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บทคัดย่อภาษาไทย 

รพีวรรณ โสวรรณปรีชา : สารออกฤทธิ์จาก Bacillus subtilis N3 และ Pseudomonas aeruginosa RS1 ใน
การยับยั้งราก่อโรคในกล้วยไม้ (ACTIVE COMPOUNDS FROM Bacillus subtilis N3 AND Pseudomonas 
aeruginosa RS1 INHIBITING ORCHID-PATHOGENIC FUNGI) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.ปาหนัน 
เริงส าราญ, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร.พลกฤษณ์ แสงวณิช{, 159 หน้า. 

งานวิจัยน้ีมีเป้าหมายเพื่อหาแบคทีเ รียและผลิตภัณฑ์โปรตีนจากแบคทีเ รียที่สามารถยับยั้งการเจ ริญ
ข อ ง  Curvularia lunata แล ะ  Phytophthora palmivora ซ่ึ ง เ ป็ น รา แ ล ะ รา น้ า ที่ ก่ อ ใ ห้ เ กิ ด โ รค ใ นกล้ ว ย ไ ม้  
ตามล าดับ   งานวิจัยส่วนแรกศึกษาโดยใช้ Pseudomonas aeruginosa RS1 ซ่ึงมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญ
ของ P. palmivora ซ่ึงเป็นราน้ าที่ก่อให้เกิดโรคเน่าด าหรือโรคเน่าเข้าไส้ในกล้วยไม้   ผลการหาภาวะที่เหมาะสมส าหรับการ
เลี้ยงแบคทีเรียเพ่ือให้สร้างสารออกฤทธิ์ยับยั้ง P. palmivora พบว่า ให้ประสิทธิภาพดีที่สุดเมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยง
เช้ือเหลว LB pH7 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 ช่ัวโมง   การตกตะกอนโปรตีนจากน้ าเลี้ยงเช้ือส่วนใสด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้นในช่วง 40-80% แล้วน าไปท าบริสุทธิ์โปรตีนด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-
gel A พบว่า โปรตีนในช่วงล าดับส่วนที่ 9-10 และ 33-34 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของ P. palmivora เท่ากับ 
75.00% และ 82.35% ตามล าดับ โดยเมื่อน าไปวิเคราะห์ต่อด้วยวิธี SDS-PAGE และวิเคราะห์ด้วย Q exactive plus 
hybrid quadrupole orbitrap mass spectrometry ที่ต่อกับ liquid chromatography พบว่าช่วงล าดับส่วนที่ 9-10 มี
มวลโมเลกุลของโปรตีนหลายขนาด ได้แก่ 54 kDa, 32 kDa และ 20 kDa โดยโปรตีนเหล่าน้ีมีความคล้ายคลึงกับคะตะเลส, 
โปรตีเอส และโปรตีเอส IV ตามล าดับ   โปรตีนที่อยู่ในช่วงล าดับส่วนที่ 33-34 มีมวลโมเลกุลของโปรตีนเท่ากับ 40 kDa, 32 
kDa และ 29 kDa และมีความคล้ายคลึงกับโปรตีนซ่ึงยึดเกาะไคติน, โปรตีเอส และโปรตีเอส ตามล าดับ   เมื่อศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าโปรตีนบริสุทธิ์ส่งผลให้เส้นใยของ P. palmivora มีการเจริญผิดปกติ 

งานวิจัยอีกส่วนหน่ึงศึกษาโดยใช้ B. subtilis N3 ที่มีฤทธิ์ต้านการเจริญของ C. lunata ซ่ึงเป็นราที่ก่อให้เกิดโรค
ดอกสนิมในกล้วยไม้   เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในภาวะที่ผลิตสารต้านราได้ดีที่สุด แล้วน าส่วนใสมาตกตะกอนด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่ช่วงความเข้มข้น 40-80% แล้วท าบริสุทธิ์โปรตีนด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A พบว่า โปรตีน
ในช่วงล าดับส่วนที่ 51-60 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้ดีที่สุด   เมื่อน าโปรตีนไปวิเคราะห์ด้วย
ด้วยวิธี SDS-PAGE และ ESI-Q-TOF MS/MS พบว่าโปรตีนกึ่งบริสุทธิ์มีมวลโมเลกุลเท่ากับ 39.88 kDa   โปรตีนกึ่งบริสุทธิ์น้ี
มีความคล้ายคลึงกับโปรตีนคล้ายแฟลกเจลลินของ  Bacillus subtilis สูงถึง 69% ของบริเวณที่ครอบคลุมล าดับของ
โปรตีน   จากการศึกษาล าดับกรดอะมิโนที่คาดหมายจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนแฟลกเจลลินของ B. subtilis N3 พบว่ามี
ความใกล้เคียงกับล าดับกรดอะมิโนของแฟลกเจลลินของ  B. subtilis มากถึง100%   เมื่อทดสอบความสามารถของ B. 
subtilis N3 ในการต้านการเจริญของราที่ก่อโรคในพืชบนอาหารเลี้ยงเช้ือ พบว่า B. subtilis N3 มีความสามารถในการยับยั้ง
ราได้หลายชนิด   เมื่อทดสอบความสามารถของน้ าเลี้ยงเช้ือส่วนใสจาก B. subtilis N3 กับต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุล
หวาย พบว่าน้ าเลี้ยงเช้ือส่วนใสจาก B. subtilis N3 สามารถป้องกันและรักษากล้วยไม้จากการเกิดโรคโดย P. palmivora ได้
ดี   แบคทีเรียและ/หรือโปรตีนที่ได้จากงานวิจัยน้ี มีสมบัติที่น่าจะสามารถน าไปพัฒนาเชิงพาณิชย์เพื่อใช้ในการเกษตรแบบ
ยั่งยืนได้ต่อไป 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
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RAPEEWAN SOWANPREECHA: ACTIVE COMPOUNDS FROM Bacillus subtilis N3 AND Pseudomonas 
aeruginosa RS1 INHIBITING ORCHID-PATHOGENIC FUNGI. ADVISOR: ASST. PROF.PANAN RERNGSAMRAN, 
Ph.D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF.POLKIT SANGVANICH, Ph.D. {, 159 pp. 

This research aims to obtain bacteria and their protein products that are able to inhibit the growth 
of Curvularia lunata and Phytophthora palmivora which are classified as true fungus and water mold that caused 
diseases in orchid, respectively. The first part of the research was studied using Pseudomonas aeruginosa RS1 which 
was able to inhibit the growth of the water mold P. palmivora that caused black rot diseases in orchid. The optimal 
conditions for this bacterium to produce bioactive compound against P. palmivora were to grow the mold in LB 
liquid media, pH7 at 37 degree Celsius for 21 hours. 40-80% saturation of ammonium sulfate precipitation of the 
protein from the supernatant, and further purification by DEAE Bio-gel A anion exchange column chromatography 
demonstrated that the proteins from fractions 9-10 and 33-34 had inhibition capability against the growth of P. 
palmivora at 75.00% and 82.35% inhibition, respectively. SDS-PAGE and liquid chromatography equipped with Q 
exactive plus hybrid quadrupole orbitrap mass spectrometry analyses revealed that the fractions 9-10 composed 
of proteins with different molecular weights of about 54 kDa, 32 kDa and 20 kDa with similarity to catalase, protease, 
and protease IV, respectively. The proteins in fractions 33-34 contained proteins of 40 kDa, 32 kDa and 29 kDa which 
were similar to chitin binding protein, protease, and protease, respectively. Morphological study under microscope 
showed that the purified protein resulted in abnormal growth characteristics of P. palmivora’s hyphae. 

Another part of the research was studied using B. subtilis N3 which was able to inhibit the growth of C. 
lunata that caused flower rusty spot diseases in orchid. When grew the bacteria at the optimal conditions for 
producing antifungal substance, followed by performed ammonium sulfate precipitation at 40-80% saturation, and 
purified by DEAE Bio-gel A column chromatography, it was found that proteins from fraction 51-60 retained 
antifungal activity against C. lunata. SDS-PAGE and ESI-Q-TOF MS/MS analyses revealed that the semi-purified 
protein obtained comprised of the protein with molecular weight of about 39.88 kDa. This protein illustrated the 
close similarity to flagellin-like protein of Bacillus subtilis at the coverage of 69%. Deduced amino acid sequence 
from the nucleotide sequence of flagellin gene of B. subtilis N3 showed high homology to the amino acid sequence 
of flagellin protein of B. subtilis up to 100%. In vitro testing on culture medium revealed that B. subtilis N3 were 
able to inhibit the growth of several phytopathogenic fungi. In vivo testing on orchid of the 
genus Rhynchostylis and Dendrobium using the culture filtrate from B. subtilis N3 revealed that the culture filtrate 
from B. subtilis N3 was able to prevent and protect both genus of orchids from diseases development caused by P. 
palmivora. Bacteria and/or proteins obtained from this research might appropriate for commercial development 
for using in sustainable agriculture. 
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งานวิจัยและวิทยานิพนธ์ฉบับน้ีส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดีด้วยความช่วยเหลืออย่างดีย่ิงจากผู้ช่วย
ศาสตราจารย์ ดร.ปาหนัน เริงส าราญ อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ที่กรุณาให้ความรู้ ค าปรึกษา ค าแนะน า 
และข้อคิดเห็นต่างๆตลอดการท าวิจัย พร้อมทั้งเอาใจใส่ดูแลเป็นที่ปรึกษาในเร่ืองต่างๆ ตลอดจนการอบรมสั่ง
สอนและเป็นก าลังใจที่ดีย่ิงเสมอมา อีกทั้งยังกรุณาแก้ไขตรวจทานและปรับปรุงวิทยานิพนธ์ฉบับน้ีให้สมบูรณ์
มากย่ิงข้ึน ซึ่งผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณในความเมตตาของอาจารย์เป็นอย่างสูงไว้ ณ ที่น้ี 

ขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย์ ดร.พลกฤษณ์ แสงวณิช ในฐานะอาจารย์ที่ปรึกษาร่วม ที่
กรุณาให้ค าปรึกษาและค าแนะน าตลอดการท าวิจัย   ขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย์ ดร.ชุลี ยมภักดี ที่
กรุณารับเป็นประธานกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ์   ขอกราบขอบพระคุณศาสตราจารย์ ดร. ประกิตต์ิสิน       
สีหนนทน์, รองศาสตราจารย์ ดร.สุเทพ ธนียวัน, และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.สุพัฒน์ เจริญพรวัฒนา ที่กรุณารับ
เป็นกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ์ ตลอดจนให้ความรู้ ค าแนะน าต่างๆ และกรุณาช่วยตรวจทานแก้ไข
วิทยานิพนธ์ฉบับน้ี ท าให้วิทยานิพนธ์ฉบับน้ีสมบูรณ์มากย่ิงข้ึน 

ขอขอบคุณทุนโครงการพัฒนาก าลังคนด้านวิทยาศาสตร์ (ทุนเรียนดี) ที่ให้การสนับสนุนค่าเล่าเรียน 
ค่าอุปกรณ์การเรียน และค่าใช้จ่ายต่างๆ , ทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช ที่ให้
การสนับสนุนค่าใช้จ่ายในการท าวิจัย, และทุนสนับสนุนนิสิตระดับปริญญาเอกและโทไปท าวิจัยในต่างประเทศ 
จากจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ให้การสนับสนุนค่าเดินทาง ค่าที่พัก และค่าใช้จ่ายต่างๆ ในการไปท าวิจัย ณ 
ประเทศญ่ีปุ่น 

กราบขอบพระคุณคณาจารย์ทุกท่านและเจ้าหน้าท่ีทุกท่านในภาควิชาจุลชีววิทยา ที่ให้ความสะดวก
ในการใช้อุปกรณ์ส าหรับงานวิจัย สอนเทคนิควิธีการใช้เคร่ืองมือ ตลอดจนกรุณาให้ความรู้ ค าแนะน า การอบรม
สั่งสอน ซึ่งมีประโยชน์อย่างย่ิงต่อการท าวิจัย และขอขอบคุณนายรพี สินเนืองนอง และนางสาวอัญญพร-อรรัตน์ 
แสงแก้ว ที่ให้ค าปรึกษา ค าแนะน า ตลอดจนช่วยเหลือในเร่ืองการท า SDS-PAGE ท าให้งานวิจัยของผู้วิจัยส าเร็จ
ลุล่วงไปด้วยดี   ขอบคุณนางสาวสุดารัตน์ นุชวงษ์, นางสาวศศิธร พงษ์ส าราญกุล และเพ่ือนๆ พ่ีๆ น้องๆในห้อง
วิจัย 1904/15 ทุกท่าน ที่คอยเป็นก าลังใจที่ดีตลอดการท าวิจัย และเป็นที่ปรึกษาในเร่ืองต่างๆ รวมถึงพ่ีๆ 
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บทท่ี 1 

บทน า 

 กล้วยไม้เป็นไม้ดอกไม้ประดับท่ีมีความสวยงาม ดังนั้นอุตสาหกรรมการส่งออกกล้วยไม้ของ
ประเทศจึงสามารถท ารายได้เข้าสู่ประเทศเป็นจ านวนมาก   กล้วยไม้ไทยเป็นสินค้าท่ีได้รับความนิยม
ท้ังในประเทศและต่างประเทศ โดยประเทศไทยครองอันดับการส่งออกกล้วยไม้ตัดดอกเมืองร้อนเป็น
อันดับสองรองจากประเทศเนเธอร์แลนด์ และส่งออกต้นกล้วยไม้มากเป็นอันดับสองรองจากไต้หวัน 
โดยมีปริมาณการส่งออกเพิ่มขึ้นทุกปี (Pornpienpakdee และคณะ, 2010) โดยมีความเป็นไปได้สูงท่ี
กล้วยไม้ไทยจะมีการขยายตัวเพิ่มข้ึนอีก 10-12% ในอนาคตอันใกล้ โดยเน้นท่ีคุณภาพและการสร้าง
มูลค่าเพิ่ม (ธานี กุลแพทย์, 2556)   กล้วยไม้จัดเป็นพืชท่ีดูแลรักษาค่อนข้างยากเพราะบอบบาง 
อ่อนแอ ไม่ทนทานต่อแมลง แบคทีเรีย ไวรัส และรา   ปัญหาท่ีนักเพาะกล้วยไม้พบเป็นส่วนใหญ่ คือ 
โรคท่ีเกิดจากเช้ือราและส่ิงมีชีวิตท่ีคล้ายรา (fungal-like microorganism)   การท่ีกล้วยไม้ถูกท าลาย
ด้วยเช้ือก่อโรคดังกล่าว จะส่งผลท าให้ราคาของกล้วยไม้ตกต่ าลงและไม่สามารถส่งออกไปจ าหน่ายได้ 

 ราและส่ิงมีชีวิตท่ีคล้ายราท่ีก่อโรคในกล้วยไม้มีหลากหลายชนิด ในงานวิจัยนี้สนใจสองชนิด 
คือ Curvularia lunata และ Phytophthora palmivora ซึ่งยังสามารถก่อให้เกิดโรคในพืชอื่นๆได้
หลายชนิดอีกด้วย อาทิเช่น มะเขือเทศ ทับทิม มะละกอ และข้าวโพด เป็นต้น (Zhu และคณะ, 2004, 
Iftikhar และคณะ, 2016, Gao และคณะ, 2017b, Markakis และคณะ, 2017)   เมื่อพืชท่ีปลูกมีการ
ติดเช้ือดังกล่าวจะส่งผลเสียให้แก่เกษตรกร ท้ังสูญเสียผลผลิตและส่งผลไปถึงสูญเสียรายได้ เกษตรกร
จึงก าจัดเช้ือเหล่านี้โดยการใช้สารเคมีท่ีมีฤทธิ์ในการก าจัดเช้ือดังกล่าว   แต่การใช้สารเคมีในการยับยั้ง
การเจริญของเช้ือก่อโรคนั้น ท าให้เกิดสารตกค้างในธรรมชาติ รวมถึงท าให้เกิดความเป็นพิษต่อ
ส่ิงแวดล้อม และหากใช้ติดต่อกันเป็นเวลานานจะท าให้เช้ือด้ือยา และท่ีร้ายแรงท่ีสุดคือ ส่งผลต่อ
สุขภาพของเกษตรกรเองด้วย (Singh และคณะ, 2011) 

 โรคดอกสนิมหรือจุดสนิม (flower rusty spot) มีสาเหตุเบื้องต้นจากสภาพพื้นท่ีอับร้อนช้ืน 
ท าให้ Curvularia spp. เข้าท าลายได้ง่าย โดยเฉพาะช่วงท่ีมีฝนตกชุกหลายวัน หรือมีน้ าค้างลงจัด 
และมักเกิดกับต้นท่ีปลูกด้วยกาบมะพร้าว (อุไร จิรมงคลการ, 2548)   อาการของโรคจะปรากฏบน
กลีบดอก โดยเริ่มแรกจะเป็นจุดสีน้ าตาลอมเหลือง เมื่อจุดขยายใหญ่ขึ้นจะมีสีเข้มคล้ายสีสนิม 
ลักษณะแผลค่อนข้างกลมมีขนาดต้ังแต่ 0.1-0.3 มิลลิเมตร (ครรชิต ธรรมศิริ, 2547) อาการบนใบพบ
น้อยและไม่รุนแรงในระดับท่ีก่อให้เกิดความเสียหาย (สมบัติ รักไพบูลย์สมบัติ, 2540) ลักษณะของรา
จะสร้างเส้นใยสีด า   Curvularia spp. มีแหล่งอาศัยท่ัวไปในดิน (Brunskole และคณะ, 2009)   รา



 2 

ชนิดนี้จัดอยู่ในโดเมน Eukaryota  อาณาจักร Fungi  ซึ่งแต่เดิมจัดอยู่ในกลุ่ม Deuteromycetes 
หรือ mitosporic fungi ซึ่งเป็นราท่ียังไม่พบการสืบพันธุ์แบบใช้เพศ แต่ในปัจจุบันจัดอยู่ในไฟลัม 
Ascomycota   ลักษณะของสปอร์มีสีน้ าตาลอ่อน รูปร่างตรงหรือโค้ง ปลายเรียว มีส่ีเซลล์ โดยเซลล์
ตรงกลางมีขนาดใหญ่สุด มีสีเข้มกว่าเซลล์หัวท้าย (Jing และคณะ, 2013) 

 โรคเน่าด าหรือโรคเน่าเข้าไส้ (black rot) มีสาเหตุจาก P. palmivora ท่ีสามารถเกิดโรคได้
กับกล้วยไม้ทุกสายพันธุ์ โดยเฉพาะพันธุ์แวนด้า (Tsai และคณะ, 2006) โดยมักพบการแพร่ระบาด
มากให้ช่วงฤดูฝน เนื่องจากมีสภาพอากาศท่ีมีความช้ืนสูง และสามารถแพร่กระจายไปกับน้ า ท่ีใช้รด
ต้นไม้ อาการของโรคนี้สามารถเกิดได้ทุกส่วนบนกล้วยไม้ โดยเฉพาะหน่อ ยอดอ่อน หรือราก 
(Orlikowski และ Szkuta, 2006)   ถ้ายอดถูกท าลายจะท าให้ยอดเน่าเป็นสีน้ าตาล เมื่อจับจะหลุดติด
มือได้ง่าย และถ้าเมื่ออาการรุนแรง มักพบการลุกลามของเช้ือเข้าไปในล าต้น และหากเช้ือเข้าท าลาย
ท่ีราก รากจะเน่าแห้ง ซึ่งมีผลท าให้ใบเหลือง ร่วง และตายในท่ีสุด (Cating และคณะ, 2010, 
Sakdapetsiri และคณะ, 2016)   Phytophthora จัดเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีคล้ายรา ท่ีจัดอยู่ในโดเมน 
Eukaryota  อาณาจักร Stramenopiles  ไฟลัม Heterokontophyta  คลาส oomycetes  เรียก
ท่ัวไปว่า ราน้ า (water mold) ท่ีพบได้ท่ัวไปท้ังในน้ าและดินท่ีช้ืน   ลักษณะของเส้นใยจะใส ไม่มีสี 
และแตกกิ่งก้านได้มากมาย และสามารถสร้างสปอร์แรงเจียมได้ (Subhani, 2016) 

 โรคราในกล้วยไม้เป็นสาเหตุท่ีส าคัญซึ่งท าให้เกิดความเสียหายกับกล้วยไม้ในประเทศแถบ
ร้อนช้ืน   ดังนั้นจึงมีการค้นหาวิธีการต่างๆเพื่อเป็นการป้องกันการก่อโรคในกล้วยไม้ เช่น ปรับสภาพ
พื้นท่ีปลูกให้โปร่งโล่ง ไม่ให้อับช้ืน มีอากาศถ่ายเทสะดวก ไม่ปลูกกล้วยไม้แน่นเกินไป ถ้าพบต้นท่ี
แสดงอาการควรท าลายท้ิงด้วยการเผาท าลาย แล้วฉีดพ่นด้วยสารป้องกันก าจัดรา (อุไร จิรมงคลการ, 
2548)   ผู้ปลูกกล้วยไม้ส่วนใหญ่นิยมใช้สารเคมี เพราะมีความสามารถในการยับยั้งราได้อย่างมี
ประสิทธิภาพและให้ผลท่ีรวดเร็ว   แต่การใช้สารเคมีหากใช้ติดต่อกันเป็นเวลานาน นอกจากจะท าให้
เช้ือด้ือต่อยาแล้ว ยังท าให้เกิดสารตกค้างในธรรมชาติและในผลิตภัณฑ์ และก่อให้เกิดผลเสียกับพืชท่ี
ปลูกและเกิดผลเสียต่อสุขภาพของเกษตรกรอีกด้วย (Singh และคณะ, 2011)   นอกจากนี้การตกค้าง
ของสารเคมีในผลิตภัณฑ์ยังส่งผลท าให้เกิดการปฏิเสธผลิตภัณฑ์จากประเทศคู่ค้าได้   ดังนั้นจึงมี
การศึกษาหาวิธีทางชีวภาพมาใช้ในการยับยั้งรา เพื่อไม่ให้เกิดสารเคมีตกค้างในธรรมชาติและ
ผลิตภัณฑ์ รวมทั้งไม่ส่งผลเสียต่อสุขภาพด้วย 

 วิธีทางชีวภาพท่ีนิยมใช้กันส่วนมากคือ ใช้จุลินทรีย์ท่ีสามารถต้านการเจริญของราก่อโรคได้   
แบคทีเรียซึ่งจัดเป็นจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งนั้น มีรายงานว่าสามารถยับยั้งการเจริญของราได้ โดยพบว่าสาร
ท่ีผลิตออกมาบางชนิดสามารถยับยั้งการเจริญของราได้หลายสายพันธุ์ เช่น Bacillus vallismortis 
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ZZ185 สร้างสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราได้หลายชนิด ได้แก่ Alternaria alternata, 
Fusarium graminearum, Rhizoctonia solani, Cryphonectria parasitica แ ล ะ 
Phytophthora capsici เป็นต้น (Zhao และคณะ, 2010) หรือ Bacillus subtilis สามารถยับยั้ง
การเจริญของ Aspergillus carbonarius ซึ่งเป็นราท่ีก่อโรคในองุ่นและสร้างสารพิษ ochratoxin A 
ท่ีมีฤทธิ์เป็นสารก่อมะเร็ง (Jiang และคณะ, 2014) และ Bacillus subtilis สายพันธุ์ B068150 ซึ่งคัด
แยกไ ด้จากรากต้นแตงกวา สามารถควบคุมการเจริญของ Fusarium oxysporum f. sp. 
cucumerinum ซึ่งเป็นราท่ีท าให้เกิดโรคเหี่ยวในแตงกวาได้ (Li และคณะ, 2012) หรืออีกตัวอย่าง
หนึ่งพบว่า Bacillus pumilus SQR-N43 สามารถยับยั้งการเจริญของ R. solani ท่ีเป็นราท่ีก่อโรค
เน่าคอดินในต้นแตงกวาได้ ซึ่ง B. pumilus SQR-N43 จะรวมตัวเกาะอยู่รอบรากของแตงกวาใน
ลักษณะของไบโอฟิล์ม ท าให้ R. solani เข้าก่อโรคได้น้อยลง ส่งผลในการลดการเกิดโรคเน่าคอดินใน
แตงกวาได้ (Huang และคณะ, 2012)   ตัวอย่างเหล่านี้แสดงว่าแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จากธรรมชาติ มี
ส่วนช่วยในการยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชได้เป็นอย่างดี 

 สารท่ีสร้างโดยแบคทีเรียอาจมีหลายประเภท ซึ่งมีท้ังประเภทท่ีเป็นสารระเหย ไลโปโปรตีน 
โปรตีน หรือเพปไทด์ ซึ่งแต่ละประเภทต่างมีผลในการยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชได้ แต่อาจ
มีกลไกในการยับยั้งการเจริญของราเหมือนหรือต่างกันไป ซึ่งกลไกดังกล่าวอาจขึ้นกับชนิดของสารท่ี
แบคทีเรียผลิตได้ หรือชนิดและโครงสร้างของราท่ีก่อโรค   ตัวอย่างเช่น กลุ่มของแบคทีเรียซึ่ง
ประกอบไปด้วย Bacillus spp. 4 สายพันธุ์ และ Paenibacillus spp. ท่ีแยกได้จากบริเวณดินท่ีปลูก
แตงกวา สามารถสร้างสารระเหยออกมายับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคได้ โดยท าให้ ลักษณะรูปร่าง
ของเส้นใยราผิดปกติ, ลดการสร้างสเคลอโรเทียม (sclerotium) ของ Sclerotinia sclerotiorum ใน
เพลตท่ีปิดสนิท และต้านการสร้างเม็ดสีท่ีเกี่ยวข้องกับความแข็งแรงของราหลายชนิด ได้แก่ 
Ascochyta citrullina, Alternaria solani, และ Alternaria brassicae (Wei และคณะ, 2008) 
หรือ B. subtilis สายพันธุ์  155 สามารถสร้างสารระเหยท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ 
Penicillium digitatum ซึ่งเป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคผลเน่าของส้ม รวมทั้งยังสามารถชะลอการเกิดโรค
ในส้มภายหลังการเก็บเกี่ยวได้อีกด้วย (Leelasuphakul และคณะ, 2008)   นอกจากนี้ยังมีตัวอย่าง
ของสารออกฤทธิ์ประเภทโปรตีนหรือเพปไทด์ เช่น bacisubin ซึ่งเป็นโปรตีนที่แยกได้จาก B. subtilis 
สายพันธุ์ B-916 โดยโปรตีนท่ีบริสุทธิ์ สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยราได้หลายชนิด ได้แก่ 
Magnaporthe grisea, S. sclerotiorum, R. solani, Alternaria oleracea, A. brassicae และ 
Botrytis cinerea (Liu และคณะ, 2007) 
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 การสกัดสารระเหยท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชจ าเป็นต้องใช้สารเคมี
เป็นตัวท าละลายเพื่อแยกสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของรา ซึ่งของเสียท่ีได้หลังจากการสกัดสาร
ออกฤทธิ์นั้นยากแก่การก าจัดหรือจ าเป็นต้องผ่านกระบวนการก าจัดท่ีถูกวิธีจึงจะไม่ก่อให้เกิดอันตราย 
และนอกจากนี้สารเคมีบางชนิดยังจัดอยู่ ในประเภทของสารก่อมะเร็งซึ่งเป็นอันตรายต่อผู้ผลิตและ
ผู้บริโภค อีกท้ังยังอาจท าให้มีสารตกค้างเกิดขึ้นในส่ิงแวดล้อมและผลิตภัณฑ์ได้ (Dursun และ 
Sengul, 2006)   ในงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรค
ประเภทโปรตีนหรือเพปไทด์ เนื่องจากในขั้นตอนการแยกหรือท าบริสุทธิ์ไม่มีการใช้สารใดท่ีเป็นพิษ 
และการก าจัดของเสียท่ีเกิดจากขั้นตอนการแยกสามารถก าจัดได้ง่าย   นอกจากนี้โปรตีนหรือเพปไทด์
ท่ีได้ก็มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราเช่นเดียวกัน รวมถึงยังไม่ก่อให้เกิดสารตกค้างต่างๆใน
ส่ิงแวดล้อมและผลิตภัณฑ์เป็นเวลานานอีกด้วย   อย่างไรก็ตาม ในการประยุกต์ใช้ในบางกรณีก็ยัง
จ าเป็นต้องมีการค้นหาโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคและยังสามารถทนความ
ร้อนได้ด้วย ตัวอย่างเช่น Bacillus polymyxa VLB16 สามารถสร้างโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญของ Pyricularia grisea และ R. solani ซึ่งเป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคไหม้และโรคกาบใบแห้งในข้าว 
โดยโปรตีนชนิดนี้สามารถทนความร้อนท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (Kavitha และคณะ, 
2005) เป็นต้น 

 แบคทีเรียหนึ่งชนิดสามารถสร้างสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชได้
หลายชนิด ซึ่งการสร้างสารชนิดใดมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับปัจจัยท่ีใช้ในการเล้ียงแบคทีเรีย   ปัจจัย
ดังกล่าวมีมากมาย เช่น ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ, ความเป็นกรด-เบสของอาหารเล้ียงเช้ือ, อุณหภูมิท่ี
ใช้ส าหรับเล้ียงเช้ือ, การให้อากาศ, และระยะเวลาในการเล้ียงเช้ือ เป็นต้น (Moita และคณะ, 2005)   
ท้ังนี้เพื่อให้แบคทีเรียสามารถผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคได้มากท่ีสุด จึง
จ าเป็นต้องมีการแปรผันปัจจัยต่างๆเหล่านี้ ตัวอย่างเช่น B. subtilis RB14 สามารถผลิตสาร iturin A 
ได้มากท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดย iturin A เป็นสารไลโปเพปไทด์ ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งรา
ท่ีก่อโรคในพืช เมื่อเล้ียงแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิท่ีสูงขึ้น เช่น 30, 37, 42 และ 48 องศาเซลเซียส พบว่า
ปริมาณของ iturin A ลดน้อยลง ขณะท่ีเมื่อเล้ียงท่ีอุณหภูมิต่างๆ พบว่าสามารถผลิตสาร surfactin 
ได้มากท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 37, 42, 30 และ 25 องศาเซลเซียส ตามล าดับ โดยท่ีอุณหภูมิ 48 องศา
เซลเซียส แบคทีเรียดังกล่าวไม่สามารถผลิตได้ท้ัง iturin A และ surfactin ซึ่งหน้าท่ีของ surfactin 
จะท าให้เซลล์เมมเบรนของราอ่อนแอ ส่งผลให้ iturin A เข้าเกาะได้ง่ายขึ้น ท าให้ไปส่งเสริมการ
ท างานของ iturin A ให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น (Ohno และคณะ, 1995)   อีกตัวอย่างหนึ่งของ Moita 
และคณะ (2005) ได้ศึกษาการแปรผันความเป็นกรด-เบสของอาหารเล้ียงเช้ือ, อุณหภูมิในการบ่ม 
และการให้อากาศ ท่ีมีต่อการเจริญ, การสร้างสปอร์ และการสร้างสารเมแทบอไลต์ ของ B. subtilis 



