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วธิกีารอยางงายในการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชื โดยใชสารเคมไีฮโดรเจนเพอรออกไซด (H
2
O

2
) แทน

การใชหมอนึ่งความดันไอน้ํา ไดถูกพัฒนาข้ึนมาในงานทดลองเพ่ือทําการเปรียบเทียบวิธีการแบบด้ังเดิมในการ
ฆาเช้ืออาหาร โดยใชอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชสูตร Murashige and Skoog, MS (1962) เปนอาหารพ้ืนฐาน 
กําหนดใหอาหารที่นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอน้ําเปน control  เปรียบเทียบกับอาหารท่ีเติม H

2
O

2
 อัตราความ

เขมขน 0, 0.0025, 0.005, 0.075  และ 0.01 เปอรเซ็นต v/v ทําการบันทึกขอมูลการปนเปอนเปนเวลา 17 สัปดาห 
ทําการทดลอง ณ หองปฏิบัติการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ คณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม  
ผลการทดลองพบวา อาหารท่ีไมมีการฆาเชื้อเกิดการปนเปอนเชื้อจุลินทรียตั้งแตสัปดาหที่ 5 และปนเปอน 
100 เปอรเซ็นต เม่ือสัปดาหที่ 11   สําหรับอาหารท่ีใส H

2
O

2
 ความเขมขน 0.0025 เปอรเซ็นต v/v เกิดการปนเปอน

เชื้อจุลินทรียขึ้นในสัปดาหที่ 13  และมีการปนเปอนเชื้ออยางตอเนื่องในสัปดาหตอๆ ไป  สวนอาหารท่ีฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งความดันไอนํ้า อาหารที่เติม H

2
O

2 
ความเขมขน 0.005  0.075  และ 0.01 เปอรเซ็นต v/v ไมพบการปนเปอน

เกิดขึ้นในระยะเวลา 17 สัปดาห 

คําสําคัญ : ไฮโดรเจนเพอรออกไซด การฆาเชื้อ อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

ABSTRACT

Simple sterile culture methods for preparing sterile medium without autoclaving using hydrogen peroxide 
(H

2
O

2
) was developed. In this work we compared traditional methodology with a protocol that easily to sterilize 

plant tissue culture media Murashige and Skoog, MS (1962), with additional of H
2
O

2
 into plant tissue culture 

media as chemical sterilizer. A series of H
2
O

2 
concentration 0, 0.0025, 0.0050 and 0.0100 % v/v was used 

to control contamination during 17 weeks experimental period. The results showed that the MS media without 
H

2
O

2 
and supplemented with 0.0025 % v/v H

2
O

2 
exhibited many variations with bacterial and fungal 



contaminations after treatment for 5 and 13 weeks respectively, and the microbial contaminations were 
continue to increased. While the MS media supplemented with 0.0050, 0.0075 and  0.0100 %  v/v H

2
O

2
 

provided completed sterilization of the medium for 17 weeks experimental period.     

Keywords : Hydrogen peroxide, Sterilization, Tissue culture media
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ปจจุบันการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีถูกพัฒนาขึ้นเพื่อใชในงานขยายพันธุพืชอยางกวางขวาง  มีการสรางหอง
ปฏบิตักิารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พชืเพือ่การคากนัอยางแพรหลาย แตขอเสียของการเพาะเล้ียงเนือ้เยือ่พชืคือ การสราง
หองปฏิบตักิาร เคร่ืองมือ และสารเคมีเฉพาะทางมีราคาแพง เชน หมอน่ึงความดันไอนํ้า (Autoclaves) ตูยายเน้ือเยือ่ 
(Air sterile cabinets) ซึ่งตองใชตนทุนสูงในการจัดสรร อีกทั้งยังตองใชเทคนิคปลอดเชื้อที่ซับซอนและยุงยาก 
ผูปฏิบัติงานตองมีการเรียนรู และฝกปฏิบัติตนใหมีความชํานาญจึงจะสามารถปฏิบัติได

