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บทที�  1 

บทนํา 

 
ปทุมมาเป็นไม้ดอกในวงศ์ขิงข่า (Zingiberaceae) สกุลขมิ %น (Curcuma) อยู่ในกลุ่มที,

สามารถพฒันาเป็นไม้ตดัดอกได้ดี มีถิ,นกําเนิดในประเทศแถบอินโดจีน เช่น ไทย พม่า ลาว และ
กมัพชูา (มนสัวี ฉายผาด และ วีระศกัดิ< ศกัดิ<ศิริรัตน์, 2549) สําหรับประเทศไทยพบเห็นปทมุมาได้
แทบทุกภาคของประเทศ โดยเฉพาะในเขตภาคเหนือ จังหวดัเชียงใหม่ เชียงราย ลําพูน พะเยา 
และบริเวณอทุยานแหง่ชาตทิุง่แสลงหลวง จ.พิษณโุลก (วิภาดา ทองทกัษิณ และ นิพฒัน์ สขุวิบลูย์
, 2537) ในเขตภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ บริเวณอทุยานแห่งชาติป่าหินงาม จ.ชยัภูมิ จะมีความ
หลากหลายทางสายพนัธุ์มากที,สุด (นิพฒัน์ สขุวิบลูย์ และ วิภาดา ทองทกัษิณ, 2545) ปทุมมา
เป็นไม้ดอกที,มีสีสนัสวยงาม ให้ผลผลิตต่อปีจํานวนมาก ก้านช่อดอกแข็งแรงทําให้มีอายุการปัก
แจกนันาน สามารถปลกูเป็นไม้ดอก  ไม้ประดบัได้ดี ปทมุมาที,ส่งออกยงัตา่งประเทศรู้จกักนัในชื,อ
สยามทิวลิป (Siam Tulip) (สรุชาติ คอูาริยะกลุ, 2543)  ปทมุมาจดัเป็นพืชใหม่ที,กําลงัได้รับความ
นิยมจากตลาดต่างประเทศในขณะนี % โดยมีตลาดรองรับที,สําคัญ ได้แก่ ญี,ปุ่ น เนเธอร์แลนด์ 
สหรัฐอเมริกา นิวซีแลนด์ และกลุ่มประชาคมเศรษฐกิจยุโรป (EU) ซึ,งประเทศไทยเป็นประเทศ
เดียวในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ที,ส่งออกหวัพนัธ์ุปทมุมาที,มีคณุภาพ โดยยงัไม่พบข้อมูล
คู่แข่งทางการค้าแต่อย่างใด  ตลาดหลกักลุ่มดงักล่าวมีความต้องการหัวพันธุ์ปทุมมาสูงถึงปีละ
กว่า 3 ล้านหวั คิดเป็นมูลค่าการส่งออกประมาณ 30 ล้านบาทต่อปี ซึ,งนบัว่าเป็นอนัดบัสองรอง
จากการส่งออกกล้วยไม้ และมีแนวโน้มความต้องการมากขึ %นทุกปี (โสภิตา ตาปัน และ โสระยา 
ร่วมรังษี, 2549)  

ปทมุมาจะออกดอกดีในชว่งฤดฝูน ซึ,งเป็นระยะที,พืชเจริญเตบิโตเต็มที, เมื,อฤดฝูนสิ %นสดุลง
จะเป็นเวลาที,ปทุมมาเข้าสู่ระยะพกัตวัและออกดอกอีกครั %งในฤดฝูนปีถดัไป  ในฤดฝูนนี %เองที,การ
ปลูกปทุมมามักประสบกับปัญหาการระบาดของราก่อโรค เนื,องจากลมพายุและนํ %าฝนเป็น
ตวักลางที,ดีที,ทําให้ราก่อโรคแพร่ระบาดเป็นวงกว้าง พร้อมทั %งสภาพอากาศมีความชื %นสงูส่งผลให้
ราเจริญได้ดี  สําหรับโรคที,มีสาเหตจุากเชื %อราที,เกิดกบัปทมุมาส่วนใหญ่มกัเป็นโรคใบจดุ  ตวัอย่าง
ราที,มีรายงานวา่ก่อให้เกิดอาการใบจดุกบัปทมุมาได้แก่ Acremonium sp. Phoma sp. (นนัทินี ศรี
จุมปา และ สุรชาติ คูอาริยะกุล, 2548) และ Cercospora sp. นอกจากนี %ยังมีสาเหตจุากรา 
Curvularia sp. ซึ,งยงัพบว่าสามารถก่อโรคใบจดุกบัพืชในวงศ์ขิงข่าชนิดอื,นได้อีกด้วย (นิพนธ์ ทวี
ชยั และคณะ, 2542) 
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วงจรชีวิตและการก่อโรคของ Curvularia sp. เกิดขึ %นในช่วงที,ปทุมมาเข้าสู่ระยะพักตวั 
หากไม่เก็บทําลายซากพืชที,หลงเหลืออยู่ในแปลงปลูก ราจะอาศยัอยู่บนเศษซากพืชนั %นได้เป็น
เวลานานนบัปี เมื,อเข้าสูฤ่ดฝูนปีถดัไป สปอร์ที,ราสร้างขึ %นจะปลิวกระจายออกไปตามส่วนตา่งๆของ
แปลงปลกูโดยแรงลมและนํ %าฝน เมื,อสภาพแวดล้อมเหมาะสมสปอร์จะงอกและสร้างความเสียหาย
ให้กบัปทมุมาต้นอื,นๆตอ่ไปในเวลาอนัรวดเร็วเพียง 2-3 วนั (อรวรรณ วิชยัลกัษณ์, 2548)   

การป้องกันกําจัดการเกิดโรคในปทุมมา เบื %องต้นจะเก็บทําลายซากพืชที,หลงเหลือใน
แปลงปลูก ใส่ปนูขาวหรือปุ๋ ยหมักเพื,อปรับปรุงคณุภาพดิน  ส่วนวิธีที,นิยมกันมากคือการพ่นสาร
ป้องกันกําจดัโรคพืชเมื,อสภาพแวดล้อมเหมาะสมต่อการเกิดโรค  สารป้องกันกําจัดราก่อโรคใน
ปทุมมาที,ใช้ได้ผลดีคือ ไดฟีโนโคนาโซล คาร์เบนดาซิม แมนโคเซบ และบีโนมิล(นนัทินี ศรีจุมปา 
และ สรุชาต ิคอูาริยะกลุ, 2548)  ถึงแม้วา่การใช้สารเคมีกําจดัเชื %อก่อโรคในปทมุมาจะได้ผลดี แตก็่
มีผลเสียต่างๆเกิดขึ %นด้วย เช่น สารเคมีที,ใช้ตกค้างในสิ,งแวดล้อมทั %งในดินและในนํ %าที,อยู่รอบ
บริเวณแปลงเพาะปลูก เป็นผลเสียต่อสุขภาพของเกษตรกรเนื,องจากต้องฉีดพ่นสารเคมีเป็น
เวลานานโดยเฉพาะในชว่งที,เชื %อก่อโรคมีแนวโน้มว่าจะเกิดการระบาด  และนอกจากนี %เชื %อก่อโรคก็
อาจมีพฒันาการในการปรับตวัให้ทนต่อสารเคมี ทําให้ต้องเพิ,มปริมาณการใช้สารเคมี ส่งผลให้
สิ,งมีชีวิตอื,นที,ไม่ใช่เป้าหมายของสารเคมีได้รับผลกระทบตามไปด้วย และทําให้เกิดการสูญเสีย
ความสมดลุในระบบนิเวศตอ่ไปในระยะยาว (อรวรรณ วิชยัลกัษณ์, 2548) อีกทั %งพืชส่งออกจะต้อง
ควบคุมปริมาณการใช้สารเคมีเพื,อไม่ให้เกิดสารตกค้างเกินค่ามาตรฐานที,กําหนดโดยองค์การ
อนามยัโลก หากมีคา่สารพิษตกค้างในผลิตภณัฑ์จะถกูปฏิเสธจากตลาดรับซื %อทนัที (ศิริพร วนัฟั,น, 
2545) ด้วยเหตุนี %จึงมีผู้ ให้ความสนใจศึกษาการใช้วิธีทางชีวภาพในการป้องกันกําจดัโรคพืชกัน
มากขึ %น  วิธีการที,ยงัคงศกึษากนัอยู่อย่างตอ่เนื,องคือการค้นหาจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ที,ผลิตสารตอ่ต้าน
ราก่อโรค เนื,องจากเป็นวิธีที,ไม่พึ,งพาการใช้สารเคมี ไม่รบกวนระบบนิเวศ เป็นมิตรกบัสิ,งแวดล้อม 
และมีความปลอดภยัตอ่เกษตรกร 

วิธีการทางชีวภาพ คือ การควบคมุปริมาณหรือลดกิจกรรมของราก่อโรคให้อยู่ในระดบัที,
ไม่ส่งผลเสียหายต่อการเพาะปลูกพืช โดยอาศัยการทํางานของสิ,งมีชีวิตหรือผลิตภัณฑ์จาก
สิ,งมีชีวิตและให้ธรรมชาตจิดัการกนัเอง (จิระเดช แจม่สวา่ง, 2544)  ซึ,งวิธีทางชีวภาพประกอบด้วย
หลายวิธี ได้แก่ 1) การแก่งแย่ง (competition) โดยใช้จลุินทรีย์ที,เป็นปฏิปักษ์ต่อราก่อโรคเพื,อเข้า
ไปแย่งชิงถิ,นที,อยู่ อาหาร และอากาศ ทําให้ราก่อโรคขาดสารอาหาร เจริญเติบโตช้าลง และไม่
สามารถเข้าทําลายต้นพืชได้ 2) การสร้างสารปฏิชีวนะ (antibiosis) โดยจุลินทรีย์หลายชนิด
สามารถผลิตสารปฏิชีวนะที,ไปยับยั %งการเจริญเติบโตของราก่อโรคได้  3) การเป็นปรสิต 
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(parasitism) ด้วยวิธีที,จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เจริญอยู่ในบริเวณที,มีราก่อโรค แล้วจลุินทรีย์ปฏิปักษ์จะ
เข้าทําลายราก่อโรคเพื,อแยง่ชิงอาหารและสารที,มีประโยชน์จากราก่อโรค และ 4) โดยการชกันําให้
พืชเกิดความต้านทานโรค (induced disease resistance)  ในงานวิจยันี %เลือกใช้วิธีการคดัแยก
แบคทีเรียปฏิปักษ์จากดนิที,ผลิตสารยบัยั %งการเจริญของราก่อโรค เนื,องจากดินเป็นทรัพยากรที,อดุม
สมบูรณ์มาก อีกทั %งยังเป็นแหล่งที,อยู่ของแบคทีเรียนานาชนิด และแบคทีเรียในดินจํานวนมาก
สามารถผลิตสารตอ่ต้านการเจริญของราได้  แบคทีเรียปฏิปักษ์ที,ได้รับการศกึษากลไกการควบคมุ
โรคพืชมากที,สดุเป็นแบคทีเรียแกรมบวกโดยเฉพาะแบคทีเรียในสกลุ Bacillus และ Streptomyces 
(พรพรรณ อูส่วุรรณ, 2550) 

งานวิจยันี %ได้คดัเลือกหาแบคทีเรียที,สามารถยบัยั %งการเจริญของราก่อโรคในปทุมมา โดย
คดัเลือกจากแบคทีเรีย 10 ไอโซเลตจากดินในจงัหวดักาญจนบรีุที,คดัแยกไว้โดยคงยทุธ เลิศมงคล
ธรรม (2549) ประกอบด้วยไอโซเลต N1, N3, N9, M10, M15, M22, M23, M25, M26 และ M27 
ซึ,งพบว่ายบัยั %งราได้หลายชนิด รวมทั %ง Colletotrichum capsici และ Fusarium sp. ที,ก่อโรคใน
มะเขือเทศ (ประภาศรี ศรีคง, 2552) ได้  แล้วหาภาวะที,เหมาะสมสําหรับแบคทีเรียในการสร้างสาร
ออกฤทธิ<นั %น และสกดัแยกสารที,มีฤทธิ<ในการยบัยั %งรา เพื,อนําแบคทีเรียและสารออกฤทธิ<ที,สร้างขึ %น
ไปพฒันาใช้ในการควบคมุราดงักลา่วตอ่ไป 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพื,อหาภาวะที,เหมาะสมในการผลิตสารยบัยั %งรา Curvularia sp. ที,คดัแยกจากปทมุมา 
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บทที�  2 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 
 
ปทุมมา 
 

ปทมุมาเป็นไม้ดอกมีชื,อวิทยาศาสตร์ว่า Curcuma alismatifolia จดัเป็นพืชพื %นเมืองที,อยู่
ในวงศ์ขิงข่า (Zingiberaceae) สกุลขมิ %น (Curcuma) มีถิ,นกําเนิดในประเทศแถบอินโดจีน เช่น 
อินเดีย เนปาล ศรีลงักา อินโดนิเซีย พม่า เวียดนาม กัมพูชา ลาว และไทย (สุรชาติ คอูาริยะกุล, 
2543; มนสัวี ฉายผาด และ วีระศกัดิ< ศกัดิ<ศิริรัตน์, 2549)  สําหรับประเทศไทยพบเห็นปทมุมาได้
ทั,วทกุภาคของประเทศ โดยเฉพาะในเขตภาคเหนือ จงัหวดัเชียงใหม่ เชียงราย ลําพนู พะเยา และ
บริเวณอุทยานแห่งชาติทุ่งแสลงหลวง จ.พิษณุโลก (วิภาดา ทองทกัษิณ และ นิพัฒน์ สุขวิบูลย์, 
2537) ในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ บริเวณอุทยานแห่งชาติป่าหินงาม จ.ชัยภูมิ จะมีความ
หลากหลายทางสายพันธุ์มากที,สุด (นิพัฒน์ สุขวิบูลย์ และ วิภาดา ทองทักษิณ, 2545) จาก
รายงานพบว่าพืชในสกุลขมิ %นมีประมาณ 70 ชนิด ในขณะนี %พบประมาณ 30 ชนิด จึงถือได้ว่า
ประเทศไทยเป็นแหล่งพนัธุกรรมของไม้ดอกสกลุนี % (นิทยา อกัษรเนียม, 2548) และจากการที,ปทมุ
มามีก้านชอ่ดอกยาวทําให้ดอกอยู่สงูกว่าใบ (รูปที, 2.1) เมื,อใช้ตกแตง่เป็นไม้ดอกไม้ประดบัหรือไม้
กระถางแล้ว จะทําให้ดอกปทมุมาดโูดดเดน่มากยิ,งขึ %น 

 
  
 
 
    
 
 
 
 
 
    
รูปที� 2.1 ต้นปทมุมาที,ใช้เป็นไม้ประดบัหรือไม้กระถาง 
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ความสาํคัญของปทุมมา 
 
 ปทุมมาเป็นไม้ดอกที,มีสีสนัสวยงาม มีความหลากหลายทั %งทางด้านสีสนัและรูปทรง ให้
ผลผลิตตอ่ปีจํานวนมาก ในประเทศไทยมีพื %นที,เพาะปลกูปทมุมาเพื,อการส่งออกประมาณ 400 ไร่ 
สามารถผลิตหัวพันธุ์ได้ปีละไม่ตํ,ากว่า 2 ล้านหวั พันธุ์ที,นิยมปลูกและส่งออกมากที,สุดคือ พันธุ์
เชียงใหม่พิงค์ (อรวรรณ วิชยัลกัษณ์, 2548) ก้านช่อดอกแข็งแรงทําให้มีอายุการปักแจกันนาน
ประมาณ 7-14 วัน (วิภาดา ทองทักษิณ และ นิพัฒน์ สุขวิบูลย์, 2537) ปทุมมาที,ส่งออกยัง
ตา่งประเทศรู้จกักันในชื,อสยามทิวลิป (Siam tulip) ซึ,งลกัษณะภายนอกดคูล้ายคลึงกบัดอกทิว     
ลิปของประเทศเนเธอร์แลนด์  ปัจจุบนัปทุมมาจดัเป็นพืชใหม่ที,กําลงัได้รับความนิยมจากตลาด
ตา่งประเทศ โดยมีตลาดรองรับที,สําคญั ได้แก่ ญี,ปุ่ น เนเธอร์แลนด์ สหรัฐอเมริกา นิวซีแลนด์ และ
กลุ่มประชาคมเศรษฐกิจยโุรป (EU) ถือเป็นตลาดที,มีกําลงัซื %อสงู โดยประเทศเนเธอร์แลนด์จะให้
ราคาดีกวา่ประเทศอื,น ทั %งนี %ปทมุมาที,มีดอกสีชมพเูข้มจะเป็นที,ต้องการของตลาดทางฝั,งยโุรป ส่วน
ปทมุมาที,มีสีอ่อนจะเป็นที,นิยมของตลาดญี,ปุ่ น ซึ,งประเทศไทยเป็นประเทศเดียวในภูมิภาคเอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใต้ที,สง่ออกหวัพนัธุ์ปทมุมาที,มีคณุภาพและยงัไม่พบข้อมลูคูแ่ข่งทางการค้าอีกด้วย 
ตลาดหลกักลุม่ดงักลา่วมีความต้องการหวัพนัธุ์ปทมุมาสงูถึงปีละกว่า 3 ล้านหวั คิดเป็นมลูคา่การ
ส่งออกประมาณ 30 ล้านบาทตอ่ปี นบัเป็นอนัดบัสองรองจากการส่งออกกล้วยไม้ และมีแนวโน้ม
ความต้องการมากขึ %นทกุปี (กรมวิชาการเกษตร, 2542; กรมวิชาการเกษตร, 2545) 
 
สถานการณ์การผลิตและการตลาด 
 
 ผลผลิตปทุมมาส่วนใหญ่ประเทศไทยจะส่งออกในรูปของหวัพนัธ์ุ ซึ,งมีข้อดีในแง่ของการ
ขนส่งจํานวนมาก เก็บรักษาได้นานและดูแลง่ายกว่าดอกไม้สด นับจากปี พ.ศ. 2540-2547 
สถานการณ์การส่งออกเริ,มดีขึ %นในปี พ.ศ. 2541-2547 มูลคา่การส่งออกคิดเป็น 16-29 ล้านบาท 
แบง่เป็น 2 รูปแบบการสง่ออกคือ หวัพนัธุ์และดอกไม้สด (อรวรรณ วิชยัลกัษณ์, 2548) ดงัแสดงใน
ตารางที, 2.1 และ 2.2 
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ตารางที� 2.1 ปริมาณและมลูคา่การสง่ออกหวัพนัธุ์ปทมุมา ปี 2540-2547 

ปี ปริมาณ (หวัพนัธุ์) มลูคา่ (บาท) 
2540 580,398 6,847,603 
2541 1,344,103 24,355,450 
2542 2,184,886 29,751,238 
2543 2,884,367 26,515,360 
2544 2,292,323 16,656,349 
2545 2,080,976 16,870,588 
2546 3,737,840 20,181,762 
2547 3,870,068 24,871,170 

 
ตารางที� 2.2 ปริมาณและมลูคา่การสง่ออกดอกปทมุมา ปี 2543-2547 

ปี ปริมาณ (ดอก) มลูคา่ (บาท) 
2543 5,099 94,790 
2544 11,325 51,371 
2545 11,130 28,880 
2546 25,954 51,055 
2547 11,999 408,576 

 ที,มา : (อรวรรณ วิชยัลกัษณ์, 2548) 
 
 สว่นตลาดภายในประเทศสว่นใหญ่จะจําหน่ายในรูปดอกไม้สดที,ใช้เป็นไม้ดอก ไม้ประดบั
และไม้กระถาง นอกจากนี %พื %นที,เพาะปลกูยงัขยายตวัจาก 82 ไร่ ในปี พ.ศ. 2539 เป็น 400 ไร่ ในปี 
พ.ศ. 2547 ซึ,งแสดงให้เห็นว่าปทุมมาเป็นพืชเศรษฐกิจชนิดใหม่ที,มีอนาคตสดใส ควรได้รับการ
ผลักดนัให้เป็นที,รู้จักมากขึ %นและควรได้รับการปรับปรุงสายพันธุ์ให้มีความหลากหลายเพื,อเป็น
ชอ่งทางในการเพิ,มรายได้ให้กบัเกษตรกรและประเทศ 
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การเพาะปลูกและโรคระบาดสาํหรับปทุมมา 
 
 การเพาะปลูกปทุมมาจะเริ,มในเดือนเมษายนและจะออกดอกในช่วงฤดูฝนราวเดือน
พฤษภาคมถึงตลุาคมซึ,งเป็นระยะที,พืชเจริญเติบโตเต็มที, เมื,อฤดฝูนสิ %นสดุลงจะเป็นเวลาที,ปทมุมา
เข้าสู่ระยะพกัตวัราวเดือนตลุาคมถึงพฤศจิกายน และจะออกดอกอีกครั %งในฤดฝูนปีถัดไป  ในฤดู
ฝนนี %เองที,การเพาะปลูกปทุมมามกัประสบกับปัญหาการแพร่ระบาดของราก่อโรค เนื,องจากลม
พายุและนํ %าฝนเป็นตวักลางที,ดีที,ทําให้ราก่อโรคแพร่ระบาดเป็นวงกว้าง พร้อมทั %งสภาพอากาศมี
ความชื %นสงูส่งผลให้ราเจริญได้ดี ราก่อโรคปทุมมามีหลายชนิด ได้แก่ Phoma sp. Acremonium 
sp. (สรุชาติ คอูาริยะกลุ, 2542) Sphaceloma sp. (กรรณิการ์ เพี %ยนภักตร์ วิรัช ชูบํารุง และ 
อภิรัชต์ สมฤทธิ<, 2541) หรือ Curvularia sp. ที,คดัแยกได้จากงานวิจยันี %เป็นต้น 
 
 Curvularia sp. 
 Curvularia sp. เป็นราดํา  สมาชิกส่วนใหญ่ของราในสกลุ Curvularia เป็นราที,ก่อโรคใน
ดนิและพืชในเขตร้อน  ลกัษณะโคโลนีของ Curvularia sp. บนอาหารแข็ง PDA (Potato Dextrose 
Agar) คือโตเร็วที,อุณหภูมิ 25 ถึง 30 องศาเซลเซียส  กลุ่มเส้นใยมีลกัษณะคล้ายกํามะหยี,สีขาว
เมื,อมีอาย ุ1 ถึง 3 วนั (รูปที, 2.2 [a])  หลงัจาก 3 วนัแล้วเส้นใยจะเปลี,ยนเป็นสีเขียวเข้มและ
กลายเป็นสีนํ %าตาลเมื,อมีอายมุากกว่า 7 วนั  จากการตรวจสอบภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง
พบเส้นใยมีสีนํ %าตาลมีผนงักั %น เส้นใยแตกแขนงมากมาย ก้านชโูคนิเดียตั %งตรงมีโคนิเดียหรือสปอร์
เป็นกลุ่มอยู่บริเวณปลายสดุ โคนิเดียมีสีเขียวเข้มถึงสีนํ %าตาล รูปร่างโค้ง ป่องตรงกลาง มีผนงักั %น
แบง่ออกเป็น 4 ส่วน ส่วนตรงกลางมีขนาดใหญ่และสีเข้มที,สดุ (Larone, 1995; St-Germain และ 
Summerbell, 1996; Sutton และคณะ, 1998) ดงัแสดงในรูปที, 2.2 [b] 
  
   
 
 
 
 
 
รูปที� 2.2 ลกัษณะโคโลนี [a] และสปอร์ของ Curvularia sp. ที,คดัแยกได้ [b] 
 

[a] [b] 
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 Curvularia sp. ที,คดัแยกได้จากงานวิจัยนี %เป็นสาเหตทํุาให้เกิดโรคใบจุดหรือโรคจุดสี
นํ %าตาล อาการของโรคจะปรากฏได้ทั %งที,ใบ ก้านช่อดอก (รูปที, 2.3 [a]) และกลีบดอก (รูปที, 2.3 
[b]) เห็นเป็นจดุสีนํ %าตาลเล็กๆจํานวนมากอยูก่ระจดักระจาย เมื,ออาการของโรคลกุลามจะเห็นรอย
จดุกลายเป็นปื%นคล้ายแผลไหม้ นอกจากนี %ยงัพบว่า Curvularia sp. สามารถก่อโรคใบจดุในขิงซึ,ง
เป็นพืชในวงศ์เดียวกบัปทมุมาได้อีกด้วย (นิพนธ์ ทวีชยั และคณะ, 2542) 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 2.3 อาการโรคใบจุดหรือโรคจดุสีนํ %าตาลในปทุมมาที,บริเวณใบและก้านช่อดอก [a] และที,
บริเวณกลีบดอก [b] 
 
 
การแพร่ระบาดของโรคที�เกิดจากรา Curvularia sp. 
 
 การแพร่ระบาดของโรคที,เกิดจากรา Curvularia sp. นั %น พบการระบาดในช่วงที,ปทมุมา
เข้าสู่ระยะพกัตวั หากไม่เก็บทําลายซากพืชที,หลงเหลือในแปลงเพาะปลูก ราจะอาศยัอยู่บนเศษ
ซากพืชนั %นได้เป็นเวลานานนบัปี เมื,อเข้าสูฤ่ดฝูนปีถดัไป สปอร์ที,ราสร้างขึ %น จะปลิวกระจายออกไป
ตามส่วนตา่งๆของแปลงเพาะปลกูโดยแรงลมและนํ %าฝน เมื,อสภาพแวดล้อมเหมาะสม (ความชื %น
สงูและอณุหภมูิ 25-30 องศาเซลเซียส) สปอร์จะงอกและสร้างความเสียหายให้กบัปทมุมาต้นอื,นๆ 
ตอ่ไปในเวลาอนัรวดเร็ว 
 
 
 
 

[a] 

[b] 
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การป้องกันและการกาํจัดราโรคพืช 
 
 เมื,อสิ %นสุดฤดูเพาะปลูกแล้ว เกษตรกรจะต้องเก็บทําลายเศษซากพืชทั %งหมดที,เหลือใน
แปลงเพาะปลูกแล้วจึงรวบรวมเผา ไถพรวนหน้าดิน และปลูกพืชหมนุเวียนก่อนที,ฤดเูพาะปลูกปี
ถดัไปจะมาถึง อาจใส่ปนูขาวหรือปุ๋ ยหมกัเพื,อปรับปรุงคณุภาพดิน  ส่วนวิธีที,นิยมกันมากคือการ
พ่นสารป้องกนักําจดัโรคพืชเมื,อสภาพแวดล้อมเหมาะสมต่อการเกิดโรค  สารป้องกนักําจดัราก่อ
โรคในปทมุมาที,ใช้ได้ผลดีคือ ไดฟีโนโคนาโซล คาร์เบนดาซิม แมนโคเซบ หรือบีโนมิล โดยจะต้อง
ฉีดพน่ทั %งก่อนและหลงัการเพาะปลกู (อรวรรณ วิชยัลกัษณ์, 2548) 

 ถึงแม้ว่าการใช้สารเคมีจะได้ผลดี แต่ก็มีผลเสียต่างๆหลายประการเกิดขึ %นด้วย เช่น 
สารเคมีที,ใช้ตกค้างในสิ,งแวดล้อมทั %งในดนิและในนํ %าที,อยู่รอบบริเวณแปลงเพาะปลกู ทั %งนี %อาจรวม
ไปถึงนํ %าใต้ดินที,จะนําไปใช้อุปโภคบริโภคในชีวิตประจําวันของคน เป็นผลเสียต่อสุขภาพของ
เกษตรกรเนื,องจากต้องฉีดพ่นสารเคมีเป็นเวลานานโดยเฉพาะในช่วงที,ราก่อโรคมีแนวโน้มว่าจะ
เกิดการระบาด โดยคาร์เบนดาร์ซิมจะเข้าไปขดัขวางการทํางานของฮอร์โมนภายในร่างกาย (Yu 
และคณะ, 2009) ในขณะที,ไทรอยด์จะได้รับผลกระทบโดยตรงจากการใช้แมนโคเซบในปริมาณ
มาก ทําให้ไทรอยด์มีขนาดใหญ่ขึ %นและเปลี,ยนแปลงการทํางานของฮอร์โมนจากไทรอยด์ 
(Goldner และคณะ, 2010) ส่วนบีโนมิลมีผลตอ่ระบบสืบพนัธ์ุหรือทําให้พฒันาการทางร่างกาย
ของทารกผิดปกติ (Hellman และ Laryea, 1990) และไดฟีโนโคนาโซลซึ,งอาจก่อให้เกิดมะเร็งได้ 
(US EPA, 1998) นอกจากนี %ราก่อโรคอาจมีพฒันาการในการปรับตวัให้ทนตอ่สารเคมี ทําให้ต้อง
เพิ,มปริมาณการใช้สารเคมี ส่งผลให้สิ,งมีชีวิตอื,นที,ไม่ใช่เป้าหมายของสารเคมีได้รับผลกระทบตาม
ไปด้วย และทําให้เกิดการสญูเสียความสมดลุของระบบนิเวศตอ่ไปในระยะยาว 

ด้วยวิธีการเกษตรที,พึ,งพาการใช้สารเคมีเป็นส่วนใหญ่ ทําให้เกิดผลกระทบต่อคน สัตว์ 
และสิ,งแวดล้อม  ในปัจจุบนัจึงมีผู้ ให้ความสนใจศึกษาการใช้วิธีทางชีวภาพในการป้องกันกําจดั
โรคพืชกันมากขึ %น  วิธีการที,ยงัคงศึกษากนัอยู่อย่างตอ่เนื,องคือการค้นหาจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที,ผลิต
สารตอ่ต้านราก่อโรค เนื,องจากเป็นวิธีที,ไม่พึ,งพาการใช้สารเคมี ไม่รบกวนระบบนิเวศ เป็นมิตรกับ
สิ,งแวดล้อม และมีความปลอดภยัตอ่เกษตรกร 
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วิธีการทางชีวภาพ (Biological control)  
 

