง (inhibition zone) โดยวัดหน่วยเป็นมลิลิเมตร 

 
4. การวิเคราะห์ข้อมูล 
ข้อมูลที่ได้ท าการวิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูล (ANOVA) และวิเคราะห์ความแปรปรวนของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s test ที่

ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
 
ผลการทดลองและอภิปรายผล 

1. สารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการเจริญของแคลลลสัเท้ายายม่อม       
เมื่อน าแคคลสัเท้ายายม่อมท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS (1962) ที่แปรผันความเข้มข้นของ BA คือ 0, 1, 2 และ 3 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 และ 1 มิลลิกรมัต่อลติร เติม และไม่เตมิ NAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรมัต่อลิตร และ IAA ความเข้มข้น 1 และ 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลีย้งเป็นเวลา 60 วัน ที่อุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 10 ช่ัวโมงต่อวัน พบว่า แคลลสัมสีีขาวปนเขียว ก้อนเล็ก
อัดแน่น (ภาพที่ 1) โดยแคลลสัมขีนาดใหญ่ที่สดุเฉลีย่ 2.56 x 3.17 เซนติเมตร (ตารางที่ 1) เมื่อเพาะเลีย้งบนอาหารที่เติม BA ความเข้มข้น 3 
มิลลิกรัมต่อลิตร รองลงมาคือ แคลลสัขนาดเฉลี่ย 2.53 x 3.22 เซนติเมตร และ 2.41 x 3.19 เซนติเมตร เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารทีเ่ติม BA 
ความเข้มข้น 3 และ 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรมัต่อลติร ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นของ 2,4-D ต่อ
การชักน าให้เกิดแคลลสั พบว่า การใช้ 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 มลิลกิรัมต่อลิตร กระตุ้นให้ขนาดของแคลลสัใหญ่กว่าการใช้ 2,4-D ความเข้มข้น 
1 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลสัเพาะเลี้ยงบนอาหารทุกสูตรสามารถเกดิเป็นยอดได้ โดยจ านวนยอดสูงสุดเฉลี่ย 3.10 ยอดต่อแคลลสั ความสูงยอด
สูงสุดเฉลี่ย 2.65 เซนตเิมตร เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลสับนอาหาร ที่เติม IAA ความเข้มข้น 1 มลิลิกรัมต่อลติร (ภาพที่ 1) และจ านวนรากสูงสดุเฉลีย่ 
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23 รากต่อแคลลัส เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร ที่เติม NAA ความเขม้ข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  สอดคล้องกับรายงานของ Charoensub et al. 
(2008) พบว่า NAA กระตุ้นการเกดิรากของค้างคาวด า  

 
2. เปรียบเทียบตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารจากแคลลสัเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงต่อการยับย้ังเชื้อก่อโรคในอาหาร 
เมื่อน าแคลลัสเท้ายายม่อมที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร ข้อ 1 มาสกัดด้วยเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ และเฮกเซน เพื่อทดสอบการยับยั้งเช้ือ 

E. coli และ B. subtilis ก่อโรคในอาหาร พบว่า การใช้เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นตัวท าละลายสามารถสกัดสารจากแคลลสัเท้ายายม่อม
เพาะเลี้ยงท่ีมีผลยับยั้งเช้ือ E. coli และ B. cereus มากกว่าการใช้เฮกเซนเป็นตัวท าละลาย (ตารางที ่2 ภาพที่ 2 ก และ ค) สอดคล้องกับการ
สกัดสารจากใบ และแคลลสัเพาะเลี้ยงของ Baliospermum axillare ด้วยเอทานอล สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย (Singh and Sudarshana, 
2003) และการสกัดสารจาก Scutellaria orientalis L. subsp. Bicolor ด้วยเมทานอลใหผ้ลในการยบัยั้งเช้ือจุลินทรีย์กว่าการใช้อะซีโตน และ
เฮกเซน เป็นตัวท าละลาย (Ozdemir et al., 2016) และสารสกัดจากแคลลัสพิทูเนียเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS (1962) ที่เติม 2,4-D  โดยใช้
คลอโรฟอรม์เป็นตัวท าละลายสามารถยับยั้งการเจรญิของเชื้อแบคทีเรีย E. coli ไดด้ีกว่าการใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลาย (Thenmozhi & 
Sivaraj, 2011) สารสกัดจากแคลลัสเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงสามารถยับยั้งเชื้อ E. coli แบคทีเรยีแกรมลบ ได้มากกว่าเชื้อ B. cereus แบคทีเรีย
แกรมบวกซึ่งมีผนังเซลล์หนา และแข็งแรงกว่าแบคทีเรียแกรมลบ แต่เมมเบรนของแบคทีเรยีแกรมลบมีไขมันมาก ซึ่งสารซาโปนินมีคณุสมบัติ
เหมือนผงซักฟอกอาจเพิ่มการซึมผ่านของสารเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียได้ ซึ่งตรงข้ามกับสารสกัดจากแคลลัสของต้นร าเพยเพาะเลี้ยงบน
อาหารสตูร MS (1962) ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 9 มิลลิกรัมต่อลติร ร่วมกับ kinetin 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ไม่สามารถยับยั้งเช้ือ E. coli ได้
เลย (Alhashimi et al., 2013) 

