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บทที�  1 

บทนํา 

อุตสาหกรรมกล้วยไม้ของประเทศไทยได้เจริญก้าวหน้าอย่างมาก และทํารายได้เข้าสู่
ประเทศจํานวนมหาศาล ดงันั !นการปลกูกล้วยไม้จึงมีความสําคญัอย่างยิ%ง  กล้วยไม้ไทยเป็นสินค้า
ที%ได้รับความนิยมในต่างประเทศ และประเทศไทยครองอันดบัการส่งออกกล้วยไม้ตดัดอกเมือง
ร้อนเป็นอนัดบัหนึ%งของโลกมาเป็นเวลานาน ซึ%งมีมูลค่าการส่งออกขยายตวัอย่างต่อเนื%องตลอด
ช่วงทศวรรษที%ผ่านมา (เจตน์ มีญาณเยี%ยม, 2009)  กล้วยไม้จดัเป็นพืชที%ดแูลรักษาคอ่นข้างยาก
เพราะบอบบาง อ่อนแอ ไม่ทนทานตอ่แมลง แบคทีเรีย ไวรัส และรา ทําให้เกิดโรคตา่งๆ มากมาย 
เช่น เกิดจาก Cymbidium Mosaic Virus (CymMV) และ Erwinia carotovora ซึ%งเป็นไวรัสและ
แบคทีเรียที%ก่อให้เกิดความเสียหายแก่กล้วยไม้ (Chan และคณะ, 2005) แต่ปัญหาที%นกัเพาะ
กล้วยไม้พบกนัสว่นมาก คือ โรคที%เกิดจากเชื !อรา  

Colletotrichum gloeosporioides  และ Curvularia lunata เป็นราที%ทําให้เกิดโรคในพืช
ได้หลายชนิด รวมทั !งกล้วยไม้ ซึ%งโรคที%เกิดจากราสองชนิดได้แก่ โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) 
และโรคดอกสนิมหรือจดุสนิม (Flower rusty spot) ตามลําดบั สาเหตทีุ%ทําให้เกิดโรคตา่งๆ นี !เกิด
จากสภาพพื !นที%อับร้อนชื !น โดยเฉพาะช่วงที%มีฝนตกชุกหลายวัน หรือมีนํ !าค้างลงจัด ทําให้รา
เจริญเตบิโตได้ดีและเข้าทําลายเนื !อเยื%อพืชได้ง่าย และมกัเกิดกบัต้นที%ปลกูด้วยกาบมะพร้าว ราทั !ง
สองชนิดมกัพบก่อโรคมากในกล้วยไม้สกุลคทัลียา หวาย ออนซิเดียม และแวนด้า ซึ%งอาการของ
โรคมกัจะเริ%มเป็นเพียงเล็กน้อยจากนั !นจะเพิ%มขึ !นเรื%อยๆ จนทําให้ต้นตายได้ในที%สดุ (อนงค์ จนัทร์
ศรีกลุ, 2520) 

เมื%อพืชที%ปลูกมีการติดเชื !อทั !งสองชนิดนี !แล้วจะส่งผลเสียหายแก่เกษตรกร ทั !งสูญเสีย
ผลผลิตและยงัส่งผลไปถึงเศรษฐกิจเพราะไม่สามารถเก็บเกี%ยวผลผลิตไปขายได้ ทําให้ขาดรายได้ 
ดงันั !นจึงมีการค้นหาวิธีการต่างๆ เพื%อเป็นการป้องกันการก่อโรคในกล้วยไม้ เช่น ปรับสภาพพื !นที%
ปลกูให้โปร่งโลง่ ไมใ่ห้อบัชื !น มีอากาศถ่ายเทสะดวก ไม่ปลกูกล้วยไม้แน่นเกินไป ถ้าพบต้นที%แสดง
อาการควรทําลายทิ !งด้วยการเผาทําลาย แล้วฉีดพ่นด้วยสารป้องกนักําจดัรา (อุไร จิรมงคลการ, 
2548)  ผู้ปลกูกล้วยไม้สว่นใหญ่นิยมใช้สารเคมี เพราะมีความสามารถในการยบัยั !งราได้เป็นอย่าง
มีประสิทธิภาพ และให้ผลที%รวดเร็ว  แตก่ารใช้สารเคมีหากใช้ติดตอ่กนัเป็นเวลานาน นอกจากจะ
ทําให้เชื !อดื !อตอ่ยาแล้ว ยงัทําให้เกิดสารตกค้างในดนิ และก่อให้เกิดผลเสียกบัพืชที%ปลกูและเกิดผล
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เสียตอ่สขุภาพของเกษตรกร  นอกจากนี !ยงัก่อให้เกิดการตกค้างในธรรมชาติและในผลิตภณัฑ์ซึ%ง
ส่งผลทําให้เกิดการปฏิเสธผลิตภัณฑ์ได้  ดังนั !นจึงมีการศึกษาหาวิธีทางธรรมชาติมาใช้ในการ
ยบัยั !งรา เพื%อจะได้ไมก่่อให้เกิดสารตกค้างในธรรมชาตแิละไมส่ง่ผลเสียตอ่สขุภาพได้ 

วิธีทางชีวภาพที%นิยมใช้กันส่วนมากคือ ใช้จุลินทรีย์ที%สามารถต้านการเจริญของราได้  
แบคทีเรียซึ%งเป็นจลุินทรีย์ชนิดหนึ%งนั !นมีรายงานวา่สามารถยบัยั !งการเจริญของราได้ โดยพบว่าสาร
ที%ผลิตออกมาบางชนิดสามารถยับยั !งการเจริญของราได้หลายสายพันธุ์  และสารที%สร้างโดย
แบคทีเรียชนิดเดียวกันอาจมีด้วยกันหลายประเภท ซึ%งสารแต่ละประเภทอาจเป็นสารที% มี
ความจําเพาะต่อราบางชนิดหรือสามารถยบัยั !งราได้หลายชนิด และการสร้างสารแต่ละชนิดของ
แบคทีเรียนั !นจะขึ !นกบัภาวะที%เลี !ยงแบคทีเรีย ถ้าต้องการสารชนิดใดจะต้องเลี !ยงแบคทีเรียในภาวะ
ที%เหมาะสมที%ทําให้แบคทีเรียสามารถสร้างสารนั !นออกมาได้มากที%สดุ ดงันั !นจะเห็นได้ว่าภาวะใน
การสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งรามีความสําคญัเป็นอย่างยิ%ง โดยปัจจยัที%มีผลตอ่การผลิตสารที%
มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของราแตล่ะชนิดมีหลายปัจจยั เช่น ชนิดของอาหาร, pH, อุณหภูมิ 
และการให้อากาศ (Moita และคณะ, 2005)  

งานวิจยัก่อนหน้านี !ได้คดัเลือกแบคทีเรียจากดินที%อุดมสมบรูณ์ในจงัหวดักาญจนบรีุ และ
พบว่าแบคทีเรีย 10 ไอโซเลต ได้แก่ M10, M15, M22, M23, M25, M26, M27, N1, N3 และ N9 
สามารถยับยั !งราหลายชนิดได้ (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549)  ในงานวิจัยนี !จะนําแบคทีเรีย
เหล่านี !มาทดสอบความสามารถในการยบัยั !งการเจริญของ C. gloeosporioides และ C. lunata  
ซึ%งเป็นราที%ก่อโรคในกล้วยไม้ และเพื%อให้แบคทีเรียที%คดัเลือกสามารถสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !ง
การเจริญของราได้ดีที%สดุจะนํามาแปรผนัปัจจยัตา่งๆสําหรับการเจริญและการผลิตสาร ได้แก่ ชนิด
ของอาหารเลี !ยงเชื !อ, pH ของอาหารเลี !ยงเชื !อ, อณุหภมูิที%ใช้ในการเจริญของเชื !อ, และระยะเวลาใน
การเลี !ยงเชื !อ  เมื%อได้ภาวะที%เหมาะสมแล้วจะนําไปเลี !ยงแบคทีเรียเพื%อสกดัสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !ง
การเจริญของราตอ่ไป 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. คัดเลือกแบคทีเรียที% มีสมบัติในการยับยั !งการเจริญของรา Colletotrichum 
gloeosporioides และ Curvularia lunata  

2. หาภาวะที%เหมาะสมสําหรับแบคทีเรียในการสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของ
รา C. gloeosporioides และ C. lunata ซึ%งก่อโรคแอนแทรกโนส และโรคใบจดุในกล้วยไม้ รวมทั !ง
เพื%อแยกและทําบริสทุธิ[สารที%มีฤทธิ[ดงักลา่ว  
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บทที�  2 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

ข้อมูลทั�วไปเกี�ยวกับกล้วยไม้ 

กล้วยไม้เป็นพืชใบเลี !ยงเดี%ยวในวงศ์กล้วยไม้ (Family Orchidaceae) ซึ%งนบัเป็นวงศ์ใหญ่
ที%สดุในบรรดาพืชที%มีดอกทั !งหลาย กล้วยไม้มีลกัษณะเดน่ที%ดอกมีรูปร่างสวยงาม สะดดุตา ในบาง
สกลุ บางชนิด มีกลิ%นหอม ซึ%งช่วยทวีความน่าสนใจได้มากยิ%งขึ !น  ธรรมชาติของกล้วยไม้นั !นมกัจะ
ออกดอกปีละครั !ง และบานในช่วงสั !นๆ จึงต้องพฒันาลกัษณะตา่งๆ เพื%อช่วยล่อแมลง ซึ%งเป็นการ
ชว่ยให้พืชสามารถดํารงเผา่พนัธุ์ตอ่ไปได้ (เศรษฐมนัตร์ กาญจนกลุ, 2552) 

ประเทศไทยเป็นศนูย์กลางของแหล่งกําเนิดกล้วยไม้ป่าในภูมิภาคเอเชียและแปซิฟิค ซึ%งมี
กล้วยไม้อยูใ่นป่าตามธรรมชาตไิมตํ่%ากวา่ 1,000 ชนิด แสดงให้เห็นวา่ประเทศไทยมีสภาพแวดล้อม
ที%เอื !ออํานวยต่อการเจริญงอกงามของกล้วยไม้มาก และกล้วยไม้ป่าที%พบในภูมิภาคแถบนี !มี
ลกัษณะเดน่ที%เป็นเอกลกัษณ์ของตนเอง พบได้ทั !งที%อยู่บนต้นไม้อื%น หรือพบได้ตามหน้าผาภูเขาสงู
และบนพื !นดิน กล้วยไม้ที%พบในเมืองไทยมีความหลากหลายทั !งทางด้านรูปร่าง สีสนัของดอก ทรง
ต้น ใบ ถิ%นที%อยู่และสภาพภูมิอากาศ ดังนั !นกล้วยไม้จึงเป็นพืชที%น่าสนใจสําหรับบรรดานัก
เพาะเลี !ยงกล้วยไม้ และผู้ ที%ชื%นชม  ด้วยความงามของกล้วยไม้นี !เองจึงมีการปลูกเลี !ยงกล้วยไม้
อย่างจริงจงั โดยการสร้างเรือนกล้วยไม้อย่างง่ายๆเพื%อเพาะกล้วยไม้จําหน่ายในเชิงธุรกิจ มีการ
ปลกูเลี !ยงอย่างครบวงจรตั !งแตก่ารผสมเกสร การเพาะเนื !อเยื%อ การเลี !ยงลูกกล้วยไม้ การเลี !ยงต้น
กล้วยไม้ จนกระทั%งตดัดอกสง่ขายทั !งในและตา่งประเทศ (เศรษฐมนัตร์ กาญจนกลุ, 2551) 

กล้วยไม้กับเศรษฐกจิของประเทศ 

 พืชพนัธุ์ไม้ดอกไม้ประดบัมีความสําคญัทางเศรษฐกิจตอ่ประเทศ ซึ%งในบรรดาไม้ดอกไม้
ประดบัทั !งหมดนั !นกล้วยไม้จดัเป็นไม้ประดบัตดัดอกเมืองร้อนที%นํารายได้เข้าสู่ประเทศเป็นอนัดบั
หนึ%ง โดยอตุสาหกรรมกล้วยไม้ของประเทศได้เจริญก้าวหน้าอย่างมาก และกล้วยไม้ไทยเป็นสินค้า
ที%ได้รับความนิยมในต่างประเทศ ทําให้มีมูลค่าการส่งออกขยายตัวอย่างต่อเนื%องตลอดช่วง
ทศวรรษที%ผ่านมา (เจตน์ มีญาณเยี%ยม, 2009)  ประเทศไทยมีผลผลิตกล้วยไม้รวมทั !งประเทศ
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ประมาณ 26,100 ตนั/ปี ผลผลิตเฉลี%ย 1.8 ตนั/ไร่ (สกุลหวาย) ปริมาณที%ใช้ในประเทศ 12,975 
ตนั และเพื%อการส่งออกปริมาณ 13,125 ตนั (ตลาดกลางสินค้าเกษตรแห่งประเทศไทย, 2554) ใน
ปี 2553 ตั !งแตเ่ดือนมกราคมถึงเดือนพฤศจิกายน พบวา่มีการสง่ออกกล้วยไม้เป็นจํานวนมาก ซึ%งมี
มลูคา่กว่า 600 ล้านบาท (Export of Thailand Classified by Commodity, 2554) โดยประเทศ
ไทยได้สง่กล้วยไม้ไปสูป่ระเทศเนเธอร์แลนด์มากที%สดุ รองลงมาคือ ญี%ปุ่ นและสหรัฐอเมริกา คิดเป็น 
19.79%, 12.64% และ 12.13% ของกล้วยไม้ส่งออกทั !งหมด ตามลําดบั (Export of Thailand 
Classified by Commodity, 2554) 

กระทรวงเกษตรและสหกรณ์เป็นหน่วยงานหลกัในการดําเนินงานโครงการผลักดนัการ
ส่งออกกล้วยไม้ ซึ%งโครงการดงักล่าวจะสิ !นสุดในปี 2553 กระทรวงเกษตรฯ เสนอยทุธศาสตร์การ
แข่งขันกล้วยไม้ไทยในตลาดโลก พ.ศ.2554-2559 เพื%อช่วยพัฒนาและส่งเสริมอุตสาหกรรม
กล้วยไม้ของไทยให้รักษาความสามารถในการแขง่ขนัในตลาดโลกได้อย่างยั%งยืน (เปรม ณ สงขลา, 
2553) โดยเน้นการดําเนินงานใน 5 ยทุธศาสตร์ (บริษัท BSNcenter จํากดั, 2554) คือ  

1. เพิ%มศกัยภาพการแข่งขนัด้านการตลาดส่งออก เน้นศึกษาวิเคราะห์เพื%อแก้ไขปัญหา
อปุสรรคที%มีตอ่การสง่ออกในตลาดเดมิ  

2. การรณรงค์ประชาสมัพนัธ์กล้วยไม้ไทยทั !งในประเทศและตา่งประเทศ และส่งเสริมการ
สง่ออกกล้วยไม้ที%มีคณุภาพได้มาตรฐานสง่ออกและตรวจสอบย้อนกลบัได้  

3. สง่เสริมการผลิตกล้วยไม้คณุภาพ การพฒันาและสร้างสรรค์นวตักรรม โดยการส่งเสริม
งานวิจยัเชิงบรูณาการระหวา่งเกษตรกร ผู้ประกอบการและนกัวิจยั  

4. การพฒันาองค์กร ซึ%งจะเป็นการสง่เสริมการสร้างคลสัเตอร์กล้วยไม้ที%เข้มแข็ง และสร้าง
ศนูย์กลางการให้บริการกล้วยไม้แบบเบด็เสร็จ 

5. สง่เสริมการใช้กล้วยไม้ภายในประเทศและตา่งประเทศเพิ%มขึ !น อีกทั !งให้มีการสนบัสนนุ
การสง่ออกตามภารกิจและศกัยภาพด้วย 

หากดําเนินการตามแผนยุทธศาสตร์ฯ จะทําให้ประเทศไทยมีรายได้จากการส่งออก
กล้วยไม้เพิ%มขึ !น เกษตรกรผู้ผลิตกล้วยไม้ รวมทั !งธุรกิจตา่ง ๆ ที%เกี%ยวข้องกับอตุสาหกรรมกล้วยไม้
จะได้รับผลประโยชน์เพิ%มมากขึ !น (เปรม ณ สงขลา, 2553) 
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โรคของกล้วยไม้และการแพร่ระบาดของโรค 

ปัญหาที%สําคญัประการหนึ%งสําหรับเกษตรกรในการปลกูเลี !ยงกล้วยไม้คือ มีโรคซึ%งเกิดจาก 
แบคทีเรีย รา ไวรัส และแมลงรบกวนอยูเ่สมอ ซึ%งโรคของกล้วยไม้สว่นใหญ่พบวา่มีสาเหตมุาจากรา 
ทําให้ดอกกล้วยไม้เกิดความเสียหายไมเ่ป็นที%ต้องการของตลาด ผลผลิตด้อยคณุภาพ สร้างปัญหา
แก่เกษตรกรผู้ผลิตกล้วยไม้ตดัดอกสง่ออกเป็นอย่างมาก ซึ%งราที%พบว่าก่อให้เกิดปัญหากบักล้วยไม้
มีรายละเอียดดงันี ! 

 Colletotrichum gloeosporioides 

C. gloeosporioides เป็นราที%มีรายงานว่าเป็นหนึ%งในเชื !อสาเหตขุองโรคที%มีปัญหาด้าน
การแพร่กระจายไปทั%ว โดยติดเชื !อในพืชได้มากกว่า 1,000 ชนิด (Phoulivong และคณะ, 2010) 
สามารถก่อโรคในกล้วยไม้ได้หลายสายพันธุ์ ในพื !นที%ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศ
อาร์เจนตนิา (Cabrera และคณะ, 2003)  ราชนิดนี !เป็นราที%ก่อให้เกิดโรคในกล้วยไม้เขตร้อน   การ
ติดเชื !อโดยรา C. gloeosporioides เริ%มจากการงอกของสปอร์และแทรก germ tube เข้าไปใน
กล้วยไม้ (Oh และคณะ, 1999)  ราชนิดนี !เป็นสาเหตขุองโรคได้หลายชนิด เช่น โรคลําต้นเน่า, ต้น
อ่อนแห้งเหี%ยว และโรคแอนแทรคโนส เป็นต้น (Munoz และคณะ, 2009)  โรคแอนแทรคโนส เป็น
คําที%ได้รับมาจากภาษากรีกมีความหมายว่าถ่านหิน (coal) ซึ%งหมายถึงอาการของโรคที%จะเห็นเป็น
สีดําบนพืช (Isaac, 1992)  ราชนิดนี !จดัอยู่ใน Phylum Ascomycota, Class Sordariomycetes, 
Order Phyllachorales, Family Phyllachoraceae  ลกัษณะทั%วไปของราคือ สร้างเส้นใยฝังอยู่ใน
ผิวพืช เส้นใยไม่มีสี หรือสีนํ !าตาลอ่อน จนถึงนํ !าตาลแก่ (Than และคณะ, 2008)  ในจานอาหาร
แข็งราชนิดนี !จะสร้างเส้นใยสีขาว ดงัแสดงในรูปที% 2.1 

  

 

รูปที� 2.1 รา Colletotrichum gloeosporioides บนอาหารแข็ง PDA (Potato-Dextrose Agar) 
บม่ที% 30oC เป็นเวลา 5 วนั 
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นอกจากนี ! C. gloeosporioides ยงัก่อให้เกิดโรคเกสรดํา หรือเส้าเกสรดอกไม้ (Black 
anther or column blight) ในกล้วยไม้สกลุหวาย  อาการของโรคจะปรากฏที%บริเวณตา่งๆ ของ
กล้วยไม้ โดยเฉพาะอยา่งยิ%งที%เส้าเกสร และบนกลีบดอก  อาการที%เกิดบนส่วนเกสรเพศผู้และเกสร
เพศเมียที%อยูร่วมกนัในสว่นกลางดอกที%เรียกวา่ เส้าเกสร เป็นจดุแผลสีเทาอมดํา ยบุตวัจากเนื !อเยื%อ
ปกต ิและมีขอบแผลสีนํ !าตาลเข้มรอบแผลมกัเกิดบนดอกที%บานแล้ว ตอ่มา 2-3 วนัแผลเหล่านั !นจะ
แห้งติดอยู่ที%เส้าเกสร  ส่วนอาการที%เกิดบนกลีบดอกจะเกิดแผลจุดสีนํ !าตาลกลมหรือรี ตรงกลาง
แผลจะมีสีนํ !าตาลเข้ม บนกลีบดอกชั !นนอก กลีบดอกชั !นในแผลจะเกิดเดี%ยวๆ เห็นได้ชดัเจนบนดอก
ที%บานเตม็ที%แล้ว โดยเฉพาะกล้วยไม้สกลุ มอคคารา และลกูผสมสกลุหวายสีขาว  

ส่วนโรคแอนแทรคโนสนั !นก็มีสาเหตเุกิดจากเชื !อ C. gloeosporioides เช่นเดียวกัน   
สามารถเกิดได้กับกล้วยไม้ทกุชนิด ลกัษณะอาการที%เกิดจากการติดราชนิดนี ! เกิดได้ทั !งที%ปลายใบ
และกลางใบ โดยจะเป็นแผลวงกลมสีนํ !าตาลอมแดงหรือสีนํ !าตาลไหม้ ซึ%งขยายออกไปเป็นแผล
ใหญ่เห็นเป็นวงกลมซ้อนกนัหลายชั !น เนื !อเยื%อที%เป็นแผลบุม๋ลึกลงไปตํ%ากว่าระดบัผิวใบเล็กน้อย ดงั
รูปที% 2.2  กล้วยไม้บางชนิดมีขอบแผลเป็นเนื !อเยื%อสีเหลืองล้อมรอบแผล บางชนิดแผลมีขอบสี
นํ !าตาลเข้มกว่าด้านในและไม่มีขอบแผลสีเหลือง และเมื%อทิ !งไว้นานเนื !อเยื%อของแผลจะแห้งบาง
ผิดปกต ิขนาดของแผลมีขนาดแตกตา่งกนั  

การแพร่ระบาดของโรคนี !สามารถเกิดได้ตลอดปี มกัระบาดได้ดีในโรงเรือนที%มีความชื !น
สมัพทัธ์สงู โดยเฉพาะในช่วงฤดฝูนจะระบาดมากกว่าฤดอืู%นๆ ในฤดหูนาวหากมีหมอกและนํ !าค้าง
มากจะระบาดรุนแรงในกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวายสีขาวมากกว่าสีอื%น และรานี !สามารถ
เจริญเติบโตได้ดีในสภาพอากาศเขตร้อนชื !น และพบมากในโรงเรือนกล้วยไม้ที%อบัลม อบอ้าว การ
ถ่ายเทอากาศไมดี่ หรือการพรางแสงในโรงเรือนไม่เหมาะสม กล้วยไม้ได้รับแสงแดดมากเกินความ
ต้องการจะทําให้เซลล์พืชอ่อนแอ เชื !อเข้าทําลายได้ง่ายยิ%งขึ !น และราจะปลิวไปตามลม กระเด็นไป
กบันํ !าที%ใช้รด หรือละอองฝนที%ตก (กรมสง่เสริมการเกษตร, 2554) 
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รูปที� 2.2 โรคแอนแทรคโนส สาเหตเุกิดจากเชื !อ C. gloeosporioides  
(ที%มา : http://www.bloggang.com/data/radiergummi/picture/1225286788.jpg) 

 Curvularia lunata  

C. lunata เป็นราที%อยู่ในกลุ่ม Curvularia sp. พบได้มากกว่า 8 ชนิด และสามารถแยกได้
จากรากและเมล็ดของพืช (Watanabe, 2002) ส่วนมากพบในดิน และก่อให้เกิดโรคได้ทั !งในพืช
และคน (Brunskole และคณะ, 2009)  สําหรับในพืชก่อให้เกิดโรคใบไหม้, ใบจดุ และเมล็ดไหม้ 
(Prom และคณะ, 2003) ลกัษณะของราจะมีเส้นใยสีดํา (Brunskole และคณะ, 2008; Brunskole 
และคณะ, 2009) ที%เกิดจากการสร้างเมลานินซึ%งช่วยให้ราทนกับสภาพแวดล้อมที%รุนแรงได้ เช่น 
สารพิษตา่งๆ, รังสียูวี, รังสีเอ็กซ์, รังสีแกมมา, อุณหภูมิสูงหรือตํ%ามากๆ และเอนไซม์ไฮโดรไลติก 
เป็นต้น (Taborda และคณะ, 2008)  นอกจากนี !ยังพบเม็ดสีนี !ในโครงสร้างแอพเพรสซอเรียม 
(appressorium) ที%เป็นส่วนประกอบของสปอร์ของรา (Deising และคณะ, 2000) ซึ%งช่วยให้สปอร์
เกาะบนพื !นผิวของพืชได้ดี และทําให้เส้นใยของราสามารถเจาะเข้าสู่เนื !อเยื%อของพืชได้ และทําให้
พืชเกิดโรคได้ต่อไป (Plonka และ Grabacka, 2006)  ราชนิดนี !เดิมจัดอยู่ในกลุ่ม 
Deuteromycetes หรือ mitosporic fungi (Collins และคณะ, 2002) ซึ%งเป็นราที%ยงัไม่พบการ
สืบพนัธุ์แบบใช้เพศ แต่ในปัจจุบนัจดัอยู่ใน Phylum Ascomycota, Class Euascomycetes, 
Order Pleosporales, Family Pleosporaceae ลกัษณะการเจริญของราบนอาหารเลี !ยงเชื !อแข็ง 
PDA จะมีสีดําดงัแสดงในรูปที% 2.3 (ซ้าย) และสปอร์ของราชนิดนี !มีสีนํ !าตาลอ่อน รูปร่างตรงหรือ
โค้ง ปลายเรียว มีสี%เซลล์ โดยเซลล์ตรงกลางมีขนาดใหญ่สดุ มีสีเข้มกว่าเซลล์หวัท้าย ดงัแสดงใน
รูปที% 2.3 (ขวา) 
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รูปที� 2.3 ลกัษณะของเส้นใย (ซ้าย) และสปอร์ (ขวา) รา C. lunata บนอาหารแข็ง PDA บม่ที% 
30oC เป็นเวลา 7 วนั 

Curvularia spp. ก่อให้เกิดโรคดอกสนิมหรือจดุสนิม (Flower rusty spot) ในกล้วยไม้
ลกูผสมสกลุหวาย เช่น หวายขาว หวายชมพู (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2554) อาการของโรคจะ
ปรากฏบนกลีบดอกกล้วยไม้ เริ%มแรกจะเป็นจุดขนาดเล็กสีนํ !าตาลอมเหลือง และภายใน 2-3 วนั 
เมื%อจุดขยายใหญ่ขึ !นจะมีสีเข้มคล้ายสีสนิม ลกัษณะแผลค่อนข้างกลมมีขนาดตั !งแต่ 0.1 – 0.3 
มิลลิเมตร ตรงกลางแผลเป็นจดุสีนํ !าตาลแดง (ครรชิต ธรรมศิริ, 2547) ดงัแสดงในรูปที% 2.4  ส่วน
อาการบนใบพบน้อยและไม่รุนแรงในระดบัที%ก่อให้เกิดความเสียหาย (สมบตัิ รักไพบูลย์สมบตัิ, 
2540)  การแพร่ระบาดของโรคมักเกิดจากสภาพพื !นที%อับร้อนชื !น ทําให้ราเข้าทําลายได้ง่าย 
โดยเฉพาะช่วงที%มีฝนตกชุกติดต่อกันเป็นเวลานานๆ  หรือมีนํ !าค้างลงจดั และมกัเกิดโรคกับต้นที%
ปลกูด้วยกาบมะพร้าว ทําให้การแพร่ระบาดของโรคเกิดได้รวดเร็ว ทั%วทั !งสวนกล้วยไม้และบริเวณ
ใกล้เคียง (อไุร จิรมงคลการ, 2548) 

 

รูปที� 2.4 โรคดอกสนิมหรือจดุสนิม สาเหตเุกิดจากเชื !อ C. lunata  
(ที%มา : http://www.212cafe.com/freewebboard/view.php?user=babyinlove&id=1) 
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การป้องกันและกาํจัดราที�ก่อโรคในกล้วยไม้ 

 กลุ่มงานโรคพืช กองป้องกนัและกําจดัศตัรูพืช กรมส่งเสริมการเกษตร (2554) ได้แนะนํา
การป้องกนัและกําจดัการเกิดโรคไว้ดงันี ! 