วิธีการทางชีวภาพ คือ การควบคมุปริมาณหรือลดกิจกรรมของราก่อโรคให้อยูใ่นระดบัที, 
ไม่ส่งผลเสียหายต่อการเพาะปลูกพืช โดยอาศัยการทํางานของสิ,งมีชีวิตหรือผลิตภัณฑ์จาก
สิ,งมีชีวิตและให้ธรรมชาตจิดัการกนัเอง (จิระเดช แจ่มสว่าง, 2544) ซึ,งวิธีทางชีวภาพประกอบด้วย
หลายวิธี ได้แก่ 

1. การแก่งแยง่ (Competition)  
การแก่งแย่งเกิดจากการใช้จุลินทรีย์ที,เป็นปฏิปักษ์ต่อราก่อโรคเพื,อเข้าไปแย่งชิงถิ,นที,อยู ่

อาหาร และอากาศ ทําให้ราก่อโรคขาดสารอาหาร เจริญเตบิโตช้าลง และไม่สามารถเข้าทําลายต้น
พืชได้ เช่น ราเอนโดไฟต์ที,คดัแยกได้จากต้นโกโก้จะทํางานตอ่ต้านการบกุรุกของ Moniliophthora 

roreri, Moniliophthora perniciosa และ Phytophthora palmivora ซึ,งเป็นราก่อโรคในโกโก้ โดย
การแย่งชิงอาหารของราทําให้ราอ่อนแอลงในที,สดุ (Mejia และคณะ, 2008) หรือการผลิตสารที,
เป็นพิษต่อราก่อโรค เช่น Trichoderma harzianum ที,คดัแยกได้จากฝักโกโก้ที,เป็นโรคสามารถ
ผลิตและหลั,งกรดโนนะโนอิก (Nonanoic acid) ได้ ซึ,งกรดโนนะโนอิกยบัยั %งการงอกของสปอร์และ
การเจริญของเส้นใยรา Crinipellis perniciosa และ M. roreri ที,ก่อโรคในโกโก้ได้ที,ความเข้มข้นตํ,า 
การงอกของสปอร์ราทั %ง 2 ชนิดถกูยบัยั %งได้ถึง 75 เปอร์เซ็นต์ สําหรับการเจริญของเส้นใยถึงแม้จะ
ไวตอ่กรดโนนะโนอิกแตย่งัคงถกูยบัยั %งได้ 75 เปอร์เซ็นต์เชน่เดียวกนั ในทางกลบักนักรดโนนะโนอิก
ไมมี่ผลกระทบตอ่ T. harzianum ที,ความเข้มข้นเดียวกนั (Aneja และคณะ, 2005)  

2. การสร้างสารปฏิชีวนะ (Antibiosis)  
จุลินทรีย์หลายชนิดสามารถผลิตสารปฏิชีวนะที,ไปยบัยั %งการเจริญเติบโตของราก่อโรคได้ 

Leelasuphakul และคณะ (2008) ได้ศกึษาการผลิตเมแทบอไลต์ทตุิยภูมิจาก Bacillus subtilis ที,
มีผลตอ่รา Penicillium digitatum ซึ,งก่อโรคในพืชตระกลูส้ม  สารที,ผลิตจาก B. subtilis สายพนัธุ์ 
155 ยบัยั %งการเจริญของเส้นใยราได้สงู 84 ถึง 99.95 เปอร์เซ็นต์ถึงแม้จะถกูเจือจาง 32 เท่าแล้วก็
ตาม เมื,อนําสว่นเจือจาง 32 เทา่ไปนึ,งฆ่าเชื %อที,อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีแล้ว 
สารนี %ยงัคงยบัยั %งการเจริญของเส้นใยราได้ 99.95 เปอร์เซ็นต์ ซึ,งกลไกการออกฤทธิ<ของสารนี %คือทํา
ให้เกิดการเปลี,ยนแปลงความสามารถในการเลือกผ่านสารของเยื,อหุ้ มเซลล์ (permeability) 
เปลี,ยนแปลงองค์ประกอบของลิปิด เส้นใยบวมพองและสปอร์บิดเบี %ยวผิดรูป เมื,อทดสอบการเกิด
โรคในผลส้มโดยการหยดสปอร์แขวนลอยของ P. digitatum ลงบนแผลจะทําให้เกิดโรคภายใน 3 
วนัและเน่าภายใน 5 วนั แตเ่มื,อหยดเอนโดสปอร์แขวนลอยของ B. subtilis ลงบนแผลก่อนการ
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หยดสปอร์แขวนลอยของราจะช่วยลดอบุตัิการณ์เกิดโรคลงได้ 86.7 เปอร์เซ็นต์ โดยมีการเกิดโรค
ในวนัที, 6 และผลเนา่ในวนัที, 9  

แบคทีเรียในสกุล Bacillus เป็นกลุ่มแบคทีเรียที,สามารถผลิตสารปฏิชีวนะไปยับยั %งการ
เจริญเติบโตของราก่อโรคได้ โดยสารสําคญัที,ผลิตโดย Bacillus ได้แก่ อิทูริน (Iturin) เฟนจิซิน 
(Fengycin) หรือเซอร์แฟคทิน (Surfactin) (Leelasuphakul และคณะ, 2008) ซึ,งอิทริูนจดัเป็นสาร
ปฏิชีวนะที,มีประสิทธิภาพ มีโครงสร้างเป็นไลโพเพปไทด์ลักษณะเป็นวง (Cyclic lipopeptide) 
ผลิตโดย B. subtilis (Rahman และคณะ, 2006)  Yu และคณะ (2002) ค้นพบว่า  
B. amyloliquefaciens สายพนัธุ์ B94 ก็สามารถผลิตอิทริูนได้เช่นเดียวกบั B. subtilis เนื,องจากมี
ความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกนั และนอกจากนี %ยงัพบว่าอิทริูนจาก B. amyloliquefaciens สายพนัธุ์ B94 
ยงัสามารถยบัยั %งการเจริญของรา Rhizoctonia solani ได้ โดยที,อิทูรินมีความเสถียรเมื,อเก็บที,
อณุหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 เดือน หรือการนําไปบม่ที,อณุหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที เมื,อบม่ที,อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที มีผลทําให้แอกทิวิตี
ของอิทูรินลดลงเพียง 40 เปอร์เซ็นต์ และทนค่า pH ได้ตั %งแต่ 3 ถึง 11 นอกจากนี %ยังพบว่า  
B. pumilus สายพนัธุ์ HY1 ที,คดัแยกได้จากถังหมกัซอสถั,วเหลืองเกาหลีก็สามารถผลิตอิทริูนที,
ยบัยั %งการเจริญของรา Aspergillus flavus และ Aspergillus paraciticus ซึ,งเป็นราที,สร้างอะฟลา
ทอกซินและมกัพบว่าปนเปื%อนในระหว่างกระบวนการหมักซอสและอิทูรินยงัสามารถยบัยั %งการ
สร้างอะฟลาทอกซินจากราทั %ง 2 ชนิดนี %ได้ด้วยโดยที,อิทริูนความเข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร
ลดการสร้างสารพิษจาก A. flavus และที,ความเข้มข้น 0.04 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรลดการสร้าง
สารพิษจาก A. paraciticus (Cho และคณะ, 2009) 

3. การเป็นปรสิต (Parasitism)  
 การเป็นปรสิตเป็นวิธีที,จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เจริญอยู่ในบริเวณที,มีราก่อโรค แล้วจุลินทรีย์
ปฏิปักษ์จะเข้าทําลายราก่อโรคเพื,อแย่งชิงอาหารและสารที,มีประโยชน์จากราก่อโรค  การเป็น
ปรสิตมี 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที, 1 เรียกว่า necrotrophic mycoparasite เป็นกลุ่มที,ต้องทําลายราก่อ
โรคแล้วนําสารอาหารจากเส้นใยหรือสปอร์มาใช้ในการดํารงชีวิต  วิธีการทําลายเกิดจากการสร้าง
เอนไซม์เช่น ไคติเนสหรือกลูคาเนส ไปย่อยสลายผนงัเซลล์ของราก่อโรค และกลุ่มที, 2 เรียกว่า 
biotrophic mycoparasite เป็นกลุม่ที,แทงเส้นใยเข้าไปภายในเซลล์ของราก่อโรคเพื,อรับสารอาหาร 
โดยไมทํ่าให้ราก่อโรคตาย (พรพรรณ อู่สวุรรณ, 2550)  การเป็นปรสิตมกัพบในจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ที,
สร้างเอนไซม์ไปย่อยสลายองค์ประกอบภายในผนังเซลล์ของราก่อโรคซึ,งเอนไซม์ที,จุลินทรีย์
ปฏิปักษ์ผลิตได้แบง่ออกเป็น 2 กลุม่ใหญ่ๆ คือ ไคตเินสและกลคูาเนส 
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1) ไคตเินส (Chitinase)  
ไคตเินสเป็นเอนไซม์ที,มีบทบาทสําคญัในกระบวนการทางชีวภาพสําหรับควบคมุราก่อ 

โรคพืช ซึ,งไคตเินสจะยอ่ยสลายองค์ประกอบของไคตนิที,ผนงัเซลล์ราก่อโรคโดยการทําลายที,พนัธะ 
β-1,4-glycosidic linkage ได้เป็น N-acetylglucosamine (Felse และ Panda, 1999) ทําให้มีผล
ต่อการเจริญของราโดยเฉพาะที,บริเวณปลายเส้นใย (Gunarantna และ Balasubramanian, 
1994)  การใช้ประโยชน์จากไคติเนสสามารถทําได้ทั %งทางตรงในการควบคมุราก่อโรคพืชและ
ทางอ้อมคือการทําบริสทุธิ<เอนไซม์ก่อนนําไปใช้งาน (Oppenheim และ Chett, 1992) ตวัอย่างเช่น 
B. cereus สายพนัธุ์ 28-9 ที,คดัแยกได้จากดินในบริเวณแปลงเพาะปลูกดอกลิลลี, สามารถผลิต
เอนไซม์ไคตเินสที,ยบัยั %งการเจริญของรา Botrytis elliptica ซึ,งเป็นราก่อโรคที,สําคญัที,ทําให้เกิดโรค
ใบไหม้ในลิลลี, ผู้ วิจัยได้โคลนยีน ChiCW ที,ประมวลรหัสให้ไคติเนส แล้วนําไปแสดงออกใน 
Escherichia coli DH5α  จากนั %นทําบริสุทธิ<เอนไซม์แล้วนําไปทดสอบกับราดงักล่าว พบว่า
สามารถยบัยั %งการงอกของสปอร์ของ B. elliptica ได้ถึง 84 เปอร์เซ็นต์ ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
ของสปอร์เมื,อบ่มร่วมกับไคติเนสคือ สปอร์จะบวมใหญ่ขึ %นและเส้นใยไม่สามารถงอกได้ยาว
ตามปกติเนื,องจากไคติเนสไปยบัยั %งให้เส้นใยงอกได้ช้าลง (Huang และคณะ, 2005)  นอกจากนี %  
Wang และคณะ (2006) ได้นํา B. subtilis สายพนัธุ์ W118 มาศกึษาความสามารถในการผลิต 
ไคติเนสเพื,อควบคมุการเจริญของรา Fusarium oxysporum โดยการทําบริสุทธิ<เอนไซม์ด้วยการ
ตกตะกอนแอมโมเนียมซัลเฟตและพบว่าไคติเนสบริสุทธิ<ที,ได้สามารถยับยั %งการเจริญของรา  
F. oxysporum ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากเตมิสารละลายเอนไซม์บริสทุธิ<ลงไปในเซลล์เพาะเลี %ยง 
1 วนั แตค่วามสามารถของเอนไซม์จะลดลงเมื,อเพิ,มเวลาในการบม่เนื,องจากเอนไซม์ที,ผลิตได้จาก
สายพนัธุ์ W118 นี %ไม่ทนตอ่ความร้อน โดยความสามารถของเอนไซม์ลดลง 10 เปอร์เซ็นต์ เมื,อบม่
ร่วมกบัราเป็นเวลา 3 วนั แตกตา่งจากไคติเนสที,ผลิตจาก B. thuringiensis subsp. colmeri ที,มี
ความสามารถในการยบัยั %งการเจริญของรา 4 ชนิด ได้แก่ Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, 
Penicillium chrysogenum และ Physalospora piricola ซึ,งไคติเนสมีแอกทิวิตีดีที,สดุที,อณุหภูมิ 
30 องศาเซลเซียสที,เวลา 72 ชั,วโมงโดยยบัยั %งการงอกของสปอร์ของ R. solani และ B. cinerea ได้
เกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ แตมี่ผลตอ่ P. chrysogenum และ P. piricola เพียงเล็กน้อย (Liu และคณะ
, 2010) 

2) กลคูาเนส (Glucanase) 
กลคูาเนสเป็นเอนไซม์ที,ยอ่ยสลายองค์ประกอบของผนงัเซลล์ราก่อโรคชนิดกลแูคนโดย 

การทําลายที,พนัธะ β-glucosidic linkage ได้เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์สายสั %นๆ B. subtilis สายพนัธุ์ 
NSRS 89-24 สามารถผลิตเอนไซม์บีตา-1,3-กลคูาเนสและสารปฏิชีวนะที,ไปยบัยั %งการเจริญของ
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ราที,ก่อโรคในข้าว 2 ชนิด คือ Pyricularia grisea และ Rhizoctonia solani ได้ สารยบัยั %งการเจริญ
ของราทนความร้อนเนื,องจากหลงัการนึ,งฆ่าเชื %อที,อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15 นาทีแล้ว
ยงัคงมีแอกทิวิตีในการยบัยั %งการเจริญของราทั %ง 2 ชนิด กลไกการออกฤทธิ<ของสารยบัยั %งราคือ ทํา
ให้เส้นใยเกิดการบวมอย่างผิดปกติ บริเวณปลายเส้นใยถูกย่อยสลายอย่างสมบูรณ์และรบกวน
การงอกของโคนิเดียและสเคลอโรเตียม แสดงให้เห็นว่าเป้าหมายของสารยบัยั %งราอยู่ที,ผนงัเซลล์
โดยเฉพาะที,บริเวณปลายสุดของเส้นใยซึ,งประกอบไปด้วยไคติน บีตา-กลแูคนและโอลิโกแซ็กคา
ไรด์อื,นๆ ดังนั %นเอนไซม์บีตา-1,3-กลูคาเนสจึงมีส่วนสําคัญในการควบคุมการเจริญของรา 
(Leelasuphakul และคณะ, 2006) 
 
4. การชกันําให้เกิดความต้านทานโรค (Induced disease resistance)  

ตัวอย่างการควบคุมทางชีวภาพโดยการชักนําใ ห้ เ กิดความต้านทานโรค ไ ด้แก่ 

B. vallismortis สายพันธุ์  EXTN-1 สามารถยับยั %งการเกิดโรคเหี,ยวในมะเขือเทศที,เกิดจาก 
Ralstonia solanacearum ได้ (Park และคณะ, 2007) ด้วยกลไกการชกันําให้พืชเกิดความ
ต้านทานต่อแบคทีเรียโดยผนังเซลล์ของพืชที,ถูกเปลี,ยนแปลงไปมีผลทําให้การเคลื,อนที,ของ  
R. solanacearum ภายในเนื %อเยื,อพืชหยดุชะงกั (Nakaho และคณะ, 2000) หรือทําให้อตัราการ
แพร่กระจายของแบคทีเรียในมะเขือเทศเกิดขึ %นได้ช้าลง (Grimault และคณะ, 1994)  

 ในงานวิจยันี %เลือกใช้วิธีการคดัแยกแบคทีเรียปฏิปักษ์จากดินที,ผลิตสารยบัยั %งการเจริญของ
ราก่อโรค เนื,องจากดินเป็นทรัพยากรที,อุดมสมบูรณ์มาก อีกทั %งยังเป็นแหล่งที,อยู่ของแบคทีเรีย
นานาชนิด และแบคทีเรียในดนิจํานวนมากสามารถผลิตสารตอ่ต้านการเจริญของราได้  แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ที,ได้รับการศึกษากลไกการควบคุมโรคพืชมากที,สุดเป็นแบคทีเรียแกรมบวกโดยเฉพาะ
แบคทีเรียในสกลุ Bacillus และ Streptomyces (พรพรรณ อูส่วุรรณ, 2550) 
 
Bacillus spp. 
 
 วงศ์ Bacillaceae ประกอบด้วยสมาชิก 2 กลุ่มใหญ่คือ แบคทีเรียที,เจริญในที,ไม่มีอากาศ
และสร้างสปอร์ได้ในสกุล Clostridium และแบคทีเรียที,เจริญในที,มีอากาศและไม่มีอากาศและ
สร้างสปอร์ได้ในสกลุ Bacillus  Bacillus spp. มีรูปร่างเป็นท่อนทรงกระบอก ติดสีแกรมบวกสร้าง
สปอร์ในภาวะที,มีอากาศหรือไม่มีอากาศ สปอร์มีความคงทนต่อความร้อน ความเย็น ความแห้ง
แล้ง รังสี และสารฆา่เชื %อ โดยสร้าง 1 สปอร์ตอ่ 1 เซลล์ซึ,งมีตําแหนง่การสร้างสปอร์ที,แตกตา่งกนัไป 
เช่น อยู่ที,ปลายสุดด้านใดด้านหนึ,งของเซลล์ ค่อนไปทางปลายด้านใดด้านหนึ,งของเซลล์ หรืออยู่
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ตรงกลางเซลล์ ขึ %นกบัสปีชีส์ (สรุางค์ สธิุราวธุ, 2538)  โครงสร้างภายในสปอร์ประกอบด้วยชั %นด้าน
ในสดุคือ ชั %นโพรโทพลาสต์มีกรดไดพิโคลินิกเป็นองค์ประกอบสําคญัที,ทําให้สปอร์ทนตอ่ความร้อน 
ถดัออกไปคือคอร์เทกซ์เป็นชั %นที,มีเพปทิโดไกลแคนอยู่ปริมาณมากมีผลให้สปอร์ทนตอ่ความร้อน
และรังสี ชั %นเยื,อหุ้มสปอร์ด้านในและด้านนอกมีปริมาณเป็นครึ,งหนึ,งของสปอร์เพื,อปกป้องสปอร์
จากสารเคมีและเอนไซม์ การสร้างสปอร์ขึ %นอยู่กับปัจจยัต่างๆ เช่น อุณหภูมิและค่า pH ต้องอยู่
ในช่วงที,เหมาะสมกับการเจริญของเซลล์ปกติ สารที,มีส่วนประกอบของคาร์บอนและไนโตรเจน 
สปอร์ที,สร้างขึ %นภายใต้ภาวะที,แตกตา่งกนัจะมีความคงทนตอ่สภาพแวดล้อมได้ตา่งกนั  สมาชิกใน
สกุล Bacillus มีลกัษณะทางสรีรวิทยาแตกต่างกันมากมายเพื,อประโยชน์ในการปรับตวัและอยู่
รอดในสิ,งแวดล้อม  Bacillus spp. เป็นพวกแซโพรไฟต์มีทั %งแบบดํารงชีวิตอิสระและเป็นเชื %อก่อโรค 
พบทั,วไปในดิน นํ %า อากาศ และตามพืชผกัต่างๆ สามารถมีชีวิตในสภาพแวดล้อมที,รุนแรงได้ เช่น 
ในทะเลทราย (Zhang และคณะ, 2011) นํ %าพรุ้อน (Alam และคณะ, 2011) ไปจนถึงดินในเขต
อาร์กติก (Ruger และคณะ, 2000) ทั %งในนํ %าจืดหรือนํ %าเค็ม (Zhang และคณะ, 2010) พบเป็นได้
ทั %งพวกทนร้อน ทนเย็นและทนเค็ม  การจดัจําแนกแบคทีเรียในวงศ์ Bacillaceae เบื %องต้นอาศยั
การทดสอบด้วยปฏิกิริยาทางชีวเคมีเนื,องจากแบคทีเรียในสกุล Bacillus เกือบทั %งหมดสร้าง
เอนไซม์แคทาเลสได้ในขณะที,แบคทีเรียในสกลุ Clostridium ไมส่ร้างเอนไซม์นี % (Turnbull, 1996) 
 
บทบาทสาํคัญของ Bacillus spp. ทางเกษตรกรรม  
 

Bacillus spp. หลายสายพันธุ์สามารถผลิตสารปฏิชีวนะที,สามารถนําไปประยุกต์ใช้
ในทางการแพทย์ได้ ดงัแสดงในตารางที, 2.3  โดยสารปฏิชีวนะสว่นใหญ่ที,ผลิตได้เป็นพวกพอลิเพป
ไทด์นํ %าหนกัโมเลกลุตํ,า เช่น B. brevis ผลิตแกรมิซิดินและไทโรซิดิน  B. licheniformis ผลิตเบซิ
ตราซิน หรือ B. subtilis ผลิตมยัโคบาซิลิน บาซิลยัซินและซบัทิลิน เป็นต้น (Mannanov และ 
Sattarova, 2001)  
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ตารางที� 2.3 ตวัอยา่งแบคทีเรียในสกลุ Bacillus ที,ผลิตสารปฏิชีวนะชนิดตา่งๆ 

สายพนัธุ์ของ Bacillus sp. สารปฏิชีวนะ สายพนัธุ์ของ Bacillus sp. สารปฏิชีวนะ 
Bacillus brevis Gramicidin S Bacillus subtilis Mycobacillin 

Tyrocidine Subtilin 
Brevin Bacilysin 
Edeine Bacillomycin 
Eseine Fungistatin 
Bresseine Bulbiformin 
Brevistin Bacillin 

Bacillus polymyxa 

 
Polymyxin Subsporin 
Colistin Bacillocin 
Gatavalin Mycosubtilin 
Jolipeptin Fungocin 

Bacillus mesentericus Esperin Iturin 
Bacillus thiaminolyticus Octopytin 

(Thianosine) 
Neocidin 
Eumycin 

Baciphelacin  
Bacillus licheniformis Bacitracin Bacillus pumilis Micrococcin P 

Licheniformin Pumilin 
Proticin Tetain 

Bacillus circulans Butirosin Bacillus laterosporus Laterosporamine 
Circulin Laterosporin 
Polypeptin Bacillus cereus Biocerin 
EM-49 Cerexin 
Xylostatin Thiocillin 

ที,มา : (Katz และ Demain, 1977)  
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 Bacillus spp. หลายสายพนัธุ์แสดงแอกทิวิตีในการยบัยั %งการเจริญของศตัรูพืชและราก่อ
โรค หรือช่วยส่งเสริมการเจริญของพืชได้ บางสายพันธุ์ ได้รับการพัฒนาให้เป็นผลิตภัณฑ์ทาง
การค้าสําหรับกําจดัราก่อโรค แมลง หรือหนอนพยาธิ  การพฒันา Bacillus spp. เพื,อใช้ในงาน
ด้านการเกษตรอาศยักลไก 3 อย่าง ได้แก่ 1) การเป็นปฏิปักษ์ต่อราก่อโรค 2) ส่งเสริมการเจริญ
ของพืชเจ้าบ้านโดยเพิ,มการดดูซึมสารอาหารให้พืช และ 3) กระตุ้นให้พืชมีความต้านทานตอ่ราก่อ
โรค  แบคทีเรียในสกลุ Bacillus แสดงความเป็นปฏิปักษ์ตอ่ราก่อโรคโดยการสร้างสารพิษไปยบัยั %ง
การเจริญและแอกทิวิตีของราก่อโรค ซึ,ง B. subtilis ได้ถกูนํามาศกึษากลไกนี %มากที,สดุ  นอกจากนี %
ยงัมีสายพนัธุ์ อื,นๆที,มีความสามารถเช่นเดียวกับ B. subtilis ได้แก่ B. amyloliquefaciens,  
B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. mycoides และ B. pumilus (Gardener, 
2004)  

Kim และ Chung (2004) ทดสอบโดยใช้ B. amyloliquefaciens สายพนัธุ์ MET0908 
เพื,อควบคมุโรคแอนแทรคโนสในแตงโมที,เกิดจากรา Colletotrichum lagennarium  โปรตีนจาก
แบคทีเรียมีความสามารถยบัยั %งการเจริญของเส้นใยราได้ โดยเส้นใยจะเกิดการบวมอย่างผิดปกติ
ในวนัแรกที,มีการเตมิโปรตีนเข้าไปในเซลล์เพาะเลี %ยงและเส้นใยจะถกูย่อยสลายภายใน 2 วนั  เมื,อ
ทําบริสทุธิ<โปรตีนแล้วตรวจสอบการแพร่กระจายของโปรตีนภายในเส้นใยด้วยการติดฉลากโปรตีน
ด้วยฟลอูอเรสซีนไอโซไทโอไซนาเนต (Fluorescien isothiocyanate; FITC) จากสญัญาณการเรือง
แสงของฟลอูอเรสเซนต์พบโปรตีนบริสุทธิ<สะสมอยู่ที,บริเวณผนงักั %นของเส้นใย ในขณะที,เส้นใยที,
ไม่ได้เติมโปรตีนบริสทุธิ<ลงไปจะตรวจไม่พบสญัญาณการเรืองแสง โปรตีนนี %ทนความร้อนได้สงูถึง 
70 องศาเซลเซียส และความสามารถของโปรตีนจะลดลงเล็กน้อยที, 80 ถึง 100 องศาเซลเซียส  
สายพนัธุ์  MET0908 นอกจากจะผลิตโปรตีนได้แล้วยังผลิตบีตา-1,3-กลูคาเนสซึ,งเป็นเอนไซม์ที,
สําคญัในการย่อยสลายองค์ประกอบภายในผนงัเซลล์ของรา แสดงให้เห็นว่ากลไกการออกฤทธิ<

ของโปรตีนอยูที่,ผนงัเซลล์ของรานั,นเอง 

โปรตีนที,ผลิตจาก B. polymyxa สายพันธุ์  VLB16 สามารถยับยั %งการเจริญของรา 
Pyricularia grisea ที,ก่อโรคเหี,ยวและ Rhizoctonia solani ที,ทําให้เกิดโรคกาบใบไหม้ในข้าวได้  
โดย P. grisea ถูกยบัยั %งได้มากถึง 93.4 เปอร์เซ็นต์ ลกัษณะของสปอร์จะกลายเป็นสีดําและเกิด
การหดตวั ส่วนเส้นใยจะบิดเบี %ยวผิดรูป  ในขณะที,สเคลอโรเตียมของ R. solani ถูกยบัยั %งอย่าง
สมบรูณ์เนื,องจากตรวจไม่พบการงอกของสเคลอโรเตียมหลงัจากเติมโปรตีนไปแล้ว 7 วนั  โปรตีน
ทนความร้อนได้ตั %งแต่ 30 ถึง 100 องศาเซลเซียส  แม้กระทั,งอุณหภูมิที, ใช้สําหรับนึ,งฆ่า
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เชื %อจุลินทรีย์ (121 องศาเซลเซียส 15 นาที) ก็ไม่ทําให้ความสามารถของโปรตีนเปลี,ยนแปลงไป 
(Kavitha และคณะ, 2005) 

Bacisubin เป็นโปรตีนที,ผลิตโดย B. subtilis สายพันธุ์ B-196 สามารถยบัยั %งการเจริญ
ของราได้หลายชนิด ตวัอย่างเช่น ที,ความเข้มข้น 0.055 ไมโครโมลาร์ สามารถยบัยั %งรา Alternaria 

brassicae, ที, 0.087 ไมโครโมลาร์ ยับยั %ง Alternaria oleracea, ที, 2.74 ไมโครโมลาร์ ยับยั %ง 
Botrytis cinerea และที, 4.01 ไมโครโมลาร์ ยบัยั %ง Rhizoctonia solani  ซึ,ง Bacisubin มีผลต่อ
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของ R. solani มากที,สุด โดยทําให้ปลายเส้นใยแตกแขนง บิดเบี %ยว 
และบวมพองหลงัจากทดสอบกบั Bacisubin เข้มข้น 2.02 ไมโครโมลาร์ นาน 24 ชั,วโมง (Liu และ
คณะ, 2007) 

B. vallismortis สายพนัธุ์ ZZ185 ผลิตโปรตีน Bacillomycin D ที,มีผลยบัยั %งการเจริญของ 
Alternaria alternata ได้ 94 เปอร์เซ็นต์ และยบัยั %งการเจริญของ  Fusarium graminearum ได้  
86 เปอร์เซนต์ โดยที,โปรตีนนี %สามารถทนตอ่คา่ pH ได้ตั %งแต ่1 ถึง 8 แตแ่อกทิวิตีจะลดลงเมื,ออยู่ใน
ภาวะเป็นเบส  นอกจากนี %ยงัพบว่าโปรตีนทนตอ่ความร้อนได้สงูถึง 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที  เมื,อทดสอบแอกทิวิตีของ Bacillomycin D ในพืช เปรียบเทียบกับสารควบคุมรา 
Chlorothalonil ที,สงัเคราะห์ขึ %นทางเคมี และสารปฏิชีวนะชนิด Jinggangmycin พบว่าอาการของ
โรคในพืชที,ทดสอบด้วย Bacillomycin D จะมีความรุนแรงน้อยกว่าพืชที,ทดสอบด้วย 
Chlorothalonil และ Jinggangmycin (Zhao และคณะ, 2010) 

E2 เป็นโปรตีนยบัยั %งการเจริญของราที,ผลิตจาก B. subtilis สายพนัธุ์ EDR4 สามารถลด
การเจริญของเส้นใยของ Gaeumannomyces graminis var. tritici ได้ 61.5 เปอร์เซ็นต์ ลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดพบว่าโปรตีนทําให้เส้นใยเจริญอย่าง
ผิดปกตโิดยเฉพาะบริเวณที,จะเกิดการแตกแขนงมีความหนาเพิ,มมากขึ %น บริเวณปลายสดุของเส้น
ใยเกิดการบวมพอง เส้นใยบิดเบี %ยวและมีโปรตีน E2 รั,วออกมา โปรตีน E2 จดัเป็นโปรตีนที,ออก
ฤทธิ<ได้กว้างเนื,องจากสามารถยับยั %งการเจริญของราได้อีกหลายชนิด ได้แก่ Macrophoma 

kuwatsukai, Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia cerealis และ 
Botrytis cinerea (Liu และคณะ, 2010) 