แคลลสัที่สกดัด้วยเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ที่เพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เตมิ 2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั 
NAA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ให้ผลในการยับยั้งเช้ือ E. coli มากที่สดุ โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเฉลี่ย 0.80 
เซนติเมตร และสารสกัดจากแคลลัสเท้ายายม่อมที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่เตมิ 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความ
เข้มข้น 1 มิลลิกรมัต่อลติร สามารถยับยั้งเชื้อ B. cereus มากที่สดุ โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเฉลี่ย 0.77 เซนติเมตร ส่วนแคลลสั
ที่สกัดด้วยเฮกเซนท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เตมิ BA ความเข้มข้น 3 มลิลิกรัมต่อลิตร ให้ผลในการยับยั้งเชื้อ E. coli มากที่สดุ โดยมี
เส้นผา่นศูนย์กลางของบริเวณยับยัง้เฉลี่ย 0.70 เซนติเมตร ส่วนสารสกัดแคลลัสที่เพาะเลีย้งบนอาหารที่ปราศจากสารควบคุมการเจรญิเติบโต 
และ อาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลติร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ไมส่ามารถยบัยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อทั้ง 2 ชนิดได้ (ตารางที่ 2) 

 
3. ผลของสกัดสารจากรากเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงต่อการยับย้ังเชื้อก่อโรคในอาหาร  
เมื่อน ารากเท้ายายม่อมที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร ข้อ 1 สกัดด้วยเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ เพื่อทดสอบการยับยั้งเชื้อ E. coli และ B. 

subtilis ก่อโรคในอาหาร พบว่า สารสกัดจากรากที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS (1962) ที่เติม BA ความเข้มข้น 1 และ 2 มิลลิกรมัต่อลิตร 
(ภาพที่ 2 ข) อาหารที่เติม BA ความเข้มข้น 1 มลิลิกรมัต่อลิตร ร่วมกับ NAA ความเขม้ข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และอาหารทีเ่ติม NAA และ 
2,4-D ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ผลในการยับยั้งเช้ือ E. coli (ตารางที่ 3) โดยมีเส้นผ่านศนูย์กลางของบริเวณยับยั้งเฉลี่ยเทา่กับ 0.70 
เซนติเมตร ส่วนรากท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลติร ร่วมกับ NAA ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ให้ผลในการยับยั้งเช้ือ B. cereus ได้เพยีงสูตรเดยีว โดยมีเสน้ผ่านศูนย์กลางของบริเวณยบัยั้งเฉลี่ย 0.70 เซนติเมตร (ภาพที่ 2 ง) 

 
4. ผลของสกัดสารจากใบเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงต่อการยับย้ังเชื้อก่อโรคในอาหาร  
เมื่อน าใบของเท้ายายม่อมท่ีเพาะเลี้ยง ข้อ 1 สกัดด้วยเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต ์เพื่อทดสอบการยับยั้งเช้ือ E. coli และ B. subtilis 

ก่อโรคในอาหาร พบว่า สารสกดัจากใบท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรมัต่อลติร ให้ผลในการยบัยั้งเช้ือ 
E. coli เพียงสูตรเดียว โดยมเีส้นผา่นศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเฉลีย่ 0.85 เซนติเมตร และใบที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสตูร MS ทุกสูตร ไมม่ี
ผลในการยับยั้งเช้ือ B. cereus 
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5. ผลของสกัดสารจากล าต้นเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงต่อการยับย้ังเชื้อก่อโรคในอาหาร 
เมื่อน าล าต้นของเท้ายายม่อมที่เพาะเลีย้งข้อ 1 สกัดด้วยเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ เพื่อทดสอบการยบัยั้งเช้ือ E. coli และ B. subtilis 

ก่อโรคในอาหาร พบว่า สารสกดัจากล าต้นท่ีเพาะเลีย้งบนอาหารแขง็สูตร MS (1962) ทุกสูตร ไม่มผีลในการยับยั้งเชื้อ E. coli และ B. cereus 
 
ตารางที่ 1 การเจริญของเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเตบิโต เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 60 วัน ที่อุณหภมู ิ
25±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 10 ช่ัวโมงต่อวัน 
 

สารควบคุมการเจริญเติบโต 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ขนาดแคลลสัเฉลี่ย (เซนติเมตร) 
(กว้าง x ยาว) 