1. หมั%นตรวจดแูลสวนกล้วยไม้ให้สะอาดอย่างสมํ%าเสมอ อย่าปล่อยให้ดอกกล้วยไม้บาน
โรยคาต้น เพราะจะเป็นแหลง่สะสมรา ซึ%งเป็นสาเหตใุห้ราเข้าทําลายได้ง่าย 

2. ใช้ต้นพนัธุ์ที%ปราศจากโรคไปปลูก เพราะกล้วยไม้ลูกผสมสกุลหวาย, มอคคารา บาง
สายพนัธุ์ออ่นแอตอ่โรค 

3. การพรางแสงกล้วยไม้ไม่เหมาะสมกบักล้วยไม้ ทําให้กล้วยไม้ได้รับแสงแดดจดัมาก
เกินไป จนทําให้ใบเกิดการออ่นแอ ใบไหม้ (sunburn) ราสามารถเข้าทําลายได้ง่าย 

4. เชื !อราจะอยู่ในนํ !าที%กักขงัไว้เพื%อใช้รดกล้วยไม้ด้วย ดงันั !นจึงควรฆ่าเชื !อเป็นครั !งคราว 
โดยใช้คลอรีนผงในอตัรา 5 กรัม ต่อนํ !า 400 ลิตร กวนให้ทั%วแล้วปล่อยทิ !งไว้ค้างคืน 
จนหมดกลิ%นคลอรีน แล้วจงึนํานํ !าที%ผา่นการฆา่เชื !อแล้วไปใช้ 

5. เก็บรวบรวมใบ ดอก ต้น เศษซากพืชที%เป็นโรค นําไปเผาทําลาย เพื%อไม่ให้เชื !อราแพร่
ระบาดได้ตอ่ไป 

6. พน่สารป้องกนักําจดัโรคพืชกลุ่ม คลอโรทาโลนิล (Chlorothalonil) อตัราส่วน 20 กรัม 
ตอ่นํ !า 20 ลิตร หรือ โพรคลอราท (Prochloraz Mn) อตัราส่วน 20 กรัม ตอ่นํ !า 20 ลิตร 
ในชว่งฤดฝูนพน่สารดงักลา่วถี%กวา่ปกต ิเพื%อป้องกนัโรคเส้าเกสรหรือเกสรดํา 

7. พ่นสารป้องกนักําจดัโรคพืชกลุ่ม ไอโปรไดโอน (Iprodione) อตัราส่วน 30 กรัม ตอ่นํ !า 
20 ลิตร ในช่วงฤดฝูน สลบักบัสารกลุ่ม แดปเทน (Captan) อตัราส่วน 40 กรัม ตอ่นํ !า 
20 ลิตร หรือนําต้นพนัธุ์กล้วยไม้ไปแชส่ารเคมีดงักลา่วก่อนปลกูเพื%อป้องกนัโรค 

วิธีทางชีวภาพ 

แม้วา่จะมีการแนะนําให้เกษตรกรสว่นใหญ่ใช้สารเคมีในการกําจดัจลุินทรีย์ที%ก่อโรคในพืช 
(Khan และคณะ, 2001) แต่การใช้สารเคมีเพื%อกําจดัจุลินทรีย์ก็มีปัญหาต่างๆ มากมาย เช่น 
จลุินทรีย์มีการพฒันาเพื%อต้านทานต่อสารเคมีที%ใช้ และยงัเกิดสารพิษตกค้างในปริมาณที%มากขึ !น
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เรื%อยๆ (Chapin และคณะ, 2006)  ดงันั !นจึงมีการพฒันาวิธีการใหม่ๆ เพื%อเป็นอีกทางเลือกหนึ%ง
สําหรับการควบคมุโรคที%เกิดขึ !น โดยมีเทคโนโลยีตา่งๆที%จําเป็นสําหรับการควบคมุโรค ประกอบไป
ด้วย 3 วิธี คือ การประยกุต์ใช้จุลินทรีย์ที%เป็นปรปักษ์กับเชื !อที%ก่อโรคในพืช, การประยกุต์หาสารที%
เป็นยาต้านจุลชีพที%มีอยู่ตามธรรมชาติ และการทําให้ผลผลิตปราศจากโรค (Mari และคณะ, 
2003) ซึ%งทั !งหมดนี !ก็คือ วิธีทางชีวภาพ  วิธีนี !ถือได้ว่าเป็นวิธีที%มีความสําคญัสําหรับการจดัการกบั
โรคที%เกิดกับพืชเป็นอย่างมาก เนื%องจากมีประโยชน์ตา่งๆ มากมาย เช่น ลดการใช้สารเคมีสําหรับ
การควบคุมโรคพืช, ช่วยรักษาระบบนิเวศน์ และยังเป็นประโยชน์ต่อระบบเศรษฐกิจอีกด้วย 
(Bardas และคณะ, 2009)  

การควบคมุโรคที%เกิดบนพืชสามารถใช้จลุินทรีย์ที%เป็นปรปักษ์กบัเชื !อที%ก่อให้เกิดโรคบนพืช
ได้ (Cook และ Baker, 1983) โดยมีตวัอย่างงานวิจยัที%ใช้วิธีทางชีวภาพเพื%อยบัยั !งการเกิดโรคใน
พืช เช่น การคดัเลือกแบคทีเรียที%สามารถป้องกนัโรคที%เกิดจากเชื !อ Botrytis cinerea ซึ%งก่อให้เกิด
โรคราสีเทา (gray mold) โดยแยกแบคทีเรียได้จากดนิ และต้นองุ่น พบว่ามี 26 สายพนัธุ์ที%สามารถ
ควบคมุการติดเชื !อ B. cinerea บนใบองุ่นได้  เมื%อวิเคราะห์ลกัษณะทางกายภาพและชีวภาพแล้ว 
พบว่ามี 7 สายพนัธุ์ ได้แก่ Pseudomonas fluorescens PTA-268 และ PTA-CT2, Bacillus 
subtilis PTA-271, Pantoea agglomerans PTA-AF1 และ PTA-AF2, และ Acinetobacter 
lwoffii PTA-113 and PTA-152 และหลงัจากนําไปทดสอบกบัเชื !อ B. cinerea มีเพียงสายพนัธุ์ 
PTA-AF1 and PTA-CT2 เทา่นั !น ที%เป็นปรปักษ์กบัเชื !อ B. cinerea (Trotel-Aziz และคณะ, 2008) 

อีกตวัอย่างหนึ%งของวิธีทางชีวภาพ คือ การใช้สารสกัดจากพืชร่วมกับจุลินทรีย์ โดยเมื%อ
เปรียบเทียบสารสกดัจากพืชทั !งหมด 66 ชนิด พบว่า สารที%สกดัได้จากกระเทียม (Allium sativum) 
และหวัหอม (Allium cepa) สามารถยบัยั !งการเจริญของเส้นใยรา Pythium aphanidermatum ซึ%ง
เป็นราที%ก่อให้เกิดโรคเนา่คอดิน (dumping off) ในพริกได้ดีที%สดุอ เมื%อนําสารที%สกดัได้มาวิเคราะห์
ด้วย gas chromatography mass spectroscopy (GC-MS) พบว่ามีสารทั !งหมด 22 ชนิด และ
เมื%อนําสารที%สกัดได้จากกระเทียมและหัวหอม, รา Trichoderma viride, และแบคทีเรีย 
Pseudomonas fluorescens  มาทดสอบกบัรา P. aphanidermatum ทั !ง in vitro และ in vivo 
โดยทดสอบทั !งแบบชนิดเดียวและรวมกันทุกชนิดแล้ว พบว่าการรวมกันของสารทั !งสามชนิด 
สามารถยับยั !งการเจริญของเส้นใยราได้ดีที%สุด เมื%อเทียบกับแบบเดี%ยวและแบบคู่ โดยจะช่วย
ป้องกนัการเกิดโรคเน่าคอดินในพริกได้ถึง 8.3% และลดการเกิดโรคได้ถึง 17% อีกทั !งยงัช่วยเพิ%ม
การเจริญของพริก ส่งผลทําให้พริกมีผลผลิตที%ดีมากขึ !นถึง 146 กรัมต่อต้น (Muthukumar และ
คณะ, 2010) 
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 จากตัวอย่างที%ได้กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่า การใช้จุลินทรีย์ หรือสารที%ผลิตได้จาก
ธรรมชาต ิสามารถนําไปยบัยั !งการเจริญของราที%ก่อโรคในพืชได้ โดยไมต้่องพึ%งสารเคมีในการกําจดั
รา อีกทั !งยงัส่งผลดีตา่งๆมากมาย เช่น การใช้วิธีทางชีวภาพไม่เพียงแตกํ่าจดัราที%ก่อโรคในพืช แต่
ยงัช่วยป้องกัน และไม่เป็นพิษต่อผลผลิตทางเกษตรและสิ%งแวดล้อม  ในบางกรณีการใช้วิธีทาง
ชีวภาพยงัสามารถช่วยเพิ%มผลผลิตได้อีกด้วย  การใช้จลุินทรีย์เพื%อป้องกนัและควบคมุราที%ก่อโรค
ในพืชนั !น อาจไม่จําเป็นต้องใช้ตัวจุลินทรีย์โดยตรง แต่สามารถนําสารที%ได้จากการผลิตโดย
จลุินทรีย์ไปใช้ประโยชน์ได้ 

สารต่อต้านราที�ผลิตได้จากจุลินทรีย์ 

 สารที%มีฤทธิ[ในการยงัยั !งการเจริญของราที%ก่อโรคในพืชนั !น สามารถผลิตได้จากพืชและ
จุลินทรีย์ โดยสารที%ได้จากจุลินทรีย์อาจมีด้วยกันได้หลายประเภท ซึ%งสารแต่ละประเภทอาจมี
คุณลักษณะที%แตกต่างกัน หรือทําหน้าที%ในการยับยั !งการเจริญของราที%ก่อโรคในพืชได้ต่างกัน 
ตวัอย่างของสารที%ผลิตได้จากจุลินทรีย์มีหลายประเภท เช่น เพปไทด์ (peptide), ไลโพเพปไทด์
(lipopeptides), โปรตีน (protein) และสารระเหย (volatile) เป็นต้น 

 ตวัอย่างของสารที%ผลิตได้จากจุลินทรีย์ เช่น ออรีโอเบสิดิน เอ (Aureobasidin A) หรือ 
AbA ซึ%งเป็นเพปไทด์ที%สร้างโดย Aureobasidium pullulans R106 ที%มีความสามารถในการยบัยั !ง
การเจริญของราที%ก่อโรคหลงัการเก็บเกี%ยวของผลไม้ได้ ซึ%งราเหล่านี ! ได้แก่ Penicillium digitatum, 
P. italicum, P. expansum, Botrytis cinerea และ Monilinia fructicola โดยยบัยั !งการสร้าง
สปอร์, ลดอตัราการงอกของ germ tube และเส้นใยของรา อีกทั !งยงักระตุ้นให้ germ tube และ
เส้นใยของรามีรูปร่างที%ผิดปกต ิ(Liu และคณะ, 2007a)  

อีกตวัอย่างหนึ%ง ได้แก่ สารอิทูลินซึ%งผลิตจาก Bacillus pumilus HY1 ซึ%งเป็นแบคทีเรีย
สายพนัธุ์ใหมที่%คดัแยกได้จากซอสถั%วเหลืองของประเทศเกาหลี  อิทลูินเป็นไลโพเพปไทด์ มีฤทธิ[ใน
การยบัยั !งการเจริญของราที%สร้างสารพิษอะฟลาท็อกซิน (aflatoxin) ซึ%งได้แก่ Aspergillus flavus 
และ A. parasiticus โดยราทั !งสองชนิดนี !มกัปนเปื!อนอยู่ในการหมกัถั%วเหลือง (Cho และคณะ, 
2009) หรือเพปไทด์ที%มีฤทธิ[ต้านรา (antifungal peptide) หรือ AFP ซึ%งเป็นเพปไทด์ที%ประกอบด้วย
กรดอะมิโน 51 หมู่ สร้างโดย A. giganteus สามารถยบัยั !งการเติบโตของเส้นใย A. niger โดยเข้า
จบัที%ผนงัเซลล์ของราซึ%งมีไกลโคโปรตีนเป็นส่วนประกอบ แล้วทําให้พลาสมาเมมเบรนของราเกิดรู
รั%ว (Theis และคณะ, 2005)  
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นอกจากนี !ยงัได้แก่ สารประเภทสารระเหยที%ผลิตจากกลุม่ของแบคทีเรียซึ%งประกอบไปด้วย 
Bacillus spp. 4 สายพันธุ์  และ Paenibacillus spp. ที%แยกได้จากปมรากดินที%ปลูกแตงกวา 
สามารถยบัยั !งการเจริญของราที%ก่อโรคได้ โดยทําให้ลกัษณะรูปร่างของเส้นใยราผิดปกติ, ลดการ
สร้างสเคลอโรเตียม (sclerotium) ของรา Sclerotinia sclerotiorum ในเพลทที%ปิดสนิท และต้าน
การสร้างเม็ดสีของราหลายชนิด ได้แก่ Ascochyta citrullina, Alternaria solani, และ Alternaria 
brassicae   สารระเหยจากจุลินทรีย์นี ! สามารถนําไปเป็นตวักลางในการแพร่กระจายในดิน เพื%อ
ลดการก่อให้เกิดโรคได้ (Liu และคณะ, 2008) 

ปัจจัยที�มีผลต่อการผลิตสารต้านราที�ได้จากจุลินทรีย์ 

 ปัจจยัที%มีผลตอ่การผลิตสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของราแตล่ะชนิดมีหลายปัจจยั 
เชน่ ความเข้มข้นของเชื !อเริ%มต้น, ระยะเวลาในการบม่, ชนิดของอาหาร, pH, อณุหภูมิ และการให้
อากาศ (Genckal และ Tari, 2006)  ตวัอย่างงานวิจยัเกี%ยวกับปัจจยัสําหรับแบคทีเรียที%มีผลต่อ
การผลิตสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของรา มีดงัตอ่ไปนี ! 

 Moita และคณะ (2005) พบว่าเชื !อ Bacillus subtilis CCMI 355 เมื%อเลี !ยงที%อณุหภูมิ 27-
34 องศาเซลเซียส ที% pH6 จะเป็นภาวะที%เหมาะสมสําหรับการเจริญของเซลล์  แตถ้่าเลี !ยงในภาวะ
ที%เป็นเบส และมีการให้อากาศอย่างมาก ที%อุณหภูมิ 28-34 องศาเซลเซียส จะเป็นภาวะที%เหมาะ
สําหรับการสร้างสปอร์ของเชื !อ หรือถ้าเลี !ยงที%อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส pH8 แบบไม่ให้อากาศจะ
เป็นภาวะที%เหมาะสมสําหรับการสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการตานการเจริญของราหลายชนิด เช่น 
Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Trichoderma sp, Trichoderma harzianum, 
Trichoderma koningii และ Trichoderma virgatum ซึ%งจะเห็นได้ว่าที%ภาวะต่างๆ มีผลตอ่การ
เจริญและผลิตสารของเชื !อได้แตกตา่งกนั 

 Lowe และคณะ (1997) ได้หาภาวะที%เหมาะสมสําหรับการผลิตสาร ascosteroside โดย
เชื !อ Ascotricha amphitricha ซึ%งสารนี !มีฤทธิ[ในการยับยั !งการเจริญของรา พบว่ากลูโคส 
(glucose), ซอร์โบส (sorbose) และอิโนซิทอล (inositol) เป็นแหล่งคาร์บอนที%ดีที%สดุสําหรับการ
ผลิตสาร ascosteroside  การละลายของออกซิเจนก็มีผลตอ่ความสามารถในการผลิตสารนี !ด้วย 
และ A. amphitricha สามารถผลิต ascosteroside ได้มากที%สดุที%อณุหภูมิ 16 องศาเซลเซียส และ
ผลิตได้น้อยที%สดุที%อณุหภมูิ 32 องศาเซลเซียส  
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 Fickers และคณะ (2008) พบว่า B. subtilis ATCC6633 สามารถสร้าง mycosubtilin ได้
มากขึ !น 30 เท่า เมื%อลดอณุหภูมิในการเลี !ยงเชื !อจาก 37 เป็น 25 องศาเซลเซียส ซึ%ง mycosubtilin 
เป็นสารที%ชว่ยในการสงัเคราะห์ไลโปเพปไทด์ของอิทลูิน ซึ%งเป็นสารที%ต้านการเจริญของราที%ก่อโรค
ได้หลายชนิด 

Bacillus sp. 

กลุ่มของ Bacillus พบได้ทั%วไปในดิน มีลกัษณะเป็นท่อนต่อกันเป็นสายยาว ติดสีแกรม
บวก สร้างสปอร์ และมีหลายสายพนัธุ์ที%สามารถยบัยั !งการเจริญของรา (Leifert และคณะ, 1995; 
Caldeira และคณะ, 2006)  ตวัอย่างของสารต้านราที%ผลิตโดยแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus ได้แก่  
อิทริูน (iturin), เซอแฟคติน (surfactin), บาซิโลมยัซิน (bacillomycin), เฟนไกซิน (fengycin) และ 
บาซิซูบิน (bacisubin) โดยทั !งหมดที%ยกตวัอย่างมานี !สามารถไปทําลายโครงสร้างของรา ทําให้รา
ไม่สามารถเจริญได้ (Liu และคณะ, 2007b; Mizumoto และ Shoda, 2007; Chen และคณะ, 
2009)  ตวัอยา่งงานวิจยัสําหรับสารต้านการเจริญของราที%สร้างโดยพวก Bacillus มีดงันี ! 

Kavitha และคณะ (2005) พบว่าเชื !อ Bacillus polymyxa สายพนัธุ์ VLB16 สามารถ
สร้างสารต้านการเจริญของราได้ และเมื%อทําสารที%ได้ให้บริสุทธิ[ด้วยวิธีตกตะกอนโปรตีนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟต และทําให้บริสุทธิ[มากขึ !นด้วยวิธี gel filtration โดยใช้ Sephadex-G-200 
พบว่าโปรตีนบริสทุธิ[ที%ได้สามารถยบัยั !งการเจริญของรา Pyricularia grisea และ Rhizoctonia 
solani ซึ%งก่อให้เกิดโรคไหม้และโรคกาบใบแห้งในข้าว ตามลําดับ  เมื%อตรวจสอบด้วยกล้อง
จลุทรรศน์พบว่าโปรตีนที%เป็นสารต้านการเจริญของรานั !น ทําให้เกิดการเปลี%ยนแปลงอย่างรุนแรง
กบัลกัษณะของราโดยเกิดการบวมขึ !นที%เส้นใย และเมื%อวิเคราะห์โปรตีนด้วย SDS-PAGE (sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) แล้วพบว่าโปรตีนมีขนาด 37 kDa  จาก
การวิเคราะห์เพิ%มเติมพบว่าโปรตีนชนิดนี !สามารถทนความร้อนที% 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที, ทนต่อการถกูย่อยสลายโดย pronase และทนตอ่การถูกทําลายด้วย detergent เช่น SDS, 
hexa ecyl trimethyl ammonium bromide (HDTMA) และ Tween-20 ได้ 

 Bacillus subtilis สองสายพันธุ์ ที%คัดแยกได้จากดิน เมื%อนําไปเลี !ยงในอาหารเหลวที%
ประกอบไปด้วยไคติน (chitin) พบว่าสามารถสร้างสารที%ยบัยั !งการเจริญของราก่อโรค Fusarium 
oxysporum ได้ โดย B. subtilis W113 และ B. subtilis W118 สร้างสารที%มีฤทธิ[ต้านราได้มาก
ที%สุด เมื%อเลี !ยงในอาหารที%ประกอบไปด้วยไคติน 1.75 และ 0.75% ตามลําดบั  สารที%ได้จาก
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แบคทีเรียทั !งสองสายพนัธุ์สามารถทนตอ่ความร้อนที% 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และ
สารดงักล่าวมีผลต่อการเจริญของรา  เมื%อสงัเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่าทําให้เกิดการบวม
พองของเส้นใยรา F. oxysporum เป็นอยา่งมาก (San-Lang และคณะ, 2002) 

 Bacillus amyloliquefaciens DGA14 ที%คดัแยกได้จากผิวของกล้วยหอมดิบสามารถสร้าง
สารออกมาต้านราที% ก่อให้เกิดโรคเน่าในต้นกล้วย ซึ%งได้แก่ Thielaviopsis paradoxa, 
Colletotrichum musae, และ Fusarium verticillioides  เมื%อเลี !ยงแบคทีเรียร่วมกบัราที%ก่อโรคใน
อาหารเหลวพบวา่แบคทีเรียเกาะกบัราที%ก่อโรค ทําให้มีผลตอ่การเจริญของเส้นใยและการงอกของ
สปอร์ในอาหารเหลว และเมื%อบม่ตอ่เป็นเวลา 2 วนั เชื !อ B. amyloliquefaciens DGA14 ก็ยงัคงมี
ชีวิตอยู่ได้ และสามารถลดการเกิดโรคเน่าในต้นกล้วยได้ดีกว่าตวัควบคมุและยาฆ่าแมลง เช่น มา
เนป (Maneb) อีกด้วย (Alvindia และ Natsuaki, 2009) 

ดงัตวัอย่างที%กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่าแบคทีเรียสกุล Bacillus สามารถสร้างสารที%มี
ฤทธิ[ในการยับยั !งการเจริญของราได้หลากหลายชนิด และส่วนใหญ่มักจะเป็นพวกโปรตีน ซึ%ง
โปรตีนแตล่ะชนิดจะมีกลไกในการยบัยั !งการเจริญของราได้ตา่งกนัแล้วแตช่นิดของโปรตีนนั !นๆ แต่
ส่วนใหญ่มักทําให้เกิดรูที%เยื%อบุผิวและฆ่าเซลล์, ไปยับยั !งการสังเคราะห์ผนังเซลล์, ยับยั !งการ
สงัเคราะห์กรดนิวคลีอิก, ยบัยั !งการสงัเคราะห์โปรตีน, ยบัยั !งการทํางานของเอนไซม์ตา่งๆ ในเซลล์ 
ฯลฯ (Brogden, 2005) สง่ผลให้เกิดการบวมพองและมีการแตกแขนงของเส้นใยราผิดปกต ิเป็นต้น 

กลไกการควบคุมโรคพืชโดยแบคทเีรียสกุล Bacillus sp. 

 จากงานวิจัยต่างๆ ที%ผ่านมา เมื%อศึกษากลไกการควบคุมโรคพืชโดยแบคทีเรียสกุล 
Bacillus sp. สามารถสรุปได้คร่าวๆ ดงันี ! 

1.  ผลิตเอนไซม์หรือโปรตีน ซึ%งมีผลตอ่การยบัยั !งการเจริญของราที%ก่อโรคในพืช ตวัอย่าง
ของเอนไซม์เช่น จากรายงานของ Chang และคณะ (2007) พบว่า Bacillus cereus QQ308 
สามารถสร้างเอนไซม์ตา่งๆ ประกอบไปด้วยเอนไซม์ไคติเนส, เอนไซม์ไคโตซาเนส และเอนไซม์โปร
ตีเอส ซึ%งเอนไซม์เหล่านี !ส่วนใหญ่สามารถเข้าไปทําลายผนงัเซลล์ของราได้ โดยเอนไซม์ที%กล่าวมา
นั !นสามารถยบัยั !งการเจริญของรา Fusarium oxysporum, Fusarium solani, และ Pythium 
ultimum ซึ%งเป็นราที%ก่อโรคในพืชได้ และจากตวัอย่างที%มีการศกึษามาก่อนหน้านี ! พบว่า Bacillus 
amyloliquefaciens สายพนัธุ์ MET0908 ที%คดัแยกได้จากดินสามารถสร้างโปรตีนที%มีฤทธิ[ไปยบัยั !ง
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การเจริญของ Colletotrichum lagenarium ซึ%งเป็นราที%ก่อให้เกิดโรคแอนแทรคโนสในแตงโม  รา
ชนิดนี !คัดแยกได้จากใบ ลําต้น และผลของแตงโมที%เป็นโรคแอนแทรคโนส  โปรตีนที%ได้จาก 
MET0908 โดยการนําไปทําให้บริสุทธิ[ด้วยการตกตะกอนด้วย 30% แอมโมเนียมซัลเฟต, ion 
exchange chromatography และ gel filtration chromatography แล้ววิเคราะห์ขนาดของ
โปรตีนบริสทุธิ[ด้วย SDS–PAGE พบว่าโปรตีนมีขนาดเท่ากบั 40 kDa  โปรตีนชนิดนี !สามารถทน
อณุหภมูิได้ที% 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และสามารถต้านการเจริญของราได้หลายชนิด 
และเมื%อนําไปตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron 
microscopy, SEM) พบว่าโปรตีนเกาะอยู่บนผนงัเซลล์ของ C. lagenarium และเมื%อวิเคราะห์
ลําดบักรดอะมิโนทางด้านปลาย N ของโปรตีนบริสุทธิ[ พบว่ามีลําดบักรดอะมิโน Ser-Lys-Ile-x-
Ile-Asn-Ile-Asn-Ile-x-Gln-AlaPro-Ala-Pro-x-Ala และเมื%อนําไปเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูแล้วไม่
พบว่ามีโปรตีนชนิดนี !อยู่  ดงันั !นอาจกล่าวได้ว่าโปรตีนบริสุทธิ[ที%พบนี ! เป็นโปรตีนชนิดใหม่ (Kim 
และ Chung, 2004) 

2.  สร้างไบโอฟิล์ม (biofilm) หรือสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (biosurfactant) เพื%อ
ป้องกนัไม่ให้เชื !อโรคเข้าไปทําลายพืชได้ (Ramey และคณะ, 2004; Morikawa, 2006) สารลดแรง
ตงึผิวเป็นโครงสร้างที%เกิดจากแบคทีเรียสงัเคราะห์โมเลกลุตา่งๆ ซึ%งมีสมบตัิทางเคมีหลากหลายมา
รวมกัน และช่วยในการยับยั !งการเจริญของราที%ก่อโรคในพืชได้ โดยตัวอย่างของงานวิจัยที%
แบคทีเรียสร้างสารลดแรงตงึผิวทางชีวภาพ เช่น B. subtilis สายพนัธุ์ 20B ที%คดัแยกได้จากอาหาร
หมักดองในประเทศอินเดีย สามารถสร้างสารลดแรงตึงผิว โดยสมบัติของสารลดแรงตึงผิวนี ! 
สามารถทนต่ออุณหภูมิสูง, pH และความเข้นข้นเกลือที%สูงได้ เป็นเวลา 5 วัน และยังสามารถ
ยบัยั !งการงอกของเส้นใยราได้หลายชนิด ได้แก่ Chrysosporium indicum, Alternaria burnsii, 
Fusarium oxysporium และ Rhizoctonia bataticola ซึ%งเป็นราที%ก่อโรคในพืช (Joshi และคณะ, 
2008) เป็นต้น 

3.  กระตุ้นความต้านทานโรคให้กบัพืช (Induced Systemic Resistance, ISR) โดย
แบคทีเรียจะไปกระตุ้นให้มีสารบางอยา่งออกมา เพื%อชว่ยป้องกนัการเกิดโรคในพืชได้ เช่น Bacillus 
amyloliquefaciens สายพนัธุ์ IN937a และ Bacillus pumilus สายพนัธุ์ IN937b สามารถต้าน
การเจริญของราที%ก่อโรคในพืชได้หลายชนิด ได้แก่ Sclerotium rolfsii และ Ralstonia 

solanacearum ซึ%งเป็นราที%ก่อโรคในมะเขือเทศ และ S. rolfsii และ C. gloeosporioides ซึ%งเป็น
ราที%ก่อโรคในพริกไทย ในการทดลองได้ทดสอบราที%ก่อโรคในพืชเพียงอย่างเดียว, ทดสอบ
แบคทีเรียทั !ง 2 ชนิดกับราที%ก่อโรค และชุดควบคุม คือ ไม่ใส่ทั !งแบคทีเรียและราก่อโรค พบว่ามี
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เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซด์ ดิสมิวเทส (superoxide dismutase (SOD)) และเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส 
(peroxidase (PO)) สร้างขึ !นในปริมาณมากที%สดุในชดุการทดลองที%มีแบคทีเรียทั !ง 2 ชนิดกบัราที%
ก่อโรค และมีปริมาณมากกว่าชดุทดสอบที%มีแตร่าก่อโรคเพียงอย่างเดียวถึง 25 -30% และในชดุ
ควบคมุมีปริมาณของ SOD และ PO ตํ%าที%สดุ จึงสรุปได้ว่าการป้องกนัการเกิดโรคในพืชเกิดจาก 
IN937a  และ IN937b ไปกระตุ้นการสร้าง SOD และ PO เพื%อไปต้านการเจริญของราที%ก่อโรค 

(Jetiyanon, 2007) 

4.  ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth-promoting) ตวัอย่างเช่น B. subtilis 
สายพนัธุ์ UK-9 คดัแยกได้จากดิน สามารถควบคมุการเกิดโรคใบจดุ (Alternaria leaf spot) ในต้น
มัสตาร์ด (mustard) ที%เกิดจากรา Alternaria ได้  การสร้างสารที%ต้านการเจริญของราโดย B. 
subtilis เป็นสาเหตุให้เกิดการเปลี%ยนแปลงรูปร่างของเส้นใยและสปอร์ของรา โดยเกิดการแตก
แขนงที%ผิดปกติ, การแตกสลายของผนังเซลล์, ลดการงอกของสปอร์บนใบพืช และส่งเสริมการ
เจริญของพืช ทําให้สามารถควบคมุการเกิดโรคใบจดุในต้นมสัตาร์ดและกระตุ้นการเจริญของพืช
ได้อยา่งดีอีกด้วย เนื%องจากเมื%อปลกูต้นมสัตาร์ดในโรงเรือนเป็นเวลา 60 วนั พบว่าต้นมสัตาร์ดที%ใส ่
B. subtilis สายพนัธุ์ UK-9 ลงไปมีการเจริญได้ดีกว่า โดยมีรากและปลายยอดของต้นมากกว่าต้น
มสัตาร์ดควบคมุที%ไม่ได้ใส่ B. subtilis สายพนัธุ์ UK-9  ดงันั !นอาจบอกได้ว่า B. subtilis สายพนัธุ์ 
UK-9 ช่วยทําให้ต้นมสัตาร์ดเจริญได้ดีขึ !นและช่วยยบัยั !งราที%ก่อโรคได้ (Sharma และ Sharma, 
2008) และจากรายงานของ Ghosh และคณะ (2003) พบว่า Bacillus circulans DUC1, 
Bacillus fimus DUC2, และ Bacillus globisporus DUC3 ซึ%งคดัแยกได้จากดิน สามารถไป
กระตุ้นการงอกของรากและปลายยอดของต้นคาโนล่า (canola) โดยวัดจากนํ !าหนักเปียกและ
นํ !าหนกัแห้งของต้นที%ปลูกในกระถางพบว่าต้นที%ใส่ Bacillus มีนํ !าหนกัมากกว่าต้นที%ไม่ได้ใส่ เป็น
ต้น 

การทาํโปรตีนบริสุทธิ7และการตรวจสอบความบริสุทธิ7ของโปรตีนที�ได้ 

 โปรตีนหรือเอนไซม์ที%มีฤทธิ[ในการยับยั !งการเจริญของราที%ก่อโรคในพืชที%ได้มาจาก
แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus sp. ส่วนมากจะหลั%งออกนอกเซลล์ ดงันั !นจึงสามารถนํานํ !าเลี !ยงเชื !อมาใช้
ในการทําโปรตีนให้บริสุทธิ[ ซึ%งการทําโปรตีนให้บริสุทธิ[มีหลายขั !นตอน เช่น การตกตะกอนด้วย
แอมโม เ นียมซัล เ ฟ ต การ ทําโครม าโทรกรา ฟี แบบแล กเป ลี% ยน อิออน ( ion-exchange 
chromatography) และการทําโครมาโทรกราฟีแบบเจลฟิลเตรชนั (gel filtration) จากนั !นจะต้อง
ตรวจสอบความบริสทุธิ[ของโปรตีน ซึ%งมีด้วยกนัหลายวิธี เช่น SDS–PAGE หรือการตรวจสอบด้วย
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วิธีเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแบบโปรตีนไม่เสียสภาพ (native gel electrophoresis) (Kim และ Chung, 
2004) เป็นต้น 

ตวัอยา่งของการทําบริสทุธิ[ของโปรตีนที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของราที%ก่อโรคในพืช 
เช่น Leelasuphakul และคณะ (2006) พบว่า B. subtilis NSRS 89-24 สามารถสร้างสารออกมา
ได้ 2 ชนิด คือ ยาปฏิชีวนะและ β-1,3-glucanase ซึ%งทั !ง 2 ชนิดนี !สามารถยับยั !งการเจริญของ 
Pyricularia grisea and Rhizoctonia solani ซึ%งก่อให้เกิดโรคไหม้ และโรคกาบใบแห้งในข้าวได้ 
β-1,3-glucanase ถูกทําให้บริสทุธิ[โดยการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต, โครมาโทร 
กราฟีบนดีอีเออีเซฟาเซล (DEAE-Sephacel) และโครมาโทรกราฟีแบบเจลฟิลเตรชนั  และพบว่า 
β-1,3-glucanase มีความบริสุทธิ[เพิ%มขึ !นถึง 38.9 เท่า และมีแอคทิวิตีคงเหลือ 27.6%  เมื%อ
วิเคราะห์นํ !าหนักโมเลกุลของ β-1,3-glucanase ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแบบโปรตีนไม่เสีย
สภาพ พบวา่มีขนาดเทา่กบั 95.5 kDa และเมื%อตรวจสอบด้วยโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตพอลิอะคริลา
ไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่ามี 2 ขนาด คือ 64.6 และ 32.4 kDa  หลงัจากการทํา β-1,3-
glucanase ให้บริสทุธิ[แล้ว พบวา่ความเข้มข้นตํ%าที%สดุของโปรตีนบริสทุธิ[ที%สามารถยบัยั !งการเจริญ
ของรา P. grisea and R. solani  มีคา่เทา่กบั 12.5 และ 6.25 mU/มิลลิลิตร ตามลําดบั 