โรคมัมมี,เบอร์รี, เป็นโรคที,สําคญัของดอกบลูเบอร์รี,ซึ,งเกิดจากรา Monilinia vaccinii-

corymbosi  กระบวนการเกิดมมัมี,เกิดจากสปอร์ของราปลิวไปตกยงัเกสรตวัเมียแล้วงอกเข้าไปใน
ก้านชเูกสรตวัเมียในระยะเวลา 4-7 วนั สร้างความเสียหายอย่างมากในอเมริกาเหนือ  (Scherm 
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และคณะ, 2004)  ได้มีการนํา B. subtilis สายพนัธุ์ QRD137 ที,มีชื,อทางการค้าว่า Serenade มา
ใช้เพื,อควบคมุโรคมมัมี,เบอร์รี,  ซึ,ง Serenade ยบัยั %งไม่ให้เส้นใยรางอกเข้าไปยงัก้านชเูกสรตวัเมีย 
กลไกการทํางานของ Serenade คือการปลดปล่อยสารออกมายบัยั %งการเจริญของราก่อโรค อาจ
รวมถึงการแก่งแย่งสารอาหารที,บริเวณติดเชื %อหรือการชกันําให้พืชเกิดความต้านทานต่อราก่อโรค 
และการผสมพนัธุ์บลเูบอร์รี,บางครั %งจําเป็นต้องอาศยันํ %าผึ %งชว่ยให้เกิดการถ่ายละอองเรณู อย่างไรก็
ตามนํ %าผึ %งมกัจะเป็นพาหะทําให้ดอกบลเูบอร์รี,เกิดการติดเชื %อ เกิดเป็นโรคมมัมี,เบอร์รี,ในที,สดุ ด้วย
เหตนีุ % Dedej และคณะ (2004) จึงได้ประยกุต์ใช้ Serenade กับนํ %าผึ %งเพื,อป้องกนัการติดเชื %อใน
ระหวา่งกระบวนการถ่ายละอองเรณ ูซึ,งสามารถลดอตัราการเกิดโรคลงได้อีกทั %งยงัลดการติดเชื %อที,
ดอกเมื,อใช้นํ %าผึ %งเป็นตวัชว่ยถ่ายละอองเรณ ู

นอกจากนี %ยงัมีรายงานว่า B. subtilis ที,คดัแยกได้หลายสายพนัธุ์สามารถยบัยั %งการเจริญ
ของรา B. cinerea ที,ก่อโรคใบและดอกไหม้ในกหุลาบได้อย่างสมบูรณ์อีกด้วย (Tatagiba และ
คณะ, 1998) 

ไม่เพียงแต่ Bacillus sp. เท่านั %นที,ผลิตโปรตีนหรือเพปไทด์ได้ ยังมีงานวิจัยที,ค้นพบว่า
แบคทีเรียชนิดอื,นก็ผลิตโปรตีนได้ด้วย เช่น Lactobacillus paracaesei subsp. tolelans ผลิต
โปรตีนที,เป็นพิษต่อ Fusarium proliferatum  และ Fusarium graminearum ทําให้ไม่สามารถ
สร้างสปอร์ได้ (Hassan และ Bullerman, 2008) 

เพื,อให้แบคทีเรียปฏิปักษ์ผลิตสารที, มีฤทธิ<ยับยั %งการเจริญของราก่อโรคได้ดีที,สุด 
จํา เ ป็น ต้อง มีการแปรผัน ปัจจัยหลายอย่าง ที, มีผลต่อแอกทิ วิ ตี ในการเ ลี %ยงแบคที เ รีย 
(Leelasuphakul และคณะ, 2006)  ตวัอย่างเช่น Moita และคณะ (2005) ได้แปรผนัปัจจยัในการ
เลี %ยง B. subtilis สายพนัธุ์ CCMI 355 เพื,อให้ผลิตเมแทบอไลต์ที,มีผลยบัยั %งการเจริญของรา โดย
แปรผนัคา่ pH ของอาหารเลี %ยงเชื %อ, อณุหภูมิในการเพาะเลี %ยง และอตัราการให้อากาศ พบว่าที,คา่ 
pH เทา่กบั 6 อณุหภมูิระหวา่ง 27 ถึง 34 องศาเซลเซียส และอตัราการให้อากาศ 120 รอบตอ่นาที 
ทําให้แบคทีเรียเจริญได้มากที,สดุ ส่วนคา่ pH เท่ากบั 7 ถึง 8 อณุหภูมิระหว่าง 28 ถึง 34 องศา
เซลเซียส และอัตราการให้อากาศ 60 รอบต่อนาที ทําให้แบคทีเรียเกิดการสร้างสปอร์ได้ดีที,สุด  
ในขณะที,คา่ pH เท่ากบั 8 ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยไม่มีการให้อากาศจะทําให้แบคทีเรีย
ผลิตเมแทบอไลต์ที,ยบัยั %งการเจริญของราได้ดีที,สดุ  Patel และคณะ (2004) ได้แปรผนัภาวะในการ
เพาะเลี %ยง B. licheniformis สายพนัธุ์ BC98 โดยพบว่าที,อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส คา่ pH 
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เท่ากบั 5.8 และอตัราการให้อากาศ 150 รอบตอ่นาที ส่งผลให้แบคทีเรียผลิตสารยบัยั %งการเจริญ
ของราได้มากขึ %น 30 เทา่เมื,อเทียบกบัภาวะที,ยงัไมไ่ด้แปรผนั 

จากตวัอย่างดงักล่าวข้างต้นแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการผลิตสาร
ยบัยั %งการเจริญของราก่อโรคพืช และมีศกัยภาพนํามาใช้ในการควบคมุการเกิดโรคในพืชที,มีสาเหตุ
จากราได้  งานวิจยันี %ได้คดัเลือกหาแบคทีเรียที,สามารถยับยั %งการเจริญของราก่อโรคในปทุมมา 
โดยคดัเลือกจากแบคทีเรีย 10 ไอโซเลตจากดินในจงัหวดักาญจนบุรีที,คดัแยกไว้โดย คงยุทธ เลิศ
มงคลธรรม (2549) ประกอบด้วยไอโซเลต N1, N3, N9, M10, M15, M22, M23, M25, M26 และ 
M27 ซึ,งพบวา่ยบัยั %งราได้หลายชนิด รวมทั %ง Colletotrichum capsici และ Fusarium sp. ที,ก่อโรค
ในมะเขือเทศ (ประภาศรี ศรีคง, 2552) เมื,อได้แบคทีเรียที,สามารถยบัยั %งราที,ก่อโรคในปทมุมาแล้ว 
จึงนํามาหาภาวะที,เหมาะสมสําหรับแบคทีเรียในการสร้างสารออกฤทธิ< และสกดัแยกสารที,มีฤทธิ<

ในการยบัยั %งรา เพื,อนําแบคทีเรียและสารออกฤทธิ<ที,สร้างขึ %นไปพฒันาใช้ในการควบคมุราดงักล่าว
ตอ่ไป 
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บทที�  3 
อุปกรณ์ เคมีภณัฑ์ และวิธีดาํเนินการทดลอง 

 
3.1 อุปกรณ์ที�ใช้ในงานวิจัย 
 

1. กระดาษกรองขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร บริษัท Whatman International Ltd, 
England 

2. กระบอกฉีดยาพลาสตกิขนาด 1 มิลลิลิตร บริษัท NisshoNipro, Japan 
3. กล้องจลุทรรศน์ รุ่น CH30RF200 บริษัท Olympus, Japan 
4. เครื,องกวนแมเ่หล็ก รุ่น 502P-2 บริษัท PMC, USA 
5. เครื,องเขย่าชนิดควบคมุอณุหภูมิ (Incubator shaker) รุ่น innova 4330 บริษัท New 

Brunwick Scientific, Edison, N.J., USA  
6. เครื,องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแห้งแบบใช้ความร้อน รุ่น MylabTH thermo-block 

SLTDB-120 บริษัท Seoulin Bioscience, Korea 
7. เครื,องโครมาโทกราฟี รุ่น Bio-Logic LP บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 
8. เครื,องชั,ง รุ่น PG2002-S และรุ่น AG 285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland  
9. เครื,องนึ,งฆ่าเชื %อจลุินทรีย์ (Autoclave) รุ่น SS-325 และรุ่น ES-315 บริษัท Tomy Seiko 

รุ่น MLS 3020 บริษัท Sanyo, Japan และรุ่น HV-25 บริษัท Hiroyama, Japan 
10. เครื,องหมุนเหวี,ยงชนิดควบคมุอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุ่น 3700 บริษัท 

Kubota, Japan และรุ่น Avanti J-30I บริษัท Beckman Coulter, Germany 
11. เครื,องหมุนเหวี,ยงชนิดตั %งโต๊ะ (Bench-top centrifuge) รุ่น 200H บริษัท Hattich 

Zentrifugen, Germany 
12. เครื,องผสมสาร (Vortex mixer) รุ่น G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 
13. เครื,องเพิ,มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุ่น 2400 บริษัท Perkin Elmer, USA 
14. เครื,องวดัคา่การดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Thermo Spectronic, USA และ รุ่น Perkin Elmer Instruments Lambda 25 UV/VIS 
Spectrometer บริษัท PerkinElmer Inc., USA 

15. เครื,องวดัปริมาณดีเอ็นเอ Qubit 2.0 Fluorometer บริษัท Invitrogen, USA 
16. เครื,องวดัค่า pH (Digital pH meter) รุ่น Seven Easy บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 
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17. ชุดเครื, องมือทําพอลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (Polyacrylamide gel 
electrophoresis) รุ่น Mini-PROTEIN Tetra Cell บริษัท Bio-Rad, Japan และรุ่น 
omniPAGE บริษัท Clever Scientific 

18. ชดุวดัปริมาณดีเอ็นเอสายคูสํ่าเร็จรูป QubitTM dsDNA BR Assay Kit บริษัท Invitrogen, 
USA 

19. ชดุเครื,องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (Agarose gel electrophoresis) รุ่น Mini 

gel electrophoresis system บริษัท Mupid-2 plus Advance, Japan 
20. ตู้ เขี,ยเชื %อ (Larminar flow) ISSGO รุ่น Clean บริษัท Triwork, Thailand, Bosstech รุ่น 

HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate, Thailand และ Microtech รุ่น V8-6 
บริษัทแล็บไมโคร ประเทศไทย 

21. ตู้แช่แข็งจดุเยือกแข็งตํ,า (Deep freezer) อณุหภูมิ -20  องศาเซลเซียส และ -70 องศา
เซลเซียส บริษัท Sanyo Electric, Japan 

22. ตู้แชเ่ย็น (Refrigerator) 4 องศาเซลเซียส บริษัท Mitsubishi, Japan 
23. ตู้บม่เชื %อชนิดควบคมุอณุหภมูิ (Incubator) บริษัท Memmert, Germany 
24. ตู้อบความร้อน (Hot air oven) รุ่น UE600 และรุ่น UL80 บริษัท Memmert, Germany 

25. ถงุไดอะไลซิส ขนาดรู 3500 MWCO รุ่น JE 123986 บริษัท Snakeskin, USA 
26. ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) ขนาด 10 20 100 200 1,000 และ 5,000 ไมโครลิตร 

บริษัท Gilson, France และบริษัท Nichiryo, Japan 
27. หัวกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตต ขนาดความกว้างรู 0.45 ไมโครเมตร บริษัท 

Millipore, Ireland 
28. อา่งนํ %าชนิดควบคมุอณุหภมูิ (Water bath) บริษัท Memmert, Germany 
29. อ่างนํ %าชนิดควบคมุอณุหภูมิ รุ่น WB14 รุ่น W760 บริษัท Memmert, Germany และชนิด

ที,ประกอบเข้ากับเครื,องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ รุ่น digital water bath SB-1000 
บริษัท Eyela, Japan ซึ,งตอ่เข้ากบัเครื,องทําความเย็น รุ่น CCA-110 บริษัท Eyela, Japan 
และเครื,องดดูอากาศ รุ่น A-3S บริษัท Eyela, Japan 

30. อปุกรณ์สําหรับถ่ายภาพ Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One version 
4.4.1 บริษัท Bio-Rad, Japan 

31. ฮีมาไซโทมิเตอร์ (Haemacytometer) บริษัท Schott Duran, Germany 
32. Cork Borer ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 8 มิลลิเมตร 
33. Sonicator รุ่น SONOREX RX 100 บริษัทสยามแอนด์โกร, กรุงเทพ, ประเทศไทย 
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3.2 เคมีภัณฑ์และชุดทดสอบสาํเร็จ 
 

1. กรดอะซีตกิเข้มข้น (Glacial CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 
2. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท LAB-SCAN, Ireland 
3. กลีเซอรอล (Glycerol) บริษัท Merck, Germany 
4. ไกลซีน (Glycine) บริษัท Amresco, USA 
5. คลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol) บริษัท Nacalai tesque, Japan 
6. คลอโรฟอร์ม (Chloroform) บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Ireland 
7. ชดุโปรตีนมาตรฐานนํ %าหนกัโมเลกลุสงู บริษัท Fermentas, USA 
8. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล (Qiaquick Gel Extraction Kit) บริษัท Qiagen, 

Germany 
9. ชดุสกดัพลาสมิดปริมาณน้อย (Qiagen Spin Miniprep Kit) บริษัท Qiagen, Germany 
10. ไซโคลเฮกซิไมด์ (Cycloheximide), (C15H23NO4) บริษัท Sigma – Aldrich Co., USA 
11. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
12. โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS), (C12H25OSO3) บริษัท Fluka, 

Germany 
13. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany 
14. ดีอีเออี ซพัพอร์ท (DEAE support) บริษัท Bio-Rad, USA 
15. ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (N,N-dimethylformamide) บริษัท Fluka, Germany 
16. เตตราไซคลิน (Tetracycline) บริษัท Bio Basic Inc, Canada 
17. ทริปโตน (Tryptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
18. ท-ูเมอร์แคบโตเอธาทอล (2-mercatoethanol) บริษัท Merck, Germany 
19. นอร์มลับวิทานอล (N-butanol) บริษัท Merck, Germany 
20. นอร์มลัเฮกเซน (N-hexane) บริษัท Merck, Germany 
21. นิสเตตนิ (Nystatin), (C47H75NO17) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
22. บีโนมิล (Benomyl), (C14H18N4O3) บริษัท Sigma Chemical Co., USA 
23. แบคโตเปบโทน (Bacto peptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
24. ผงบราโนส (Branose) บริษัท Bronson and Jacobs International, ประเทศไทย 
25. ผงวุ้น (Agar) บริษัท Productora the Agar SA, Chili 
26. ผงสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, USA 
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27. สารละลายผสมระหว่างฟีนอล/คลอโรฟอร์ม (Phenol/Chlorofom) บริษัท USB 
Corporation, USA 

28. สารละลายสําเร็จรูปสําหรับวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (Bio-Rad Protein Assay) บริษัท 
Bio-Rad, USA 

29. สีคแูมสซีบริลเลียนท์บลูจี-250 (Coomassies brilliant blue G-250) บริษัท Fluka, 
Switzerland 

30. สีบรอมฟีนอลบล ู(Bromphenol blue) บริษัท Fluka, Germany 
31. อะกาโรสเจล (Agarose gel) บริษัท Bio-Rad, USA 
32. อาหารแข็ง Citrate สําเร็จรูป บริษัท Difco Laboratories, USA 
33. อาหาร MR/VP broth สําเร็จรูป บริษัท Difco Laboratories, USA 
34. อาหาร Nitrate broth สําเร็จรูป บริษัท Difco Laboratories, USA 
35. อาหาร Trypticase soy broth สําเร็จรูป บริษัท Difco Laboratories, USA 
36. อาหารเหลว PDB สําเร็จรูป บริษัท Himedia, India 
37. อีเธอร์แอนไฮดรัส (Ether anhydrous) บริษัท J.T. Baker Inc., USA 
38. เอธิเดียมโบรไมด์ (Ethidiumbromide) บริษัท BioExcellence, Germany 
39. เอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI บริษัท New England Biolabs, USA 
40. เอนไซม์ T4 DNA Ligase บริษัท New England Biolabs, USA 
41. แอมพิซิลลิน (Ampicillin) บริษัท Bio Basic Inc., USA 
42. 100% เอธานอล บริษัท Merck, Germany 
43. แอมโมเนียมซลัเฟต (Ammonium sulfate) บริษัท Merck, Germany 
44. แอมโมเนียมเพอร์ซลัเฟต (Ammonium persulfate) บริษัท Biolabs, USA 

45. ไอโซโพรพานอล (Isopropanol) บริษัท BDH AnalaR, Qatar 
46. 40% Acrylamide และ 2% Bis-acrylamide บริษัท Amersham Biosciences, Sweden 
47. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP บริษัท SibsEnzyme, Russia 

48. EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid, C10H14N2O8Na2⋅2H2O) บริษัท Sigma, 
USA 

49. GeneRuler 1 Kb DNA Ladder บริษัท Fermentas, USA 
50. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) บริษัท Promega, USA 

51. pGEM-T Easy Vector บริษัท Promega, USA 
52. Taq DNA Polymerase บริษัท New England Biolabs, USA 
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53. TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) บริษัท USB Corporation, USA 
54. Trisma Base (tris[hydroxymethyl]aminomethane) บริษัท Sigma, USA 
55. Tween 80 บริษัท Merck, Germany 
56. X-gal (5-bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactoside) บริษัท Fermentas, USA 
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3.3 จุลินทรีย์ทีใช้ในงานวิจัย 
 
3.3.1 แบคทีเรีย 

แบคทีเรียที,คดัแยกได้จากดินในจงัหวดักาญจนบรีุโดยคงยุทธ เลิศมงคลธรรม (2549) มี
ทั %งหมด 10 ไอโซเลต ได้แก่ N1, N3, N9, M10, M15, M22, M23, M25, M26 และ M27 

 
3.3.2 รา 
รา Curvularia sp. เป็นราที,คดัแยกได้จากปทมุมาที,มีอาการโรคจดุสีนํ %าตาลในงานวิจยันี % 

 

3.4 การแยกและศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราก่อโรคในปทุมมา 
 
 นําใบของปทุมมาซึ,งมีอาการของโรคใบจุดมาทําความสะอาดผิวใบด้วย เอธานอล 70 

เปอร์เซ็นต์ ผึ,งให้แห้ง แล้วใช้กรรไกรปลอดเชื %อตดัใบที,เป็นโรคไปวางลงบนอาหาร PDA (ภาคผนวก 
ก4) ที,มีคลอแรมเฟนิคอล (ภาคผนวก ข3) บ่มที,อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั  
จากนั %นแยกราให้บริสทุธิ< ตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของราก่อโรคภายใต้กล้องจลุทรรศน์  
นํารานั %นไปทดสอบการก่อให้เกิดโรคใบจดุในปทมุมา แล้วแยกเชื %อให้บริสทุธิ<อีกครั %ง 
 
3.5 การทดสอบความสามารถในการก่อโรค  

 
การเตรียมสปอร์แขวนลอยของราก่อโรค 
เลี %ยง Curvularia sp. บนอาหาร PDA ที,อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 

จากนั %นเตมิ 0.1 เปอร์เซ็นต์ Tween80 (ภาคผนวก ข32) ลงในจานเพาะเลี %ยงแล้วขดูสปอร์ออกโดย
ใช้ลปูปลอดเชื %อ กรองสิ,งแขวนลอยผ่านผ้าขาวบางปลอดเชื %อหนา 3 ชั %น แล้วนบัจํานวนสปอร์ด้วย 
ฮีมาไซโทมิเทอร์ เจือจางด้วย 0.1 เปอร์เซ็นต์ Tween80 จนกระทั,งได้ความเข้มข้นของสปอร์เท่ากบั 
5x104 สปอร์ตอ่มิลลิลิตร  

ทําความสะอาดผิวใบปทุมมาด้วย เอธานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ผึ,งให้แห้ง จากนั %นทําให้ใบ
ปทมุมาเกิดแผลขนาดเล็กโดยการสะกิดที,ใบเบาๆด้วยเข็มปลอดเชื %อ นําสปอร์แขวนลอยของราก่อ
โรคที,เตรียมได้หยดลงบนรอยแผลปริมาตรแผลละ 20 ไมโครลิตร บม่ในที,มีความชื %นที,อณุหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 7 วนั  สําหรับชดุควบคมุผลลบหยดนํ %ากลั,นปลอดเชื %อแทนสปอร์แขวนลอยของรา   
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3.6 การคัดกรองแบคทีเรียที�ยับยั Iงการเจริญของราก่อโรคที�คัดแยกได้ 
  

3.6.1 การเตรียมแบคทีเรีย 
เลี %ยงแบคทีเรียทั %ง 10 ไอโซเลต บนอาหาร NA (ภาคผนวก ก2) ที,อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั,วโมง   
 

 3.6.2 การเตรียมราเป้าหมาย 
 หยดสปอร์แขวนลอยของราที,เตรียมได้ตามวิธีข้อ 3.5 ลงบนอาหาร PDA ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เกลี,ยให้ทั,วด้วยแทง่แก้วงอปลอดเชื %อ แล้วตั %งทิ %งไว้ให้แห้ง 1 ชั,วโมง 
  

นําแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตมาขีดลงบนอาหาร PDA ที,มีราเป้าหมาย แล้วบ่มที,อณุหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั จากนั %นวดัรัศมีของบริเวณยบัยั %งที,เกิดขึ %น 
 
3.7 การหาภาวะที�เหมาะสมในการผลิตสารยับยั Iงการเจริญของราก่อโรค 

 
 แปรผันภาวะทั %งหมด 4 ภาวะ คือ 1) ชนิดของอาหารเลี %ยงเชื %อ ได้แก่ อาหาร nutrient 
broth (NB) (ภาคผนวก ก1), อาหารเหลว Luria Bertani (LB) (ภาคผนวก ก5) และอาหาร 
trypticase soy broth (TSB) (ภาคผนวก ก6)  2) คา่ pH ของอาหารเลี %ยงเชื %อ ได้แก่ pH 6, 7, 8 
และ 9  3) อณุหภูมิในการเพาะเลี %ยง ได้แก่ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส และ 4) ระยะเวลาการ
เพาะเลี %ยง ตั %งแต ่0 ถึง 24 ชั,วโมง 
 

3.7.1 การเตรียมหวัเชื %อแบคทีเรีย 
 นําโคโลนีเดี,ยวของแบคทีเรียที,คดัเลือกได้จากข้อ 3.6 ซึ,งคดัเลือกจากไอโซเลตที,ให้บริเวณ
ยบัยั %งกว้างที,สดุ มาเลี %ยงบนอาหาร NA ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั,วโมง จากนั %น
นําไปเลี %ยงในอาหารเลี %ยงเชื %อที,ต้องการ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บม่ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 18 ชั,วโมง และปรับคา่การดดูกลืนแสงที,ความยาวคลื,น 660 
นาโนเมตร (OD660) ให้เทา่กบั 0.5  
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 3.7.2  การหาชดุควบคมุผลบวกในการควบคมุการแพร่ของสารยบัยั %งรา 
 เนื,องจากปริมาตรอาหาร PDA ในจานเพาะเลี %ยงนั %นกําหนดให้ใกล้เคียงกนัแตไ่ม่สามารถ
ควบคมุให้เท่ากนัทกุจานเพาะเลี %ยงในทกุการทดลอง ทําให้อาจมีผลตอ่การแพร่ของสารยบัยั %งการ
เจริญของรา ดงันั %นจําเป็นต้องหาสารมาตรฐานเพื,อใช้เป็นชดุควบคมุการแพร่ จึงได้แปรผนัความ
เข้มข้นของสารสงัเคราะห์ทางเคมี 3 ชนิด ที,สามารถยับยั %งการเจริญของราก่อโรคดงันี % บีโนมิล 
(ภาคผนวก ข8) ใช้ความเข้มข้นที, 5, 10, 15 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ไซโคลเฮกซิไมด์ 
(ภาคผนวก ข5) ใช้ความเข้มข้นที, 2.5, 5, 7.5, 10, 20, 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และ
นิสเตติน (ภาคผนวก ข6) ใช้ความเข้มข้นที, 0.5, 2.5, 5, 7.5, 10, 20, 30 และ 40 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร 
  

เตรียมราเป้าหมายตามวิธีข้อ 3.6.2 จากนั %นวางกระดาษกรองขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง  
6 มิลลิเมตรลงบนอาหารเลี %ยงเชื %อ  และหยดสารมาตรฐานลงบนกระดาษกรองปริมาตร  
20 ไมโครลิตร บม่ที,อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั จากนั %นวดัรัศมีของบริเวณยบัยั %งที,
เกิดขึ %น 

 
3.7.3 การแปรผนัชนิดของอาหารเลี %ยงเชื %อที,ให้แอกทิวิตีในการยบัยั %งการเจริญของราก่อ

โรคได้ดีที,สดุ 
 นําหวัเชื %อแบคทีเรียที,เตรียมไว้ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหารแต่ละชนิด ได้แก่ 
NB, LB และ TSB ที,คา่ pH เท่ากบั 7 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร บม่ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เก็บตวัอยา่งทกุ 3 ชั,วโมง ตั %งแตช่ั,วโมงที, 0 ถึง 24 วดัการเจริญของเซลล์
แบคทีเรียด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที,ความยาวคลื,น 660 นาโนเมตร จากนั %นนําเซลล์
เพาะเลี %ยงไปหมนุเหวี,ยงที,อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที นาน 5 นาที นํา
สว่นนํ %าใสมากรองแยกเซลล์แบคทีเรียออกด้วยเยื,อกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนําส่วนนํ %าใส
มาทดสอบกบัราเป้าหมายด้วยวิธี agar-well diffusion (Yilmaz และคณะ, 2006) โดยเกลี,ยสปอร์
แขวนลอยของราเป้าหมายปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงบนอาหาร PDA แล้วเจาะวุ้นออกด้วย cork 
borer ปลอดเชื %อขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 8 มิลลิเมตร 5 หลมุ นําส่วนนํ %าใสหยดลงหลมุ ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร จํานวน 4 หลุม และเติมอาหาร NB ลงในหลุมที,เหลือเพื,อเป็นชดุควบคมุผลลบ 
นําไปบม่ที,อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั จากนั %นวดัรัศมีของบริเวณยบัยั %งที,เกิดขึ %น
โดยมีชดุควบคมุผลลบเป็นอาหาร NB ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
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 3.7.4 การแปรผนัคา่ pH ของอาหารเลี %ยงเชื %อที,ให้แอกทิวิตีในการยบัยั %งการเจริญของรา
ก่อโรคได้ดีที,สดุ 

นําหวัเชื %อแบคทีเรียที,เตรียมไว้ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหารที,คดัเลือกได้ในข้อ 
3.7.3 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร โดยแปรผนัคา่ pH ของอาหารเลี %ยงเชื %อให้เท่ากบั 6, 7, 8 และ 9 บม่ที,
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เก็บตวัอย่างทกุ 3 ชั,วโมงตั %งแตช่ั,วโมงที, 0 
ถึง 24 วดัการเจริญของเซลล์แบคทีเรียด้วยการวดัคา่การดดูกลืนแสงที,ความยาวคลื,น 660 นาโน
เมตร เตรียมส่วนนํ %าใสและทดสอบกบัราเป้าหมายตามวิธีข้อ 3.7.3 โดยมีชดุควบคมุผลบวกเป็น
นิสเตตนิความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

 
3.7.5 การแปรผนัอณุหภูมิในการเพาะเลี %ยงที,ให้แอกทิวิตีในการยบัยั %งการเจริญของราก่อ

โรคได้ดีที,สดุ 
นําหวัเชื %อแบคทีเรียที,เตรียมไว้ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหารที,มีค่า pH ที,

คดัเลือกได้ในข้อ 3.7.4 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร บ่มที,อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เก็บตวัอยา่งทกุ 3 ชั,วโมง ตั %งแตช่ั,วโมงที, 0 ถึง 24 วดัการเจริญของเซลล์
แบคทีเรียด้วยการวดัค่าการดดูกลืนแสงที,ความยาวคลื,น 660 นาโนเมตร เตรียมส่วนนํ %าใสและ
ทดสอบกับราเป้าหมายตามวิธีข้อ 3.7.3 โดยมีชดุควบคมุผลบวกเป็นนิสเตตินความเข้มข้น 500 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 
3.8 การทดสอบความเสถียรของสารยับยั Iงการเจริญของราก่อโรค 
  

3.8.1 การทดสอบความเสถียรตอ่อณุหภมูิ 
นําหวัเชื %อแบคทีเรียที,เตรียมไว้ตามวิธีข้อ 3.7.1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหาร

เลี %ยงเชื %อที,เหมาะสม ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มในภาวะที,คดัเลือกได้ในข้อ 3.7.5 จากนั %นนําเซลล์
เพาะเลี %ยงไปหมนุเหวี,ยงที,อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที นาน 10 นาที 
เตรียมส่วนนํ %าใสตามวิธีข้อ 3.7.3 นําส่วนนํ %าใสไปบม่ที,อณุหภูมิ 20, 40, 60, 80, 100 และ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตั %งให้เย็นที,อณุหภูมิห้อง และทดสอบกบัราเป้าหมายตามวิธี
ข้อ 3.7.3 โดยมีชดุควบคมุผลบวกเป็นนิสเตตนิ ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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3.8.2 การทดสอบความเสถียรตอ่คา่ pH 
เตรียมหวัเชื %อแบคทีเรียและส่วนนํ %าใสเช่นเดียวกับการทดสอบความเสถียรตอ่ความร้อน 