 5 

355 ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของราหลายชนิดท่ีก่อโรคในพืช เช่น B. cinerea, Penicillium 
expansum, Trichoderma sp, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii แ ล ะ 
Trichoderma virgatum   โดยเล้ียง B. subtilis 355 ในอาหารเหลว Yeast Extract Glucose ใน
ภาวะความเป็นกรด-เบสท่ี 6, 7 และ 8, อุณหภูมิในการบ่มท่ี 23, 30 และ 37 องศาเซลเซียส และ
ความเร็วรอบการกวนให้อากาศท่ี 0, 60 และ 120 รอบต่อนาที ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าภาวะท่ี
เหมาะสมท่ีสุดส าหรับการเจริญของ B. subtilis 355 คือท่ีความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 6, อุณหภูมิท่ี 30 
องศาเซลเซียส, และความเร็วรอบการกวนให้อากาศท่ี 60 รอบต่อนาที ส่วนภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด
ส าหรับการสร้างสปอร์ของ B. subtilis 355 คือ ความเปน็กรด-เบสท่ี 8, อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียส
, และความเร็วรอบการกวนให้อากาศท่ี 60 รอบต่อนาที ขณะท่ีภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการสร้าง
เมแทบอไลต์ท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการยับยั้งการเจริญของรา คือ ความเป็นกรด -เบสท่ี 8, 
อุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส, และความเร็วรอบการกวนให้อากาศท่ี 0 รอบต่อนาที ซึ่งในภาวะอื่นๆ 
แบคทีเรียยังสามารถเจริญ, สร้างสปอร์ และสร้างเมแทบอไลต์ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราได้
แต่มีประสิทธิภาพไม่ดี   ซึ่งจะเห็นได้ว่าภาวะของการเจริญของแบคทีเรีย การสร้างสปอร์ของ
แบคทีเรีย และการสร้างสารออกฤทธิ์จากแบคทีเรียนั้นไม่มีความสัมพันธ์กัน  ดังนั้นการหาภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการสร้างสารออกฤทธิ์จากแบคทีเรีย จึงมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่งส าหรับการผลิต
สารยับย้ังท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุดและได้ในปริมาณมากท่ีสุด 

 การท าสารออกฤทธิ์จากแบคทีเรียให้บริสุทธิ์นั้นมีหลายวิธี ซึ่งแต่ละวิธีท่ีเลือกใช้จะขึ้นอยู่กับ
ประเภทของสารออกฤทธิ์นั้นๆ   ตัวอย่างเช่น ถ้าสารท่ีออกฤทธิ์เป็นสารจ าพวกมีขั้ว ขั้นตอนการท า
บริสุทธิ์จะใช้ตัวท าละลายในการสกัดสาร โดยสารท่ีนิยมใช้ในการสกัดสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญของราท่ีก่อโรคในพืช คือ เมทานอล, คลอโรฟอร์ม, เฮกเซน, เอทานอล, และบิวทานอล เป็นต้น 
(Schmourlo และคณะ, 2005, Zhao และคณะ, 2010, Caldeira และคณะ, 2011, Ye และคณะ, 
2012) ถ้าสารท่ีออกฤทธิ์เป็นสารจ าพวกโปรตีน ขั้นตอนการท าบริสุทธิ์จะใช้วิธีตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟต โดยเกลือของแอมโมเนียมซัลเฟตจะไปจับกับน้ าท่ีอยู่บริเวณรอบๆโปรตีน ท าให้
โปรตีนรวมกลุ่มกันเป็นก้อนและตกตะกอนลงมา   จากนั้นท าให้บริสุทธิ์ต่อโดยใช้วิธีคอลัมน์โครมาโทก
ราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของประจุสุทธิของสาร (ion exchange chromatography) โดยจะใช้
หลักการของการคัดแยกสารตามความแรงของประจุบนโปรตีนนั้นๆ ถ้าโปรตีนใดมีความแรงของประจุ
น้อยจะเคล่ือนท่ีออกมาก่อน และโปรตีนท่ีมีความแรงของประจุมากกว่าจะค่อยๆเคล่ือนท่ีออกมา
ตามล าดับ จากนั้นจะท าให้โปรตีนนั้นมีความบริสุทธิ์เพิ่มมากขึ้นด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบ
อาศัยความแตกต่างของขนาดมวลและรูปร่างของโปรตีน (gel filtration chromatography) โดย
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อาศัยหลักการของการคัดแยกตามขนาดของโปรตีน โดยโปรตีนท่ีมีขนาดเล็กกว่าจะเคล่ือนท่ีออกมา
ก่อน ส่วนโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ขึ้นจะค่อยๆเคล่ือนท่ีออกมาตามล าดับ 

 ในงานวิจัยนี้สนใจการแยกสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชซึ่งเป็นสาร
ประเภทโปรตีนด้วยวิธีการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ซึ่งยังคงนิยมใช้กันมากในหมู่งานวิจัย 
ตัวอย่างเช่น B. vallismortis BH072 สามารถผลิตเพปไทด์ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อ
โรคในพืชหลายชนิด เช่น Aspergillus niger, Pythium sp., และ B. cinerea ได้ โดยการตกตะกอน
ท่ีความเข้มข้น 30–40% ของแอมโมเนียมซัลเฟต และท าให้บริสุทธิ์มากขึ้นด้วยวิธี gel filtration และ 
ion exchange chromatography แล้ว พบว่าได้ผลิตภัณฑ์เพปไทด์ท่ีมีขนาดประมาณ 36  kDa 
(Zhao และคณะ, 2013b)   อีกตัวอย่างหนึ่งของสารประเภทโปรตีนจากแบคทีเรียท่ีมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืช คือ เอนไซม์ไคติเนส ซึ่งจากการทดลองของ Liu และคณะ 
(2011) พบว่า B. subtilis SL-13 สามารถผลิตไคติเนสเพื่อยับยั้งการเจริญของ R. solani ซึ่งก่อให้เกิด
โรคผลเน่าในมะเขือเทศ โดยโปรตีนนี้สามารถตกตะกอนได้ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต และท าให้บริสุทธิ์
ด้วย ion exchange chromatography (DEAE-Sepharose) และ gel filtration chromatography 
(Sephadex G-75) โดยไคติเนสท่ีได้จากการผลิตของ B. subtilis SL-13 สามารถทนความเป็นกรด-
เบสได้ต้ังแต่ 5-9 และทนอุณหภูมิได้ต้ังแต่ 40-60 องศาเซลเซียส และเมื่อบ่มเอนไซม์นี้ท่ี 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที พบว่าเอนไซม์นี้ยังคงมีแอกทิวิตีเหลือ 70% จากแอกทิวิตีเริ่มต้น (Liu 
และคณะ, 2011)   อีกตัวอย่างหนึ่งพบว่า Bacillus cereus QQ308 สามารถสร้างกลุ่มของเอนไซม์
ไฮโดรไลติก (hydrolytic enzymes) ซึ่งประกอบไปด้วยไคติเนส, ไคโตแซเนส และโปรตีเอส โดย
เอนไซม์เหล่านี้สามารถยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชได้ เช่น F. oxysporum, Fusarium 
solani, และ Pythium ultimum โดยไปยับยั้งการงอกของสปอร์ราและการงอกของเส้นใยของราได้   
นอกจากนี้ยังพบว่า B. cereus QQ308 ยังช่วยส่งเสริมท าให้ต้นผักกาดขาวเจริญได้ดีขึ้นอีกด้วย 
(Chang และคณะ, 2007)   จากตัวอย่างข้างต้นจะเห็นได้ว่าสารท่ีผลิตได้จากแบคทีเรียมีหลากหลาย
ชนิด และจ าเป็นต้องเลือกวิธีท าให้บริสุทธิ์ตามความเหมาะสมเพื่อให้ได้สารบริสุทธิ์ท่ีสามารถน าไป
ศึกษาต่อว่าเป็นสารชนิดใด 

 การจัดจ าแนกชนิดของโปรตีนสามารถท าได้หลายวิธี ตัวอย่างเช่น เทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี 
(mass spectrometry, MS) และการหาล าดับ N-terminal ของโปรตีน (N-terminal sequencing) 
เป็นต้น (Chang และคณะ, 2016, Gibb และ Strimmer, 2017)   วิธีท่ีนิยม คือ การใช้เทคนิค
แมสสเปกโทรเมทรี ซึ่งเป็นวิธีการวิเคราะห์ส่วนประกอบของธาตุในสารประกอบตัวอย่าง เพื่อแสดงให้
เห็นโครงสร้างการเรียงตัวของโมเลกุลนั้นๆ โดยเทคนิคนี้มีประสิทธิภาพสูงท าให้สามารถวิเคราะห์สาร
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ตัวอย่างในปริมาณเพียงเล็กน้อยได้ และยังสามารถวิเคราะห์โปรตีนได้หลายตัวอย่างในเวลาเดียวกัน   
เมื่อวิเคราะห์แล้วจะน าผลท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล (database) ต่างๆต่อไป (McLafferty, 
1981)   โปรแกรมท่ีใช้ส าหรับการวิเคราะห์ข้อมูลของโปรตีนมีอยู่หลากหลาย เช่น โปรแกรม X! 
TANDEM Spectrum Modeler (http://www.thegpm.org) ซึ่งเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล
มาตรฐานของ GPMDB (Global Proteome Machine database) หรือโปรแกรมวิเคราะห์โปรตีน 
Mascot (http://www.matrixscience.com/) ซึ่งเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลมาตรฐานของ NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) หรือโปรแกรม BioJava-ModFinder ซึ่งเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลมาตรฐานของ Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org) หรือโปรแกรม 
ExPASy Server ซึ่งเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลมาตรฐานของ Swiss-Prot database เป็นต้น โดย
การใช้โปรแกรมในการวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนจะมีการก าหนดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ขึ้นอยู่กับชนิด
ของโปรตีนท่ีศึกษา (Cottrell และ London, 1999, Gasteiger และคณะ, 2005, Gao และคณะ, 
2017a) 

 งานวิจัยก่อนหน้านี้ได้แยกแบคทีเรียจากดินท่ีอุดมสมบูรณ์ในจังหวัดกาญจนบุรี และพบว่า
แบคทีเรีย 10 ไอโซเลต ได้แก่ M10, M15, M22, M23, M25, M26, M27, N1, N3, N9 และ RS1 
สามารถยับยั้งราหลายชนิดท่ีเป็นราซึ่งก่อโรคในพืชได้ (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549) ซึ่งต่อมาได้มี
การน าราเหล่านี้ไปศึกษาเพิ่มเติมในด้านการควบคุมทางชีวภาพเพื่อควบคุมราท่ีก่อโรคในพืชเศรษฐกิจ
มากมาย (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549, ประภาศรี ศรีคง, 2552, กนิฏฐกา แดนราช, 2553, ทิพย์
ศิรา ทองพิลา, 2553, พรทิพา ทัพไทย, 2553, รพีวรรณ โสวรรณปรีชา, 2553, ธนพัฒน์ อธิกิจ, 
2556, สุดารัตน์ นุชวงษ์, 2556, ณัตญา คุณชัยประเสริฐ, 2557)   รพีวรรณ โสวรรณปรีชา (2553) ได้
ศึกษาและพบว่า B. subtilis N3 สามารถยับยั้ง Colletotrichum gloeosporioides และ C. lunata 
ท่ีก่อโรคในกล้วยไม้ได้ดี จึงได้หาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งรา รวมท้ังลักษณะ
สมบัติของสารออกฤทธิ์ดังกล่าว   ในงานวิจัยนี้ส่วนแรกจึงจะท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งราจาก 
B. subtilis N3 แล้วน ามาวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีนท่ีได้   งานวิจัยอีกส่วนหนึ่งสนใจหาแบคทีเรียท่ี
สามารถยับยั้งการเจริญของพวกราน้ าท่ีก่อโรคในกล้วยไม้ ซึ่งได้แก่ P. aphanidermatum และ P. 
palmivora จึงน าแบคทีเรียไอโซเลตต่างๆท่ีกล่าวมาข้างต้นและแบคทีเรียไอโซเลตใหม่เพิ่มเติมมา
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรา และเมื่อได้แบคทีเรียท่ีสามารถสร้างสารท่ีมีฤทธิ์ใน
การยับยั้งการเจริญของราได้ดีท่ีสุดแล้ว จึงได้น ามาแปรผันปัจจัยต่างๆส าหรับการเจริญและการผลิต
สาร ซึ่งได้แก่ ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ, ความเป็นกรด-เบสของอาหารเล้ียงเช้ือ, อุณหภูมิท่ีใช้ในการ
เจริญของเช้ือ, และระยะเวลาในการเล้ียงเช้ือ รวมท้ังทดสอบความเสถียรของสารออกฤทธิ์ในภาวะ
ต่างๆ   จากนั้นเล้ียงแบคทีเรียในภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อให้ผลิตสารออกฤทธิ์ในปริมาณมาก แล้ว
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ตกตะกอนสารออกฤทธิ์ประเภทโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต แล้วท าให้บริสุทธิ์โดยวิธี  ion 
exchange chromatography และน าไปวิเคราะห์ชนิดของสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของรา 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. คัดเลือกแบคทีเรีย ท่ีมีสมบั ติในการยับยั้งการเจริญของ P. aphanidermatum หรือ  
P. palmivora 

2. หาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับแบคทีเรียท่ีคัดเลือกในการผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราน้ า 

3. แยกและท าบริสุทธิ์โปรตีนทีอ่อกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของรา และจ าแนกสารออกฤทธิ์ที่ได้ 

 



บทท่ี 2 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

2.1 กล้วยไม้ 

 ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีมีการส่งออกกล้วยไม้เขตเมืองร้อนเป็นอันดับต้นๆของโลก ซึ่ง
สามารถท ารายได้เข้าสู่ประเทศเป็นจ านวนมาก โดยกล้วยไม้สามารถส่งขายได้ทุกส่วน ไม่ว่าจะเป็น
การตัดดอกหรือการส่งออกต้น ซึ่งตลาดท่ีรับซื้อมีหลายประเทศ อาทิเช่น สหภาพยุโรป อเมริกา ญี่ปุ่น 
เนเธอร์แลนด์ เยอรมัน และจีน เป็นต้น (Chia และคณะ, 2001, Xia และคณะ, 2006, Maketon 
และคณะ, 2015)   กล้วยไม้เขตเมืองร้อน โดยเฉพาะกล้วยไม้สกุลหวาย สามารถเพาะปลูกได้ดีท่ี
อุณหภูมิ 25-33 องศาเซลเซียส ท่ีมีความช้ืนสัมพัทธ์ประมาณ 75-80% และต้องการแสงแดดท่ี
พอเหมาะ (Riva และคณะ, 2017) ซึ่งจังหวัดท่ีมีการเพาะปลูกกล้วยไม้ท่ีส าคัญของประเทศไทย คือ 
กรุงเทพมหานคร นนทบุรี นครปฐม สมุทรสาคร ราชบุรี พระนครศรีอยุธยา และปทุมธานี เป็นต้น 
และพันธุ์กล้วยไม้ท่ีนิยมปลูกมากคือ สกุลหวาย อะแรนด้า ม็อคคาร่า ออนซิเดียม และแวนด้า 
(Seidenfaden และ Smitinand, 1959, Chia และคณะ, 2001, Thammasiri, 2007, Pedersen 
และ Ormerod, 2009) 

 กล้วยไม้ (Orchid) เป็นพืชวงศ์ใหญ่ท่ีมีดอกสวยงาม มีความหลากหลายท้ังสีสันลวดลาย 
ขนาด รูปทรง และกล่ิน   กล้วยไม้จัดว่าเป็นกลุ่มพืชท่ีมีวิวัฒนาการมาก และเป็นไม้ตัดดอกท่ีมีปริมาณ
มากท่ีสุดในบรรดาพืชดอกท้ังหมด รวมท้ังมีความหลากหลายเป็นอย่างมาก เนื่องจากกล้วยไม้
ประกอบไปด้วยสายพันธุ์มากมายถึง 30,000-35,000 สายพันธุ์ และมีถึง 600-800 สกุล (Aktar และ
คณะ, 2007)   กล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium) จัดเป็นกล้วยไม้สกุลท่ีใหญ่ท่ีสุด เมื่อเทียบกับวงศ์
กล้วยไม้ท้ังหมด (Da Silva และคณะ, 2014) ซึ่งกล้วยไม้สกุลหวายประกอบไปด้วยสกุลท้ังหมด
มากกว่า 1,200 สกุล และสามารถน าไปประดับตกแต่ง อีกท้ังยังใช้เป็นสมุนไพรได้ด้วย (Yu และ Goh, 
2001) 

 กล้วยไม้ท ารายได้ให้กับประเทศไทยได้เป็นจ านวนมาก เนื่องจากกล้วยไม้จัดเป็นไม้ดอก
เศรษฐกิจของประเทศไทย โดยประเทศไทยมีการปลูกกล้วยไม้เพื่อการส่งออกมาเป็นเวลานานต้ังแต่
อดีตจนถึงปัจจุบัน และประเทศไทยก็เป็นประเทศหลักอันดับต้นๆท่ีมีการส่งออกกล้วยไม้ไปยังตลาด
ท่ัวโลก (Hughes, 1995, Runkle และคณะ, 2005)   กล้วยไม้สายพันธุ์หวายเป็นสายพันธุ์ท่ีประเทศ
ไทยมีการปลูกเพื่อการส่งออกมากท่ีสุด โดยประเทศไทยได้ปลูกกล้วยไม้สายพันธุ์นี้ เพื่อการส่งออก
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มากกว่า 80% ของตลาดกล้วยไม้โลก (Chia และคณะ, 2001) ซึ่งมีมูลค่าการส่งออกมากกว่า 100 
ล้านเหรียญสหรัฐ (Hew, 1994) 

2.2 ปัญหาการเกิดโรคในกล้วยไม้ 

 กล้วยไม้เป็นดอกไม้ประดับท่ีมีความสวยงามและกล้วยไม้ไทยเป็นสินค้าท่ีได้รับความนิยมท้ัง
ในประเทศและต่างประเทศ   เนื่องจากกล้วยไม้จัดเป็นพืชท่ีดูแลค่อนข้างยากเพราะบอบบาง อ่อนแอ 
ไม่ทนทานต่อแมลง แบคทีเรีย ไวรัส และรา นักเพาะกล้วยไม้ส่วนใหญ่จึงมักพบปัญหาการเกิดโรคกับ
กล้วยไม้ โดยเฉพาะโรคท่ีเกิดจากราและส่ิงมีชีวิตท่ีคล้ายรา ซึ่งในท่ีนี้จะเรียกโดยรวมว่า “รา”   การท่ี
กล้วยไม้ถูกท าลายด้วยรา ท าให้ดอกกล้วยไม้หรือต้นกล้วยไม้เกิดความเสียหายไม่เป็นท่ีต้องการของ
ตลาด ผลผลิตด้อยคุณภาพ ไม่สามารถส่งออกไปจ าหน่ายได้ และสร้างปัญหาแก่เกษตรกรผู้ผลิต
กล้วยไม้ตัดดอกส่งออกเป็นอย่างมาก เนื่องจากมีผลกระทบต่อราคาของกล้วยไม้ ท าให้ราคากล้วยไม้
ตกต่ าลง  ซึ่ ง รา ท่ีก่อให้ เกิดโรคในก ล้วยไม้มี ด้วยกันหลายชนิด เ ช่น Curvularia lunata, 
Colletotrichum gloeosporioides, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Fusarium 
periferatum, Fusarium solani, Fusarium moniliforme, Pythium aphanidermatum แ ละ 
Phytophthora palmivora ซึ่งราท้ังหมดเหล่านี้ยังเป็นราท่ีก่อโรคในพืชได้หลายชนิดอีกด้วย 

2.2.1 Curvularia lunata 

 C. lunata เป็นราด า (dark mold หรือ dematiceous mold) ซึ่งลักษณะของราจะมีเส้น
ใยและสปอร์สีน้ าตาลเข้มจนถึงสีด า แหล่งอาศัยท่ัวไปมักพบในดินบริเวณแถบร้อนช้ืน (Brunskole 
และคณะ, 2009, Ram และคณะ, 2017)   ราชนิดนี้จัดอยู่ในโดเมน Eukaryota  อาณาจักร Fungi  
ซึ่งแต่เดิมจัดอยู่ในกลุ่ม Deuteromycetes หรือ mitosporic fungi ซึ่งเป็นกลุ่มราท่ียังไม่พบการ
สืบพันธุ์แบบใช้เพศ   แต่ในปัจจุบันจัดอยู่ในไฟลัม Ascomycota, คลาส Euascomycetes, อันดับ 
Pleosporales, แฟมิลี Pleosporaceae   ลักษณะของราท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง potato 
dextrose agar (PDA) จะมีเส้นใยสีน้ าตาลเข้มจนถึงสีด า (รูปท่ี 2.1 (ซ้าย)) ลักษณะของคอนิเดีย 
(conidia) หรือสปอร์มีสีน้ าตาลอ่อนถึงสีด า รูปร่างตรงหรือโค้ง ปลายเรียว มีเซลล์ต้ังแต่ 2-4 เซลล์ 
โดยเซลล์ตรงกลางมีขนาดใหญ่สุดและมีสีเข้มกว่าเซลล์หัวท้าย (Jing และคณะ, 2013) (รูปท่ี 2.1 
(ขวา))   ราชนิดนี้สามารถก่อโรคในพืชหลายชนิดได้โดยการแพร่กระจายไปในดินและอากาศ (Ram 
และคณะ , 2017) เช่น โรคใบจุดในใบข้าว (Tann และ Soytong, 2017), โรคใบจุดในข้าวฟ่าง 
(Akram และคณะ, 2016), โรคใบจุดในดอกบัว (Cui และ Sun, 2016), โรคเน่าในมะเขือเทศ 
(Iftikhar และคณะ, 2016) และโรคใบจุดในหญ้าปูสนาม (Zhang และคณะ, 2017b) เป็นต้น 
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รูปที่ 2.1 ลักษณะเส้นใย (ซ้าย) และสปอร์ (ขวา) ของ C. lunata บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA บ่มท่ี 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

 Curvularia spp. ก่อให้เกิดโรคดอกสนิมหรือจุดสนิม (flower rusty spot) ในกล้วยไม้สกุล
หวาย ซึ่งอาการเริ่มต้นของโรคจะมีจุดสีส้มอมเหลืองอ่อนท่ีบริเวณกลีบดอก จากนั้นเมื่อผ่านไป
ประมาณ 2-3 วัน จุดจะขยายใหญ่ขึ้นและมีสีเข้มขึ้นเป็นสีน้ าตาลคล้ายสีสนิม ลักษณะของโรคจะเห็น
เป็นแผลขนาดประมาณ 0.1-0.3 มิลลิเมตร ตรงกลางจะมีสีน้ าตาลแดง (Streda และคณะ, 2013) ดัง
แสดงในรูปท่ี 2.2   การแพร่ระบาดของโรคดอกสนิมหรือโรคจุดสนิมโดยราชนิดนี้ มักเกิดในบริเวณท่ี
มีสภาพแวดล้อมท่ีร้อน อับช้ืน (Shrivastava และคณะ, 2017) ท าให้ราเข้าท าลายกล้วยไม้ได้ง่าย 
โดยเฉพาะช่วงท่ีมีฝนตกชุกติดต่อกันเป็นเวลานาน หรือมีน้ าค้างลงจัด   โรคนี้มักเกิดกับกล้วยไม้ท่ีใช้
กาบมะพร้าวปลูก ส่งผลให้การแพร่ระบาดของโรคเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วทั่วท้ังสวนกล้วยไม้และบริเวณ
ใกล้เคียง (อุไร จิรมงคลการ, 2548) 

 
รูปที่ 2.2 โรคดอกสนิมหรือจุดสนิม สาเหตุเกิดจาก C. lunata 
ท่ีมา: (Maketon และคณะ, 2015) 
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2.2.2 Colletotrichum gloeosporioides 

 C. gloeosporioides เป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคแอนแทรคโนส (anthracnose) ในพืชเมืองร้อน
หลายชนิด เช่น กล้วย, อะโวคาโด, มะละกอ, กาแฟ, เสาวรส และมะม่วง เป็นต้น (Nelson, 2008)   
ราชนิดนี้มีกระบวนการเข้าท าลายพืช โดยราจะยึดเกาะกับพื้นผิวของพืช และใช้ germ tube เจาะ
เข้าไปในพืชด้วยแรงกลของราโดยมีเอนไซม์ช่วยในการท าลายผนังเซลล์ของพืช เพื่อให้ราสามารถ
เจริญเข้าไปในพืชได้ (Bechinger และคณะ, 1999)   ราชนิดนี้สามารถก่อให้เกิดโรคได้หลายโรค เช่น 
โรคล าต้นเน่า, ต้นอ่อนแห้งเหี่ยว และโรคแอนแทรคโนส เป็นต้น  (Munoz และคณะ , 2009)   
C. gloeosporioides จัดอยู่ในโดเมน Eukaryota, อาณาจักร Fungi, ไฟลัม Ascomycota, คลาส 
Sordariomycetes, อันดับ Phyllachorales, แฟมิลี Phyllachoraceae   เมื่อเล้ียงรานี้บนอาหาร
เล้ียงเช้ือแข็ง PDA เส้นใยจะมีลักษณะปุย ฟู สีขาว ดังแสดงในรูปท่ี 2.3  ซึ่งราชนิดนี้สามารถสร้าง 
คอนิเดียท่ีมีรูปทรงกระบอกหรือพระจันทร์เส้ียว มี 1 เซลล์ ไม่มีสี ผนังเรียบและสปอร์มีผนังกั้น 
สามารถสร้าง appressorium ท่ีมีสีน้ าตาล เพื่อช่วยในการเข้าสู่เซลล์พืชและก่อโรคต่อไปได้ (Baxter 
และคณะ, 1983, Weir และคณะ, 2012) 

 
รูปที่ 2.3 ลักษณะเส้นใยของ C. gloeosporioides บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA บ่มท่ี 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน 

 รูปท่ี 2.4 แสดงอาการของโรคแอนแทรคโนสท่ีเกิดจาก C. gloeosporioides ซึ่งจะเกิดเป็น
แผลรูปวงรีหรือรูปวงกลม มีสีน้ าตาลไหม้หรือสีน้ าตาลอมแดง สามารถขยายวงออกไปเป็นแผลใหญ่
เห็นเป็นวงเรียงซ้อนๆกันหลายช้ัน บริเวณท่ีเป็นแผลจะเป็นรอยบุ๋มลงไปต่ ากว่าระดับผิวใบเล็กน้อย 
ท าให้เห็นขอบแผลได้ชัดเจน ถ้าเป็นแผลบริเวณกลางใบจะมีแผลท่ีค่อนข้างกลม ถ้าเป็นแผลท่ีบริเวณ
ปลายใบแผลจะลามมาท่ีบริเวณโคนใบ (Chowdappa และคณะ, 2012)   กล้วยไม้บางชนิดท่ีขอบ
แผลจะมีเนื้อเยื่อสีเหลืองล้อมรอบแผล บางชนิดขอบแผลสีน้ าตาลเข้มกว่าแผลภายในและไม่มีขอบ
แผลสีเหลือง เมื่อเกิดอาการเป็นเวลานาน เนื้อเยื่อแผลจะบางและแห้งผิดปกติ ขนาดของแผลจะ
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แตกต่างกันขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมในการเกิดโรค โดยโรคนี้มักเกิดบนใบท่ีถูกแดดจัด โดยเฉพาะกับ
กล้วยไม้สกุลหวาย และอาจลุกลามไปยังดอกกล้วยไม้ ท าให้เป็นจุดสีน้ าตาลเล็กๆ แล้วแผ่ขยายใหญ่
เป็นสีเข้มข้ึน ถ้ามีอาการมากจะท าให้กลีบดอกกล้วยไม้เน่า และถ้าเข้าท าลายบริเวณเกสรจะท าให้เกิด
เป็นแผลเน่าด าท่ีเกสรกล้วยไม้ได้ (Chowdappa และคณะ, 2012) 

  
รูปที่ 2.4 โรคแอนแทรคโนสบนใบกล้วยไม้ท่ีมีสาเหตุเกิดจาก C. gloeosporioides 
ท่ีมา: (Prapagdee และคณะ, 2008) 

2.2.3 Fusarium oxysporum, Fusarium periferatum, Fusarium solani และ 
Fusarium moniliforme 

 Fusarium spp. เป็นราก่อโรคเน่าแห้งหรือเหี่ยว (Fusarium wilt) ท่ีสามารถแยกได้จาก
กล้วยไม้หลายสายพันธุ์ท่ีเป็นโรค และ Fusarium spp. ท่ีก่อโรคในกล้วยไม้ก็พบว่ามีหลายสายพันธุ์
ด้วยเช่นกัน ได้แก่ F. moniliforme, F. periferatum, F. solani และ F. oxysporum (Benyon 
และคณะ, 1996, Han และคณะ, 2017, Zhao และคณะ, 2017)   เมื่อเช้ือเข้าท าลายกล้วยไม้บริเวณ
รากหรือตาหน่อตรงโคนต้นของกล้วยไม้ จะค่อยๆลุกลามไปสู่ยอดกล้วยไม้ บริเวณโคนต้นเกิดอาการ
โคนต้นเน่า แล้วรากของกล้วยไม้จะค่อยๆแห้งเหี่ยวไป โดยท่ีต้นไม่ตาย แต่ต้นกล้วยไม้ไม่สามารถ
เจริญเติบโตได้ ทรุดโทรมลง ถ้าเช้ือเข้าท าลายกล้วยไม้ท่ียังอายุน้อย (กล้วยไม้ท่ีย้ายออกจากขวดมา
ปลูกในกระถาง) จะพบว่ามีอาการใบเหลือง เหี่ยวจากใบล่างขึ้นไปสู่ยอด รากและล าต้นจะเริ่มแห้ง
ตายในท่ีสุด เมื่อตัดตามขวางของกล้วยไม้ จะเห็นอาการเน่าเป็นรอยวงแหวนสีม่วงหรือสีน้ าตาล อยู่
รอบบริเวณท่อล าเลียงน้ า และท่อล าเลียงอาหาร (Kim และคณะ , 2002, Laurence และคณะ, 
2016)   ราชนิดนี้จัดอยู่ในโดเมน Eukaryota, อาณาจักร Fungi, ไฟลัม Ascomycota, คลาส 
Sordariomycetes, อันดับ Hypocreales, แฟมิลี Nectriaceae   ลักษณะของ Fusarium spp. เมื่อ
เล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA มีสีขาวอมส้ม สีขาวอมม่วง หรือชมพูอมม่วง ดังแสดงในรูปท่ี 2.5 และ 
2.6   ราชนิดนี้สามารถสร้างคอนิเดียได้ 3 ลักษณะ คือ 1) ไมโครคอนิเดีย (microconidia) ท่ีมีขนาด
เล็ก มี ลักษณะรูปไข่  มี เซลล์เดียว ไม่มี สี มักพบบ่อยในพืชท่ี เป็นโรค 2 ) มาโครคอนิ เ ดีย 
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(macroconidia) ท่ีมีขนาดใหญ่กว่าไมโครคอนิเดีย มีผนังกั้นแบ่งออกเป็น 3-4 เซลล์ มีลักษณะเป็น
รูปพระ จันทร์ เ ส้ียว มักพบท่ัวไปบริ เวณผิวของพืช ท่ี เป็น โรค และ 3 )  คลามายโดสปอร์  
(chlamydospore) เป็นสปอร์ท่ีสร้างบริเวณปลายเส้นใยของราท่ีมีอายุมาก มีผนังหนา (Ohara และ 
Tsuge, 2004) 