Liu และคณะ (2010) พบว่า B. subtilis สายพนัธุ์ EDR4 ที%คดัแยกมาจากเมล็ดข้าวสาลี 
สามารถสร้างโปรตีน (E2) ไปยับยั !งการเจริญของเส้นใยราหลากหลายชนิด ได้แก่ Fusarium 
graminearum, Macrophoma kuwatsukai, Rhizoctonia cerealis, Fusarium oxysporum f.sp. 
vasinfectum, Botrytis cinerea และ Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt) ได้  โปรตีน 
E2 ได้รับการทําให้บริสทุธิ[โดยตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต 30-70% และพบว่ามี
โปรตีนเหลือทั !งหมด 82.2 มิลลิกรัม, เมื%อแยกด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแรงไม่ชอบนํ !า 
(hydrophobic-interaction chromatography) พบว่ามีโปรตีนเหลือทั !งหมด 28.1 มิลลิกรัม, เมื%อ
ผา่นโครมาโทรกราฟีแบบแลกเปลี%ยนอิออน มีโปรตีนเหลือทั !งหมด 6.1 มิลลิกรัม, และเมื%อวิเคราะห์
หานํ !าหนกัโมเลกลุด้วยเจลเพอมีเอชนัโครมาโทกราฟี (gel permeation chromatography (GPC)) 
และโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่าโปรตีนมีนํ !าหนกัโมเลกุล
เท่ากบั 377 kDa และ 39.1 kDa ตามลําดบั ซึ%งแสดงว่าโปรตีนนี !มีหลายสบัยนูิต  เมื%อนําโปรตีน
บริสทุธิ[ที%ได้ไปวิเคราะห์หาลําดบักรดอะมิโนด้วย nano-ESI-MS/MS (Q-TOF2) System แล้วนําไป
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล ไม่พบว่าเหมือนกับโปรตีนชนิดใด จึงจัดว่าโปรตีน E2 ที%ได้นั !นเป็น
โปรตีนชนิดใหม ่เมื%อนําโปรตีนไปทดสอบกบัเส้นใยของ Ggt แล้วตรวจสอบภายใต้กล้องจลุทรรศน์
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อิเล็กตรอนแบบส่องกราดพบว่าเส้นใยของ Ggt มีอาการผิดรูปอย่างรุนแรง เช่น เส้นใยบวมและมี
รูปร่างผิดปกตไิปจากเดมิ  

วัตถุประสงค์ของงานวจิัย 

 งานวิจยัก่อนหน้านี !ได้คดัเลือกแบคทีเรียจากดินที%อุดมสมบรูณ์ในจงัหวดักาญจนบรีุ และ
พบว่าแบคทีเรีย 10 ไอโซเลต ได้แก่ M10, M15, M22, M23, M25, M26, M27, N1, N3 และ N9 
สามารถยบัยั !งราได้หลายชนิด (คงยทุธ เลิศมงคลธรรม, 2549)  สําหรับงานวิจยันี !จะนําแบคทีเรีย
เหล่านี !มาทดสอบความสามารถในการยบัยั !งการเจริญของเชื !อรา C. gloeosporioides และ C. 
lunata ซึ%งเป็นราที% ก่อให้เกิดโรคแอนแทรคโนส และโรคดอกสนิมหรือจุดสนิมในกล้วยไม้ 
ตามลําดบั โดยทดสอบแบคทีเรียกบัราบนอาหารแข็ง PDA แล้วคดัเลือกแบคทีเรียที%สามารถสร้าง
สารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของราได้ดีที%สดุ  จากนั !นจะนํามาแปรผนัปัจจยัตา่งๆ สําหรับการ
เจริญและการผลิตสาร ได้แก่ ชนิดของอาหารเลี !ยงเชื !อ, pH ของอาหารเลี !ยงเชื !อ, อณุหภูมิที%ใช้ใน
การเจริญของเชื !อ, และระยะเวลาในการเลี !ยงเชื !อ  เมื%อได้ภาวะที%เหมาะสมแล้วจะนําไปเลี !ยง
แบคทีเรียเพื%อสกัดสารที%มีฤทธิ[ในการยับยั !งการเจริญของรา โดยการตกตะกอนโปรตีนด้วย
แอมโมเนียมซลัเฟต และโครมาโทรกราฟีแบบแลกเปลี%ยนอิออน  จากนั !นทดสอบความสามารถใน
การยับยั !งการเจริญของราด้วยสารที%แยกได้ โดยหาค่าความเข้มข้นตํ%าที%สุดที%สามารถยับยั !งการ
เจริญของราได้ (minimum inhibition concentration, MIC), ตรวจสอบผลของโปรตีนที%แยกได้ที%มี
ตอ่สปอร์ของราที%ก่อโรค ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) และพิสูจน์เอก
ลกัษณะของแบคทีเรียที%คดัเลือก 
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บทที�  3 

อุปกรณ์และวิธีดาํเนินการทดลอง 

3.1 อุปกรณ์ที�ใช้ในงานวิจัย 

1. กระดาษกรองขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร ของบริษัท Whatman International 
CO., Ltd., England 

2. กระบอกฉีดยาพลาสตกิขนาด 1 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
3. กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง (microscope) รุ่น UNILUX-12 ของบริษัท Kyowa, Tokyo, 

Japan 
4. กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) รุ่น 

JSM – 5410LV, Japan 
5. เครื%องกวนแมเ่หล็ก (magatic stirrer) รุ่น 502P-2 ของบริษัท PMC, USA 
6. เครื%องแก้ว ขนาด 100, 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Pyrex, USA 
7. เครื%องกําเนิดเสียงความถี%สงู ชนิดอ่าง (Sonicator) รุ่น SONOREX RX 100 ของบริษัท 

Bandelin Electronic, Germany 
8. เครื%องเขยา่ (shaker) รุ่น innova 2100 บริษัท New Brunwick Scientific, USA 
9. เครื%องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแห้งแบบใช้ความร้อน (thermo-block) รุ่น Mylab TH 

thermo-block SLTDB-120 ของบริษัท Seoulin Bioscience, Korea 
10. เครื%องโครมาโทกราฟี รุ่น Bio-Rad Biologic LP และ Bio-Rad model 2110 fraction 

collector ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 
11. เครื%องชั%งละเอียด รุ่น A 200s ของบริษัท Forma Scientific, USA 
12. เครื%องนึ%งอบฆา่เชื !อ (autoclave) รุ่น SS-325 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 
13. เครื%องปั%นเหวี%ยงชนิดตั !งโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น 200H ของบริษัท Hattich 

Zentrifugen, Germany 
14. เครื%องปั%นเหวี%ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920 ของบริษัท Kubota, 

Japan 
15. เครื%องปั%นเหวี%ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น J-301 ของบริษัท 

Backman, Germany 
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16. เครื% องผสมสาร (vortex-Genie2) รุ่น G560E ของบริษัท Scientific Industries 
instruments, USA 

17. เครื%องเพิ%มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุ่น 2400 ของบริษัท Perkin Elmer 
instruments, USA 

18. เครื%องวัดความเป็นกรด-เบส (digital pH meter) รุ่น Cyberscan 2000 ของบริษัท 
Eutech Cybernetics, Singapore 

19. เครื%องวดัค่าการดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys ของ
บริษัท Spectronic Unicam, USA, รุ่น Genesys 20 ของบริษัท Thermo Spectronic , 
USA และรุ่น Perkin Elmer instruments Lamda 25 UV/VIS Spectrometer ของบริษัท 
Perkin Elmer instruments, USA 

20. เครื%องระเหยแห้งแบบสญุญากาศ รุ่น N-100 ของบริษัท Eyela, Japan 
21. จานเพาะเลี !ยง (petri dish) ขนาด 90X15 มิลลิเมตร ของบริษัท Hycon plastic, USA 
22. ชุดกรองสารตวัอย่างให้ปราศจากเชื !อขนาดความกว้างของรู 0.45 ไมครอน ของบริษัท 

Millipore, USA 
23. ชดุอปุกรณ์ทํา agarose gel electrophoresis ได้แก่ ถาดเทเจล ถงัใส่สารละลาย แผ่นหวี 

และแหลง่จา่ยไฟ ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan 
24. ชุดอุปกรณ์ทํา SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) รุ่น MiniPROTEAN II และเครื%องจ่ายกระแสไฟฟ้า รุ่น PAC 300 ของ
บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA  

25. ชดุอปุกรณ์สําหรับถ่ายภาพ (gel documentation) และโปรแกรม Quantity One 4.4.1 
ของบริษัท Bio -Rad Laboratories, USA 

26. ตู้แช่แข็ง (deep freeze)  อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น F0535 ของบริษัท Sanyo 
Electronic Co., Japan 

27. ตู้แชแ่ข็ง (deep freeze)  อณุหภมูิ -70 องศาเซลเซียส ของบริษัท Forma Scientific, USA 
28. ตู้เขี%ยเชื !อแบบ laminar flow รุ่น J2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 
29. ตู้บม่เชื !อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 
30. ตู้อบแห้ง (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany 
31. ถงุไดแอลิซิส ขนาดรู 3500 MWCO รุ่น JE123986 บริษัท SnakeSkin®, USA 
32. ผ้าขาวบางปลอดเชื !อ 
33. ไมโครปิเปตและทิปรุ่น P10, P20, P100, P200, P1000 และ P5000 มิลลิลิตร ของบริษัท 

Nichiryo, Japan 
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34. หลอดใสต่วัอยา่ง (cuvette) รุ่น Spectronic 401 ของบริษัท Milton Roy, USA 
35. อ่างนํ !าควบคมุอณุหภูมิ รุ่น WB14, รุ่น W760 ของบริษัท Memmert Co.,Ltd, Germany 

และชนิดที%ประกอบเข้ากบัเครื%องระเหยแห้งสญุญากาศ รุ่น digital water bath SB-1000 
ของบริษัท Eyela, Japan ซึ%งตอ่เข้ากบั 

- เครื%องทําความเย็น รุ่น CCA-110 ของบริษัท Eyela, Japan 
- เครื%องดดูอากาศ รุ่น A-35 ของบริษัท Eyela, Japan 

36. อปุกรณ์นบัเซลล์ (haemacytometer) ของบริษัท Schott Duran, Germany 
37. Steel Cork Borer ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 8 มิลลิเมตร 
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3.2 เคมีภัณฑ์และชุดทดสอบสาํเร็จ 

1. กรดอะซีตกิเข้มข้น (glacial CH3CHOOH) ของบริษัท Merck, Germany 
2. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 
3. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Merck, Germany 
4. ไกลซีน (glycine) ของบริษัท Amersham Biosciences, Sweden 
5. คลอโรฟอร์ม (chloroform) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 
6. คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) ของบริษัท Ajax Finechem, New Zealand 
7. ผงสกดัจากเนื !อ (beef extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
8. ผงสกดัจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
9. ผงสกดัจากมนัฝรั%ง (potato dextrose) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 
10. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 
11. โซเดียมโดเดซิสซลัเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS), (C12H25OSO3) ของบริษัท 

Nacalai tesque, Japan 
12. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 
13. ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ (DEAE Bio-gel A) ของบริษัท Bio -Rad Laboratories, USA 
14. ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (Dimethyl formamide) ของบริษัท Merck, Germany 
15. นิสทาทิน (nsytatin) ของบริษัท Sigma, USA 
16. แบคโตเปบโทน (Bacto peptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
17. บวิทานอล (butanol) ของบริษัท Merck, Germany 
18. บีโนมิล (Benomyl) ของบริษัท Sigma, USA 
19. โบวีนซีรัมอลับมูิน (Bovine serum albumin) ของบริษัท Sigma, USA 
20. ผงวุ้น (agar) ของบริษัท Productora the Agar SA, Chili 
21. ผงบลาโนส ซีเอ็มซี (Blanose CMC) ของบริษัท Bronson and Jacobs International, 

ประเทศไทย 
22. ท-ูเมอร์แคบโตเอธานอล(2-mercaptoethanol) ของบริษัท Sigma, USA 
23. สารละลายโฟลินฟีนอลรีเอเจนต์ ของบริษัท Merck, Germany 
24. สีคแูมสซีบริลเลียนท์บลจีู-250 (coomassie brilliant blue G-250) ของบริษัท Fluka, 

Switzerland 
25. สีบรอมฟีนอลบล ู(bromphenol blue) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
26. อีเทอร์ (ether) ของบริษัท J.T. Baker, USA 
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27. อาหารสําเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth) ของบริษัท Himedia, India 
28. อาหารสําเร็จรูป TSB (tryptic soy broth) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
29. เอทานอล (ethanol) ของบริษัท J.T. Baker, USA 
30. เอทาลีนไดเอมีนเตตระแอซิติกแอซิด (ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA) ของ

บริษัท Sigma, USA 
31. เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium Bromide) ของบริษัท Sigma, USA 
32. เอนไซม์ตดัจะเพาะ EcoRI ของบริษัท New England Biolab, USA  
33. แอมพิซิลลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai Tesque, Japan 
34. แอมโมเนียมซลัเฟต (ammonium sulfate) ของบริษัท BDH, England 
35. แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต (ammonium persulfate) ของบริษัท Sigma, USA 
36. เฮกเซน (hexane) ของบริษัท Merck, Germany 
37. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Fermentus, USA 
38. 2% Bis-Acrylamide ของบริษัท Amersham Biosciences, Sweden 
39. 40% Acrylamide ของบริษัท Amersham Biosciences, Sweden 
40. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท SibsEnzyme, Russia 
41. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ของบริษัท Promega, USA 
42. pGEM® -T และ pGEM® -T Easy Vectors ของบริษัท Promega, USA 
43. SeaKem® LE Agarose For gel electrophoresis ของบริษัท Bio Science Rockland, 

USA 
44. Taq DNA polymerase ของบริษัท BioExcellence, Thailand 
45. TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) ของบริษัท USB Corporation, UK 
46. Trizma base (Tris[hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, 

USA 
47. Tween 80 ของบริษัท Merck, Germany 
48. X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β- D-galactoside) ของบริษัท Fermentus, USA 
49. ชดุโปรตีนมาตรฐานนํ !าหนกัโมเลกลุสงู ของบริษัท Fermentus, USA 
50. ชดุวดัปริมาณโปรตีน Bio-Rad Protein Assay ของบริษัท Bio -Rad Laboratories, USA 
51. ชดุสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Wxtraction Kit ของบริษัท Qiagen, 

Germany 
52. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep kit ของบริษัท Qiagen, 

Germany 
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3.3 จุลินทรีย์ที�ใช้ในงานวิจัย 

3.3.1 แบคทีเรีย 

แบคทีเรียที%คดัแยกได้จากดนิ ในจงัหวดักาญจนบรีุ โดย คงยทุธ เลิศมงคลธรรม (2549) 
ซึ%งได้แก่ไอโซเลต M10, M15, M22, M23, M25, M26, M27, N1, N3 และ N9 เป็นแบคทีเรียที%
สามารถยบัยั !งการเจริญของราได้หลายชนิด 

3.3.2 ราโรคพืช 

รา C. gloeosporioides ได้รับมาจากกองโรคพืช กรมวิชาการเกษตร และ C. lunata 
ได้รับมาจากภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ซึ%งเป็นราที%ก่อให้เกิดโรคแอน
แทรคโนส และโรคดอกสนิมหรือจดุสนิมในกล้วยไม้ ตามลําดบั   

3.4 อาหารเลี ;ยงเชื ;อ 

3.4.1 อาหารเลี !ยงเชื !อสําหรับแบคทีเรีย ได้แก่ อาหารเหลว Nutrient Broth (NB), อาหารเหลว 
Luria Broth (LB), อาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) และอาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) 
(ภาคผนวก ก หมายเลข 1, 2, 3 และ 4 ตามลําดบั) 

3.4.2 อาหารเลี !ยงเชื !อสําหรับรา ได้แก่ อาหารเหลว Potato Dextrose Broth (PDB) และ
อาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 5 และ 6 ตามลําดบั) 

3.5 การเกบ็รักษาจุลินทรีย์ 

3.5.1 การเก็บรักษาแบคทีเรีย 

เขี%ยแบคทีเรียมาเลี !ยงลงบนอาหารแข็งเอียง NA แล้วนําไปบ่มที%อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั%วโมง แล้วเททบัด้วยกลีเซอรอล 15% (ภาคผนวก ข หมายเลข 1) ที%ผ่าน
การนึ%งฆา่เชื !อแล้ว จากนั !นไปเก็บไว้ที%อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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3.5.2 การเก็บรักษารา 

เลี !ยงราบนอาหารแข็งเอียง PDA ที%อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั แล้วเท
ทบัด้วยกลีเซอรอล 15% ที%ผา่นการนึ%งฆา่เชื !อแล้ว จากนั !นนําไปเก็บไว้ที%อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

3.6 การคัดเลือกแบคทีเรียที�สามารถยับยั ;งการเจริญของรา C. gloeosporioides 
และ C. lunata ได้ดีที�สุด 

3.6.1 การเตรียมแบคทีเรียไอโซเลตตา่งๆ 

นําแบคทีเรีย 10 ไอโซเลต ซึ%งได้แก่ไอโซเลต M10, M15, M22, M23, M25, M26, 
M27, N1, N3 และ N9 มาเลี !ยงบนอาหารแข็ง NA บม่ที%อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
ชั%วโมง 

3.6.2 การเตรียมรา C. gloeosporioides และ C. lunata ที%ก่อโรคในกล้วยไม้ 

เลี !ยง C. gloeosporioides บนอาหารแข็ง PDA บม่ที%อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 วนั จากนั !นขดูเส้นใยของราบนอาหารแข็ง PDA ผสมกบันํ !ากลั%นปลอดเชื !อ  

เลี !ยง C. lunata บนอาหารแข็ง PDA บม่ที%อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 
ล้างสปอร์ของราด้วย 0.1% Tween 80 (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) แล้วกรองเส้นใยผ่านผ้าขาว
บาง 2 ชั !นที%ปลอดเชื !อ จากนั !นนับจํานวนสปอร์ของราด้วย haemacytometer ภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์ กําลงัขยาย 400X และเจือจางสปอร์ของราให้มีจํานวน 2x105 สปอร์ตอ่มิลลิลิตร 

นําราแตล่ะชนิดปริมาตร 100 ไมโครลิตร เกลี%ยให้ทั%วจานอาหารแข็ง PDA แล้วปล่อย
ไว้ให้แห้งเป็นเวลาประมาณ 1 ชั%วโมง ที%อณุหภมูิห้อง เตรียมไว้สําหรับศกึษาการยบัยั !งราบนอาหาร
แข็งตอ่ไป 
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3.6.3 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียไอโซเลตตา่งๆ เพื%อคดัเลือกไอโซเลตที%สามารถ
ยบัยั !งราทั !ง 2 ชนิดได้ดีที%สดุ 

นําแบคทีเรียแตล่ะไอโซเลตตา่งๆ จากข้อ 3.6.1 มาขีดเป็นเส้นตรงบนจานเพาะเลี !ยงที%
เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว (ข้อ 3.6.2) บ่มที%อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั แล้ววดั
ขอบเขตการยบัยั !ง เพื%อคดัเลือกแบคทีเรียที%มีความสามารถในการยบัยั !งราทั !ง 2 ชนิดได้ดีที%สดุ 

3.7 การหาภาวะที� เหมาะสมต่อการสร้างสารที� มีฤทธิ7 ในการยับยั ;ง C. 
gloeosporioides และ C. lunata 

นําแบคทีเรียที%คดัเลือก ได้จากข้อ 3.6.3 ไปหาภาวะที%เหมาะสมแก่การสร้างสารที%มีฤทธิ[ใน
การยบัยั !งรา โดยแปรผนั 1) ชนิดของอาหารเลี !ยงเชื !อแบคทีเรีย ได้แก่ อาหารเหลว NB, อาหาร
เหลว LB และอาหารเหลว TSB, 2) pH ของอาหารที% pH ตา่งๆ ได้แก่ pH6, pH7, pH8 และ pH9, 
และ 3) อณุหภมูิที%ใช้ในการเลี !ยงแบคทีเรีย ได้แก่ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส โดยหาระยะเวลา
ในการเลี !ยงแบคทีเรีย เพื%อให้สร้างสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งราได้ดีที%สดุ ในทกุการแปรผนั 

3.7.1 การแปรผนัหาชนิดของอาหารเลี !ยงเชื !อแบคทีเรียที%เหมาะสม 

นําแบคทีเรียไอโซเลตที%ได้คดัเลือกจากข้อ 3.6.3 มา 1 ลปูใสล่งในอาหารเหลว NB 
อาหารเหลว LB  และอาหารเหลว TSB ปริมาตร 15 มิลลิลิตร บม่เชื !อแบบเขยา่ ที%อณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 18 ชั%วโมง จากนั !นนํามาวดัคา่การดดูกลืนแสง
ที%ความยาวคลื%น 660 นาโนเมตร ให้ได้เทา่กบั 0.5 แล้วดดูเชื !อแบคทีเรียปริมาตร 150 ไมโครลิตร 
ใสล่งในอาหารเหลว NB อาหารเหลว LB  และอาหารเหลว TSB ตามลําดบั ปริมาตร 15 มิลลิลิตร 
(1% inoculum) บม่เชื !อแบบเขยา่ ที%อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที นําเชื !อ
แบคทีเรียที%เลี !ยงไว้มาวดัคา่การดดูกลืนแสงที% 660 นาโนเมตร เพื%อติดตามการเจริญของเชื !อ และ
ปั%นเหวี%ยงที%อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที และนําสว่น
นํ !าใสมากรองด้วยเมมเบรน ขนาด 0.45 ไมครอน เพื%อแยกเซลล์แบคทีเรียออก โดยเก็บตวัอยา่ง
ทกุๆ 3 ชั%วโมง ตั !งแตช่ั%วโมงที% 0 – 24 สว่นนํ !าใสที%ได้นําไปใช้ในการทดสอบการยบัยั !งราด้วยวิธี 
agar diffusion (Lewinstein และคณะ, 2005) โดยนําสว่นนํ !าใสที%ได้หยดลงหลมุบนจาน
เพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว (ข้อ 3.6.2) โดยเจาะหลมุบนอาหารแข็งด้วย steel cork 
borer ที%มีเส้นผา่ศนูย์กลางยาว 0.8 เซนตเิมตร หยดสารละลายหลมุละ 100 ไมโครลิตร ทั !งหมด 4 
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หลมุ และมี 1 หลมุตรงกลางเป็นอาหารเหลว NB ซึ%งก็คือ ชดุควบคมุ นําไปบม่ที%อณุหภมูิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั สงัเกตผลการทดลอง  

3.7.2 การแปรผนัหา pH ของอาหารที% pH6, pH7, pH8 และ pH9 

นําแบคทีเรียไอโซเลตที%ได้คดัเลือกจากข้อ 3.6.3 มา 1 ลปูใสล่งในอาหารเหลวที%ได้
จากการคดัเลือกในข้อ 3.7.1 ที%ปรับ pH เป็น pH6, 7, 8 และ 9 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร บม่เชื !อแบบ
เขยา่ ที%อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 18 ชั%วโมง จากนั !นนํามา
วดัคา่การดดูกลืนแสงที%ความยาวคลื%น 660 นาโนเมตร ให้ได้เทา่กบั 0.5 แล้วดดูเชื !อแบคทีเรีย
ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวที%ได้จากการคดัเลือกในข้อ 3.7.1 pH6, 7, 8 และ 9 
ปริมาตร 15 มิลลิลิตร บม่เชื !อแบบเขยา่ ที%อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที 
นําเชื !อแบคทีเรียที%เลี !ยงไว้มาวดัคา่การดดูกลืนแสงที%ความยาวคลื%น 660 นาโนเมตร เพื%อติดตาม
การเจริญของเชื !อ และปั%นเหวี%ยงที%อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 5 นาที และนําสว่นนํ !าใสมากรองด้วยเมมเบรน ขนาด 0.45 ไมครอน เพื%อแยกเซลล์แบคทีเรีย
ออก โดยเก็บตวัอยา่งทกุๆ 3 ชั%วโมง ตั !งแตช่ั%วโมงที% 0 – 24 สว่นนํ !าใสที%ได้นําไปใช้ในการทดสอบ
การยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion เชน่เดียวกบัวิธีในข้อ 3.7.1 โดยทดสอบบนจานเพาะเลี !ยงที%
เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว (ข้อ 3.6.2) เพื%อหา pH ของอาหารเลี !ยงเชื !อ และเนื%องจากการแพร่ของ
สารในแตล่ะจานเพาะเลี !ยงอาจไมเ่ทา่กนั ดงันั !นจงึมีชดุควบคมุการแพร่ เพื%อใช้เป็นตวัเปรียบเทียบ
วา่ในแตล่ะจานเพาะเลี !ยงแพร่ได้เทา่กนัหรือไม ่ โดยใช้ชดุควบคมุผลบวกได้แก่ บีโนมิล (benomyl) 
ความเข้มข้น 15 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
สําหรับเชื !อ C. gloeosporioides และนิสทาทิน (nystatin) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 4) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร สําหรับเชื !อ C. lunata  โดยหยดลงบนกระดาษ
กรองขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร (Whatman International CO., Ltd., England) ที%วาง
อยูต่รงกลางจานเพาะเลี !ยง 
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  3.7.3 การแปรผนัหาอณุหภมูิที%ใช้ในการเลี !ยงแบคทีเรีย ได้แก่ 30, 37 และ 40 องศา
เซลเซียส 

นําแบคทีเรียไอโซเลตที%ได้คดัเลือกจากข้อ 3.6.3 มา 1 ลปูใสล่งในอาหารเหลวที%ได้
จากการคดัเลือกในข้อ 3.7.2 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร บม่เชื !อแบบเขยา่ ที%อณุหภมูิ 30, 37 และ 40 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 18 ชั%วโมง จากนั !นนํามาวดัคา่การดดูกลืนแสง
ที%ความยาวคลื%น 660 นาโนเมตร ให้มีคา่เทา่กบั 0.5 แล้วดดูเชื !อแบคทีเรียปริมาตร 150 ไมโครลิตร 
ใสล่งในอาหารเหลวที%ได้จากการคดัเลือกในข้อ 3.7.2 ปริมาตร 15 มิลลิลิตร บม่เชื !อแบบเขย่า ที%
อณุหภมูิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที นําเชื !อแบคทีเรียที%เลี !ยงไว้มา
วดัคา่การดดูกลืนแสงที%ความยาวคลื%น 660 นาโนเมตร เพื%อติดตามการเจริญของเชื !อ และปั%น
เหวี%ยงที%อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที และนําสว่นนํ !า
ใสมากรองด้วยเมมเบรน ขนาด 0.45 ไมครอน เพื%อแยกเซลล์แบคทีเรียออก โดยเก็บตวัอยา่งทกุๆ 3 
ชั%วโมง ตั !งแตช่ั%วโมงที% 0 – 24 สว่นนํ !าใสที%ได้นําไปใช้ในการทดสอบการยบัยั !งราด้วยวิธี agar 
diffusion เชน่เดียวกบัวิธีในข้อ 3.7.1 โดยทดสอบบนจานเพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว 
(ข้อ 3.6.2) เพื%อหาอณุหภมูิที%เหมาะสมสําหรับการผลิตสารที%มีฤทธิ[ยบัยั !งรา โดยเทียบกบัชดุ
ควบคมุผลบวกเหมือนข้อ 3.7.2 

3.8 การทดสอบความเสถียรของสารที�มีฤทธิ7ยับยั ;งราซึ�งผลิตโดยแบคทเีรีย  

3.8.1 การเตรียมสว่นนํ !าใสจากแบคทีเรีย 

เลี !ยงแบคทีเรียในภาวะที%เหมาะสมตามข้อ 3.7 ในอาหารเหลวปริมาตร 15 มิลลิลิตร 
โดยลงเชื !อ 1% inoculum จากนั !นนํานํ !าเลี !ยงเชื !อไปปั%นเหวี%ยงและกรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.45 
ไมครอน เพื%อเตรียมสว่นนํ !าใสไว้ไปทดสอบในขั !นตอ่ไป 

3.8.2 การทดสอบความเสถียรตอ่ pH  

นําสว่นนํ !าใสจากข้อ 3.8.1 มาปรับคา่ pH ด้วย 1 โมลาร์ กรดไฮโดรคลอริก  
(ภาคผนวก ข หมายเลข 5) หรือ 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 6) ให้มีคา่ 
pH เทา่กบั 2, 4, 6, 8, และ 10 จากนั !นบม่ที%อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 นาที แล้วปรับคา่ pH กลบั
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เป็นคา่ pH เริ%มต้น แล้วนําไปทดสอบฤทธิ[ในการยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion เชน่เดียวกบัวิธีใน
ข้อ 3.7.1 โดยทดสอบบนจานเพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว (ข้อ 3.6.2) โดยเทียบกบัชดุ
ควบคมุเหมือนข้อ 3.7.2 

3.8.3 การทดสอบความเสถียรตอ่อณุหภมูิ 

นําสว่นนํ !าใสจากข้อ 3.8.1 มาบม่ที%อณุหภมูิ 20, 40, 60, 80, 100 และ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตั !งทิ !งไว้จนเย็นเท่าอณุหภมูิห้อง จากนั !นทดสอบฤทธิ[ในการยบัยั !ง
ราด้วยวิธี agar diffusion เชน่เดียวกบัวิธีในข้อ 3.7.1 โดยทดสอบบนจานเพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อรา
เป้าหมายไว้แล้ว (ข้อ 3.6.2) โดยเทียบกบัชดุควบคมุเหมือนข้อ 3.7.2 

3.9 การหาความเข้มข้นตํ�าสุด (MIC: minimum inhibitory concentration) ของนํ ;า
เลี ;ยงเชื ;อที�สามารถยับยั ;งการเจริญของราได้ 