นําสว่นนํ %าใสมาวดัคา่ pH เริ,มต้น จากนั %นปรับคา่ pH ให้เป็น 2, 4, 6, 8 และ 10 ด้วย HCl 1 โมลาร์ 
(ภาคผนวก ข10) หรือ NaOH 1 โมลาร์ (ภาคผนวก ข15)  บม่ที,อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที 
แล้วปรับกลบัเป็นค่า pH เริ,มต้น และทดสอบกับราเป้าหมายตามวิธีข้อ 3.7.3 โดยมีชดุควบคมุ
ผลบวกเป็นนิสเตตนิ ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 
3.9 การแยกสารที�มีฤทธิOยับยั Iงการเจริญของราก่อโรค 
 
 เพื,อคดัเลือกหาวิธีแยกสารที,มีฤทธิ<ยับยั %งการเจริญของราก่อโรคด้วยวิธีที,ดีที,สุด จึงใช้
วิธีการแยกสาร 2 วิธีเปรียบเทียบกนั ดงันี % 
 

3.9.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต 
 นําหวัเชื %อแบคทีเรียที,เตรียมไว้ตามวิธีข้อ 3.7.1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารที,
เหมาะสม ปริมาตร 200 มิลลิลิตร บม่ในภาวะที,คดัเลือกได้ในข้อ 3.7.5 จากนั %นนําไปหมนุเหวี,ยงที,
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที นาน 15 นาที นําส่วนนํ %าใสไปนึ,งฆ่าเชื %อที,
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ตั %งให้เย็นที,อณุหภมูิห้อง วดัปริมาตรของส่วนนํ %าใส
แล้วตกตะกอนที,อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 0 ถึง 40, 40 ถึง 80
และ 80 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์  ขณะตกตะกอนต้องกวนสารละลายให้เข้ากนัเบาๆด้วยแท่งแม่เหล็ก 
ใช้เวลาประมาณ 1 ถึง 2 ชั,วโมง จากนั %นนําสารละลายไปหมนุเหวี,ยงเพื,อแยกตะกอนโปรตีนออก
จากส่วนนํ %าใสที,อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที ละลาย
ตะกอนโปรตีนแตล่ะชว่งด้วย Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 (ภาคผนวก ข29) ด้วยปริมาตรน้อย
ที,สดุ นําไปกําจดัเกลือออกจากสารละลายโปรตีนด้วยถงุไดอะไลซ์ขนาด cutoff ที, 3,500 MW ใน 
Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 ปริมาตร 1 ลิตร ที,อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปลี,ยนบฟัเฟอร์ทกุๆ 
5 ชั,วโมง จํานวน 3 ครั %ง ครั %งสุดท้ายใช้ Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 ที,มีกลีเซอรอล 30 
เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข1) เป็นเวลา 4 ชั,วโมง นําสารละลายโปรตีนไปหมุนเหวี,ยงที,อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที นาน 5 นาที เพื,อกําจดัตะกอนโปรตีนที,หลงเหลืออยู ่
แล้วจึงวดัปริมาณโปรตีนด้วยสารละลายสําเร็จรูปสําหรับวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (Bio -Rad 
Protein Asaay, USA) ตามคําแนะนําของบริษัทผู้ผลิต 
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3.9.2 การทดสอบแอกทิวิตีของโปรตีน 
ปฏิบตัิตามวิธีที,ดดัแปลงจาก Mataragas และคณะ (2003) ดงันี % วดัปริมาณโปรตีนและ

ปรับความเข้มข้นโปรตีนที,จะทดสอบให้เท่ากนั จากนั %นเจือจางโปรตีนแบบลําดบัส่วนทีละสองเท่า 
แล้วนํามาทดสอบกับราเป้าหมายตามวิธีข้อ 3.7.3 โดยมีชุดควบคมุผลบวกเป็นนิสเตตินความ
เข้มข้น 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร วดัผลเป็นคา่ Arbitary Unit (AU) คือส่วนกลบัของการเจือจาง
ที,สูงที,สุดที,สามารถให้ขอบเขตการยับยั %งต่อราเป้าหมายได้ แล้วรายงานค่าแอกทิวิตีจําเพาะ 
(Specific activity) ของโปรตีนเป็น AU ตอ่มิลลิกรัมโปรตีน (Mataragas และคณะ, 2003) 
 

3.9.3 การทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายโปรตีน 
 กําหนดความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนแต่ละช่วงให้เท่ากัน ทดสอบกับราเป้าหมาย
ตามวิธีข้อ 3.7.3 โดยมีชดุควบคมุผลบวกเป็นนิสเตตนิ ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 
 3.9.4 การสกดัสารยบัยั %งการเจริญของราด้วยตวัทําละลายอินทรีย์ 
 นําหวัเชื %อแบคทีเรียที,เตรียมไว้ตามวิธีข้อ 3.7.1 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารที,
เหมาะสม ปริมาตร 200 มิลลิลิตร บม่ในภาวะที,คดัเลือกได้ในข้อ 3.7.5 จากนั %นนําไปหมนุเหวี,ยงที,
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที นาน 15 นาที วดัปริมาตรของส่วนนํ %าใส 
แล้วสกดัด้วยตวัทําละลายอินทรีย์ ได้แก่ อีเทอร์ คลอโรฟอร์ม นอร์มลัเฮกเซน หรือ นอร์มลับิวทา
นอล ในกรวยแยก อตัราสว่น 1 ตอ่ 1 เขยา่ 4 ครั %ง ครั %งละ 1 นาที แล้วตั %งทิ %งไว้จนกว่าสารละลายจะ
แยกชั %นอยา่งชดัเจน นําสารละลายในชั %นของตวัทําละลายอินทรีย์ไประเหยตามจดุเดือดของตวัทํา
ละลายอินทรีย์นั %นๆ จนกระทั,งเหลือปริมาตรของสารละลายน้อยที,สดุ ชั,งนํ %าหนกัแล้วคํานวณความ
เข้มข้นของสารละลาย 
  

3.9.5 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดั 
 กําหนดความเข้มข้นของสารสกดัให้เทา่กนั ทดสอบกบัราเป้าหมายตามวิธีข้อ 3.7.3 โดยมี
ชดุควบคมุผลลบเป็นตวัทําลายอินทรีย์ชนิดนั %นๆ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรและชดุควบคมุผลบวก
เป็นนิสเตตนิ ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 
 
 
 



31 
 

3.10 การทาํบริสุทธิOสารที�มีฤทธิOยับยั Iงการเจริญของราก่อโรค 
 
 เมื,อได้วิธีแยกสารที,มีฤทธิ<ทางชีวภาพที,ให้ประสิทธิภาพในการยบัยั %งการเจริญของราได้ดี
ที,สดุแล้วจึงขยายขนาดการแยกสารนั %น  โดยเลี %ยงแบคทีเรียตามภาวะที,แปรผนัได้ในข้อ 3.7.5 นํา
ส่วนนํ %าใสไปนึ,งฆ่าเชื %อที,อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ตั %งให้เย็นที,อณุหภูมิห้อง
แล้ววดัปริมาตร ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วงที,ให้แอกทิวิตีดีที,สุดจากข้อ 3.9.3 นํา
สารละลายโปรตีนมาทําบริสทุธิ<ด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบอาศยัความแตกตา่งของประจุ
สุทธิของสาร ดังนี % ล้างสารแขวนลอยดีอีเออีซัพพอร์ทด้วยนํ %ากลั,นโดยใช้แท่งแก้วคนเบาๆแล้ว
ปลอ่ยให้เม็ดเจลคอ่ยๆตกตะกอนเอง เทส่วนนํ %าใสและเจลละเอียดที,ลอยอยู่ด้านบนทิ %ง ล้างเจลจน
กระทั,งหมดกลิ,นแอลกอฮอล์ ในการล้างครั %งสดุท้ายให้เปลี,ยนจากนํ %ากลั,นเป็น Tris-HCl 50 มิลลิโม
ลาร์ pH 7.5 แล้วนําไปกําจดัฟองอากาศออกโดยใช้คลื,นเสียงความถี,สูง 3 ครั %ง ครั %งละ 15 นาที 
จากนั %นค่อยๆบรรจุเจลลงในคอลมัน์ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 1.5 เซนติเมตร ตั %งทิ %งไว้ข้ามคืน นํา
สารละลายที,ใช้ในการทําบริสทุธิ<โปรตีน ประกอบด้วย Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5, NaCl 1 
โมลาร์ ใน Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 (ภาคผนวก ข26), NaOH 1 โมลาร์ และนํ %ากลั,นนําไป
กําจดัฟองอากาศโดยใช้คลื,นเสียงความถี,สงูเป็นเวลา 1 ชั,วโมง จากนั %นทําให้คอลมัน์ที,มีเจลบรรจุ
แล้วอยู่ในภาวะสมดลุ (equilibrate) โดยผ่าน Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 ลงในคอลมัน์
ปริมาตร 3 เท่าของปริมาตรเจล ด้วยอตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที ค่อยๆเติมสารละลาย
โปรตีนลงบนผิวหน้าเจลเบาๆ ชะโปรตีนที,ไม่จบักบัดีอีเออีซพัพอร์ทออกด้วยบฟัเฟอร์เดิม ติดตาม
โปรตีนโดยการวดัค่าการดดูกลืนแสงที,ความยาวคลื,น 280 นาโนเมตร จนมีคา่เข้าใกล้ศนูย์ จึงชะ
โปรตีนที,จบักบัเจลออกโดยใช้สารละลายเกรเดียนท์ของ NaCl 1 โมลาร์ใน Tris-HCl 50 มิลลิโม
ลาร์ pH 7.5 เก็บลําดบัส่วน ส่วนละ 2 มิลลิลิตร นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที,ความยาวคลื,น 280 
นาโนเมตร จากนั %นนําลําดบัส่วนที,มีคา่การดดูกลืนแสงสงูใกล้เคียงกนัในแตล่ะช่วงมารวมกนัแล้ว
กําจดัเกลือออกตามวิธีข้อ 3.9.1 และวดัปริมาณโปรตีนด้วยสารละลายสําเร็จรูปสําหรับวิเคราะห์
ปริมาณโปรตีน 
  
3.11 การหานํ Iาหนักโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, 
SDS-PAGE) 
 
 หานํ %าหนกัโมเลกลุของโปรตีนตามวิธีของ Laemmli (1970) โดยใช้กระจกขนาด 8.3x10.2 
เซนตเิมตรและขนาด 7.3x10.2 เซนตเิมตร มีช่องว่างระหว่างกระจกทั %ง 2 แผ่น หนา 1.5 มิลลิเมตร 
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ประกอบกระจกเข้ากบัอปุกรณ์เตรียมเจล MiniPROTEIN II (Bio-Rad Laboratories, USA) แล้ว
เตรียมเจลตามสว่นประกอบ ดงัตารางที, 3.1 
 
ตารางที� 3.1 สว่นผสมของพอลิอะคริลาไมด์ 
สาร 15 เปอร์เซ็นต์ เซพาเรตงิเจล 4.5 เปอร์เซ็นต์ สแตก็กิงเจล 
40 เปอร์เซ็นต์ อะคริลาไมด์ 3.56     มิลลิลิตร 1.095   มิลลิลิตร 
2 เปอร์เซ็นต์ บสิอะคริลาไมด์ 2.003   มิลลิลิตร 601      ไมโครลิตร 
Tris-HCl 1.5 โมลาร์ pH 8.8 
(ภาคผนวก ข31) 

2.5       มิลลิลิตร - 

Tris-HCl 0.5 โมลาร์ pH 6.8 
(ภาคผนวก ข30) 

- 
 

2.5       มิลลิลิตร 

10% SDS (ภาคผนวก ข14) 100     ไมโครลิตร 100     ไมโครลิตร 
นํ %ากลั,น 1.848  มิลลิลิตร 5.804  มิลลิลิตร 
แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 10 
เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข24) 

50       ไมโครลิตร 50       ไมโครลิตร 

TEMED 10       ไมโครลิตร 10      ไมโครลิตร 
 
ผสมสารให้เข้ากันเบาๆ ระวังอย่าให้เกิดฟอง เติมเซพาเรติงเจลลงในช่องระหว่างแผ่น

กระจกให้มีความสงู 5 เซนติเมตร แล้วเติมนํ %ากลั,นทนัทีเพื,อปรับให้หน้าเจลเรียบ รอให้เจลแข็งตวั
เป็นเวลา 15 นาที เทนํ %ากลั,นทิ %ง จากนั %นเติมสแต็กกิงเจลลงไปจนเต็ม วางแผ่นพลาสติกสําหรับ
เตรียมช่องใส่ตวัอย่างขนาด 10 ช่องลงไประหว่างแผ่นกระจก รอให้เจลแข็งตวัเป็นเวลา 15 นาที 
เมื,อเจลแข็งแล้วประกอบชุดกระจกเข้ากับชุดทําอิเล็กโทรโฟเรซิส เติมอิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ 
(ภาคผนวก ข34) ลงในช่องว่างด้านในจนเต็มและด้านนอกให้มีความสงูประมาณ 2 เซนติเมตร 
แล้วจึงดงึแผ่นพลาสติกสําหรับเตรียมช่องใส่ตวัอย่างออก เตรียมตวัอย่างโปรตีนให้มีความเข้มข้น 
120 ไมโครกรัมโดยผสมกบั 5X Laemmli buffer (ภาคผนวก ข36) ให้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 1X 
นําตัวอย่างไปบ่มที,อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ใส่ตัวอย่างปริมาตร  
45 ไมโครลิตรและโปรตีนมาตรฐานปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงในช่องใส่ตวัอย่าง แล้วทําอิเล็กโทร
โฟเรซิสที, 200 โวลท์ เป็นเวลา 45-55 นาที นําเจลออกจากแผ่นกระจก ย้อมสีเจลด้วยนํ %ายาย้อมสี
คแูมสซีบลู (ภาคผนวก ข21) เป็นเวลา 1 ชั,วโมง แล้วล้างออกด้วยนํ %ายาล้างสี (ภาคผนวก ข20) 
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จนเห็นแถบโปรตีนชดัเจน ประมาณคา่นํ %าหนกัโมเลกลุของโปรตีนเทียบกบัการเคลื,อนที,ของโปรตีน
มาตรฐาน (ภาคผนวก ค2) 
 
3.12 การหาความเข้มข้นตํ�าสุดที� ยับยั Iงการเจริญของราก่อโรค (Minimal Inhibitory 
Concentration, MIC) 
 

แบ่งออกเป็น 2 การทดลองเปรียบเทียบกันคือ 1) การหาความเข้มข้นตํ,าสุดที,ยบัยั %งการ
เจริญของราก่อโรคจากส่วนนํ %าใสที,ได้จากนํ %าเลี %ยงเชื %อแบคทีเรีย โดยนําหวัเชื %อแบคทีเรียที,เตรียม
ตามวิธีข้อ 3.7.1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหารที,เหมาะสมปริมาตร 50 มิลลิลิตร บม่ใน
ภาวะที,คดัเลือกได้ในข้อ 3.7.5 จากนั %นนําไปหมุนเหวี,ยงที,อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
8,000 รอบตอ่นาที นาน 10 นาที นําส่วนนํ %าใสไปทําแห้งเยือกแข็งภายใต้สญุญากาศ ละลายผงที,
ได้จากการทําแห้งเยือกแข็งด้วยนํ %ากลั,นปลอดเชื %อปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้ววดัปริมาณโปรตีนด้วย
สารละลายสําเร็จรูปสําหรับวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน และ 2) การหาความเข้มข้นตํ,าสดุที,ยบัยั %งการ
เจริญของราก่อโรคจากโปรตีนที,ได้จากข้อ 3.9.3 กําหนดค่าความเข้มข้นเริ,มต้นของโปรตีนทั %ง  2
ส่วนแล้วเจือจางลําดบัส่วนทีละ 2 เท่า นําส่วนเจือจางปริมาตร 100 ไมโครลิตรไปทดสอบกบัรา
เป้าหมายตามวิธีข้อ 3.7.3 โดยมีชดุควบคมุผลบวกเป็นนิสเตติน ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร โดยวดัความกว้างของบริเวณยบัยั %งที,เกิดขึ %น และบนัทกึคา่ความเข้มข้นตํ,าสดุที,ยบัยั %งการ
เจริญของราก่อโรคได้ 
 
3.13 การทดสอบผลเบื Iองต้นของโปรตีนต่อสปอร์และเส้นใยของราก่อโรค 
  
 ทดสอบผลเบื %องต้นของโปรตีนต่อราก่อโรคตามวิธีที,ดัดแปลงจาก Kim และ Chung 
(2004) โดยใช้โปรตีนในชว่งที,มีประสิทธิภาพในการยบัยั %งการเจริญของราก่อโรคที,ได้จากข้อ 3.9.3 
กําหนดให้โปรตีนมีความเข้มข้นเท่ากับความเข้มข้นตํ,าสุดที,ยับยั %งการเจริญของราก่อโรคในข้อ 
3.12 เตรียมสปอร์แขวนลอยของราก่อโรคตามวิธีข้อ 3.6 ใส่ลงในหลอดไมโครฟิวจ์ปริมาตร 100 
ไมโครลิตรพร้อมกับอาหาร PDB (ภาคผนวก ข3) จากนั %นเติมสารละลายโปรตีนลงไป บ่มที,
อณุหภมูิห้อง ตรวจสอบการงอกของสปอร์และลกัษณะของเส้นใยเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุผลลบ
ซึ,งใส่สปอร์แขวนลอยของราก่อโรคลงไปในหลอดไมโครฟิวจ์ปริมาตร 100 ไมโครลิตรพร้อมกับ
อาหาร PDB โดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงและแบบส่องกราด (Scanning Electron 
Microscope, SEM) โดยใช้บริการของศนูย์เครื,องมือวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ์
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มหาวิทยาลยั เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุผลลบซึ,งใส่สปอร์แขวนลอยของราลงในหลอดไมโครฟิวจ์
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรพร้อมกบัอาหาร PDB 
 
3.14 การพสูิจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 
 

3.14.1 การพิสจูน์เอกลกัษณ์ทางสณัฐานวิทยาและชีวเคมี 
 

3.14.1.1 การย้อมแกรมและย้อมสปอร์ 
การย้อมแกรม ปฏิบตัโิดยเลี %ยงแบคทีเรีย N1 บนอาหาร NA ที,อณุหภมูิ 37 องศา 

เซลเซียส เป็นเวลา 8-12 ชั,วโมง นําแบคทีเรียมาเกลี,ยบางๆบนแผ่นสไลด์ที,สะอาด ปล่อยให้แห้ง 
จากนั %นตรึงด้วยความร้อนโดยผ่านเปลวไฟ 2-3 ครั %ง หยดคริสตลัไวโอเลต (ภาคผนวก ข12) บน
รอยเกลี,ยของเชื %อให้ท่วม ทิ %งไว้ 1 นาที เทสีทิ %งแล้วล้างด้วยนํ %ากลั,น จากนั %นหยดสารละลายแกรม
ไอโอดีน (ภาคผนวก ข11) ทิ %งไว้ 1 นาที ล้างสีออกด้วยเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ประมาณ 15 
วินาที ล้างนํ %าสะอาด หยดซาฟรานิน (ภาคผนวกข 13) บนรอยเกลี,ย ประมาณ 15-30 วินาที ล้าง
นํ %าและซบัให้แห้ง ตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ ที,กําลงัขยายของเลนส์วตัถ ุ100 เทา่ 

การย้อมสปอร์ ปฏิบตัโิดยเลี %ยงแบคทีเรีย N1 บนอาการ NA ที,อณุหภมูิ 37 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั,วโมง  นําแบคทีเรียมาเกลี,ยบางๆบนแผ่นสไลด์ที,สะอาด ปล่อยให้แห้ง 
จากนั %นตรึงด้วยความร้อนโดยผ่านเปลวไฟ 2-3 ครั %ง หยดสารละลายมาลาไคท์กรีน (ภาคผนวก ข
19) บนรอยเกลี,ยของเชื %อให้ทว่มแล้วลนด้วยเปลวไฟโดยตรงหรือใช้ไอนํ %าเดือด เป็นเวลา 5-10 นาที 
ระวงัอยา่ให้สีเดือดหรือแห้ง เทสีทิ %งแล้วล้างด้วยนํ %ากลั,น หยดซาฟรานินบนรอยเกลี,ย ประมาณ 15-
30 วินาที ล้างนํ %าและซบัให้แห้ง ตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ ที,กําลงัขยายของเลนส์วตัถ ุ100 เทา่ 

 

3.14.1.2 การทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี 
ในทุกการทดลองปฏิบตัิโดยเลี %ยงแบคทีเรีย N1 บนอาหาร NA ที,อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั,วโมง แล้วทดสอบด้วยปฏิกิริยาตา่งๆ ดงันี %  1) การทดสอบการ
สร้างเอนไซม์แคทาเลส โดยเขี,ยแบคทีเรียมาวางบนแผ่นสไลด์ที,สะอาด แล้วหยด H2O2 ความ
เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ลงบนแบคทีเรีย 1 หยด แล้วอ่านผล  2) การทดสอบความสามารถในการ
รีดิวซ์ไนเตรท โดยเขี,ยแบคทีเรียใส่ลงใน nitrate broth (ภาคผนวก ก9) บม่ที,อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั,วโมง จากนั %นหยด naphthylamine 0.5 เปอร์เซ็นต์ ในกรดอะซิติก
ความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข23) 3 หยด แล้วหยดกรดซลัฟานิลิก 0.8 เปอร์เซ็นต์ใน 
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กรดอะซิติกความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข9) อีก 3 หยด ทิ %งไว้ 5 นาที แล้วอ่านผล  3) 
การทดสอบความสามารถในการสร้างกรดหรืออะเซทิลเมธิลคาร์บินอลจากการหมกันํ %าตาล  โดย
เขี,ยแบคทีเรียใส่ลงใน MR/VP broth (ภาคผนวก ก8) บม่ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั,วโมง จากนั %นแบ่งออกเป็นสองส่วน ส่วนที,หนึ,งหยด methyl red (ภาคผนวก ข16) เพื,อ
ทดสอบการสร้างกรด ผสมให้เข้ากนั แล้วอ่านผล  และส่วนที,สองทดสอบอะเซทิลเมธิลคาร์บินอล
โดยใส่ α-naphthol (ภาคผนวก ข37) ลงไปในเซลล์เพาะเลี %ยง 600 ไมโครลิตร แล้วจึงใส่ KOH 
ความเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข18) ลงไป เขย่าให้เข้ากนั ตั %งทิ %งไว้ 15 นาที แล้วอ่านผล  
4) การทดสอบความสามารถในการใช้ซิเตรท โดยเขี,ยแบคทีเรียไปเลี %ยงบนอาหาร Simmons 
citrate slant (ภาคผนวก ก10) บม่ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั,วโมง แล้วอ่าน
ผล  และ 5) การทดสอบการยอ่ยสลายเจลาติน โดยนําหลอดอาหาร Gelatin medium (ภาคผนวก 
ก7) ไปแชที่,อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาครึ,งชั,วโมง จากนั %นใช้เข็มเขี,ยแบคทีเรียแล้วแทงลง
ไปในอาหาร บม่ที,อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั,วโมง จากนั %นนําหลอดเลี %ยงเชื %อไปแช่
ที,อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีถึง 1 ชั,วโมง แล้วอา่นผล 
 

3.14.2 การพิสจูน์เอกลกัษณ์ทางชีววิทยาระดบัโมเลกลุ 
 
  3.14.2.1 การเตรียมดีเอ็นเอแมแ่บบ 
  เลี %ยงแบคทีเรียบนอาหารแข็ง NA บม่ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
ชั,วโมง เขี,ยโคโลนีเดี,ยวของแบคทีเรียใส่ลงในหลอดไมโครฟิวจ์ที,มี Tris-HCl 10 มิลลิโมลาร์ pH 8 
(ภาคผนวก ข28) บรรจุอยู่ 100 ไมโครลิตร นําไปบ่มที,อณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที จากนั %นนําไปหมนุเหวี,ยงที,อณุหภูมิ 4 องศาสเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที นาน 5 
นาที เก็บสว่นนํ %าใสซึ,งมีดีเอ็นเอของแบคทีเรียไปใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบสําหรับเพิ,มปริมาณชิ %นส่วน
บริเวณ 16S rDNA ด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ 10F และ 1500R (Ogata และ
คณะ, 1997) ด้วยสว่นผสมดงันี % 
 
 10X บฟัเฟอร์     5 ไมโครลิตร 
 ไพรเมอร์ 10F (50 ไมโครโมลาร์)   2 ไมโครลิตร 
 ไพรเมอร์ 1500R (50 ไมโครโมลาร์)  2 ไมโครลิตร 
 สารละลายผสมของ 10 มิลลิโมลาร์ dNTPs 2 ไมโครลิตร 
 (ภาคผนวก ข17) 



36 
 

 ดีเอ็นเอแมแ่บบ     5 ไมโครลิตร 
 Taq DNA Polymerase (5 หนว่ยตอ่ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 

นํ %าปลอดประจปุลอดเชื %อ    33 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสทุธิ     50 ไมโครลิตร 
 
ผสมสารให้เข้ากนัเบาๆด้วยเครื,องปั,นผสมเป็นเวลา 5 วินาที นําไปทําปฏิกิริยาจํานวน 30 

รอบปฏิกิริยาในเครื,องเพิ,มปริมาณ DNA (DNA Thermal cycler) ที,ปรับอณุหภมูิไว้ ดงันี % 
 
Initial denaturation ที,อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
Denaturation  ที,อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
Annealing  ที,อณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที    30 รอบ 
Extention  ที,อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
Final extention  ที,อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
 
ตรวจสอบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

โดยใช้เจลอะกาโรสเข้มข้น 0.8 เปอร์เซ็นต์ที,หลอมละลายอยู่ใน 1X TAE บฟัเฟอร์ (ภาคผนวก ข7) 
เทลงในถาดสําหรับขึ %นรูปเจล รอจนกระทั,งเจลแข็ง จากนั %นวางเจลลงบนเครื,องอิเล็กโทรโฟเรซิส ใส่
1X TAE บฟัเฟอร์ลงไปจนทว่มเจล ผสมสารละลายดีเอ็นเอที,ได้จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสกบัสี
ตดิตาม ใสส่ารละลายดีเอ็นเอและสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder 
(Fermentas, USA) ลงในช่องใส่ตวัอย่าง ทําอิเล็กโทรโฟเรซิสที, 100 โวลท์ เป็นเวลา 25 นาที ย้อม
เจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที แล้วล้างเจล
ด้วยนํ %ากลั,น ตรวจดแูถบดีเอ็นเอด้วย Gel Documentation โปรแกรม Quantity One เวอร์ชนั 
4.4.1 (Bio-Rad Laboratories, USA) 

ตดัอะกาโรสเจลบริเวณที,มีผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสมาสกดัดีเอ็นเอออก
จากเจลด้วยชดุสกดัดีเอ็นเอ QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามคําแนะนํา
ของบริษัทผู้ ผลิต ดงันี % นําชิ %นอะกาโรสเจลที,มีแถบของดีเอ็นเอที,ต้องการใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์
จากนั %นเติมบฟัเฟอร์ QG ปริมาตร 3 เท่าของนํ %าหนกัเจล นําไปบม่ที,อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที หรือจนกระทั,งเจลละลายหมด เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 1 เท่าของนํ %าหนกั
เจล ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมา แล้วนําสารละลายทั %งหมดใส่ลงใน QIAquick spin 
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column ตั %งทิ %งไว้ที,อณุหภูมิห้อง 1 นาที จากนั %นหมนุเหวี,ยงที,อณุหภูมิห้อง ความเร็ว 13,000 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนนํ %าใสทิ %ง เติมบฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ตั %งทิ %งไว้ที,
อณุหภูมิห้อง 2-5 นาที หมนุเหวี,ยงที,อณุหภูมิห้อง ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที 
2 ครั %ง ย้ายคอลมัน์ไปใสใ่นหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่ เติมนํ %าปลอดประจปุลอดเชื %อ ปริมาตร 30-
50 ไมโครลิตร ตั %งทิ %งไว้ 1 นาที  นําไปหมนุเหวี,ยงที,อณุหภมูิห้อง ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 1 นาที จะได้สารละลายดีเอ็นเออยู่ในส่วนนํ %าใส เก็บสารละลายที,อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 

 
3.14.2.2 การเชื,อมต่อผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเข้ากบัเวกเตอร์ 

pGEM-T Easy Vector 
นําผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสที,ได้จากข้อ 3.14.2.1 มาเชื,อมตอ่กบัเวกเตอร์ 

pGEM-T Easy Vector (Promega, USA) โดยผสมสารละลายตา่งๆ ดงันี % 
10X บฟัเฟอร์ไลเกส    10  ไมโครลิตร 

pGEM-T Easy Vector    1 ไมโครลิตร 
ผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส  6 ไมโครลิตร 
T4 DNA Ligase     1 ไมโครลิตร 
นํ %าปลอดประจปุลอดเชื %อ    2 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสทุธิ     20 ไมโครลิตร 

  
บม่หลอดปฏิกิริยาที,อณุหภมูิ 16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั,วโมง 

 
3.14.2.3 การทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ของ 

E. coli DH5α  
ทําทรานสฟอร์มด้วยวิธี heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) ดงันี % นํา 

คอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli DH5α ที,เก็บไว้ในอณุหภูมิ -70 องศาเซลเซียส มาแช่ในอ่างนํ %าแข็ง
จนละลาย ใส่สารละลายผสมจากปฏิกิริยาไลเกชนัทั %งหมดลงในคอมพีเทนต์เซลล์ E. coli DH5α 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัเบาๆแล้วนําไปบม่ในอ่างนํ %าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั %น 
heat shock ที,อณุหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที แล้วแช่ในอ่างนํ %าแข็งทนัทีเป็นเวลา 
2 นาที เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 900 ไมโครลิตรลงไป บม่ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชั,วโมง จากนั %นนําไปหมนุเหวี,ยงที,อณุหภูมิห้อง ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 
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นาที เทอาหารเลี %ยงเชื %อทิ %ง แล้วเติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไป นําเซลล์
แขวนลอยไปเกลี,ยให้ทั,วผิวหน้าอาหารแข็ง LB ที,มีแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข24) 4 เปอร์เซ็นต์ X-gal (ภาคผนวก ข33) และ 100 มิลลิโมลาร์ IPTG (ภาคผนวก ข
25) บม่ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-24 ชั,วโมง และตรวจสอบทรานสฟอร์แมนท์ที,
เกิดขึ %น 