         
รูปที่ 2.5 ลักษณะเส้นใยของ F. oxysporum (ซ้าย) และ F. periferatum (ขวา) บนอาหารเล้ียงเช้ือ
แข็ง PDA บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน 

         
รูปที่ 2.6 ลักษณะเส้นใยของ F. solani (ซ้าย) และ F. moniliforme (ขวา) บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 
PDA บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน 

2.2.4 Rhizoctonia solani 

 R. solani เป็นราท่ีก่อโรคในพืชหลากหลายชนิดและสามารถพบการแพร่กระจายได้ทุกท่ีท่ัว
โลก โดยราชนิดนี้เป็นราท่ีพบได้ท่ัวไปในดิน ซึ่งเป็นท่ีรู้จักกันอย่างดีเนื่องจากก่อให้เกิดโรคต่างๆดังนี้ 
โรคหัวเน่า (collar rot), โรครากเน่า (root rot), โรคเน่าคอดิน (damping off) และโรคโคนเน่า 
(wire stem)   ราชนิดนี้ยังมีท้ังท่ีเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือได้และไม่ได้อีกด้วย (Ogoshi, 1987)   
ตัวอย่างของพืชท่ีราชนิดนี้เข้าท าลายได้ เช่น ข้าว (Kamboj และคณะ, 2017), มันฝรั่ง (Bjorsell และ
คณะ, 2017), ฝ้าย (Zhang และคณะ, 2017a) และต้นบีท (sugar beet) (Khan และคณะ, 2017) 
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เป็นต้น   ส าหรับกล้วยไม้นั้น R. solani สามารถก่อให้เกิดโรครากเน่าได้ โดยจะเริ่มแสดงอาการของ
โรคบริเวณกล้วยไม้ท่ีสัมผัสกับอากาศ จากนั้นใบจะเป็นสีเหลือง เห่ียวแห้ง บิดเบ้ียว มีลักษณะขาดน้ า 
อาการคล้ายกับการติดเช้ือจาก Fusarium sp. จากนั้นจะเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีน้ าตาล ท าให้
กล้วยไม้ไม่สามารถเจริญต่อไปได้ จะมีขนาดเล็ก ลีบ และตายในท่ีสุด และโรคจากราชนิดนี้สามารถ
แพร่ระบาดได้อย่างรวดเร็ว ซึ่งการควบคุมการแพร่ระบาดของโรคสามารถท าได้โดยตัดส่วนท่ีเป็นโรค
ท้ิงก่อนท่ีจะมีการแพร่ระบาด และปรับเรือนกล้วยไม้ให้สะอาด ปลอดโปร่งอยู่เสมอ (Bottom, 
2017a, Bottom, 2017b, Hark, 2017)   จากรูปท่ี 2.7 แสดงลักษณะเส้นใยของ R. solani บน
อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA ซึ่งเส้นใยจะมีลักษณะเป็นสีขาว และเมื่อเล้ียงเป็นเวลานาน จะมีการสร้าง
เม็ดสีน้ าตาลเกิดขึ้นเรียกว่า สเคลอโรเตียม (sclerotium)   R. solani จัดอยู่ในโดเมน Eukaryota, 
อาณาจักร Fungi, ไฟลัม Basidiomycota, คลาส Agaricomycetes, อันดับ Cantharellales 
และแฟมิลี Ceratobasidiaceae 

 
รูปที่ 2.7 ลักษณะเส้นใยของ R. solani บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 วัน 

2.2.5 Phytophthora palmivora 

 P. palmivora จัดเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีคล้ายรา ท่ีจัดอยู่ ในโดเมน Eukaryota, อาณาจักร 
Stramenopiles, ไฟลัม Heterokontophyta, คลาส oomycetes, อันดับ Peronosporales, 
และแฟมิลี Pythiaceae เรียกโดยท่ัวไปว่าเป็นกลุ่มของราน้ า (water mold) ซึ่งราพวกนี้จ าเป็นท่ี
จะต้องด ารงชีวิตในสภาพแวดล้อมท่ีมีน้ าเพื่อช่วยในการเคล่ือนท่ีแพร่ระบาดจากพืชต้นหนึ่งไปสู่พืชอีก
ต้นหนึ่ง   ราชนิดนี้เป็นราท่ีก่อโรคในพืชได้หลากหลายชนิดในบริเวณเขตร้อนช้ืน (Zentmyer และ
คณะ, 1973, Chee, 1974)   ส่วนใหญ่แล้ว ราชนิดนี้มักก่อให้เกิดโรคเน่าด าหรือโรคเน่าเข้าไส้ (black 
rot หรือ Phytophthora rot) ในกล้วยไม้หลากหลายสายพันธุ์ ได้แก่ กล้วยไม้สกุลกุหลาบ (Aerides), 
กล้วยไม้สกุลเอสโคเซนดา (Ascocenda), กล้วยไม้สกุลบรัสซาโวลา (Brassavola), กล้วยไม้สกุล

https://en.wikipedia.org/wiki/Heterokont
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หวาย (Dendrobium), กล้วยไม้สกุลกอนโกรา (Gongora), กล้วยไม้สกุลเอื้อง (Maxillaria), กล้วยไม้
สกุลออนซิเดียม (Oncidium), กล้วยไม้สกุลรองเท้านารี (Paphiopedilum), กล้วยไม้สกุลฟาแลนอป
ซิส (Phalaenopsis), กล้วยไม้สกุลช้าง (Rhynchostylis), กล้วยไม้สกุลชอมบูเกีย (Schomburgkia) 
และโดยเฉพาะอย่างยิ่งในกล้วยไม้สกุลแคทลียา (Cattleya) และพวกลูกผสมต่างๆ (Orlikowski และ 
Szkuta, 2006)   เมื่อเล้ียงบนอาหารแข็ง V8 ลักษณะของ P. palmivora จะมีเส้นใยสีขาว ดังแสดง
ในรูปท่ี 2.8 

 
รูปที่ 2.8  ลักษณะเส้นใยของ P. palmivora บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง V8 บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 7 วัน 

 P. palmivora ก่อให้เกิดโรคในกล้วยไม้ โดยสามารถเข้าท าลายได้ทุกส่วนของกล้วยไม้ 
โดยเฉพาะหน่อ ยอดอ่อน หรือราก   ถ้าเช้ือเข้าท าลายส่วนยอดจะแสดงอาการเน่าด าฉ่ าน้ า ท าให้ยอด
เน่าเป็นสีน้ าตาล เมื่อจับจะหลุดติดมือได้ง่าย ถ้ามีอาการรุนแรงมากขึ้นเช้ือจะลุกลามเข้าไปในล าต้น 
และท าลายเนื้อเย่ือของต้น โดยจะสังเกตได้จากใบล่างเริ่มหลุดร่วงทีละใบ ลักษณะใบเริ่มเหี่ยวย่น ไม่
เต่งตึง และเมื่อผ่าดูจะพบว่าเป็นสีด าหรือสีน้ าตาลเข้มตามแนวยาวของล าต้น ท าให้เกิดอาการ เน่า 
เรียกว่า ระยะเน่าเข้าไส้ จากนั้นจะเกิดการแห้งตายไปท้ังต้น แต่ถ้าเช้ือเข้าท าลายท่ีราก รากจะเน่า
แห้ง ท าให้มีอาการใบเหลือง ร่วงและตายในท่ีสุด (Uchida, 1994, Cating และคณะ, 2010) ดังแสดง
ในรูปท่ี 2.9   ราชนิดนี้จะแพร่ระบาดได้ดีในสภาพแวดล้อมท่ีมีความช้ืนในอากาศสูง เช่น ในฤดูฝน 
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รูปที่ 2.9 โรคเน่าด าหรือโรคเน่าเข้าไส้บนกล้วยไม้ท่ีมีสาเหตุเกิดจาก P. palmivora 

ท่ีมา: (Cating และคณะ, 2010) 

2.2.6 Pythium aphanidermatum 

 P. aphanidermatum เป็นส่ิงมีชีวิตท่ีคล้ายราพวกราน้ าเช่นเดียวกับ Phytophthora spp. 
พบอาศัยท่ัวไปในดินซึ่งมีน้ าขัง เป็นสาเหตุของโรครากเน่า โรคเน่าคอดิน หรือโรคเน่าระดับคอดิน 
(damping-off) ในต้นกล้าพืชส าคัญหลายชนิด เช่น แตงกวา (Morris และคณะ, 2016), พริกหยวก 
(De Cara-Garcia และคณะ , 2017), มะเขือเทศ (Fukuta และคณะ , 2013) และหญ้าหวาน 
(Koehler และคณะ, 2017) เป็นต้น   ในต้นกล้วยไม้นั้น ราสายพันธุ์นี้จะเข้าท าลายส่วนโคนต้น ท าให้
ต้นกล้าล้มตาย และเกิดรากเน่า (Xing และคณะ, 2015)   การแพร่ระบาดของรานี้ขึ้นอยู่กับสภาพ
อากาศ ถ้ามีความร้อนช้ืนท่ีเหมาะสมจะมีการแพร่ระบาดได้อย่างรวดเร็ว (Lodhi และคณะ, 2013)   
P.  aphanidermatum จัดอยู่ ในโดเมน Eukaryota, อาณาจักร Stramenopiles, ไฟลัม 
Heterokonta, คลาส Oomycetes, อันดับ Peronosporales, แฟมิลี Pythiaceae   ลักษณะของรา
จะเห็นเป็นเส้นใยฟู สีขาว ดังรูปท่ี 2.10   ผนังเซลล์ของราชนิดนี้จะเป็นเซลลูโลสเป็นส่วนประกอบ
หลัก ซึ่งแตกต่างจากราแท้ท่ัวไปท่ีจะประกอบด้วยไคตินเป็นหลัก 

 
รูปที่ 2.10 ลักษณะเส้นใยของ P. aphanidermatum บนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง PDA บ่มท่ี 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน 
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2.3 การป้องกันและการก าจัดราที่ก่อโรคในกล้วยไม้ 

 จากข้อมูลข้างต้นพบว่ากล้วยไม้เมืองร้อนสามารถถูกราหลากหลายสายพันธุ์เข้าท าลายได้ 
และยังสามารถก่อให้เกิดโรคในกล้วยไม้ได้หลายชนิด   ดังนั้นผู้ปลูกกล้วยไม้จึงจ าเป็นท่ีจะต้องป้องกัน
ไม่ให้เกิดการเข้าท าลายจากรา โดยเบื้องต้น ควรคัดเลือกกล้วยไม้ท่ีจะน าไปปลูกให้แน่ใจว่าปราศจาก
เช้ือรา, ปรับสภาพพื้นท่ีท่ีใช้ส าหรับปลูกกล้วยไม้ให้มีความปลอดโปร่ง โล่ง ไม่มีความอับช้ืน มีอากาศท่ี
ถ่ายเทได้สะดวก และไม่ปลูกกล้วยไม้จนแน่นเกินไป   นอกจากนี้ควรมีการพรางแสงให้เหมาะกับ
กล้วยไม้ เพื่อป้องกันไม่ให้กล้วยไม้ได้รับแสงแดดจัดมากเกินไป จนท าให้เกิดอาการใบไหม้ เพราะจะ
ท าให้ราเข้าท าลายกล้วยไม้ได้ง่ายขึ้น หรือถ้ากล้วยไม้นั้นถูกราเข้าท าลายแล้ว ผู้ปลูกกล้วยไม้
จ าเป็นต้องก าจัดราด้วยวิธีต่างๆ เช่น ควรท าลายกล้วยไม้ท่ีเป็นโรคท้ังหมดท้ิงด้วยการเผาท าลาย 
จากนั้นฉีดพ่นด้วยสารป้องกันก าจัดเช้ือรา เพื่อไม่ให้ราแพร่ระบาดต่อไป (อุไร จิรมงคลการ, 2548) 

 ผู้ปลูกกล้วยไม้ส่วนใหญ่นิยมใช้สารเคมีเพื่อก าจัดรา เพราะสามารถยับยั้งราได้อย่างมี
ประสิทธิภาพและให้ผลอย่างรวดเร็ว แต่หากมีการใช้สารเคมีติดต่อกันเป็นเวลานาน นอกจากจะท าให้
เช้ือราด้ือต่อยาแล้ว ยังท าให้สารเคมีเกิดการตกค้างในธรรมชาติและในผลิตภัณฑ์ อีกท้ังยังก่อให้เกิด
ผลเสียกับพืชท่ีปลูก และท่ีร้ายแรงท่ีสุดคือ ส่งผลเสียต่อสุขภาพของผู้ปลูกเองด้วย (Basha และ 
Ulaganathan, 2002, Singh และคณะ, 2011)   นอกจากนี้การตกค้างของสารเคมีในกล้วยไม้ยัง
ส่งผลท าให้เกิดการปฏิเสธกล้วยไม้นั้นๆจากประเทศคู่ค้าได้   ดังนั้นจึงมีการศึกษาวิธีการทางชีวภาพ
มาช่วยส าหรับการยับยั้งรา เพื่อไม่ให้มีสารเคมีตกค้างในธรรมชาติและกล้วยไม้ รวมถึงไม่ส่งผลเสียต่อ
สุขภาพของผู้ปลูกกล้วยไม้อีกด้วย 

2.4 การใช้วิธีทางชีวภาพ (biological control) 

 วิธีทางชีวภาพ คือ การใช้ส่ิงมีชีวิตท่ีมีศักยภาพสูงและเป็นปฏิปักษ์ต่อศัตรูพืช เพื่อควบคุม
หรือลดความหนาแน่นของประชากรส่ิงมีชีวิตท่ีเป็นศัตรูของพืช ให้อยู่ในระดับท่ีไม่สามารถส่งผล
เสียหายต่อพืชได้ โดยอาศัยหลักการท างานของส่ิงมีชีวิตหรือผลิตภัณฑ์จากส่ิงมีชีวิตและให้ธรรมชาติ
ช่วยในการจัดการ (Eilenberg และคณะ, 2001) และวิธีนี้เป็นอีกทางเลือกหนึ่งท่ีมีความส าคัญส าหรับ
การจัดการกับโรคท่ีเกิดกับพืชเป็นอย่างมาก เนื่องจากจุลินทรีย์ท่ีเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือก่อโรคในพืชจะ
ช่วยท าลายและยับยั้งการแพร่ระบาดของเช้ือก่อโรคพืช และยังมีประโยชน์ต่างๆมากมาย เช่น ลดการ
ใช้สารเคมีส าหรับการควบคุมโรคพืช, ช่วยเพิ่มผลผลิตทางการเกษตร, ช่วยรักษาระบบนิเวศน์ และยัง
ส่งผลท่ีเป็นประโยชน์ต่อระบบเศรษฐกิจอีกด้วย (Pal และ Gardener, 2006, Bardas และคณะ, 
2009) 
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2.5 แบคทีเรียปฏิปักษ์ (antagonistic bacteria) 

 การป้องกันและก าจัดเช้ือก่อโรคโดยแบคทีเรียนั้น จ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะต้องคัดเลือกแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ (antagonistic bacteria) ท่ีมีประสิทธิภาพดีในการต่อต้านหรือยับยั้งการเจริญของเช้ือก่อ
โรคในพืช หรือชักน าให้พืชสามารถสร้างความต้านทานต่อการเข้าท าลายของเช้ือสาเหตุโรคพืช โดย
แบคทีเรียท่ีคัดเลือกมาจะต้องไม่ท าให้พืชเป็นโรคเสียเองและต้องไม่ท าให้สภาพแวดล้อมเสียหาย ซึ่ง
ปัจจุบันพบว่ามีแบคทีเรียหลากหลายสายพันธุ์ ท่ีสามารถควบคุมโรคพืชได้ และพบได้ท่ัวไปตาม
ธรรมชาติ แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีใช้ในการป้องกันก าจัดโรคพืชท่ีพบได้ท่ัวไป ได้แก่ แบคทีเรียสกุล 
Bacillus และแบคทีเรียสกุล Pseudomonas 

แบคทีเรียในสกุล Bacillus 

 Bacillus spp. เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive) รูปร่างเป็นท่อน (rod shape) 
ส่วนใหญ่จะต่อกันเป็นสายยาว สามารถสร้างสปอร์ภายในเซลล์ (endospore forming) โดยมี 1 
สปอร์ต่อ 1 เซลล์ และสปอร์ส่วนใหญ่จะมีความทนทานต่อส่ิงแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม โดยสปอร์
สามารถทนต่อภาวะท่ีมีความเป็นกรด-เบสได้สูง ทนต่ออุณหภูมิสูง และภาวะออสโมติก (osmotic) 
สูงได้ ซึ่งบางสายพันธุ์ต้องการออกซิเจนในการหายใจ แต่บางสายพันธุ์สามารถเจริญได้ในท่ีท่ีไม่มี
ออกซิเจน (facultative anaerobe) โดยมักพบได้ท่ัวไปในดิน ส่วนใหญ่ไม่ก่อให้เกิดโรค และมี
ประโยชน์ต่างๆมากมาย และมีหลากหลายสายพันธุ์ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคในพืชได้ 
(Leifert และคณะ, 1995, Basha และ Ulaganathan, 2002, Caldeira และคณะ, 2006) 

 แบคทีเรียสกุล Bacillus spp. ท าหน้าท่ีเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ได้เนื่องจากสามารถผลิตสาร
หลายชนิดท่ียับยั้งราได้ เ ช่น surfactin, iturin และ fengycin ซึ่งเป็นสารจ าพวกลิโพเพปไทด์ 
(lipopeptide) นอกจากนี้ Bacillus ยังมีรายงานว่าท าหน้าท่ีเป็นตัวกระตุ้นให้พืชมีกลไกในการ
ป้องกันตัวเองจากเช้ือก่อโรคได้อีกด้วย (Ongena และ Jacques, 2008)   Bacillus velezensis 
M75 ซึ่งคัดแยกได้จากเศษฝ้ายท่ีใช้ส าหรับปลูกเห็ดในเกาหลี พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของราก่อ
โรคในพืชได้หลายชนิด (Kim และคณะ, 2017)   Bacillus amyloliquefaciens BUZ-14 สามารถ
ต้านทานต่อโรคหลังการเก็บเกี่ยวในผลไม้หลายชนิด เช่น ส้ม แอปเป้ิล องุ่น และพีช เป็นต้น และเมื่อ
ศึกษาสมบัติการเจริญของ B. amyloliquefaciens BUZ-14 ท่ีอุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-เบสท่ี
เหมาะสมแล้วพบว่า B. amyloliquefaciens BUZ-14 สามารถยังยั้งการเจริญของราก่อโรคได้หลาย
ชนิด  ไ ด้แก่  B.  cinerea, Monilinia fructicola, M. laxa, P.  digitatum, P. expansum และ 
P. italicum โดยสามารถยับยั้งการเจริญของ M. laxa ได้ดีท่ีสุด และ P. italicum ได้น้อยท่ีสุด และ
เมื่อทดสอบบนผลไม้โดยใช้เซลล์ น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใส และเอนโดสปอร์ของ B. amyloliquefaciens 
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BUZ-14 พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของ P. Digitatum และ P. italicum ในส้ม, ลดการเกิดโรค
จาก P. expansum ในแอปเปิ้ล และยังสามารถควบคุมโรคเน่าในพีชเมื่อเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิต่ าได้   
ดังนั้น B. amyloliquefaciens BUZ-14 จึงเหมาะท่ีจะเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ เพื่อท่ีจะน าไปใช้ใน
การเก็บรักษาผลไม้หลังการเก็บเกี่ยวก่อนน าสู่ตลาดได้ (Calvo และคณะ, 2017) เป็นต้น 

 ปัจจุบัน Bacillus spp. ท่ีใช้ในการควบคุมและก าจัดเช้ือก่อโรคพืชมีหลากหลายสายพันธุ์ 
เช่น B. subtilis, B. pumilus และ B. licheniformis ซึ่งมีการผลิตจ าหน่ายในเชิงพาณิชย์ ภายใต้ช่ือ
ทางการค้าต่างๆมากมายในต่างประเทศ ดังแสดงในตารางท่ี 2.1 

ตารางที่ 2.1 รายช่ือผลิตภัณฑ์ต่างๆของแบคทีเรียสกุล Bacillus ท่ีใช้ในการควบคุมเช้ือก่อโรคพืช 

ผลิตภัณฑ ์ แบคทีเรีย กลไก เช้ือก่อโรคพืช พืช บริษัท, ประเทศ 

Avogreen® B. subtilis การสร้างสาร
ปฏิชีวนะ 

C. gloeosporioides 
และ Cercospora 

อะโวกาโด Ocean 
Agriculture, South 

Africa 

Nacillus® Bacillus spp. 
และ 

Brevibacillus 
brevis 

การสร้างสาร
ปฏิชีวนะ 

Pseudomonas, 
Acetobacter, 

Xanthomonas และ 
Clavibacter 

พืชหลาย
ชนิด 

Bio Insumos 
Nativa Ltda., 

Chile 

Nacillus Pro 
3.01® 

Bacillus spp. 
และ 

Brevibacillus 
parabhrevis 

การสร้างสาร
ปฏิชีวนะ 

Phytophtora 
infestans, 

Pseudomonas, 
Acetobacter, 
Erwinia และ 
Clavibacter 

พืชหลาย
ชนิด 

Bio Insumos 
Nativa Ltda., 

Chile 

Ballad® B. pumilus การสร้างสาร
ปฏิชีวนะ, 

การแข่งขัน, การ
ส่งเสริมการเสริม 
และการชักน า
ความต้านทาน 

Rhizoctonia 
oryzae, Puccinia 
spp., Uromyces 
betae, Puccinia 

sorghi, Pyricularia 
oryzae, 

Peronospora 
manshurica, 

Erysiphe graminis, 
Erysiphe betae, 

Erysiphe polygoni, 
Cercospora 

ธัญพืช, พืช
น้ ามัน, หัว

บีท 

AgraQuest Inc., 
USA 
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beticola 
Entyloma, 
Dreschlera, 
Exserohilum 

turcicum, 
Helminthosporium, 
Bipolaris maydis, 

Cochliobolus 
heterostrophus, 
Cochliobolus, 

Ceratobasidium, 
Ramularia, 

Xanthomonas, 
Phakopsora 
pachyrhizi, 

Septoria glycines, 
S. sclerotiorum 

EcoGuard TM 
Biofungicide 

B. licheniformis การสร้างสาร
ปฏิชีวนะ, การ
สร้างเอนไซม์ 

Colletotrichum 
graminicola, 
Sclerotinia 

homeocarpa 

สนามกอล์ฟ, 
สนามหญ้า, 
ฟาร์มหญ้า 
และสวน

พฤกษชาติ 

Novozymes A/S, 
Denmark. 

Novozymes 
Biologicals, USA 

Kodiak® B. subtilis การสร้างสาร
ปฏิชีวนะ, การ
แข่งขัน, การ

ส่งเสริมการเจริญ, 
การชักน าความ

ต้านทาน 

Rhizoctonia และ 
Fusarium 

ฝ้าย Gustafson Inc., 
USA 

ท่ีมา : (Cawoy และคณะ, 2011, Donoso และคณะ, 2015)  

แบคทีเรียในสกุล Pseudomonas 

 Pseudomonas spp. เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) รูปร่างเป็นท่อนส้ัน (short 
rod shape) อาจมีท่อนตรงหรือโค้งเล็กน้อย ไม่สร้างสปอร์ (non-spore forming) มีแฟลกเจลลา 
(flagella) แบบเส้นเดียวหรือหลายเส้นเพื่อใช้ส าหรับการเคล่ือนท่ี   แบคทีเรียสกุลนี้ส่วนใหญ่ต้องการ
ออกซิเจน และบางชนิดสามารถสร้างเม็ดสี (pigment) ได้ อีกท้ังยังสามารถก่อให้เกิดโรคท้ังในคน 
สัตว์และพืชได้   อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียชนิดนี้ก็ยังมีประโยชน์ต่างๆมากมาย เช่น เป็นผู้ย่อยสลายท่ีดี 
โดยเฉพาะอย่างยิ่ง การย่อยสารอินทรียสังเคราะห์ (Sharma และคณะ, 2017) และสามารถพบได้ใน
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ดินและในธรรมชาติท่ัวไป   นอกจากนี้ยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการควบคุมการเกิดโรคด้วยวิธี
ชีวภาพ อาทิเช่น P. aeruginosa สามารถทนต่อสารก าจัดราบางชนิดได้จึงน าแบคทีเรียนี้ไป
ประยุกต์ใช้เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคุมโรค (Dowling และ O'Gara, 1994, Chemeltorit 
และคณะ , 2017)   กลุ่มของแบคทีเรีย Pseudomonas สายพันธุ์ ท่ี เรืองแสง ( fluorescent 
pseudomonad species) ประกอบไปด้วย P. fluorescens, P. aeruginosa, P. aureofaciens, P. 
putida และ P. pyrrocinia เป็นกลุ่มแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราก่อโรค
ในพืชได้ โดยมีศักยภาพในการเป็นปฏิปักษ์ท่ีแตกต่างกันไป (De Weger และคณะ, 1986, Kumar 
และคณะ, 2005) 

 ตัวอย่างของแบคทีเรียสกุล Pseudomonas spp. ท่ีท าหน้าท่ีเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ เช่น 
P. aeruginosa DR1 สามารถใช้น้ ามัน ท่ีสกัดได้จากเมล็ดมะม่วงซึ่ งเป็นของเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมร่วมกับกลูโคส เพื่อเป็นสารต้ังต้นในการผลิตแรมโนลิพิด (rhamnolipid) โดยน้ าเล้ียง
เช้ือจาก P. aeruginosa DR1 ท่ีมีส่วนประกอบของแรมโนลิพิด สามารถทนอุณหภูมิสูงได้ถึง 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที, ทนค่าความเป็นกรด-เบส ได้สูงถึง pH12 และทนความเข้มข้นของ
ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ได้ถึง 20% ซึ่งแรมโนลิพิดท่ีผลิตได้จาก P. aeruginosa DR1 
สามารถยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชได้หลายชนิด (Sathi Reddy และคณะ , 2016)   
P. aeruginosa KUCd1 สามารถลดการเกิดโรคท่ีเกิดจาก Phytophthora nicotianae ในมะเขือ
เปราะได้ โดย P. aeruginosa KUCd1 จะเจริญอยู่ท่ีรากของต้นมะเขือเปราะ และไปกระตุ้นการสร้าง
ระบบการต้านการเกิดโรคจาก P. nicotianae ในต้นมะเขือเปราะ โดยกระตุ้นให้สร้างเอนไซม์ต่างๆท่ี
เกี่ยวข้องกับการป้องกันพืชไม่ให้ติดเช้ือ เช่น แคทาเลส, ฟีนิลอะลานีนแอมโมเนียไลเอส, เพอร์ออกซิ
เดส, และพอลิฟีนอลออกซิเดส ซึ่งมีฤทธิ์ในการป้องกันการติดเช้ือจาก P. nicotianae ในต้นมะเขือ
เปราะได้ (Suchismita และคณะ, 2016)   อีกตัวอย่างเช่น P. fluorescens EK007-RG4 ท่ีคัดแยก
ได้จากผิวของต้นแพร์ สามารถยับยั้งการเจริญของ Erwinia amylovora ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคไหม้
ไฟ (fire blight) และยังสามารถยับยั้งเช้ือก่อโรคและไม่ก่อโรคชนิดอื่นๆได้อีกหลายชนิด (Habibi และ
คณะ, 2017) เป็นต้น 

 แบคทีเรียสกุล Pseudomonas ถูกน าไปผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ส าหรับใช้ในการควบคุมโรคพืช
ภายใต้ช่ือทางการค้าต่างๆมากมาย ดังแสดงในตารางท่ี 2.2 

  



 23 

ตารางที่ 2.2 รายช่ือผลิตภัณฑ์ต่างๆของแบคทีเรียสกุล Pseudomonas ท่ีใช้ในการควบคุมโรคในพืช 

ผลิตภัณฑ์ แบคทีเรีย ราก่อโรคพืช พืช บริษัท, 

ประเทศ 

Bio-save® 
10/11 

P. syringae ราสีฟ้า (blue mold) 

(P. expansum), ราสีเขียว 
(P. digitatum), ราสีเทา 

(B. cinerea), เน่าจาก Mucor 

(Mucor piriformis), เน่าแห้ง
จาก Fusarium (Fusarium 

sambucinum), เฮลมินโทสปอ
ริโอซิส (helmintosporiosis) 
(Helminthosporium spp.) 