เลี !ยงแบคทีเรียในภาวะที%เหมาะสมตามข้อ 3.7 ในอาหารเหลวปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั !น
นํานํ !าเลี !ยงเชื !อไปปั%นเหวี%ยงที%อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 
นาที แล้วนําส่วนนํ !าใสไปทําให้เป็นนํ !าแข็งเพื%อนําไปไลโอฟิไลซ์ เนื%องจากหลกัการของไลโอฟิไลซ์
จะเป็นการทําให้ของแข็งกลายเป็นไอภายใต้สภาวะสุญญากาศ จากนั !นนําไปเสียบเข้าเครื%อง
ระเหยแห้งแบบสญุญากาศ เป็นเวลาประมาณ 8 ชั%วโมง จะได้ผงของส่วนนํ !าใสแล้วละลายผงที%ได้
ด้วยนํ !ากลั%นปลอดเชื !อ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เจือจางสารละลายที%ได้แบบลําดบัส่วน แล้วนําไป
ทดสอบฤทธิ[ในการยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion เช่นเดียวกบัวิธีในข้อ 3.7.1 โดยทดสอบบนจาน
เพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว (ข้อ 3.6.2) โดยเทียบกบัชดุควบคมุเหมือนข้อ 3.7.2 

3.10 การสกัดแยกสารที�มีฤทธิ7ในการยับยั ;งราทั ;งสองชนิด 

เนื%องจากยงัไม่ทราบว่าสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของราเป็นสารชนิดใด ดงันั !นการ
สกดัแยกสารออกมาจงึใช้วิธีดงัข้อ 3.10.2 และ 3.10.3 เพื%อทดสอบว่าวิธีใดที%สามารถสกดัแยกสาร
ที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งราได้มากที%สดุ  
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3.10.1 การเตรียมสว่นนํ !าใสจากแบคทีเรีย 

เลี !ยงแบคทีเรียในภาวะที%เหมาะสมตามข้อ 3.7 โดยลงเชื !อ 1% inoculum จากนั !นนํานํ !า
เลี !ยงเชื !อไปปั%นเหวี%ยงที%อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที 
เพื%อเตรียมสว่นนํ !าใสไว้สําหรับสกดัสารในขั !นตอ่ไป 

3.10.2 การสกดัสารด้วยตวัทําละลายตา่งๆ 

นําส่วนนํ !าใสที%ได้จากการเตรียมในข้อ 3.10.1 มาวดัปริมาตร แล้วเติมตวัทําละลาย 
ด้วยอัตราส่วน 1:1 โดยใช้ตวัทําละลายต่างๆ ดงันี ! n-บิวทานอล, n-เฮกเซน, อีเทอร์ หรือ
คลอโรฟอร์ม แล้วเขย่าเป็นเวลา 1 นาที จํานวน 4 ครั !ง นําไประเหยตวัทําละลายโดยใช้เครื%อง
ระเหย ชั%งนํ !าหนักสารที%เหลือ จากนั !นนําไปทดสอบฤทธิ[ในการยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion 
เชน่เดียวกบัวิธีในข้อ 3.7.1 โดยทดสอบบนจานเพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว (ข้อ 3.6.2) 
โดยเทียบกบัชดุควบคมุเหมือนข้อ 3.7.2 นอกจากนี !ยงัมีชดุควบคมุเป็นตวัทําละลายชนิดตา่งๆด้วย  

3.10.3 การแยกและการทําให้บริสทุธิ[ของสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งรา 

3.10.3.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในชว่งตา่งๆ 

นําส่วนนํ !าใสที%ได้จากการเตรียมในข้อ 3.10.1 มาตกตะกอนโปรตีนด้วย
แอมโมเนียมซลัเฟตโดยใช้ช่วง 0-40%, 40-80%, และ 80-100% ระหว่างการตกตะกอนมีการกวน
เบาๆ ตลอดเวลา ที%อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และหลงัจากเตมิผงแอมโมเนียมซลัเฟตหมด ให้กวน
เบาๆ ตอ่เป็นเวลาประมาณ 1 ชั%วโมง เพื%อให้แอมโมเนียมซลัเฟตละลายได้ดีและไปจบักบัโปรตีน 
ทําให้เกิดการตกตะกอนโปรตีนได้อย่างสมบูรณ์  จากนั !นแยกตะกอนออกจากส่วนนํ !าใส โดยปั%น
เหวี%ยงที%อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที ละลายตะกอน
ที%ได้ในแตล่ะช่วงด้วย Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5  (ภาคผนวก ข หมายเลข 7) โดย
ใช้ปริมาตรน้อยที%สุดในการละลายตะกอน  ส่วนนํ !าใสที%เหลือนําไปตกตะกอนในช่วงต่อไป ทํา
เชน่เดียวกนันี !จนครบทกุชว่งของแอมโมเนียมซลัเฟต  จากนั !นนําตะกอนที%ละลายในบฟัเฟอร์ไปลด
ปริมาตรนํ !าโดยวิธี aquasorb ด้วยผงบลาโนส ซีเอ็มซี (Blanose CMC) เพื%อทําให้สารละลาย
โปรตีนเข้มข้นขึ !น และนําไปขจดัเกลือออก โดยนําโปรตีนที%ได้ใส่ในถุงไดแอลิซิส ซึ%งเตรียมได้ตาม
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ข้อ 3.10.3.2 แช่ถงุไดแอลิซิสซึ%งมีโปรตีนใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 ปริมาตร 1 
ลิตร กวนเบาๆตลอดเวลาที%อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี%ยนบฟัเฟอร์ทกุ 5 ชั%วโมง จํานวน 3 
ครั !ง และการขจดัเกลือในครั !งที% 4 จะไดแอไลซ์ด้วยบฟัเฟอร์เดิมที%มีกลีเซอรอล 30% ผสมอยู ่
(ภาคผนวก ข หมายเลข 8) เป็นระยะเวลา 4-6 ชั%วโมง  จากนั !นวัดโปรตีนที%ได้ตามวิธีในข้อ 
3.10.3.3 และทดสอบความสามารถในการยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion เช่นเดียวกบัวิธีในข้อ 
3.7.1 โดยทดสอบบนจานเพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว (ข้อ 3.6.2) โดยเทียบกับชุด
ควบคมุเหมือนข้อ 3.7.2 และเลือกลําดบัช่วงการตกตะกอนโปรตีนที%ให้แอกทิวิตีมากที%สุดมาทํา
บริสทุธิ[ตอ่ไป 

3.10.3.2 การเตรียมถงุไดแอลิซิส 

ตดัถุงไดแอลิซิสขนาด cutoff ที% 3,500 MW ให้มีความยาวประมาณ 10-12 
เซนติเมตร โดยความยาวของถุงไดแอลิซิสจะขึ !นอยู่กับปริมาตรของสารละลายที%จะใส่ลงไปในถุง 
นําถงุไดแอลิซิสที%ตดัแล้วใส่ลงในEDTA 1%  (ภาคผนวก ข หมายเลข 9) ที%ต้มเดือดนาน 10 นาที 
จากนั !นล้างด้วยนํ !ากลั%นประมาณ 4-5 ครั !ง หรือจนกวา่กลิ%นของ EDTA จะหมด เตรียมถงุไดแอลิซิส
ไว้ใช้ตอ่ไป  

3.10.3.3 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 

วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยชุด Bio-Rad Protein Assay (Bio-rad 
laboratories, USA) โดยนําสารละลายตวัอย่างปริมาตร 800 ไมโครลิตร มาเติม protein assay 
dye reagent ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากนั บม่นาน 5 นาที ที%อณุหภูมิห้อง  จากนั !น
นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที%ความยาวคลื%น 595 นาโนเมตร คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟ
มาตรฐานของโบไวน์ซีรัมอลับมูิน (bovine serum albumin) ความเข้มข้น 1.2-10 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1)  

3.10.3.4 การทดสอบแอกทิวิตีของโปรตีน 

การทดสอบแอกทิวิตีของโปรตีนปฏิบตัิตามวิธีที%ปรับปรุงจากวิธีของ Mataragas 
และคณะ (2003) ดงันี ! วัดปริมาณโปรตีนและปรับความเข้มข้นโปรตีนที%จะทดสอบให้เท่ากัน 
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จากนั !นเจือจางโปรตีนแบบลําดบัสว่นทีละสองเทา่ แล้วนําไปทดสอบความสามารถในการยบัยั !งรา
ด้วยวิธี agar diffusion เช่นเดียวกับวิธีในข้อ 3.7.1 โดยทดสอบบนจานเพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อรา
เป้าหมายไว้แล้ว (ข้อ 3.6.2) โดยเทียบกบัชดุควบคมุเหมือนข้อ 3.7.2 วดัผลเป็นคา่ Arbitrary Unit 
(AU) คือ ส่วนกลบัของความเจือจางที%สูงที%สุดที%สามารถให้ขอบเขตการยับยั !งต่อเชื !อทดสอบได้ 
แล้วรายงานค่าแอกทิวิตีจําเพาะ (specific activity) ของโปรตีนเป็น AU/มิลลิกรัมของโปรตีน 
(Barefoot และ Klaenhammer, 1983; Mataragas และคณะ, 2003) 

3.10.3.5 การทําโปรตีนให้บริสุทธิ[โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความ
แตกตา่งของประจสุทุธิของสาร (ion exchange chromatography) 

ขยายขนาดของการเลี !ยงแบคทีเรียเพื%อให้ได้โปรตีนในปริมาณมากขึ !น โดยเลี !ยง
แบคทีเรียตามภาวะที%เหมาะสมในข้อ 3.7 และตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต โดยเลือก
ช่วงการตกตะกอนโปรตีนจากข้อ 3.10.3.1  จากนั !นนําสารละลายโปรตีนมาทําให้บริสุทธิ[ด้วย
คอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบอาศยัความแตกตา่งของประจสุทุธิของสาร ดงันี ! ล้างสารแขวนลอยดีอี
เออี-ไบโอเจล เอ ที%แชอ่ยูใ่น 20% แอลกอฮอล์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 10) ด้วยนํ !ากลั%นโดยใช้แท่ง
แก้วคนเบาๆ แล้วปล่อยให้เจลตกตะกอนเอง เทส่วนนํ !าใสพร้อมกับเจลละเอียดที%ยังลอยอยู่
ด้านบนทิ !งไป ทําเช่นนี !หลายๆ ครั !งจนไม่มีกลิ%นแอลกอฮอล์และเจลละเอียดแขวนลอยอยู่  จากนั !น
แช่เจลใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 นําเจลไปกําจดัฟองอากาศออกโดยใช้คลื%น
เสียงความถี%สูง (sonication) ภายใต้ภาวะสุญญากาศ เป็นเวลาประมาณ 30 นาที แล้วบรรจุ
เจลลงในคอลมัน์ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 1.5 เซนติเมตร สูง 30  เซนติเมตร ปริมาตรเจล 20 
มิลลิลิตร ตั !งทิ !งไว้ข้ามคืน แล้วนําสารละลายที%จะใช้ในการทําโปรตีนบริสทุธิ[ที%ประกอบไปด้วย Tris-
HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 ปริมาตร 800 มิลลิลิตร, โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โม
ลาร์ ใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 ปริมาตร 800 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข หมายเลข 
11) ปริมาตร 800 มิลลิลิตร, 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เพื%อใช้ล้าง
เจลหรือคอลมัน์ไม่ให้มีโปรตีนเกาะอยู่อีก และนํ !ากลั%น เพื%อใช้ปรับเจลหรือคอลมัน์ให้เป็นกลาง นํา
ทั !งหมดนี !ไปกําจัดฟองอากาศออกโดยใช้คลื%นเสียงความถี%สูง (sonication) ภายใต้ภาวะ
สญุญากาศ เป็นเวลาประมาณ 45 นาที หรือจนกว่าฟองอากาศจะหมด  จากนั !นนําเจลที%บรรจลุง
ในคอลัมน์ตั !งไว้ข้ามคืนมาผ่านสารละลาย Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 โดยเติม
สารละลายบัฟเฟอร์ลงในคอลัมน์ปริมาตร 2-3 เท่าของปริมาตรเจล ด้วยอัตราการไหล 30 
มิลลิลิตรตอ่ชั%วโมง คอ่ยๆใส่สารละลายโปรตีนที%ได้จากข้อ 3.10.3.1 ลงบนผิวเจลแล้วชะโปรตีนที%
ไม่ถูกจับกับดีอีเอดี-ไบโอเจล เอ (unbound fraction) ออกด้วยสารละลายบัฟเฟอร์เดิม แล้ว
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ติดตามโปรตีนโดยการวัดค่าการดดูกลืนแสงที%ความยาวคลื%น 280 นาโนเมตร จะมีค่าใกล้ศูนย์ 
จากนั !นจึงชะโปรตีนที%จับอยู่กับเจลออก (bound fraction) โดยใช้เกรเดียนท์ของสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0 – 1,000 มิลลิโมลาร์ เป็นใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ 
pH7.5 แล้วเก็บสารละลายที%ผ่านคอลัมน์ส่วนละ 2 มิลลิลิตร ติดตามโปรตีนโดยการวดัค่าการ
ดดูกลืนแสงที%ความยาวคลื%น 280 นาโนเมตร และรวมลําดบัส่วนในแตล่ะช่วงของโปรตีนที%มีคา่การ
ดดูกลืนแสงที%สงูเข้าด้วยกนั แล้วทําสารละลายโปรตีนให้เข้มข้นขึ !นโดยวิธี aquasorb ด้วยผงบลา
โนส ซีเอ็มซี  จากนั !นรวบรวมลําดบัส่วนในแตล่ะช่วงของโปรตีนไปขจดัเกลือออกด้วยการนําไปใส่
ในถงุไดแอลิซิสขนาด cutoff ที% 3,500 MW ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บฟัเฟอร์ pH7.5 ปริมาตร 
1 ลิตร กวนเบาๆตลอดเวลาที%อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี%ยนบฟัเฟอร์ทกุ 6 ชั%วโมง จํานวน 
2 ครั !ง และการขจดัเกลือในครั !งที% 3 จะไดแอไลซ์ด้วยบฟัเฟอร์เดิมที%มีกลีเซอรอล 30% ผสมอยู่ เป็น
ระยะเวลา 3 ชั%วโมง  จากนั !นวดัปริมาตรของสารละลายโปรตีนที%ได้, วดัปริมาณโปรตีนตามวิธีใน
ข้อ 3.10.3.2 และทดสอบความสามารถในการยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion เช่นเดียวกบัวิธีใน
ข้อ 3.7.1 โดยทดสอบบนจานเพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว (ข้อ 3.6.2) โดยเทียบกบัชดุ
ควบคมุเหมือนข้อ 3.7.2  จากนั !นเลือกลําดบัส่วนในช่วงที%มีความสามารถในการยบัยั !งการเจริญ
ของราได้ไปวิเคราะห์หานํ !าหนกัโมเลกลุของโปรตีนตอ่ไป  

3.10.3.6 การหานํ !าหนกัโมเลกลุของโปรตีนที%ทําบริสทุธิ[ได้ โดยการทําอิเล็กโทรโฟเร 
ซิสบนโซเดียมโดเดซิลซลัเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis, SDS-PAGE)  

นําโปรตีนที%ได้จากขั !นตอนการทําบริสทุธิ[ในข้อ 3.10.3.4 และสารละลายโปรตีน
มาตรฐานนํ !าหนกัโมเลกลุสงู (Fermentus, USA) มาทําอิเล็กโทรโฟเรซิสบนโซเดียมโดเดซิลซลัเฟ
ตพอลิอะคริลาไมด์เจล ตามวิธีของ Laemmli (1970) โดยประกบแผ่นแก้วขนาด 8.2X10.2 
เซนติเมตร และขนาด 7.4X10.2 เซนติเมตร เข้าด้วยกัน โดยมีแผ่นพลาสติก (spacer) หนา 1 
มิลลิเมตร สอดอยูที่%ขอบทั !งสองข้าง ประกอบแผ่นแก้วนี !เข้ากบัชดุหล่อเจล MiniPROTEAN II (Bio-
Rad Laboratories, USA) เทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความเข้มข้น 
12 เปอร์เซ็นต์ ซึ%งเตรียมตามวิธีดงันี ! 

- เตรียม separating gel ที%ความเข้มข้น 12 เปอร์เซ็นต์ โดยผสมสารละลายตา่งๆ คือ 
40% Acrylamide      2.912 มิลลิลิตร 
2% Bis- Acrylamide      1.608 มิลลิลิตร 
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1.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH8.8 (ภาคผนวก ข หมายเลข 12) 2.50 มิลลิลิตร 
10% SDS (ภาคผนวก ข หมายเลข 13)   0.10 มิลลิลิตร 
นํ !ากลั%นปลอดประจ ุ      2.83 มิลลิลิตร 

เติม TEMED 5 ไมโครลิตร และแอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต 10 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 14) 50 ไมโครลิตร ผสมสารทกุชนิดเข้าด้วยกนั แล้วรีบบรรจสุารผสมลงในช่องระหว่าง
แผ่นแก้วทนัที ให้มีความสูงห่างจากปลายช่องใส่ตวัอย่าง (slot former) ประมาณ 5 มิลลิเมตร 
TEMED และแอมโมเนียมซลัเฟตจะทําให้เจลแข็งตวัเร็ว  หลงัจากนั !นเติมนํ !ากลั%นลงบนผิวหน้าเจล
ให้มีความสงูประมาณ 1 เซนตเิมตร หรือสงูเตม็แผน่กระจก ตั !งทิ !งไว้ประมาณ 15 นาที หรือจนกว่า
เจลจะแข็งตวั ซับนํ !าออก แล้วเทสารละลายผสมสแต็กกิงเจล (stacking gel) ความเข้มข้น 4 
เปอร์เซ็นต์ ซึ%งเตรียมได้ดงัตอ่ไปนี ! 

- เตรียม stacking gel ที%ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ โดยผสมสารละลายตา่งๆ ดงันี ! 
40% Acrylamide      0.48 มิลลิลิตร 
2% Bis- Acrylamide      0.26 มิลลิลิตร 
0.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH6.8 (ภาคผนวก ข หมายเลข 15)  1.26 มิลลิลิตร 
10% SDS       50 ไมโครลิตร 
นํ !ากลั%นปลอดประจ ุ      2.92 มิลลิลิตร 

เตมิ TEMED 5 ไมโครลิตร และแอมโมเนียมซลัเฟล 10 เปอร์เซ็นต์ 25 ไมโครลิตร ผสมสาร
ทุกชนิดเข้าด้วยกัน แล้วรีบบรรจุสารผสมให้ท่วมช่องว่างที%เหลือในแผ่นแก้ว วางแผ่นพลาสติก
สําหรับเตรียมช่องใส่ตวัอย่าง (slot former) ลงระหว่างแผ่นแก้ว ตั !งทิ !งไว้ประมาณ 15 นาที หรือ
จนกระทั%งเจลแข็งตวัจงึดงึแผน่พลาสตกิออก นําแผ่นเจลที%เตรียมได้มาประกอบเข้ากบัชดุอิเล็กโทร
โฟเรซิส จากนั !นเตมิอิเล็กโทรดบฟัเฟอร์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 16) ลงในช่องชดุทําอิเล็กโทรโฟเร
ซิสจนเต็ม นําโปรตีนที%จะวิเคราะห์มาปรับความเข้มข้นให้เท่ากับ 5 ไมโครกรัม และผสมกับ 2X 
Laemmli buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 17) ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1X  นําไปบ่มที%
อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หยอดตวัอย่าง 45 ไมโครลิตร ลงในช่องใส่ตวัอย่าง 
และหยอดโปรตีนมาตรฐาน 10 ไมโครลิตร ลงในช่องใส่ตวัอย่าง แล้วทําอิเล็กโทรโฟเรซิสที% 200 
โวลท์ เป็นเวลา 45 นาที ซึ%งสีของบรอมฟีนอลบลูเคลื%อนที%ลงมาใกล้ถึงปลายสุดของแผ่นเจล นํา 
เจลออกจากแผน่แก้ว และย้อมสีโปรตีนด้วยสีคแูมสซีบล ูโดยนําเจลไปแช่ในนํ !ายาย้อมสี (staining 
solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 18) เป็นเวลา 1 ชั%วโมง แล้วล้างออกด้วยสารละลายสําหรับล้าง
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สี (destaining solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 19) จนเห็นแถบโปรตีนชดัเจน โดยในระหว่าง
การย้อมสีและล้างสีจะต้องเขย่าเบาๆ ตลอดเวลา ประมาณค่านํ !าหนักโมเลกุลของโปรตีน โดย
พิจารณาการเคลื%อนที%ของโปรตีนเปรียบเทียบกบัการเคลื%อนที%ของโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ค 
หมายเลข 2) 

3.11 การทดสอบฤทธิ7ในการยับยั ;งการเจริญของราของโปรตีนบริสุทธิ7 

3.11.1 การหาความเข้มข้นตํ%าสดุ (MIC: minimum inhibitory concentration) ของโปรตีน
บริสทุธิ[ที%สามารถยบัยั !งการเจริญของราได้ 

นําโปรตีนที%ได้จากขั !นตอนการทําบริสทุธิ[ในข้อ 3.10.3.5 เจือจางแบบลําดบัส่วน คือ 
กําหนดให้ความเข้มข้นมีค่าเท่ากบั 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 และ 1.56 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร แล้วนําไปทดสอบฤทธิ[ในการยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion เช่นเดียวกบัวิธีในข้อ 3.7.1 
โดยทดสอบบนจานเพาะเลี !ยงที% เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว (ข้อ 3.6.2) ใช้ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ตอ่ 1 หลมุโดยเทียบกบัชดุควบคมุเหมือนข้อ 3.7.2 

3.11.2 การตรวจสอบผลเบื !องต้นของโปรตีนบริสทุธิ[ที%มีฤทธิ[ยบัยั !งรา 

เตรียมสารแขวนลอยของสปอร์ราตามข้อ 3.6.2 โดยปรับให้มีความเข้มข้นสปอร์เท่ากบั 
2X104 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับโปรตีนที%ได้จากข้อ 3.10.3.5 โดยมี
โปรตีนเท่ากับ 50 ไมโครกรัม และปรับปริมาตรให้เท่ากับ 300 ไมโครลิตรด้วยอาหารเหลว PDB 
ทดสอบเปรียบเทียบกับตัวควบคุมที%ไม่ใส่โปรตีน ตั !งทิ !งไว้ที%อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั%วโมง 
ตรวจสอบการงอกของสปอร์ราด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงและกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) โดยใช้บริการของศนูย์เครื%องมือวิจยั
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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3.12 การพสูิจน์เอกลักษณ์ของแบคทเีรีย 

3.12.1 การพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียทางสณัฐานวิทยาและชีวเคมี 

สงัเกตลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรีย N3 บนอาหารแข็ง NA เมื%อบม่ที%อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั%วโมง  จากนั !นนําไปย้อมสีแกรม, ย้อมสปอร์และศึกษารูปร่างลักษณะ
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี ได้แก่ ทดสอบเอนไซม์แคทาเลส โดยหยด
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 3 เปอร์เซ็นต์ ลงบนโคโลนีของแบคทีเรีย เพื%อศึกษาว่าแบคทีเรียสามารถ
ผลิตเอนไซม์แคทาเลสได้หรือไม่, ทดสอบในอาหาร TSI (Triple Sugar Iron) เพื%อศกึษาการใช้
นํ !าตาลกลูโคส, นํ !าตาลแลกโตส และนํ !าตาลซูโครส และทดสอบความสามารถในการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนซลัไฟด์, ทดสอบความสามารถในการใช้ไนเตรต (nitrate) ด้วยเอนไซม์ไนเตรตรีดกัเทส 
(nitrate reductrase), ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายเจลาตินโดยเอนไซม์เจลาติเนส, 
ทดสอบความสามารถในการผลิตอินโดลจาการย่อยกรดอะมิโนทริปโตเฟนโดยเอนไซม์ทริปโตฟา
เนส (tryptophanase), ทดสอบปฏิกิริยา MR – VP เพื%อตรวจสอบผลิตภณัฑ์จากการย่อยสลาย
กลูโคส, ทดสอบความสามารถในการใช้ซิเตรต (citrate) เป็นแหล่งคาร์บอน, และทดสอบการ
เคลื%อนที%ของแบคทีเรียในอาหารกึ%งเหลวกึ%งแข็ง SIM (sulfide – indole – motility)  

3.12.2 การเตรียมดีเอ็นเอแมแ่บบของแบคทีเรีย 

เลี !ยงแบคทีเรียที%ได้จากการคดัเลือกในข้อ 3.6.3 บนอาหารแข็ง NA ที%อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั%วโมง จากนั !นใช้ปลายทิปขนาด 100 ไมโครลิตร ขูดโคโลนีของ
แบคทีเรียใส่ใน 10 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl, pH8.0 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปบม่ที%อณุหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วนําไปปั%นเหวี%ยงที%อณุหภูมิห้อง ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 5 นาที จะได้สารละลายดีเอ็นเอในส่วนนํ !าใส โดยจะนําไปใช้เป็นแม่แบบในการทํา
ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส เพื%อเพิ%มปริมาณชิ !นส่วนบริเวณ 16S rDNA โดยใช้ไพรเมอร์ 10F และ 
1500R เป็นฟอร์เวิร์ดและรีเวิร์สไพรเมอร์ ตามลําดบั ซึ%งไพรเมอร์ทั !งสองมีลําดบันิวคลีโอไทด์ดงันี ! 
GAG TTT GAT CCT GGC TCA G และ AGA AAG GAG GTG ATC CAG CC (Ogata และ
คณะ, 1997) 
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3.12.3 การเตรียมสารผสมในการทําปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส 

ใช้ดีเอ็นเอแม่แบบของแบคทีเรียที%ได้จากข้อ 3.12.1 เป็นแม่แบบในการทําปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยผสมส่วนประกอบต่างๆ เข้าด้วยกันแล้วมีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 50 
ไมโครลิตร ดงันี ! 

10X บฟัเฟอร์       5 ไมโครลิตร 
10F  (forward primer)     2 ไมโครลิตร 
1500R (reverse primer)     2 ไมโครลิตร 
สารละลายผสมของ dNTPs (ภาคผนวก ข หมายเลข 20)   2 ไมโครลิตร 
ดีเอ็นเอแมแ่บบที%ได้จากข้อ  3.12.1     5 ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase      1 ไมโครลิตร 
นํ !าปลอดประจปุลอดเชื !อ     33 ไมโครลิตร 

สารที%ผสมแล้วจะต้องอยู่บนนํ !าแข็ง และผสมให้เข้ากนัเบาๆ โดยใช้ปิเปตดดูขึ !นดดูลง 
แบบไม่ให้มีฟองอากาศ จากนั !นนําหลอดไปใส่ในเครื%องเพิ%มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal 
cycler) (Perkin Elmer instruments, USA) ที%ปรับตามโปรแกรมที%กําหนดดงันี ! 

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 

ดําเนินปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยเครื%องเพิ%มปริมาณดีเอ็นเอ ซึ%งปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิ
เมอเรสเป็นวิธีที%ช่วยเพิ%มจํานวนดีเอ็นเอที%บริเวณ 16S rDNA โดยจะสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ขึ !น
จากดีเอ็นเอแม่แบบซึ%ง Taq DNA polymerase จะเป็นตวัช่วยในการตอ่สายดีเอ็นเอสายใหม่ เมื%อ
ได้จํานวนของดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ในปริมาณมากแล้ว จะตรวจสอบดีเอ็นเอที%ได้ตามข้อ 
3.12.4 
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3.12.4 การตรวจสอบดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทร
โฟเรซิส 

เตรียมเจลโดยชั%งอะกาโรส 0.8 กรัม ละลายในบฟัเฟอร์ 1X TAE (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 21) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยใช้ไมโครเวฟช่วยในการละลายเจล จนเจลละลายหมด 
รอให้อุ่น แล้วเทลงบนถาดสําหรับขึ !นรูปเจล จากนั !นรอเจลแข็ง นําเจลที%แข็งแล้วใส่ลงบนเครื%องอิ
เล็กโทรโฟเรซิส (Mupid-2 Advance, Japan) และโหลดดีเอ็นเอของแบคทีเรียที%ได้จากข้อ 3.12.2 
ผสมกบั 6X loading dye โดยปรับความเข้มข้นให้เป็น 1X และใช้ 1 kb ladder (Fermentus, 
USA) เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน เปิดเครื%องอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใช้กระแสไฟฟ้าเท่ากบั 100 โวลต์ เป็น
เวลา 25 นาที  จากนั !นนําเจลไปย้อมสีด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข หมายเลข 22) เป็นเวลา 10 นาที นําเจลที%ได้ไปแช่ในนํ !ากลั%น เพื%อชะเอธิ
เดียมโบรไมด์ ส่วนเกินออก เป็นเวลา 5 นาที แล้วนําไปถ่ายรูปเจลด้วยโปรแกรม Quantity One 
เวอร์ชั%น 4.4.1 (Bio-Rad Laboratories, USA) 

3.12.5 การเชื%อมต่อดีเอ็นเอของแบคทีเรียจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเข้ากับเวกเตอร์ 
pGEM โดยใช้ชดุสําเร็จ pGEM® -T และ pGEM® -T Easy Vectors (Promega, USA) 

นําดีเอ็นเอที%ได้จากข้อ 3.12.2 มาเชื%อมต่อกับเวกเตอร์ pGEM โดยผสมสารละลาย
ตา่งๆ ให้มีปริมาตรสดุท้ายเทา่กบั 20 ไมโครลิตร ดงันี ! 