3.14.2.4 การเพิ,มจํานวนดีเอ็นเอของทรานสฟอร์แมนท์ที,มีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดด้วยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ 

เขี,ยโคโลนีสีขาวของทรานสฟอร์แมนท์ที,มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ที,
มีนํ %าปลอดประจปุลอดเชื %อบรรจุอยู่ 50 ไมโครลิตร นําไปบ่มที,อุณหภูมิ 95 องศาสเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที จากนั %นนําไปหมนุเหวี,ยงที,อณุหภูมิ 4 องศาสเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที 
นาน 5 นาที เก็บส่วนนํ %าใสซึ,งมีดีเอ็นเอของแบคทีเรียไปใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบสําหรับเพิ,มปริมาณ
ชิ %นสว่นบริเวณ 16S rDNA ด้วยปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส ด้วยสว่นผสมดงันี % 

10X บฟัเฟอร์     5 ไมโครลิตร 
  ไพรเมอร์ 10F (50 ไมโครโมลาร์)   2 ไมโครลิตร 
 ไพรเมอร์ 1500R (50 ไมโครโมลาร์)  2 ไมโครลิตร 
 สารละลายผสมของ 10 มิลลิโมลาร์ dNTPs 2 ไมโครลิตร 
 ดีเอ็นเอแมแ่บบ     10 ไมโครลิตร 
 Taq DNA Polymerase (5 หนว่ยตอ่ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 

นํ %าปลอดประจปุลอดเชื %อ    28 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสทุธิ     50 ไมโครลิตร 
ผสมสารให้เข้ากนัเบาๆด้วยเครื,องปั,นผสมเป็นเวลา 5 วินาที นําไปทําปฏิกิริยาจํานวน 30 

รอบปฏิกิริยาในเครื,องเพิ,มปริมาณ DNA ที,ปรับอุณหภูมิไว้ตามโปรแกรมเดิม และตรวจสอบ
ผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

 
3.14.2.5 การสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin 

Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 
นําโคโลนีที,มีส่วนของบริเวณ 16S rDNA แทรกอยู่ในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดมา

สกดัด้วยชดุสกดัพลาสมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) ตาม
คําแนะนําของบริษัทผู้ผลิต โดยเลี %ยง E. coli DH5α ที,มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดในอาหารเหลว LB 



39 
 

ที,มีแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม่ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 16 ชั,วโมง จากนั %นนําเซลล์เพาะเลี %ยงใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์
แล้วหมุนเหวี,ยงที,อุณหภูมิห้อง ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนนํ %าใสทิ %ง 
กระจายเซลล์โดยเติมบฟัเฟอร์ P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั %นเติมบฟัเฟอร์ P2 ปริมาตร 250 
ไมโครลิตร ผสมโดยการกลบัหลอดจนกระทั,งสารแขวนลอยเริ,มหนืดและใสขึ %นภายในเวลาไม่เกิน 3 
นาที แล้วเติมสารละลาย N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมาจนเกิดเป็น
ตะกอนขาว นําไปหมุนเหวี,ยงเพื,อตกตะกอนที,อุณหภูมิห้อง ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที  นําส่วนนํ %าใสใส่ลงใน QIAprep spin column หมนุเหวี,ยงที,อณุหภูมิห้อง ความเร็ว 
13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เทสว่นนํ %าใสทิ %ง เติมบฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตรลง
ในคอลมัน์ หมนุเหวี,ยงที,อณุหภมูิห้อง ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนนํ %าใส
ทิ %งก่อนหมนุเหวี,ยงอีกครั %งเพื,อกําจดัสว่นนํ %าใสที,เหลือตดิคอลมัน์ จากนั %นย้ายคอลมัน์ไปใส่ในหลอด
ไมโครฟิวจ์หลอดใหม่ เติมนํ %าปลอดประจปุลอดเชื %อ ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ตั %งทิ %งไว้ 1 นาที  
นําไปหมนุเหวี,ยงที,อณุหภูมิห้อง ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ได้สารละลาย 
พลาสมิดอยูใ่นสว่นนํ %าใส เก็บสารละลายที,อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 
3.14.2.6 การตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิดและการวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอ

ไทด์บริเวณ 16S rDNA  
นําพลาสมิดที,สกดัได้มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI โดยผสมสารละลาย

ตา่งๆลงในหลอดไมโครฟิวจ์ ดงันี % 
 
10X บฟัเฟอร์    1.5 ไมโครลิตร 
เอนไซม์ EcoRI    1 ไมโครลิตร 
พลาสมิด    5 ไมโครลิตร 
นํ %าปลอดประจปุลอดเชื %อ   7.5 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสทุธิ     15 ไมโครลิตร 
 

ผสมให้เข้ากนัเบาๆแล้วนําไปบม่ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั,วโมง 
ตรวจสอบผลการตดัพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ โดยทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  นํา
พลาสมิดที,ตรวจสอบแล้วว่ามีส่วนของบริเวณ 16S rDNA แทรกอยู่ ส่งวิเคราะห์หาลําดบันิวคลีโอ
ไทด์บางส่วนบริเวณ 16S rDNA โดยใช้บริการของบริษัท 1st Base (ประเทศมาเลเซีย) นําข้อมูล 
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นิวคลีโอไทด์ที,ได้ไปเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด้วย
โปรแกรม BlastN 
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บทที�  4 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การแยกและศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราก่อโรคในปทุมมา 
 
 จากการศึกษาลกัษณะของราที,คดัแยกได้จากปทุมมาที,มีอาการจุดสีนํ %าตาล บนอาหาร 

PDA พบว่าเส้นใยรามีสีขาวเมื,อมีอาย ุ1-3 วนั หลงัจาก 3 วนัแล้ว เส้นใยราจะเปลี,ยนเป็นสีเขียว
เข้ม ดงัแสดงในรูปที, 4.1 [a]  เมื,อตรวจสอบภายใต้กล้องจลุทรรศน์กําลงัขยายของเลนส์วตัถ ุ40X 
พบเส้นใยที,มีผนงักั %น สร้างสปอร์สีเขียวเข้ม สร้างผนงักั %นและแบ่งออกเป็น 4 ส่วน โดยส่วนตรง
กลางมีขนาดใหญ่กวา่สว่นอื,น (รูปที, 4.1 [b])  จากลกัษณะทางสณัฐานวิทยาดงักล่าวสามารถบง่ชี %
ได้วา่ราที,แยกได้เป็นราในสกลุ Curvularia  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 4.1 [a] โคโลนีของราที,แยกได้จากใบปทมุมา (บนอาหาร PDA)  [b] สปอร์ของราภายใต้
กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง (กําลงัขยาย 400 เทา่) 
 
4.2 การทดสอบความสามารถของราในการก่อโรค  
 

 เมื,อหยดสปอร์แขวนลอยของราลงบนรอยแผลที,ทําขึ %นบริเวณใบ แล้วบ่มในที,มีความชื %น
เป็นเวลา 7 วนั พบอาการของโรคเกิดขึ %น  และเมื,อปล่อยไว้นานหลายวนับริเวณที,ถกูราทําลายจะ
เปลี,ยนจากสีเหลืองเป็นสีนํ %าตาลและแห้งกรอบ (รูปที, 4.2 [a]) ในขณะที,ชุดควบคมุที,หยดด้วยนํ %า
กลั,นปลอดเชื %อไมเ่กิดอาการใดๆ (รูปที, 4.2 [b]) 

 

 

[a] [b] 
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รูปที� 4.2 แสดงอาการของโรคในปทมุมาหลงัจากหยดสปอร์แขวนลอยของ Curvularia sp. [a] 
และนํ %ากลั,น [b] 
 
4.3 การคัดกรองแบคทีเรียที�ยับยั Iงการเจริญของรา Curvularia sp. ที�คัดแยกได้ 
 

เมื,อนําแบคทีเรียทั %ง 10 ไอโซเลตที,แยกไว้โดยคงยุทธ เลิศมงคลธรรม (2549) มาขีดลงบน
อาหาร PDA ที,เกลี,ยผิวหน้าไว้ด้วยสปอร์แขวนลอยของรา Curvularia sp. แล้วบม่ที,อณุหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั พบว่ามีบริเวณยบัยั %งเกิดขึ %นด้วยขนาดที,แตกต่างกนั ดงัแสดงใน
ตารางที, 4.1 จากผลการทดลองพบว่าแบคทีเรีย N1 สามารถยบัยั %งรา Curvularia sp. ได้ดีที,สุด
โดยมีขนาดของบริเวณยบัยั %งเท่ากบั 5.5 มิลลิเมตร (รูปที, 4.3) จึงเลือกแบคทีเรีย N1 เพื,อนําไป
ศกึษาในขั %นตอ่ไป 
 
ตารางที� 4.1 ขนาดของบริเวณยบัยั %งที,เกิดขึ %นโดยแบคทีเรียไอโซเลตตา่งๆ 
 

 ไอโซเลตของแบคทีเรีย 
N1 N3 N9 M10 M15 M22 M23 M25 M26 M27 

ความกว้างของ
บริ เวณยับยั %ง 
(มิลลิเมตร) 

5.5 3 - 5 4 2 2 3 5 4 

 
 
 
 
 
 

[a] [b] 
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รูปที� 4.3 แสดงบริเวณยบัยั %งของแบคทีเรีย N1 ในการยบัยั %งรา Curvularia sp. 
 
4.4 การหาภาวะที�เหมาะสมในการผลิตสารยับยั Iงการเจริญของราก่อโรค 
  

4.4.1 การหาชุดควบคุมผลบวกในการควบคุมการแพร่ของสารยับยั Iงรา 
 

 เมื,อแปรผนัความเข้มข้นของสารสงัเคราะห์ทางเคมีที,สามารถยบัยั %งการเจริญของราก่อโรค
เพื,อใช้ควบคมุการแพร่ของสารยบัยั %งราในอาหาร PDA ซึ,งปฏิบตัิดงันี % บีโนมิล ใช้ความเข้มข้นที, 5, 
10, 15 และ 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิตร ไซโคลเฮกซิไมด์ ใช้ความเข้มข้นที, 2.5, 5, 7.5, 10, 20, 30, 40 
และ 50 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และนิสเตติน ใช้ความเข้มข้นที, 0.5, 2.5, 5, 7.5, 10, 20, 30 และ 40 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  จากการทดลองพบว่าบีโนมิลและไซโคลเฮกซิไมด์ไม่สามารถยับยั %งการ
เจริญของรา Curvularia sp. ได้ แต่นิสเตตินยบัยั %งการเจริญของ Curvularia sp. ได้ด้วยความ
เข้มข้นตํ,าสดุที, 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (รูปที, 4.4) จึงใช้นิสเตตินเป็นชดุควบคมุผลบวกสําหรับ
ทกุการทดลองที,ทดสอบกบัราเป้าหมาย 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที� 4.4 แสดงความกว้างของบริเวณยบัยั %งรา Curvularia sp. โดยนิสเตตนิ 500 µg/ml [a],   
2.5 mg/ml [b], 7.5 mg/ml [c] และ 10 mg/ml [d] 

[a] [b] 

[c] [d] 
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4.4.2 การแปรผันชนิดของอาหารเลี Iยงเชื Iอที�ให้แอกทิวิตีในการยับยั Iงการเจริญ
ของราก่อโรคได้ดีที�สุด 

 
เมื,อเลี %ยงแบคทีเรีย N1 ในอาหารเลี %ยงเชื %อ 3 ชนิด ได้แก่ อาหารเหลว NB  LB และ TSB ที,

คา่ pH ของอาหารเลี %ยงเชื %อเท่ากบั 7 ที,อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าแบคทีเรีย N1 มีการ
เจริญดีที,สดุในอาหารเหลว TSB รองลงมาคือ LB และ NB ตามลําดบั (รูปที, 4.5)  โดยในอาหารทั %ง
สามชนิดนั %นแบคทีเรียเริ,มเข้าสู่ระยะ exponential phase ในชั,วโมงที, 3 และเริ,มเข้าสู่ระยะ 
stationary phase ในชั,วโมงที, 6 เป็นต้นไป  เมื,อนํานํ %าเลี %ยงเชื %อที,แต่ละช่วงเวลาไปทดสอบ
ความสามารถในการยบัยั %งการเจริญของรา Curvularia sp. พบว่านํ %าเลี %ยงเชื %อจากชั,วโมงที, 9 ถึง 
24 สามารถยบัยั %งการเจริญของราได้ซึ,งมีรัศมีของบริเวณยับยั %งเกิดขึ %นแตกต่างกัน ดงัแสดงใน
ตารางที, 4.2 โดยนํ %าเลี %ยงเชื %อจากชั,วโมงที, 12 ถึง 15 ให้บริเวณยบัยั %งราได้มากที,สดุ  ในอาหาร NB 
ให้บริเวณยบัยั %งสงูที,สดุในชั,วโมงที, 15 โดยมีรัศมีของบริเวณยบัยั %ง 3.77 มิลลิเมตร  ในอาหาร LB 
ให้บริเวณยบัยั %งสงูที,สดุในชั,วโมงที, 12 โดยมีรัศมีของบริเวณยบัยั %ง 3.56 มิลลิเมตร  ส่วนในอาหาร 
TSB ให้บริเวณยบัยั %งสงูที,สดุในชั,วโมงที, 12 โดยมีรัศมีของบริเวณยบัยั %งมากที,สดุ 5.62 มิลลิเมตร 
(รูปที, 4.6)  เมื,อวิเคราะห์คา่ทางสถิติแล้วพบความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัที,ระดบัความเชื,อมั,น 
95 เปอร์เซ็นต์ ดงันั %นจึงเลือกอาหารชนิดนี %ไปแปรผนัคา่ pH ที,ส่งเสริมให้ผลิตสารออกฤทธิ<ได้ดีขึ %น
ตอ่ไป 

 
 

 
รูปที� 4.5 กราฟแสดงการเจริญของแบคทีเรีย N1 ในอาหาร NB LB และ TSB 
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ตารางที� 4.2 แสดงรัศมีของบริเวณยบัยั %งที,เกิดจากแบคทีเรีย N1 ซึ,งเพาะเลี %ยงในอาหาร NB LB 
และ TSB 
 

ชนิดของอาหารเลี %ยงเชื %อ เวลาในการเพาะเลี %ยง (ชั,วโมงที,) 
รัศมีของบริเวณยบัยั %ง 

(มิลลิเมตร) 

NB 

9 1.56 ± 0.51b,d 

12 3.50 ± 0.41b,a 

15 3.77 ± 0.65b,b 

18 2.75 ± 0.46b,bc 

21 2.75 ± 0.46b,cd 

24 1.93 ± 0.31b,cd 

LB 

9 1.68 ± 0.64c,d 

12 3.56 ± 0.37c,a 

15 2.00 ± 0.00c,b 

18 2.00 ± 0.82c,bc 

21 2.43 ± 0.59c,cd 

24 2.12 ± 0.25c,cd 

TSB 

9 4.87 ± 0.48a,d 

12 5.62 ± 0.32a,a 

15 4.43 ± 0.24a,b 

18 5.00 ± 0.82a,bc 

21 3.37 ± 0.75a,cd 

24 4.37 ± 0.43a,cd 
 
หมายเหต ุ X แสดงคา่เฉลี,ยที,มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05) ซึ,งวิเคราะห์
โดยวิธี DMRT 
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รูปที� 4.6 กราฟแสดงรัศมีของบริเวณยบัยั %งรา Curvularia sp. โดยนํ %าเลี %ยงเชื %อแบคทีเรีย N1 ใน
ชั,วโมงที, 12, 15 และ 18 เปรียบเทียบระหวา่งอาหาร NB, LB และ TSB 
 

4.4.3 การแปรผันค่า pH ของอาหารเลี Iยงเชื Iอที�ให้แอกทิวิตีในการยับยั Iงการเจริญ
ของราก่อโรคได้ดีที�สุด 

 
เมื,อแปรผนัคา่ pH ของอาหาร TSB ให้เท่ากบั 6, 7, 8 และ 9 แล้วตรวจติดตามการเจริญ

ของแบคทีเรียและความสามารถในการยบัยั %งรา Curvularia sp. พบว่าที,คา่ pH 6, 7 และ 8 
แบคทีเรีย N1 มีอตัราการเจริญที,ไม่แตกตา่งกนัมาก  แตเ่มื,อคา่ pH เพิ,มขึ %นเป็น 9 อตัราการเจริญ
ของแบคทีเรียจะลดลงเล็กน้อย (รูปที, 4.7)  โดยที,แบคทีเรียยงัคงสร้างสารยบัยั %งการเจริญของราได้
ในระยะ stationary phase คือตั %งแตช่ั,วโมงที, 9 ถึง 24 ซึ,งสามารถยบัยั %งการเจริญของราได้โดยมี
รัศมีของบริเวณยบัยั %งเกิดขึ %นแตกตา่งกนั ดงัแสดงในตารางที, 4.3 และให้รัศมีของบริเวณยบัยั %งมาก
ที,สดุในชั,วโมงที, 9 และ 12 ที,คา่ pH เท่ากบั 6 ให้บริเวณยบัยั %งสงูที,สดุในชั,วโมงที, 9 โดยมีรัศมีของ
บริเวณยบัยั %ง 5.25 มิลลิเมตร  ที,คา่ pH เท่ากบั 7 ให้บริเวณยบัยั %งสงูที,สดุในชั,วโมงที, 12 โดยมีรัศมี
ของบริเวณยบัยั %ง 5.65 มิลลิเมตร และที,คา่ pH 8 ให้บริเวณยบัยั %งสงูที,สดุในชั,วโมงที, 9 โดยมีรัศมี
ของบริเวณยับยั %ง 4.5 มิลลิเมตร ตามลําดบั (รูปที, 4.8)  จากข้อมูลนี %แสดงให้เห็นว่าเมื,อเลี %ยง
แบคทีเรีย N1 ในอาหารเลี %ยงเชื %อ TSB ที,คา่ pH เทา่กบั 7 แล้ว แบคทีเรีย N1 จะผลิตสารที,ยบัยั %งรา 
Curvularia sp. ได้ดีที,สดุ  และแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติเมื,อเปรียบเทียบกบัคา่ pH อื,นๆ 
ดงันั %นจึงเลือกภาวะนี %เพื,อนําไปแปรผนัหาอุณหภูมิที,เหมาะสมที,ส่งเสริมให้ผลิตสารออกฤทธิ<ดีขึ %น
ตอ่ไป 
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รูปที� 4.7 กราฟแสดงการเจริญของแบคทีเรีย N1 ในอาหาร TSB ที,คา่ pH เทา่กบั 6 7 8 และ 9 
 
 

ตารางที� 4.3 แสดงรัศมีของบริเวณยบัยั %งที,เกิดจากแบคทีเรีย N1 ซึ,งเพาะเลี %ยงในอาหาร TSB ที,คา่ 
pH เทา่กบั 6 7 8 และ 9 
 

pH เวลาในการเพาะเลี %ยง (ชั,วโมงที,) 
รัศมีของบริเวณยบัยั %ง 

(มิลลิเมตร) 

6 

9 5.25 ± 0.96b,a 

12 4.37 ± 0.95b,a 

15 1.75 ± 0.50b,b 

18 2.25 ± 0.50b,bc 

21 2.12 ± 0.25b,c 

24 2.00 ± 0.82b,bc 

7 

9 4.75 ± 0.64a,a 

12 5.65 ± 0.75a,a 

15 5.00 ± 0.00a,b 

18 4.25 ± 0.50a,bc 

21 2.93 ± 0.31a,c 

24 4.87 ± 1.03a,bc 
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8 

9 4.50 ± 1.00c,a 

12 3.00 ± 0.00c,a 

15 2.00 ± 0.00c,b 

18 1.75 ± 0.29c,bc 

21 1.81 ± 0.24c,c 

24 1.43 ± 0.43c,bc 
 
หมายเหต ุ X แสดงคา่เฉลี,ยที,มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05) ซึ,งวิเคราะห์
โดยวิธี DMRT 

 

 
 
รูปที� 4.8 กราฟแสดงรัศมีของบริเวณยบัยั %งรา Curvularia sp. โดยนํ %าเลี %ยงเชื %อแบคทีเรีย N1 ใน
ชั,วโมงที, 12, 15 และ 18 เปรียบเทียบระหวา่งคา่ pH 6, 7 และ 8 

 
4.4.4 การแปรผันอุณหภูมิในการเพาะเลี Iยงที�ให้แอกทิวิตีในการยับยั Iงการเจริญ

ของราก่อโรคได้ดีที�สุด 
 
เมื,อเลี %ยงแบคทีเรีย N1 ในอาหาร TSB ที,คา่ pH เท่ากบั 7 ที,อณุหภูมิ 30, 37 และ 40 

องศาเซลเซียส แล้วตรวจติดตามการเจริญของแบคทีเรียและความสามารถในการยับยั %งรา 
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Curvularia sp. พบว่าแบคทีเรีย N1 มีอตัราการเจริญใกล้เคียงกนัที,อณุหภูมิ 37 และ 40 องศา
เซลเซียส  ส่วนที,อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการเจริญของแบคทีเรียจะลดลงเล็กน้อย (รูปที, 
4.9)  แบคทีเรียยงัคงสร้างสารยบัยั %งการเจริญของราเมื,อเจริญอยู่ในระยะ stationary phase คือ
ตั %งแต่ชั,วโมงที, 9 ถึง 24 สามารถยับยั %งการเจริญของราได้โดยมีรัศมีของบริเวณยับยั %งเกิดขึ %น
แตกต่างกัน ดงัแสดงในตารางที, 4.4 และให้รัศมีของบริเวณยบัยั %งมากที,สุดในชั,วโมงที, 12 ทุกๆ
อณุหภมูิโดยมีรัศมีของบริเวณยบัยั %ง 5.75, 7 และ 5.5 มิลลิเมตร  ที,อณุหภูมิ 30, 37 และ 40 องศา
เซลเซียส ตามลําดบั (รูปที, 4.10) ทั %งนี %ที,อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสมีความแตกต่างอย่างมี
นยัสําคญัทางสถิติเมื,อเปรียบเทียบกบัที,อณุหภูมิ 30 และ 40 องศาเซลเซียส จึงสามารถสรุปได้ว่า
ภาวะที,เหมาะสมที,สดุสําหรับแบคทีเรีย N1 ในการผลิตสารยบัยั %งการเจริญของ Curvularia sp.คือ
การเพาะเลี %ยงในอาหาร TSB คา่ pH เท่ากบั 7 ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั,วโมง 
ตวัอยา่งบริเวณยบัยั %งราโดยนํ %าเลี %ยงเชื %อแบคทีเรียในภาวะที,เหมาะสมที,สดุ แสดงในรูปที, 4.11 

 

 
รูปที� 4.9 กราฟแสดงการเจริญเตบิโตของแบคทีเรีย N1ในอาหาร TSB คา่ pH เทา่กบั 7 ที,
อณุหภมูิ 30 37 และ 40 องศาเซลเซียส 
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ตารางที� 4.4 แสดงรัศมีของบริเวณยบัยั %งที,เกิดจากแบคทีเรีย N1 ซึ,งเพาะเลี %ยงในอาหาร TSB ที,คา่ 
pH เทา่กบั 7 ที,อณุหภมูิ 30 37 และ 40 องศาเซลเซียส 
 
อณุหภมูิในการเพาะเลี %ยง 

(องศาเซลเซียส) 
เวลาในการเพาะเลี %ยง (ชั,วโมงที,) 

รัศมีของบริเวณยบัยั %ง 
(มิลลิเมตร) 

30 

9 6.00±0.82b,b 

12 5.75±0.50b,a 

15 5.12 ± 0.48b,b 

18 2.75 ± 0.29b,c 

21 2.12 ± 2.50b,c 

24 2.50 ± 0.00b,d 

37 

9 4.00 ± 0.91a,b 

12 7.00 ± 0.71a,a 

15 6.00 ± 0.82a,b 

18 5.37 ± 0.75a,c 

21 5.50 ± 1.08a,c 

24 4.00 ± 1.22a,d 

40 

9 5.37 ± 0.75b,b 

12 5.50 ± 1.08b,a 

15 4.00 ± 0.91b,b 

18 4.00 ± 0.41b,c 

21 4.00 ± 0.41b,c 

24 2.75 ± 0.29b,d 
 
หมายเหต ุ X แสดงคา่เฉลี,ยที,มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05) ซึ,งวิเคราะห์
โดยวิธี DMRT 
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รูปที� 4.10 กราฟแสดงรัศมีของบริเวณยบัยั %งรา Curvularia sp. โดยนํ %าเลี %ยงเชื %อของแบคทีเรีย N1 
ในชั,วโมงที, 12, 15 และ 18 เปรียบเทียบระหวา่งอณุหภมูิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 4.11 แสดงรัศมีของบริเวณยบัยั %งรา Curvularia sp. โดยนํ %าเลี %ยงเชื %อของแบคทีเรีย N1 เมื,อ
เลี %ยงในอาหาร TSB ที,คา่ pH เทา่กบั 7 ที, 37 องศาเซลเซียส 12 ชั,วโมง 
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4.5 การทดสอบความเสถียรของสารยับยั Iงการเจริญของราก่อโรค 
 
4.5.1 การทดสอบความเสถียรต่ออุณหภูมิ 
 
เมื,อนําส่วนนํ %าใสของแบคทีเรีย N1 ที,เลี %ยงในอาหาร TSB คา่ pH เท่ากบั 7 ที,อณุหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั,วโมง มาทดสอบความเสถียรตอ่อณุหภูมิตา่งๆโดยบม่ที,อณุหภูมิ 20, 
40, 60, 80, 100 และ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตั %งให้เย็นที,อณุหภูมิห้องและ
ทดสอบกบัราเป้าหมาย พบว่าสารยบัยั %งการเจริญของรา Curvularia sp. ที,แบคทีเรีย N1 ผลิตนั %น
สามารถทนตอ่อณุหภูมิที,ใช้ทดสอบได้ โดยที,อณุหภูมิ 20, 40, 60, 80 และ 100 องศาเซลเซียส 
สารยบัยั %งการเจริญของรามีแอกทิวิตีใกล้เคียงกนั ซึ,งทําให้เกิดบริเวณยบัยั %งได้ 6.31, 5, 5.12, 5.56 
และ 5.06 มิลลิเมตร ตามลําดบั แต่แอกทิวิตีจะลดลงเมื,อบ่มที,อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส มี
บริเวณยบัยั %งกว้างเพียง 3 มิลลิเมตร (ตารางที, 4.5, ซ้าย) 

 
ตารางที� 4.5 แสดงรัศมีของบริเวณยบัยั %งของสว่นนํ %าใสของแบคทีเรีย N1 เมื,อทดสอบความเสถียร
ตอ่อณุหภมูิและคา่ pH 

 
อณุหภมูิ 

(องศาเซลเซียส) 
รัศมีของบริเวณ 

ยบัยั %ง (มิลลิเมตร) 
 

pH 
รัศมีของบริเวณ 

ยบัยั %ง (มิลลิเมตร) 
20 6.31±0.97  2 4.31±0.83 
40 5.00±0.00  4 5.00±0.00 
60 5.12±0.32  6 5.06±0.24 
80 5.56±0.54  8 ลดการเจริญ 

100 5.06±1.09  10 ลดการเจริญ 
121 3.00±0.00    
 
 
4.5.2 การทดสอบความเสถียรต่อค่า pH 
 
จากการนําสว่นนํ %าใสของแบคทีเรีย N1 ที,เลี %ยงในอาหาร TSB คา่ pH เท่ากบั 7 ที,อณุหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั,วโมง มาทดสอบความเสถียรตอ่คา่ pH โดยนําส่วนนํ %าใสมาปรับ
คา่ pH เป็น 2, 4, 6, 8 และ 10 ด้วย HCl 1 โมลาร์ หรือ NaOH 1 โมลาร์ แล้วทดสอบกบัรา
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เป้าหมาย พบว่าสารยบัยั %งการเจริญของราทนตอ่คา่ pH ได้ตั %งแต ่ 2, 4 และ 6 โดยมีบริเวณยบัยั %ง
เกิดขึ %น 4.31, 5 และ 5.06 มิลลิเมตร ตามลําดบั ส่วนที, pH 8 และ 10 จะทําให้ความสามารถใน
การยบัยั %งการเจริญของราลดลง เนื,องจากทําได้เพียงลดการเจริญของราแตไ่ม่สามารถยบัยั %งการ
เจริญได้ (ตารางที, 4.5, ขวา) 
 
4.6 การแยกสารที�มีฤทธิOยับยั Iงการเจริญของราก่อโรค 
 

4.6.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
  
 จากการเลี %ยงแบคทีเรีย N1 ในอาหาร TSB คา่ pH เท่ากบั 7 ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 12 ชั,วโมง ซึ,งเป็นภาวะที,แปรผันแล้วให้ความสามารถในการยับยั %งการเจริญของ 
Curvularia sp. ได้ดีที,สดุ ในกรณีที,สารออกฤทธิ<เป็นโปรตีน จะใช้การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม
ซลัเฟตโดยการเลี %ยงแบคทีเรีย N1 ในอาหาร TSB ปริมาตร 200 มิลลิลิตรในภาวะที,ได้แปรผนัแล้ว 
นําเซลล์เพาะเลี %ยงไปหมนุเหวี,ยงเพื,อแยกเซลล์แบคทีเรียออก นําส่วนนํ %าใสไปนึ,งฆ่าเชื %อที,อณุหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวา 20 นาที จากนั %นนําส่วนนํ %าใสมาตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียม
ซลัเฟตในช่วง 0 ถึง 40, 40 ถึง 80 และ 80 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ละลายตะกอนโปรตีนในแตล่ะช่วง
ด้วย Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 แล้วกําจดัเกลือออกด้วยการไดอะไลซ์ 