แอปเป้ิล, 

แพร์, ส้ม, 

เบอร์รี่, มัน
หวาน, มัน

ฝรั่ง 

Jet Harvest 
Solutions, 

USA 

Cedomon® P. chlororaphis โรคท่ีเกิดกับเมล็ด บาร์เลย์, 
โอ๊ต 

Lantmannen 
BioAgri AB, 
Sweden 

Cerall® P. chlororaphis Tilletia caries, Septoria 

nodorum และ Fusarium spp. 
ข้าวสาลี, 

ไรน์, ทริทิ
เคล 

Lantmannen 
BioAgri AB, 
Sweden 

Spot-Less 
Biofungici 

de® 

P. aureofaciens แอนแทรคโนส (C. 

graminicola), รากเน่า (P. 
aphanidermatum) และ

ดอลลาร์สปอต 

(S. homeocarpa) 

หญ้า Turf Science 
Laboratories, 

USA 

ท่ีมา : (Cawoy และคณะ, 2011) 

2.6 กลไกการท างานของแบคทีเรียปฏิปักษ ์

 กลไกการท างานของแบคทีเรียสกุล Bacillus และแบคทีเรียสกุล Pseudomonas มีกลไก
การท างานท่ีเหมือนกันท้ัง 4 ลักษณะ ได้แก่ 1. การแข่งขัน (competition) 2. การเป็นปรสิต 
(parasitism) 3. การสร้างสารปฏิชีวนะและเอนไซม์ (antibiosis and enzyme) 4. การชักน าให้เกิด



 24 

ความต้านทานโรค (induced disease resistance) โดยจะยกตัวอย่างกลไกการท างานของแบคทีเรีย
ท้ังสองสกุลท่ีสามารถไปท าลายหรือยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรค ดังนี้  

 1. การแข่งขัน (competition) 

 จุลินทรีย์ท่ีเป็นปฏิปักษ์ต่อราก่อโรคจะเข้าแย่งชิงถิ่นท่ีอยู่อาศัย อาหาร และปัจจัยท่ีเกี่ยวข้อง
กับการเจริญเติบโต ท าให้จุลินทรีย์ท่ีเป็นปฏิปักษ์ต่อราก่อโรคมีจ านวนมากขึ้น ส่งผลให้ราก่อโรคขาด
สารอาหาร เจริญเติบโตช้าลงหรือไม่สามารถเจริญเติบโต และยังช่วยยับยั้งการแพร่กระจายของราก่อ
โรคได้ (Lugtenberg และ Kamilova, 2009)   สารอาหารท่ีจ าเป็นส าหรับการเจริญของราก่อโรคมี
อยู่หลากหลายชนิด และธาตุเหล็กเป็นสารอาหารหลักอย่างหนึ่งท่ีส าคัญต่อการเจริญของเช้ือ ซึ่งเช้ือ
ปฏิปักษ์จะสร้างไซเดอโรฟอร์ (siderophore) เพื่อไปแย่งจับธาตุเหล็ก ท าให้เช้ือก่อโรคไม่สามารถ
เจริญต่อไปได้ แต่เช้ือปฏิปักษ์จะมีปริมาณเพิ่มมากขึ้นแทน (Liu และคณะ, 2017) โดยไม่มีผลกระทบ
กับพืชท่ีปลูก เนื่องจากพืชสามารถรับธาตุเหล็กจากไซเดอโรฟอร์ของแบคทีเรียได้ (Orlando และ 
Neilands, 1982, Powell และคณะ, 1982) 

 ตัวอย่างงานวิจัยเกี่ยวกับการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชด้วยกลไกการแข่งขัน เช่น 
Bacillus sp. มีกลไกในการควบคุมโรคเหี่ยวหรือโรคใบเหลืองท่ีเกิดจาก Fusarium sp. ได้โดยมีการ
แย่งอาหารและสร้างไซเดอโรฟอร์เพื่อเข้าแย่งจับธาตุเหล็ก ท าให้ไปรบกวนการงอกและการเจริญของ 
Fusarium sp. ดังนั้นจึงช่วยลดการก่อโรคเหี่ยวหรือโรคใบเหลืองท่ีเกิดจาก Fusarium sp. ได้ 
(Gajera และคณะ, 2016)   อีกตัวอย่างหนึ่งพบว่า P. aeruginosa FP6 สามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ใน
ภาวะท่ีมีธาตุเหล็กต่ า เพื่อเป็นการจับธาตุเหล็กท่ีมีไว้ใช้ในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียเอง ส่งผลให้
สามารถยับยั้งการเจริญของ R. solani ซึ่งเป็นราท่ีก่อโรคในพืชได้ (Sasirekha และ Srividya, 2016)   
ดังนั้นการแย่งธาตุเหล็กส าหรับการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์ท่ีเป็นปฏิปักษ์ต่อราก่อโรคจึงมีความส าคัญ
เป็นอย่างยิ่ง (Saravanakumar และคณะ, 2008) 

 2. การเป็นปรสิต (parasitism) 

 จุลินทรีย์ท่ีมีสมบัติเป็นปรสิตสามารถควบคุมโรคพืชได้ โดยจุลินทรีย์จะเข้าไปเจริญและ
ท าลายราก่อโรค เพื่อแย่งชิงอาหารและสารอาหารท่ีมีประโยชน์จากราก่อโรค ท าให้ราก่อโรคไม่
สามารถแพร่กระจายต่อไปได้  

 ตัวอย่างงานวิจัยเกี่ยวกับการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชด้วยกลไกการเป็นปรสิต เช่น 
Trichoderma virens NBAII Tvs 12 สามารถยับยั้งการเจริญของ Sclerotium rolfsii ซึ่งเป็นสาเหตุ
ของโรคล าต้นเน่า (stem rot) ในถั่วลิสง หลังจากสังเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่า เส้นใยของ 
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T. virens NBAII Tvs 12 สามารถเจริญเข้าไปใน S. rolfsii ได้ ท าให้ S. rolfsii ถูกยับยั้งและไม่
สามารถเจริญต่อไปได้ (Hirpara และคณะ, 2016)   ไส้เดือนฝอย (Meloidogyne spp.) ก่อให้เกิด
โรครากปม (root-knot) และเป็นศัตรูพืชในพืชเศรษฐกิจหลากหลายชนิด   จากงานวิจัยพบว่า 
Pasteuria penetrans เป็นปรสิตกับไส้เดือนฝอย และสามารถยับยั้งการเกิดโรคจากไส้เดือนฝอยได้ 
(Davies, 2009) 

 3. การสร้างสารปฏิชีวนะและเอนไซม์ (antibiosis and enzyme) 

 จุลินทรีย์ท่ีเป็นปฏิปักษ์กับเช้ือก่อโรคจะสร้างสารพิษท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญและ
ท าลายเช้ือก่อโรค หรือสร้างเอนไซม์ไปท าลายเส้นใย ย่อยผนังเซลล์ของเช้ือก่อโรค เพื่อควบคุมไม่ให้
เ ช้ือก่อให้ เกิด โรคพืชไ ด้  โดยพบว่ าแบคทีเรี ย ท้ังสกุล Bacillus (Stein, 2005) และสกุ ล 
Pseudomonas แต่ละสกุลสามารถสร้างสารปฏิชีวนะและเอนไซม์ได้หลากหลายชนิด   มีรายงานว่า
แบคทีเรียในสกุล Pseudomonas สามารถสร้างออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเช้ือก่อโรคได้มากมาย
ห ล า ย ช นิ ด  เ ช่ น  pyocyanin, 2-acetamidophenol, pyrrolnitrin, pyoluteorin, 2,4-
diacetylphloroglu-cinol, viscosinamide, viscosinamide และ tensin เป็นต้น (Kumar และ
คณะ, 2005, Imperiali และคณะ, 2017) 

 ตัวอย่างงานวิจัยเกี่ยวกับการยับย้ังการเจริญของราก่อโรคพืชด้วยกลไกการสร้างสารปฏิชีวนะ
และเอนไซม์ เช่น Cyclo(d-Pro-l-Val) ซึ่งมีรายงานว่าเป็นเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ  (secondary 
metabolite) ท่ี ส ร้ า ง ม า จ า ก  B.  amyloliquefaciens Y1 ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ก า ร เ จ ริ ญ ข อ ง 
F. graminearum ซึ่งก่อให้เกิดโรคเมล็ดเน่า (head blight) ในเมล็ดข้าวสาลีได้ และเมื่อสังเกต
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่า F. graminearum มีรูปร่างผิดปกติ เซลล์แตกสลาย และถูกท าลาย 
หลังจากถูกยับยั้งด้วย Cyclo(d-Pro-l-Val) และถูกยับยั้งอย่างสมบูรณ์เมื่อใช้ความเข้มข้นของ 
Cyclo(d-Pro-l-Val) เ ท่ า กั บ  1000 ppm เ ป็ น เ ว ล า  1 0  วั น  ( Jamal แ ละ คณะ , 2 0 1 7 )   
Pseudomonas spp. พวกท่ีเรืองแสง สามารถสร้างสารปฏิชีวนะ phenazine-1-carboxylic acid 
(PCA) ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ R. solani และ R. oryzae ซึ่งเป็นราท่ีก่อให้เกิดโรครากเน่า
ในข้าวสาลีได้ (Mohd และคณะ, 2017) 

 4. การชักน าให้เกิดความต้านทานโรค (induced disease resistance) 

 การใช้จุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการกระตุ้นให้พืชป้องกันตัวเองจากรา จะส่งผลท าให้พืช
ไม่เป็นโรค โดยระบบภูมิคุ้มกันของพืชท่ีเกิดขึ้นจะสามารถท าให้พืชมีความต้านทานต่อเช้ือก่อโรคได้ดี 
และยังส่งผลให้พืชมีการส่งเสริมการเจริญของพืชเองด้วย (Salomon และคณะ, 2017) 
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 ตัวอย่างงานวิจัยเกี่ยวกับการยับย้ังการเจริญของราก่อโรคพืชด้วยกลไกการชักน าให้เกิดความ
ต้านทานโรค เช่น S. rolfsii ซึ่งเป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคล าต้นเน่าในต้นถั่วลิสง ถูกยับยั้งการเจริญด้วย
กลไกการกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันในต้นพืช โดย Bacillus sp. CHEP5 และ Bradyrhizobium sp. 
SEMIA6144 ท่ีสามารถท าให้ต้นถั่วสร้างปมราก ส่งผลท าให้ต้นถั่วมีระบบภูมิคุ้มกันท่ีสร้างความ
ต้านทานต่อการเจริญของ S. rolfsii ได้ และนอกจากนี้ยังส่งเสริมให้เมล็ดถั่วลิสงมีขนาดใหญ่ขึ้นอีก
ด้วย (Figueredo และคณะ, 2017)   Pseudomonas sp. CMR12a สามารถสร้างสาร phenazine 
เพื่อไปกระตุ้นระบบความต้านทานต่อ Magnaporthe oryzae ซึ่งก่อโรคไหม้ในต้นข้าวและ 
R. solani AG2-2 ซึ่งก่อโรคกาบใบแห้งในต้นถั่วได้ (Ma และคณะ, 2016) 

2.7 สารต้านราที่ผลิตจากแบคทีเรียสกุล Bacillus และแบคทีเรียสกุล Pseudomonas 

 แบคทีเรียสกุล Bacillus สามารถผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ต้านการเจริญของราได้หลายชนิด ซึ่งมี
ความสามารถในการออกฤทธิ์แตกต่างกันออกไป (Sumi และคณะ, 2014) ดังเช่น B. subtilis 
CMB32 ท่ีคัดแยกได้จากดิน สามารถสร้างสารลดแรงตึงผิวจ าพวก lipopeptide ได้แก่ IturinA, 
fengycin, และ surfactin A ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้ง C. gloeosporioides ท่ีก่อโรคแอนแทรคโนสใน
พืชได้ (Kim และคณะ, 2010)   B. amyloliquefaciens LBM 5006 สามารถยับยั้งการเจริญของรา
ท่ีก่อให้ เกิดโรคในพืช ไ ด้แก่  Aspergillus spp., Fusarium spp., และ Bipolaris sorokiniana   
หลังจากท าบริสุทธิ์ด้วยการตกตะกอนโปรตีน คอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของ
ประจุสุทธิของสาร และการสกัดด้วยตัวท าละลายพบว่า สารท่ีออกฤทธิ์ ในการยับยั้งการเจริญของรา
ได้แก่ iturin และ surfactin (Benitez และคณะ, 2010)   B. subtilis B29 สามารถสร้างสารท่ี
เรียกว่า B29I ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราได้ โดยสารนี้ได้จากการน าน้ าเล้ียงเช้ือ
ของ B. subtilis B29 มาท าให้โปรตีนบริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่าง
ของประจุสุทธิของสารและแบบอาศัยความแตกต่างของขนาดมวลและรูปร่างของโปรตีน พบว่า
โปรตีนบริสุทธิ์ B29I ท่ีได้สามารถยับยั้งการเจริญของราหลายชนิด ได้แก่ F. oxysporum, R. solani, 
F. moniliforme, และ S. sclerotiorum (Li และคณะ, 2009) เป็นต้น 

 แบคทีเรียสกุล Pseudomonas ผลิตสารต้านราได้หลายชนิด โดยสารแต่ละชนิดมีกลไกการ
ออกฤทธิ์ที่แตกต่างกันออกไป (Rai และคณะ, 2017) ตัวอย่างเช่น Pseudomonas sp. DSS73 ท่ีคัด
แยกได้จากบริเวณพื้นผิวของหัวบีท สามารถยับยั้งการเจริญของ P. ultimum และ R. solani ได้โดย
ส ร้ า ง ส า ร จ า พ ว ก  cyclic lipopeptide ไ ด้ แ ก่  amphisin ( Andersen แ ละ คณะ , 2 0 0 3 )   
Pseudomonas sp. F113 ท่ีคัดแยกได้จากหัวบีทสามารถสร้างสาร 2,4-diacetylphloroglucinol 
(DAPG) ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ Pythium sp. โดยการสร้างสารนี้จะผลิตได้มากท่ีสุดเมื่อเล้ียง 
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Pseudomonas sp. F113 ท่ีอุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียส และยังพบว่าแหล่งคาร์บอนท่ีส่งผลให้มีการ
ผลิต DAPG ได้สูงคือ ซูโครส, ฟรุกโตส, และแมนนิทอล โดยท่ีความเข้มข้นของเหล็ก, ความเป็นกรด-
เบสของอาหารเล้ียงเช้ือ และปริมาณออกซิเจนไม่มีผลต่อการผลิตสารนี้ (Shanahan และคณะ, 
1992)   P. aureofaciens Tx-1 (ATCC 55670) สามารถสร้างสาร phenazine-1 carboxylic acid 
(PCA) ท่ีออกฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ S. homeocarpa ซึ่งเป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคในหญ้าปู
สนามได้ท้ังใน in vitro และ in vivo (Powell และคณะ, 2000) เป็นต้น 

2.8 การท าบริสุทธิ์โปรตีนและการวิเคราะห์โปรตีนบริสุทธิ์ 

 การท าให้โปรตีนจากจุลินทรีย์บริสุทธิ์มีหลายวิธีด้วยกัน ซึ่งขึ้นอยู่กับสมบัติของโปรตีนนั้นๆ 
อาทิเช่น ขนาด ประจุ สมบัติการละลาย และสมบัติการจับ (binding) เป็นต้น (Berg และคณะ, 
2002)   ส่วนใหญ่แล้ว ขั้นตอนการท าบริสุทธิ์สารประเภทโปรตีนมักประกอบด้วย การตกตะกอน
โปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate precipitation), การท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์
โครมาโทกราฟี (column chromatography), และการวิเคราะห์โปรตีนเบ้ืองต้นด้วยวิธีโซเดียมโดเด
ซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (sodium dodecyl sulfate-poly acrylamide gel 
electrophoresis, SDS-PAGE) (Stein, 2005, Wang และ Zhang, 2017) ซึ่ ง ในแต่ละขั้นตอนมี
รายละเอียดดังนี้ 

2.8.1 การตกตะกอนโปรตีน (protein precipitation) 

 การตกตะกอนโปรตีนสามารถใช้เกลือได้หลากหลายชนิดในการตกตะกอนโปรตีน ได้แก่ 
โซเดียมคลอไรด์ แมกนีเซียมซัลเฟต โพแทสเซียมซัลเฟต หรือโซเดียมซัลเฟต เป็นต้น (Deutscher, 
1990)   การตกตะกอนด้วยวิธีนี้เป็นการใช้เกลือท่ีมีความเข้มข้นสูง  (salting out) เติมลงไปใน
สารละลายของโปรตีนผสม เพื่อเพิ่มความแรงไอออน (ionic strength) ของสารละลายให้สูงขึ้น โดย
เกลือท่ีเข้าไปผสมกับสารละลายโปรตีนจะเข้าไปแย่งจับโมเลกุลของน้ าท่ีอยู่ล้อมรอบโมเลกุลของ
โปรตีน ส่งผลให้โมเลกุลของโปรตีนในส่วนท่ีไม่ชอบน้ าหรือไม่สามารถละลายน้ าของโปรตีนแต่ละตัว
เคล่ือนท่ีมาอยู่ใกล้กัน จากนั้นจะมารวมตัวกันเกิดเป็นกลุ่มก้อนโปรตีนขนาดใหญ่ มีน้ าหนักท่ีเพิ่มขึ้น 
แล้วจึงตกตะกอนโปรตีนลงมา (Roe, 2001, Wingfield, 2001, Scopes, 2013)   เกลือท่ีนิยมใช้
ส าหรับการตกตะกอนโปรตีนมากท่ีสุด คือ แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เนื่องจากมีค่าการละลาย
น้ าสูงมากและมีค่าสัมประสิทธิ์อุณหภูมิของการละลายค่อนข้างต่ า  (temperature coefficient of 
solubility) ในช่วงอุณหภูมิ 0-30 องศาเซลเซียส ท าให้การตกตะกอนโปรตีนสามารถท าได้ท่ีอุณหภูมิ
ต่ า โดยไม่ก่อให้เกิดการสลายตัวของโครงสร้างโปรตีนหรือเอนไซม์ ท าให้โปรตีนท่ีได้ไม่เสียสภาพ 
(Deutscher, 1990, Scopes, 2013) และในกรณีท่ีมีโปรตีนผสมกันอยู่หลายชนิด สามารถแยก



 28 

ตะกอนโปรตีนออกเป็นกลุ่มย่อยได้ โดยการใช้ความเข้มข้นของเกลือท่ีอิ่มตัวท่ีแตกต่างกันเป็นช่วงๆ 
(salt fractionation) (Wingfield, 2001, Scopes, 2013) 

 ขั้นตอนการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต เริ่มจากการหาช่วงความเข้มข้นของ
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีอิ่มตัวท่ีเหมาะสมต่อการตกตะกอนโปรตีน  โดยมีปริมาณของเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตให้เลือกใช้ตามรูปท่ี 2.11   การตกตะกอนโปรตีนจะท าในภาวะท่ีมีอุณหภูมิ 0-4 
องศาเซลเซียส เพื่อป้องกันไม่ให้โปรตีนท่ีตกตะกอนลงมาเสียสภาพและสูญเสียแอกทิวิตีของโปรตีน 
และขณะตกตะกอนโปรตีนนั้น ความเข้มข้นของเกลือในสารละลายจ าเป็นต้องเพิ่มข้ึนอย่างสม่ าเสมอ 
ดังนั้นจึงควรกวนสารละลายโปรตีนอย่างต่อเนื่องตลอดการตกตะกอนและเติมแอมโมเนียมซัลเฟตใน
ปริมาณน้อยๆเพื่อให้เกิดความเข้มข้นท่ีสม่ าเสมอทุกต าแหน่ง และหลังเติมแอมโมเนียมซัลเฟตในแต่
ละครั้งควรรอให้แอมโมเนียมซัลเฟตละลายให้หมดก่อนท่ีจะเติมครั้งต่อไป เพื่อการกระจายตัวที่ดีของ
เกลือแอมโมเนียมในสารละลายโปรตีน   หลังจากเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตจนได้ความเข้มข้น
ตามท่ีต้องการแล้ว ควรกวนสารละลายโปรตีนไว้ท่ีอุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส ในช่วงระยะเวลาส้ันๆ
ช่วงหนึ่ง เพื่อให้โปรตีนตกตะกอนออกมาได้อย่างสมบูรณ์   จากนั้นน าสารละลายโปรตีนไปปั่นเหวี่ยง 
เพื่อเก็บตะกอนโปรตีนในแต่ละช่วงความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต แล้วน าตะกอนโปรตีนท่ี
ได้ในแต่ละช่วงนั้นไปวัดปริมาณโปรตีนและวัดแอกทิวิตขีองโปรตีน (Cutler, 2004) 
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รูปที่ 2.11 ปริมาณกรัมของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตต่อสารละลายโปรตีน 1 ลิตร เพื่อให้มีความ
เข้มข้นอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นช่วงต่างๆ ซึ่งเริ่มต้นท่ี 0% ของเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟต จนถึง 100% ของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (Spadaro และคณะ, 2003) 

 หลังจากท่ีได้โปรตีนท่ีตกตะกอนในแต่ละช่วงความเข้มข้นแล้ว ขั้นต่อไปจะเป็นการดึงเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตออกจากโปรตีนด้วยวิธีไดอะไลซิส (dialysis) โดยหลักการในการแยกเกลือออก
จากโปรตีน คือ การแพร่ของสารผ่านเย่ือเลือกผ่าน (semi-permeable membrane) เช่น เย่ือเลือก
ผ่านชนิดเซลลูโลส (cellulose membrane) ซึ่งเกลือจากบริเวณท่ีมีความเข้มข้นมากกว่าจะเคล่ือนท่ี
ไปยังบริเวณท่ีมีความเข้มข้นน้อยกว่า ซึ่งเกลือภายในถุงไดอะไลซิสจะมีความเข้มข้นมากกว่าภายนอก
ถุงไดอะไลซิส   ดังนั้นเกลือจากภายในถุงไดอะไลซิสจะเคล่ือนท่ีผ่านเยื่อเลือกผ่านออกมาสู่ภายนอก
ถุงไดอะไลซิส จนกระท่ังความเข้มข้นภายในและภายนอกถุงเท่ากัน   ส่วนโปรตีนที่มีขนาดใหญ่กว่ารู
ของถุงไดอะไลซิสจะไม่สามารถแพร่ออกมาได้   การไดอะไลซิสจะปฏิบัติท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
และมีการกวนตลอดเวลา เพื่อให้สารละลายบัฟเฟอร์มีความเข้มข้นของเกลือเท่ากันท้ังภาชนะ โดยจะ
เปล่ียนบัฟเฟอร์ทุก 5 ช่ัวโมงเป็นเวลา 3 ครั้ง เมื่อเกลือแพร่ผ่านถุงไดอะไลซิสออกมาในสารละลาย จะ
ส่งผลให้โปรตีนท่ีอยู่ในถุงไดอะไลซิสไม่มีเกลือเหลืออยู่ (Berg และคณะ, 2002) 
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2.8.2 การท าบริสุทธิ์โปรตีนด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของประจุ
สุทธิของสาร (ion-exchange chromatography) 

 การท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีเป็นวิธีท่ัวไปท่ีมีประโยชน์หลายอย่าง มี
ความละเอียด และสามารถน าไปใช้ในกระบวนการผลิตโปรตีนบริสุทธิ์ในระดับอุตสาหกรรม โดยอาศัย
การใช้เทคนิคความแตกต่างของประจุไฟฟ้าของสาร เพื่อแยกสารจ าพวกโปรตีน กรดอะมิโน และกรด
นิวคลีอิกออกจากกัน (Jungbauer และ Hahn, 2009)   วิธีโครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่าง
ของประจุสุทธิของสาร (ion-exchange chromatography) เป็นกระบวนการแลกเปล่ียนประจุ
ระหว่างเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) ท่ีเป็นของเหลว (บัฟเฟอร์และตัวอย่างโปรตีน) กับเฟสคงท่ี 
(stationary phase) โดยเฟสคงท่ีเป็นของแข็งท่ีไม่ละลายในตัวท าละลาย ซึ่งเรียกว่า เมทริกซ์  
(metrix) มีลักษณะเป็นพอลิเมอร์ (polymer) ท่ีบรรจุอยู่ภายในคอลัมน์และถูกเหนี่ยวน าให้ประกอบ
ไปด้วยส่วนท่ีมีประจุ ดังนั้นจึงเรียกว่าตัวแลกเปล่ียนประจุ (ion exchanger) ซึ่งจะมีประจุล้อมรอบ
บริเวณตัวแลกเปล่ียนประจุ (counter ion) เพื่อเอาไว้ใช้ในการแลกเปล่ียนประจุกับโปรตีนตัวอย่าง 
ซึ่งมีประจุท่ีตรงกันข้าม (Bollag, 1994, Berg และคณะ, 2002, Selkirk, 2004) 

 การแยกสารโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของประจุสุทธิของสาร จะ
ใช้หลักการการแลกเปล่ียนไอออนโดยกระบวนการดูดซับบนพื้นผิวแบบย้อนกลับ (reversible ion 
exchange) ในภาวะสมดุล (equilibrated) เพื่อแลกเปล่ียนประจุด้วยสารท่ีเป็นส่วนประกอบใน
บัฟเฟอร์กับตัวแลกเปล่ียนประจุ หลังจากเติมโปรตีนท่ีต้องการท าบริสุทธิ์ลงในคอลัมน์จะเกิด
กระบวนการขึ้นสองขั้นตอน โดยขั้นตอนแรกเป็นกระบวนการดูดซับสารตัวอย่างบนพื้นผิวของตัว
แลกเปล่ียนประจุ ส่วนสารท่ีไม่ถูกดูดซับจะถูกชะออกด้วยบัฟเฟอร์ และขั้นตอนท่ีสองนั้น โมเลกุลของ
สารท่ียึดเกาะกับตัวแลกเปล่ียนประจุจะถูกชะออกจากคอลัมน์ ด้วยอัตราเร็วในการชะท่ีแตกต่างกัน 
ขึ้นอยู่กับความแรงของการยึดเหนี่ยวกับประจุของสารแต่ละชนิดกับตัวแลกเปล่ียนประจุหรือ
ความจ าเพาะทางไฟฟ้า เนื่องจากการมีประจุสุทธิบนโมเลกุลของโปรตีนท่ีแตกต่างกัน ซึ่งสามารถ
ควบคุมการเปล่ียนแปลงความจ าเพาะดังกล่าวได้โดยการเปล่ียนค่าความเป็นกรด-เบส (pH) ซึ่งความ
แรงของไอออน (ionic strength) ของสารละลายในระบบจะส่งผลให้โปรตีนท่ีต้องการถูกแยกออก
จากสารละลายโปรตีนผสมได้แม้มีความแตกต่างเพียงเล็กน้อย (Williams และ Frasca, 2001, 
Selkirk, 2004, Jungbauer และ Hahn, 2009)  

 ตัวแลกเปล่ียนประจุประกอบไปด้วยส่วนส าคัญสองส่วน ได้แก ่ส่วนท่ีเป็นโครงสร้างท่ีท าจาก
ของแข็งท่ีไม่ละลายในตัวท าละลาย เป็นพอลิเมอร์ท่ีมีกลุ่มประจุเช่ือมกันด้วยพันธะโควาเลนท์ ซึ่ง
เรียกว่า เมทริกซ์ (metrix) และส่วนท่ีสองเป็นกลุ่มประจุท่ีถูกเหนี่ยวน าให้ไปล้อมรอบเมทริกซ์ โดยไป
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ท าปฏิกิริยาทางเคมีท าให้บริเวณผิวของเมทริกซ์ ซึ่งเป็นส่วนส าคัญในการใช้ส าหรับแลกเปล่ียนประจุ 
ซึ่ง ตัวแลกเปล่ียนประจุ (counter ion) มี 2 ประเภท คือ ตัวแลกเปล่ียนประจุบวก (cation 
exchanger) ท่ีใช้ส าหรับการท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีมีประจุบวก และตัวแลกเปล่ียนประจุลบ (anion 
exchanger) ท่ีใช้ส าหรับการท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีมีประจุลบ (Selkirk, 2004) ดังแสดงในรูปท่ี 2.12 

 
รูปที่ 2.12 ลักษณะของตัวแลกเปล่ียนประจุท่ีมีประจุลบและประจุล้อมรอบบริเวณตัวแลกเปล่ียน
ประจุเป็นประจุบวก เรียกว่าตัวแลกเปล่ียนประจุบวก (ซ้าย) และลักษณะของตัวแลกเปล่ียนประจุท่ีมี
ประจุบวกและประจุล้อมรอบบริเวณตัวแลกเปล่ียนประจุเป็นประจุลบ เรียกว่าตัวแลกเปล่ียนประจุลบ 
(ขวา) (Domenech และคณะ, 2012) 

 การเลือกหมู่ฟังก์ชัน (functional group) ซึ่งจะอยู่ ท่ีบริเวณผิวของตัวแลกเปล่ียนประจุ 
จ าเป็นท่ีจะต้องสอดคล้องตามประจุสุทธิของโปรตีนท่ีต้องการแยก โดยหมู่ฟังก์ชันท่ีจะท าให้เกิดความ
แรงในการจับและแลกเปล่ียนประจุมากน้อยนั้น ขึ้นอยู่กับชนิดของหมู่ฟังก์ชัน โดยแบ่งหมู่ฟังก์ชัน
ออกเป็น 2 ประจุ ได้แก่ ตัวแลกเปล่ียนประจุอย่างแรง (strong ion exchanger) และตัวแลกเปล่ียน
ประจุอย่างอ่อน (weak ion exchanger) โดยมีตัวอย่างของหมู่ฟังก์ชันของตัวแลกเปล่ียนประจุต่างๆ 
ดังแสดงในตารางท่ี 2.3 และสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีใช้ในขั้นตอนการท าบริสุทธิ์โปรตีนนั้น ต้องมีความ
เหมาะสมกับชนิดของตัวแลกเปล่ียนประจุและประจุสุทธิของโปรตีนท่ีต้องการท าบริสุทธิ์ โดยตัวอย่าง
ของสารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับการท าคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของประจุลบ
แสดงไว้ในตารางท่ี 2.4 และตัวอย่างของสารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับการท าคอลัมน์โครมาโทกราฟี
แบบอาศัยความแตกต่างของประจุบวกแสดงไว้ในตารางท่ี 2.5 
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ตารางที่ 2.3 ชนิดและโครงสร้างของหมู่ฟังก์ชันของตัวแลกเปล่ียนประจุ 

ตัวแลกเปลี่ยนประจุลบ หมู่ฟังก์ชัน 

Diethylaminoethyl (DEAE), weak -OCH2CH2N+H(CH2CH3)2 

Quaternary ammonium (Q), strong -CH2N+(CH3)3 

Quaternary aminoethyl (QAE), strong -OCH2CH2N+(C2H5)2CH2CH(OH)CH3 

ตัวแลกเปลี่ยนประจุบวก หมู่ฟังก์ชัน 

Carboxymethyl (CM), weak -OCH2COO- 

Sulfopropyl (SP), strong -CH2CH2CH2SO3
- 

Methylsulfonate (S), strong -CH2SO3
- 

ท่ีมา : (Amersham, 2002, Selkirk, 2004) 

ตารางที่ 2.4 สารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับการท าคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของ
ประจุลบ 

สารละลายบัฟเฟอร์ ประจุลบ ช่วงค่าความเป็นกรด-เบสที่เหมาะสม 

N-methyl piperazine  Cl- 4.5–5.0 

Piperazine Cl- 5.0–6.0 

L-Histidine Cl- 5.5–6.5 

Bis-Tris Cl- 5.8–6.8 

Bis-Tris propane Cl- 6.4–7.3 

Triethanolamine Cl- 7.3–8.2 

Tris Cl Cl- 7.5–8.0 

Diethanolamine Cl- 8.4–9.4 

ท่ีมา : (Selkirk, 2004) 
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ตารางที่ 2.5 สารละลายบัฟเฟอร์ส าหรับการท าคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของ
ประจุบวก 

สารละลายบัฟเฟอร์ ประจุบวก ช่วงค่าความเป็นกรด-เบสที่เหมาะสม 

Maleic acid Na+ 1.5–2.5 

Formic acid Na+ 3.3–4.3 

Citric acid Na+ 2.6–6.0 

Lactic acid Na+ 3.6–4.3 

Acetic acid Na+ 4.3–5.3 

MES/NaOH Na+ 5.5–6.7 

Phosphate Na+ 6.7–7.7 

MOPS Na+ 6.5–7.5 

HEPES Na+ 7.5–8.2 

ท่ีมา : (Selkirk, 2004) 