10X บฟัเฟอร์ T4 DNA Ligase   10 ไมโครลิตร 
เวกเตอร์ pGEM     1 ไมโครลิตร 
ดีเอ็นเอที%ได้จากข้อ 3.12.2    8 ไมโครลิตร 
(ต้องการความเข้มข้น 70 นาโนกรัม) 
เอนไซม์ T4 DNA ligase    1 ไมโครลิตร 

ผสมส่วนประกอบต่างๆ ให้เข้ากันโดยใช้เครื%องผสมสารและนําไปบ่มที%อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั%วโมง เพื%อเตรียมไว้สําหรับการทรานสฟอร์มพลาสมิดเข้าสู่คอมพี
เทนต์เซลล์ของ E. Coli DH5 α ตอ่ไป 
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3.12.6 การทรานสฟอร์มพลาสมิดเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli DH5 α โดยวิธี heat 
shock  

ทรานสฟอร์มพลาสมิดเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli DH5 α โดยวิธี heat shock 
(Sambrook และ Russell, 2001) โดยนําคอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli DH5 α ที%เก็บอยู่ที%
อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส มาแช่ในนํ !าแข็งนาน 10 นาที หรือจนกว่าจะละลาย จากนั !นใส่
สารละลายผสมที%ได้จากข้อ 3.12.4 ทั !งหมดลงในคอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli DH5 α ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัแล้วบม่ในอ่างนํ !าแข็ง เป็นเวลา 30 นาที จากนั !น heat shock ในอ่าง
นํ !าที%ควบคุมอุณหภูมิเป็น 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที เมื%อครบเวลาให้แช่ลงในอ่าง
นํ !าแข็งอยา่งรวดเร็วเป็นเวลา 2 นาที แล้วเติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 900 ไมโครลิตรลงไป บม่ที%
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั%วโมง จากนั !นนําไปปั%นเหวี%ยงที%อุณหภูมิห้อง ความเร็ว 
8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทอาหารเหลวทิ !งให้เหลืออาหารเหลวปริมาตรประมาณ 100 
ไมโครลิตร กระจายเซลล์ให้ทั%วอาหารเหลวจนเป็นเนื !อเดียวกนั จากนั !นเกลี%ยให้ทั%วผิวหน้าอาหาร
แข็ง LB (ภาคผนวก ก หมายเลข 7) ที%มีแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 23) นําไปบ่มที%อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-24 ชั%วโมง สังเกตโคโลนีที%
เกิดขึ !นและนําไปตรวจสอบทรานสฟอร์แมนท์ที%มีชิ !นส่วนของดีเอ็นเอของแบคทีเรียต่อไปในข้อที% 
3.12.6 

3.12.7 การคดัเลือกทรานสฟอร์แมนท์ที%มีชิ !นสว่นดีเอ็นเอของแบคทีเรีย ด้วยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ 

การคดัเลือกทรานสฟอร์แมนท์ที%มีชิ !นดีเอ็นเอของแบคทีเรียจะคดัเลือกโคโลนีสีขาว 
จากข้อ 3.12.5 แล้วใช้ปลายไม้จิ !มฟันปลอดเชื !อเขี%ยลงบนอาหารแข็ง LB ที%มีแอมพิซิลลิน 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  จากนั !นเลือกโคโลนีสีขาวจากเพลทนี !  แล้วใช้ไม้จิ !มฟันปลอดเชื !อเขี%ยโค
โลนีมาครึ%งโคโลนีใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ที%มีนํ !าปลอดประจุปลอดเชื !อ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร นํา
หลอดไปให้ความร้อนที% 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื%อให้เซลล์แตก จากนั !นนําไปปั%น
เหวี%ยงที%อณุหภูมิห้อง ความเร็ว 8000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ส่วนนํ !าใสที%ได้จะใช้เป็นดีเอ็น
เอแม่แบบของการทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยการทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจะผสม
สว่นประกอบตา่งๆ เข้าด้วยกนัให้มีปริมาตรสดุท้ายเทา่กบั 50 ไมโครลิตร ดงันี ! 

10X บฟัเฟอร์       5 ไมโครลิตร 
10F  (forward primer)     2 ไมโครลิตร 
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1500R (reverse primer)     2 ไมโครลิตร 
สารละลายผสมของ dNTPs     2 ไมโครลิตร 
ดีเอ็นเอแมแ่บบที%เตรียมไว้      10 ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase      1 ไมโครลิตร 
นํ !าปลอดประจปุลอดเชื !อ     28 ไมโครลิตร 

สารที%ผสมแล้วจะต้องอยู่บนนํ !าแข็ง และผสมให้เข้ากนัเบาๆ โดยใช้ปิเปตดดูขึ !นดดูลง 
แบบที%ไมใ่ห้มีฟองอากาศ จากนั !นนําหลอดไปใสใ่นเครื%องเพิ%มปริมาณดีเอ็นเอที%ปรับตามโปรแกรมที%
กําหนดไว้ในข้อ 3.12.2 จากนั !นตรวจสอบดีเอ็นเอที%ได้จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.12.3 

3.12.8 การสกดัพลาสมิดที%มีชิ !นส่วนดีเอ็นเอของแบคทีเรียด้วยวิธีแอลคาไลน์ไลซิส (Alkaline 
lysis) 

เลี !ยง E. coli DH5 α ที%มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที%ได้ผ่านการคดัเลือกจากข้อ 3.12.6 ใน
อาหารเหลว LB ซึ%งผสมแอมพิซิลลิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที%
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั%วโมง จากนั !นนําไปใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์และนําไป
ปั%นเหวี%ยงที%ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ที%อณุหภูมิห้องเทส่วนนํ !าใสทิ !ง ทําซํ !า 2 
รอบ เติมสารละลายที% 1 (ภาคผนวก ข หมายเลข 24) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพื%อกระจายเซลล์
ให้เข้ากันด้วยเครื%องผสมสาร จากนั !นเติมสารละลายที% 2 (ภาคผนวก ข หมายเลข 25) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันทันที โดยกลับหลอดจนกระทั%งสารแขวนลอยเริ%มหนืดและใสขึ !น
ภายในระยะเวลาไม่เกิน 3 นาที จากนั !นเติมสารละลายที% 3 (ภาคผนวก ข หมายเลข 26) ปริมาตร  
150 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันทนัที โดยกลบัหลอดไปมาจนเกิดเป็นตะกอนขาว นําไปปั%นเหวี%ยง
เพื%อตกตะกอนที%ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ที%อณุหภูมิห้อง ดดูส่วนนํ !าใสใส่
ในหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่ แล้วเติมเอทานอล 2 เท่าของปริมาตรส่วนนํ !าใส ผสมให้เข้ากัน  
แล้วนําไปแช่ในตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั !นนําไปปั%นเหวี%ยงเพื%อ
ตกตะกอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที%ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนนํ !าใส
ทิ !ง แล้วล้างตะกอนด้วย 70% เอทานอล ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วนําไปปั%นเหวี%ยงเพื%อ
ตกตะกอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที%ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนนํ !าใส
ทิ !ง รอให้ตะกอนแห้ง แล้วละลายด้วยนํ !ากลั%นปลอดประจุปลอดเชื !อ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
จากนั !นเติม RNase A ที%ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มที% 37 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วนําไปตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส
ตามวิธีในข้อ 3.12.3 และเมื%อพบว่า E. coli DH5 α ใดที%มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด จะนําโคโลนี
ของ E. coli นั !นไปสกัดพลาสมิดที%มีชิ !นส่วนดีเอ็นเอของแบคทีเรียด้วยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณ
น้อย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข หมายเลข 27) ตอ่ไป 

3.12.9 การสกดัพลาสมิดที%มีชิ !นส่วนดีเอ็นเอของแบคทีเรียด้วยชดุสกดัพลาสมิดปริมาณน้อย 
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 

เลี !ยง E. coli DH5 α ที%มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที%ได้ผ่านการคดัเลือกจากข้อ 3.12.6 
ในอาหารเหลว LB ซึ%งผสมแอมพิซิลลิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที%
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั%วโมง จากนั !นนําไปใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์และนําไป
ปั%นเหวี%ยงที%ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ที%อณุหภูมิห้องเทส่วนนํ !าใสทิ !ง ทําซํ !า 2 
รอบ กระจายเซลล์ด้วยบฟัเฟอร์ P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั !นเติมบฟัเฟอร์ P2 ปริมาตร 
250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับหลอดจนกระทั%งสารแขวนลอยเริ%มหนืดและใสขึ !นภายใน
ระยะเวลาไมเ่กิน 3 นาที จากนั !นเติมสารละลาย N3 ปริมาตร  350 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัทนัที 
โดยกลบัหลอดไปมาจนเกิดเป็นตะกอนขาว นําไปปั%นเหวี%ยงเพื%อตกตะกอนที%ความเร็ว 13,000 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ที%อณุหภูมิห้อง นําส่วนนํ !าใสใส่ใน QIAprep spin column นําไปปั%น
เหวี%ยงที%ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ที%อณุหภูมิห้อง เทส่วนใสทิ !ง เติมบฟัเฟอร์ 
PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์ นําไปปั%นเหวี%ยงที%ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 1 นาที ที%อณุหภูมิห้อง เทส่วนนํ !าใสทิ !ง แล้วปั%นเหวี%ยงซํ !าอีกครั !ง เพื%อกําจดัส่วนใสที%เหลือติด
คอลัมน์ ย้ายคอลัมน์ไปใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่ เติมนํ !าปลอดประจุปลอดเชื !อ หรือ
บฟัเฟอร์ EB ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ให้ลงตรงแผ่นกรอง ตั !งทิ !งไว้ 1 นาที นําไปปั%นเหวี%ยงที%
ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ที%อณุหภูมิห้อง ได้สารละลายพลาสมิดอยู่ในส่วน
นํ !าใส เก็บสารละลายพลาสมิดที%อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

3.12.10 การตรวจสอบพลาสมิดว่ามีชิ !นส่วนดีเอ็นเอของแบคทีเรียอยู่ โดยตดัด้วยเอนไซม์ตดั
จําเพาะ EcoRI  

การตรวจสอบในขั !นตอนนี !ทําขึ !นเพื%อเป็นการยืนยนัว่าพลาสมิดที%สกดัได้จากข้อ 3.12.8 
มีดีเอ็นเอของแบคทีเรียแทรกอยู่ในพลาสมิดจริง สามารถทําได้โดยผสมส่วนประกอบต่างๆ ให้มี
ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ดงันี ! 
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10X บฟัเฟอร์      1.5 ไมโครลิตร 
พลาสมิดที%ได้จากข้อ 3.12.8    5 ไมโครลิตร 
เอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI     1 ไมโครลิตร 
นํ !ากลั%นปลอดประจปุลอดเชื !อ    7.5 ไมโครลิตร 

ผสมส่วนประกอบต่างๆ เข้าด้วยกัน แล้วนําไปบ่มที% 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 
ชั%วโมง จากนั !นตรวจสอบด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.12.3 เปรียบเทียบกบัดี
เอ็นเอมาตรฐาน 

3.12.11 วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA เพื%อพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรีย 

นําสารละลายพลาสมิดที%ได้จากข้อ 3.12.8 สง่ไปวิเคราะห์หาลําดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณ 16S rDNA โดยใช้บริการของบริษัท 1M Base (ประเทศมาเลเซีย) จากนั !นนําข้อมลูลําดบั 
นิวคลีโอไทด์ที%ได้ไปเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูใน GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด้วย
โปรแกรม Blastn ซึ%งโปรแกรมนี !จะชว่ยนําข้อมลูลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของ
แบคทีเรียไปเปรียบเทียบกบัลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียชนิดตา่งๆ ที%มีอยู่
ในฐานข้อมลู GenBank เพื%อดวูา่แบคทีเรียที%ต้องการพิสจูน์เอกลกัษณ์นี ! เป็นแบคทีเรียชนิดใด 
หรือเป็นแบคทีเรียชนิดใหมที่%ยงัไมมี่การค้นพบ 

3.13 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติ ิ

การวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิตทีิ%ใช้ในงานวิจยันี ! มีดงัตอ่ไปนี ! 

3.13.1 สถิติพรรณนา (Descriptive statistics) ตวัอย่างเช่น การคํานวณค่าเฉลี%ยและส่วน
เบี%ยงเบนมาตรฐาน 

3.13.2 สถิติวิเคราะห์ความแปรปรวน (Covarience) ตัวอย่างเช่น ทดสอบความแตกต่าง
อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ โดยตรวจสอบคา่เฉลี%ยแบบ DMRT (Duncan’s New Mutiple Rang 
Test) ที%ระดบัความเชื%อมั%น 95 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้โปรแกรม SPSS 
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บทที�  4 

ผลการทดลอง 

4.1 การคัดเลือกแบคทีเรียที�สามารถยับยั ;งการเจริญของรา C. gloeosporioides 
และ C. lunata ได้ดีที�สุด 

เมื%อนําแบคทีเรียไอโซเลตตา่งๆ ไปขีดลงบนอาหารแข็งที%มีเชื !อ C. gloeosporioides และ C. 
lunata พบว่า C. gloeosporioides ถูกยบัยั !งด้วยแบคทีเรีย N3, N1, M22 และ M26 โดย
แบคทีเรีย N3 สามารถยบัยั !ง C. gloeosporioides ได้คา่เฉลี%ยเท่ากบั 13.5 มิลลิเมตร, แบคทีเรีย 
N1 และ M22 สามารถยบัยั !งรานี !ได้คา่เฉลี%ยเท่ากบั 10.0 มิลลิเมตร, และแบคทีเรีย M26 สามารถ
ยบัยั !งได้คา่เฉลี%ยเท่ากบั 9.0 มิลลิเมตร  ส่วน C. lunata ถกูยบัยั !งได้ด้วยแบคทีเรีย M27, M26, 
M22, N3 และ M25 โดยแบคทีเรีย M27 สามารถยบัยั !ง C. lunata ได้ค่าเฉลี%ยเท่ากับ 5.5 
มิลลิเมตร, แบคทีเรีย M26 และ M22 สามารถยบัยั !งได้ค่าเฉลี%ยเท่ากับ 5.0 มิลลิเมตร, และ
แบคทีเรีย N3 และ M25 สามารถยบัยั !งได้คา่เฉลี%ยเท่ากบั 4.5 มิลลิเมตร ดงัแสดงในตารางที% 4.1  
ดังนั !นจึงเลือกแบคทีเรีย N3 ไปศึกษาต่อ เนื%องจากสามารถยับยั !งการเจริญของรา C. 
gloeosporioides และ C. lunata ได้ดี 

ตารางที� 4.1 แสดงบริเวณที%ถกูยบัยั !งโดยแบคทีเรียไอโซเลตตา่งๆ ของรา C. gloeosporioides 
และ C. lunata 

 

เชื !อ
       รัศมีของบริเวณยบัยั !ง  ( มิลลิเมตร)  
C. lunata  C. gloeosporioides   

N1  4.0  10.0  
N3  4.5  13.5  
N9  0.0  0.0 

M10 4.0  5.0 
M15 3.5  5.0 
M22 5.0  10.0  
M23 3.5  3.0 
M25 4.5  3.0 
M26 5.0  9.0 
M27 5.5  6.5 
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4.2 การหาภาวะที� เหมาะสมต่อการสร้างสารที� มีฤทธิ7 ในการยับยั ;ง C. 
gloeosporioides และ C. lunata 

4.2.1 การแปรผันหาชนิดของอาหารเลี ;ยงเชื ;อแบคทีเรียที�เหมาะสม 

นําแบคทีเรีย N3 ที%สามารถยบัยั !ง C. gloeosporioides และ C. lunata ได้ดีที%สดุ ไป
หาชนิดของอาหารเลี !ยงเชื !อที%เหมาะสมสําหรับการเจริญของแบคทีเรียและการสร้างสารที%มีฤทธิ[ใน
การยบัยั !งรา  ผลการแปรผนัชนิดของอาหารเลี !ยงเชื !อพบว่า เมื%อติดตามการเจริญของแบคทีเรียทกุ 
3 ชั%วโมง เป็นเวลา 24 ชั%วโมง โดยวดั OD ที% 660 นาโนเมตร ในทกุอาหารเลี !ยงเชื !อนั !น แบคทีเรีย 
N3 เริ%มเข้าสู่ stationary phase ในชั%วโมงที% 9 โดยในอาหารเหลว TSB มีการเจริญของเชื !อดีกว่า
เมื%อเลี !ยงใน NB และ LB ประมาณ 1.3 – 2.6 เทา่ ตามลําดบั (รูปที% 4.1)   

 

รูปที� 4.1 กราฟแสดงการเจริญของแบคทีเรีย N3 ในอาหารเหลว TSB, LB, และ NB ที%เวลาตา่งๆ 

การทดสอบความสามารถในการยบัยั !งราทั !งสองชนิดด้วยวิธี agar diffusion โดยเจาะ
หลุมบนอาหารแข็งที%เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว จากนั !นนําแบคทีเรียที%เลี !ยงไว้ไปปั%นเหวี%ยงและ
กรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน เพื%อแยกเซลล์แบคทีเรียออก หยดส่วนนํ !าใสลงในหลุม 
หลมุละ 100 ไมโครลิตร โดยมีชุดควบคมุเป็นอาหารเหลว บม่จานเพาะเลี !ยงที%อณุหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั พบว่านํ !าเลี !ยงเชื !อจากอาหารเหลว TSB สามารถยบัยั !งการเจริญของรา 
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C. gloeosporioides ได้ตั !งแตช่ั%วโมงที% 12 และยบัยั !งได้ดีที%สดุที%ชั%วโมงที% 18 โดยมีคา่เฉลี%ยของ
บริเวณยบัยั !งเท่ากบั 7.19 มิลลิเมตร (รูปที% 4.2) ส่วนนํ !าเลี !ยงเชื !อเมื%อเลี !ยงในอาหารเหลว LB และ 
NB ไมพ่บการยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิด  

 

 

รูปที� 4.2 กราฟแสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. gloeosporioides โดยสารออกฤทธิ[จาก
แบคทีเรีย N3 เมื%อเลี !ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว TSB ในชั%วโมงที% 9 – 24 

ส่วนความสามารถในการยบัยั !งรา C. lunata นั !น แสดงในรูปที% 4.3 โดยพบว่านํ !าเลี !ยง
เชื !อจากอาหารเหลว TSB สามารถยบัยั !งราได้ตั !งแตช่ั%วโมงที% 9 และยบัยั !งได้ดีที%สดุที% 21 ชั%วโมง โดย
มีคา่เฉลี%ยของบริเวณยบัยั !งเทา่กบั 6.75 มิลลิเมตร  นํ !าเลี !ยงเชื !อจากอาหารเหลว LB สามารถยบัยั !ง
รา C. lunata ได้ดีที%สดุที% 24 ชั%วโมง โดยมีคา่เฉลี%ยของบริเวณยบัยั !งเท่ากบั 6.06 มิลลิเมตร และนํ !า
เลี !ยงเชื !อจากอาหารเหลว NB สามารถยบัยั !งราได้ดีที%สดุที% 21 ชั%วโมง โดยมีคา่เฉลี%ยของบริเวณ
ยบัยั !งเท่ากับ 5.37 มิลลิเมตร จากการเลี !ยงเชื !อแบคทีเรีย N3 ในอาหารเหลวชนิดต่างๆ พบว่า
อาหารเหลว TSB เหมาะสมที%สดุ เนื%องจากแบคทีเรียสามารถสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการ
เจริญของราทั !งสองชนิดได้ดีที%สดุในอาหารชนิดนี !  ตวัอย่างบริเวณยบัยั !งราทั !งสองชนิดโดยนํ !าเลี !ยง
เชื !อแบคทีเรีย N3 แสดงในรูปที% 4.4 
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รูปที� 4.3 กราฟแสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. lunata โดยสารออกฤทธิ[จากแบคทีเรีย 
N3 เมื%อเลี !ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB, NB และ TSB ในชั%วโมงที% 9 – 24 

 

      

รูปที� 4.4 แสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. gloeosporioides [a] และ C. lunata [b] โดย
นํ !าเลี !ยงเชื !อจากอาหารเหลว TSB ที% 18 และ 21 ชั%วโมง ตามลําดบั (หมายเหต:ุ บริเวณหลมุรอบ
นอกคือ ชดุทดลองที%มีสว่นนํ !าใสของนํ !าเลี !ยงเชื !อ และหลมุกลางคือ อาหารเหลว TSB) 

 

[a] [b] 
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4.2.2 การแปรผัน pH ของอาหารที� pH6, pH7, pH8 และ pH9 

หลงัจากได้อาหารเหลว TSB เป็นอาหารที%เหมาะสมที%สดุ จึงแปรผนั pH ของอาหาร
เลี !ยงเหลว TSB ให้เป็น pH6, 7, 8, และ 9 เมื%อติดตามการเจริญของแบคทีเรียโดยวดัที% OD660 ทกุ 
3 ชั%วโมง เป็นเวลา 24 ชั%วโมง พบว่าแบคทีเรียมีการเจริญที%ใกล้เคียงกนัใน pH ตา่งๆที%ทดสอบ (รูป
ที% 4.5)  สว่นความสามารถในการยบัยั !งราทดสอบด้วยวิธี agar diffusion โดยหยดส่วนนํ !าใสที%ผ่าน
การกรองด้วยเมมเบรนแล้วหยดลงในหลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร และมีชุดควบคมุสําหรับ C. 
gloeosporioides เป็น บีโนมิล ความเข้มข้น 15 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และสําหรับ C. lunata 
เป็น นิสทาทิน ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยหยดลงบนกระดาษกรองขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตรที%วางอยู่กลางจานเพาะเลี !ยงที%ใช้ในการทดสอบ นําไปบ่มที% 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั ผลการทดลองพบว่า เชื !อ C. gloeosporioides ถกูยบัยั !งได้ดีที%สดุจากนํ !า
เลี !ยงเชื !อ pH7 ที%เวลา 18 ชั%วโมง โดยวดัค่าเฉลี%ยของบริเวณยบัยั !งได้เท่ากบั 7.5 มิลลิเมตร ดงั
แสดงในรูปที% 4.6 และรูปที% 4.8 [a]  สว่นเชื !อ C. lunata ถกูยบัยั !งได้ดีที%สดุที% pH6 ที%เวลา 21 ชั%วโมง 
โดยมีค่าเฉลี%ยของบริเวณยบัยั !งเท่ากบั 7.62 มิลลิเมตร ดงัแสดงในรูปที% 4.7 และรูปที% 4.8 [b]  
ดงันั !นจึงเลือก pH7 สําหรับเชื !อ C. gloeosporioides และ pH6 สําหรับเชื !อ C. lunata เนื%องจาก
เป็น pH ที%เหมาะสมตอ่การสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิด 

 

รูปที� 4.5 กราฟแสดงการเจริญของแบคทีเรีย N3 ในอาหารเหลว TSB ที% pH ตา่งๆ ตั !งแตช่ั%วโมงที% 
0 – 24 

 



48 
 

 

รูปที� 4.6 กราฟแสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. gloeosporioides โดยสารออกฤทธิ[จาก
แบคทีเรีย N3 เมื%อเลี !ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว TSB ที% pH ตา่งๆ ในชั%วโมงที% 9 – 24 

 

รูปที� 4.7 กราฟแสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. lunata โดยสารออกฤทธิ[จากแบคทีเรีย 
N3 เมื%อเลี !ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว TSB ที% pH ต่างๆ ในชั%วโมงที% 9 – 24
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รูปที� 4.8 แสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. gloeosporioides [a] และ C. lunata [b] โดย
นํ !าเลี !ยงเชื !อจากอาหารเหลว TSB ที% pH7 ชั%วโมงที% 18 และ pH6 ชั%วโมงที% 21 ชั%วโมง ตามลําดบั 
(หมายเหต:ุ บริเวณหลุมรอบนอกคือ ชดุทดลองที%มีส่วนนํ !าใสของนํ !าเลี !ยงเชื !อ และแผ่นดิสก์ตรง
กลางคือ ชดุควบคมุเป็น บีโนมิล 15 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร [a] และ นิส
ทาทิน 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร [b]) 

4.2.3 การแปรผันหาอุณหภูมิที�ใช้ในการเลี ;ยงแบคทีเรีย ได้แก่ 30, 37 และ 40 องศา
เซลเซียส 

แบคทีเรีย N3 สร้างสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งรา C. gloeosporioides และ C. lunata 
ได้ดีที% pH7 และ pH6 ตามลําดบั  จึงเลี !ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว TSB ที% pH ดงักล่าว แล้วนํา
เชื !อไปบม่ที%อณุหภูมิ 30, 37, หรือ 40 องศาเซลเซียส  จากนั !นติดตามการเจริญของแบคทีเรียโดย
วดั OD ที% 660 นาโนเมตร ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรีย N3 เจริญได้ใกล้เคียงกนัที%อณุหภูมิตา่งๆ 
(รูปที% 4.9) และเมื%อทดสอบความสามารถในการยบัยั !งราของสารออกฤทธิ[จากแบคทีเรียด้วยวิธี 
agar diffusion โดยหยดส่วนนํ !าใสลงในหลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร และมีชุดควบคุม
เช่นเดียวกันกบัการแปรผนั pH ของอาหารเลี !ยงเชื !อ ผลการทดลองพบว่าที%อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส แบคทีเรีย N3 สามารถสร้างสารมายับยั !งราทั !งสองชนิดได้ดีที%สุด โดยรา C. 
gloeosporioides วดับริเวณที%ถกูยบัยั !งได้เท่ากบั 7.44 มิลลิเมตร ดงัแสดงในรูปที% 4.10 และ 4.12 
[a] ส่วนรา C. lunata มีบริเวณยบัยั !งดีที%สดุวดัได้เท่ากับ 7.69 มิลลิเมตร ดงัแสดงในรูปที% 4.11 
และ 4.12 [b] ดงันั !นจึงเลือกภาวะที%เหมาะสมให้กบัแบคทีเรียเพื%อสร้างสารไปยบัยั !งราชนิดตา่งๆ 
โดยการเลี !ยงแบคทีเรีย N3 ในอาหารเหลว TSB  pH7 ที%อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะสร้างสาร
ออกมายบัยั !งการเจริญของ C. gloeosporioides ได้ดีที%สดุ เมื%อเลี !ยงเป็นเวลา 18 ชั%วโมง และเลี !ยง
แบคทีเรีย N3 ในอาหารเหลว TSB  pH6  ที%อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 ชั%วโมง จะ
สร้างสารออกมายบัยั !งการเจริญของ C. lunata ได้ดีที%สดุ 

[a] [b] 
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รูปที� 4.9 กราฟแสดงการเจริญของแบคทีเรีย N3 ในอาหารเหลว TSB ที% pH6 และ 7 ที%อณุหภูมิ
ตา่งๆ ในชั%วโมงที% 0 – 24 

 

 

รูปที� 4.10 กราฟแสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. gloeosporioides โดยสารออกฤทธิ[จาก
แบคทีเรีย N3 เมื%อเลี !ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว TSB ที% pH7 อณุหภมูิตา่งๆ ในชั%วโมงที% 9 – 24 
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รูปที� 4.11 กราฟแสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. lunata โดยสารออกฤทธิ[จากแบคทีเรีย 
N3 เมื%อเลี !ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว TSB ที% pH6 อณุหภมูิตา่งๆ ในชั%วโมงที% 9 – 24 

 

รูปที� 4.12 แสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. gloeosporioides [a] และ C. lunata [b] โดย
นํ !าเลี !ยงเชื !อจากอาหารเหลว TSB ที% pH7 บม่ที% 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา18 ชั%วโมง และ pH6 
บม่ที% 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 ชั%วโมง ตามลําดบั (หมายเหต:ุ บริเวณหลมุรอบนอกคือ ชดุ
ทดลองที%มีสว่นนํ !าใสของนํ !าเลี !ยงเชื !อ และแผ่นดิสก์กลางคือ ชดุควบคมุเป็น บีโนมิล 15 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร [a] และ นิสทาทิน 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร [b]) 
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4.3 การทดสอบความเสถียรของสารที�มีฤทธิ7ยับยั ;งราซึ�งผลิตโดยแบคทเีรีย 

4.3.1 การทดสอบความเสถียรต่อ pH  

เมื%อทราบภาวะที%เหมาะสมของการเลี !ยงแบคทีเรีย เพื%อให้สร้างสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !ง
รา โดยเลี !ยงแบคทีเรีย N3 ในอาหารเหลว TSB  pH7 ที%อณุหภมูิ 37°C เป็นเวลา 18 ชั%วโมง สําหรับ
ยบัยั !งการเจริญของรา C. gloeosporioides และเลี !ยงแบคทีเรีย N3 ในอาหารเหลว TSB  pH6 ที%
อณุหภูมิ 37°C เป็นเวลา 21 ชั%วโมง สําหรับยบัยั !งการเจริญของรา C. lunata แล้ว  จากนั !นนําทั !ง
สองภาวะไปทดสอบหาความเสถียรของสารนั !น โดยเลี !ยงแบคทีเรียในภาวะที%เหมาะสม จากนั !นนํา
นํ !าเลี !ยงเชื !อไปปั%นเหวี%ยงและกรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน เพื%อแยกเซลล์แบคทีเรียออก 
แล้วนําส่วนนํ !าใสมาปรับ pH ด้วย 1 โมลาร์ กรดไฮโดรคลอริก หรือ 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
ให้มี pH เท่ากบั 2, 4, 6, 8, และ 10  จากนั !นบม่ที%อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 20 นาที แล้วปรับ pH 
กลบัเป็น pH เริ%มต้น นําไปทดสอบฤทธิ[ในการยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion ผลการทดลองพบว่า
สารที%ยบัยั !ง C. gloeosporioides และ C. lunata สามารถทน pH ได้ตั !งแต ่pH2 ถึง pH10 ดงั
แสดงในรูปที% 4.13 และ 4.14 ตามลําดบั โดยแนวโน้มของความเสถียรของสารที%ยบัยั !งรานั !น พบว่า
ที%ความเป็นกรดหรือเบสสงูมากๆ ความสามารถในการยบัยั !งการเจริญของรา C. gloeosporioides 
จะลดลง และที% pH2 ถึง pH6 สารที%ออกฤทธิ[ยงัสามารถยบัยั !งการเจริญของ C. lunata ได้ดีกว่าที% 
pH8 ถึง pH10 ดงันั !นแสดงว่าสารที%ยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิดสามารถทนตอ่ pH ได้ ดงั
แสดงในรูปทื% 4.15 
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รูปที� 4.13 แสดงความกว้างของบริเวณยับยั !งรา C. gloeosporioides โดยส่วนนํ !าใสของ
แบคทีเรีย N3 ที%ผ่านการทดสอบหาความเสถียรตอ่ pH ที% pH ตา่งๆ ได้แก่ pH2 [a], pH4 [b], 
pH6 [c], pH8 [d], และ pH10 [e] (หมายเหต:ุ บริเวณหลมุรอบนอกคือ ชดุทดลองและแผ่นดิสก์
ตรงกลางคือ ชดุควบคมุเป็น บีโนมิล 15 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร) 

 

รูปที� 4.14 แสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. lunata โดยส่วนนํ !าใสของแบคทีเรีย N3 ที%ผ่าน
การทดสอบหาความเสถียรตอ่ pH ที% pH ตา่งๆ ได้แก่ pH2 [a], pH4 [b], pH6 [c], pH8 [d], และ 
pH10 [e] (หมายเหต:ุ บริเวณหลมุรอบนอกคือ ชดุทดลองและแผ่นดิสก์ตรงกลางคือ ชดุควบคมุ 
ได้แก่ นิสทาทิน 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร) 
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รูปที� 4.15 กราฟแสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. gloeosporioides และ C. lunata  
โดยสว่นนํ !าใสของแบคทีเรีย N3 ที%ผา่นการทดสอบหาความเสถียรตอ่ pH ที% pH ตา่งๆ 