 
ในการทดลองนี %สามารถตกตะกอนโปรตีนได้ในช่วง 0 ถึง 40 และ 40 ถึง 80 เปอร์เซ็นต์

เทา่นั %น เมื,อนําตะกอนโปรตีนที,ได้ไปทดสอบแอกทิวิตีในการยบัยั %งการเจริญของ Curvularia sp. 
พบวา่โปรตีนทั %ง 2 ชว่งสามารถยบัยั %งการเจริญของราก่อโรคได้ โดยสารละลายโปรตีนในชว่ง 0 ถึง 
40 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้น 12 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ทําให้เกิดบริเวณยบัยั %งกว้าง 8.5 มิลลิเมตร 
และสารละลายโปรตีนในชว่ง 40 ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้น 12 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ทําให้
เกิดบริเวณยบัยั %งกว้าง 6.25 มิลลิเมตร โดยมีชดุควบคมุผลลบเป็น Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์  
pH 7.5 และชดุควบคมุผลบวกเป็นนิสเตตนิ ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (รูปที, 4.12) 
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รูปที� 4.12 แสดงการยบัยั %งการเจริญของ Curvularia sp. ด้วยสารละลายโปรตีนที,ได้จากการ
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในชว่ง 0 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ [a] และชว่ง 40 ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ 
[b] เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุผลลบ [c] และชดุควบคมุผลบวก [d] 
 
4.6.2 การสกัดสารยับยั Iงการเจริญของราด้วยตัวทาํละลายอินทรีย์ 
 
 ในกรณีที,สารออกฤทธิ<นี %เป็นสารอินทรีย์อื,นๆ จะใช้วิธีการสกัดสารยบัยั %งการเจริญของรา
ด้วยตวัทําละลายอินทรีย์ โดยการเลี %ยงแบคทีเรีย N1 ในอาหาร TSB ปริมาตร 200 มิลลิลิตรใน
ภาวะที,ได้แปรผนัแล้ว นําเซลล์เพาะเลี %ยงไปหมนุเหวี,ยงเพื,อแยกเซลล์แบคทีเรียออก สกดัด้วยตวัทํา
ละลายอินทรีย์ ได้แก่ อีเทอร์ คลอโรฟอร์ม นอร์มลัเฮกเซน หรือ นอร์มลับิวทานอล นําสารละลาย
ในชั %นของตวัทําละลายอินทรีย์ไประเหยตามจดุเดือดของตวัทําละลายอินทรีย์นั %นๆ จนกระทั,งเหลือ
ปริมาตรของสารละลายน้อยที,สดุ  

 เมื,อนําสารสกดัที,ได้ไปทดสอบแอกทิวิตีในการยบัยั %งการเจริญของ Curvularia sp. โดยทํา
ให้สารสกดัมีความเข้มข้นเทา่กนัที,ประมาณ 0.9 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และทดสอบกบัราเป้าหมาย 
ในจานเพาะเลี %ยงที,ทดสอบด้วยสารสกดัจากอีเทอร์และนอร์มลับวิทานอลไมพ่บการเจริญของราก่อ
โรค ส่วนจานเพาะเลี %ยงที,ทดสอบด้วยสารสกัดจากคลอโรฟอร์มเกิดบริเวณยับยั %งขึ %น 2.79 
มิลลิเมตร และจานเพาะเลี %ยงที,ทดสอบด้วยสารสกดัจากนอร์มลัเฮกเซนเกิดบริเวณยบัยั %งขึ %น 4.91 
มิลลิเมตร ซึ,งในการทดลองนี %มีชดุควบคมุผลลบเป็นตวัทําลายอินทรีย์ชนิดนั %นๆ โดยทดสอบแยก
จากชดุทดลองเพื,อป้องกนัการเกิดผลบวกลวง อย่างไรก็ตามไม่พบการเจริญของราก่อโรคเกิดขึ %น
ในชดุควบคมุผลลบทั %ง 4 ชนิด 

[a] [b] 

[c] [d] 
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4.7 การทาํบริสุทธิOสารที�มีฤทธิOยับยั Iงการเจริญของราก่อโรค 
 จากการทดลองในข้อ 4.6 การแยกสารที,มีฤทธิ<ยับยั %งการเจริญของราก่อโรคโดยการ
ตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นวิธีการแยกสารออกฤทธิ<ทางชีวภาพที,เหมาะสมกว่า
การสกัดด้วยตวัทําละลายอินทรีย์ จึงขยายขนาดการเลี %ยงแบคทีเรีย N1 เป็น 2 ลิตร ในอาหาร 
TSB ค่า pH เท่ากับ 7 ที,อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั,วโมง นําส่วนนํ %าใสมา
ตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 0 ถึง 40 และ 40 ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ แล้วทดสอบ
แอกทิวิตีของโปรตีน พบว่าสารละลายโปรตีนในช่วง 0 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้น 12 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ทําให้เกิดบริเวณยบัยั %งกว้าง 5.87 มิลลิเมตร และสารละลายโปรตีนในช่วง 
40 ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้น 12 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ทําให้เกิดบริเวณยบัยั %งกว้าง 5.12 
มิลลิเมตร (รูปที, 4.13)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที�  4.13 แสดงการยับยั %งการเจริญของ Curvularia sp. ด้วยสารละลายโปรตีนก่อนการ
ตกตะกอน [a] หลังการนึ,งฆ่าเชื %อ [b] ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 0 ถึง 40 
เปอร์เซ็นต์ [c] และชว่ง 40 ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ [d]  
 

เมื,อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีในการยบัยั %งรา Curvularia sp. จากส่วนนํ %าใส
ทั %งก่อนการนึ,งฆ่าเชื %อ หลงัการนึ,งฆ่าเชื %อ และหลงัจากตกตะกอนโปรตีนในช่วง 0 ถึง 40 และ 40 
ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ ได้ปริมาณโปรตีน 0.14, 0.13, 0.67 และ 0.67 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั 
คดิเป็นปริมาณโปรตีนทั %งหมด 251.41, 0.13, 1.74 และ 5.76 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และพบว่าการ
ตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 0 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ ให้แอกทิวิตีเท่ากับ 1,280 
AUตอ่มิลลิลิตร และแอกทิวิตีจําเพาะมากที,สดุเท่ากบั 1,910.45 AUตอ่มิลลิกรัมของโปรตีน แอกทิ

[a] [b] 

[c] [d] 
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วิตีรวมก่อนการตกตะกอนมีโปรตีน 296,000 AU และมีแอกทิวิตีรวมหลงัการตกตะกอนโปรตีน
ลดลงเป็น 3,328 และ 2,752 AU ตามลําดบั (ตารางที, 4.6) จากการทดลองขนาดเล็กคือการ
ตกตะกอนโปรตีนปริมาตร 200 มิลลิลิตร และการขยายขนาดขึ %นเป็น 2 ลิตร พบว่าการตกตะกอน
ด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 0 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ให้ประสิทธิภาพในการยบัยั %งการเจริญของรา
ก่อโรคได้ดีที,สดุ จงึนําโปรตีนสว่นนี %ไปทําบริสทุธิ<ด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีตอ่ไป 
 
ตารางที� 4.6 การหาความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟตที,เหมาะสมในการตกตะกอนโปรตีน
ปริมาตร 2 ลิตร เพื,อยบัยั %งการเจริญของรา Curvularia sp. 

 
นําโปรตีนที,ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 0 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ โดย

มีความเข้มข้นของโปรตีนเท่ากบั 0.67 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ซึ,งละลายอยู่ใน Tris-HCl 50 มิลลิโม
ลาร์ pH 7.5 ที,ผา่นการไดอะไลซ์ในบฟัเฟอร์ที,มีกลีเซอรอล 30 เปอร์เซ็นต์แล้ว มาทําบริสทุธิ<ด้วยวิธี
คอลัมน์โครมาโทกราฟี บนดีอีเออีซัพพอร์ท ซึ,ง เป็นตัวกลางแลกเปลี,ยนอิออนลบ(anion 

ตวัอยา่ง ปริมาตร 
(มิลลลิติร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลกิรัม/
มิลลลิติร) 

ปริมาณ
โปรตีน
ทั %งหมด 

(มิลลกิรัม) 

แอกทิวิต ี
(AU/มิลลลิติร) 

แอกทิวิตี
จําเพาะ 

(AU/มิลลกิรัม
ของโปรตีน) 

แอกทิวิตี
รวม (AU) 

ความ
บริสทุธิ< 
(เทา่) 

สารสกดั
โปรตีน
เริ,มต้น 

1,850 0.14 259 160 1,142.86 296,000 1 

สารสกดั
โปรตีนหลงั
การนึ,งฆา่
เชื %อ 

1 0.13 0.13 0 0 0 0 

ตกตะกอน
แอมโมเนียม  
ซลัเฟต 0-
40 % 

2.60 0.67 1.74 1,280 1,910.45 3,328 0.011 

ตกตะกอน
แอมโมเนียม  
ซลัเฟต 40-
80 % 

8.60 0.67 5.76 320 955.22 2,752 0.009 
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exchanger) ชะโปรตีนที,ไม่จบักบัดีอีเออีซพัพอร์ทออกด้วย Tris- HCl 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 แล้ว
ชะโปรตีนที,จบักับเจลออกโดยใช้เกรเดียนท์ของ NaCl 1 โมลาร์ ใน Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์  
pH 7.5 เก็บลําดบัส่วน ส่วนละ 2 มิลลิลิตร ผลการติดตามปริมาณโปรตีนทั %งก่อนและหลงัการชะ
ด้วยเกรเดียนท์ของ NaCl 1 โมลาร์ ใน Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 ไม่มีพีคใดๆของโปรตีน
ปรากฏขึ %นในช่วงดงักล่าว แตพ่บพีคสงูในช่วงการชะคอลมัน์ด้วย NaOH  1 โมลาร์ เมื,อนําลําดบั
สว่นตา่งๆไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที,ความยาวคลื,น 280 นาโนเมตร (รูปที, 4.14) แล้วนําลําดบัส่วน
ที,มีคา่การดดูกลืนแสงสงูใกล้เคียงกนัในแตล่ะช่วง ได้แก่ ลําดบัส่วนที, 16 ถึง 20, 21 ถึง 25, 35 ถึง 
40, 41 ถึง 46, 51 ถึง 53, 55 ถึง 58, 133 ถึง 136, 137 ถึง 139 และ 140 ถึง 145 มารวมกนัแล้ว
นําไปกําจดัเกลือออก และทดสอบแอกทิวิตีในการยบัยั %งการเจริญของ Curvularia sp. พบว่า
ลําดบัสว่นทั %ง 10 ชว่งไมส่ามารถยบัยั %งการเจริญของราก่อโรคได้ 

 
รูปที� 4.14 แสดงคา่การดดูกลืนแสงที,ความยาวคลื,น 280 นาโนเมตรของลําดบัส่วนตา่งๆ จากการ
ตกตะกอนโปรตีนปริมาตร 2 ลิตร 

 
จึงได้ขยายขนาดการตกตะกอนโปรตีนจาก 2 ลิตร เป็น 5 ลิตร เพื,อให้ได้ปริมาณโปรตีน

มากขึ %น และได้กําหนดช่วงการตกตะกอนให้แคบลงโดยตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต
ในช่วง 0 ถึง 20 และ 20 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ แล้วทดสอบแอกทิวิตีของโปรตีน พบว่าสารละลาย
โปรตีนในชว่ง 0 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้น 12 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ทําให้เกิดบริเวณยบัยั %ง
กว้าง 4.87 มิลลิเมตร และสารละลายโปรตีนในช่วง 20 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ ความเข้มข้น 12 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทําให้เกิดบริเวณยบัยั %งกว้าง 7.37 มิลลิเมตร (รูปที, 4.15) เมื,อวิเคราะห์
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ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีในการยบัยั %งรา Curvularia sp. จากส่วนนํ %าใสทั %งก่อนการนึ,งฆ่าเชื %อ 
หลงัการนึ,งฆ่าเชื %อ และหลงัจากตกตะกอนโปรตีนในช่วง 0 ถึง 20 และ 20 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ ได้
ปริมาณโปรตีน 0.13, 0.13, 2.45 และ 3.37 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั คิดเป็นปริมาณ
โปรตีนทั %งหมด 575.90, 0.13, 2.45 และ 11.46 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และพบว่าการตกตะกอน
โปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 20 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ ให้แอกทิวิตีเท่ากับ 1,280 AUต่อ
มิลลิลิตรและแอกทิวิตีจําเพาะเท่ากับ 379.82 AUต่อมิลลิกรัมของโปรตีน แอกทิวิตีรวมก่อนการ
ตกตะกอนมีโปรตีน 708,800 AU และมีแอกทิวิตีรวมลดลงหลงัการตกตะกอนโปรตีนเป็น 640 
และ 4,352 AU ตามลําดบั (ตารางที, 4.7) จากการทดลองพบว่าการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม
ซลัเฟตในช่วง 20 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ให้ประสิทธิภาพในการยบัยั %งการเจริญของราก่อโรคได้ดีที,สุด 
แล้วนําโปรตีนสว่นนี %ไปทําบริสทุธิ<ด้วยวิธีการสกดัโปรตีนออกจากโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตพอลิอะคริ
ลาไมด์เจลซึ,งไมส่ามารถสกดัโปรตีนออกมาได้ (แสดงผลในข้อ 4.8)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที�  4.15 แสดงการยับยั %งการเจริญของ Curvularia sp. ด้วยสารละลายโปรตีนก่อนการ
ตกตะกอน [a] หลังการนึ,งฆ่าเชื %อ [b] ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 0 ถึง 20 
เปอร์เซ็นต์ [c] และชว่ง 20 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ [d] 
 
 
 
 
 
 
 

[a] [b] 

[c] [d] 
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ตารางที� 4.7 ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟตที,เหมาะสมในการตกตะกอนโปรตีนเมื,อขยาย
ขนาดขึ %นเป็น 5 ลิตร เพื,อยบัยั %งการเจริญของรา Curvularia sp. 

 
จึงทําบริสุทธิ<โปรตีนด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีอีกครั %งโดยเพิ,มเกรเดียนท์ของโซเดียม

คลอไรด์จาก 1 โมลาร์ เป็น 3 โมลาร์ ผลการติดตามปริมาณโปรตีนทั %งก่อนและหลงัการชะด้วยเกร
เดียนท์ ของ NaCl 3 โมลาร์ ใน Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 ยงัคงไม่มีพีคใดๆของโปรตีน
ปรากฏขึ %นในช่วงดงักล่าวและยังคงปรากฏพีคสูงในช่วงการชะคอลัมน์ด้วย NaOH 1 โมลาร์ 
เช่นเดิม เมื,อนําลําดบัส่วนต่างๆไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที,ความยาวคลื,น 280 นาโนเมตร (รูปที, 
4.16) แล้วนําลําดบัส่วนที,มีค่าการดดูกลืนแสงสงูใกล้เคียงกนัในแตล่ะช่วง ได้แก่ ลําดบัส่วนที, 76 
ถึง 81, 125 ถึง 129 และ 130 ถึง 134 มารวมกนัแล้วนําไปกําจดัเกลือออก และทดสอบแอกทิวิตี
ในการยบัยั %งการเจริญของ Curvularia sp. พบว่าลําดบัส่วนทั %ง 3 ช่วงก็ไม่สามารถยบัยั %งการเจริญ
ของราก่อโรคได้เชน่เดียวกนั 

ตวัอยา่ง ปริมาตร 
(มิลลลิติร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลกิรัม/
มิลลลิติร) 

ปริมาณ
โปรตีน
ทั %งหมด 

(มิลลกิรัม) 

แอกทิวิต ี
(AU/มิลลลิติร) 

แอกทิวิตี
จําเพาะ 

(AU/มิลลกิรัม
ของโปรตีน) 

แอกทิวิตี
รวม (AU) 

ความ
บริสทุธิ< 
(เทา่) 

สารสกดั
โปรตีน
เริ,มต้น 

4,430 0.13 575.90 160 1,230.77 708,800 1 

สารสกดั
โปรตีนหลงั
การนึ,งฆา่
เชื %อ 

1 0.13 0.13 0 0 0 0 

ตกตะกอน
แอมโมเนียม  
ซลัเฟต 0-
20 % 

1 2.45 2.45 640 261.22 640 0.21 

ตกตะกอน
แอมโมเนียม  
ซลัเฟต 20-
40 % 

3.40 3.37 11.46 1,280 379.82 4,352 0.31 
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รูปที� 4.16 แสดงคา่การดดูกลืนแสงที,ความยาวคลื,น 280 นาโนเมตรของลําดบัสว่นตา่งๆจากการ
ตกตะกอนโปรตีนปริมาตร 5 ลิตร 
 
4.8 การหานํ Iาหนักโมเลกุลของโปรีตีนโดยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, 
SDS-PAGE)   
 
 นําโปรตีนที,ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 20 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ มา
หานํ %าหนกัโมเลกลุของโปรตีนโดยการทํา SDS-PAGE ความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ ใช้โปรตีนความ
เข้มข้น 120 ไมโครกรัม เปรียบเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน ได้ผลดงัรูปที, 4.17 ซึ,งแสดงให้เห็นแถบ
โปรตีนหลกัจํานวน 4 แถบ เมื,อวิเคราะห์จากกราฟมาตรฐานระหว่างค่าลอการึทึมของนํ %าหนัก
โปรตีนมาตรฐานกบัระยะทางการเคลื,อนที,ของแถบโปรตีนตวัอย่าง พบว่าโปรตีนมีนํ %าหนกั 61.38, 
41.98, 36.14 และ 22.13 กิโลดาลตนั ตามลําดบั 
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รูปที� 4.17 การวิเคราะห์นํ %าหนกัโมเลกลุของโปรตีนโดยวิธีโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 
ชอ่งที, 1  โปรตีนมาตรฐานนํ %าหนกัโมเลกลุสงู 
ชอ่งที, 2  โปรตีนที,ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในชว่ง 20 ถึง 40 

เปอร์เซ็นต์ 
 
 จากนั %นนําโปรตีนความเข้มข้น 150 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร มาทําโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 
พอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส จะปรากฎแถบโปรตีนหลกั 4 แถบ นําแต่ละแถบไปสกัด
โปรตีนออกจากเจลตามวิธีของบริษัท ThermoScientific โดยตดัแถบโปรตีนแตล่ะแถบใส่ในหลอด
ไมโครฟิวจ์ที,บรรจสุารละลายสําหรับชะโปรตีน (ภาคผนวก ข22) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บดเจลแล้ว
นําไปบม่ที,อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชั,วโมง จากนั %น
นําไปหมนุเหวี,ยงที,อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที นํา
ส่วนนํ %าใสไปวัดปริมาณโปรตีนด้วยสารละลายสําเร็จรูปสําหรับวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนแต่ไม่
สามารถวดัปริมาณโปรตีนได้ เมื,อนําส่วนนํ %าใสไปทดสอบกบัราเป้าหมายก็พบว่าไม่สามารถยบัยั %ง
การเจริญของราก่อโรคได้ ซึ,งแสดงให้เห็นว่าการทดลองนี %ไม่สามารถชะโปรตีนออกจากโซเดียม 
โดเดซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลได้ จึงทดสอบการทําบริสทุธิ<ด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีอีก
ครั %ง ผลการทดลองแสดงในข้อ 4.7 
 
 

นํ %าหนกัโมเลกลุ (กิโลดาลตนั) นํ %าหนกัโมเลกลุ (กิโลดาลตนั) 

41.98 
61.38 
36.14 

22.13 

35 

66.2 
45 

116 

25 

18.4 
14.4 

1 2 
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4.9 การหาความเข้มข้นตํ�าสุดที� ยับยั Iงการเจริญของราก่อโรค (Minimal Inhibitory 
Concentration, MIC) 
 
 ในการหาความเข้มข้นตํ,าสดุที,ยบัยั %งการเจริญของรา Curvularia sp. จะเปรียบเทียบกัน
ระหว่างส่วนนํ %าใสของนํ %าเลี %ยงเชื %อแบคทีเรียที,ยังไม่ผ่านการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟตและส่วนนํ %าใสของนํ %าเลี %ยงเชื %อแบคทีเรียที,ผ่านการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียม
ซลัเฟตในชว่ง 20 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ โดยจะนําสว่นนํ %าใสของนํ %าเลี %ยงเชื %อแบคทีเรียที,ผ่านการไลโอฟิ
ไลซ์แล้วมาเจือจางลําดบัส่วนทีละ 2 เท่า นําแตล่ะส่วนเจือจางปริมาตร 100 ไมโครลิตรไปทดสอบ
กับราเป้าหมาย จากการทดลองพบว่าความเข้มข้นตํ,าสุดที,ยบัยั %งการเจริญของราก่อโรคคือ 350 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร มีความกว้างของบริเวณยบัยั %งเกิดขึ %น 4 มิลลิเมตร ซึ,งมีความแตกตา่งอย่าง
มีนยัสําคญัทางสถิต ิดงัแสดงในตารางที, 4.8  
 
ตารางที�  4.8 แสดงรัศมีของบริเวณยับยั %งที,เกิดจากโปรตีนความเข้มข้นต่างๆในการหาความ
เข้มข้นตํ,าสดุที,ยบัยั %งการเจริญของรา Curvularia sp. จากสว่นนํ %าใสของนํ %าเลี %ยงเชื %อแบคทีเรีย 
 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

รัศมีของบริเวณยบัยั %ง 
(มิลลิเมตร) 

1,400 6.50 ± 0.58a 
700 4.75 ± 0.50b 

350 4.00 ± 0.82b 
 
หมายเหต ุ X แสดงคา่เฉลี,ยที,มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05) ซึ,งวิเคราะห์
โดยวิธี DMRT 
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เมื,อนําเส้นใยของราที,บริเวณริมขอบของบริเวณยับยั %งมาตรวจดภูายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสงด้วยกําลังขยาย 400 เท่า พบเส้นใยมีความหนามากขึ %น บวมเป็นปล้อง และบาง
บริเวณบวมเป็นก้อนกลมขนาดใหญ่ เมื,อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบที,ทดสอบด้วยอาหาร 
PDB เส้นใยมีการเจิญได้ตามปกตโิดยเส้นใยมีลกัษณะเรียวเล็ก (รูปที, 4.18) 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที� 4.18 แสดงลกัษณะของเส้นใยปกติที,ทดสอบด้วยอาหาร PDB [a] และเส้นใยที,ทดสอบด้วย
โปรตีนที,ความเข้มข้น 350 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร [b] ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง
กําลงัขยาย 400 เทา่ 
 

และจากการใช้โปรตีนที,ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 20 ถึง 40 
เปอร์เซ็นต์ มาเจือจางลําดบัส่วนทีละ 2 เท่า แล้วนําแตล่ะส่วนเจือจางปริมาตร 100 ไมโครลิตรไป
ทดสอบกับราเป้าหมาย พบว่าความเข้มข้นตํ,าสุดที,ยับยั %งการเจริญของราก่อโรคคือ 23.43 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร มีความเข้มข้นลดลง 14 เท่าเมื,อเปรียบเทียบกบัโปรตีนในส่วนนํ %าใสของนํ %า
เลี %ยงเชื %อแบคทีเรียที,ยงัไมผ่า่นการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต โดยมีรัศมีของบริเวณ
ยบัยั %งเกิดขึ %น 3.12 มิลลิเมตร ซึ,งสารละลายโปรตีนนี %แสดงความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ
ในการยบัยั %งการเจริญของราก่อโรค ดงัแสดงในตารางที, 4.9  
 
 
 
 
 

[a] [b] 
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ตารางที�  4.9 แสดงรัศมีของบริเวณยับยั %งที,เกิดจากโปรตีนความเข้มข้นต่างๆในการหาความ
เข้มข้นตํ,าสดุที,ยบัยั %งการเจริญของรา Curvularia sp. 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

รัศมีของบริเวณยบัยั %ง 
(มิลลิเมตร) 

3,000 9.75 ± 0.35a 
1,500 8.87 ± 1.59ab 

750 7.87 ± 0.18bc 

375 7.00 ± 0.00cd 

187.50 6.12 ± 0.18de 

93.75 5.50 ± 0.35e 

46.87 5.06 ± 0.08e 

23.43 3.12 ± 0.18f 

หมายเหต ุ X แสดงคา่เฉลี,ยที,มีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05) ซึ,งวิเคราะห์
โดยวิธี DMRT 
 

เมื,อตรวจสอบการเจริญของเส้นใยราที,บริเวณริมขอบของบริเวณยับยั %งภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์แบบใช้แสงด้วยกําลงัขยาย 400 เท่า พบเส้นใยมีลกัษณะคล้ายกบัการทดสอบด้วยส่วน
นํ %าใสของนํ %าเลี %ยงเชื %อแบคทีเรีย (รูปที, 4.19) 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 4.19 แสดงลกัษณะของเส้นใยปกติที,ทดสอบด้วยอาหาร PDB [a] และเส้นใยที,ทดสอบด้วย
โปรตีนที,ความเข้มข้น 23.43 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร [b] ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง
กําลงัขยาย 400 เทา่ 

[a] [b] 
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4.10 การทดสอบผลเบื Iองต้นของโปรตีนต่อราก่อโรค 
  
 เมื,อนําสปอร์ของรามาทดสอบด้วยสารละลายโปรตีนความเข้มข้น 23.43 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร บม่ที,อณุหภมูิห้อง แล้วตรวจสอบการงอกของสปอร์และลกัษณะของเส้นใยทกุๆ 1 ชั,วโมง 
พบว่าเส้นใยของชดุควบคมุผลลบซึ,งบม่สปอร์ร่วมกับอาหาร PDB เริ,มงอกในชั,วโมงที, 3 ไปจนถึง
ชั,วโมงที, 24 เส้นใยมีขนาดเล็กเรียว (รูปที, 4.20 [a]) ความหนาของเส้นใยสมํ,าเสมอ และแตกแขนง
มากมายในชั,วโมงหลังของการทดสอบ ในขณะที,เส้นใยของชุดทดลองจะเริ,มงอกในชั,วโมงที, 3 
เชน่เดียวกนัแตมี่ความยาวน้อยกวา่ชดุควบคมุผลลบ จนกระทั,งในชั,วโมงที, 14 เส้นใยจะมีลกัษณะ
บวมพองเป็นกระเปาะ (รูปที, 4.20[b]) หรือบวมเป็นก้อนกลมขนาดใหญ่ใกล้ๆกบับริเวณที,งอกออก
จากสปอร์ (รูปที, 4.20 [c]) และเป็นเช่นนี %ไปจนถึงชั,วโมงที, 24 และเมื,อตรวจสอบภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอน ที,กําลังขยาย 2,000 เท่า พบว่าเส้ยใยราในชุดควบคุมเจริญได้ดี (รูปที, 
4.21[a]) แตเ่ส้นใยราในชดุทดลองงอกได้น้อยกวา่ (รูปที, 4.21[b]) 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที� 4.20 [a] แสดงลกัษณะของเส้นใยที,งอกออกจากสปอร์เมื,อทดสอบด้วยอาหาร PDB ที, 9 
ชั,วโมง [a] และเส้นใยที,ทดสอบด้วยโปรตีนที,ความเข้มข้น 23.43 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที, 14 
ชั,วโมง ([b] และ [c]) ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงกําลงัขยาย 400 เทา่ 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที� 4.21 แสดงลกัษณะสปอร์และเส้นใยของ Curvularia sp. ในชดุควบคมุ [a] และชดุทดสอบ 
[b] ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบสอ่งกราดที,กําลงัขยาย 2,000 เทา่ 

[a [b] [c

[b[a] 
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4.11 การพสูิจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 
 
 4.11.1 การพิสจูน์เอกลกัษณ์ทางสณัฐานวิทยาและชีวเคมี 

  แบคทีเรีย N1 มีโคโลนีสีขาวขุ่น ลกัษณะเหมือนกระสวย ขอบเรียบ แบน และทึบ
แสง (รูปที, 4.22 [a]) จากการตรวจสอบแบคทีเรียภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงที,กําลงัขยาย 
1,000 เท่า พบเป็นแบคทีเรียแกรมบวก (รูปที, 4.22 [b]) รูปร่างเป็นท่อน และสร้างสปอร์ได้ (รูปที, 
4.22 [c]) สําหรับผลการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี แสดงในตารางที, 4.10 พบว่าแบคทีเรีย N1 
สามารถสร้างเอนไซม์แคทาเลส และรีดิวซ์ไนเตรท รวมทั %งสร้างกรดจากการหมกันํ %าตาลได้ แตไ่ม่
สามารถยอ่ยสลายเจลาตนิและไมส่ามารถใช้ซิเตรทเป็นแหลง่คาร์บอนได้ 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที� 4.22 แสดงลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรีย N1 บนอาหาร NA [a] ผลการย้อมแกรม [b] และ
ผลการย้อมสปอร์ [c] 
 
 
 
 
 

[a] [b] 

[c] 
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ตารางที� 4.10 ผลการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี 
การทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี ผลการทดสอบ 

1. การสร้างเอนไซม์แคทาเลส + 
2. การรีดิวซ์ไนเตรท + 
3. MR/VP -/+ 
4. การใช้ซิเตรท - 
5. การย่อยสลายเจลาติน - 