ดวยเหตนุีจ้งึมผีูพยายามหาวธิกีารฆาเชือ้จุลนิทรยีในอาหารเพาะเลีย้งพชื ดวยการใชสารเคมีแทนการฆาเช้ือ
ดวยหมอนึ่งความดันไอน้ํา Yanagawa et al. (1995) ศึกษาการฆาเชื้อจุลินทรียโดยใชคลอรีนพนลงไปในอาหาร
เพาะเลีย้งเนือ้เยือ่สตูร MS โดยไมนึง่ฆาเชือ้ พบวาสามารถฆาเชือ้ได และไมมผีลตอสวนเนือ้เยือ่ของดอกเบญจมาศ
และคารเนชั่นที่นํามาเพาะเลี้ยง Matsumoto et al. (2005) ศึกษาฆาเชื้อโดยใชโซเดียมไฮโปคลอไรดในอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS โดยไมนึ่งฆาเชื้อ พบวาที่ความเขมขน 0.002 เปอรเซ็นต w/v มีประสิทธิภาพเพียงพอตอ
การฆาเชื้อพวกแบคทีเรียบางชนิด แตที่ความเขมขน 0.01 เปอรเซ็นต w/v และ pH 5.4 เทานั้นจึงจะสามารถควบคุม
และฆาเชื้อแบคทีเรียได แตวิธีนี้อาหารจะมีสภาพเปนกรดจึงอาจเปนอันตรายตอเนื้อเยื่อพืชบางชนิดได Rafael 
et al. (2001) พบวา ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (Hydrogen peroxide ; H

2
O

2
) สามารถชะลอการเจริญเติบโตของ

เชือ้แบคทเีรยีในชวงแรกได Snow (1985) ไดทดลองผสม H
2
O

2 
ลงในอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่กลวยไม พบวา ทีค่วาม

เขมขน 0.005 เปอรเซ็นต w/v สามารถฆาเช้ือได และไมเปนพิษตอโปรโตคอมของกลวยไม สวนการทดลองของ 
Curvetto et al. (2006) ประสบความสําเร็จในการทดลองนํา H

2
O

2 
 มาใชในการฆาเชื้อในอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 

ที่ความเขมขนตางกัน คือ 0.005  0.01  0.015  และ 0.02 เปอรเซ็นต p/v ลงไปบนอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ
ดอกลิลลี่ โดยตองใหความรอนกับอาหารเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือกอน 40 นาที แลวรอจนอุณหภูมิลดลงประมาณ 
50 องศาเซลเซียส จึงเติม H

2
O

2
 แลวนําไปใหความรอนอีก 30 นาที เปรียบเทียบกับวิธีการฆาเช้ือโดยใชหมอนึ่ง

ความดนัไอน้าํ พบวา การปนเปอนของวธิกีารฆาเชือ้โดยใชหมอนึง่ความดนัไอน้าํ ต่าํกวาการใช H
2
O

2 
แตกเ็ปนอตัรา

ที่ยอมรับได ยิ่งไปกวานั้นการใช H
2
O

2 
ที่ความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต p/v สงผลใหหัวยอยของลิลล่ีมีการเจริญและ

น้ําหนักสดที่ดีกวาที่ใชวิธีการฆาเช้ือโดยใชหมอนึ่งความดันไอน้ํา ปจจุบันในประเทศไทยไดมีการใช H
2
O

2
 ควบคุม

การปนเปอนเชื้อจุลินทรียในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อเห็ด (ธัญญา, 2552; ธัญญา, 2553) วิธีการดังกลาวสามารถทําได
งาย โดยไมตองใชหมอนึ่งความดันไอนํ้าในการนึ่งฆาเชื้อวัสดุเพาะและไมใชตูเขี่ยเนื้อเยื่อเห็ด 

H
2
O

2
 เปนของเหลวท่ีไมคงตัว ไมมีสี มีรสขม มักทําอยูในรูปสารละลายในนํ้าความเขมขน 3 ถึง 90 เปอรเซ็นต 

(กองควบคุมวัตถุเสพติดสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา, 2552)  เปนสารทําความสะอาดและฆาเชื้อโรค
ที่ผิวหนัง ใชในทางเภสัชกรรม ทําน้ํายาบวนปากและนํ้ายาฆาเชื้อ (McDonnell and Russell, 1999) ใชฟอกสีฟน 
ฟอกสีในอาหาร หาซ้ือไดงาย และมีความปลอดภัยในการใชงานสูง ดังน้ัน H

2
O

2 
จึงเปนสารฆาเช้ือท่ีมีความเหมาะสม

ตอการนํามาทดลองในคร้ังนี้ ซึ่งนักวิจัยไดทําการวิจัยและพัฒนาจนไดวิธีการท่ีไมซับซอน และท่ีสําคัญไมตองใช
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หมอนึ่งความดันไอน้ําในการฆาเช้ือในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซึ่งสามารถนําไปใชทดแทนวิธีดั้งเดิมท่ีใชหมอนึ่ง
ความดันไอน้ําได

 

ÇÑμ¶Ø»ÃÐÊ§¤�

เพื่อศึกษาความเขมขนของ H
2
O

2
 ที่เหมาะสมสําหรับการฆาเชื้อจุลินทรียในอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช เพื่อ

แทนการฆาเช้ือจุลินทรียดวยการใชหมอนึ่งความดันไอน้ํา

ÃÐàºÕÂºÇÔ Õ̧ÇÔ¨ÑÂ

ศึกษาประสิทธิภาพของ H
2
O

2
 ตอการควบคุมการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช

สูตร Murashige and Skoog (1962) หรือ MS วางแผนการทดลองแบบสุมอยางสมบูรณ (Completely Randomized 
Design; CRD) ทําการทดลอง ณ หองปฏิบัติการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ คณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยราชภัฏ
เชียงใหม  วิทยาเขตสะลวง-ขี้เหล็ก

ทําการทดลองโดยเตรียมอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชสูตร MS น้ําตาลซูโครส 30 กรัมตอลิตร วุน 7 กรัม
ตอลิตร pH 5.8 แบงการทดลองออกเปน 6 กรรมวิธี โดยเปรียบเทียบอาหารสูตร MS ที่นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความ
ดันไอน้ํากับการเติม H

2
O

2
 ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในอัตรา 0  0.0025  0.0050  0.0075 และ 0.0100 

เปอรเซน็ต v/v บรรจุอาหารท่ีเตรียมไดลงในขวดแกวขนาดปริมาตร 3 ออนซขวดละ 20 มลิลิลติร แลวนําไปเก็บรกัษา
ในหองเพาะเล้ียงเนื้อเยื่ออุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ 70 เปอรเซ็นต และความเขมแสง 1,500 
ลักซ จากนั้นบันทึกผลการทดลองจากการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียทุก 2 สัปดาห  เปนเวลา 17 สปัดาห

¼Å¡ÒÃÇÔ¨ÑÂáÅÐ¡ÒÃÍÀÔ»ÃÒÂ

การศึกษาการใช H
2
O

2
 ระดับความเขมขนตางๆ ในอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชสูตร MS เพื่อควบคุมการ

ปนเปอนของเชื้อจุลินทรียในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชพบวา อาหารที่ไมเติม H
2
O

2
 และไมนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง

ความดันไอน้ํา เกิดการปนเปอนเชื้อจุลินทรียตั้งแตสัปดาหที่ 5 และในระยะเวลาตอมามีการปนเปอนเชื้อจุลินทรีย 
100 เปอรเซ็นต ในสัปดาหที่ 11 สวนอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อท่ีเติม H

2
O

2
 ความเขมขน 0.0025 เปอรเซ็นต v/v 

มีการปนเปอนเชื้อจุลินทรียในสัปดาห 13 และมีการปนเปอนเชื้ออยางตอเนื่อง และใหผลแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ยิ่งทางสถิติกับการเพิ่ม H

2
O

2
 ที่ความเขมขนอ่ืนๆ (ตารางท่ี 1) สําหรับอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือท่ีนึ่งดวยหมอนึ่ง