จ านวนยอดเฉลี่ย 
(ยอด/แคลลัส) 

ความสูงยอด
เฉลี่ย(เซนติเมตร) 

จ านวนรากเฉลี่ย 
(ราก/แคลลัส) 

BA NAA 2,4-D IAA 
- - - - 1.85±0.15ex2.70±0.19b 2.80±1.18b 2.51±0.75a 8.20±2.62c 

1 - - - 2.22±0.21dx2.86±0.21b 0.56±0.24d 1.09±0.75c 6.00±2.05cd 

2 - - - 2.35±0.18cx3.11±0.20b 0.20±0.13d 1.20±0.81c 4.00±1.26d 

3 - - - 2.56±0.09ax3.17±0.21a 0.90±0.43c 2.06±0.86a 0.60±0.40e 

- 0.5 - - 2.07±0.14dx3.00±0.15b 2.30±0.45bc 2.03±0.38a 23.00±4.36a 

1 0.5 - - 2.18±0.16dx2.90±0.19b 0.80±0.36c 1.63±0.78b 4.50±1.70cd 

2 0.5 - - 2.41±0.21bx3.19±0.12a 0.11±0.11d 0.22±0.22d 3.33±1.56d 

3 0.5 - - 2.53±0.16bx3.22±0.15a 0.60±0.34d 0.86±0.49d 2.40±1.14d 

- - 0.5 - 2.18±0.20dx2.72±0.24b 1.50±0.79bc 1.94±0.79b 5.80±2.27cd 

- - 1 - 2.09±0.23dx2.70±0.26b 0.70±0.30c 1.55±0.75b 2.80±1.01d 

- 0.5 0.5 - 2.06±0.31dx2.70±0.44b 2.00±1.14bc 1.65±0.76b 13.20±4.93b 

- 0.5 1 - 2.55±0.25ax3.15±0.21a 2.10±0.72bc 2.39±0.76a 8.30±1.88c 

- 1 0.5 - 1.91±0.29ex2.48±0.27c 0.70±0.37c 1.17±0.69c 8.30±3.43c 

- 1 1 - 2.28±0.17cx2.82±0.17b 0.60±0.27d 1.06±0.56c 0.30±0.30e 

- - - 1 1.66±0.12ex2.48±0.16c 3.10±1.31a 2.65±0.80a 12.00±2.78bc 

- - - 2 1.80±0.14ex2.59±0.16b 1.70±0.68bc 2.44±0.89a 5.90±2.35cd 

หมายเหตุ: ± Standard Derivation (SD)          
  ตัวอักษรที่เหมือนกันที่อยู่ในสดมภ์เดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติทีร่ะดับ 0.05  
  วิเคราะห์ความแตกต่างโดยวิธี Duncan’s Test 
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ตารางที่ 2 เปรียบเทียบตัวท าละลายท่ีเหมาะสมในการสกดัสารจากแคลลสัเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ E. coli และ B. 
cereus ก่อโรคในอาหาร  
 

สูตรอาหาร 
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางบริเวณใส (เซนติเมตร) 

เอทานอล 95 เปอร์เซนต์ เฮกเซน 

E. coli B. cereus E. coli B. cereus 
MS  0g 0d 0b 0 
MS + 1 mg/L BA 0.72±0.02e 0d 0b 0 
MS + 2 mg/L BA 0.74±0.04c 0d 0b 0 
MS + 3 mg/L BA 0.73±0.00d 0d 0.70±0.02a 0 
MS + 1 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA 0.79±0.02b 0.73±0.02b 0b 0 
MS + 2 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA 0.70±0.00f 0d 0b 0 
MS + 3 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA 0g 0d 0b 0 
MS + 0.5 mg/L NAA 0.70±0.00f 0d 0b 0 
MS + 0.5 mg/L 2,4-D 0.72±0.02e 0d 0b 0 
MS + 1 mg/L 2,4-D 0.72±0.02e 0.70±0.02c 0b 0 
MS + 0.5 mg/L 2,4D + 0.5 mg/L NAA 0.72±0.02e 0.70±0.00c 0b 0 
MS + 1 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L NAA 0.70±0.02f 0.70±0.00c 0b 0 
MS + 0.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L NAA 0.70±0.00f 0.77±0.02a 0b 0 
MS + 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L NAA 0.80±0.07a 0d 0b 0 
MS + 1 mg/L IAA 0.73±0.00d 0d 0b 0 
MS + 2 mg/L IAA 0.74±0.04c 0.70±0.02b 0b 0 

หมายเหตุ: ± Standard Derivation (SD) 
 ตัวอักษรที่เหมือนกันที่อยู่ในสดมภ์เดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติทีร่ะดับ 0.05  