 
4.11.2 การพิสจูน์เอกลกัษณ์ทางชีววิทยาระดบัโมเลกลุ 

 จากการเพิ,มปริมาณชิ %นส่วนบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย N1 ด้วยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ 
โดยเลี %ยงแบคทีเรีย N1 บนอาหารแข็ง NA บม่ที,อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั,วโมง 
เขี,ยโคโลนีเดี,ยวของแบคทีเรียมาหลายๆโคโลนีใส่ลงในหลอดไมโครฟิวจ์ที,มี Tris-HCl 10 มิลลิโม
ลาร์ pH 8 บรรจอุยู่ 100 ไมโครลิตร นําไปบม่ที,อุณหภูมิ 95 องศาสเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั %นนําไปหมนุเหวี,ยงที,อณุหภูมิ 4 องศาสเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที นาน 5 นาที 
เก็บส่วนนํ %าใสซึ,งมีดีเอ็นเอของแบคทีเรียไปใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ และใช้คูข่อง 10F กบั 1500R  
เป็นไพรเมอร์ ดําเนินปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส จํานวน 30 รอบ แล้วตรวจสอบผลิตภณัฑ์ที,เกิดขึ %น
ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส พบวา่ได้ผลิตภณัฑ์ขนาดประมาณ 1,500 คูเ่บส (รูปที, 4.23)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 4.23 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภณัฑ์จากการทําโคโลนีพีซีอาร์ 
ชอ่งที, 1  GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder 
ชอ่งที, 2  ผลิตภณัฑ์จากการทําโคโลนีพีซีอาร์ 
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 จากนั %นนําสารละลายผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที,ได้ไปโคลนเข้าเวกเตอร์ 

pGEM-T Easy Vector ทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli 
DH5α นําไปคดัเลือกบนอาหารแข็ง LB ที,มีแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที,
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-24 ชั,วโมง แล้วเพิ,มจํานวนดีเอ็นเอของทรานสฟอร์แมนท์
ที,มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ โดยใช้คู่ของ 10F กับ 1500R เป็นไพรเมอร์ 
ตรวจสอบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสที,มีขนาดประมาณ 1,500 คูเ่บส ด้วยวิธีอะกา
โรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที�  4.24 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ์จากการทําโคโลนีพีซีอาร์ เพื,อ

ตรวจสอบทรานสฟอร์แมนท์ที,มีส่วนของบริเวณ 16S rDNA แทรกอยู่ในเวกเตอร์ pGEM-T Easy 
Vector 
 
ชอ่งที, 1  GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder 
ชอ่งที, 2 ถึง 6  ผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส ซึ,งใช้โคโลนีที,คดัเลือกได้บนอาหารแข็ง
  LB ที,มีแอมพินิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

จากรูปที, 4.24 แสดงให้เห็นว่าทรานสฟอร์แมนท์หมายเลข 2 3 5 และ 6 ได้รับพลาสมิด 

pGEM-T Easy Vector ที,มีส่วนของบริเวณ 16S rDNA แทรกอยู่ จึงเลือกทรานสฟอร์แมนท์
หมายเลข 6 ไปสกัดพลาสมิดที,มีส่วนของบริเวณ 16S rDNA แทรกอยู่ด้วยชุดสกัดพลาสมิด
ปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit นําพลาสมิดที,สกดัได้มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
EcoRI เพื,อยืนยนัว่าภายในพลาสมิดมีส่วนของบริเวณ 16S rDNA แทรกอยู่จริง ตรวจสอบผลการ
ตดัพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส จากรูปที, 4.25 พบว่า 

10000 
6000 
4000 
2500 
1500 

750 

1       2     3      4      5     6 

ประมาณ 1500 คูเ่บส 

คูเ่บส 



69 
 

รีคอมบแินนท์พลาสมิดสามารถถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI เนื,องจากชิ %นส่วนของบริเวณ 
16S rDNA มีตําแหน่งที,ตดัได้ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะนี % ดงันั %นจึงพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
1,500 คูเ่บส ถกูตดัเป็นสองชิ %นที,มีขนาดประมาณ 700 และ 800 คูเ่บส ผลการทดลองนี %แสดงให้
เห็นว่ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดดงักล่าวมีชิ %นส่วนบริเวณ 16S rDNA ขนาดประมาณ 1,500 คูเ่บส
แทรกอยู่ จึงส่งรีคอมบิแนนท์พลาสมิดไปวิเคราะห์หาลําดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนบริเวณ 16S 
rDNA โดยใช้บริการของบริษัท 1st Base ประเทศมาเลเซีย 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 4.25 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของพลาสมิดที,ถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI  
 
ชอ่งที, 1  GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder 
ชอ่งที, 2   พลาสมิดที,ถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI 
 

เมื,อนําลําดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนบริเวณ 16S rDNA (partial sequence) มา
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด้วยโปรแกรม BlastN 
พบว่าแบคทีเรีย N1 มีความใกล้เคียงกับ Bacillus subtilis สายพันธุ์ MSB10 เท่ากับ 98 
เปอร์เซ็นต์ ดงัแสดงในภาคผนวก ง 
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บทที�  5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

 ราก่อโรคในปทมุมานบัเป็นปัญหาหนึ,งที,มีผลทําให้ผลิตภณัฑ์มีคณุภาพลดลง เนื,องจากรา
สามารถสร้างสปอร์ที,ปลิวกระจายไปตามแรงลมหรืออาจตดิไปกบัเสื %อผ้าของเกษตรกร ซึ,งสปอร์นั %น
ทนตอ่สภาพแวดล้อมได้ดี ประกอบกบัชว่งเวลาที,ราแพร่กระจายได้ดีอยู่ในช่วงที,ปทมุมาให้ผลผลิต
มากที,สดุคือช่วงฤดฝูน สภาพภูมิอากาศจึงส่งเสริมให้ราเจริญเร็วทําให้เกิดการติดเชื %อลกุลามเป็น
วงกว้าง แม้บางครั %งการแพร่ระบาดจะไม่รุนแรง แตเ่มื,อเกิดการติดเชื %อขึ %นแล้ว ผลิตภัณฑ์มกัถูก
ปฏิเสธจากผู้ รับซื %อหรือตลาดคูค้่า  ราก่อโรคในปทมุมามีหลายชนิดที,ทําให้เกิดโรค 2 ชนิดหลกัคือ 
โรคใบไหม้และโรคใบจดุ (โรคจุดสีนํ %าตาล)  ในงานวิจยันี %ได้คดัแยกราก่อโรคในปทมุมาที,มีอาการ
จดุสีนํ %าตาล ซึ,งพบจดุสีนํ %าตาลขนาดเล็กจํานวนมากกระจายไปทั,วทั %งต้นโดยจะมีความหนาแน่น
ของจดุสีนํ %าตาลแต่ละบริเวณแตกต่างกนั โดยจะพบจุดสีนํ %าตาลหนาแน่นมากที,บริเวณใบ ลดลง
มาที,บริเวณกลีบดอก และมีจํานวนน้อยที,ก้านช่อดอก หลงัจากแยกเชื %อบนอาหาร PDA ที,มีคลอ
แรมเฟนิคอลแล้ว พบว่าราที,คดัแยกได้เจริญเร็วที,อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื,อตรวจสอบ
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงที,กําลงัขยาย 400 เท่า สามารถระบุ
ได้ว่าเป็นราในสกลุ Curvularia  ถึงแม้จะยงัไม่มีรายงานการติดเชื %อจาก Curvalaria sp. ในปทมุ
มา แตอ่ยา่งไรก็ตาม Curvalaria sp. ก็จดัเป็นสาเหตสํุาคญัที,ทําให้เกิดโรคใบจดุในขิงซึ,งเป็นพืชใน
วงศ์เดียวกบัปทมุมา (นิพนธ์ ทวีชยั และคณะ, 2542) 

 การกําจัดราก่อโรคมักจะใช้สารเคมีเหมือนกับการควบคุมราโรคพืชทั,วๆไป และเป็นที,
ทราบกนัดีแล้วว่ามีผลเสียตา่งๆเกิดขึ %นมากมาย จึงมีการประยุกต์ใช้วิธีทางชีวภาพเพื,อควบคมุรา
โรคพืชมากขึ %น วิธีที,ยังคงศึกษาอยู่เรื, อยมาคือการใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์หรือผลิตภัณฑ์จาก
แบคทีเรียปฏิปักษ์เพื,อควบคมุโรค (Pliego และคณะ, 2007; Thomashow และคณะ, 2007; Card 
และคณะ, 2009) ซึ,งแบคทีเรียในสกลุ Bacillus ได้ถกูค้นพบและศกึษาความสามารถในการผลิต
สารยบัยั %งการเจริญของราก่อโรคในพืชมากที,สดุ โดยเฉพาะ B. subtilis เนื,องจากเป็นแบคทีเรียที,
พบได้ทั,วไปในดิน ทนต่อความร้อนสูงไ ด้ เจริญเ ร็วในอาหารเหลว สร้างสปอร์ที,ทนต่อ
สภาพแวดล้อมที,แตกตา่งได้ (Li และคณะ, 2009) และยงัผลิตสารออกฤทธิ<ทางชีวภาพได้มากกว่า 
20 ชนิด สารออกฤทธิ<เหล่านี %ได้แก่ สารอินทรีย์ระเหย (volatile organic compound) (Chaurasia 
และคณะ, 2005; Zou และคณะ, 2007; Liu และคณะ, 2008) โปรตีนขนาดเล็กและเพปไทด์ (Liu 
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และคณะ, 2007; Liu และคณะ, 2010)  จากการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ปฏิกิริยาชีวเคมี 
ร่วมกับการวิเคราะห์ลําดบัการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์บางส่วนบริเวณ 16S rDNA พบว่า
แบคทีเรีย N1 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน และสร้างสปอร์ได้ ลําดบันิวคลีโอไทด์
บางส่วนบริเวณ 16S rDNA มีความใกล้เคียงกบั B. subtilis สายพนัธุ์ MSB10 ถึง 98 เปอร์เซ็นต์ 
จงึตั %งชื,อวา่ Bacillus subtilis N1 ซึ,งเป็นกลุม่สกลุของแบคทีเรียที,นํามาใช้ควบคมุราโรคพืชกนัมาก
ที,สดุดงัได้กลา่วไปแล้วข้างต้น 

 เมื,อทดสอบความสามารถของ B. subtilis N1 ในการยบัยั %งการเจริญของ Curvularia sp. 
บนอาหาร PDA จะเกิดบริเวณยบัยั %งมากที,สดุเมื,อเทียบกบัไอโซเลตอื,นๆ จึงเลือก B. subtilis N1 
ไปทดลองในขั %นตอ่ไป โดยการหาภาวะที,เหมาะสมในการเลี %ยงแบคทีเรียเพื,อให้ผลิตสารยบัยั %งการ
เจริญของ Curvularia sp. ที,ดีที,สดุ ด้วยการแปรผนัทั %งหมด 4 ภาวะคือ ชนิดของอาหารเลี %ยงเชื %อ 
ค่า pH ของอาหารเลี %ยงเชื %อ อุณหภูมิและเวลาในการเพาะเลี %ยง การทดลองที,ได้จากการวิจยันี %
แสดงให้เห็นว่าภาวะที,เหมาะสมที,สดุสําหรับ B. subtilis N1 คือการเลี %ยงในอาหาร TSB pH 7 ที,
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั,วโมง  อาหาร TSB ช่วยส่งเสริมการเจริญของ  
B. subtilis N1 ได้มากที,สดุ โดยสงัเกตจากคา่การดดูกลืนแสงที,ความยาวคลื,น 660 นาโนเมตร ซึ,ง
มีคา่สงูที,สดุ  เมื,อเปรียบเทียบส่วนประกอบของอาหารทั %ง 3 ชนิด อาหาร NB ประกอบด้วยผงสกดั
จากเนื %อ และเปปโตน  อาหารเหลว LB ประกอบด้วย ผงสกดัจากยีสต์ ทริปโตน และโซเดียมคลอ
ไรด์  ส่วนอาหาร TSB ประกอบด้วย เคซีน ซอยเปปโตน เด็กซ์โทรส โซเดียมคลอไรด์ และ 
ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต ซึ,งเป็นอาหารเลี %ยงเชื %อพื %นฐานที,อุดมสมบูรณ์ ใช้สําหรับเลี %ยงแบคทีเรีย
ทั,วไปหรือแบคทีเรียที,เจริญยาก  เคซีนกับซอยเปปโตนร่วมกันทําหน้าที,เป็นแหล่งไนโตรเจน  
เด็กซ์โทรสเป็นแหล่งพลงังาน โซเดียมคลอไรด์ควบคมุสมดลุออสโมติก ในขณะที,ไดโพแทสเซียม
ฟอสเฟตคอยควบคุม pH ซึ,งจะเห็นได้ว่าองค์ประกอบของอาหาร TSB มีคุณค่าทางอาหาร
มากกวา่อาหารอีก 2 ชนิด ซึ,งนอกจากจะสนบัสนนุการเจริญได้ดีที,สดุแล้ว ยงัให้สารที,มีฤทธิ<ยบัยั %ง 
Curvularia sp. ได้ดีที,สดุด้วย  ผลการทดลองที,คล้ายกนัได้รับจากงานวิจยัของ Kumar และคณะ 
(2009) โดย B. subtilis MTCC-8114 มีอตัราการเจริญและมีแอกทิวิตีดีที,สดุเมื,อเลี %ยงในอาหาร 
TSB pH 7 ที,อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั,วโมง และเจริญได้น้อยในอาหาร NB 
เช่นเดียวกนั  ในการแปรผนัภาวะทั %ง 3 ภาวะนั %น B. subtilis N1 จะเข้าสู่ exponential phase ใน
ชั,วโมงที, 3 และเข้าสู่ stationary phase ในชั,วโมงที, 6 เป็นต้นไป โดยแบคทีเรียผลิตสารยบัยั %งราได้
ตั %งแตช่ั,วโมงที, 9 ถึง 24 แต่มีแอกทิวิตีดีในชั,วโมงที, 12 ถึง 18  จากข้อมูลเหล่านี %แสดงให้เห็นว่า  
B. subtilis N1 สร้างสารออกฤทธิ<ตอ่ Curvularia sp. ในรูปแบบที,ไม่สมัพนัธ์กบัการเจริญ (non-
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growth associated product) เพราะสารดงักล่าวผลิตออกมาเมื,อแบคทีเรียเจริญเข้าสู่ระยะ 
stationary phase นอกจากนี %สารยบัยั %งราจาก B. subtilis N1 ยงัมีความเสถียรตอ่อณุหภูมิและคา่
pH ตา่งๆที,ใช้ทดสอบได้อีกด้วย 

 ดงัที,ได้กล่าวไปแล้วข้างต้นว่า B. subtilis สามารถผลิตสารออกฤทธิ<ทางชีวภาพได้
มากมายหลายชนิดปะปนกันอยู่ในนํ %าเลี %ยงเชื %อซึ,งไม่อาจระบุได้ว่าสารชนิดใดมีสมบตัิเด่นในการ
ยบัยั %งราเป้าหมาย จงึจําเป็นที,จะต้องสกดัแยกสารออกจากนํ %าเลี %ยงเชื %อเพื,อให้ทราบเบื %องต้นว่าเป็น
สารชนิดใดแล้วจงึทําให้สารบริสทุธิ<ตอ่ไป การตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตและการสกดัด้วย
ตวัทําละลายอินทรีย์เป็น 2 วิธีหลกัในการแยกสารออกฤทธิ< (Williams, 2003)  สําหรับงานวิจยันี %
ได้เลือกใช้ตวัทําละลายอินทรีย์ 4 ชนิดได้แก่ อีเทอร์ คลอโรฟอร์ม นอร์มลัเฮกเซน และนอร์มลับิว
ทานอล  โดยที,อีเทอร์ คลอโรฟอร์ม และเฮกเซน เป็นตวัทําละลายพื %นฐานที,ใช้สกดัแยกสารอินทรีย์
ทั,วไปชนิดไม่มีขั %วไปจนถึงมีขั %วปานกลาง (Hennion และ Scribe, 1993) ส่วนบิวทานอลมกัใช้ใน
การผลิตสารปฏิชีวนะ (Mellan, 1950; Doolittle, 1954)  เมื,อนําสารสกดัจากแตล่ะตวัทําละลาย
อินทรีย์ไปทดสอบกบัราเป้าหมาย ปรากฏว่า Curvularia sp. ในชดุควบคมุผลลบที,ทดสอบด้วยตวั
ทําละลายอินทรีย์ทั %ง 4 ชนิด รวมทั %งชุดทดลองที,สกัดด้วยอีเทอร์และนอร์มลับิวทานอลไม่มีการ
เจริญเกิดขึ %น แตร่าเจริญได้ในชดุที,ทดสอบโดยสารที,สกดัด้วยคลอโรฟอร์มและนอร์มลัเฮกเซน เกิด
บริเวณยบัยั %ง 2.79 และ 4.91 มิลลิเมตรตามลําดบั ซึ,งไม่สามารถยืนยนัได้แน่นอนว่า Curvularia 
sp. ถกูยบัยั %งการเจริญจากสารยบัยั %งราที,สกดัด้วยตวัทําละลายอินทรีย์ เนื,องจากในชดุควบคมุผล
ลบนั %นราไม่เจริญ อาจเกิดจากสาเหตดุงันี % 1) ตวัทําละลายอินทรีย์เป็นพิษตอ่เซลล์รา 2) ราอาจไว
ตอ่ตวัทําละลายอินทรีย์ และ/หรือ 3) ตวัทําละลายไม่สามารถสกดัสารยบัยั %งราออกมาได้ ในกรณี
ของสารสกัดด้วยคลอโรฟอร์มและนอร์มัลเฮกเซนที,ทําให้เกิดบริเวณยับยั %งได้ อาจเกิดจากสาร
ยบัยั %งราและตวัทําละลายทั %ง 2 ชนิดมีสภาพขั %วใกล้เคียงกนัจงึถกูสกดัออกมาได้  จากการทดลองนี %
แสดงให้เห็นว่าชนิดของตวัทําละลายอินทรีย์มีผลต่อการคืนสู่สภาพปกติ (recovery) ของสาร
ยบัยั %งราหลังกระบวนการสกัด ดงันั %นการเลือกชนิดของตวัทําละลายอินทรีย์ที,เหมาะสมจึงเป็น
ขั %นตอนที,สําคญั (Ahmed, 2008) 

 สําหรับการแยกสารโดยการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต ในขั %นแรกจะใช้ส่วนนํ %าใส
จากเซลล์เพาะเลี %ยง B. subtilis N1 ที,ผ่านการนึ,งฆ่าเชื %อที,อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียสแล้วใน
ปริมาณน้อยเพื,อหาช่วงการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตที,เหมาะสม พบว่าแอมโมเนียม
ซลัเฟตในช่วง 0 ถึง 40 และ 40 ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ สามารถแยกโปรตีนที,ยบัยั %งการเจริญของ 
Curvularia sp. ได้ โดยช่วง 0 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ มีแอกทิวิตีดีกว่าช่วง 40 ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ จึง
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ขยายขนาดการเลี %ยง N1 ขึ %นเป็น 2 ลิตรเพื,อให้ได้ปริมาณโปรตีนเพิ,มขึ %น แล้วทําบริสุทธิ<ด้วยวิธี
คอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี,ยนประจุลบ ผลการติดตามปริมาณโปรตีนทั %งก่อนและหลัง
การชะคอลมัน์ด้วยเกรเดียนท์ของ NaCl 1 โมลาร์ ใน Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 ไม่มีพีคของ
โปรตีนปรากฏขึ %นจนกระทั,งชะคอลมัน์ด้วย NaOH 1 โมลาร์ จงึจะปรากฏพีคสงูขึ %นเพียง 1 พีค  

 จากการทําบริสุทธิ<โปรตีนด้วยวิธีวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี,ยนประจุลบใน
ครั %งแรกไม่สําเร็จ อาจเกี,ยวข้องกบัความเข้มข้นของโปรตีนที,มีน้อยเกินไปเพียง 0.67 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร หรือโปรตีนอาจมีความแรงของประจุสูงซึ,งเกรเดียนต์ของ NaCl 1 โมลาร์ ชะโปรตีน
ออกมาไม่ได้ (Rosenberg, 2005) จึงได้ทดลองขยายขนาดการเลี %ยง B. subtilis N1 จาก 2 ลิตร
เป็น 5 ลิตร เพื,อให้ได้ปริมาณโปรตีนมากขึ %น ทั %งนี %ทราบแล้วว่าโปรตีนมีแอกทิวิตีดีจากการ
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 0 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ จึงกําหนดช่วงการตกตะกอนให้
แคบลงโดยอยู่ในช่วง 0 ถึง 20 และ 20 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ พบว่าการตกตะกอนที,เหมาะสมที,สดุใน
งานวิจยันี %อยู่ในช่วง 20 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ โดยได้ปริมาณโปรตีนเพิ,มขึ %นเป็น 3.37 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร จากนั %นนําไปทําบริสุทธิ<ด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี,ยนประจุลบอีกครั %ง 
รวมทั %งเพิ,มเกรเดียนท์ของโซเดียมคลอไรด์จาก 1 โมลาร์เป็น 3 โมลาร์ ผลการติดตามปริมาณ
โปรตีนทั %งก่อนและหลงัการชะด้วยเกรเดียนท์ ของ NaCl 3 โมลาร์ ใน Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์  
pH 7.5 ยงัคงไม่มีพีคใดๆของโปรตีนปรากฏขึ %นในช่วงดงักล่าวและยงัคงปรากฏพีคสูงในช่วงการ
ชะคอลมัน์ด้วย NaOH 1 โมลาร์ เช่นเดิม เมื,อนําโปรตีนช่วงนี %ไปทดสอบก็พบว่าโปรตีนไม่สามารถ
ยบัยั %งการเจริญของ Curvularia sp. ได้ การทดลองทั %ง 2 ครั %งไม่สามารถทําบริสุทธิ<โปรตีนได้ 
เนื,องมาจากโปรตีนอาจมีความแรงของประจุสูงจึงเข้าไปแทนที, counter ion แล้วยึดจบักับตวั
แลกเปลี,ยนประจเุอาไว้ (Amersham Biosciences, 2002) โดยที,เกรเดียนท์ของโซเดียมคลอไรด์
แตกตวัให้ประจุที,มีความแรงไม่พอที,จะชะโปรตีนให้หลุดจากตวัแลกเปลี,ยนประจุได้ถึงแม้จะเพิ,ม
เกรเดียนท์จาก 1 โมลาร์เป็น 3 โมลาร์แล้วก็ตาม เมื,อถึงขั %นตอนการชะคอลมัน์ด้วย NaOH 1 โม
ลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์จะแตกตวัให้ประจุที,มีความแรงจึงชะโปรตีนออกมา ปรากฏเป็นพีคสูง
ในช่วงดงักล่าว แต่โปรตีนไม่มีแอกทิวิตีแล้วเนื,องจากโซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นเบสแก่จึงทําให้
โปรตีนเสียสภาพไป (Karlsson และคณะ, 1997)   

เมื,อนําโปรตีนที,ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตมาทําบริสุทธิ<ด้วยการทํา
โซเดียมโดเดซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ที,ความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ และ
ปรากฏแถบโปรตีนหลกั 4 แถบ ซึ,งมีนํ %าหนกัโมเลกลุ 61.38, 41.98, 36.14 และ 22.13 กิโลดาลตนั 
ตามลําดบั เมื,อนําแตล่ะแถบไปสกดัโปรตีนออกจากเจลด้วยการแช่ในสารละลายสําหรับชะโปรตีน 
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จากนั %นนําสารละลายไปหาปริมาณโปรตีน พบว่าไม่สามารถวดัปริมาณโปรตีนได้ และเมื,อทดสอบ
กบัราเป้าหมายก็ไมส่ามารถยบัยั %งการเจริญของราได้ อาจเป็นไปได้ว่าสารละลายสําหรับชะโปรตีน
สกัดโปรตีนออกจากเจลไม่ได้ หรือมีปริมาณโปรตีนน้อยเกินไป หรือหากแม้สกัดได้ก็อาจมีส่วน
เกี,ยวข้องกับการที,โปรตีนถูกทําให้เสียสภาพจากการเติมโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตเข้าไปใน
กระบวนการทําโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส แล้วสารละลาย
สําหรับชะโปรตีนไมส่ามารถทําให้โปรตีนกลบัคืนสูส่ภาพเดมิได้ (renature) โปรตีนจึงไม่มีแอกทิวิตี
นั,นเอง  จากการศึกษาของ Leelasuphakul และคณะ (2006) พบว่าการทํานอนดีเนเจอริงพอ
ลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของเอนไซม์บีตากลูคาเนสที,ผลิตจาก B. subtilis สายพนัธุ์ 
NSRS 89-24 ปรากฏแถบโปรตีนเพียง 1 แถบ แตเ่มื,อทําโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมด์
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสจะเห็นแถบโปรตีน 2 แถบที,มีนํ %าหนักโมเลกุลน้อยลง ซึ,งอาจกล่าวได้ว่า
เอนไซม์บีตากลคูาเนสนี %ประกอบด้วยโปรตีน 2 หน่วยย่อยที,ต้องทํางานร่วมกนัจึงจะมีแอกทิวิตี แต่
การเปลี,ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีนเกิดขึ %นหลงัจากการทําโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตพอลิอะคริลา
ไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  ดงันั %นการศกึษาดงักล่าวอาจเป็นเหตผุลสนบัสนุนการสญูเสียแอกทิวิตี
ของโปรตีนจาก B. subtilis N1 เนื,องจากทั %ง 4 หนว่ยย่อยของโปรตีนน่าจะต้องทํางานร่วมกนัจึงจะ
ยบัยั %งการเจริญของ Curvularia sp. ได้ 

 ในการหาความเข้มข้นตํ,าสดุที,ยบัยั %งการเจริญของรา Curvularia sp. จะเปรียบเทียบกัน
ระหว่างส่วนนํ %าใสของนํ %าเลี %ยงเชื %อแบคทีเรียที,ยังไม่ผ่านการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียม
ซลัเฟต ซึ,งมีค่าความเข้มข้นตํ,าสุดที,ยับยั %งการเจริญของราก่อโรคได้ เท่ากับ 350 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และส่วนนํ %าใสของนํ %าเลี %ยงเชื %อแบคทีเรียที,ผ่านการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียม
ซลัเฟตในช่วง 20 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ ซึ,งมีค่าความเข้มข้นตํ,าสดุที,ยบัยั %งการเจริญของราก่อโรคได้
เท่ากับ 23.43 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ,งมีความสามารถมากกว่าส่วนนํ %าใสของนํ %าเลี %ยงเชื %อ
แบคทีเรียที,ยงัไม่ผ่านการตกตะกอนโปรตีนถึง 14 เท่า โดยโปรตีนจากทั %ง 2 ส่วนมีผลตอ่การเจริญ
ของ Curvularia sp. เหมือนกนัคือ ทําให้เส้นใยของราเกิดความผิดปกติ แสดงให้เห็นว่าโปรตีนกึ,ง
บริสุทธิ<ก็สามารถยบัยั %งการเจริญของราก่อโรคได้แล้ว  ดงัเช่นการศึกษาของ พรพรรณ อู่สุวรรณ
(2550) ที,ทดสอบความสามารถของ Bacillus spp. ในรูปแบบเซลล์แขวนลอยและส่วนนํ %าใสต่อ
การควบคมุการเกิดโรคในใบองุ่น ก็พบว่าผลิตภัณฑ์จาก Bacillus spp. ทั %ง 2 รูปแบบยบัยั %งการ
เจริญของราก่อโรคในใบองุ่นได้โดยไม่ผ่านการทําบริสุทธิ< เลย  หากพิจารณาถึงขั %นตอนการ
ประยกุต์ใช้จริงในสิ,งแวดล้อม โปรตีนที,ไม่ได้ทําบริสทุธิ<ถือว่ามีข้อดีในแง่ของการประหยดัเวลาและ
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ต้นทนุในการผลิต เนื,องจากกระบวนการทําบริสทุธิ<มกัจะใช้สารเคมีและเครื,องมือราคาแพงและใช้
เวลาพอสมควร 

 ดงันั %นผลจากการวิจัยครั %งนี %จึงเป็นข้อมูลที,มีประโยชน์ในการที,จะพัฒนาผลิตภัณฑ์จาก  
B. subtilis N1 เพื,อใช้ควบคมุราก่อโรคในปทมุมาแทนการใช้สารเคมี ซึ,งงานวิจยันี %ค้นพบว่าส่วน
นํ %าใสจากเซลล์เพาะเลี %ยง B. subtilis N1 ที,ผ่านการไลโอฟิไลซ์แล้ว ยังคงให้โปรตีนที,มี
ประสิทธิภาพและยบัยั %งการเจริญของ Curvularia sp. ได้ จึงอาจนําโปรตีนส่วนนี %ไปประยกุต์ใช้กบั
พืชในสิ,งแวดล้อมจริงได้ ทั %งนี %ต้องผา่นการทดสอบความคงตวัของโปรตีนตอ่สภาพแวดล้อม และไม่
มีผลกระทบตอ่คน สตัว์และสิ,งมีชีวิตอื,นๆที,ไม่เกี,ยวข้องก่อนการนําไปใช้จริง และเป้าหมายหนึ,งที,
ควรได้รับการศึกษาเพิ,มเติมจากงานวิจัยนี %คือ การหาวิธีที,เหมาะสมในการทําบริสุทธิ<โปรตีน 
จากนั %นวิเคราะห์โครงสร้างของโปรตีนเพื,อให้ทราบชนิดของโปรตีนแล้วประเมินว่าหมู่ฟังก์ชนัใด
ของโปรตีนที,มีผลตอ่การทํางานของโปรตีน รวมทั %งการทดสอบความสามารถของโปรตีนในรูปแบบ
ตา่งๆ ตอ่การควบคมุราก่อโรคในต้นปทมุมาด้วย 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี Iยงเชื Iอ 

 