2.8.3 การตรวจสอบและการวิเคราะห์โปรตีนบริสุทธิ์เบือ้งต้น 

 การตรวจสอบความบริสุทธิ์และการหาน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนโดยวิธีโซเดียมโดเดซิล
ซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (SDS-PAGE) เป็นเทคนิคการแยกสารและวิเคราะห์
โมเลกุลของสารโดยอาศัยหลักการการเคล่ือนท่ีผ่านเจลท่ีมีกระแสไฟฟ้า   สารท่ีมีประจุไฟฟ้าจะ
เคล่ือนท่ีไปยังขั้วตรงข้ามด้วยอัตราเร็วในการเคล่ือนท่ีท่ีขึ้นกับปริมาณประจุสุทธิบนโมเลกุลของสาร 
รูปร่าง และขนาดของโมเลกุลของสารนั้น และรวมถึงกระแสไฟฟ้าท่ีใช้ โดยจะทราบขนาดโมเลกุลของ
โปรตีนบริสุทธิ์ ท่ีสนใจเมื่อเปรียบเทียบขนาดโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานท่ีอยู่ในเจลเดียวกัน 
(Laemmli, 1970)   โปรตีนที่ใช้วิธีนี้ในการตรวจสอบขนาดโมเลกุลจะเสียสภาพเนื่องจากการท าลาย
โปรตีนด้วยสารโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) ซึ่งเป็นสารท่ีมีประจุลบ 
(anionic detergent) โดยจะจับกับโครงสร้างของโปรตีน  ท าให้โปรตีนเสียสภาพ เมื่อเติม 
mercaptoethanol (2-thioethanol) หรือ dithiothreitol ลงไปด้วย จะไปท าลายพันธะไดซัลไฟด์
ของโปรตีน ท าให้โปรตีนไม่สามารถจับกันเป็นโครงสร้างท่ีสมบูรณ์ แต่โครงสร้างจะเป็นเส้นตรง
เนื่องจากพันธะไดซัลไฟด์ถูกท าลายไป   โปรตีนท่ีถูกท าให้เสียสภาพเหล่านี้เมื่อน าไปแยกด้วย
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กระแสไฟฟ้าแล้ว จะตรวจสอบโดยการน าเจลไปย้อมเพื่อให้ปรากฏแถบสีของโปรตีนด้วยสารละลาย
ซิลเวอร์ไนเตรต หรือการย้อมด้วยสีย้อมคูแมสซี-บลู (coomassie blue) 

2.9 การวิเคราะห์ชนิดของโปรตีน 

 การวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนเป็นการใช้เทคนิคจ าเพาะในการแยกโปรตีนชนิดต่างๆออกจาก
กัน โดยการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลโปรตีน ท่ีท าให้ทราบชนิดของโปรตีนเบื้องต้นได้   วิธีการ
วิเคราะห์มีด้วยกันหลายวิธี เช่น การหาล าดับของกรดอะมิโนด้วยเทคนิค N-terminal sequencing 
โดยจะวิเคราะห์หาล าดับกรดอะมิโนท่ีบริเวณปลายด้าน N ของโปรตีนนั้นๆ จากนั้นน ามาวิเคราะห์หา
ชนิดของโปรตีนท่ีเป็นไปได้โดยเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนท่ีคล้ายกันในฐานข้อมูล (Reim และ 
Speicher, 2001) หรือวิธีที่นิยมคือ การหาลายพิมพ์ของโปรตีน (protein fingerprint) โดยอาศัยการ
หาขนาดมวลของโปรตีนด้วยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี (mass spectrometry, MS) ซึ่งเทคนิคนี้เป็น
เทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพสูง ใช้สารในปริมาณน้อยมากในการวิเคราะห์ โดยเครื่องมือชนิดนี้จะมีความ
หลากหลายขึ้นอยู่กับหลักการและอุปกรณ์ประกอบ ตัวอย่างเช่น electrospray ionization (ESI), 
laser desorption/ionization (MALDI),  hybrid quadrupole time-of-flight (Q-Q-ToF) แ ละ 
tandem time-of-flight (ToF-ToF) เ ป็ น ต้ น  ( Domon แ ละ  Aebersold, 2 0 0 6 , Gibb แ ละ 
Strimmer, 2017)   หลังจากได้ผลการวิเคราะห์แล้วจะน าข้อมูลท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ
โปรตีนต่อไป (McLafferty, 1981) 

 ในการวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยอาศัยแมสสเปกโทรเมทรีนั้น จะน าโปรตีนท่ีบริสุทธิ์ไป
ย่อยด้วยเอนไซม์ทริปซิน (trypsin) ก่อน เพื่อตัดโปรตีนให้เป็นส่วนเล็กๆก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง   
จากนั้นจะได้รูปแบบลายพิมพ์เพื่อไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของโปรตีน (Berg และคณะ, 2002) 
เช่น ฐานข้อมูล NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), ฐานข้อมูล GPMDB (Global Proteome 
Machine database; http://gpmdb.thegpm.org/),  ฐานข้อมูลมาตรฐานของ Swiss -Prot 
database (http://www.uniprot.org/) หรือฐานข้อมูลมาตรฐานของ Protein Data Bank (PDB) 
(http://www.rcsb.org) เป็นต้น   ตัวอย่างของโปรแกรมท่ีใช้เพื่อวิเคราะห์ข้อมูล เช่น Mascot 
(http://www.matrixscience.com/),  X! TANDEM Spectrum Modeler 
(http://www.thegpm.org), ExPASy Server หรือ BioJava-ModFinder เป็นต้น โดยแต่ละ
โปรแกรมที่ใช้เพื่อระบุชนิดของโปรตีนท่ีต้องการนั้น จ าเป็นท่ีจะต้องก าหนดค่าพารามิเตอร์ต่างๆใน
โปรแกรมตามชนิดของโปรตีนที่ต้องการศึกษา (Cottrell และ London, 1999, Gasteiger และคณะ, 
2005, Gao และคณะ, 2017a) 
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 จากงานวิจัยก่อนหน้านี้รพีวรรณ โสวรรณปรีชา (2553) ได้คัดเลือกแบคทีเรียจากท้ังหมด 10 
ไอโซเลต ท่ีมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในกล้วยไม้ 2 ชนิด คือ C. lunata 
และ C. gloeosporioides โดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ถูกจัดจ าแนกได้เป็น B. subtilis N3   จากนั้น
ได้ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อให้ B. subtilis N3 สามารถสร้างสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ
ราท้ัง 2 ชนิดได้ในปริมาณมาก และน าน้ าเล้ียงเช้ือของ B. subtilis N3 ไปตกตะกอนโปรตีนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตและท าบริสุทธิ์โปรตีน เพื่อหาโปรตีนที่ยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในกล้วยไม้ได้ 
โดยพบว่าโปรตีนบริสุทธิ์ท่ีได้สามารถยับยั้งได้เพียงราชนิดเดียวเท่านั้น คือ C. lunata   ดังนั้นเพื่อ
วิเคราะห์ชนิดของโปรตีนดังกล่าว ในงานวิจัยนี้จึงได้ขยายขนาดการเล้ียงแบคทีเรียเพื่อให้ได้น้ าเล้ียง
เช้ือในปริมาณมาก แล้วน ามาตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตและท าบริสุทธิ์โปรตีน จากนั้น
น าไปศึกษาเพื่อหาชนิดของโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ได้ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ C. lunata ท้ังใน 
in vitro และ in vivo (ต้นและดอกกล้วยไม้) ต่อไป   งานวิจัยอีกส่วนหนึ่งได้คัดแยกแบคทีเรียท่ี
สามารถยับยั้งการเจริญของพวกราน้ าท่ีก่อโรคในกล้วยไม้ แล้วแปรผันปัจจัยต่างๆส าหรับการเจริญ
และการผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราน้ า จากนั้นผลิตสารออกฤทธิ์ในปริมาณมาก แล้วตกตะกอน
สารออกฤทธิ์ประเภทโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต แล้วท าให้บริสุทธิ์โดยวิธี  ion exchange 
chromatography และน าไปวิเคราะห์ชนิดของสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราน้ าต่อไป 

  



บทท่ี 3 

อุปกรณ์และวิธีด าเนินการทดลอง 

3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

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

2. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร และ 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

3. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (microscope) รุ่น JSM-6610LV ของบริษัท Kyowa, Tokyo, 
Japan 

4. เครื่องกวนแบบแม่เหล็ก (magnetic stirrer) รุ่น 502P-2 ของบริษัท PMC, USA 

5. เครื่องแก้วของบริษัท Pyrex, USA 

6. เครื่องก าเนิดเสียงความถี่ สูง ชนิดอ่าง (sonicator) รุ่น SONOREX RX 100 ของบริษัท 
Bandelin Electronic, Germany 

7. เครื่องเขย่า (shaker) รุ่น innova 2100 ของบริษัท New Brunwick Scientific, USA 

8. เครื่ อง โครมาโทกราฟี  รุ่ น  Bio-Rad Biologic LP และ Bio-Rad model 2110 fraction 
collector ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

9. เครื่องช่ังละเอียด รุ่น A 200s ของบริษัท Forma Scientific, USA 

10. เครื่องช่ัง รุ่น PG2002-G ของบริษัท Metter Toledo, Switzerland 

11. เครื่องนาโนดรอป 2000 (Nanodrop 2000 spectrophotometer) ของบริษัท Thermo 
Scientific, USA 

12. เครื่องนึ่งอบฆ่าเช้ือ (autoclave) รุ่น ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 

13. เครื่ องปั่น เหวี่ ยงชนิด ต้ังโ ต๊ะ  (bench-top centrifuge)  รุ่ น  200H ของบริษัท  Hattich 
Zentrifugen, Germany 

14. เครื่องปั่นเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920 ของบริษัท Kubota, 
Japan 
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15. เครื่องปั่นเหวี่ยงปรับความเย็น ( refrigerated centrifuge) รุ่น  Allegra 25R ของบริษัท 
Beckman, Germany 

16. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุ่น G560E ของบริษัท Scientific Industries instruments, 
USA 

17. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุ่น 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA 

18. เครื่ องวัดความเป็นกรด -เบส (pH meter)  รุ่ น  Cyberscan 2000 ของบริษัท  Eutech 
Cybernetics, Singapore 

19. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys ของบริษัท 
Spectronic Unicam, USA, รุ่น Genesys 20 ของบริษัท Thermo Spectronic , USA และ
รุ่น Perkin Elmer instruments Lambda 25 UV/VIS Spectrometer ของบริษัท Perkin 
Elmer instruments, USA 

20. จานเพาะเล้ียง (petri dish) ขนาด 90X15 มิลลิเมตร ของบริษัท Hycon plastic, USA ขนาด 
65X15 มิลลิเมตร ของบริษัท Bioplast, Austria 

21. ชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือขนาดความกว้างของรู 0.45 ไมครอน ของบริษัท 
Millipore, USA 

22. ชุดอุปกรณ์ท า SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis) รุ่น MiniPROTEAN tetra cell, 2-gel system และเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า 
รุ่น PAC 300 ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

23. ชุดอุปกรณ์ท าอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส ได้แก่ ถาดเทเจล กล่องใส่สารละลาย แผ่นหวีและ

แหล่งจ่ายไฟ ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan 

24. ชุดอุปกรณ์สาหรับถ่ายภาพ (gel documentation) และโปรแกรม Quantity One เวอร์ช่ัน 
4.4.1 ของบริษัท Bio-Rad, USA 

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

26. ตู้เข่ียเช้ือแบบ laminar flow รุ่น J2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 

27. ตู้บ่มเช้ือ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 

28. ตู้อบแห้ง (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany 
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29. ถุงไดอะไลซิส  SnakeSkin® ขนาดรู  3500 MWCO รุ่น JE123986 ของบริษัท Thermo 
Scientific, USA 

30. ผ้าขาวบางปลอดเช้ือ 

31. ไมโครปิเปตต์และทิปรุ่น P10, P20, P100, P200, P1000 และ P5000 มิลลิลิตร ของบริษัท 
Nichiryo, Japan 

32. หลอดคิวเวตต์ (cuvette) รุ่น Spectronic 401 ของบริษัท Milton Roy, USA 

33. อุปกรณ์นับเซลล์ฮีมาไซโทมิเตอร์ (haemacytometer) ของบริษัท Schott Duran, Germany 

34. Steel Cork Borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตร 
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3.2 เคมีภัณฑ์และชุดทดสอบส าเร็จรูป 

1. กรดอะซีติกเข้มข้น (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. ชุดวัดปริมาณโปรตีน Bio-Rad Protein Assay ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

6. ชุดโปรตีนมาตรฐาน  Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder ของบริษัท 
Thermofisher Scientific, USA 

7. ซาฟรานิน โอ (safranin O) ของบริษัท Carlo Erba Reagents, USA 

8. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

9. โซ เ ดียมโด เดซิ ลซั ล เฟต (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS), (C12H25OSO3) ของบริษัท 
Nacalai Tesque, Japan 

10. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 

11. ดีอีเออี ไบโอ-เจล เอ (DEAE Bio-gel A) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

12. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

13. ทู-เมอร์แคบโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) ของบริษัท Sigma, USA 

14. นิสทาทิน (nystatin) ของบริษัท Sigma, USA 

15. โบวีนซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin) ของบริษัท Sigma, USA 

16. เปบโทน (peptone) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

17. ผงสกัดจากเนื้อ (beef extract) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

18. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

19. ผงสกัดจากมันฝรั่ง (potato dextrose) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

20. ผงวุ้น (agar) ของบริษัท Productora the Agar SA, Chili 

21. ผงบลาโนส ซี เอ็มซี  (Blanose CMC) ของบริษัท Bronson and Jacobs International, 
ประเทศไทย 
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22. สารละลาย Acry/Bis 37.5/1 (30:0.8), 40% (w/v) ของบริษัท Amresco, USA 

23. สี คูแมสซีบริลเ ลียนท์บลู  จี -250 (coomassie brilliant blue G-250) ของบริษัท  Fluka, 
Switzerland 

24. สีบรอมฟีนอลบลู (bromphenol blue) ของบริษัท Fluka, Switzerland 

25. อาหารส าเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

26. อาหารส าเร็จรูป TSB (Tryptic Soy Broth) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

27. เอทานอล (ethanol) ของบริษัท J.T. Baker, USA 

28. เอทาลีนไดเอมีนเตตระอะซีติกแอซิด (ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA) ของ
บริษัท Bio Basic, Canada 

29. เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium Bromide) ของบริษัท Sigma, USA 

30. อะซีโตน (acetone) ของบริษัท Merck, Germany 

31. แอมพิซิลลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai Tesque, Japan 

32. แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) ของบริษัท BDH, England 

33. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium persulfate) ของบริษัท Sigma, USA 

34. ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2)  

35. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Fermentas, USA 

36. Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol 25:24:1, Saturated with 10mM Tris, pH 8.0, 
1mM EDTA ของบริษัท Merck, Germany 

37. Q5® High-Fidelity DNA Polymerase ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

38. SeaKem® LE Agarose For gel electrophoresis ของบริษัท Bio Science Rockland, USA  

39. TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) ของบริษัท USB Corporation, UK 

40. Trichloroacetic acid (TCA) ของบริษัท Merck, Germany 

41. Trizma base (Tris[hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริ ษั ท  Sigma, 
USA 

42. Tween 20 ของบริษัท Merck, Germany 
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3.3 จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัยและการเก็บรักษาจุลินทรีย์ 

3.3.1 แบคทีเรีย 

  แบคทีเรียไอโซเลต RS1 ท่ีพบจากการปนเป้ือนบนอาหารเล้ียงเช้ือ และแบคทีเรียท้ัง 9 ไอโซ
เลตท่ีคัดแยกได้จากดินท่ีจังหวัดกาญจนบุรีโดยคงยุทธ เลิศมงคลธรรม (2549) ซึ่งมีความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชได้หลายชนิด ได้แก่ ไอโซเลต M10, M22, M23, M25, M26, 
M27, N1, N3 และ N9 ถูกเล้ียงบนอาหารแข็งเอียง Nutrient Agar (NA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 1) 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นเททับด้วยกลีเซอรอล 15% (ภาคผนวก 
ข หมายเลข 1) ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.3.2 ราที่ก่อโรคพืช 

   Curvularia lunata ได้มาจากภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ เล้ียง
บนอาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ล้างสปอร์ของราด้วย 0.1% Tween 20 (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) แล้ว
กรองผ่านผ้าขาวบาง 2 ช้ัน เพื่อแยกเส้นใยออก   จากนั้นนับจ านวนสปอร์ของราด้วยฮีมาไซโทมีเตอร์
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 40X และเจือจางสปอร์ของราให้มีจ านวน 2X105 สปอร์ต่อ
มิลลิลิตร ผสมกับกลีเซอรอล 15% และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

   Phytophthora palmivora ท่ีได้รับมาจากกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 
ถูกเล้ียงบนอาหารแข็งเอียง V8 (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
5 วัน จากนั้นเททับด้วยกลีเซอรอล 15% ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

   Colletotrichum gloeosporioides, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, 
F. periferatum, F. solani, F. moniliforme, Pythium aphanidermatum ได้มาจากภาควิชาโรค
พืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ถูกเล้ียงบนอาหารแข็ง PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นเททับด้วยกลีเซอรอล 15% ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ และเก็บรักษาไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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3.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.4.1 ส าหรับแบคทีเรีย 

   อาหารแข็ง Nutrient Agar (NA), อาหารเหลว Nutrient Broth (NB), อาหารเหลว Luria 
Bertani Broth (LB) และอาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 1, 4, 5 
และ 6 ตามล าดับ) 

3.4.2 ส าหรับรา 

   อาหารแข็ง PDA และอาหารแข็ง V8 

3.5 การคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของราได้ดีที่สุด 

3.5.1 การเตรียมเซลล์ของแบคทีเรีย 

   เล้ียงแบคทีเรียบนอาหารแข็ง NA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง 
จากนั้นใช้ลูปเขี่ยแบคทีเรียแต่ละไอโซเลต 1 ลูป ถ่ายลงในอาหารเหลว NB บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง และปรับค่าความทึบแสง (optical density, OD) ท่ี 660 นาโนเมตร 
เท่ากับ 0.5 เพื่อใช้ส าหรับเป็นหัวเช้ือ จากนั้นถ่ายเช้ือจาก 1% ของหัวเช้ือลงในอาหารเหลว NB โดย
บ่มเช้ือบนเครื่องเขย่าควบคุมความเร็วของการเขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง เพื่อใช้ในการทดสอบ 

3.5.2 การเตรียมน้ าเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรีย 

   น าเซลล์เพาะเล้ียงท่ีเตรียมเช่นเดียวกับข้อ 3.5.1 ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อ
นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าส่วนใสของน้ าเล้ียงเช้ือกรองผ่านกระดาษ
กรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ด้วยชุดกรอง Milipore filter ท่ีปราศจากเช้ือ เพื่อเตรียมน้ าเล้ียงเช้ือไว้
ใช้ในการทดลองต่อไป 

3.5.3 การเตรียมราก่อโรคพืช 

  เล้ียง P. palmivora บนอาหารแข็ง V8 บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 
และเล้ียง P. aphanidermatum บนอาหารแข็ง PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
วัน 
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3.5.4 ก า ร ท ด ส อ บ เ ซ ล ล์ แ บ ค ที เ รี ย กั บ ร า ก่ อ โ ร ค พื ช  P. palmivora แ ล ะ  
P. aphanidermatum โดยวิธี dual culture (Torres และคณะ, 2017) 

  น าแบคทีเรียจากข้อ 3.5.1 ปริมาตรเช้ือละ 20 ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษกรองเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร จ านวนสองต าแหน่ง โดยวาง P. palmivora และ P. aphanidermatum ท่ี
เล้ียงตามข้อ 3.5.3 ซึ่งเจาะด้วย steel cork borer เบอร์ 3 ขนาด 8 มิลลิเมตร ท่ีปราศจากเช้ือ ไว้ตรง
กลางจานอาหารเล้ียงเช้ือ V8 และ PDA ตามล าดับ ตามรูปท่ี 3.1 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน วัดการเจริญของราก่อโรคพืชโดยวัดความกว้างเส้นผ่านศูนย์กลางของราท่ี
เจริญ และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของรา โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งไม่มีการ
ลงเช้ือแบคทีเรียบนเพลต โดยท าการทดลองท้ังหมดอย่างน้อย 3 ซ้ า จากนั้นเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถ
ยับย้ังการเจริญของราได้ดีท่ีสุดเพื่อใช้ในการทดลองต่อไป  

สูตรค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของรา (Verma และ Kharwar, 2006): 

 

 
รูปที่ 3.1 รูปแบบการลงเช้ือเพื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งราก่อโรควิธี dual culture 

3.5.5 การทดสอบน้ าเลี้ยงแบคทีเรียกับ P. palmivora และ P. aphanidermatum โดยวิธี 
poison food technique (Sriwati และคณะ, 2015) 

  เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ V8 ส าหรับ P. palmivora และ PDA ส าหรับ P. aphanidermatum 
ท่ีปราศจากเช้ือ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แช่ไว้ในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 55-60 องศาเซลเซียส เพื่อไม่ให้
อาหารแข็ง จากนั้นน าน้ าเล้ียงเช้ือของแบคทีเรียท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของราได้ดีท่ีสุดท่ีเตรียมตาม
วิธีข้อ 3.5.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมเข้าด้วยกัน (อัตราส่วน 1:1) แล้วเทเพลต โดยต้ังไว้ท่ี
อุณหภูมิห้องจนอาหารแข็ง น าราท้ังสองชนิดท่ีเตรียมตามข้อ 3.5.3 ท่ีเจาะด้วย steel cork borer 
เบอร์ 3 ท่ีปราศจากเช้ือ วางไว้ตรงกลางเพลต บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน ส่วน

ช้ินวุ้นรา 

แบคทีเรีย 
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ชุดควบคุมใช้อาหารเล้ียงเช้ือเหลว NB แทนน้ าเล้ียงเช้ือจากแบคทีเรีย วัดการเจริญของราท้ังสองชนิด 
โดยวัดความกว้างเส้นผ่านศูนย์กลางการเจริญของรา และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งของรา โดย
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยท าการทดลองท้ังหมดอย่างน้อย 3 ซ้ า 

3.6 การหาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับแบคทีเรียในการสร้างสารยับยั้งการเจริญของราน้ า 

  ปัจจัยท่ีแปรผันเพื่อหาภาวะการเล้ียงแบคทีเรียเพื่อให้ผลิตสารยับยั้งการเจริญของราก่อโรค
พืชมี 4 ปัจจัย ได้แก่ ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ, ความเป็นกรด-เบสของอาหารเล้ียงเช้ือ, อุณหภูมิ
ส าหรับการบ่มเช้ือ และระยะเวลาในการเล้ียงเช้ือท่ีให้สารยับยั้งการเจริญของราได้ดีท่ีสุด โดยจะใช้น้ า
เล้ียงเช้ือผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือ ด้วยอัตราส่วน 1:9 เพื่อทดสอบในทุกปัจจัยการแปรผัน 

3.6.1 การแปรผันชนิดของอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย 

 เล้ียงแบคทีเรียท่ีคัดเลือกเพื่อเตรียมเป็นหัวเช้ือในอาหารเหลว NB โดยมีค่าความทึบแสงท่ี 
660 นาโนเมตร เท่ากับ 0.5 จากนั้นใช้ 1% ของหัวเช้ือใส่ลงในอาหารเหลวชนิดต่างๆ ได้แก่ อาหาร
เหลว Nutrient Broth (NB), อาหารเหลว Luria Bertani Broth (LB) และอาหารเหลว Tryptic Soy 
Broth (TSB) บ่มเช้ือบนเครื่องเขย่าควบคุมความเร็วของการเขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง และเตรียมน้ าเล้ียงเช้ือของแต่ละอาหารไว้ส าหรับทดสอบ โดยน า
เช้ือท่ีได้ไปป่ันเหวี่ยงและกรองแยกเซลล์แบคทีเรียออก น าส่วนน้ าใสไปใช้ในการทดสอบเพื่อหาอาหาร
ท่ีแบคทีเรียสามารถผลิตสารยับยั้งการเจริญของราได้ดีท่ีสุด โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมของแต่ละ
อาหารท่ีไม่มีแบคทีเรีย ตามวิธีข้อ 3.5.5 

3.6.2 การแปรผันความเป็นกรด-เบสของอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย 

 เล้ียงแบคทีเรียเล้ียงในชนิดของอาหารเหลวท่ีเหมาะสม เพื่อเล้ียงเป็นหัวเช้ือ และน า 1% 
ของหัวเช้ือใส่ลงในอาหารชนิดเดียวกันท่ีมีค่าความเป็นกรด-เบสต่างๆ ได้แก่ ท่ีค่าความเป็นกรด-เบส 
6, 7, 8 และ 9 บ่มแบบเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 
ช่ัวโมง จากนั้นน าแบคทีเรียท่ีเล้ียงในอาหารเหลวที่ค่าความเป็นกรด-เบส ต่างๆไปป่ันเหวี่ยงและกรอง
แยกเซลล์แบคทีเรียออก น าส่วนน้ าใสไปใช้ในการทดสอบเพื่อหาค่าความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสม
ส าหรับการสร้างสารยับยั้งการเจริญของรา โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีมีค่าความเป็นกรด-เบส 
ต่างๆตามวิธีข้อ 3.5.5 
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3.6.3 การแปรผันอุณหภูมิส าหรับการบ่มแบคทีเรีย 

 เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลวท่ีมีค่าความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสม เพื่อน าไปใช้เป็นหัวเช้ือ 
และน า 1% ของหัวเช้ือใส่ลงในอาหารท่ีมีค่าความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสม เพื่อการแปรผันหา
อุณหภูมิท่ีเหมาะสม ซึ่งจะบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส โดยบ่มแบบเขย่า เป็น
เวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงและกรองแยกเซลล์แบคทีเรียออก น าส่วนน้ าใสไปใช้ในการ
ทดสอบเพื่อทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับแบคทีเรียในการสร้างสารยับยั้งการเจริญของรา 
โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ตามวิธีข้อ 3.5.5 

3.6.4 การแปรผันระยะเวลาในการเลี้ยงแบคทีเรีย 

 เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลวท่ีมีค่าความเป็นกรด-เบสท่ีเหมาะสม และบ่มในอุณหภูมิท่ีดี
ท่ีสุด โดยบ่มแบบเขย่า เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง เก็บตัวอย่างทุก 3 ช่ัวโมง เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง โดยน า
ตัวอย่างไปวัดค่าความทึบแสงท่ี 660 นาโนเมตร เพื่อติดตามการเจริญของแบคทีเรีย และน าไปปั่น
เหวี่ยงและกรองแยกเซลล์แบคทีเรียออก น าส่วนน้ าใสท่ีได้ไปใช้ในการทดสอบเพื่อหาเวลาท่ีเช้ื อ
สามารถสร้างสารยับย้ังการเจริญของราได้ดีท่ีสุด โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ตามวิธีข้อ 3.5.5 

3.7 การทดสอบความเสถียรของสารยับยั้งที่ผลิตจากแบคทีเรีย 

3.7.1 การทดสอบความเสถียรต่อค่าความเป็นกรด-เบส 

 เล้ียงแบคทีเรียท่ีคัดเลือกในภาวะท่ีเหมาะสม แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงและกรองแยกเซลล์
แบคทีเรียออก น าส่วนน้ าเล้ียงเช้ือใสไปปรับค่าความเป็นกรด-เบส ต่างๆ ได้แก่ 2, 4, 6, 8 และ 10 
ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) หรือสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 4) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
20 นาที แล้วปรับค่าความเป็นกรด-เบสกลับมาท่ีค่าเริ่มต้น และน าไปผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อ
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรา โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ตามวิธีข้อ 3.5.5 

3.7.2 การทดสอบความเสถียรต่ออุณหภูมิ 

 เล้ียงแบคทีเรียท่ีคัดเลือกในภาวะท่ีเหมาะสม แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงและกรองแยกเซลล์
แบคทีเรียออก น าส่วนน้ าเล้ียงเช้ือใสไปบ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ 20, 40, 60, 80, 100 และ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นต้ังไว้ให้เย็นเท่ากับอุณหภูมิห้อง ก่อนน าไปผสมกับอาหาร
เล้ียงเช้ือ เพื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรา โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ตาม
วิธีข้อ 3.5.5 
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3.8 การท าบริสุทธิ์โปรตีนจากแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของรา 

3.8.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 

 เล้ียงแบคทีเรียในภาวะท่ีเหมาะสม จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง เพื่อแยกตะกอนเซลล์ออกท่ี
ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วน าส่วนน้ าใส
ของน้ าเล้ียงเช้ือมาตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ท่ีช่วงของความเข้มข้นต่างๆ ท้ังหมด 3 
ช่วง คือ 0-40%, 40-80% และ 80-100% โดยมีปริมาณของแอมโมเนียมซัลเฟตตามตาราง 
nomogram (Cutler, 2004) ขณะตกตะกอนจะใส่แอมโมเนียมซัลเฟตทีละน้อยๆ พร้อมท้ังกวนเบาๆ 
เพื่อให้แอมโมเนียมซัลเฟตละลายได้ดี และจับตัวกับโปรตีนจนเกิดเป็นตะกอนท่ีสมบูรณ์ ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส จากนั้นปั่นแยกตะกอนโปรตีนท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ละลายตะกอนโปรตีนที่ได้ด้วยปริมาตรน้อยท่ีสุดของสารละลาย 50 มิลลิ
โมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH7.5 (ภาคผนวก ข หมายเลข 5) ส่วนน้ าใสจะน าไปตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตในช่วงต่อไป ท าเช่นเดียวกันนี้จนครบทุกช่วงของแอมโมเนียมซัลเฟต และ
สารละลายตะกอนโปรตีนท่ีได้จะน าไปขจัดเกลือออก โดยน าสารละลายตะกอนโปรตีนท่ีได้ใส่ในถุง
ไดอะไลซ์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 6) แล้วแช่ถุงไดอะไลซ์นั้นในสารละลาย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl 
บัฟเฟอร์ pH7.5 ปริมาตร 1 ลิตร โดยมีการกวนเบาๆตลอดเวลา ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปล่ียน
สารละลายบัฟเฟอร์ทุก 5 ช่ัวโมง จ านวน 3 ครั้ง และการขจัดเกลือในครั้งท่ี 4 จะไดอะไลซ์ด้วย
บัฟเฟอร์เดิมท่ีมี 30% กลีเซอรอล (ภาคผนวก ข หมายเลข 7) ผสมอยู่ เป็นระยะเวลา 4-ช่ัวโมง 
จากนั้นวัดปริมาณของโปรตีนจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ด้วยเครื่องนา
โนดรอป แล้วน าโปรตีนท่ีได้ไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งราก่อโรคพืช โดยเทคนิค poison 
food technique ตามวิธีข้อ 3.5.5 โดยใช้อัตราส่วนของสารละลายโปรตีนต่ออาหารเล้ียงเช้ือ เท่ากับ 
1 ต่อ 19 หรือโดยเทคนิค agar diffusion (Lewinstein และคณะ, 2005) โดยเกล่ียสปอร์ของราบน
อาหารแข็ง (PDA) แล้วเจาะหลุมบนอาหารแข็งด้วย steel cork borer ท่ีมีเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.8 
เซนติเมตร หยดสารละลายโปรตีนหลุมละ 100 ไมโครลิตร ท้ังหมด 4 หลุม และมีอีก 1 หลุมตรงกลาง
เพลตท่ีใส่สารเคมีก าจัดรา นิสทาทิน 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร (ภาคผนวก ข 
หมายเลข 8) จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน สังเกตผลการทดลอง โดย
วัดความกว้างของบริเวณยับย้ังท่ีเกิดข้ึน 