  วิเคราะห์ความแตกต่างโดยวิธี Duncan’s Test 
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ตารางที่ 3 ผลของสารสกัดจากสว่นของราก ใบ และล าต้นเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงบนอาหารสตูร MS ที่แปรผันสารควบคมุการเจรญิเตบิโตต่อ
การยับยั้งการเจรญิของเชื้อ E. coli และ B. cereus เมื่อสกัดด้วยเอทานอล 95 เปอร์เซนต ์

 

 
 

สูตรอาหาร 

ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางบริเวณใส (เซนติเมตร) 
ราก ใบ ล าต้น 

E. coli B. cereus E. coli B. cereus E. coli B. cereus 
MS  0b 0b 0b 0 0 0 
MS + 1 mg/L BA 0.70±0.02a 0b 0b 0 0 0 
MS + 2 mg/L BA 0.70±0.02a 0b 0b 0 0 0 
MS + 3 mg/L BA 0b 0b 0b 0 0 0 
MS + 1 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA 0.70±0.02a 0b 0b 0 0 0 
MS + 2 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA 0b 0b 0b 0 0 0 
MS + 3 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA 0b 0b 0b 0 0 0 
MS + 0.5 mg/L NAA 0.70±0.00a 0b 0b 0 0 0 
MS + 0.5 mg/L 2,4-D 0.70±0.02a 0b 0b 0 0 0 
MS + 1 mg/L 2,4-D 0b 0b 0.85±0.02a 0 0 0 
MS + 0.5 mg/L 2,4D + 0.5 mg/L NAA 0b 0b 0b 0 0 0 
MS + 1 mg/L 2,4-D + 0.5 mg/L NAA 0b 0b 0b 0 0 0 
MS + 0.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L NAA 0b 0.70±0.00a 0b 0 0 0 
MS + 1 mg/L 2,4-D + 1 mg/L NAA 0b 0b 0b 0 0 0 
MS + 1 mg/L IAA 0b 0b 0b 0 0 0 
MS + 2 mg/L IAA 0b 0b 0b 0 0 0 

หมายเหตุ: ± Standard Derivation (SD) 
 ตัวอักษรที่เหมือนกันที่อยู่ในสดมภ์เดียวกันแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติทีร่ะดับ 0.05  

  วิเคราะห์ความแตกต่างโดยวิธี Duncan’s Test 
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ภาพที่ 1 การเกิดแคลลัส ยอด ราก และใบของเท้ายายม่อมเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต เพาะเลีย้ง
ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 10 ช่ัวโมงต่อวัน เป็นเวลา 60 วัน 
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ภาพที่ 2 การเกิดบริเวณใสของสารสกัดจากเซลลเ์ท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียกอโรคในอาหารดวยวิธี Agar disc diffusion 
เมื่อ ใช้เอทานอล (E1 และ E2) และ เฮกเซน (H1 และ H2) เป็นตัวท าละลาย 

(1) สารสกัดจากแคลลัสเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสตูร MS + 2 mg/L IAA ยับยั้งเช้ือ E. coli 
(2) สารสกัดจากรากเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสตูร MS + 2 mg/L BA ยับยั้งเช้ือ E. coli 
(3) สารสกัดจากแคลลัสเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสตูร MS + 1 mg/L BA + 0.5 mg/L NAA ยับยั้งเช้ือ B. cereus  
(4) สารสกัดจากรากเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสตูร MS + 0.5 mg/L 2,4-D + 1 mg/L NAA ยับยั้งเช้ือ B. cereus  
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สรุปผล 
การอนุรักษ์พันธุกรรมเท้ายายม่อมโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแคลลสั ราก ใบ และล าต้นในสภาพปลอดเชื้อเพื่อผลติสารยับยั้ง

เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหาร โดยใช้สารสกัดจากเซลลเ์ท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่แปรผันสารควบคมุการเจรญิเตบิโต BA 
2,4-D NAA และ IAA สามารถยบัยั้งเช้ือ E. coli ซึ่งเป็นแบคทีเรยีแกรมลบได้มากกว่าเชื้อ B. cereus ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก  ชนิดของ
เซลล์เท้ยายม่อมเพาะเลีย้งมีผลต่อการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหาร โดยสารสกัดจากใบเท้ายายม่อมเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่
เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ผลในการยับยั้งเช้ือ E. coli ได้มากท่ีสุด เมื่อเปรียบเทยีบกับแคลลัส และรากเพาะเลีย้ง แต่สาร
สกัดจากส่วนของล าต้นเพาะเลี้ยงไม่สามารถยับยั้งจลุินทรีย์ทั้ง 2 ชนิด  ในการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์เท้ายายมอ่ม เพ่ือ
ผลิตสารออกฤทธิ์สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการเพาะเลี้ยงพืชท้องถิ่นชนิดอื่นเพ่ือผลิตสารจากพืชเพื่อการใช้ประโยชน์อย่างยั่งยืนต่อไป  
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