ความดันไอน้ํา และอาหารท่ีเติม H
2
O

2
 ที่ความเขมขน 0.0050  0.0075  0.0100 เปอรเซ็นต v/v พบวาไมเกิดการ

ปนเปอนขึ้นเลยตลอดระยะเวลาการทดลอง 17 สัปดาห 
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ตารางท่ี 1 รอยละของอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชที่ปลอดเชื้อจุลินทรีย (17 สัปดาห)

Treatment
สัปดาหที่

5 7 9 11 13 15 17

Autoclaved 100 ± 0 a1/ 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a

Non - 
Autoclaved

86.7 ± 5.8 b 60 ± 0 b 30 ± 10 b 0 b 0 c 0 c 0 c

H
2
O

2
 0.0025 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 90 ± 10 b 80 ± 0 b 70 ± 10 b

H
2
O

2
 0.0050 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a

H
2
O

2
 0.0075 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a

H
2
O

2
 0.0100 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a 100 ± 0 a

F-test ** ** ** ** ** ** **
1/: คือ อักษรกํากับภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในคอลัมนเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
(P<0.01)

º·ÊÃØ»áÅÐ¢ŒÍàÊ¹Íá¹Ð

อัตราความเขมขนของ H
2
O

2
 ที่สามารถควบคุมเชื้อจุลินทรียในอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืชสูตร MS ในระยะ

เวลา 17 สัปดาหไดอยูในชวง 0.005 – 0.010 เปอรเซ็นต v/v โดยปกติทั่วไปความเขมขนของสารเคมีที่สูงเกินไป
อาจมีผลตอเนื้อเยื่อของพืชบางชนิดที่มีปฏิกิริยาไวตอสารเคมี ทําใหเนื้อเยื่อพืชชนิดนั้นเสียหายและตายได ดังนั้น 
H

2
O

2
 ความเขมขน 0.005 เปอรเซ็นต v/v  มีความเหมาะสมมากท่ีสุด เนื่องจากมีความเขมขนของ H

2
O

2
 ในอาหาร

ต่ําท่ีสุด แตมีประสิทธิภาพในการฆาเช้ือและควบคุมเช้ือจุลินทรียไดในระยะเวลาถึง 17 สัปดาห ซึ่งไมแตกตาง
ทางสถิติกับการเติม H

2
O

2
 0.0075  และ 0.0100 เปอรเซ็นต v/v  จึงมีความเหมาะสมมากท่ีสุดในการนํามา

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ผลการศึกษาสอดคลองกับการทดลองของ Curvetto et al. (2006)  ที่แนะนําใหใช H
2
O

2
 ความ

เขมขน 0.005 เปอรเซ็นต p/v แตตางกันที่วิธีการทดลอง Curvetto et al. (2006) ซับซอนกวา โดยตองใหความรอน
กับอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกอน 40 นาที แลวรอจนอุณหภูมิลดลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส จึงเติม H

2
O

2
 

แลวนําไปใหความรอนอีก 30 นาที สวน McAlpine (1947) ไดนําเอา H
2
O

2
 ความเขมขน 0.009 – 0.180 เปอรเซ็นต 

w/v มาใชฆาเชื้อจุลินทรียในอาหารเพาะเลี้ยงเมล็ดกลวยไมโดยที่อาหารนั้นไมจําเปนตองผานการนึ่งฆาเชื้อ พบวา
สามารถยับยั้งการงอกของเช้ือราโดยไมมีผลกระทบตอการงอกของเมล็ดกลวยไม 