3.8.2 การวิเคราะห์ปริมาณของโปรตีน 

 วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยชุดสอบวิเคราะห์ส าเร็จรูป Bio-Rad Protein Assay (Bio-rad 
laboratories, USA) โดยเตรียม dye reagent ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กับน้ าปราศจากไอออน 
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ปริมาตร 200 มิลลิลิตร แล้วกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 4 จากนั้นน าสารละลายโปรตีนปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ผสมกับ dye reagent ท่ีเตรียมไว้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 
น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร และน าค่าท่ีได้ไปค านวณหาค่าความ
เข้มข้นของโปรตีนตัวอย่างจากกราฟมาตรฐานของโบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin) ท่ี
ช่วงความเข้มข้น 0.2-1.0 มิลลิกรัมโปรตีนต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

3.8.3 การทดสอบแอกทิวิตีของโปรตีน 

 การทดสอบแอกทิวิตีของโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ได้นั้น ปฏิบัติตามวิธีท่ีปรับปรุงจากวิธีของ 
Mataragas (Mataragas และคณะ, 2003) โดยน าโปรตีนตัวอย่างมาวัดปริมาณโปรตีนและปรับความ
เข้มข้นโปรตีนให้เท่ากัน หลังจากนั้นเจือจางความเข้มข้นของโปรตีนแบบล าดับส่วนทีละสองเท่า และ
น าไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งรา ตามวิธีข้อ 3.5.5 ประสิทธิภาพในการยับยั้งราของโปรตีน
จะเทียบเป็นค่า Arbitrary Unit (AU) ซึ่ง AU หมายถึง ส่วนกลับของค่าความเจือจางท่ีสูงท่ีสุดท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช แล้วน าค่า AU ท่ีได้ไปค านวณเป็นค่าแอกทิวิตีจ าเพาะ 
(specific activity) ของโปรตีนเปรียบเทียบกับความเข้มข้นโปรตีน (AU/มิลลิกรัมของโปรตีน) ต่อไป 
(Barefoot และ Klaenhammer, 1983, Mataragas และคณะ, 2003) 

3.8.4 การท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของ
ประจุสุทธิของสาร 

 น าโปรตีนท่ีได้จากการตกตะกอนในข้อ 3.8.1 มาท าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี
แบบอาศัยความแตกต่างของประจุสุทธิของสาร โดยน าเจล DEAE ท่ีแช่อยู่ใน 20% แอลกอฮอล์ มา
ล้างด้วยน้ าปราศจากไอออนโดยใช้แท่งแก้วคนเบาๆ แล้วปล่อยให้เจลตกตะกอนเอง เทน้ าส่วนใสและ
เจลท่ีลอยอยู่ด้านบนท้ิง เนื่องจากเป็นเจลท่ีเส่ือมสภาพ ล้างด้วยน้ าปราศจากไอออนหลายๆครั้ง 
จนกระท่ังหมดกล่ินแอลกอฮอล์ จากนั้นแช่เจลใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH7.5 พร้อมท้ัง
ใช้คล่ืนความถี่สูง (sonication) เพื่อก าจัดฟองอากาศออกจากเจล เป็นเวลา 15 นาที จ านวน 3 ครั้ง 
แล้วค่อยๆบรรจุลงในคอลัมน์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.0 เซนติเมตร ต้ังคอลัมน์ไว้ข้ามคืน   น า
สารละลายท้ังหมดท่ีใช้ส าหรับการท าบริสุทธิ์โปรตีน ซึ่งประกอบด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl 
บัฟเฟอร์ pH7.5, 1 โมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH7.5 (ภาคผนวก 
ข หมายเลข 9), 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ และน้ าปราศจากไอออน ท่ีใช้เพื่อปรับให้เจลและ
คอลัมน์มีค่าเป็นกลาง ไปก าจัดฟองอากาศออกโดยใช้คล่ืนเสียงความถี่สูง ภายใต้ภาวะสุญญากาศ 
เป็นเวลาประมาณ 45 นาที หรือจนกว่าฟองอากาศจะหมด   หลังจากนั้นปรับคอลัมน์ท่ีมีเจลบรรจุอยู่
ให้อยู่ในภาวะสมดุล (equilibrate) โดยผ่าน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH7.5 ปริมาตร 3 
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เท่าของปริมาตรเจล ด้วยอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที น าโปรตีนที่ได้จากข้อ 3.8.1 ท่ีมีแอกทิวิ
ตีในการยับยั้งรา ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ค่อยๆเติมลงบนผิวเจล แล้วชะโปรตีนท่ีไม่จับกับเจล 
(unbound fraction) ออก ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH7.5 จากนั้นจึงชะโปรตีนท่ีจับ
อยู่กับเจล (bound fraction) ออกด้วย linear gradient ของ 0-1 โมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ใน 50 
มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH7.5 ตามด้วย 1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ เพื่อใช้ล้างเจลไม่ให้
เหลือโปรตีนเกาะอยู่อีก และสุดท้ายชะคอลัมน์ด้วยน้ าปราศจากไอออน   โปรตีนที่ออกจากคอลัมน์จะ
ถูกเก็บตัวอย่างเป็นล าดับส่วน ส่วนละ 2 มิลลิลิตร และติดตามความเข้มข้นของโปรตีนด้วยการวัดค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร และรวมล าดับส่วนทุกสองล าดับส่วน ใส่ในถุง
ไดอะไลซ์ขนาด cutoff ท่ี 3,500 MW แล้วท าสารละลายโปรตีนให้มีความเข้มข้นมากขึ้นด้วยวิธี 
aquasorb โดยใช้ผงบลาโนส ซีเอ็มซี เพื่อดึงน้ าออก จากนั้นรวบรวมทุกช่วงของโปรตีนไปขจัดเกลือ
ออกโดยน าถุงไดอะไลซ์ท่ีมีสารละลายโปรตีนแช่ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH7.5 
ปริมาตร 1 ลิตร พร้อมท้ังกวนเบาๆตลอดเวลา ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียนบัฟเฟอร์ทุก 5 
ช่ัวโมง ท้ังหมด 3 ครั้ง ในครั้งท่ี 4 ซึ่งเป็นครั้งสุดท้ายจะแช่ถุงไดอะไลซ์ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl 
บัฟเฟอร์ pH7.5 ท่ีมี 30% กลีเซอรอลผสมอยู่ กวนเบาๆท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 
ช่ัวโมง จากนั้นน าโปรตีนที่ได้จากขั้นตอนนี้ไปวัดปริมาณโปรตีน ตามวิธีในข้อ 3.8.2 และน าไปทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับย้ังรา ตามวิธีข้อ 3.5.5 และน าโปรตีนที่อยู่ในช่วงท่ีมีความสามารถในการยับยั้ง
ราก่อโรคในพืชมาวิเคราะห์ความบริสุทธิ์และหาน้ าหนักโมเลกุลเบ้ืองต้นด้วยวิธี SDS-PAGE ตามวิธีข้อ 
3.8.5  

3.8.5 การวิเคราะห์ความบริสุทธิ์และการหาน้ าหนักโมเลกุลเบื้องต้นของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์
ด้วยวิธี SDS-PAGE 

 น าโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้จากข้อ 3.8.4 มาหาน้ าหนักโมเลกุลเบ้ืองต้นด้วยวิธี SDS-PAGE ตามวิธี
ของ Laemmli (1970) โดยเริ่มจากการท าความสะอาดแผ่นแก้วขนาด 8.2X10.2 เซนติเมตร และ
ขนาด 7.4X10.2 เซนติเมตร ด้วย 70% แอลกอฮอล์ แล้วน ามาประกบกัน โดยมีช่องว่างระหว่างแผ่น
แก้ว 1.5 มิลลิเมตร โดยมีแผ่นพลาสติก (spacer) หนา 1 มิลลิเมตร แทรกอยู่ระหว่างขอบสองด้าน
ของแผ่นแก้ว จากนั้นประกอบแผ่นแก้วนี้เข้ากับชุดหล่อเจล MiniPROTEAN tetra cell (Bio-Rad 
Laboratories, USA) แล้วเทสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล (separating gel) ความเข้มข้น 
12.5% ซึ่งเตรียมตามส่วนประกอบดังนี้ 
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การเตรียมสารละลายผสมของเซพาเรติงเจล ท่ีความเข้มข้น 12.5% โดยส่วนผสมของสารละลาย
ต่างๆดังนี้ 

Acry/Bis 37.5/1 (30:0.8), 40% (w/v) solution   2.400 มิลลิลิตร 

1.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH8.8 (ภาคผนวก ข หมายเลข 10)  2.000 มิลลิลิตร 

10% SDS (ภาคผนวก ข หมายเลข 11)    0.080 มิลลิลิตร 

10% Ammonium persulfate (ภาคผนวก ข หมายเลข 12) 0.080 มิลลิลิตร 

น้ าปราศจากไอออน      3.436 มิลลิลิตร 

 ผสมสารทุกชนิดเข้าด้วยกัน อย่าให้เกิดฟอง จากนั้นเติม  TEMED 4 ไมโครลิตร เป็นสาร
สุดท้าย เนื่องจาก TEMED และแอมโมเนียมซัลเฟตจะท าให้เจลแข็งตัวเร็ว ดังนั้นจึงต้องรีบบรรจุ
สารละลายผสมของเซพาเรติงเจลลงในช่องระหว่างแผ่นแก้วทันที ให้มีความสูงของสารละลายห่างจาก
ปลายช่องใส่ตัวอย่าง (slot former) ประมาณ 5 มิลลิเมตร หลังจากนั้นเติมแอบโซลูทเอทานอล
ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงบนผิวหน้าเจล เพื่อให้ผิวเจลเรียบและไม่มีฟองอากาศ ต้ังเจลไว้ประมาณ 
15 นาที หรือจนกว่าเจลจะแข็งตัว เทเอทานอลออก แล้วเทสารละลายผสมของสแต็กกิงเจล 
(stacking gel) ความเข้มข้น 5% ซึ่งเตรียมส่วนประกอบต่างๆดังนี้ 

Acry/Bis 37.5/1 (30:0.8), 40% (w/v) solution   0.250 มิลลิลิตร 

0.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH6.8 (ภาคผนวก ข หมายเลข 13)  1.008 มิลลิลิตร 

10% SDS       20 ไมโครลิตร 

10% Ammonium persulfate     20 ไมโครลิตร 

น้ าปราศจากไอออน      0.700 มิลลิลิตร 

 เติม TEMED 2 ไมโครลิตร เป็นสารสุดท้าย แล้วผสมสารทุกชนิดเข้าด้วยกัน อย่าให้เกิด
ฟองอากาศ จากนั้นบรรจุสารละลายผสมของสแต็กกิงเจลลงในช่องว่างท่ีเหลือระหว่างแผ่นแก้ว วาง
แผ่นพลาสติกส าหรับเตรียมช่องใส่ตัวอย่างลงระหว่างแผ่นแก้ว ต้ังไว้ประมาณ 15 นาที หรือจนกระท่ัง
เจลแข็งตัว น าเจลท่ีเตรียมแล้วประกอบเข้ากับชุดอิเล็กโทรโฟเรซิส เติมสารละลายรันนิ่งบัฟเฟอร์ 
(running buffer) (ภาคผนวก ข หมายเลข 14) ลงในช่องว่างด้านในจนเต็มและด้านนอกให้มีความสูง
ตามก าหนด ดึงแผ่นพลาสติกส าหรับเตรียมช่องใส่ตัวอย่างออก เพื่อเตรียมบรรจุโปรตีนตัวอย่าง 
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การเตรียมโปรตีนส าหรับ SDS-PAGE 

1. การเตรียมตัวอย่างโปรตีนมาตรฐาน 

 ผสมโปรตีนมาตรฐานน้ าหนักโมเลกุลสูง (Thermo Scientific PageRuler Prestained 
Protein Ladder: Cat. No. 26616, Lithuania) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร กับ 1X SDS sample buffer 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 16) ปรับให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 50 ไมโครลิตร 

2. การเตรียมตัวอย่างโปรตีนบริสุทธิ์ 

 น าโปรตีนบริสุทธิ์ท่ีได้จากข้อ 3.8.4 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร มาตกตะกอนโปรตีนด้วย
สารละลาย 10% Trichloroacetic acid (TCA) โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนโปรตีน ด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนโปรตีนด้วยอะซีโตน น าไปปั่นเหวี่ยงเพื่อตกตะกอน
โปรตีน ด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ปฏิบัติ
เช่นนี้เพื่อล้างตะกอนโปรตีน 2 ครั้ง จากนั้นละลายตะกอนโปรตีนให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 50 
ไมโครลิตร ด้วยสารละลายต่างๆดังนี้ 

4X SDS sample buffer (ภาคผนวก ข หมายเลข 15)  12.5 ไมโครลิตร 

β-mercaptoethanol       5.0 ไมโครลิตร 

0.1 นอร์มอล โซเดียมไฮดรอกไซด์    32.5 ไมโครลิตร 

 จากนั้นน าสารละลายโปรตีนตัวอย่างท่ีเตรียมไว้ท้ังหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที และปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที น าสารละลายโปรตีนท่ีได้ไปบรรจุลงในช่องใส่ตัวอย่างแต่ละช่องของเจลท่ีเตรียมไว้ 
ท าอิเล็กโทรโฟเรซิสท่ี 200 โวลท์ เป็นเวลาประมาณ 90 นาที เมื่อสีของบรอมฟีนอลบลูเคล่ือนลงมา
ใกล้ถึงปลายแผ่นเจล น าแผ่นเจลออกจากแผ่นแก้ว แล้วย้อมสีโปรตีนด้วยสีคูแมสซีบลู โดยน าเจลไป
แช่ในสารละลายสีย้อมคูแมสซีบลู (Coomassie blue staining solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 
17) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พร้อมท้ังเขย่าเบาๆตลอดเวลา หลังจากนั้นล้างสีย้อมออกด้วยสารละลาย
ส าหรับล้างสี (destaining solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 18) โดยมีการเขย่าเบาๆตลอดเวลา 
จนกระท่ังเห็นแถบโปรตีนชัดเจน ซึ่งครั้งสุดท้ายท่ีล้างสีย้อมออกใช้สารละลายส าหรับการตรึง ( fix 
solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 19) แทนสารละลายส าหรับล้างสี จากนั้นประมาณค่าน้ าหนัก
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โมเลกุลของโปรตีนบริสุทธิ์ได้จากการพิจารณาการเคล่ือนท่ีของโปรตีนเปรียบเทียบกับการเคล่ือนท่ี
ของโปรตีนมาตรฐานน้ าหนักโมเลกุลสูง (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

3.9 การวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของรา 

 เมื่อน าโปรตีนบริสุทธิ์ท่ีมีความสามารถในการยับยั้งราก่อโรคพืชไปผ่านการท า SDS-PAGE 
เรียบร้อยแล้ว ตัดแถบโปรตีนท่ีปรากฎบนเจลใส่ลงในหลอดไมโครฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมน้ า
ปราศจากไอออน 1 มิลลิลิตร เพื่อป้องกันไม่ให้เจลแห้ง   จากนั้นส าหรับโปรตีนบริสุทธิ์ของ B. 
subtilis N3 ส่งวิเคราะห์ด้วยเครื่องแบบ Electrospray Ionization Quadrupole Time-of-Flight 
Tandem Mass Spectrometry ( ESI-Q-TOF MS/MS) และผลท่ีได้จากเครื่องนี้จะน าผลไปวิเคราะห์
หาล าดับของเพปไทด์และชนิดของโปรตีน โดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลมาตรฐานของโปรตีนจาก 
uniport ด้วยโปรแกรม Mascot (http://www.matrixscience.com/)   ส่วนโปรตีนกึ่งบริสุทธิ์จาก
แบคทีเรียไอโซเลต RS1 ส่งวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Q exactive plus hybrid quadrupole orbitrap 
mass spectrometry ท่ีต่อกับ liquid chromatography   ผลท่ีได้จากเครื่องนี้จะน าผลไปวิเคราะห์
หาล าดับของเพปไทด์และชนิดของโปรตีน โดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลมาตรฐานของโปรตีนจาก 
uniport ด้วยโปรแกรม X! TANDEM Spectrum Modeler (http://www.thegpm.org)   ซึ่งการ
วิเคราะห์โปรตีนท้ังหมดใช้บริการเครื่องมือท่ีภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ส าหรับการวิเคราะห์โปรตีนจะใช้เอนไซม์ทริปซิน (trypsin) เพื่อตัดโปรตีนให้มีขนาดส้ัน
ลง และมีค่าพารามิเตอร์ต่างๆดังนี้: carbamidomethyl cysteine ส าหรับเป็น fixed modification 
และ  oxidation of methionine เป็น  variable modification   ส่วน peptide tolerance และ 
mass tolerances คือ 1.2 Da และ 0.6 Da ตามล าดับ โดยมีเกณฑ์ส าคัญในการเลือกคือต้องมีค่า
นัยส าคัญต่ ากว่า 0.05 (P < 0.05) จากนั้นจึงสามารถระบุชนิดของโปรตีนได้ 

3.10 การศึกษายีนแฟลกเจลลินในแบคทีเรีย 

3.10.1 การสกัดดีเอ็นเอแบคทีเรีย  

  สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียโดยวิธีของ LMU-Munich (LMU-Munich Team, 2012) โดย
เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 
ช่ัวโมง น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าตะกอน
เซลล์มาแขวนลอยในสารละลาย TEN (ภาคผนวก ข หมายเลข 23) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แล้ว
ย้ายสารละลายท่ีได้ไปใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมไลโซไซม์ความเข้มข้น 20 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข หมายเลข 24) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และเติม RNase A (ภาคผนวก ข หมายเลข 25) ความเข้มข้น 20 



 52 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
จากนั้นเติมสารละลาย 10% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร, proteinase K 
ปริมาณเล็กน้อย และสารละลาย TEN* (ภาคผนวก ข หมายเลข 26) ปริมาตร 550 ไมโครลิตร ผสม
ให้ เข้ ากั นแ ล้วบ่ม ท่ีอุณหภูมิ  60  องศา เซลเซี ยส เป็น เวลา  2  ช่ั ว โมง  เ ติม สารละลาย 
phenol:chloroform:isoamylalcohol (25:24:1) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากันโดย
การกลับหลอดไปมา น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง ท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 
นาที แล้วน าส่วนน้ าใสย้ายไปใส่หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอ
ด้วยเอทานอลเข้มข้นท่ีเย็น ปริมาตรสองเท่า แล้วน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส น าไปปั่น
เหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยสารละลาย TEN* 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบในปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส 

3.10.2 การเพิ่มจ านวนยีนแฟลกเจลลนิด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

  เพิ่มจ านวนยีนแฟลกเจลลินด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ท่ีท านายจาก
ล า ดับของยีนนี้ ท่ี มี อยู่ ในฐานข้อมู ล  NCBI ซึ่ ง ประกอบไปด้วยฟอร์ เ วิ ร์ ด ไพ ร เมอร์  (5'-
ggtattggatccatgagaattaaccacc-3') และรีเวิร์สไพรเมอร์ (-aagggatccttgcggctgttggtt-3') โดยใช้
เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) และเตรียมส่วนประกอบต่างๆท่ีใช้ส าหรับท า
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ดังนี้  

5X Q5 Reaction Buffer      5 ไมโครลิตร 
10 µM forward primer      1.25 ไมโครลิตร 
10 µM reverse primer      1.25 ไมโครลิตร 
2.5 mM dNTPs        2 ไมโครลิตร 
ดีเอ็นเอแม่แบบท่ีเตรียมไว้       1 ไมโครลิตร 
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase     0.25 ไมโครลิตร 
น้ าปราศจากไอออนและปลอดเช้ือ   14.25 ไมโครลิตร 

  ผสมสารให้เข้ากันเบาๆโดยใช้ปิเปตต์ดูดขึ้นลง และระวังไม่ให้มีฟองอากาศ และสารละลาย
จะต้องอยู่บนน้ าแข็ง จากนั้นน าหลอดไปใส่ในเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีปรับตามโปรแกรมดังนี้ 
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 Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ  98  องศาเซลเซียส   ป็นเวลา   30  วินาที 
Denaturation    ท่ีอุณหภูมิ  98  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา   10  วินาที 
Annealing     ท่ีอุณหภูมิ  55  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา   30  วินาที 30 รอบ 
Extention     ท่ีอุณหภูมิ  72  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา   1.5  นาที 
Final extention    ท่ีอุณหภูมิ  72  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา    2   นาที 

 จากนั้นน าผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มจ านวนได้ไปตรวจสอบตามข้อ 3.10.3 

3.10.3 การตรวจสอบดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทร
โฟเรซิส 

 เตรียมเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1% โดยช่ังอะกาโรส แล้วละลายในสารละลายบัฟเฟอร์ 
1X TAE (ภาคผนวก ข หมายเลข 27) น าเจลท่ีเตรียมเสร็จแล้วใส่บนเครื่องอิเล็กโทรโฟเรซิส (Mupid-
2 Advance, Japan) และโหลดดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ีได้จากข้อ 3.10.2 ท่ีผสมกับ 6X loading dye 
และใช้ดีเอ็นเอมาตรฐานเป็น 1 kb ladder (Fermentas, USA) โดยใช้กระแสไฟฟ้าเท่ากับ 100 โวลต์ 
เป็นเวลา 25 นาที จากนั้นย้อมเจลท่ีได้ด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข หมายเลข 28) เป็นเวลา 10 นาที น าเจลท่ีได้ไปแช่ในน้ าปราศจากไอออน เพื่อชะเอธิ
เดียมโบรไมด์ส่วนเกินออก แล้วถ่ายรูปด้วยเจลด้วยโปรแกรม Quantity One เวอร์ช่ัน 4.4.1 (Bio-
Rad Laboratories, USA) จากนั้นน าสารละลายท่ีได้ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ แล้วเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลของ NCBI โดยใช้วิธี blastx เพื่อศึกษาความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีแปลงเป็น
ล าดับกรดอะมิโนในจุลินทรีย์ต่างๆในฐานข้อมูล 

3.11 การศึกษาผลของโปรตีนบริสุทธิ์ต่อการเจริญของเส้นใยของราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 น าโปรตีนบริสุทธิ์ที่ได้จากข้อ 3.8.4 มาทดสอบกับ P. palmivora ตามวิธีในข้อ 3.5.5 โดยใช้
อัตราส่วนของโปรตีนต่ออาหารเล้ียงเช้ือเท่ากับ 1:19 จากนั้นบ่มเพลตเป็นเวลา 2 วัน น าไปสังเกต
ลักษณะการเปล่ียนแปลงของเส้นใย ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง และกล้องจุลทรรศน์แบบส่อง
กราด (Scanning Electron Microscope, SEM) โดยใช้บริการของศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติมโปรตีน 
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3.12 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับยั้งราแบบ in vitro และ in vivo 

3.12.1 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราก่อโรคพืชชนิดต่างๆบนจานเลี้ยงเชื้อ ( in 
vitro) 

 ก่อนน าแบคทีเรียไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคบนกล้วยไม้ ได้ทดสอบ
ยืนยันความสามารถของแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของราชนิดต่างๆ ท้ังหมด 9 ชนิดอีกครั้งบน
จานเล้ียงเช้ือ โดยเล้ียงแบคทีเรียในภาวะท่ีผลิตสารยับย้ังราได้ดีท่ีสุด จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพการ
ยับย้ังราโดยเทคนิค poison food technique ตามวิธีข้อ 3.5.5 

3.12.2 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราบนกล้วยไม้ (in vivo) 

3.12.2.1 กล้วยไม้ 

 ต้นกล้วยไม้ในงานวิจัยนี้จัดซื้อมาจากแหล่งเพาะพันธุ์กล้วยไม้ผ่านกระบวนเพาะงอกแบบ
ปลอดเช้ือ ซึ่งมีกล้วยไม้ 2 สกุล ได้แก่ สกุลช้างกระ (Rhynchostylis) และสกุลหวาย (Dendrobium) 
โดยจะน ามาแยกปลูกลงในกระถางขนาด 1 นิ้ว ท่ีมีใยมะพร้าวเป็นวัสดุปลูก และเล้ียงกล้วยไม้ไว้เป็น
เวลา 2 สัปดาห์ เพื่อให้กล้วยไม้ปรับตัวก่อนน าไปใช้ในการทดลอง 

  ส าหรับดอกกล้วยไม้จัดซื้อจากแหล่งท่ีมีจ าหน่ายท่ัวไป ในการทดลองนี้ใช้ดอกกล้วยไม้สกุล
หวาย ซึ่งประกอบด้วยสองพันธุ์ ได้แก่ พันธุ์สีขาว (5N) และพันธุ์สีชมพู (ซากุระ) 

 3.12.2.2 การเตรียมรา 

 เล้ียงราแต่ละชนิดบนอาหารแข็งท่ีเหมาะสม เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นจะใช้ steel cork borer 
ขนาด 0.8 เซนติเมตร เจาะบริเวณขอบการเจริญของรา จากนั้นน าส่วนวุ้นท่ีติดมาออก น าราครึ่งหนึ่ง
ไปใช้ในการทดสอบข้ันต่อต่อไป 

 3.12.2.3 การเตรียมน้ าเลี้ยงเชื้อส่วนใสของแบคทีเรีย 

 เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลวในภาวะท่ีผลิตสารยับยั้งราได้ดีท่ีสุด จากนั้นเตรียมน้ าเล้ียงเช้ือ
ส่วนใสเช่นเดียวกับข้อ 3.5.2 เพื่อใช้ในการทดสอบ 

 3.12.2.4 การทดสอบความสามารถของน้ าเลี้ยงเชื้อส่วนใสของแบคทีเรียในการ
ยับยั้งการเกิดโรคบนต้นกล้วยไม้ 

 การทดสอบในขั้นนี้น ากล้วยไม้มาทดสอบ ซึ่งแต่ละชุดการทดลองมีจ านวนซ้ าของกล้วยไม้
จ านวน 3 กระถาง โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 5 ชุดการทดลอง ดังนี้ 
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1. ใส่น้ าปลอดเช้ือ เพื่อเป็นชุดควบคุมผลลบ 

2. ใส่น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย เพื่อทดสอบผลของน้ าเล้ียงเช้ือของแบคทีเรียท่ีมีต่อต้น
กล้วยไม้ 

3. ใ ส่ ร า แ ต่ ล ะ ช นิ ด  ( C. lunata, C. gloeosporioides, R. solani, F. oxysporum, 
F. periferatum, F. solani, F. moniliforme, P. aphanidermatum และ P. palmivora) เพื่อ
ทดสอบการเกิดโรคบนกล้วยไม้โดยราเหล่านี้ 

4. ใส่ราแต่ละชนิด + น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย โดยจะใส่ราแต่ละชนิดลงบนต้น
กล้วยไม้ก่อนเป็นเวลา 1 วัน จากนั้นจึงใส่น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย เพื่อทดสอบความสามารถ
ในการรักษาโรค (curative) 

5. ใส่น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย + ราแต่ละชนิด โดยจะใส่น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสก่อนเป็น
เวลา 1 วัน จากนั้นจึงใส่ราแต่ละชนิด เพื่อทดสอบความสามารถในการป้องกันการเกิดโรค 
(protective) 

 จากนั้นสังเกตการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึ้นกับต้นกล้วยไม้ เป็นเวลา 14 วัน และก าหนดระดับ
ความรุนแรงในการเกิดโรคดังนี้ 

ดัชนีความรุนแรงในการเกิดโรค:  

(2) = กล้วยไม้เจริญปกติ 

(1) = กล้วยไม้มีอาการเห่ียว/ใบมีสีเหลือง 

(0) = กล้วยไม้ตาย 

 3.12.2.5 การทดสอบความสามารถของน้ าเลี้ยงเชื้อส่วนใสและของโปรตีน
บริสุทธิ์จากแบคทีเรียในการยับยั้งการเกิดโรคบนดอกกล้วยไม้ 

 น าช่อดอกกล้วยไม้มาท าความสะอาดด้วย 70% แอลกอฮอล์ เพื่อไม่ให้มีเช้ืออื่นปนเปื้อน 
แล้วท าให้ดอกกล้วยไม้เป็นแผลด้วยการใช้เข็ม (needle) สะกิดเบาๆ จากนั้นพ่นสารละลายต่างๆตาม
ชุดการทดลองท่ีมีท้ังหมด 7 ชุดการทดลอง ได้แก่ 

1. พ่นด้วยน้ าปลอดเช้ือ เพื่อเป็นชุดควบคุมผลลบ 

2. พ่นด้วยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย เพื่อทดสอบผลของน้ าเล้ียงเช้ือของแบคทีเรียท่ีมี
ต่อดอกกล้วยไม้ 
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3. พ่นด้วยสปอร์ของ C. lunata จ านวน  2 X 105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เพื่อทดสอบการเกิด
โรคบนดอกกล้วยไม้โดยรานี้ 

4. พ่นด้วยสปอร์ของ C. lunata + น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย โดยจะพ่นราลงบนดอก
กล้วยไม้ก่อนเป็นเวลา 1 วัน จากนั้นจึงพ่นด้วยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย เพื่อทดสอบ
ความสามารถในการรักษาโรคโดยน้ าเล้ียงเช้ือ 

5. พ่นด้วยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย + C. lunata โดยจะพ่นน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสก่อน
เป็นเวลา 1 วัน จากนั้นจึงพ่นด้วยรา เพื่อทดสอบความสามารถในการป้องกันการเกิดโรคโดยน้ าเล้ียง
เช้ือ 

6. พ่นด้วยสปอร์ของ C. lunata + โปรตีนบริสุทธิ์ 20 ไมโครลิตร โดยจะพ่นราลงบนดอก
กล้วยไม้ก่อนเป็นเวลา 1 วัน จากนั้นจึงพ่นด้วยโปรตีนบริสุทธิ์ของแบคทีเรีย เพื่อทดสอบความสามารถ
ในการรักษาโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์ 

7. พ่นด้วยโปรตีนบริสุทธิ์ 20 ไมโครลิตร + สปอร์ของ C. lunata โดยจะพ่นโปรตีนบริสุทธิ์
ของแบคทีเรียก่อนเป็นเวลา 1 วัน จากนั้นจึงพ่นด้วยรา เพื่อทดสอบความสามารถในการป้องกันการ
เกิดโรคโดยโปรตีนบริสุทธิ์ 

จากนั้นสังเกตการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึ้นกับดอกกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์สีขาว (5N) และพันธุ์สี
ชมพู (ซากุระ) เป็นเวลา 6 วัน 