1. อาหารเลี Iยงเชื Iอ Nutrient Broth (NB) 
 แบคโตเปปโตน     5 กรัม 
 สารสกดัจากเนื %อ     3 กรัม 
 นํ %ากลั,น      1,000 มิลลิลิตร 
 ผสมสารตามลําดบัในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้เท่ากบั 7.0 ด้วยกรด
ไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ จากนั %นเตมินํ %ากลั,นจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่า
เชื %อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
2. อาหารเลี Iยงเชื Iอ Nutrient Agar (NA) 
 แบคโตเปปโตน     5 กรัม 
 สารสกดัจากเนื %อ     3 กรัม 
 ผงวุ้น      15 กรัม 
 นํ %ากลั,น      1,000 มิลลิลิตร 

ผสมสารตามลําดบั (ยกเว้นผงวุ้น) ในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้
เท่ากับ 7.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ เติมผงวุ้น จากนั %นเติมนํ %ากลั,นจนได้
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่าเชื %อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ %ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
3. อาหารเลี Iยงเชื Iอ Potato Dextrose Broth (PDB) 
 มนัฝรั,ง      200 กรัม 
 Dextrose     20 กรัม 
 นํ %ากลั,น      1,000 มิลลิลิตร 

ผสมสารตามลําดบัในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้เทา่กบั 5.1±0.2 
ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ จากนั %นเติมนํ %ากลั,นจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
นําไปนึ,งฆา่เชื %อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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4. อาหารเลี Iยงเชื Iอ Potato Dextrose Agar (PDA) 
 มนัฝรั,ง      200 กรัม 
 Dextrose     20 กรัม 
 ผงวุ้น      15 กรัม 
 นํ %ากลั,น      1,000 มิลลิลิตร 

ผสมสารตามลําดบั (ยกเว้นผงวุ้น) ในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้
เท่ากบั 5.1±0.2 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ เติมผงวุ้น จากนั %นเติมนํ %ากลั,นจน
ได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่าเชื %อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว อณุหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
5. อาหารเลี Iยงเชื Iอ Luria Bertani Broth (LB Broth) 
 แบคโตเปปโตน     10 กรัม 
 สารสกดัจากยีสต์    5 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์     10 กรัม 

นํ %ากลั,น      1,000 มิลลิลิตร 
ผสมสารตามลําดบัในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้เท่ากบั 7.0 ด้วยกรด

ไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ จากนั %นเตมินํ %ากลั,นจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่า
เชื %อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
6. อาหารเลี Iยงเชื Iอ Trypticase Soy Broth (TSB) 
 ทริปโตน     17 กรัม 
 ซอยโตน     3 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์     5 กรัม 
 ไดโซเดียมฟอสเฟต    2.5 กรัม 
 Dextrose     2.5 กรัม 

ผสมสารตามลําดบัในนํ %ากลั,นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่าเชื %อด้วยความดนัไอ 
15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
7. Gelatin Medium 
 แบคโตเปปโตน     0.5 กรัม 
 สารสกดัจากเนื %อ     0.3 กรัม 
 เจลาตนิ      12 กรัม 
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 ผงวุ้น      1.5 กรัม 
นํ %ากลั,น      100 มิลลิลิตร 

 ละลายสว่นผสมในนํ %ากลั,นปริมาตร 80 มิลลิลิตร คนให้ละลาย จากนั %นเตมินํ %ากลั,นจนได้
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆา่เชื %อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว อณุหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
8. MR/VP Medium 
 แบคโตเปปโตน     7 กรัม 
 เดก็ซ์โทรส     5 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต    5 กรัม 
 ละลายในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้เทา่กบั 6.9 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก
ความเข้มข้น 1 โมลาร์ จากนั %นเติมนํ %ากลั,นจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่าเชื %อด้วย
ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
9. Nitrate Broth 
 แบคโตเปปโตน     5 กรัม 
 สารสกดัจากเนื %อ     3 กรัม 
 โพแทสเซียมไนเตรท    1 กรัม 
 นํ %ากลั,น      1,000 มิลลิลิตร 
 ละลายสว่นผสมในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร คนให้ละลาย จากนั %นเติมนํ %ากลั,นจนได้
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่าเชื %อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ %ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 
10. Simmons Citrate Agar 
 โซเดียมซิเตรท     2 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด์     5 กรัม 
 ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต    1 กรัม 
 แมกนีเซียมซลัเฟต    0.2 กรัม 
 แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   1 กรัม 
 บรอมไทมอลบล ู    0.08 กรัม  
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ผงวุ้น      15 กรัม 
ละลายสว่นผสมในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร คนให้ละลาย จากนั %นเติมนํ %ากลั,นจนได้

ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่าเชื %อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ %ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมี 
 

1. กลีเซอรอล 30 เปอร์เซนต์ในบัฟเฟอร์ 
 นํากลีเซอรอล 87 เปอร์เซนต์ ปริมาตร 345 มิลลิลิตรผสมกบัสารละลาย Tris-HCl ความ
เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ คา่ pH 7.5 ปริมาตร 655 มิลลิลิตรให้เข้ากนั 
 

2. คลอแรมเฟนิคอล ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 คลอแรมเฟนิคอล     100 มิลลิกรัม 
 ละลายใน absolute ethanol ให้มีปริมาตรสดุท้ายเป็น 1 มิลลิลิตรและกรองผ่านชดุกรอง
สําเร็จรูปชนิดเซลลโูลสอะซิเตท ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร เก็บที,อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 

3. ชุดสกัดดีเอ็นเออกจากเจลอะกาโรส Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, 
Germany) 

 ประกอบด้วย 
 Buffer QG 
 Buffer PE 
 Buffer EB 
 Qiaquick Spin Column 

ก่อนใช้ชดุสกดัพลาสมิดครั %งแรกให้เติม absolute ethanol ปริมาตร 24 มิลลิลิตรลงใน 
Buffer PE 
 

4. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณน้อย Qiaprep Spin Minipreo Kit (Qiagen, Germany) 
 ประกอบด้วย 
 Buffer P1 
 Buffer P2 
 Buffer N3 
 Buffer PB 
 Buffer PE 
 RNase A 
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 Collection tube 
 Qiaprep Spin Column 

ก่อนใช้ชดุสกดัพลาสมิดครั %งแรกให้เตมิ RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงใน Buffer P1 
และเก็บรักษาที,อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และเตมิ absolute ethanol ปริมาตร 24 มิลลิลิตรลงใน 
Buffer PE 
 

5. ไซโคลเฮกซิไมด์ ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 ไซโคลเฮกซิไมด์      100 มิลลิกรัม 

ละลายในเอธานอล 50 เปอร์เซ็นต์ ให้มีปริมาตรสดุท้ายเป็น 1 มิลลิลิตร เก็บที,อุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส 
 

6. นิสเตตนิ ความเข้มข้น 40 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 นิสเตติน      40 มิลลิกรัม 

ละลายในสารละลาย dimethylformamideให้มีปริมาตรสดุท้ายเป็น 1 มิลลิลิตรและกรอง
ผา่นชดุกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรู 0.22 ไมโครเมตร เก็บที,อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 

7. บัฟเฟอร์ 50X Tris-acetate (TAE) 
 Trisma Base (C4H11NO3)    242 กรัม 
 กรดอะซิตกิเข้มข้น     57.1 มิลลิลิตร 
 สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์   100 มิลลิลิตร 

ผสมสารทั %งสามชนิดด้วยนํ %ากลั,นปริมาตร 300 มิลลิลิตร จากนั %นปรับปริมาตรด้วยนํ %ากลั,น
ให้ได้ปริมาตรสดุท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่าเชื %อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว 
อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ก่อนใช้นํามาเจือจางด้วยนํ %ากลั,นปลอดประจใุห้ความ
เข้มข้นสดุท้ายเป็น 1X 

 
8. บีโนมิล ความเข้มข้น 1 มลิลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 บีโนมิล       10 มิลลิกรัม 
ละลายในสารละลาย dimethylformamideให้มีปริมาตรสดุท้ายเป็น 1 มิลลิลิตรและกรอง

ผา่นชดุกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ขนาดรู 0.22 ไมโครเมตร เก็บที,อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
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9. สารละลายกรดซัลฟานิลิก 0.8 เปอร์เซ็นต์ในกรดอะซิตกิ 30 เปอร์เซ็นต์ 
กรดซลัฟานิลิก      0.8 กรัม 

 กรดอะซิตกิ      30 มิลลิลิตร 
 นํ %ากลั,น       70 มิลลิลิตร 
 ผสมกรดซัลฟานิลิกกับนํ %ากลั,น นําไปให้ความร้อนจนกระทั,งละลาย ตั %งทิ %งไว้ให้เย็น 
จากนั %นนําไปผสมกบักรดอะซิตกิ เก็บรักษาในขวดสีชา ที,อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

10. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
 กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 37 เปอร์เซ็นต์   84 มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตรด้วยนํ %ากลั,น เก็บไว้ในขวดสีชา 
 
11. สารละลายแกรมไอโอดีน 
 ผงไอโอดีน      50 กรัม 
 โพแทสเซียมไอโอดีน     100 กรัม 
 นํ %ากลั,น       1,000 มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมทั %ง 3 ชนิดเข้าด้วยกัน จากนั %นกรองด้วยกระดาษกรองแล้วเก็บรักษาใน
ขวดสีชา ที,อณุหภมูิห้อง 
 
12. สารละลายคริสตัลไวโอเลต 
 ผงคริสตลัไวโอเลต     2 กรัม 
 เอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์     10 มิลลิลิตร 
 นํ %ากลั,น       90 มิลลิลิตร 
 ละลายสว่นผสมทั %ง 3 ชนิดเข้าด้วยกนั แล้วเก็บรักษาในขวดสีชา ที,อณุหภมูิห้อง 
 
13. สารละลายซาฟรานิน 
 ผงซาฟรานิน      0.5 กรัม 
 เอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์     20 มิลลิลิตร 
 นํ %ากลั,น       80 มิลลิลิตร 
 ละลายส่วนผสมทั %ง 3 ชนิดเข้าด้วยกัน จากนั %นกรองด้วยกระดาษกรองแล้วเก็บรักษาใน
ขวดสีชา ที,อณุหภมูิห้อง 
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14. สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 10 เปอร์เซนต์ 
 โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต     10 กรัม 

ละลายในนํ %าปลอดประจแุละปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร (ปฏิบตัใินตู้ดดูควนั) 
 
15. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น  1 โมลาร์ 

 ละลายเกร็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ 40 กรัมในนํ %ากลั,นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เก็บไว้ใน
ขวดสีชา 
 
16. สารละลายเมทลิเรด 
 ผงเมทิลเรด      0.02 กรัม 
 เอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์     60 มิลลิลิตร 
 นํ %ากลั,น       40 มิลลิลิตร 
 ละลายสว่นผสมทั %ง 3 ชนิดเข้าด้วยกนั แล้วเก็บรักษาในขวดสีชา ที,อณุหภมูิห้อง 
 
17. สารละลายผสมของ 10 มิลลิโมลาร์ dNTPs 

ผสม dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ความเข้มข้น 100 มิลลโิมลาร์ ชนิดละ 10 ไมโครลิตร 
เข้าด้วยกนั และปรับปริมาตรด้วยนํ %ากลั,นให้ได้ปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 ไมโครลิตร เก็บที,อณุหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส 
 
18. สารละลายโพแทสเซียม 40 เปอร์เซ็นต์ 

 ละลายเกร็ดโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 40 กรัมในนํ %ากลั,นปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บไว้ใน
ขวดสีชา 
 
19. สารละลายมาลาไคท์กรีน 

 ผงมาลาไคท์กรีน      5 กรัม 
 นํ %ากลั,น       100 มิลลิลิตร 
 ละลายผงมาลาไคท์กรีนในนํ %ากลั,น จากนั %นกรองด้วยกระดาษกรองแล้วเก็บรักษาในขวดสี
ชา ที,อณุหภมูิห้อง 
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20. สารละลายสาํหรับล้างสี (Destaining solution) 
 เอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์     400 มิลลิลิตร 
 กรดอะซิตกิเข้มข้น     100 มิลลิลิตร 

ผสมสารทั %งสองชนิดเข้าด้วยกัน จากนั %นปรับปริมาตรด้วยนํ %ากลั,นให้ได้ปริมาตรสุดท้าย
เป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที,อณุหภมูิห้อง 
 
21. สารละลายสาํหรับย้อมสี (Staining solution) 

 สีคแูมสซี บริลเลียนท์บล ูอาร์ 250    2 กรัม 
 เอธานอล      400 มิลลิลิตร 
 กรดอะซิตกิเข้มข้น     100 มิลลิลิตร 
 ผสมสารทั %งสามชนิดเข้าด้วยกนั กรองด้วยกระดาษกรอง จากนั %นปรับปริมาตรด้วยนํ %ากลั,น
ให้ได้ปริมาตรสดุท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร นําไปเขย่าที,อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ถึง 2 ชั,วโมง เก็บ
รักษาไว้ที,อณุหภมูิห้อง 
 
22. สารละลายสาํหรับชะโปรตีนออกจากโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล 
 โซเดียมคลอไรด์      0.86 กรัม 
 สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ พีเอช 7.5 5 มิลลิลิตร 
 สารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ พีเอช 8 20 ไมโครลิตร 
 ละลายส่วนผสมทั %ง 3 ชนิดให้เข้ากนั แล้วปรับปริมาตรด้วยนํ %ากลั,นให้มีปริมาตรสุดท้าย
เป็น 100 มิลลิลิตร เก็บรักษาที,อณุหภมูิห้อง 
 
23. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 เอธิเดียมโบรไมด์     1 มิลลิกรัม 
 ละลายในนํ %ากลั,น 100 มิลลิลิตรและเก็บในภาชนะปิดสนิทให้พ้นแสง 

24. สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 10 เปอร์เซ็นต์  
 แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต     100 มิลลิกรัม  

นํ %าปลอดประจปุลอดเชื %อ     1 มิลลิลิตร 
ใสใ่นหลอดไมโครฟิวจ์ที,ปราศจากเชื %อและละลายจนหมด 

 
 



95 
 

25. สารละลาย IPTG ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ 
 IPTG       238 มิลลิกรัม 
 ละลายในนํ %าปลอดประจุให้มีปริมาตรสุดท้ายเป็น 10 มิลลิลิตรและกรองผ่านชุดกรอง
สําเร็จรูปชนิดเซลลโูลสอะซิเตท ขนาดรู 0.22 ไมโครเมตร เก็บที,อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
26. สารละลาย NaCl ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ใน Tris-HCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 

pH 7.5 
 NaCl       58.44 กรัม 
 ละลาย NaCl ในสารละลาย Tris-HClความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 และปรับ
ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
 
27. สารละลาย naphthylamine 0.5เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายกรดอะซิตกิ 30 

เปอร์เซ็นต์ 
 N,N-dimethyl-α- naphthylamine   0.5 กรัม 
 กรดอะซิตกิ      30 มิลลิลิตร 
 นํ %ากลั,น       70 มิลลิลิตร 
 ผสมนํ %ากลั,นและกรดอะซิติกเข้าด้วยกันจากนั %นเติม N,N-dimethyl-α- naphthylamine 
ลงไป เก็บรักษาในขวดสีชา ที,อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
28. สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ pH 8 

 Trisma Base (C4H11NO3)    1.21 กรัม 
 ละลาย Trisma Base ในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้เท่ากบั 8 ด้วยกรด
ไฮโดรคลอริกเข้มข้น จากนั %นเติมนํ %ากลั,นจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่าเชื %อด้วยความ
ดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ %ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เก็บรักษาไว้ที,
อณุหภมูิห้อง  
 
29. สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ pH 7.5 

 Trisma Base (C4H11NO3)    121 กรัม 
 ละลาย Trisma Base ในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้เท่ากบั 7.5 ด้วย
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น จากนั %นเติมนํ %ากลั,นจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่าเชื %อด้วย
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ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เก็บรักษาไว้ที,
อณุหภมูิห้อง ก่อนใช้ให้นํามาเจือจางด้วยนํ %ากลั,นให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 50 มิลลิโมลาร์ 
 
30. สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 6.8 

 Trisma Base (C4H11NO3)    60.57 กรัม 
 ละลาย Trisma Base ในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้เท่ากบั 6.8 ด้วย
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น จากนั %นเติมนํ %ากลั,นจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่าเชื %อด้วย
ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เก็บรักษาไว้ที,
อณุหภมูิห้อง  
 
31. สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ pH 8.8 

 Trisma Base (C4H11NO3)    181.71 กรัม 
 ละลาย Trisma Base ในนํ %ากลั,นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้เท่ากบั 8.8 ด้วย
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น จากนั %นเติมนํ %ากลั,นจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ,งฆ่าเชื %อด้วย
ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เก็บรักษาไว้ที,
อณุหภมูิห้อง  
 
32. สารละลาย Tween 80 0.1 เปอร์เซ็นต์ 

Tween 80      100 ไมโครลิตร 
นํ %ากลั,น       100 มิลลิลิตร 
นําไปนึ,งฆา่เชื %อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ %ว อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 

15 นาที 
 
33. สารละลาย X-gal 4 เปอร์เซ็นต์ 

 X-gal       400 มิลลิกรัม 
 ละลายในสารละลาย dimethylformamide ให้มีปริมาตรสุดท้ายเป็น 10 มิลลิลิตร พัน
หลอดด้วยอะลมูิเนียมฟลอยด์ และเก็บที,อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
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34. สารละลาย 10X อิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ 
 Trisma Base (C4H11NO3)    30 กรัม 
 ไกลซีน        145 กรัม 
 โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต     10 กรัม 
 แยกละลายสารทั %งสามชนิดด้วยนํ %ากลั,น จากนั %นนํามารวมกันและปรับปริมาตรด้วยนํ %า
กลั,นให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที,อุณหภูมิห้อง ก่อนใช้นํามาเจือจาง
ด้วยนํ %ากลั,นปลอดประจใุห้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 1X 
 
35. แอมพซิิลลิน ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 แอมพิซิลลิน      100 มิลลิกรัม 
 ละลายในนํ %าปลอดประจุให้มีปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 มิลลิลิตรและกรองผ่านชุดกรอง
สําเร็จรูปชนิดเซลลโูลสอะซิเตท ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร เก็บที,อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
36. 5X Laemmli buffer 

 กลีเซอรอล 87 เปอร์เซ็นต์    5.75 มิลลิลิตร 
 สารละลาย Tris-HCl pH 6.8    2.5 มิลลิลิตร 
 บรอมฟีนอลบล ู      0.05 กรัม 
 โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต     1 กรัม 
 ผสมสารทุกชนิดเข้าด้วยกันและเก็บรักษาที,อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนนํามาใช้ให้
ผสมกับ 2-เมอร์แคปโตเอธานอล ในอัตราส่วน สารละลาย 950 ไมโครลิตรต่อ 2-เมอร์แคปโต
เอธานอล 50 ไมโครลิตร 
 
37. α-naphthol solution  

 ผง α-naphthol     5 กรัม 
 เอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์    100 มิลลิลิตร 
 ละลายผงผง α-naphthol ในเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ แล้วเก็บรักษาในขวดสีชา ที,
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค 

1. กราฟมาตรฐานสาํหรับการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

n 
2. กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าลอการิทมึของนํ Iาหนักโมเลกุลกับระยะทางที�โปรตีน
เคลื�อนที�บนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล 
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ภาคผนวก ง 

ผลการวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย N1 
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 
 
gb|FJ189764.1|  Bacillus subtilis strain MSB10 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
Length=1607 
 Score = 1534 bits (1700),  Expect = 0.0 
 Identities = 865/874 (99%), Gaps = 3/874 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  1     ATGGCGGCCGCGGGAATTCGATT---GGCTACTTGCTTACGACTTCACCCCAATCATCTG  57 
             |||||||||||||||||||||||   |||||| |  |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1593  ATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTTACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCCAATCATCTG  1534 
 
Query  58    TCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACT  117 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1533  TCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACT  1474 
 
Query  118   CTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATCCACCGCGGCATGCTGA  177 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||| 
Sbjct  1473  CTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGA  1414 
 
Query  178   TCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTG  237 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1413  TCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTG  1354 
 
Query  238   AGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATT  297 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1353  AGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATT  1294 
 
Query  298   GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTC  357 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1293  GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTC  1234 
 
Query  358   CTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATC  417 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1233  CTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATC  1174 
 
Query  418   AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC  477 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1173  AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC  1114 
 
Query  478   ATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGA  537 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1113  ATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGA  1054 
 
Query  538   TGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT  597 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1053  TGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT  994 
 
Query  598   GTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAG  657 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  993   GTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAG  934 
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Query  658   TGCCTAATGCGTTAGCTACAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATC  717 
             ||| ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  933   TGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATC  874 
 
Query  718   GTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTC  777 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  873   GTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTC  814 
 
Query  778   AGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGC  837 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  813   AGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGC  754 
 
Query  838   ATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTC  871 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  753   ATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTC  720 
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ภาคผนวก จ 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติ ิ
 

1. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติขิองการแปรผันชนิดของอาหารเลี Iยงเชื Iอที�ให้แอกทวิิตีใน
การยับยั Iงการเจริญของราก่อโรคได้ดีที�สุด 

 

Inhibition 
Descriptives 

Media Hour Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

NB 9.00 1.563 .51539 .259 1.044 2.081 

12.00 3.500 .40825 .259 2.981 4.019 

15.00 3.775 .65383 .259 3.256 4.294 

18.00 2.750 .45644 .259 2.231 3.269 

21.00 2.750 .45644 .259 2.231 3.269 

24.00 1.938 .31458 .259 1.419 2.456 

LB 9.00 1.750 .64550 .259 1.231 2.269 

12.00 3.563 .37500 .259 3.044 4.081 

15.00 2.000 .00000 .259 1.481 2.519 

18.00 2.000 .81650 .259 1.481 2.519 

21.00 2.438 .59073 .259 1.919 2.956 

24.00 2.125 .25000 .259 1.606 2.644 

TSB 9.00 4.875 .47871 .259 4.356 5.394 

12.00 5.625 .32275 .259 5.106 6.144 

15.00 4.438 .23936 .259 3.919 4.956 

18.00 5.000 .81650 .259 4.481 5.519 

21.00 3.375 .75000 .259 2.856 3.894 

24.00 4.375 .43301 .259 3.856 4.894 

 
 
 
 
 
\ 
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Media Homogeneous Subsets 

Duncana,, b                      Inhibition 

Media N 

Subset 

1 2 3 

2.00 24 2.3125   

1.00 24  2.7125  

3.00 24   4.6146 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

 
Hour Homogeneous Subsets 

Duncana,,b                              Inhibition 

Hour N 

Subset 

1 2 3 4 

9.00 12 2.7292    

24.00 12 2.8125 2.8125   

21.00 12 2.8542 2.8542   

18.00 12  3.2500 3.2500  

15.00 12   3.4042  

12.00 12    4.2292 

Sig.  .582 .054 .469 1.000 

 
2. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติขิองการแปรผันค่า pH ของอาหารเลี Iยงเชื Iอที�ให้แอกทวิิตี
ในการยับยั Iงการเจริญของราก่อโรคได้ดีที�สุด 
 

 Description 
Inhibition 

pH Hour Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

6 9.00 5.250 .95743 .306 4.636 5.864 

12.00 4.375 .94648 .306 3.761 4.989 

15.00 1.750 .50000 .306 1.136 2.364 

18.00 2.250 .50000 .306 1.636 2.864 

21.00 2.125 .25000 .306 1.511 2.739 
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24.00 2.000 .81650 .306 1.386 2.614 

7 9.00 4.750 .64550 .306 4.136 5.364 

12.00 5.625 .75000 .306 5.011 6.239 

15.00 5.000 .00000 .306 4.386 5.614 

18.00 4.250 .50000 .306 3.636 4.864 

21.00 2.938 .31458 .306 2.323 3.552 

24.00 4.875 1.03078 .306 4.261 5.489 

8 9.00 4.500 1.00000 .306 3.886 5.114 

12.00 3.000 .00000 .306 2.386 3.614 

15.00 2.000 .00000 .306 1.386 2.614 

18.00 1.750 .28868 .306 1.136 2.364 

21.00 1.813 .23936 .306 1.198 2.427 

24.00 1.437 .42696 .306 .823 2.052 

 
pH Homogeneous Subsets 

Duncana,,b                      Inhibition 

pH N 

Subset 

1 2 3 

8 24 2.4167   

6 24  2.9583  

7 24   4.5729 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

 
Hour Homogeneous Subsets 

Duncana,,b                      Inhibition 

Hour N 

Subset 

1 2 3 

21.00 12 2.2917   

18.00 12 2.7500 2.7500  

24.00 12 2.7708 2.7708  

15.00 12  2.9167  

12.00 12   4.3333 

9.00 12   4.8333 

Sig.  .075 .535 .051 
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3. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติขิองการแปรผันอุณหภูมิในการเพาะเลี Iยงที�ให้แอกทวิิตีใน
การยับยั Iงการเจริญของราก่อโรคได้ดีที�สุด 
 

 Descriptive 
Inhibition 

Temp Hour Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

30oC 9.00 6.000 .81650 .363 5.272 6.728 

12.00 5.750 .50000 .363 5.022 6.478 

15.00 5.125 .47871 .363 4.397 5.853 

18.00 2.750 .28868 .363 2.022 3.478 

21.00 2.125 .25000 .363 1.397 2.853 

24.00 2.500 .00000 .363 1.772 3.228 

37oC 9.00 4.000 .91287 .363 3.272 4.728 

12.00 7.000 .70711 .363 6.272 7.728 

15.00 6.000 .81650 .363 5.272 6.728 

18.00 5.375 .75000 .363 4.647 6.103 

21.00 5.500 1.08012 .363 4.772 6.228 

24.00 4.000 1.22474 .363 3.272 4.728 

40oC 9.00 5.375  .363 4.647 6.103 

12.00 5.500 1.08012 .363 4.772 6.228 

15.00 4.000 .91287 .363 3.272 4.728 

18.00 4.000 .40825 .363 3.272 4.728 

21.00 4.000 .40825 .363 3.272 4.728 

24.00 2.750 .28868 .363 2.022 3.478 

 
Temp Homogeneous Subsets 

Duncana,,b              Inhibition 

Temp N 

Subset 

1 2 

30oC 24 4.0417  

40oC 24 4.2708  

37oC 24  5.3125 

Sig.  .279 1.000 
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Hour Homogeneous Subsets 

Duncana,,b                              Inhibition 

Hour N 

Subset 

1 2 3 4 

24.00 12 3.0833    

21.00 12  3.8750   

18.00 12  4.0417   

15.00 12   5.0417  

9.00 12   5.1250  

12.00 12    6.0833 

Sig.  1.000 .576 .780 1.000 

 
4. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของบริเวณยับยั Iงที�เกิดจากโปรตีนความเข้มข้นต่างๆใน
การหาความเข้มข้นตํ�าสุดที�ยับยั Iงการเจริญของรา Curvularia sp. จากส่วนนํ Iาใสของนํ Iา
เลี Iยงเชื Iอแบคทีเรีย 
 

 Descriptive 

MICs Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

350.00 4.000 .81650 .323 3.270 4.730 

700.00 4.750 .50000 .323 4.020 5.480 

1400.00 6.500 .57735 .323 5.770 7.230 

 
MICs Homogeneous Subsets 

Duncana,,b               Inhibition 

MICs N 

Subset 

1 2 

350.00 4 4.0000  

700.00 4 4.7500  

1400.00 4  6.5000 

Sig.  .135 1.000 
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5. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติขิองบริเวณยับยั Iงที�เกิดจากโปรตีนความเข้มข้นต่างๆใน
การหาความเข้มข้นตํ�าสุดที�ยับยั Iงการเจริญของรา Curvularia sp. 
 
 

 Descriptive 
Inhibition 

MICs Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

23.43 3.125 .17678 .424 2.146 4.104 

46.87 5.060 .08485 .424 4.081 6.039 

93.75 5.500 .35355 .424 4.521 6.479 

187.50 6.125 .17678 .424 5.146 7.104 

375.00 7.000 .00000 .424 6.021 7.979 

750.00 7.875 .17678 .424 6.896 8.854 

1500.00 8.875 1.59099 .424 7.896 9.854 

3000.00 9.750 .35355 .424 8.771 10.729 

 
MICs Homogeneous Subsets 

Duncana,,b                                       Inhibition 

MICs N 

Subset 

1 2 3 4 5 6 

23.43 2 3.1250      

46.87 2  5.0600     

93.75 2  5.5000     

187.50 2  6.1250 6.1250    

375.00 2   7.0000 7.0000   

750.00 2    7.8750 7.8750  

1500.00 2     8.8750 8.8750 

3000.00 2      9.7500 

Sig.  1.000 .127 .183 .183 .134 .183 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 
 นางสาวกนิฏฐกา แดนราช เกิดเมื,อวนัที, 3 กนัยายน พ.ศ. 2526 ที,จงัหวดัสระบุรี ได้รับ
ปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิตจากภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิ
โรฒ ในปีการศกึษา 2549 และเข้ารับการศกึษาตอ่ในระดบัปริญญามหาบณัฑิต สาขาจลุชีววิทยา
ทางอตุสาหกรรม ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 
2553 ที,อยูปั่จจบุนั 2 หมู ่1 ต.ศาลารีไทย อ.เสาไห้ จ.สระบรีุ 18160  
 
ผลงานวิชาการ 
กนิฏฐกา แดนราชและปาหนนั เริงสําราญ. ภาวะที,เหมาะสมสําหรับแบคทีเรีย N1 ในการผลิตสาร
ยบัยั %งการเจริญของราก่อโรคในปทุมมา. การประชุมวิชาการ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยา
เขตกําแพงแสน ครั %งที, 7. 7-8 ธนัวาคม 2553. หน้า 830-837. 
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