4.3.2 การทดสอบความเสถียรต่ออุณหภูมิ 

นําแบคทีเรีย N3 ที%เลี !ยงในภาวะที%เหมาะสมไปปั%นเหวี%ยงและกรองด้วยเมมเบรน เพื%อ
แยกเซลล์ออก จากนั !นนําส่วนนํ !าใสไปทดสอบความเสถียรต่ออุณหภูมิ โดยบ่มส่วนนํ !าใสที%
อณุหภูมิ 20, 40, 60, 80, 100 และ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตั !งทิ !งไว้จนเย็นเท่า
อณุหภูมิห้อง จากนั !นทดสอบฤทธิ[ในการยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion ผลการทดลองพบว่าสาร
ที%ออกฤทธิ[ยบัยั !งรา C. gloeosporioides และ C. lunata ที%ได้จากแบคทีเรีย N3 สามารถทน
อุณหภูมิได้ตั !งแต่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ถึง 121 องศาเซลเซียส (รูปที% 4.16 และ 4.17 
ตามลําดับ) โดยแนวโน้มของความเสถียรของสารที%ยับยั !งรานั !น ที%อุณหภูมิ 20°C ถึง 60°C 
สามารถยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิดได้ดีกวา่ที%อณุหภมูิ 80°C ถึง 121°C (รูปที% 4.18) 
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รูปที� 4.16 แสดงความกว้างของบริเวณยับยั !งรา C. gloeosporioides โดยส่วนนํ !าใสของ
แบคทีเรีย N3 ที%ผา่นการทดสอบหาความเสถียรตอ่อณุหภูมิตา่งๆ ได้แก่ 20 [a], 40 [b], 60 [c], 80 
[d], 100 [e] และ 121 [f] องศาเซลเซียส (หมายเหต:ุ บริเวณหลมุรอบนอกคือ ชดุทดลองและ
แผ่นดิสก์ตรงกลางคือ ชุดควบคุม ได้แก่ บีโนมิล 15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร) 
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รูปที� 4.17 แสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. lunata โดยส่วนนํ !าใสของแบคทีเรีย N3 ที%ผ่าน
การทดสอบหาความเสถียรตอ่อณุหภูมิตา่งๆ ได้แก่ 20 [a], 40 [b], 60 [c], 80 [d], 100 [e] และ 

121 [f] องศาเซลเซียส (หมายเหต:ุ บริเวณหลมุรอบนอกคือ ชดุทดลองและแผ่นดิสก์ตรงกลางคือ 
ชดุควบคมุ ได้แก่ นิสทาทิน 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร) 
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รูปที� 4.18 กราฟแสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. gloeosporioides และ C. lunata โดย
สว่นนํ !าใสของแบคทีเรีย N3 ที%ผา่นการทดสอบหาความเสถียรตอ่อณุหภมูิตา่งๆ 

4.4 การหาความเข้มข้นตํ�าสุด (MIC: minimum inhibitory concentration) ของนํ ;า
เลี ;ยงเชื ;อที�สามารถยับยั ;งการเจริญของราได้ 

เมื%อเลี !ยงแบคทีเรียในภาวะที%เหมาะสมแล้วนํานํ !าเลี !ยงเชื !อไปปั% นเหวี%ยง เพื%อแยกเซลล์
แบคทีเรียออก นําสว่นนํ !าใสที%ได้ไปไลโอฟิไลซ์ ละลายด้วยนํ !ากลั%นปลอดเชื !อ จากนั !นนําไปวดัความ
ปริมาณโปรตีนด้วยชดุ Bio-Rad Protein Assay แล้วเจือจางสารละลายที%ได้แบบลําดบัส่วน โดย
กําหนดความเข้มข้นของโปรตีนเป็น  250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81, และ 3.9 ไมโครกรัม
ตอ่มิลลิลิตร จากนั !นนําไปทดสอบฤทธิ[ในการยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion โดยทดสอบบนจาน
เพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว และเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ได้แก่ บีโนมิล 15 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สําหรับรา C. gloeosporioides และนิสทาทิน 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
สําหรับรา C. lunata ผลการทดลองพบว่า สารละลายโปรตีนสามารถยบัยั !งการเจริญของรา C. 
gloeosporioides ได้ 10.34, 9.50, 5.75, 6.50, 5.00, 0 และ 0 มิลลิเมตร ตามลําดบั และสามารถ
ยบัยั !งการเจริญของรา C. lunata ได้ 10.00, 9.00, 8.60, 8.00, 7.00, 5.00 และ 0 มิลลิเมตร 
ตามลําดบั  เมื%อนําไปวิเคราะห์ค่าทางสถิติ พบว่ามีความแตกต่างของประสิทธิภาพในการยบัยั !ง
ของสารละลายโปรตีนที%ความเข้มข้นตา่งๆ อย่างมีนยัสําคญัที%ระดบัความเชื%อมั%น 95% ดงัแสดงใน
ตารางที% 4.2 และเมื%อวาดกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างความกว้างของบริเวณยบัยั !งกบัความเข้มข้น
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ของสารละลายโปรตีนที%มีตอ่รา C. gloeosporioides และ C. lunata ดงัรูปที% 4.19 จะเห็นได้ว่า
ความเข้มข้นของสารละลายโปรตีนสูงบริเวณยบัยั !งของราจะมากตาม และเมื%อความเข้มข้นของ
สารละลายโปรตีนลดลงบริเวณยบัยั !งก็จะลดลงตามไปด้วย และความเข้มข้นตํ%าสดุของสารละลาย
โปรตีนที%สามารถยบัยั !งการเจริญของรา C. gloeosporioides และ C. lunata ได้ คือ สารละลาย
โปรตีนที%ความเข้มข้น 15.62 และ 7.81 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั (รูปที% 4.20) 

ตารางที� 4.2 ค่าเฉลี%ยความกว้างของบริเวณยบัยั !งของราทั !งสองชนิด ± ส่วนเบี%ยงเบนมาตรฐาน 
โดยสารละลายโปรตีนที%ความเข้มข้นตา่งๆ 

ความเข้มข้นของสว่นนํ !าใส 
(ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

ความกว้างของบริเวณยบัยั !ง (มิลลิเมตร) 
C. gloeosporioides C. lunata 

250.00 10.34 ± 0.118a 10.00 ± 0.440 a 

125.00 9.50 ± 0.577b 9.00 ± 0.245 b 

62.50 5.75 ± 0.289d 8.60 ± 0.455 b 

31.25 6.50 ± 0.577c 8.00 ± 0.456 c 

15.62 5.00 ± 0.707e 7.00 ± 0.408 d 

7.81 0.00 ± 0.000f 5.00 ± 0.000 e 
3.90 - 0.00 ± 0.000 f 

หมายเหต ุ : X แสดงค่าเฉลี%ยที%มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P < 0.05) ซึ%ง
วิเคราะห์โดยวิธี DMRT (ภาคผนวก จ หมายเลข 1 และ 2) 
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รูปที� 4.19 กราฟแสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. gloeosporioides และ C. lunata โดย
สารละลายโปรตีนที%ได้จากการนํานํ !าเลี !ยงเชื !อไปทําไลโอฟิไลซ์ ที%ความเข้มข้นตา่งๆ 

 

 

รูปที� 4.20 แสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. gloeosporioides [a] และ C. lunata [b] โดย
สารละลายโปรตีนที%ได้จากการนํานํ !าเลี !ยงเชื !อไปทําไลโอฟิไลซ์ ที%ความเข้มข้น 31.25 (A), 15.62 
(B), 7.81 (C) และ 3.9 (D) ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (หมายเหต:ุ บริเวณหลุมรอบนอกคือ ชุด
ทดลองและแผ่นดิสก์กลางคือ ชดุควบคมุเป็น บีโนมิล 15 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร [a] และ นิสทาทิน 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร [b]) 

 

 

 



 
 

60 

4.5 การสกัดแยกสารที�มีฤทธิ7ในการยับยั ;งราทั ;งสองชนิด 

4.5.1 การสกัดแยกสารที�มีฤทธิ7ในการยับยั ;งราด้วยตัวทาํละลายต่างๆ 

หลงัจากเลี !ยงแบคทีเรียในภาวะที%เหมาะสมแล้วนําไปแยกตะกอนเซลล์แบคทีเรียออก
ด้วยการปั%นเหวี%ยง จากนั !นวดัปริมาตรของส่วนนํ !าใสเพื%อเติมตวัทําละลายชนิดตา่งๆ ในอตัราส่วน 
1 ตอ่ 1 โดยใช้ตวัทําละลายตา่งๆ ดงันี ! n-บิวทานอล, n-เฮกเซน, อีเทอร์ หรือคลอโรฟอร์ม  จากนั !น
เขย่าเป็นเวลา 1 นาที จํานวน 4 ครั !ง แล้วนําไประเหยตวัทําละลายโดยใช้เครื%องระเหย ชั%งนํ !าหนกั
สารที%เหลือ นําสารที%ได้ไปทดสอบฤทธิ[ในการยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion โดยทดสอบบนจาน
เพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว และเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ ซึ%งได้แก่ตวัทําละลายชนิด
ต่างๆ ผลการทดลองพบว่าตัวทําละลายอีเทอร์ และ n-บิวทานอล ไม่มีการเจริญของรา C. 
gloeosporioides และ C. lunata ทั !งในชดุทดลองและชดุควบคมุ  ส่วนในตวัทําละลาย n-เฮกเซน 
และคลอโรฟอร์ม พบวา่มีการเจริญของราทั !งสองชนิดได้เพียงเล็กน้อยเท่านั !น ทั !งในชดุทดลองและ
ชดุควบคมุ จงึบอกได้วา่การยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิด ด้วยการสกดัจากตวัทําละลายชนิด
ตา่งๆ ไมส่ามารถสกดัสารที%มีฤทธิ[ยบัยั !งการเจริญของรา C. gloeosporioides และ C. lunata ได้ 

4.5.2 การแยกสารที� มีฤทธิ7ในการยับยั ;งราด้วยช่วงของความเข้มข้นแอมโมเนียม
ซัลเฟตที�เหมาะสม 

หลังจากเลี !ยงแบคทีเรียในภาวะที%เหมาะสม ปริมาตร 200 มิลลิลิตร แล้วนําไปแยก
ตะกอนเซลล์แบคทีเรียออกด้วยการปั%นเหวี%ยง จากนั !นนําส่วนนํ !าใสมาตกตะกอนโปรตีนด้วย
แอมโมเนียมซลัเฟตที%มีความเข้มข้นในช่วงตา่งๆ ได้แก่ 0 – 40%, 40 – 80%, และ 80 – 100% 
แล้วละลายตะกอนโปรตีนที%ได้ด้วย Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 ให้มีปริมาตรน้อย
ที%สดุ จากนั !นนําไปขจดัเกลือด้วยการไดแอไลซ์ใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 เป็น
เวลา 5 ชั%วโมง จํานวน 3 ครั !ง และในครั !งที% 4 ไดแอไลซ์ใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ 
pH7.5 ที%มีกลีเซอรอล 30% ผสมอยู่ด้วยเป็นเวลา 3 ชั%วโมง  จากนั !นนําสารละลายที%ได้ไปทดสอบ
ด้วยวิธี agar diffusion โดยทดสอบบนจานเพาะเลี !ยงที%เกลี%ยเชื !อราเป้าหมายไว้แล้ว ผลการทดลอง
ดงัแสดงในตารางที% 4.3 พบวา่ จากการตกตะกอนโปรตีนด้วยความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต
ในช่วง 80 – 100% โปรตีนที%ได้ไม่สามารถยบัยั !งการเจริญของรา C. gloeosporioides และ C. 
lunata ได้ และสําหรับรา C. gloeosporioides พบว่ามีสารละลายโปรตีนที%ได้จากการตกตะกอน
ด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 40 – 80% เท่านั !นที%สามารถลดการเจริญได้ (รูปที% 4.21 a, b) โดย
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มีความเข้มข้นโปรตีนเท่ากับ 0.007 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ส่วนรา C. 
lunata พบว่าสารละลายโปรตีนที%ได้จากการตกตะกอนในช่วง 0 – 40% และ 40 – 80% สามารถ
ยบัยั !งการเจริญของราได้เท่ากบั 6.79 และ 5.19 มิลลิเมตร โดยมีความเข้มข้นของโปรตีนเท่ากับ 
0.18 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั (รูปที% 4.21 c, d) ดงัแสดงในตารางที% 4.3  จะเห็นได้ว่า
บริเวณยับยั !งของรา C. lunata มีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย เมื%อเทียบระหว่างจากการ
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 0 – 40% และ 40 – 80% และเมื%อเปรียบเทียบปริมาตร
และความเข้มข้นของปริมาณโปรตีนที%ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 40 – 
80% พบว่าทั !งปริมาตรและปริมาณของโปรตีนที%ได้มีมากกว่าการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม
ซลัเฟต 0 – 40% ดงันั !นในเบื !องต้นนี !จึงเลือกการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 
40 – 80% เพื%อนําไปทําให้บริสทุธิ[ในขั !นตอ่ไป 

ตารางที� 4.3 การยบัยั !งการเจริญของรา C. gloeosporioides และ C. lunata จากสารละลาย
โปรตีนที%ได้จากการตกตะกอนด้วยความเข้มข้นของแอมโมเนียมในช่วง 0 – 40%, 40 – 80%, และ 
80 – 100% 

แอมโมเนียมซลัเฟต 
(เปอร์เซ็นต์) 

ความกว้างของบริเวณยบัยั !ง (มิลลิเมตร) 
C. gloeosporioides C. lunata 

0 – 40 - 6.79 
40 – 80 ลด 5.19 

80 – 100 - - 
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รูปที� 4.21 แสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. gloeosporioides [a], [b] และ C. lunata 
[c], [d] โดยสารละลายโปรตีนที%ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต 0 – 40% [a], [c] 
และ 40 – 80% [b], [d] (หมายเหต:ุ บริเวณหลมุรอบนอกคือ ชดุทดลองที%มีและแผ่นดิสก์กลางคือ 
ชดุควบคมุเป็น บีโนมิล 15 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร [a], [b] และ นิสทาทิน 
1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร [c], [d]; “ลด” หมายถึง บริเวณรอบหลมุที%ทดสอบ
กบัโปรตีนจะมีการเจริญที%น้อยกวา่บริเวณรอบๆ) 

4.6 การแยกและการทาํให้บริสุทธิ7ของสารที�มีฤทธิ7ในการยับยั ;งรา 

4.6.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 

หลงัจากหาความเข้มข้นของแอมโมเนียมในช่วงตา่งๆ แล้วพบว่าการตกตะกอนโปรตีน
ด้วยแอมโมเนียมในชว่ง 40 – 80% ให้ผลการยบัยั !งการเจริญของราได้ดีที%สดุ ดงันั !นจึงเพิ%มปริมาตร
ในการเลี !ยงแบคทีเรีย N3 เป็น 2,000 มิลลิลิตร เพื%อให้ได้ปริมาณโปรตีนที%เพิ%มขึ !น โดยเลี !ยง
แบคทีเรียในภาวะที%เหมาะสม จากนั !นแยกเซลล์แบคทีเรียออกด้วยการปั%นเหวี%ยงตกตะกอน แล้ว
นําส่วนนํ !าใสไปตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตที%ช่วง 0 – 40% และ 40 – 80% ละลาย
ตะกอนโปรตีนที%ได้ด้วย Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 ให้มีปริมาตรน้อยที%สดุ จากนั !น
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นําไปขจัดเกลือด้วยการไดแอไลซ์ เมื%อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีในการยบัยั !งรา C. 
gloeosporioides จากส่วนนํ !าใส พบว่ามีปริมาณโปรตีนทั !งหมด 266.76 มิลลิกรัม, มีคา่แอกทิวิตี
จําเพาะเท่ากบั 142.45 AUตอ่มิลลิกรัมของโปรตีน และแอกทิวิตีรวมทั !งหมด 38,000 AU เมื%อนํา
ส่วนนํ !าใสมาตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตที%ช่วง 0 – 40% และ 40 – 80% พบว่าสามารถ
ละลายตะกอนโปรตีนที%ได้ด้วย Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 มีปริมาตรเท่ากบั 1 และ 
6 มิลลิลิตร, มีปริมาณโปรตีนทั !งหมดเท่ากบั 2.63 และ 15.23 มิลลิกรัม, มีแอกทิวิตีจําเพาะเท่ากบั 
121.68 และ 63.04  AUต่อมิลลิกรัมของโปรตีน และแอกทิวิตีรวมทั !งหมด 320 และ 960 AU 
ตามลําดบั ดงัแสดงในตารางที% 4.4  

ตารางที� 4.4 คา่ตา่งๆ หลงัจากการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตของแบคทีเรีย N3 ที%
สามารถสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการลดการเจริญของรา C. gloeosporioides 

ตวัอยา่ง 
ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลกิรัม
ตอ่

มิลลลิติร) 

ปริมาณ
โปรตีน
ทั !งหมด 

(มิลลกิรัม) 

แอกทิวิตี 
(AUตอ่

มิลลลิติร) 

แอกทิวิตี
จําเพาะ 
(AUตอ่

มิลลกิรัมของ
โปรตีน) 

แอกทิวิ
ตีรวม 
(AU) 

ความ
บริสทุธิ[ 
(เทา่) 

สารสกดั
โปรตีนเริ%มต้น 

1,900 0.14 266.76 20 142.45 38,000 1 

ตกตะกอน
แอมโมเนียม

ซลัเฟต 
 0 – 40% 

1 2.63 2.63 320 121.68 320 0.85 

ตกตะกอน
แอมโมเนียม
ซลัเฟต 40 – 

80% 

6 2.54 15.23 160 63.04 960 0.44 
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เมื%อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีในการยบัยั !งรา C. lunata จากส่วนนํ !าใส 
พบว่ามีปริมาณโปรตีนทั !งหมด 235.03 มิลลิกรัม, มีคา่แอกทิวิตีจําเพาะเท่ากบั 1,293.45 AUต่อ
มิลลิกรัมของโปรตีน และแอกทิวิตีรวมทั !งหมด 304,000 AU เมื%อนําส่วนนํ !าใสมาตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซลัเฟตที%ช่วง 0 – 40% และ 40 – 80% พบว่าสามารถละลายตะกอนโปรตีนที%ได้ด้วย 
Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 มีปริมาตรเท่ากบั 2.2 และ 8.42 มิลลิลิตร, มีปริมาณ
โปรตีนทั !งหมดเท่ากับ 7.12 และ 29.46 มิลลิกรัม, มีแอกทิวิตีจําเพาะเท่ากับ 6,325.28 และ 
5,852.60  AUต่อมิลลิกรัมของโปรตีน และแอกทิวิตีรวมทั !งหมด 45,000 และ 172,000 AU 
ตามลําดบั ดงัแสดงในตารางที% 4.5 จากนั !นนําสารละลายโปรตีนที%สามารถลดและยบัยั !งการเจริญ
ของรา C. gloeosporioides และ C. lunata ไปทําให้บริสทุธิ[ตอ่ไปโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

ตารางที�  4.5 ค่าต่างๆ หลังจากการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตและการทําให้
บริสุทธิ[ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีของแบคทีเรีย N3 ที%สามารถสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการลดการ
เจริญของรา C. lunata 

ตวัอยา่ง 
ปริมาตร 

(มิลลลิติร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลกิรัมตอ่
มิลลลิติร) 

ปริมาณ
โปรตีน
ทั !งหมด 

(มิลลกิรัม) 

แอกทิวิตี 
(AUตอ่

มิลลลิติร) 

แอกทิวิตี
จําเพาะ 
(AUตอ่

มิลลกิรัมของ
โปรตีน) 

แอกทิวิตี
รวม 
(AU) 

ความ
บริสทุธิ[ 
(เทา่) 

สารสกดั
โปรตีนเริ%มต้น 

1,900 0.12 235.03 160 1,293.45 304,000 1 

ตกตะกอน
แอมโมเนียม

ซลัเฟต  
0 – 40% 

2.2 3.24 7.12 20,480 6,325.28 45,000 4.89 

ตกตะกอน
แอมโมเนียม
ซลัเฟต 40 – 

80% 

8.42 3.50 29.46 20,480 5,852.60 172,000 4.52 

ผา่นคอลมัน์
DEAE Bio-
gel A ลาํดบั
สว่นที% 96 – 

100 

1.4 0.14 0.20 160 1,104.97 220.99 0.85 



 
 

65 

4.6.2 การทาํโปรตีนให้บริสุทธิ7โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่าง
ของประจุสุทธิของสาร (ion exchange chromatography) 

นําสารละลายโปรตีนจากการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 40 – 
80% ซึ%งละลายอยู่ใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 ที%มีกลีเซอรอล 30%  มาปริมาตร 
2 มิลลิลิตร มาทําให้บริสุทธิ[โดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ซึ%งเป็นตวักลาง
แลกเปลี%ยนอิออนลบ (anion exchanger) ตามวิธีในข้อ 3.10.3.5 จากนั !นล้างโปรตีนที%ไม่จบักับ
คอลมัน์ออกด้วย ใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 และเก็บลําดบัส่วนๆ ละ 2 มิลลิลิตร 
แล้วตดิตามโปรตีนโดยการวดัคา่การดดูกลืนแสงที% 280 นาโนเมตร เมื%อปริมาณโปรตีนลดลงเกือบ
เป็นศนูย์จึงชะด้วยเกรเดียนต์ของสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น  1 โมลาร์ ใน Tris-HCl 
บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 แล้วติดตามโปรตีนตอ่ ผลการติดตามปริมาณโปรตีนที%มีฤทธิ[ลด
การเจริญของรา C. gloeosporioides พบว่ามีพีค (peak) ของโปรตีนประมาณ 4 ช่วง ดงัผลการ
ทดลองในรูปที% 4.22  ดงันั !นจึงรวมแตล่ะช่วงของลําดบัส่วนเข้าด้วยกนั โดยรวมช่วงละประมาณ 3 
– 5 ลําดบัส่วน ทั !งหมด 12 ช่วง ได้แก่ ลําดบัส่วนที% 8 – 12, 13 – 16, 17 – 20, 21 – 24, 54 – 57, 
58 – 62, 63 – 66, 67 – 70, 71 – 75, 76 – 80, 84 – 86 และ 87 – 89 จากรูปที% 4.22 จะเห็นว่า
ชว่งที% 1 – 4 ลําดบัสว่นจะอยู่ช่วงก่อนชะด้วยเกรเดียนต์ของสารละลายโซเดียมคลอไรด์ และช่วงที% 
5 – 12 ลําดบัส่วนจะอยู่ช่วงหลงัชะด้วยเกรเดียนต์ของโซเดียมคอลไรด์ และเมื%อนําแตล่ะช่วงของ
ลําดบัส่วนไปทดสอบกบัรา C. gloeosporioides ด้วยวิธี agar diffusion พบว่าโปรตีนในทกุช่วง
ลําดบัสว่นไมมี่ฤทธิ[ในการลดหรือยบัยั !งการเจริญของรา C. gloeosporioides ได้ 
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รูปที� 4.22 คา่การดดูกลืนแสงที%ความยาวคลื%น 280 นาโนเมตร และความเข้มข้นของโซเดียมคลอ
ไรด์ 1 โมลาร์ ใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 ในแต่ละลําดบัส่วนที%ได้จากการ
ตกตะกอนโปรตีนของแบคทีเรีย N3 ที%สามารถสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการลดการเจริญของรา C. 
gloeosporioides ในช่วง 40 – 80% โดยนําไปทําให้บริสุทธิ[ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน 
DEAE Bio-gel A 

เมื%อติดตามปริมาณโปรตีนที%มีฤทธิ[ลดการเจริญของรา C. lunata พบว่ามีพีค (peak) 
ของโปรตีนประมาณ 3 ช่วง ดงัผลการทดลองในรูปที% 4.23 ดงันั !นจึงรวมแตล่ะช่วงของลําดบัส่วน
เข้าด้วยกนั โดยรวมชว่งละประมาณ 3 – 5 ลําดบัส่วน ทั !งหมด 6 ช่วง ได้แก่ ลําดบัส่วนที% 7 – 9, 10 
– 13, 75 – 78, 79 – 82, 92 – 95 และ 96 – 100 จากรูปที% 4.23 จะเห็นว่าช่วงที% 1 – 2 ลําดบัส่วน
จะอยูช่ว่งก่อนชะด้วยเกรเดียนต์ของสารละลายโซเดียมคลอไรด์ และช่วงที% 3 – 6 ลําดบัส่วนจะอยู่
ช่วงหลงัชะด้วยเกรเดียนต์ของโซเดียมคอลไรด์ และเมื%อนําแตล่ะช่วงของลําดบัส่วนไปทดสอบกับ
รา C. lunata ด้วยวิธี agar diffusion พบว่าโปรตีนในช่วงของลําดบัส่วนที% 96 – 100 มีฤทธิ[ในการ
ยบัยั !งการเจริญของรา C. lunata ได้ความกว้างของบริเวณยบัยั !งเท่ากบั 6.5 มิลลิเมตร ดงัแสดงใน
รูปที% 4.24 และเมื%อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนของลําดบัส่วนที% 96 – 100 พบว่ามีปริมาณโปรตีน
ทั !งหมด 0.20 มิลลิกรัม และเมื%อตรวจสอบแอกทิวิตีในการยบัยั !งรา C. lunata จากการทําให้
บริสุทธิ[โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี พบว่ามีค่าแอกทิวิตีจําเพาะเท่ากับ 1,104.97 AUต่อ
มิลลิกรัมของโปรตีน และแอกทิวิตีรวมทั !งหมด 220.99 AU ดงัแสดงในตารางที% 4.5 จากผลการ
ทดลองจะเห็นได้ว่าหลงัการทําให้บริสทุธ์ด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A มี
โปรตีนจากชว่งของลําดบัสว่นที% 96 – 100 เทา่นั !นที%สามารถยบัยั !งการเจริญของรา C. lunata ได้ 
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รูปที� 4.23 คา่การดดูกลืนแสงที%ความยาวคลื%น 280 นาโนเมตร และความเข้มข้นของโซเดียมคลอ
ไรด์ 1 โมลาร์ ใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 ในแต่ละลําดบัส่วนที%ได้จากการ
ตกตะกอนโปรตีนของแบคทีเรีย N3 ที%สามารถสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการลดการเจริญของรา C. 
lunata ในช่วง 40 – 80% โดยนําไปทําให้บริสทุธิ[ด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel 
A 

 

รูปที� 4.24 แสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งของรา C. lunata โดยสารละลายโปรตีนที%ได้จาก
จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต 40 – 80% (C) และการทําให้บริสทุธิ[โดยวิธีคอลมัน์
โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงของลําดบัส่วนที% 92 – 95 (A), 79 – 82 (B) และ 96 – 
100 (D) (หมายเหต:ุ บริเวณหลมุรอบนอกคือ ชดุทดลองและแผ่นดิสก์กลางคือ ชดุควบคมุเป็น นิส
ทาทิน 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร) 
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4.6.3 การหานํ ;าหนักโมเลกุลของโปรตีนที�ทําบริสุทธิ7ได้ โดยการทําอิเล็กโทรโฟเรซิ
สบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล (Sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) 

นําส่วนนํ !าใสของแบคทีเรีย N3 ที%เลี !ยงในอาหารเหลว TSB pH6 ที%อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 21 ชั%วโมง ที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของรา C. lunata มาตกตะกอน
โปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 40 – 80% และทําโปรตีนให้บริสุทธิ[โดยผ่านคอลมัน์โคร
มาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงของลําดบัส่วนที% 96 – 100 นําทั !งหมดมาวิเคราะห์ความ
บริสทุธิ[และหานํ !าหนกัโมเลกลุของโปรตีนที%ทําบริสทุธิ[ ด้วยวิธี SDS – PAGE ใช้โปรตีนจากการ
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 40 – 80% ประมาณ 70 ไมโครกรัม ส่วนโปรตีนที%ทําให้
บริสทุธิ[จากการผา่นคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงของลําดบัส่วนที% 96 – 100 
ใช้ประมาณ 5 ไมโครกรัม และจากส่วนนํ !าใสใช้ประมาณ 2.5 ไมโครกรัม เปรียบเทียบทั !งสาม
ตัวอย่างกับโปรตีนมาตรฐาน ผลที%ได้แสดงดังรูปที% 4.25 พบว่า โปรตีนที%ตกตะกอนจาก
แอมโมเนียมซลัเฟตซึ%งมีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของราเกิดแถบโปรตีนเป็นจํานวนมาก และเมื%อ
นํามาทําให้บริสทุธิ[จะเห็นได้ว่าโปรตีนในช่วงของลําดบัส่วนที% 96 – 100 มีจํานวนของแถบโปรตีน
ลดลง เมื%อเปรียบเทียบกบัโปรตีนที%ตกตะกอนจากแอมโมเนียมซลัเฟต และหลงัจากวิเคราะห์กราฟ
มาตรฐานระหว่างค่าลอการิทึมของนํ !าหนกัโปรตีนมาตรฐานกับระยะทางการเคลื%อนที%ของแถบ
โปรตีนช่วงของลําดบัส่วนที% 96 – 100 บน SDS – PAGE พบว่าแถบโปรตีนมีนํ !าหนกัโมเลกุล
เทา่กบั 63.3 และ 39.6 kDa 
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รูปที� 4.25 การวิเคราะห์นํ !าหนกัโมเลกลุและทดสอบความบริสธิุ[ของโปรตีนโดยวิธี SDS – PAGE 

ชอ่งที% 1     โปรตีนมาตรฐานนํ !าหนกัโมเลกลุสงู 
ชอ่งที% 2 โปรตีนที%ผา่นคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในชว่งของ

ลําดบัส่วนที% 96 – 100 
ชอ่งที% 3 โปรตีนที%ผา่นการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตชว่ง 40 – 80% 
ชอ่งที% 4 สว่นนํ !าใสของแบคทีเรีย N3 มีมีฤทธิ[ยบัยั !งการเจริญของรา C. lunata 

4.7 การทดสอบฤทธิ7ในการยับยั ;งการเจริญของรา 

4.7.1 การหาความเข้มข้นตํ�าสุด (MIC: minimum inhibitory concentration) ของโปรตีน
บริสุทธิ7ที�สามารถยับยั ;งการเจริญของราได้ 

นําโปรตีนที%ผ่านคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงของลําดบัส่วนที% 
96 – 100 มาวดัปริมาณของโปรตีนด้วยวิธี Bio-Rad Protein Assay แล้วเจือจางแบบลําดบัส่วน 
คือ กําหนดให้ความเข้มข้นมีคา่เท่ากบั 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 และ 1.56 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตรแล้วนําไปทดสอบฤทธิ[ในการยบัยั !งราด้วยวิธี agar diffusion ผลการทดลองพบว่าจาก
ตารางที% 4.6 และ รูปที% 4.26 มีความกว้างของบริเวณยบัยั !งเท่ากบั 9.5, 6.0, 5.0, 4.13, 2.0, 1.12 
และ 0 มิลลิเมตร ตามลําดบั ดงันั !นความเข้มข้นตํ%าสดุของโปรตีนบริสทุธิ[ที%สามารถยบัยั !งการเจริญ
ของรา C. lunata ได้มีคา่เทา่กบั 3.12 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ดงัแสดงในรูปที% 4.27 
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ตารางที� 4.6 ค่าเฉลี%ยความกว้างของบริเวณยบัยั !งของรา C. lunata ± ส่วนเบี%ยงเบนมาตรฐาน 
โดยสารละลายโปรตีนที%ผ่านคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงของลําดบัส่วนที% 
96 – 100 ที%ความเข้มข้นตา่งๆ 

ความเข้มข้นของสารละลายโปรตีน
บริสทุธิ[ที%ชว่งของลําดบัสว่น 96 - 100 

(ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

ความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา 
C. lunata (มิลลิเมตร) 