3.13 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 

 พิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียจากลักษณะโคโลนี, การย้อมสี Gram, รูปร่างของแบคทีเรีย, 
และการวิเคราะห์ทางชีววิทยาระดับโมเลกุล โดยส่งไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA 
ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี แล้วน าล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับ 
นิวคลีโอไทด์บริ เ วณ 16S rDNA ของแบคทีเรียชนิ ด ต่ างๆ ท่ีมี อยู่ ในฐานข้อมู ล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด้วยโปรแกรม Blastn 

3.14 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติท่ีใช้ในงานวิจัยนี้ คือ สถิติเชิงพรรณนา (descriptive statistics) 
ตัวอย่างเช่น การค านวณค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานในการทดลองแต่ละขั้นตอน 

  



บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การคัดเลือกแบคทีเรียที่ยับยั้งการเจริญของราน้ าโดยใช้เซลล์และน้ าเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียใน
การทดสอบ 

งานวิจัยก่อนหน้านี้ พบว่า Bacillus subtilis N3 สามารถยับยั้งการเจริญของ Curvularia 
lunata ซึ่งเป็นราท่ีก่อโรคในกล้วยไม้ โดยรานี้จัดอยู่ในไฟลัม Ascomycota (รพีวรรณ โสวรรณปรีชา
, 2553)   ส าหรับในงานวิจัยนี้จะหาแบคทีเรียเพิ่มเติมท่ีสามารถยับยั้งกลุ่มของราน้ าในไฟลัม 
Heterokontophyta ซึ่งได้แก่ Phytophthora palmivora และ Pythium aphanidermatum ซึ่ง
ก่อโรคในกล้วยไม้อย่างกว้างขวางเช่นกัน 

เพื่อให้ได้แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราน้ า P. palmivora และ 
P. aphanidermatum ซึ่งก่อโรคในกล้วยไม้นั้น งานวิจัยนี้ได้น าแบคทีเรีย 10 ชนิดท่ีมีรายงานว่า
สามารถยับยั้งราท่ีก่อโรคในพืชได้ (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549) มาทดสอบเบื้องต้นโดยวิธี dual 
culture เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีเป็นการเจริญของราน้ าโดยไม่มีแบคทีเรีย   ผลการทดลองพบว่า
เซลล์แบคทีเรียไอโซเลต M10, M25 และ M27 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ 
P. aphanidermatum ได้ดีท่ีสุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 57.08% เท่ากันท้ังสามไอโซเลต 
และเซลล์แบคทีเรียไอโซเลต N1 และ M26 แสดงค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง P. aphanidermatum 
เท่ากับ 47.95% เท่ากันท้ังสองไอโซเลต   ส่วนเซลล์แบคทีเรียไอโซเลต M22, N3, RS1, M23 และ 
N9 มีค่าการยับยั้งการเจริญของ P. aphanidermatum เท่ากับ 45.66%, 43.38%, 34.25%, 6.85% 
และ 0.00% ตามล าดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 

ส าหรับการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora โดยเซลล์แบคทีเรียท้ัง 10 ไอโซเลต พบว่า
แบคทีเรียไอโซเลต M10, M22, M27, M25, RS1, N9 และ M23 มีความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของราได้ท่ี 78.06%, 77.00, 74.89%, 72.78%, 49.58%, 2.11% และ 0.00% ตามล าดับ   
ส่วนของเซลล์แบคทีเรียไอโซเลต N1, N3 และ M26 มี เปอร์ เซ็นต์การยับยั้ งการเจริญของ 
P. palmivora เท่ากับ 67.51% เท่ากันท้ังสามไอโซเลต ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Heterokont
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ตารางที่  4.1 การยับยั้งการเจริญของ P. aphanidermatum และ P. palmivora ด้วยเซลล์
แบคทีเรียโดยวิธี dual culture 

 P. aphanidermatum P. palmivora 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง

โคโลนี 
(มิลลิเมตร) 

% การ
ยับย้ัง 

เพลตแสดงการยับย้ัง 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง

โคโลนี 
(มิลลิเมตร) 

% การ
ยับย้ัง 

เพลตแสดงการยับย้ัง 

ชุด
ควบคุม 

21.9 ± 
0.04 

0.00 

 

47.4 ± 
0.11 

0.00 

 

RS1 
14.4 ± 
0.04 

34.25 

 

23.9 ± 
0.11 

49.58 

 

N1 
11.4 ± 
0.04 

47.95 

 

15.4 ± 
0.04 

67.51 

 

N3 
12.4 ± 
0.04 

43.38 

 

15.4 ± 
0.11 

67.51 

 

N9 
21.9 ± 
0.06 

0.00 

 

46.4 ± 
0.04 

2.11 
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M10 
9.4 ± 
0.09 

57.08 

 

10.4 ± 
0.07 

78.06 

 

M22 
11.9 ± 
0.12 

45.66 

 

10.9 ± 
0.04 

77.00 

 

M23 
20.4 ± 
0.08 

6.85 

 

47.4 ± 
0.07 

0.00 

 

M25 
9.4 ± 
0.04 

57.08 

 

12.9 ± 
0.07 

72.78 

 

M26 
11.4 ± 
0.08 

47.95 

 

15.4 ± 
0.07 

67.51 

 

M27 
9.4 ± 
0.04 

57.08 

 

11.9 ± 
0.07 

74.89 

 
 

เมื่อน าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสจากแบคทีเรียท้ัง 10 ไอโซเลตไปทดสอบความสามารถในการยับยั้ง 
P. aphanidermatum โดยวิธี poison food technique โดยใช้อัตราส่วนระหว่างน้ าเล้ียงเช้ือส่วน
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ใสต่ออาหารเล้ียงเช้ือ เท่ากับ 1:1 ผลการทดลองพบว่า น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสจากแบคทีเรียไอโซเลต 
RS1, M10, M23, M25, M26 และ M27 ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. aphanidermatum ได้ 
โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเท่ากับ 0.00% ทุกไอโซเลต แต่น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสจากแบคทีเรีย
ไอโซเลต N3, M22, N1 และ N9 แสดงเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของ P. aphanidermatum 
เท่ากับ 30.77%, 23.08%, 15.23% และ 7.69% ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ดังแสดง
ในตารางท่ี 4.2 

ส าหรับการน าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสจากแบคทีเรียท้ัง 10 ไอโซเลตไปทดสอบความสามารถใน
การยับยั้ง P. palmivora โดยวิธี poison food technique โดยใช้อัตราส่วนระหว่างน้ าเล้ียงเช้ือ
ส่วนใสต่ออาหารเล้ียงเช้ือ เท่ากับ 1:1 ผลการทดลองพบว่า น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสจากแบคทีเรียไอโซเลต 
RS1, M25, M10, M22, M26, N3, N1, N9, M27 และ M23 ให้ผลการยับยั้งการเจริญของราเท่ากับ 
100%, 68.42%, 52.63%, 52.63%, 47.37%, 44.74%, 42.11%, 23.68% และ 0.00% ตามล าดับ 
ดังแสดงในตารางท่ี 4.2   จากผลการทดลองนี้ ได้คัดเลือกแบคทีเรียไอโซเลต RS1 เพื่อน าไปศึกษาใน
ขั้นต่อไป เนื่องจากเป็นแบคทีเรียเพียงไอโซเลตเดียวท่ีแสดงผลการยับยั้งได้ถึง 100% ต่อ 
P. palmivora   ส่วน P. aphanidermatum นั้น ยังไม่มีแบคทีเรียไอโซเลตใดท่ีให้ผลการยับยั้งท่ีสูง
เพียงพอ จึงยังไม่ได้น ามาศึกษาต่อในงานวิจัยนี้ 
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ตารางที่ 4.2 การยับยั้งการเจริญของ P. aphanidermatum และ P. palmivora โดยน้ าเล้ียงเช้ือ
จากแบคทีเรียในอัตราส่วน 1:1 โดยวิธี poison food technique 

 P. aphanidermatum P. palmivora 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง

โคโลนี 
(มิลลิเมตร) 

% การ
ยับย้ัง 

เพลตแสดงการยับย้ัง 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง

โคโลนี 
(มิลลิเมตร) 

% การ
ยับย้ัง 

เพลตแสดงการยับย้ัง 

ชุด
ควบคุม* 

0.65 ± 
0.04 

0.00 

 

1.90 ± 
0.11 

0.00 

 

RS1 
0.65 ± 
0.07 

0.00 

 

0.00 ± 
0.00 

100.00 

 

N1 
0.55 ± 
0.04 

15.38 

 

1.10 ± 
0.04 

42.11 

 

N3 
0.45 ± 
0.07 

30.77 

 

1.05 ± 
0.07 

44.74 

 

N9 
0.60 ± 
0.11 

7.69 

 

1.10 ± 
0.04 

42.11 
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M10 
0.65 ± 
0.07 

0.00 

 

0.90 ± 
0.07 

52.63 

 

M22 
0.50 ± 
0.04 

23.08 

 

0.90 ± 
0.04 

52.63 

 

M23 
0.65 ± 
0.04 

0.00 

 

1.90 ± 
0.07 

0.00 

 

M25 
0.65 ± 
0.07 

0.00 

 

0.60 ± 
0.04 

68.42 

 

M26 
0.65 ± 
0.04 

0.00 

 

1.00 ± 
0.04 

47.37 

 

M27 
0.65 ± 
0.04 

0.00 

 

1.45 ± 
0.04 

23.68 

 
* ชุดควบคุมคือ อาหารท่ีไม่ได้ผสมน้ าเล้ียงเช้ือของแบคทีเรีย 
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4.2 การหาภาวะที่เหมาะสมส าหรับแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ในการสร้างสารยับยั้งการเจริญของ 
P. palmivora 

เพื่อหาภาวะท่ีเหมาะสมของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ในการผลิตสารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของ P. palmivora นั้น ได้แปรผันปัจจัยท่ีส าคัญ 4 ปัจจัย ได้แก่ อาหารเล้ียงเช้ือ, ความเป็นกรด-เบส
ของอาหารเล้ียงเช้ือ, อุณหภูมิในการเล้ียงเช้ือ และระยะเวลาท่ีเช้ือสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ได้ดีท่ีสุด 

4.2.1 การแปรผันชนิดของอาหารเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลต RS1 

 เมื่อน าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ท่ีเจริญในอาหารแต่ละชนิด ซึ่งได้แก่ 
อาหารเล้ียงเช้ือ NB, LB และ TSB มาผสมกับอาหารแข็ง V8 ด้วยอัตราส่วน 1:9 แล้วทดสอบต่อการ
เจริญของ P. palmivora ผลการทดลองพบว่า แบคทีเรียไอโซเลต RS1 สามารถเจริญได้ท้ังในอาหาร
เล้ียงเช้ือ NB, LB และ TSB โดยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งมาก
ท่ีสุด ได้แก่ อาหารเหลว LB (53.33%) รองลงมา ได้แก่ อาหารเหลว NB (29.03%) และแสดง
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งน้อยท่ีสุด ได้แก่ อาหารเหลว TSB (13.33%) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใช้
อาหารเหลวแต่ละชนิดแทนน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย ดังแสดงในตารางท่ี 4.3   ดังนั้นจึงเลือก
เล้ียงแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ในอาหารเหลว LB เพื่อใช้ในการทดลองแปรผันปัจจัยความเป็นกรด-เบส
ต่อไป 

ตารางที่ 4.3 การยับยั้งการเจริญของ P. palmivora โดยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรียไอโซเลต 
RS1 ท่ีเล้ียงในอาหารเหลวชนิดต่างๆ 

ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ 
เส้นผ่านศูนย์กลาง
โคโลนี (มิลลิเมตร) 

% การยับยั้ง เพลตแสดงการยับยั้ง 

ชุดควบคุม* (NB) 1.55 ± 0.11 0.00 

 

NB 1.1 ± 0.07 29.03 
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ชุดควบคุม* (LB) 1.5 ± 0.07 0.00 

 

LB 0.7 ± 0.07 53.33 

 

ชุดควบคุม* (TSB) 1.5 ± 0.04 0.00 

 

TSB 1.3 ± 0.08 13.33 

 
* ชุดควบคุมคือ อาหารเล้ียงเช้ือชนิดต่างๆท่ีไม่มีแบคทีเรีย 

4.2.2 การแปรผันความเป็นกรด-เบสของอาหารเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลต RS1 

 เมื่อน าแบคทีเรียไอโซเลต RS1 มาเล้ียงในอาหารเหลว LB ท่ีแปรผันความเป็นกรด-เบสของ
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีค่า pH6, pH7, pH8 และ pH9 แล้วผสมกับอาหาร V8 ด้วยอัตราส่วน 1:9 จากนั้น
ทดสอบต่อการเจริญของ P. palmivora เป็นเวลา 4 วัน   ผลการทดลองพบว่า น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใส
จากแบคทีเรียเมื่อเล้ียงท่ี pH ต่างๆให้ผลการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora จากมากท่ีสุดไปหา
น้อยท่ีสุดดังนี้ pH7, pH6, pH8 และ pH9 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของ P. palmivora 
เท่ากับ 52.63%, 48.57%, 32.35% และ 22.58% ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใช้
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีค่า pH ต่างๆดังแสดงในตารางท่ี 4.4   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกเล้ียงแบคทีเรียไอ
โซเลต RS1 ในอาหารเหลว LB ท่ี pH7 เพื่อใช้ในการทดลองแปรผันอุณหภูมิส าหรับการบ่มแบคทีเรีย
ต่อไป 
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ตารางที่ 4.4 การยับยั้งการเจริญของ P. palmivora โดยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรียไอโซเลต 
RS1 ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว LB ท่ีความเป็นกรด-เบสต่างๆ 

ความเป็นกรด-เบส
ของ LB 

เส้นผ่านศูนย์กลาง
โคโลนี (มิลลิเมตร) 

% การยับยั้ง เพลตแสดงการยับยั้ง 

ชุดควบคุม* (pH 6) 1.75 ± 0.07 0.00 

 

pH 6 0.9 ± 0.07 48.57 

 

ชุดควบคุม* (pH 7) 1.9 ± 0.07 0.00 

 

pH 7 0.9 ± 0.07 52.63 

 

ชุดควบคุม* (pH 8) 1.7 ± 0.07 0.00 
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pH 8 1.15 ± 0.07 32.35 

 

ชุดควบคุม* (pH 9) 1.55 ± 0.11 0.00 

 

pH 9 1.2 ± 0.04 22.58 

 
* ชุดควบคุมคือ อาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีความเป็นกรด-เบสต่างๆท่ีไม่มีแบคทีเรีย 

4.2.3 การแปรผันอุณหภูมิส าหรับการบ่มแบคทีเรียไอโซเลต RS1 

 เพื่อหาอุณหภูมิส าหรับการเล้ียงแบคทีเรียไอโซเลต RS1 เพื่อให้ผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญของ P. palmivora ได้ดีท่ีสุด ได้เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB ท่ี pH7 โดยมีการแปรผัน
อุณหภูมิในการบ่มท่ี 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส จากนั้นใช้น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสผสมกับอาหาร V8 
ด้วยอัตราส่วน 1:9 เพื่อใช้ในการทดสอบกับรา   ผลการทดลองพบว่า อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับ
เล้ียงแบคทีเรียไอโซเลต RS1 คือ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส รองลงมา คือ อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส และ 40 องศาเซลเซียส โดยแสดงเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 54.84%, 41.94% และ 
35.48% ตามล าดับ เมื่อเปรียบกับชุดควบคุม ซึ่งก็คือ อาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ี pH7 ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4.5   ดังนั้นจากการทดลองนี้จึงเลือกอุณหภูมิส าหรับเล้ียงแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ในอาหาร
เหลว LB pH7 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปหาช่วงเวลาท่ีแบคทีเรียสามารถผลิตสารออก
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ดีท่ีสุดในการทดลองต่อไป 
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ตารางที่ 4.5 การยับยั้งการเจริญของ P. palmivora โดยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรียไอโซเลต 
RS1 ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว LB pH7 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เส้นผ่านศูนย์กลาง
โคโลนี (มิลลิเมตร) 

% การยับยั้ง เพลตแสดงการยับยั้ง 

ชุดควบคุม* 1.55 ± 0.07 0.00 

 

30 องศาเซลเซียส 0.9 ± 0.07 41.94 

 

37 องศาเซลเซียส 0.7 ± 0.07 54.84 

 

40 องศาเซลเซียส 1.0 ± 0.07 35.48 

 
* ชุดควบคุมคือ อาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB, pH7 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

4.2.4 การแปรผันระยะเวลาในการเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลต RS1 

 การทดลองนี้ได้เล้ียงแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ในอาหารเหลว LB pH7 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และเก็บตัวอย่างทุกๆ 3 ช่ัวโมง เพื่อติดตามการเจริญของแบคทีเรียไอ
โซเลต RS1 โดยน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร และเพื่อทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้ง P. palmivora ท่ีแต่ละช่วงเวลาดังกล่าว โดยน าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ
แบคทีเรียผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง V8 ในอัตราส่วนเท่ากับ 1:9 ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 4.1 ซึ่ง
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พบว่า แบคทีเรียไอโซเลต RS1 มีการเจริญเข้าสู่ lag phase ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 0-3 และเข้าสู่ระยะ 
logarithmic phase ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 3-18 และเข้าสู่ช่วง stationary phase ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 18 เป็น
ต้นไป 

ในด้านการยับยั้งรา พบว่า แบคทีเรียไอโซเลต RS1 สามารถสร้างสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้ง
การเจริญของ P. palmivora ได้ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 9 เป็นต้นไป ซึ่งเป็นช่วงท่ีแบคทีเรียไอโซเลต RS1 
เจริญอยู่ในระยะ late logarithmic phase   ดังนั้นจึงจัดว่าสารออกฤทธิ์ยับย้ังราท่ีแบคทีเรียผลิตขึ้น
เป็นผลิตภัณฑ์ประเภท non-growth associate   โดยแบคทีเรียไอโซเลต RS1 แสดงเปอร์เซ็นต์การ
ยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ดีท่ีสุดท่ี ช่ัวโมงท่ี 21 ซึ่งมีค่าการยับยั้งเท่ากับ 52.94% เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติมน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย ดังแสดงในรูปท่ี 4.1 

 
รูปที่ 4.1 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง P. palmivora และการเจริญของ
แบคทีเรียไอโซเลต RS1 ท่ีเวลาต่างๆ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
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4.3 การทดสอบความเสถียรของสารยับยั้งการเจริญของราที่ผลิตโดยแบคทีเรียไอโซเลต RS1 

4.3.1 การทดสอบความเสถียรต่อค่าความเป็นกรด-เบสของน้ าเลี้ยงเชื้อส่วนใสจากแบคทีเรีย
ไอโซเลต RS1 

 เมื่อเล้ียงแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ในภาวะท่ีเหมาะสม จากนั้นน าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสไปปรับค่า
ความเป็นกรด-เบส ท่ี pH2, pH4, pH6, pH8 และ pH10 เป็นเวลา 20 นาที ก่อนน าน้ าเล้ียงเช้ือส่วน
ใสไปผสมกับอาหาร V8 ด้วยอัตราส่วน 1:9 เพื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ 
P. palmivora นั้น ผลการทดลองพบว่า สารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของราน้ าสามารถทนความ
เป็นกรด-เบส ได้เพียงเล็กน้อย โดยแสดงผลเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของราน้ า ท่ี pH2, pH4, 
pH6, pH8 และ pH10 มีค่าเท่ากับ 10.87%, 19.57%, 21.74%, 26.09% และ 21.74% ตามล าดับ 
และค่าความเป็นกรด-เบสท่ีสารออกฤทธิ์ในน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ยังสามารถ
แสดงความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราได้ดีท่ีสุดอยู่ในช่วงท่ีเป็นกลาง (ท่ี pH8) โดยมี
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 26.09% และเมื่อยิ่งเพิ่มความเป็นกรดหรือเบสของน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใส
มากขึ้น จะมีผลท าให้ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ลดลง ดังแสดงในตาราง
ท่ี 4.6 

ตารางที่ 4.6 ความเสถียรของสารยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ในน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ
แบคทีเรียไอโซเลต RS1 ท่ีค่าความเป็นกรด-เบส ต่างๆ 

ความเป็นกรด-เบส 
เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี 

(มิลลิเมตร) 
% การยับยั้ง 

ชุดควบคุม* 2.30 ± 0.14 0.00 

pH2 2.05 ± 0.07 10.87 

pH4 1.85 ± 0.07 19.57 

pH6 1.80 ± 0.00 21.74 

pH8 1.70 ± 0.14 26.09 

pH10 1.80 ± 0.14 21.74 

* ชุดควบคุมคือ อาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB, pH7 
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4.3.2 การทดสอบความเสถียรต่ออุณหภูมิของน้ าเลี้ยงเชื้อส่วนใสจากแบคทีเรียไอโซเลต RS1 

 เมื่อน าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ไปบ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 20 
นาที จากนั้นต้ังไว้จนเท่ากับอุณหภูมิห้อง แล้วน าไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ 
P. palmivora แล้ว ได้ผลดังแสดงในตารางท่ี 4.7 ซึ่งพบว่าหลังจากบ่มน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสท่ีอุณหภูมิ
ต่างๆ ได้แก่ 20 องศาเซลเซียส, 40 องศาเซลเซียส, 60 องศาเซลเซียส, 80 องศาเซลเซียส, 100 องศา
เซลเซียส และ 121 องศาเซลเซียส แล้วน าไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ 
P. palmivora พบว่ามี ค่าเปอร์ เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเท่ากับ 30.43%, 33.70%, 23.91%, 
23.91%, 23.91% และ 2.17% ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นได้ว่าสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ 
P. palmivora มีประสิทธิภาพดี เมื่ออยู่ท่ีอุณหภูมิต่ าประมาณ 20-40 องศาเซลเซียส แต่เมื่ออุณหภูมิ
สูงขึ้น ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของราลดลง โดยเฉพาะเมื่อบ่มท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ประสิทธิภาพในการยับบยั้งราจะลดลงจนเหลือเพียง 2.17% ซึ่งแสดงว่าสารท่ีออกฤทธิ์
ยับย้ังการเจริญของ P. palmivora ไม่สามารถทนความร้อนได้ (heat labile) 

ตารางที่ 4.7 ความเสถียรของสารยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ในน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ
แบคทีเรียไอโซเลต RS1 ท่ีอุณหภูมิต่างๆ 

อุณหภูมิ 
เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี 

(มิลลิเมตร) 
% การยับยั้ง 

ชุดควบคุม* 2.30 ± 0.14 0.00 

20 องศาเซลเซียส 1.60 ± 0.07 30.43 

40 องศาเซลเซียส 1.53 ± 0.04 33.70 

60 องศาเซลเซียส 1.75 ± 0.35 23.91 

80 องศาเซลเซียส 1.75 ± 0.07 23.91 

100 องศาเซลเซียส 1.75 ± 0.00 23.91 

121 องศาเซลเซียส 2.25 ± 0.21 2.17 

* ชุดควบคุมคือ อาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB, pH7 บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 
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4.4 การท าบริสุทธิ์โปรตีนจาก B. subtilis N3 ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ C. lunata และจาก
แบคทีเรียไอโซเลต RS1 ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ P. palmivora 

 งานวิจัยก่อนหน้านี้ได้รายงานไว้ว่า B. subtilis N3 สามารถสร้างสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญของ C. lunata ซึ่งเป็นราท่ีก่อโรคในกล้วยไม้ได้ โดยพบว่าโปรตีนที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของรา
ตกตะกอนได้ด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-80% (รพีวรรณ โสวรรณปรีชา, 2553)   ในงานวิจัยนี้
ได้เล้ียงแบคทีเรียชนิดนี้ในภาวะท่ีเหมาะสมตามงานวิจัยก่อนหน้า (รพีวรรณ โสวรรณปรีชา, 2553) 
และขยายขนาดเพื่อตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ให้มีปริมาตรของสารละลายโปรตีน
มากพอท่ีจะน าไปท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของ
ประจุสุทธิของสาร (ion exchange chromatography) เพื่อท่ีจะน าไปศึกษาต่อในขั้นตอนต่อไป 

 ส าหรับแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ P. palmivora นั้น เพื่อหา
โปรตีนท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งราดังกล่าว ได้เล้ียงแบคทีเรียในภาวะท่ีเหมาะสม และขยายขนาดเพื่อ
ตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต และท าให้โปรตีนท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของรามีความ
บริสุทธิ์มากยิ่งขึ้นด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของประจุสุทธิของสารเช่นกัน 

4.4.1 การท าบริสุทธิ์โปรตีนจากแบคทีเรียไอโซเลต RS1 มีฤทธิ์ยับยั้ งการเจริญของ 
P. palmivora 

4.4.1.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 

งานวิจัยนี้ได้เล้ียงแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ในภาวะท่ีเหมาะสม และน าน้ าเล้ียงเช้ือไป
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วงต่างๆ ได้แก่ 0-40%, 40-80% และ 80-100% เพื่อสังเกตว่า
สารละลายโปรตีนในช่วงความเข้นข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตใดท่ีมีความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของ P. palmivora ได้ดีท่ีสุด   เมื่อผสมสารละลายโปรตีนในช่วงความเข้นข้นของแอมโมเนียม
ซัลเฟตต่างๆ กับอาหาร V8 ด้วยอัตราส่วน 1:19 โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีใช้สารละลาย 50 
มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH7.5 แทนสารละลายโปรตีนในแต่ละช่วงความเข้นข้นของ
แอมโมเนียมซัลเฟตนั้น ได้ผลดังแสดงในตารางท่ี 4.8 ซึ่งผลการทดลองพบว่า สารละลายโปรตีน
ในช่วงความเข้นข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ี 0-40% และ 80-100% แสดงผลการยับยั้งการเจริญ
ของราได้เพียงเล็กน้อย ขณะท่ีสารละลายโปรตีนในช่วงความเข้นข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ี 40-
80% มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของราได้ดีท่ีสุด โดยแสดงเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ
ของ P. palmivora เท่ากับ 100.00% 
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ตารางที่ 4.8 ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ด้วยสารละลายโปรตีนของ
แบคทีเรียไอโซเลต RS1 ในช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตต่างๆ 

ความเข้มข้นของ 
(NH4)2SO4 

เส้นผ่านศูนย์กลาง
โคโลนี (มิลลิเมตร) 

% การยับยั้ง เพลตแสดงการยับยั้ง 

ชุดควบคุม 2.6 ± 0.04 0.00 

 

0-40% 2.5 ± 0.07 3.85 

 

40-80% 0.00 ± 0.00 100.00 

 

80-100% 2.6 ± 0.04 0.00 

 
 
 เมื่อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีของน้ าเล้ียงแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ซึ่งเล้ียงใน

อาหารปริมาตร 5,000 มิลลิลิตร พบว่า มีปริมาณโปรตีนทั้งหมด 360 มิลลิกรัม, มีค่าแอกทิวิตีจ าเพาะ
เท่ากับ 22.22 AU ต่อมิลลิกรัมของโปรตีน และแอกทิวิตีรวมท้ังหมด 8,000 AU   จากนั้นน าน้ าเล้ียง
เช้ือมาตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีความเข้มข้น 40-80% ซึ่งเป็นช่วงความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซัลเฟตท่ีพบว่าโปรตีนมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ดีท่ีสุด   
จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีของสารละลายโปรตีนท่ีได้ พบว่าสารละลายโปรตีนท่ีได้
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จากช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ี 40-80% มีปริมาตร 24 มิลลิลิตร, มีปริมาณโปรตีน
ท้ังหมด 17.232 มิลลิกรัม, มีค่าแอกทิวิตีจ าเพาะเท่ากับ 22.28 AU ต่อมิลลิกรัมของโปรตีน และมี
แอกทิวิตีรวมท้ังหมด 384 AU ดังแสดงในตารางท่ี 4.10   สารละลายโปรตีนช่วงความเข้มข้นท่ี 40-
80% ของแอมโมเนียมซัลเฟตท้ังจาก B. subtilis N3 และแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ถูกน าไปท าให้
บริสุทธิ์ในขั้นตอนต่อไปด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของประจุสุทธิของสาร 

4.4.1.2 การท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่าง
ของประจุสุทธิของสาร 

เมื่อน าโปรตีนไปผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่างของประจุสุทธิของ
สาร และชะโปรตีนด้วยเกรเดียนต์ของสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ใน Tris-HCl 
บัฟเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 แล้วติดตามปริมาณโปรตีนท่ีชะออกจากคอลัมน์ด้วยการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ในทุกล าดับส่วน และน าแต่ละช่วงล าดับส่วนของโปรตีนมาผสมรวมกัน
โดยจับเป็นคู่ๆ เช่น 1-2, 3-4, 5-6, …, และ 77-78 ตามล าดับ   จากนั้นน าไปทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ด้วยวิธี poison food technique ผลการทดลองจากรูปท่ี 
4.2 พบว่า สารละลายโปรตีนท่ีอยู่ในช่วงล าดับส่วนท่ี 9-10 และ 33-34 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการ
เจริญของ P. palmivora เท่ากับ 75.00% และ 82.35% ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
ซึ่งใช้สารละลาย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH7.5 แทนสารละลายโปรตีน ดังแสดงในตาราง
ท่ี 4.9 
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รูปที่ 4.2 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร และ
ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 1 โมลาร์ ใน Tris-HCl บัฟเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 ในแต่ละ
ล าดับส่วนท่ีได้จากการท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ของแบคทีเรีย
ไอโซเลต RS1 
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ตารางที่ 4.9 ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ด้วยสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์
ของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ในช่วงล าดับส่วนท่ี 9-10 และ 33-34 

ตัวอย่าง 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลางโคโลนี 

(มิลลิเมตร) 
% การยับยั้ง เพลตแสดงการยับยั้ง 

ชุดควบคุม 1.70 ± 0.14 0.00% 

 

DEAE Bio-gel A  

ล าดับส่วนท่ี 9-10  
0.43 ± 0.04 75.00% 

 

DEAE Bio-gel A  

ล าดับส่วนท่ี 33-34 
0.30 ± 0.00 82.35% 

 
 
เมื่อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนของล าดับส่วนท่ี 9-10 และ 33-34 พบว่ามีปริมาณโปรตีนท้ังหมด 

0.0336 และ 0.432 มิลลิกรัม ตามล าดับ และเมื่อทดสอบแอกทิวิตีในการยับยั้งการเจริญของ 
P. palmivora ด้วยโปรตีนท่ีได้จากการท าให้บริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel 
A พบว่ามีค่าแอกทิวิตจี าเพาะเท่ากับ 250.00 และ 37.04 AU ต่อมิลลิกรัมของโปรตีน ตามล าดับ และ
แอกทิวิตีรวมทั้งหมด 8.40 และ 16.00 AU ดังแสดงในตารางท่ี 4.10   จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า
หลังการท าให้บริสุทธ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A มีโปรตีนบริสุทธิ์จากช่วงของ
ล าดับส่วนท่ี 9-10 และ 33-34 ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ 
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ตารางที่ 4.10 ค่าต่างๆหลังจากการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตและการท าให้บริสุทธิ์
ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ท่ีสามารถสร้างสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญของ P. palmivora 

ตัวอย่าง 
ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน
ทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 