งานวิจัยในครั้งนี้ถือไดวาเปนจุดเริ่มตนท่ีดีในการนําไปตอยอด เพื่อทดลองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกับพืชชนิดอื่น 
และยงัเพิม่ศกัยภาพใหกบัผูผลติรายยอยทีต่องการขยายพนัธุพชืดวยการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ทีม่ตีนทุนต่าํ โดยลดความ
ยุงยากในการเตรียมหองปฏิบัติการ และอุปกรณที่สิ้นเปลืองตางๆ เชน หมอนึ่งความดันไอน้ํา และตูยายเนื้อเยื่อ 
เปนตน ซึ่งมีราคาสูง อยางไรก็ตามการใชวิธีการดังการวิจัยในครั้งนี้ก็ยังมีความจําเปนตองอาศัยการใชสถานที่ที่มี
ความสะอาดเปนพื้นฐานอยูดวยเชนกัน จึงจะทําใหการผลการทดลองเปนไปไดอยางมีประสิทธิภาพ
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ขอขอบคุณมหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหมที่ไดใหทุนสนับสนุนการศึกษา  และคณะเทคโนโลยีการเกษตร 
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โดย ผูชวยศาสตราจารย ดร.ชวิศ จิตรวิจารณ
คณบดีบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเปนเทคโนโลยีในการขยายพันธุพืชที่ไดรับความนิยมอยาง
กวางขวาง เนื่องจากสามารถขยายพันธุพืชไดอยางรวดเร็ว มีลักษณะทางพันธุกรรมเหมือน
พอแม มีขนาดสมํ่าเสมอ และไดปริมาณมากในระยะเวลาส้ัน แตมีขอจํากัดที่สําคัญคือมีการ
ลงทุนสูง ตองทําในหองปฏิบัติการในสภาพที่ปลอดเชื้อ ใชเครื่องมือและสารเคมีเฉพาะทางท่ีมี
ราคาสงู  โดยผูเชีย่วชาญเฉพาะทาง ทาํใหมตีนทนุผลผลติตอหนวยสงูไปดวย การเตรยีมอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อวานสี่ทิศ โดยใชสารเคมีไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H

2
O

2
) แทนการใชหมอนึ่ง

ความดันไอนํ้า เปนความคิดสรางสรรคของนักวจิยัทีส่รางองคความรูใหมในการฆาเชือ้ในอาหาร
สําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยใชอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสูตร Murashige and Skoog, 
MS (1962) เปนอาหารพื้นฐาน กําหนดใหอาหารที่นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอน้ําเปน 
control เปรียบเทียบกับอาหารท่ีไมไดฆาเชื้อ และอาหารท่ีเติม H

2
O

2
 อัตราความเขมขน 0, 

0.0025, 0.005, 0.075 และ 0.010 เปอรเซ็นต v/v ทําใหนักวิจัยไดคนพบวาการใช
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด 0.005 - 0.010 เปอรเซน็ต v/v มปีระสทิธภิาพในการฆาเชือ้และควบคุม
เชื้อจุลินทรียไดในระยะเวลาถึง 17 สัปดาห

ขอคนพบจากการวิจัยนี้ผูสนใจสามารถศึกษาและนําไปตอยอดทดลองกับการเตรียม
อาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชืชนดิอืน่ได เนือ่งจากมวีธิกีารทีง่าย สะดวก และมีตนทุนต่าํ เหมาะ
สําหรับวิสาหกิจชุมชน และผูประกอบการรายยอยท่ีมีสถานท่ีที่สะอาดสามารถนําองคความรู
การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อวานส่ีทิศโดยใชสารเคมีไฮโดรเจนเพอรออกไซดนี้ไปใช
ในการขยายพันธุพืชใหเหมาะสมกับบริบทของทองถ่ินและความตองการของตลาดไดเปนอยางดี
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อ.ดร.ศุภกฤษ  เมธีโภคพงษ  มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม
อ.ดร.ณัฏฐพร  จกัรวิเชียร  มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม
อ.ดร.ทัตพร คุณประดิษฐ มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม
อ.ดร.ธัญญา ทะพิงคแก มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม
อ.ดร.กฤษฎา บุญชม มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม
อ.ดร.วิศนี สุประดิษฐอาภรณ มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม
อ.ดร.วัชรี หาญเมืองใจ มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม
อ.ดร.วรจิตต เศรษฐพรรค มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม
อ.ดร.ณัฐญา ตันตานนท มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม
อ.ดร.กาญจนา สุระ มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม
ผศ.เรณู อรรฐาเมศร มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม

ÇÒÃÊÒÃÇÔ¨ÑÂÃÒªÀÑ¯àªÕÂ§ãËÁ‹
Rajabhat Chiang Mai Research Journal156