100.00 9.50 ± 0.577 a 

50.00 6.00 ± 0.816 b 

25.00 5.00 ± 0.707c  

12.50 4.13 ± 0.250 d 

6.25 2.00 ± 0.408 e 

3.13 1.12 ± 0.144 f 
1.56 0.00 ± 0.000g 

หมายเหต ุ: a, b, c, d, e, f และ g แสดงคา่เฉลี%ยที%มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P < 0.05) 
ซึ%งวิเคราะห์โดยวิธี DMRT (ภาคผนวก จ หมายเลข 3) 

 

รูปที� 4.26 กราฟแสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งรา C. lunata โดยสารละลายโปรตีนที%ได้จาก
การผ่านคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงของลําดบัส่วนที% 96 – 100 ที%ความ
เข้มข้นตา่งๆ 
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รูปที� 4.27 แสดงความกว้างของบริเวณยบัยั !งของรา C. lunata โดยสารละลายโปรตีนที%ได้จาก
การทําให้บริสทุธิ[โดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงของลําดบัส่วนที% 96 – 
100 ที%ความเข้มข้นตา่งๆ ได้แก่ 12.5 (A), 6.25 (B), 3.125 (C) และ 1.56 (D) ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (หมายเหต:ุ บริเวณหลุมรอบนอกคือ ชดุทดลองและแผ่นดิสก์
กลางคือ ชดุควบคมุเป็น นิสทาทิน 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร) 

4.7.2 การตรวจสอบผลเบื ;องต้นของโปรตีนบริสุทธิ7ที�มีฤทธิ7ยับยั ;งรา 

เมื%อนําสปอร์ของรา C. lunata ความเข้มข้น 2 X 104 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาผสม
กับโปรตีนบริสุทธิ[ที%ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม บ่มไว้ที%อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั%วโมงจากนั !น
นํามาศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของสปอร์รา C. lunata ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง 
พบว่าในชดุควบคมุซึ%งไม่ใส่โปรตีนบริสทุธิ[ มีการงอกของสปอร์และการเจริญของเส้นใยราได้ปกต ิ
ดงัรูปที% 4.28 [a] และ 4.29 [b], [c] ส่วนชดุทดสอบที%ใสโปรตีนในอาหารเหลวนั !น พบว่าสปอร์ของ
รา C. lunata ที%งอกออกมาเป็นเส้นใยเกิดการบวมและมีการโป่งพอง ดงัแสดงในรูปที% 4.28 [b]  

 

รูปที� 4.28 แสดงลกัษณะของรา C. lunata ในชุดควบคมุ [a] และชดุทดสอบ [b] ชั%วโมงที% 24 
ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ที%กําลงัขยาย 400 เทา่ 
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จากรูปที% 4.29 จะเห็นได้ว่าสปอร์ของราสามารถเจริญงอกออกมาเป็นเส้นใยได้ดีตั !งแต่
ชั%วโมงที% 3 (รูป 4.29 [b]) แตส่ปอร์ของราที%ผสมกบัโปรตีนบริสทุธิ[ 50 ไมโครกรัม ในชั%วโมงที% 3 นั !น
ยงัไม่เห็นการงอกของสปอร์รา (รูป 4.29 [e]) และเมื%อสงัเกตในชั%วโมงที% 9 จะพบว่าสปอร์ของราที%
ผสมกบัโปรตีนบริสทุธิ[ เพิ%งจะเริ%มงอกและเส้นใยที%งอกออกมาก็มีลกัษณะบวมพองไม่เป็นสายยาว 
(รูป 4.29 [c]) แบบการงอกของสปอร์ราในชุดควบคมุ (รูป 4.29 [f]) ดงันั !นจึงบอกได้ว่าโปรตีน
บริสทุธิ[ที%ผ่านคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงของลําดบัส่วนที% 96 – 100 มีผล
ตอ่การงอกของสปอร์รา C. lunata 

 

รูปที� 4.29 แสดงลกัษณะของสปอร์รา C. lunata ในชดุควบคมุ ชั%วโมงที% 0 [a], 3 [b], และ 9 [c] 
และชดุทดสอบ ชั%วโมงที% 0 [d], 3 [e], และ 9 [f] ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ที%กําลงัขยาย 400 เทา่ 

เมื%อนําไปศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของสปอร์รา C. lunata ด้วยกล้องจลุทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) โดยใช้บริการของศนูย์เครื%องมือวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ผลที%ได้พบว่าสปอร์ของรา ในชดุควบคมุสามารถงอกและเจริญได้เป็น
ปกต ิมีลกัษณะของเส้นใยที%ยาวและเรียบ แสดงผลดงัรูปที% 4.30 [a] และในชดุทดลองที%ผสมสปอร์
ของรา C. lunata กับโปรตีนบริสุทธิ[ 50 ไมโครกรัม พบว่าเส้นใยที%งอกออกจากสปอร์ของรามี
ลกัษณะโป่งพอง ขดงอ เป็นปล้องๆ และที%บริเวณปลายของเส้นใยเกิดการแตกแขนง ดงัแสดงใน
รูปที% 4.30 [b] 
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รูปที� 4.30 แสดงลกัษณะของสปอร์รา C. lunata ในชดุควบคมุชั%วโมงที% 24 [a] และชดุทดสอบ
ชั%วโมงที% 5 [b] ภายใต้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) 

4.8 การพสูิจน์เอกลักษณ์ของแบคทเีรีย 

4.8.1 การพสูิจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี 

จากการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรีย N3 ทางสณัฐานวิทยาเบื !องต้น พบว่าโคโลนีมี
สีขาวขุ่น, กลม, ขอบเรียบ และผิวด้าน ดงัรูปที% 4.31 [a] ลกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้
แสงมีรูปร่างเป็นท่อน ตอ่กนัเป็นสาย ติดสีแกรมบวก ดงัรูปที% 4.31 [b] และแบคทีเรีย N3 สามารถ
สร้างสปอร์ได้ ดงัแสดงในรูปที% 4.31 [c]  เมื%อทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีตา่งๆ พบว่าแบคทีเรีย N3 
สามารถผลิตเอนไซม์แคทาเลส (รูปที% 4.32), เจลาตเินส และไนเตรตรีดกัเทสได้  สามารถใช้กลโูคส
เป็นแหลง่คาร์บอนและผลิตอะเซทิลเมธิลคาร์บนิอล, แตไ่มใ่ช้ซิเตรตเป็นแหล่งคาร์บอน ดงัแสดงใน
ตารางที% 4.7 

 
รูปที� 4.31 แสดงลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรีย N3 บนอาหารแข็ง NA บม่ที% 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 16 ชั%วโมง [a], ลกัษณะของแบคทีเรีย N3 ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง [b] และสปอร์
ของแบคทีเรีย N3 [c] 
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รูปที� 4.32 แสดงปฏิกิริยาระหวา่งไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กบัโคโลนีของแบคทีเรีย N3 

ตารางที� 4.7 แสดงการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรีย N3 
การทดสอบ

ปฏิกิริยา
ชีวเคมี 

Catalase TSI citrate nitrate gelatinase IMViC 

แบคทีเรีย N3 + 
Alkaline butt 
/acid slant 
w/o gas 

- + + - - + - 

 

4.8.2 การพสูิจน์เอกลักษณทางชีววิทยาระดับโมเลกุล 

4.8.2.1 การทาํปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

เมื%อผสมสารตา่งๆสําหรับการทําปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสเข้าด้วยกนั โดยมี 10F และ 
1500R เป็นไพรเมอร์ แล้วนําสารละลายที%ได้ไปเพิ%มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื%องเพิ%มปริมาณดีเอ็นเอ 
ได้ผลิตภณัฑ์ PCR บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย N3 ซึ%งตรวจสอบชิ !นดีเอ็นเอ โดยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส จะพบวา่มีผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสที%มีขนาดประมาณ 1500 
คูเ่บส แสดงผลดงัรูปที% 4.33 (ช่องที% 2) นําผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสที%ได้ไปโคลน
เข้าเวกเตอร์ pGEM โดยใช้ชดุสําเร็จ pGEM® -T และ pGEM® -T Easy Vectors ตอ่ไป 
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รูปที� 4.33 แสดงผลผลิตภณัฑ์ชิ !นดีเอ็นเอของแบคทีเรีย N3 จากการทําปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส 
ชอ่งที% 1 1kb DNA Ladder 
ชอ่งที% 2 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เมื%อใช้โครโมโซมอลดีเอ็นเอ

ของแบคทีเรีย N3 เป็นแมแ่บบ 

4.8.2.2 การโคลนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย N3 จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเข้า
กับเวกเตอร์ pGEM โดยใช้ชุดสาํเร็จ pGEM® -T และ pGEM® -T Easy Vectors 

นําผลิตภณัฑ์ดีเอ็นเอของแบคทีเรีย N3 จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสเชื%อมตอ่เข้ากบั
เวกเตอร์ pGEM โดยใช้ชดุสําเร็จ pGEM® -T และ pGEM® -T Easy Vectors จากนั !นทรานสฟอร์ม
สารละลายผสมเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ E. coli DH5 α ด้วยวิธี heat shock และนําไปคดัเลือกบน
อาหารแข็ง LB ที%มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินที%ความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
นําไปบ่มที% 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 – 24 ชั%วโมง สงัเกตโคโลนีที%เกิดขึ !น จากนั !นนําไป
คดัเลือกทรานฟอร์แมนท์ที%มีชิ !นส่วนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย N3 ด้วยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ โดยใช้ไพร
เมอร์ 10F และ 1500R และตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสได้ผลดงัในรูปที% 4.34 
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รูปที� 4.34 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภณัฑ์จากการทําโคโลนีพีซีอาร์โดยใช้ไพร
เมอร์ 10F และ 1500R เพื%อตรวจสอบทรานสฟอร์แมนท์ที%มีชิ !นสว่นดีเอ็นเอของแบคทีเรีย N3 

ชอ่งที% 1 1kb DNA Ladder 
ชอ่งที% 2   ผลิตภณัฑ์ที%ได้จากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ 10F และ 

1500R ซึ%งใช้โคโลนีที%สามารถเจริญได้ในอาหารคดัเลือกเป็นแมแ่บบ 

จากรูปที% 4.34 แสดงให้เห็นว่าทรานสฟอร์แมนท์ดงักล่าวได้รับพลาสมิด pGEM ที%มี
ชิ !นส่วนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย N3 แทรกอยู่ ดงันั !นจึงนําไปสกัดพลาสมิดที%มีชิ !นส่วนดีเอ็นเอของ
แบคทีเรีย N3 แทรกอยู ่ 

4.8.3 การตรวจสอบพลาสมิดว่ามีดีเอ็นเอของแบคทีเรียอยู่ โดยตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจาํเพาะ EcoRI 

นําสารละลายพลาสมิดที%ได้จากการสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณน้อย 
QIAprep Spin Miniprep Kit มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI เพื%อยืนยนัการมีชิ !นส่วนของดี
เอ็นเอ 16S rDNA แทรกอยู ่แล้วตรวจสอบด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ซึ%งผลที%ได้แสดงดงัรูป
ที% 4.35 
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รูปที� 4.35 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของพลาสมิดที%ได้จากการสกดัด้วยชดุสกดัพลาสมิด
ปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit นําไปตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI 

ชอ่งที% 1 1kb DNA Ladder 
ชอ่งที% 2 พลาสมิดจากโคโลนีพีซีอาร์ 

จากรูปที% 4.35 จะเห็นว่ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดนี !เมื%อตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ 
EcoRI ให้ชิ !นส่วนของเวกเตอร์ที%ขนาดประมาณ 3000 คูเ่บส และมีชิ !นส่วนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย 
N3 แทรกอยู่ โดยสงัเกตได้จากมีดีเอ็นเอขนาด 1500 คูเ่บส 1 แถบ และขนาดตํ%ากว่า 1000 คูเ่บส 
2 แถบ  จากผลการทดลองนี !แสดงว่าปฏิกิริยาการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI เกิดขึ !นไม่
สมบูรณ์ โดยแถบดีเอ็นเอขนาด 1500 คู่เบส คือแถบของชิ !นส่วนที%แทรกเข้าไปในเวกเตอร์ และ
ชิ !นส่วนขนาดเล็กสองแถบที%เกิดขึ !น เกิดจากชิ !นส่วน 1500 คู่เบส มีตําแหน่งที%สามารถตดัได้ด้วย
เอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI  ดงันั !นจึงนําสารละลายรีคอมบิแนนท์พลาสมิดดงักล่าวส่งไปวิเคราะห์
หาลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย N3 ตอ่ไป 

4.8.4 การวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA เพื�อพิสูจน์เอกลักษณ์
ของแบคทีเรีย 

เมื%อนําลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ในรีคอมบิแนนท์พลาสมิดไปเปรียบเทียบ
กับข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด้วย
โปรแกรม Blastn พบวา่ลําดบันิวคลีโอไทด์ที%ได้มีความใกล้เคียงกบัลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S 
rDNA ของ Bacillus subtilis มากถึง 99% ดงัแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1 และ 2 ดงันั !นจึง
สามารถบอกได้วา่แบคทีเรีย N3 เป็น Bacillus subtilis  
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บทที�  5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 การคัดเลือกหาแบคทีเรียที%สามารถสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการยับยั !งการเจริญของรา C. 
gloeosporioides และ C. lunata จากแบคทีเรียที%คดัแยกไว้โดย คงยทุธ เลิศมงคลธรรม (2549) 
ซึ%งได้แก่ไอโซเลต M10, M15, M22, M23, M25, M26, M27, N1, N3 และ N9 พบว่าแบคทีเรีย N3 
สามารถยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิดได้ดี โดยมีคา่เฉลี%ยของบริเวณยบัยั !งเท่ากบั 13.5 และ 
4.5 มิลลิเมตร ตามลําดบั จงึได้นําแบคทีเรีย N3 มาพิสจูน์เอกลกัษณ์โดยวิธีทางสณัฐานวิทยาและ 
ปฏิกิริยาทางชีวเคมี ซึ%งพบว่าแบคทีเรีย N3 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน สร้างสปอร์ 
และให้ผลบวกกบัการทดสอบแคทาเลส เมื%อศกึษาหาลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA พบว่า
มีความใกล้เคียงกบั Bacillus subtilis มากถึง 99% จึงสามารถระบไุด้ว่าแบคทีเรีย N3 น่าจะเป็น 
Bacillus subtilis ซึ%งเป็นกลุ่มแบคทีเรียที%พบได้ทั%วไปในดินและมีรายงานว่าสามารถยบัยั !งการ
เจริญของราที%ก่อโรคในพืชได้ เนื%องจากสามารถสร้างสารต้านราได้หลายชนิด และแบคทีเรียพวกนี !
สามารถสร้างสปอร์ได้ ทําให้ทนต่อความแห้งแล้ง, ความร้อน, รังสียูวี และตวัทําละลายอินทรีย์
ตา่งๆ ได้ดี (Romero และคณะ, 2007) 

เมื%อได้แบคทีเรีย B. subtilis N3 ที%มีความสามารถในการยบัยั !งรา C. gloeosporioides 
และ C. lunata แล้ว จึงนําไปหาภาวะที%เหมาะสมสําหรับการเลี !ยงแบคทีเรีย เพื%อให้สร้างสารที%มี
ฤทธิ[ยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิดดีที%สุด โดยนํานํ !าเลี !ยงเชื !อแบคทีเรียส่วนใสที%ผ่านการปั%น
เหวี%ยงและกรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.45 µm เพื%อแยกแบคทีเรียออกแล้วนําไปทดสอบ
ความสามารถในการยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิดด้วยวิธี agar diffusion พบว่าสามารถ
ยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิดได้ แสดงว่าสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของรานั !นเป็นสาร
ที%แบคทีเรียผลิตแล้วหลั%งออกนอกเซลล์ เช่นเดียวกับสารยบัยั !งราหลายชนิดที%ผลิตโดยแบคทีเรีย
พวก Bacillus (Yoshida และคณะ, 2001; Chan และคณะ, 2003; Sun และคณะ, 2006; Snook 
และคณะ, 2009; Thasana และคณะ, 2010) 

เมื%อแปรผนัชนิดของอาหารเลี !ยงเชื !อแบคทีเรีย ได้แก่ อาหารเหลว NB, LB และ TSB แล้ว
ติดตามการเจริญของแบคทีเรีย พบว่าในอาหารเหลว TSB ส่งผลทําให้มีการเจริญของแบคทีเรีย
มากที%สุด และยงัสามารถผลิตสารที%ยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิดได้ดีที%สุดอีกด้วย  เมื%อแปร
ผนั pH ของอาหารเลี !ยงเชื !อที% pH6, 7, 8 และ 9 พบว่าแบคทีเรียมีการเจริญที%ใกล้เคียงกนัใน pH 
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ตา่งๆที%ทดสอบ และสําหรับความสามารถในการยบัยั !งรา พบว่า pH7 ที%เวลา 18 ชั%วโมง เหมาะสม
ตอ่การสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของ C. gloeosporioides และ pH6 ที%เวลา 21 
ชั%วโมง เหมาะสมต่อการสร้างสารที%มีฤทธิ[ในการยับยั !งการเจริญของ C. lunata  เมื%อแปรผัน
อณุหภูมิที%ใช้ในการเลี !ยงแบคทีเรีย แล้ววดัการเจริญของแบคทีเรีย พบว่า B. subtilis N3 เจริญได้
ใกล้เคียงกันที%อณุหภูมิต่างๆ โดยที%อณุหภูมิ 37°C ทําให้ B. subtilis N3 สามารถสร้างสารมา
ยบัยั !งได้ทั !งรา C. gloeosporioides และ C. lunata ได้ดีที%สุด  ดงันั !นภาวะที%เหมาะสมของ B. 
subtilis N3 ในการสร้างสารไปยบัยั !งการเจริญของ C. gloeosporioides ได้ดีที%สดุ คือ เมื%อเลี !ยง B. 
subtilis N3 ในอาหารเหลว TSB  pH7 ที%อณุหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18 ชั%วโมง  สําหรับการยบัยั !ง
การเจริญของ C. lunata ได้ดีที%สดุ คือ เลี !ยง B. subtilis N3 ในอาหารเหลว TSB  pH6 ที%อณุหภูมิ 
37°C เป็นเวลา 21 ชั%วโมง  ซึ%งจะเห็นได้วา่สารที% B. subtilis N3 ผลิตขึ !นมาเพื%อยบัยั !งการเจริญของ
รานั !นผลิตขึ !นเมื%อแบคทีเรียเข้าสู่ระยะ stationary phase แล้ว  ดงันั !นจึงจดัว่าสารที%ผลิตขึ !นเป็น
ผลิตภณัฑ์ประเภท non growth associate  

สารที% B. subtilis N3 ผลิตออกมาเพื%อยบัยั !งรา C. gloeosporioides และ C. lunata ใน
อาหารเดียวกนั แตที่% pH และช่วงเวลาที%แตกตา่งกนันี ! อาจเป็นสารชนิดเดียวกนัหรือตา่งชนิดกนัก็
ได้ (Moita และคณะ, 2005; Zhao และคณะ, 2010) โดยมีรายงานว่าแบคทีเรียหนึ%งชนิดสามารถ
ผลิตสารหลายชนิดออกมาเพื%อยบัยั !งการเจริญของราได้ในภาวะการเจริญที%แตกต่างกัน (Strom 
และคณะ, 2002)  ตวัอย่างของงานวิจยัที%แบคทีเรียชนิดเดียวกันสามารถผลิตสารได้หลายชนิด 
เช่น งานวิจยัของ LI และคณะ (2006) พบว่า B. subtilis สายพนัธุ์ B11 สามารถสร้างสารได้สอง
ชนิดในภาวะเดียวกนัคือ สารปฏิชีวนะ A และ B ที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของราก่อโรค 
โดยสารทั !งสองชนิดนี !สามารถยบัยั !งการเจริญของรา Fusarium oxysporum Schl f.sp. niveum, 
Rhizoctonia solani, Ralstonia solanacearum และ Xanthomonas oryzae  pv. oryzae  
ในขณะที%สารปฏิชีวนะ B สามารถยบัยั !งการเจริญของ Magnaporthe grisea ได้ 

เมื%อนํานํ !าเลี !ยงเชื !อที%ผ่านการกรองแล้วของแบคทีเรียที%สร้างสารยบัยั !งการเจริญของรา C. 
gloeosporioides และ C. lunata ไปทดสอบความเสถียรตอ่ pH พบว่านํ !าเลี !ยงเชื !อที%มีสารยบัยั !ง
การเจริญของราสามารถทน pH ได้ตั !งแต ่pH2 ถึง pH10 เป็นเวลา 20 นาที โดยแนวโน้มของความ
เสถียรของสารที%ยบัยั !งรานั !น พบว่าที%ความเป็นกรดหรือเบสสูงมากๆ ความสามารถในการยบัยั !ง
การเจริญของรา C. gloeosporioides จะลดลง และที% pH2 ถึง pH6 สารที%ออกฤทธิ[ยงัสามารถ
ยบัยั !งการเจริญของ C. lunata ได้ดีกว่าที% pH8 ถึง pH10 และเมื%อนํานํ !าเลี !ยงเชื !อที%ผ่านการกรอง
แล้ว ไปทดสอบความเสถียรต่ออุณหภูมิ พบว่านํ !าเลี !ยงเชื !อที%มีสารที%ออกฤทธิ[ยับยั !งรา C. 
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gloeosporioides และ C. lunata ที%ได้จาก B. subtilis N3 สามารถทนอณุหภูมิได้ตั !งแตอ่ณุหภูมิ 
20 องศาเซลเซียส ถึง 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที โดยแนวโน้มของความเสถียรของสาร
ที%ยบัยั !งรานั !น ที%อุณหภูมิ 20°C ถึง 60°C สามารถยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิดได้ดีกว่าที%
อณุหภูมิ 80°C ถึง 121°C  นอกจากนี !จะเห็นว่าการบม่นํ !าเลี !ยงเชื !อของ B. subtilis N3 ที%อณุหภูมิ 
121°C เป็นเวลา 20 นาทีแล้ว ก็ยงัพบว่านํ !าเลี !ยงเชื !อสามารถยบัยั !งราได้มากกว่า 50%  งานวิจยั
ก่อนหน้านี !ได้แสดงถึงประสิทธิภาพความเสถียรของนํ !าเลี !ยงเชื !อแบคทีเรียพวก Bacillus ตอ่ pH 
และอณุหภูมิและพบว่าสารที%มีฤทธิ[ยบัยั !งรามีความเสถียรสงูตอ่ pH ที%สงูหรือตํ%าได้ดี รวมทั !งยงัคง
มีฤทธิ[ในการยับยั !งราได้ในสภาพอุณหภูมิที%สูงถึง 121 องศาเซลเซียส (San-Lang และคณะ, 
2002; Han และคณะ, 2005; Gong และคณะ, 2006; Tendulkar และคณะ, 2007; Carissimi 
และคณะ, 2009) จากสมบตัิเหล่านี !แสดงถึงศกัยภาพของการนํานํ !าเลี !ยงเชื !อ B. subtilis N3 ไป
ประยกุต์ใช้เพื%อการควบคมุราก่อโรคในพื !นที%จริงซึ%งมีอณุหภมูิสงูได้ 

เมื%อสกัดแยกสารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของราด้วยตวัทําละลายชนิดตา่งๆ ได้แก่ 
n-บิวทานอล, n-เฮกเซน, อีเทอร์ หรือคลอโรฟอร์ม พบว่าในชดุทดลองซึ%งเป็นสารสกดัจากนํ !าเลี !ยง
เชื !อ และชดุควบคมุซึ%งเป็นตวัทําละลายชนิดตา่งๆ ให้ผลเชน่เดียวกนั นั%นคือ ไม่พบการเจริญของรา 
หรือพบการเจริญของราเพียงเล็กน้อยเท่านั !น จากผลการทดลองนี !แสดงให้เห็นว่าตวัทําละลายเอง
มีฤทธิ[ในการยบัยั !งราก่อโรคได้ จึงไม่สามารถบอกได้ว่าในนํ !าเลี !ยงเชื !อที%สกัดได้นั !น มีสารที%มีฤทธิ[

ยบัยั !งการเจริญของราทั !งสองชนิดได้หรือไม่ ทั !งนี !หากเจือจางตวัทําละลายแล้วนํามาทดสอบฤทธิ[

การยบัยั !งก็อาจเห็นความแตกตา่งจากชดุควบคมุได้  อยา่งไรก็ตามในสารละลายที%สกดัได้อาจไม่มี
สารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งราเลยก็ได้ ซึ%งจากงานวิจยัของ Cho และคณะ (2003) พบว่าสารที%มีฤทธิ[

ในการยบัยั !งการเจริญของรา Gloeosporium gloeosporioides ซึ%งได้จาก Bacillus subtilis สาย
พันธุ์  KS03 ที%สกัดได้ด้วยสารละลาย n-บิวทานอล เป็นสารที%มีความไม่ชอบนํ !าสูง (highly 
hydrophobic) จึงละลายในตวัทําละลาย n-butanol ได้ดี ดงันั !นหากในสารละลายที%สกดัได้ไม่มี
สารที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของราอยู่ ก็อาจเป็นไปได้ว่าสารออกฤทธิ[ดงักล่าวนี !เป็นสารที%มี
ความชอบนํ !าสงูจงึไมส่ามารถสกดัได้ด้วยตวัทําละลาย 

เมื%อตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต พบว่าความเข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟต
ในชว่ง 80 – 100% นั !น โปรตีนที%ได้ไมส่ามารถยบัยั !งการเจริญของรา C. gloeosporioides และ C. 
lunata ได้ เนื%องจากมีปริมาณของแอมโมเนียมมากเกินไปทําให้เกิดเป็นผลึกของแอมโมเนียม จึง
ไม่สามารถละลายตะกอนโปรตีนออกมาได้ ดงันั !นผลที%ได้คือไม่สามารถยบัยั !งการเจริญของราทั !ง
สองชนิดได้ และสําหรับรา C. gloeosporioides พบว่ามีสารละลายโปรตีนที%ได้จากการตกตะกอน
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ด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 40 – 80% เท่านั !นที%สามารถลดการเจริญได้ ส่วนรา C. lunata 
พบว่าสารละลายโปรตีนที%ได้จากการตกตะกอนในช่วง 0 – 40% และ 40 – 80% สามารถยบัยั !ง
การเจริญของราได้ตา่งกนัเพียงเล็กน้อยประมาณ 0.76 เท่าของความกว้างของบริเวณยบัยั !ง และ
เมื%อเปรียบเทียบปริมาตรและความเข้มข้นของปริมาณโปรตีนที%ได้จากการตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 40 – 80% พบว่าทั !งปริมาตรและปริมาณของโปรตีนที%ได้มีมากกว่า 
ดงันั !นจึงเลือกการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 40 – 80% สําหรับการยบัยั !ง
การเจริญของราทั !งสองชนิดเพิ%อนําไปทําให้บริสทุธิ[ในขั !นตอ่ไป  

เมื%อเปรียบเทียบวิธีระหว่างการสกดัแยกด้วยตวัทําละลายตา่งๆ กบัการตกตะกอนโปรตีน
ด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต พบว่าการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตให้ผลดีกว่า โดยเลือกความ
เข้มข้นของแอมโมเนียมซลัเฟตในชว่ง 40 – 80% ดงันั !นจงึเลี !ยงแบคทีเรียโดยขยายขนาด เพื%อให้ได้
ปริมาณโปรตีนที%มากพอ และเมื%อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีในการยับยั !งรา C. 
gloeosporioides และ C. lunata พบวา่มีโปรตีนทั !งหมด 15.23 และ 29.46 มิลลิกรัม และมีแอกทิ
วิตีจําเพาะเท่ากบั 63.04 และ 5,852.60 AUต่อมิลลิกรัมของโปรตีน โดยมีแอกทิวิตีรวมทั !งหมด 
960 และ 172,000 AU ซึ%งทั !งหมดนี !มีปริมาตร 6 และ 8.42 มิลลิลิตร ตามลําดบั  

หลงัจากการนําโปรตีนที%ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วง 40 – 80% ไปทําให้
บริสทุธิ[โดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A พบว่าโปรตีนในทกุช่วงลําดบัส่วนไม่มี
ฤทธิ[ในการลดหรือยบัยั !งการเจริญของรา C. gloeosporioides ได้ ซึ%งอาจเป็นไปได้ว่าสารซึ%งมีฤทธิ[

ในการยบัยั !งรานี !มีประจุลบสูงมากทําให้เกาะกับไบโอเจลได้ดีมาก ซึ%งแม้แต่การชะด้วยโซเดียม
คลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ก็ไม่สามารถชะโปรตีนดงักล่าวออกมาได้ (Walls และคณะ, 2011)  
แตสํ่าหรับรา C. lunata พบว่าโปรตีนในช่วงของลําดบัส่วนที% 96 – 100 มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการ
เจริญได้ จากผลการศกึษานี !ยืนยนัได้ว่าโปรตีนที%ทําบริสทุธิ[ได้จาก B. subtilis N3 มีประจเุป็นลบ 
เนื%องจากในงานวิจยัการใช้คอลมัน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A จะชะด้วยเกรเดียนต์ของ
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ดงันั !น Cl- จะเข้าไปแย่งจบักับสาร
ตวักลาง ส่งผลทําให้โปรตีนถกูชะออกมา และเมื%อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนพบว่ามีปริมาณโปรตีน
ทั !งหมด 0.20 มิลลิกรัม, ค่าแอกทิวิตีจําเพาะเท่ากับ 1,104.97 AUต่อมิลลิกรัมของโปรตีน และ
แอกทิวิตีรวมทั !งหมด 220.99 AU 

เมื%อวิเคราะห์โปรตีนที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของรา C. lunata ด้วยวิธี SDS–PAGE 
พบวา่โปรตีนที%ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟตในช่วงที% 40 – 80% มีแถบโปรตีนเป็น
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จํานวนมาก ส่วนโปรตีนที%ทําให้บริสุทธิ[แล้วมีจํานวนของแถบโปรตีนลดลง แสดงให้เห็นถึงความ
บริสทุธิ[ที%เกิดขึ !น ซึ%งแถบของโปรตีนที%บริสทุธิ[มีด้วยกนั 2 แถบ ที%มีขนาดประมาณ 63.3 และ 39.6 
kDa ซึ%งอาจเป็นไปได้ว่าโปรตีนที%ทําบริสุทธิ[ได้นี !มีโปรตีนอยู่สองชนิด หรือโปรตีนที%ทําบริสทุธิ[ได้นี !
เป็นโปรตีนชนิดเดียวแตมี่สองสบัยนูิต (Leelasuphakul และคณะ, 2006)  

เมื%อนํานํ !าเลี !ยงเชื !อที%ผา่นการกรองแล้ว ไปหาความเข้มข้นตํ%าสดุที%สามารถยบัยั !งการเจริญ
ของรา C. gloeosporioides และ C. lunata พบว่าความเข้มข้นตํ%าสดุที%ได้ คือ สารละลายนํ !าเลี !ยง
เชื !อที%มีโปรตีนที%ความเข้มข้น 15.62 และ 7.81 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดบั และเมื%อนํา
โปรตีนบริสทุธิ[ในช่วงของลําดบัส่วนที% 96 – 100 ที%มีฤทธิ[ในการยบัยั !งการเจริญของรา C. lunata 
มาหาความเข้มข้นตํ%าสดุที%สามารถยบัยั !งการเจริญของราได้ พบว่ามีคา่เท่ากบั 3.12 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร ซึ%งจากผลการทดลองนี !สามารถนํานํ !าเลี !ยงเชื !อหรือสารบริสทุธิ[ที%เตรียมได้ไปใช้เพื%อยบัยั !ง
การเจริญของราก่อโรคดงักล่าวได้โดยจะต้องควบคุมความเจือจางไม่ให้ตํ%ากว่าค่าที%ได้นี !เพื%อให้
ยงัคงมีฤทธิ[ในการยบัยั !งราเป้าหมายได้ ตวัอย่างของงานวิจยัก่อนหน้านี !ที%ใช้นํ !าเลี !ยงเชื !อเจือจาง 
1:32 เทา่ จาก Bacillus subtilis ทั !ง 9 สายพนัธุ์ที%คดัแยกได้จากดิน พบว่าสามารถยบัยั !งการเจริญ
ของรา Penicillium digitatum ซึ%งเป็นราที%ก่อโรคในพืช ได้มากกว่า 80% ของการเจริญเมื%อ
เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ (Leelasuphakul และคณะ, 2008) จึงสามารถบอกได้ว่านํ !าเลี !ยงเชื !อที%
เจือจางแล้วยงัสามารถยบัยั !งการเจริญของราได้ ดงันั !นการศกึษาหาความเข้มข้นในการยบัยั !งการ
เจริญของราจงึมีความสําคญั 

เมื%อทดสอบโปรตีนบริสทุธิ[ที%ได้กบัสปอร์ของรา C. lunata แล้วศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาของสปอร์ราภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง พบว่าในชดุควบคมุซึ%งไม่ใส่โปรตีนบริสทุธิ[ มี
การงอกของสปอร์และการเจริญของเส้นใยราได้ปกติ เส้นใยจะมีลักษณะงอกยาวเป็นเส้นตรง
ออกไป และเมื%อสงัเกตในชดุทดสอบพบว่าสปอร์ของรา C. lunata สามารถงอกได้ แตเ่ส้นใยที%
เจริญนั !นเกิดการบวมและมีการโป่งพอง ดงัแสดงในรูปที% 4.28 [b] ซึ%งสอดคล้องกบังานวิจยัของ 
Liu และคณะ (Liu และคณะ, 2010) ที%พบว่าเมื%อทดสอบการงอกของเส้นใยรา 
Gaeumannomyces graminis var. tritici กบัโปรตีน E2  จะเห็นว่าโปรตีน E2 ทําให้การงอกของ
เส้นใยราผิดปกติ เช่นที%ปลายเส้นใยบวมและหนา และเส้นใยย่น, บวม และบิดเบี !ยว แสดงว่า
โปรตีนที%ใช้ทดสอบกบัราสามารถยบัยั !งการเจริญของราได้ 

จากงานวิจยันี !ทําให้ทราบวา่ แบคทีเรีย B. subtilis N3 สามารถผลิตสารออกมายบัยั !งการ
เจริญของราที%ก่อโรคในกล้วยไม้ได้ โดยสารที%พบนั !นเป็นสารทางชีวภาพที%น่าจะมีความเป็นมิตรตอ่
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สิ%งแวดล้อมและผู้ ใช้ และสามารถนําตวัเซลล์แบคทีเรีย, นํ !าเลี !ยงเชื !อ, หรือโปรตีนบริสุทธิ[ที%ได้ ไป
พฒันาและใช้ให้เกิดประโยชน์ต่อการเกษตรได้ต่อไป อย่างไรก็ดีควรมีการศึกษาเพิ%มเติมเพื%อให้
ทราบว่าสารออกฤทธิ[ดงักล่าวเป็นสารชนิดใดและมีกลไกการยบัยั !งราได้อย่างไร รวมทั !งมีโทษต่อ
สิ%งมีชีวิตชนิดอื%นหรือไม ่
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รายการอ้างอิง 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี ;ยงเชื ;อ 

1. อาหารเหลว Nutrient Broth (NB) 

แบคโตเปบโตน      5 กรัม 
สารสกดัจากเนื !อ      3 กรัม 

ผสมสารตามลําดบัในนํ !ากลั%น 800 มิลลิลิตร จากนั !นปรับ pH ให้เป็น 7 ด้วย 1 N NaOH 
แล้วเติมนํ !ากลั%นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั !นนําไปนึ%งฆ่าเชื !อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ !ว ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

2. อาหารเหลว luria broth (LB) 

Tryptone          10  กรัม 
Yeast extract               5  กรัม 
NaCl            10  กรัม 

ผสมสารตามลําดบัในนํ !ากลั%น 800 มิลลิลิตร จากนั !นปรับ pH ให้เป็น 7 ด้วย 1 N NaOH 
แล้วเติมนํ !ากลั%นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั !นนําไปนึ%งฆ่าเชื !อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ !ว ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

3. อาหารเหลว tryptic soy broth (TSB) 

อาหารสําเร็จรูป TSB (tryptic soy broth)    30 กรัม 
Difco Laboratories, USA   
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ละลายอาหารสําเร็จรูปในนํ !ากลั%นปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั !นปรับ pH ให้เป็น 7 แล้ว
เติมนํ !ากลั%นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั !นนําไปนึ%งฆ่าเชื !อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์
ตอ่ตารางนิ !ว ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

4. อาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) 

แบคโตเปบโตน      5 กรัม 
สารสกดัจากเนื !อ      3 กรัม 
ผงวุ้น       15 กรัม 

ผสมสารตามลําดบัในนํ !ากลั%น 800 มิลลิลิตร จากนั !นปรับ pH ให้เป็น 7 ด้วย 1 N NaOH 
แล้วเติมนํ !ากลั%นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั !นนําไปนึ%งฆ่าเชื !อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ !ว ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

5. อาหารเหลว Potato Dextrose Broth (PDB) 

อาหารสําเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth)   24  กรัม 
Himedia, India  

ละลายอาหารสําเร็จรูปในนํ !ากลั%นปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั !นปรับ pH ให้มี
คา่ประมาณ 5.1-5.3 แล้วเติมนํ !ากลั%นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั !นนําไปนึ%งฆ่าเชื !อ
ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ !ว ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

6. อาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 

อาหารสําเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth)   24  กรัม 
Himedia, India  
Agar             15  กรัม 
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ละลายอาหารสําเร็จรูปในนํ !ากลั%นปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั !นปรับ pH ให้มี
คา่ประมาณ 5.1-5.3 แล้วเติมนํ !ากลั%นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั !นนําไปนึ%งฆ่าเชื !อ
ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ !ว ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

7. อาหารแข็ง luria agar (LA) 

Tryptone       10  กรัม 
Yeast extract               5  กรัม 
NaCl            10  กรัม 
ผงวุ้น       15  กรัม 

ผสมสารตามลําดบั (ยกเว้นผงวุ้น) ในนํ !ากลั%น 800 มิลลิลิตร จากนั !นปรับ pH ให้เป็น 7 
ด้วย 1 N NaOH เติมผงวุ้น แล้วเติมนํ !ากลั%นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั !นนําไปนึ%งฆ่า
เชื !อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ !ว ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและอุปกรณ์ที�ใช้ในการทดลอง 

1. กลีเซอรอล 15 เปอร์เซ็นต์ 

นํากลีเซอรอล 87 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 17.24 มิลลิลิตร ผสมในนํ !ากลั%น 82.76 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ากนั นําไปนึ%งฆ่าเชื !อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ !ว ที%อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที 

2. Tween 20 ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ 

ดดู Tween 20 มา 100 ไมโครลิตร ใส่ในนํ !ากลั%นปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั !นนําไปนึ%งฆ่า
เชื !อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ !ว ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

3. บีโนมิล (Benomyl) ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร 

ละลายบีโนมิล (Sigma, Germany) 0.002 กรัม ในไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (Dimethyl 
formamide) 1 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาให้พ้นแสง ที%อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนใช้ให้นํามา
เจือจางด้วยนํ !ากลั%นให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 15 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

4. นิสทาทนิ (Nystatin) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร 

ละลายนิสทาทิน 1 มิลลิกรัม ในไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (Dimethyl formamide) 1 มิลลิลิตร เก็บ
ในขวดสีชาให้พ้นแสง ที%อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

5. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

นําสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 2 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร มาผสมในนํ !ากลั%น 50 
มิลลิลิตร เก็บไว้ในขวดสีชา 
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6. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

ละลายเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ 40 กรัม ในนํ !ากลั%นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เก็บไว้ในขวดสี
ชา 

7. สารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์  pH เท่ากับ 7.5 

ละลาย Trisma base (C4H11NO3) 121 กรัมในนํ !ากลั%นปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั !นปรับคา่ 
pH ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น โดยคอ่ยๆ เติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้เข้ากนั และวดัคา่ pH 
ให้เทา่กบั 7.5 เตมินํ !ากลั%นจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ%งฆา่เชื !อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์
ตอ่ตารางนิ !ว ที%อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บรักษาไว้ที%อณุหภูมิห้อง ก่อนใช้
ให้นํามาเจือจางด้วยนํ !ากลั%นให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 50 มิลลิโมลาร์ 

8. กลีเซอรอล ความเข้มข้น 30 เปอร์เซน็ต์ ใน Tris-HCl บัฟเฟอร์  50 มลิลิโม
ลาร์ pH เท่ากับ 7.5 

นํากลีเซอรอล 87 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 345 มิลลิลิตร ผสมใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโม
ลาร์ pH เทา่กบั 7.5 ปริมาตร 655 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั 

9. สารละลาย EDTA ความเข้มข้น 1 เปอร์เซน็ต์ 

ชั%งเอทาลีนไดเอมีนเตตระแอซิติกแอซิด (EDTA) 1 กรัม ละลายในนํ !ากลั%นปริมาตร 100 
มิลลิลิตร 

10. แอลกอฮอล์ ความเข้มข้น 20 เปอร์เซน็ต์ 

นําแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 21 มิลลิลิตร ผสมในนํ !ากลั%นปริมาตร 79 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากนั 
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11. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ใน Tris-HCl บัฟเฟอร์ 50 
มิลลิโมลาร์ pH เท่ากับ 7.5 

ชั%งโซเดียมคลอไรด์ 46.8 กรัม ละลายใน Tris-HCl บฟัเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH เท่ากบั 7.5 
ปริมาตร 800 มิลลิลิตร 

12. สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 1.5 โมลาร์ pH เท่ากับ 8.8 

ละลาย Trisma base (C4H11NO3) 181.71 กรัม ในนํ !าปลอดประจ ุปริมาตร 800 มิลลิลิตร 
จากนั !นปรับคา่ pH ด้วยกรดไฮโรคลอริกเข้มข้น โดยคอ่ยๆเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น แล้วคนให้
เข้ากนั วดัคา่ pH ให้เท่ากบั 8.8 เติมนํ !าปลอดประจจุนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ%งฆ่า
เชื !อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ !ว ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

13. สารละลายโซเดียมโดเดซลิซัลเฟต (SDS) 10 เปอร์เซน็ต์  

ชั%งโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (ปฏิบตัิในตู้ดดูควัน) นํ !าหนกั 10 กรัม ละลายในนํ !าปลอดประจ ุ
ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เมื%อละลายหมดเตมินํ !าปลอดประจใุห้ครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

14. สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 10 เปอร์เซน็ต์ 

ชั%งแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 100 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดไทโครฟิวจ์ที%ปราศจากเชื !อ เติมนํ !า
ปลอดประจปุลอดเชื !อลงไป 1 มิลลิลิตร ละลายจนหมด 

15. สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH เท่ากับ 6.8 

ละลาย Trisma base (C4H11NO3) 60.57 กรัม ในนํ !าปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร 
จากนั !นปรับคา่ pH ด้วยกรดไฮโรคลอริกเข้มข้น โดยคอ่ยๆเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น แล้วคนให้
เข้ากนั วดัคา่ pH ให้เท่ากบั 6.8เติมนํ !าปลอดประจจุนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ%งฆ่า
เชื !อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ !ว ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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16. สารละลา10X อิเล็กโทรดบัฟเฟอร์ 

Trisma base (C4H11NO3)     30 กรัม 

ไกลซีน (Glycine)      145 กรัม 

SDS       10 กรัม 

แยกละลายสารทั !งสามชนิดด้วยนํ !ากลั%น จากนั !นนํามารวมกนั และปรับปริมาตรด้วยนํ !ากลั%น
ให้ได้ปริมาตรสดุท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที%อณุหภมูิห้อง ก่อนใช้นํามาเจือจางด้วยนํ !า
ปลอดประจใุห้มีความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 1X 

17.  2X Laemmli buffer 

กลีเซอรอล 87 เปอร์เซ็นต์     2.29 มิลลิลิตร 

สารละลาย Tris-HCl pH6.8   1.00 มิลลิลิตร 

นํ !ากลั%นปลอดประจปุลอดเชื !อ    2.71 มิลลิลิตร 

บรอมฟีนอลบล ู      0.001 กรัม 

10% SDS       4.00 มิลลิลิตร 

ผสมสารทุกชนิดเจ้าด้วยกัน และนําไปเก็บรักษาไว้ที% 4 องศาเซลเซียส ก่อนนํามาใช้ผสม 2- 
เมอร์แคบโตเอทานอล ในอตัราสว่น สารละลาย 950 ไมโครลิตร ตอ่ 50 ไมโครลิตร 2- เมอร์แคบโต
เอทานอล 

18. สารละลายสาํหรับย้อมสี (staining solution) 

สีคแูมสซี บริลเลียนท์ บล ูอาร์ 250    2 กรัม 

เอทานอล       400 มิลลิลิตร 

กรดอะซิตกิ       100  มิลลิลิตร 
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ผสมสารทั !งสามชนิดเข้าด้วยกัน และปรับปริมาตรด้วยนํ !ากลั%นให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 
1,000 มิลลิลิตร นําไปเขยา่ที%อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1-2 ชั%วโมง เก็บรักษาไว้ที%อณุหภมูิห้อง 

19. สารละลายสาํหรับล้างสี (destaining solution) 

เอทานอล       400 มิลลิลิตร 

กรดอะซิตกิ       100  มิลลิลิตร 

ผสมสารทั !งสองชนิดเข้าด้วยกัน และปรับปริมาตรด้วยนํ !ากลั%นให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 
1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที%อณุหภมูิห้อง 

20. สารละลายผสมของ dNTPs 

ผสม dATP, dGTP, dCTP และ dTTP ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ชนิดละ 10 ไมโครลิตร 
เข้าด้วยกนั แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยนํ !าปลอดประจุปลอดเชื !อให้เป็น 100 ไมโครลิตร เก็บที%
อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

21. บัฟเฟอร์ 50X TAE 

Trisma base (C4H11NO3)     121  กรัม 

กรดอะซีตกิเข้มข้น      28.55 กรัม 

สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์    50 กรัม 

ละลายส่วนผสมทั !งหมดในนํ !ากลั%นปลอดประจุ ปริมาตร 300 มิลลิลิตร แล้วเติมนํ !าปลอด
ประจจุนมีปริมาตรเท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ%งฆ่าเชื !อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ !ว 
ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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22. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร 

ชั%งเอธิเดียมโบรไมด์ 0.1 มิลลิกรัม จากนั !นละลายด้วยนํ !ากลั%นปลอดประจ ุ100 มิลลิลิตร เก็บ
ในภาชนะที%ปิดมิดชิด แล้วเก็บให้พ้นแสง 

23. แอมพซิลิลิน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ชั%งแอมพิซิลลิน  1 มิลลิกรัม ละลายในนํ !ากลั%น 10 มิลลิลิตร ทําให้ปลอดเชื !อโดยการกรอง
สารละลายผ่านชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดรูกว้าง 0.45 ไมครอน เก็บรักษาไว้
ในหลอดไมโครฟิวจ์ที%อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เมื%อนํามาใช้แล้วเก็บที%อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ได้นาน 1 เดือน 

24. สารละลายที� 1 สาํหรับการสกัดพลาสมิดด้วยวิธีแอลคาไลน์ไลซิส (Alkaline 
lysis) 

ซูโครส (sucrose) ความเข้มข้น 1 โมลาร์   5 ไมโครลิตร 

Tris-HCl บฟัเฟอร์ 0.5 โมลาร์ pH8.0  50 ไมโครลิตร 

EDTA 0.5 โมลาร์ pH8.0   20  ไมโครลิตร 

ผสมทั !งหมดเข้าด้วยกัน จากนั !นเติมนํ !าปลอดประจุปลอดเชื !อ จนมีปริมาตรเท่ากับ 1,000 
มิลลิลิตร 

25. สารละลายที� 2 สาํหรับการสกัดพลาสมิดด้วยวิธีแอลคาไลน์ไลซิส (Alkaline 
lysis) 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 โมลาร์    1,000  ไมโครลิตร 

10% SDS       500 ไมโครลิตร 

ผสมทั !งหมดเข้าด้วยกนั จากนั !นเตมินํ !าปลอดประจปุลอดเชื !อ จนมีปริมาตรเทา่กบั 5 มิลลิลิตร 
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26. สารละลายที� 3 สาํหรับการสกัดพลาสมิดด้วยวิธีแอลคาไลน์ไลซิส (Alkaline 
lysis) 

ละลายโซเดียมอะซีเตท นํ !าหนัก 204 กรัม ในนํ !าปลอดประจุให้ได้ปริมาตรประมาณ 400 
มิลลิลิตร นําไปปรับคา่ pH ให้เป็น 4.8 ด้วยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มิลลิลิตร เติมนํ !า
ปลอดประจุให้ได้ปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร นําไปนึ%งฆ่าเชื !อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ !ว ที%อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

27. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณน้อย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 
Germany) 

ประกอบด้วย 
Buffer P1 

Buffer P2 

Buffer N3 

Buffer PB 

Biffer PE 

RNase A 

Collection tube 

Qiaprep Spin column 

ก่อนใช้ชดุสกดัพลาสมิดครั !งแรกให้เต้ม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน Buffer P1 
และเก็บรักษาไว้ที%อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และเติม absolute ethanol ปริมาตร 24 มิลลิลิตร ลง
ใน Buffer PE 
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ภาคผนวก ค 

1. กราฟมาตรฐานของโบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin) ความ
เข้มข้น 1.2-10 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร 

 

2. การเคลื�อนที�ของโปรตีนมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ง 

1. ตารางแสดงผลการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของแบคทีเรีย N3 
เปรียบเทยีบกับฐานข้อมูลใน GenBank ด้วยโปรแกรม Blastn 

Sequences producing significant alignments: 

Accession Description E value Max ident reference 

HQ423381.1 
Bacillus subtilis strain P6 16S 
ribosomal RNA gene, partial 

sequence 
0.0 99% 

Rao, D. L. 
and Saxena, 
M. B., 2010 

HQ327126.1 
Bacillus subtilis strain TP-Snow-
C17 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 
0.0 99% 

Zhao, M. 
and Ma, X., 

2010 

HQ328857.1 
Bacillus subtilis strain CSY191 

16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

0.0 99% 
Cho, et.al., 
2010 

GU121487.1 
Bacillus subtilis strain NEB 44 

16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

0.0 99% 
Pandey,A., 
et.al., 2010 

HQ236066.1 
Bacillus subtilis strain TAT1-8 

16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

0.0 99% 
Wang,P., 
et.al., 2010 
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2. ผลการวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย N3 
เปรียบเทยีบกับฐานข้อมูลใน GenBank  

gb|HQ423381.1| Bacillus subtilis strain P6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=1462 
 Score = 1186 bits (1314), Expect = 0.0 
 Identities = 659/660 (99%), Gaps = 0/660 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  1     ACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCG  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1456  ACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCG  1397 
 
Query  61    ACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAATGT  120 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct  1396  ACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT  1337 
 
Query  121   ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTG  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1336  ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTG  1277 
 
Query  181   CAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1276  CAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCT  1217 
 
Query  241   GCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATT  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1216  GCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATT  1157 
 
Query  301   TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1156  TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTG  1097 
 
Query  361   AATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1096  AATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACG  1037 
 
Query  421   ACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTAT  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1036  ACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTAT  977 
 
Query  481   CTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAA  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  976   CTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAA  917 
 
Query  541   ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  916   ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGA  857 
 
Query  601   CCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCC  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  856   CCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCC  797 
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gb|HQ327126.1| Bacillus subtilis strain TP-Snow-C17 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
Length=1511 
 Score = 1186 bits (1314), Expect = 0.0 
 Identities = 659/660 (99%), Gaps = 0/660 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  1     ACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCG  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1496  ACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCG  1437 
 
Query  61    ACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAATGT  120 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct  1436  ACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT  1377 
 
Query  121   ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTG  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1376  ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTG  1317 
 
Query  181   CAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1316  CAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCT  1257 
 
Query  241   GCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATT  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1256  GCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATT  1197 
 
Query  301   TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1196  TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTG  1137 
 
Query  361   AATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1136  AATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACG  1077 
 
Query  421   ACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTAT  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1076  ACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTAT  1017 
 
Query  481   CTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAA  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1016  CTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAA  957 
 
Query  541   ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  956   ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGA  897 
 
Query  601   CCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCC  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  896   CCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCC  837 
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gb|HQ328857.1| Bacillus subtilis strain CSY191 16S ribosomal RNA gene, partial  
sequence 
Length=1532 
 Score = 1186 bits (1314), Expect = 0.0 
 Identities = 659/660 (99%), Gaps = 0/660 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  1     ACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCG  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1504  ACTTCACCCCAATCATCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCG  1445 
 
Query  61    ACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAATGT  120 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct  1444  ACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT  1385 
 
Query  121   ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTG  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1384  ATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTG  1325 
 
Query  181   CAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1324  CAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCT  1265 
 
Query  241   GCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATT  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1264  GCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATT  1205 
 
Query  301   TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1204  TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTG  1145 
 
Query  361   AATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1144  AATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACG  1085 
 
Query  421   ACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTAT  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1084  ACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTAT  1025 
 
Query  481   CTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAA  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1024  CTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAA  965 
 
Query  541   ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  964   ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGA  905 
 
Query  601   CCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCC  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  904   CCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCC  845 
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ภาคผนวก จ 

1. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติขิองการหาความเข้มข้นตํ�าสุด (MIC) ของนํ ;า
เลี ;ยงเชื ;อที�สามารถยับยั ;งการเจริญของรา C. gloeosporioides โดยวิธี DMRT 

Between-Subjects Factors  

  Value Label N 

conc 1.00 250.00 4 

2.00 125.00 4 

3.00 62.50 4 

4.00 31.25 4 

5.00 15.62 4 

6.00 7.81 4 

 

Descriptive Statistics  

Dependent Variable:Inhibition1 

conc Mean Std. Deviation N 

250.00 10.3375 .11815 4 

125.00 9.5000 .57735 4 

62.50 6.5000 .57735 4 

31.25 5.7500 .28868 4 

15.62 5.0000 .70711 4 

7.81 .0000 .00000 4 

Total 6.1813 3.46729 24 

 

Levene's Test of Equality of Error Variances a 

Dependent Variable:Inhibition1 

F df1 df2 Sig. 

7.251 5 18 .001 

Tests the null hypothesis that the error variance of the 

dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept + conc 
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Tests of Between-Subjects Effects  

Dependent Variable:Inhibition1 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 272.717a 5 54.543 258.917 .000 

Intercept 916.988 1 916.988 4352.937 .000 

conc 272.717 5 54.543 258.917 .000 

Error 3.792 18 .211   

Total 1193.498 24    

Corrected Total 276.509 23    

a. R Squared = .986 (Adjusted R Squared = .982) 

 
Estimated Marginal Means 

conc  

Dependent Variable:Inhibition1 

conc Mean Std. Error 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

250.00 10.338 .229 9.855 10.820 

125.00 9.500 .229 9.018 9.982 

62.50 6.500 .229 6.018 6.982 

31.25 5.750 .229 5.268 6.232 

15.62 5.000 .229 4.518 5.482 

7.81 -1.776E-15 .229 -.482 .482 
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Post  Hoc Tests 
 
Homogeneous Subsets 
 

Inhibition1  

Duncana,,b 

conc N 

Subset 

1 2 3 4 5 6 

7.81 4 .0000      

15.62 4  5.0000     

31.25 4   5.7500    

62.50 4    6.5000   

125.00 4     9.5000  

250.00 4      10.3375 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .211. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000. 

b. Alpha = .05. 

 

2. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติขิองการหาความเข้มข้นตํ�าสุด (MIC) ของนํ ;า
เลี ;ยงเชื ;อที�สามารถยับยั ;งการเจริญของรา C. lunata โดยวิธี DMRT 

Between-Subjects Factors  

  Value Label N 

conc 1.00 250.00 4 

2.00 125.00 4 

3.00 62.50 4 

4.00 31.25 4 

5.00 15.62 4 

6.00 7.81 4 

7.00 3.90 4 
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Descriptive Statistics  

Dependent Variable:Inhibition2 

conc Mean Std. Deviation N 

250.00 10.0000 .43970 4 

125.00 9.0000 .24495 4 

62.50 8.6000 .45461 4 

31.25 8.0000 .45644 4 

15.62 7.0000 .40825 4 

7.81 5.0000 .00000 4 

3.90 .0000 .00000 4 

Total 6.8000 3.21815 28 

 

Levene's Test of Equality of Error Variances a 

Dependent Variable:Inhibition2 

F df1 df2 Sig. 

3.594 6 21 .013 

Tests the null hypothesis that the error variance of the 

dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept + conc 

 

Tests of Between-Subjects Effects  

Dependent Variable:Inhibition2 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 277.120a 6 46.187 387.194 .000 

Intercept 1294.720 1 1294.720 10853.940 .000 

Conc 277.120 6 46.187 387.194 .000 

Error 2.505 21 .119   

Total 1574.345 28    

Corrected Total 279.625 27    

a. R Squared = .991 (Adjusted R Squared = .988) 
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Estimated Marginal Means 
 

Conc  

Dependent Variable:Inhibition2 

conc Mean Std. Error 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

250.00 10.000 .173 9.641 10.359 

125.00 9.000 .173 8.641 9.359 

62.50 8.600 .173 8.241 8.959 

31.25 8.000 .173 7.641 8.359 

15.62 7.000 .173 6.641 7.359 

7.81 5.000 .173 4.641 5.359 

3.90 .000 .173 -.359 .359 

 
Post Hoc Tests 
 

Homogeneous Subsets 

 

Inhibition2  

Duncana,,b 

conc N 

Subset 

1 2 3 4 5 6 

3.90 4 .0000      

7.81 4  5.0000     

15.62 4   7.0000    

31.25 4    8.0000   

62.50 4     8.6000  

125.00 4     9.0000  

250.00 4      10.0000 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 .116 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .119. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000. 

b. Alpha = .05. 
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3. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติขิองการหาความเข้มข้นตํ�าสุด (MIC) ของ
โปรตีนบริสุทธิ7ที�สามารถยับยั ;งการเจริญของรา C. lunata โดยวิธี DMRT 

Between-Subjects Factors  

  Value Label N 

conc 1.00 100.00 4 

2.00 50.00 4 

3.00 25.00 4 

4.00 12.50 4 

5.00 6.25 4 

6.00 3.12 4 

7.00 1.56 4 

 

Descriptive Statistics  

Dependent Variable:inhibition2 

conc Mean Std. Deviation N 

100.00 9.5000 .57735 4 

50.00 6.0000 .81650 4 

25.00 5.0000 .70711 4 

12.50 4.1250 .25000 4 

6.25 2.0000 .40825 4 

3.12 1.1250 .14434 4 

1.56 .0000 .00000 4 

Total 3.9643 3.09922 28 

 

Levene's Test of Equality of Error Variances a 

Dependent Variable:inhibition2 

F df1 df2 Sig. 

1.991 6 21 .113 

Tests the null hypothesis that the error variance of the 

dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept + conc 
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Tests of Between-Subjects Effects  

Dependent Variable:inhibition2 

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 254.089a 6 42.348 169.393 .000 

Intercept 440.036 1 440.036 1760.143 .000 

conc 254.089 6 42.348 169.393 .000 

Error 5.250 21 .250   

Total 699.375 28    

Corrected Total 259.339 27    

a. R Squared = .980 (Adjusted R Squared = .974) 

 
Estimated Marginal Means 

Conc  

Dependent Variable:inhibition2 

conc Mean Std. Error 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

100.00 9.500 .250 8.980 10.020 

50.00 6.000 .250 5.480 6.520 

25.00 5.000 .250 4.480 5.520 

12.50 4.125 .250 3.605 4.645 

6.25 2.000 .250 1.480 2.520 

3.12 1.125 .250 .605 1.645 

1.56 2.220E-16 .250 -.520 .520 
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Post Hoc Tests 

 
Homogeneous Subsets 

inhibition2  

Duncana,,b 

conc N 

Subset 

1 2 3 4 5 6 7 

1.56 4 .0000       

3.12 4  1.1250      

6.25 4   2.0000     

12.50 4    4.1250    

25.00 4     5.0000   

50.00 4      6.0000  

100.00 4       9.5000 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

 Based on observed means. 

 The error term is Mean Square(Error) = .250. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000. 

b. Alpha = .05. 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 นางสาวรพีวรรณ โสวรรณปรีชา เกิดเมื%อวันที%  13 มกราคม 2528 ที%จังหวัด
กรุงเทพมหานคร ได้รับปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2550 และเข้ารับการศึกษาต่อในระดับปริญญา
มหาบัณฑิต สาขาวิชาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2551 ที%อยู่ปัจจบุนั 41/11 ซอยเจริญกรุง 109 ถนนเจริญ
กรุง แขวง-เขต บางคอแหลม กรุงเทพมหานคร 10120 

 งานวิจัยนี !ได้นําเสนอในการประชุมวิชาการ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
กําแพงแสน ครั !งที% 7 ระหวา่งวนัที% 7 - 8 ธันวาคม 2553 ในชื%อเรื%อง การหาภาวะที%เหมาะสมสําหรับ
แ บ ค ที เ รี ย ใ น ก า ร ส ร้ า ง ส า ร ที% มี ฤ ท ธิ[ ใ น ก า ร ยั บ ยั !ง ก า ร เ จ ริ ญ ข อ ง ร า  Colletotrichum 
gloeosporioides และ Curvularia lunata ซึ%งก่อโรคในกล้วยไม้ และได้รับรางวลัผลงานวิชาการ
ดีเดน่ ประเภทการนําเสนอภาคบรรยาย สาขาวิทยาศาสตร์เทคโนโลยีและสิ%งแวดล้อม 
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