แอกทิวิตี 
(AU ต่อ
มิลลิลิตร) 

แอกทิวิตี
จ าเพาะ (AU 
ต่อมิลลิกรัม
ของโปรตีน) 

แอกทิวิตีรวม 
(AU) 

ความบริสุทธิ์ 
(เท่า) 

สารสกัด
โปรตีนเร่ิมต้น 

5,000.00 72.00 360.00 1.60 22.22 8,000.00 1.00 

สารละลาย
โปรตีนช่วง
แอมโมเนียม

ซัลเฟต 

40-80% 

24.00 718.00 17.232 16.00 22.28 384.00 1.00 

DEAE Bio-
gel A ล าดับ
ส่วน 9-10 

4.20 8.00 0.0336 2.00 250.00 8.40 11.25 

DEAE Bio-
gel A ล าดับ
ส่วนที่ 33-34 

4.00 108.00 0.432 4.00 37.04 16.00 1.67 

  
4.4.2 การท าบริสุทธิ์โปรตีนจาก B. subtilis N3 มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ C. lunata 

 4.4.2.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 

 หลังจากเล้ียง B. subtilis N3 ในภาวะท่ีเหมาะสม โดยมีปริมาตรเริ่มต้นรวมท่ี 13,000 
มิลลิลิตร แล้วน ามาวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีการยับยั้งในน้ าเล้ียงเช้ือ พบว่ามีปริมาณ
โปรตีนท้ังหมด 163,540 มิลลิกรัม, มีค่าแอกทิวิตีจ าเพาะเท่ากับ 12.72 AU ต่อมิลลิกรัมของโปรตีน 
และแอกทิวิตีรวมท้ังหมด 2,080,228 AU   เมื่อน าน้ าเล้ียงเช้ือมาตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียม
ซัลเฟตท่ีความเข้มข้น 40-80% ซึ่งเป็นช่วงความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีพบว่าโปรตีนมี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้สูงท่ีสุด (รพีวรรณ โสวรรณปรีชา, 2553) แล้ว
วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและแอกทิวิตีการยับยั้ง พบว่ามีปริมาตรของสารละลายโปรตีนช่วงความ
เข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตท่ี 40-80% เท่ากับ 46 มิลลิลิตร, ปริมาณโปรตีนท้ังหมด 1,868.98 
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มิลลิกรัม, มีค่าแอกทิวิตีจ าเพาะเท่ากับ 504.06 AU ต่อมิลลิกรัมของโปรตีน และแอกทิวิตีรวมทั้งหมด 
942,078 AU ดังแสดงในตารางท่ี 4.11 

ตารางที่ 4.11 ผลการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตและการท าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โคร
มาโทกราฟีจากน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 

ตัวอย่างที่ทดสอบ 
ปริมาตร 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน 

(มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน
ทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 

แอกทิวิตี 
(AU ต่อ
มิลลิลิตร) 

แอกทิวิตี
จ าเพาะ (AU 
ต่อมิลลิกรัม
ของโปรตีน) 

แอกทิวิตีรวม 
(AU) 

ความ
บริสุทธิ์ 
(เท่า) 

น้ าเลี้ยงเช้ือส่วนใส 13,000.00 12.58 163,540.00 160.00 12.72 2,080228.00 1.00 

สารละลายโปรตีน
ช่วงแอมโมเนียม
ซัลเฟต 40-80% 

46.00 40.63 1,868.98 20,480.00 504.06 942,078.00 39.63 

DEAE Bio-gel A 
ล าดับส่วนที่ 51-

60 
3.32 0.42 1.28 3,200.00 7,710.84 9,854.46 606.20 

 
4.4.2.2 การท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีแบบอาศัยความแตกต่าง

ของประจุสุทธิของสาร 

จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.3  พบว่าสามารถติดตามปริมาณโปรตีนด้วยการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ในทุกล าดับส่วน โดยโปรตีนจะถูกชะด้วยเกรเดียนต์ของสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ใน Tris-HCl บัฟเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 และช่วงของ
โปรตีนจะถูกน ามาผสมรวมกัน โดยรวมล าดับส่วนดังนี้ 1-10, 11-20, 21-30, 41-50, 51-60, 61-70 
และ 71-80   จากนั้นน าแต่ละช่วงล าดับส่วนท่ีผสมรวมกันไปทดสอบด้วยวิธี agar diffusion เพื่อ
สังเกตหาช่วงล าดับส่วนท่ีให้ผลการยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้ดีท่ีสุด ซึ่งพบว่าสารละลาย
โปรตีนที่อยู่ในช่วงล าดับส่วนท่ี 51-60 ให้ผลการยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้ดีท่ีสุด โดยมีความ
กว้างของบริเวณยับย้ังเท่ากับ 5 มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปท่ี 4.4  และเมื่อวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนของ
ล าดับส่วนท่ี 51-60 พบว่ามีปริมาณโปรตีนท้ังหมด 1.28 มิลลิกรัม และเมื่อตรวจสอบแอกทิวิตีในการ
ยับย้ัง C. lunata จากโปรตีนที่ได้จากการท าให้บริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี พบว่ามีค่าแอกทิ
วิตีจ าเพาะเท่ากับ 7,710.84 AU ต่อมิลลิกรัมของโปรตีน และแอกทิวิตรีวมทั้งหมด 9,854.46 AU ดัง
แสดงในตารางท่ี 4.11 ข้างต้น   จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าหลังการท าให้บริสุทธ์ด้วยวิธีคอลัมน์
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โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A มีโปรตีนจากช่วงของล าดับส่วนท่ี 51-60 เท่านั้นท่ีสามารถยับยั้ง
การเจริญของ C. lunata ได้ 

 
รูปที่ 4.3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร และ
ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 1 โมลาร์ ใน Tris-HCl บัฟเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH7.5 ในแต่ละ
ล าดับส่วนท่ีได้จากการท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ของเช้ือ 
B. subtilis N3 

 
รูปที่ 4.4 การยับยั้งการเจริญของ C. lunata โดยสารละลายโปรตีนท่ีได้จากการท าบริสุทธิ์โดยวิธี
คอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงของล าดับส่วนท่ี 41-50 (A), 21-30 (B) และ 51-
60 (C)   ชุดควบคุมคือ นิสทาทิน 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร (D) 
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4.4.3 การหาน้ าหนักโมเลกุลเบื้องต้นของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จาก B. subtilis N3 และ
แบคทีเรียไอโซเลต RS1 ด้วยวิธี SDS-PAGE 

4.4.3.1 การหาน้ าหนักโมเลกุลเบื้องต้นของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จาก B. subtilis N3 

เมื่อน าโปรตีนจากส่วนน้ าใสของ B. subtilis N3 ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ C. lunata 
ประมาณ 251.6 ไมโครกรัม, โปรตีนจากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตในช่วง 40-80% 
ประมาณ 812.6 ไมโครกรัม และโปรตีนที่ท าให้บริสุทธิ์จากการผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE 
Bio-gel A ในช่วงล าดับส่วนท่ี  51-60 ประมาณ 84 ไมโครกรัม มาวิ เคราะห์ ด้วย SDS-PAGE 
เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานน้ าหนักโมเลกุลสูง (Thermo Scientific PageRuler Prestained 
Protein Ladder: Cat. No. 26616, Lithuania) ได้ผลดังแสดงในรูปท่ี 4.5  ซึ่งพบว่า โปรตีนจากส่วน
น้ าใสและโปรตีนท่ีตกตะกอนได้จากแอมโมเนียมซัลเฟตปรากฏแถบโปรตีนเป็นจ านวนมาก และมี
รูปแบบแถบของโปรตีนท่ีมีขนาดใกล้เคียงกัน   หลังผ่านการท าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี
บน DEAE Bio-gel A (ล าดับส่วนท่ี 51-60) แล้ว ปรากฏจ านวนแถบโปรตีนลดลงเหลือเพียงแถบเดียว
เท่านั้น   เมื่อวิเคราะห์จากกราฟมาตรฐานระหว่างค่าลอการิ ทึมของน้ าหนักโปรตีนมาตรฐาน 
(ภาคผนวก ค หมายเลข 2) กับระยะทางการเคล่ือนท่ีของแถบโปรตีนช่วงล าดับส่วนท่ี 51-60 บน 
SDS-PAGE พบว่าแถบโปรตีนมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 39.88 kDa 

 
รูปที่ 4.5 การวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลและทดสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนจาก B. subtilis N3 โดย
วิธี SDS-PAGE; 

M โปรตีนมาตรฐานน้ าหนักโมเลกุลสูง (kDa) 
CF ส่วนน้ าใสของ B. subtilis N3 ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ C. lunata 
(NH4)2SO4 โปรตีนที่ผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตช่วง 40-80% 

51-60 โปรตีนที่ผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงล าดับ
ส่วนท่ี 51-60 
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4.4.3.2 การหาน้ าหนักโมเลกุลเบื้องต้นของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จากแบคทีเรียไอโซเลต 
RS1 

ส าหรับการวิเคราะห์ความบริสุทธิ์และหาน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์จาก
แบคทีเรียไอโซเลต RS1 ด้วยวิธี SDS-PAGE นั้น เป็นการเปรียบเทียบผลระหว่างสารละลายโปรตีน
จากช่วงต่างๆ ได้แก่ โปรตีนท่ีผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตช่วง 40-80% ท่ีมีโปรตีน
ประมาณ 71.8 ไมโครกรัม, และโปรตีนท่ีท าให้บริสุทธิ์จากการผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE 
Bio-gel A ในช่วงล าดับส่วนท่ี 9-10 และ 33-34 ท่ีมีโปรตีนประมาณ 3.2 และ 43.2 ไมโครกรัม 
ตามล าดับ   ผลการทดลองจากรูปท่ี 4.6 พบว่า โปรตีนที่ได้จากการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต
ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ปรากฏแถบโปรตีนเป็นจ านวนมาก และเมื่อผ่าน
การท าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A จะเห็นว่าโปรตีนในช่วงล าดับส่วนท่ี 
9-10 และ 33-34 มีจ านวนของแถบโปรตีนลดลง   เมื่อวิเคราะห์จากกราฟมาตรฐานระหว่างค่า
ลอการิทึมของน้ าหนักโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ค หมายเลข 3) กับระยะทางการเคล่ือนท่ีของ
แถบโปรตีนช่วงล าดับส่วนท่ี 9-10 และ 33-34 บน SDS-PAGE พบว่าแถบโปรตีนจากช่วงล าดับส่วนท่ี 
9-10 ปรากฏแถบโปรตีน 3 แถบ ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 54 kDa, 32 kDa และ 20 kDa ดัง
แสดงในรูปท่ี 4.6, #1 – #3 ตามล าดับ   ส่วนแถบโปรตีนจากช่วงล าดับส่วนท่ี 33-34 ปรากฏแถบ
โปรตีน 3 แถบ ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 40, 32 และ 29 kDa ดังแสดงในรูปท่ี 4.6, #4 – #6 
ตามล าดับ 
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รูปที่ 4.6 การวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลและทดสอบความบริสุทธิ์ของโปรตีนจากแบคทีเรียไอโซเลต 
RS1 โดยวิธี SDS-PAGE; 

M       โปรตีนมาตรฐานน้ าหนักโมเลกุลสูง (kDa) 

(NH4)2SO4   โปรตีนที่ผ่านการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตช่วง 40-80% 

9-10        โปรตีนท่ีผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงล าดับ
ส่วนท่ี 9-10 

33-34      โปรตีนท่ีผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ในช่วงล าดับ
ส่วนท่ี 33-34 

4.5 การวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของรา 

เพื่อวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ได้จาก B. subtilis N3 ได้ตัดแถบโปรตีนขนาด
ประมาณ 39.88 kDa ท่ีปรากฏบนเจล SDS-PAGE (รูปท่ี 4.5) ส่งไปวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วย
เครื่อง ESI-Q-TOF MS/MS โดยใช้บริการเครื่องมือท่ีภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย และเพื่อวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ได้จากแบคทีเรียไอโซเลต 
RS1 ได้ตัดแถบโปรตีน #1 – #6 ท่ีปรากฏบนเจล SDS-PAGE (รูปท่ี 19) ส่งไปวิเคราะห์ชนิดของ
โปรตีนด้วยเครื่อง ESI-Q-TOF MS/MS โดยใช้บริการเครื่องมือท่ีภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยเช่นกัน 

ส าหรับรูปแบบลายพิมพ์ของโปรตีนขนาดประมาณ 39.88 kDa จาก B. subtilis N3 ได้น าไป
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลมาตรฐานของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยใช้โปรแกรม
วิเคราะห์โปรตีน Mascot (http://www.matrixscience.com/) ซึ่งผลการวิเคราะห์พบว่า แถบของ
โปรตีนท่ีได้มีความคล้ายคลึงกับโปรตีนคล้ายแฟลกเจลลิน (flagellin-like protein) มากถึง 69% 

 ~54 kDa 

 ~40 kDa 

 ~32 kDa 

 ~29 kDa 

 ~20 kDa 

9 – 10 33 – 34 (NH4)2SO4 M 

#1 

#2 

#3 

#4 

#5 

#6 
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ของการครอบคลุมของล าดับโปรตีน (protein sequence coverage) ของกลุ่ม Bacillus subtilis 

(gi|5497830040) ดังแสดงในรูปท่ี 4.7 

 

รูปที่ 4.7 ผลการวิเคราะห์รูปแบบลายพิมพ์โปรตีนท่ีได้จากแถบโปรตีนขนาดมวลโมเลกุลประมาณ 
39.88 kDa ของ B. subtilis N3 ซึ่งวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Mascot โดยล าดับกรดอะมิโนท่ีคล้ายกับ
โปรตีนคล้ายแฟลกเจลลินแสดงด้วยล าดับกรดอะมิโนท่ีมีตัวหนาสีแดง 

ส าหรับรูปแบบลายพิมพ์ของโปรตีนจากแบคทีเรียไอโซเลต RS1 แถบท่ี #1 – #6 ท่ีปรากฏ
บนเจล SDS-PAGE (รูปท่ี 19) ได้น าไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลมาตรฐานของ GPMDB (Global 
Proteome Machine database) โดยใช้ โปรแกรมวิ เคราะห์ โปรตีน X! TANDEM Spectrum 
Modeler (http://www.thegpm.org) โดยแถบของโปรตีน #1 – #3 ซึ่งมีขนาดมวลโมเลกุลโปรตีน
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ประมาณ 54 kDa, 32 kDa และ 20 kDa ตามล าดับ พบว่ามีความใกล้เคียงกับเอนไซม์แคทาเลส 
(catalase), เอนไซม์โปรตีเอส (protease) และยีนท่ีแสดงออกเอนไซม์โปรตีเอส IV (protease IV) 
ตามล าดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.12 

ส าหรับแถบของโปรตีน #4 – #6 ซึ่งมีขนาดมวลโมเลกุลโปรตีนประมาณ 40, 32 และ 29 
kDa ตามล าดับ ดังแสดงในรูปท่ี 19 นั้น ผลการวิเคราะห์โปรตีนพบว่า แถบโปรตีน #4 มีความ
ใกล้เคียงกับโปรตีนท่ียึดเกาะกับไคติน (chitin binding protein) ส่วนแถบโปรตีน #4 และ #5 ต่างมี
ความใกล้เคียงกับเอนไซม์โปรตีเอส (protease) ดังแสดงในตารางท่ี 4.12 
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ตารางที่ 4.12 ลักษณะสมบัติของแถบโปรตีน #1 – #6 หลังจากผ่านคอลัมน์ DEAE Bio-gel A 

ตัวอย่าง
โปรตีน 

Log (e) 

การ
ครอบคลุม
ของล าดับ
โปรตีน 

จ านวนของ
เพปไทด์
ลักษณะ

เฉพาะที่พบ 

น้ าหนัก
มวล

โมเลกุล 

หมายเลข
เข้าถึง 

ชนิดของ
โปรตีน 

จุลินทรีย์ 

#1 -737.5 65% 64 55.6 gi|218889435 catalase 
Pseudomonas 

aeruginosa 
LESB58 

#2 
-

1881.8 
53% 145 53.7 gi|218890000 protease 

Pseudomonas 
aeruginosa 

LESB58 

#3 
-

1349.0 
40% 99 48.2 gi|218889496 

Piv gene 
product 

(protease 
IV) 

Pseudomonas 
aeruginosa 

LESB58 

#4 
-

1648.1 
86% 128 41.9 gi|218893181 

chitin 
binding 
protein 

Pseudomonas 
aeruginosa 

LESB58 

#5 
-

1881.8 
53% 145 53.7 gi|218890000 protease 

Pseudomonas 
aeruginosa 

LESB58 

#6 -864.7 33% 68 45.5 gi|218892171 protease 
Pseudomonas 

aeruginosa 
LESB58 

 
4.6 การศึกษายีนแฟลกเจลลินในแบคทีเรีย 

 เมื่อท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพื่อเพิ่มปริมาณยีนแฟลกเจลลินของ B. subtilis N3 แล้ว
พบว่ามีผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสท่ีมีขนาดประมาณ 900 คู่เบส ดังแสดงในรูปท่ี 4.8 
ซึ่งมีขนาดใกล้เคียงกับยีนแฟลกเจลลินท่ีปรากฎใน B. subtilis สายพันธุ์ 168 ท่ีมีการศึกษาแล้ว 
(Barbe และคณะ, 2009) เมื่อศึกษาทางชีววิทยาระดับโมเลกุลของล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ท่ี
ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีแปลงเป็นล าดับกรดอะมิโนใน
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ฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด้วยโปรแกรม Blastx พบว่าผลิตภัณฑ์ท่ี
ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ประมวลรหัสให้ล าดับกรดอะมิโนท่ีมีจ านวน 306 หมู่ และมีความ
ใกล้เคียงกับล าดับกรดอะมิโนของแฟลกเจลลินของ B. subtilis หมายเลขเข้าถึง BAB58986.1 ถึง 
100% ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 1 และ 2 

 
รูปที่ 4.8 ผลิตภัณฑ์ช้ินดีเอ็นเอของ B. subtilis N3 จากการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

ช่องท่ี 1  1kb DNA Ladder 
ช่องท่ี 2 และ 3 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เมื่อใช้โครโมโซมอลดี

เอ็นเอของ B. subtilis N3 เป็นแม่แบบ 

4.7 การศึกษาผลของโปรตีนก่ึงบริสุทธิ์ต่อการเจริญของเส้นใยของรา 

จากงานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า โปรตีนบริสุทธิ์จากเช้ือ B. subtilis N3 สามารถยับยั้งการงอก
ของสปอร์รา C. lunata ได้ เมื่อสังเกตุภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงพบว่าสปอร์ของ C. lunata 
เริ่มงอกในช่ัวโมงท่ี 9 และเมื่อสังเกตุภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (Scanning Electron 
Microscope; SEM) พบว่าลักษณะของเส้นใยราท่ีงอกออกมาจะมีความผิดปกติเมื่อเทียบกับชุด
ควบคุมท่ีราสามารถเจริญได้อย่างปกติ โดยลักษณะของเส้นใยราจะมีการบวมพอง ขดงอ เป็นปล้องๆ 
และท่ีบริเวณปลายของเส้นใยเกิดการแตกแขนง (รพีวรรณ โสวรรณปรีชา, 2553) 

เมื่อน าสารละลายโปรตีนกึ่งบริสุทธิ์ของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ล าดับส่วนท่ี 9-10 และ 33-
34 มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ด้วยอัตราส่วน 1:19 ของ
โปรตีนบริสุทธิ์ต่ออาหารเล้ียงเช้ือ หลังจากบ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน แล้วน าไป
ตรวจสอบผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ผลการทดลองพบว่า บริเวณ

1489 bp 

925 bp 904 bp 

M        N3 
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เส้นใยโดยรอบและปลายของเส้นใยของ P. palmivora มีความผิดปกติ ดังรูปท่ี 4.9 (B และ C) โดยท่ี
บริเวณปลายเส้นใยของ P. palmivora มีการแตกแขนงออกหลายทิศทางและมีลักษณะปลายท่ีส้ัน
กุด และเส้นใยมีลักษณะเห่ียวย่น ไม่เรียบ   ขณะท่ีราในชุดควบคุมท่ีเจริญโดยไม่มีส่วนผสมของโปรตีน
ในอาหารเล้ียงเช้ือพบว่า ราสามารถเจริญได้อย่างปกติ โดยเส้นใยของ P. palmivora มีลักษณะยาว
และเรียบ ดังรูปท่ี 4.9 (A) 

 
รูปที่ 4.9 ลักษณะการเจริญของเส้นใย P. palmivora ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด (SEM) เมื่อทดสอบด้วยโปรตีนกึ่งบริสุทธิ์ล าดับส่วนท่ี 9-10 (B) และ 33-34 (C) ของแบคทีเรีย
ไอโซเลต RS1 หลังจากบ่มท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่มี
โปรตีน (A) 

4.8 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราชนิดต่างๆโดย B. subtilis N3 แบบ in vitro และ 
in vivo 

เนื่องจากโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ได้จากแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ประกอบรวมด้วยแถบโปรตีน
หลายแถบท่ีมีขนาดแตกต่างกัน ดังนั้นในการศึกษาผลของโปรตีนที่มีต่อราแบบ in vitro และ in vivo 
จึงไม่ได้น าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จากแบคทีเรียไอโซเลต RS1 มาศึกษาต่อ 

ส าหรับโปรตีนท่ีท าบริสุทธิ์ได้จาก B. subtilis N3 นั้น ผลการทดลองเบ้ืองต้นจาก SDS-PAGE 
แสดงแถบของโปรตีนหลักเพียงแถบเดียว ดังนั้นจึงน าโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จากแบคทีเรียนี้ มาศึกษา
กับรากับกล้วยไม้ในการทดลองต่อไป   จากงานวิจัยก่อนหน้านี้ ได้รายงานว่า B. subtilis N3 สามารถ
ยับย้ังการเจริญของ C. lunata ได้ (รพีวรรณ โสวรรณปรีชา, 2553) ในงานวิจัยนี้ได้น าแบคทีเรียชนิด
นี้มาทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญของราก่อโรคในพืชชนิดต่างๆเพิ่มเติมท้ังหมด 9 ชนิด 
ไ ด้แก่  C. lunata, C. gloeosporioides, R. solani, F. oxysporum, F. periferatum, F. solani, 
F. moniliforme, P. aphanidermatum และ P. palmivora ซึ่งในการทดลองจะแบ่งออกเป็น 2 
แบบ คือ บนจานอาหารเล้ียงเช้ือ (in vitro) และบนกล้วยไม้ (in vivo) 

A B C 
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4.8.1 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราชนิดต่างๆโดย B. subtilis N3 บนจานเลี้ยง
เชื้อ (in vitro) 

การทดลองนี้เป็นการทดสอบเซลล์ของ B. subtilis N3 กับราท้ัง 9 ชนิด ซึ่งผลการทดลองใน 
in vitro พบว่า B. subtilis N3 มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญของราได้ท้ัง 9 ชนิด โดยราท่ีถูก
ยับย้ังโดย B. subtilis N3 ได้มากกว่า 70% มีท้ังหมด 8 ชนิด ได้แก่ C. gloeosporioides, C. lunata, 
R. solani, F. oxysporum, F. solani, F. moniliforme, P. aphanidermatum และ P. palmivora 
ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของราเท่ากับ 78.18%, 77.36%, 84.71%, 81.25%, 78.41%, 
73.53%, 80.43% และ 71.70% ตามล าดับ และมีเพียง F. periferatum ชนิดเดียวเท่านั้น ท่ีมี
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของราต่ ากว่า 70% ซึ่งมีค่าเท่ากับ 66.67% ดังแสดงในตารางท่ี 4.13 

ตารางที่ 4.13 การยับยั้งการเจริญของราชนิดต่างๆโดย B. subtilis N3 บนจานเล้ียงเช้ือ (in vitro) 

ชนิดของรา 
ชุดควบคุม 

(4 วัน) 
ชุดทดสอบ 

(4 วัน) 
% การ
ยับย้ัง 

ชุดควบคุม (4 วัน) ชุดทดสอบ (4 วัน) 

C. lunata 5.5 cm 1.2 cm 78.18 

  

C. gloeosporioides 5.3 cm 1.2 cm 77.36 

  

R. solani 

(2 วัน) 
8.5 cm 1.3cm 84.71 
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F. oxysporum 4 cm 0.75 cm 81.25 

  

F. periferatum 3.3 cm 1.1 cm 66.67 

  

F. solani 4.4 cm 0.95 cm 78.41 

  

F. moniliforme 3.4 cm 0.9 cm 73.53 

  

P. 
aphanidermatum 

4.6 cm 0.9 cm 80.43 

  

P. palmivora 5.3 cm 1.5 cm 71.70 
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4.8.2 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราก่อโรคพืชชนิดต่างๆโดย B. subtilis N3 บน
กล้วยไม้ (in vivo) 

4.8.2.1 การทดสอบความสามารถของ B. subtilis N3 ในการยับยั้งการเจริญของราก่อ
โรคพืชทั้ง 9 ชนิดบนต้นกล้วยไม้ 

จากการศึกษาการยับย้ังการเจริญของราก่อโรคชนิดต่างๆบนกล้วยไม้ 2 สกุล ได้แก่ สกุล
ช้างกระและสกุลหวาย โดยแบ่งการทดสอบออกเป็น 5 ชุดการทดลอง ได้แก่ 1. ชุดควบคุมผลลบท่ีใส่
น้ าปลอดเช้ือ, 2. ชุดท่ีใส่น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย เพื่อทดสอบผลของน้ าเล้ียงเช้ือของ
แบคทีเรียท่ีมีต่อต้นกล้วยไม้, 3. ชุดท่ีใส่ราแต่ละชนิด เพื่อทดสอบการเกิดโรคบนกล้วยไม้โดยราเหล่านี้
, 4. ชุดการรักษาโรค ท่ีใส่ราก่อน 1 วัน แล้วตามด้วยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรีย และ 5. ชุดการ
ป้องกันโรค ท่ีใส่น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรียก่อน 1 วัน แล้วตามด้วยราแต่ละชนิด 

4.8.2.1.1 ผลการยับยั้ง C. lunata บนต้นกล้วยไม้ 

จากตารางท่ี 4.14 ผลการทดลองพบว่า ชุดท่ีใส่น้ าปลอดเช้ือ และชุดท่ีใส่น้ าเล้ียงเช้ือ
ส่วนใสของ B. subtilis N3 ในกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวายนั้น กล้วยไม้สามารถเจริญได้ปกติ 
ส่วนกล้วยไม้ท่ีถูกท าให้ติดเช้ือ C. lunata ในกล้วยไม้สกุลช้างกระพบว่าใบร่วงท้ังหมด ส่วนสกุลหวาย
มีใบร่วงเล็กน้อย   ส าหรับชุดการทดสอบแบบการรักษาและการป้องกันส าหรับสกุลช้างกระพบว่า
กล้วยไม้ไม่เกิดโรคและสามารถเจริญได้อย่างปกติ ส่วนสกุลหวายพบว่ากล้วยไม้มีลักษณะเหี่ยวแต่ใบ
ยังไม่ร่วง ผลการทดลองท้ังหมดแสดงผลเปรียบเทียบระหว่างวันท่ี 0 และวันท่ี 14 
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ตารางที่ 4.14 ผลการทดสอบการยับยั้ง C. lunata บนต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย โดย
น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 

สกุลของกล้วยไม้ ช้างกระ หวาย 

เวลา (วัน) 0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 

น้ าปลอดเช้ือ 

    

น้ าเล้ียงเช้ือ 

    

C. lunata 

    
C. lunata  

+ 

น้ าเล้ียงเช้ือ     

น้ าเล้ียงเช้ือ 

+  

C. lunata     
 
4.8.2.1.2 ผลการยับยั้ง C. gloeosporioides บนต้นกล้วยไม้ 

จากตารางท่ี 4.15 ผลการทดลองพบว่า ชุดท่ีใส่น้ าปลอดเช้ือ และชุดท่ีใส่น้ าเล้ียงเช้ือ
ส่วนใสของ B. subtilis N3 และชุดทดสอบการรักษาของกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวายนั้น 
กล้วยไม้สามารถเจริญได้ปกติ ส่วนชุดทดสอบการป้องกันซึ่งใส่น้ าเล้ียงแบคทีเรียก่อนแล้วจึงใส่รา ใน
กล้วยไม้สกุลช้างกระนั้น กล้วยไม้มีการเจริญท่ีปกติ ส่วนสกุลหวาย พบว่ามีใบเหี่ยว มีสีเหลือง   
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ส าหรับการติดเช้ือรา C. gloeosporioides ในกล้วยไม้ท้ังสองสายพันธุ์ พบว่ากล้วยไม้ตาย ไม่สามารถ
เจริญต่อไปได้ เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองท้ังหมดของวันท่ี 0 และวันท่ี 14 

ตารางที่ 4.15 ผลการทดสอบการยับยั้ง C. gloeosporioides บนต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระ และสกุล
หวาย โดยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 

สกุลของกล้วยไม้ ช้างกระ หวาย 

เวลา (วัน) 0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 

ชุดควบคุม 

    

น้ าเล้ียงเช้ือ 

    

C. gloeosporioides 

    
C. gloeosporioides 

+ 

น้ าเล้ียงเช้ือ     

น้ าเล้ียงเช้ือ 

+ 

C. gloeosporioides     
 
4.8.2.1.3 ผลการยับยั้ง R. solani บนต้นกล้วยไม้ 

จากตารางท่ี 4.16 ผลการทดลองพบว่า ชุดท่ีใส่น้ าปลอดเช้ือ และชุดท่ีใส่น้ าเล้ียงเช้ือ
ส่วนใสของ B. subtilis N3 ในกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวายนั้น กล้วยไม้สามารถเจริญได้ปกติ 
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ส่วนการติดเช้ือรา R. solani ในกล้วยไม้สกุลช้างกระ พบว่ากล้วยไม้มีอาการเหี่ยว แต่ส าหรับสกุล
หวาย พบว่ากล้วยไม้ตาย ไม่สามารถเจริญต่อไปได้   ส่วนชุดทดสอบการรักษาในกล้วยไม้สกุลช้างกระ 
พบว่ากล้วยไม้ตาย แต่ส าหรับสกุลหวาย กล้วยไม้สามารถเจริญได้ปกติ   ส่วนชุดทดสอบการป้องกัน
ของกล้วยไม้สกุลช้างกระ กล้วยไม้มีการเจริญท่ีปกติ และสกุลหวายพบว่า มีใบเหี่ยวและร่วงเกิดขึ้น 
ผลการทดลองท้ังหมดได้มีการเปรียบเทียบผลในวันท่ี 0 และวันท่ี 14 

ตารางที่ 4.16 ผลการทดสอบการยับย้ัง R. solani บนต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย โดยน้ า
เล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 

สกุลของกล้วยไม้ ช้างกระ หวาย 

เวลา (วัน) 0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 

ชุดควบคุม 

    

น้ าเล้ียงเช้ือ 

    

R. solani 

 
    

R. solani  

+ 

น้ าเล้ียงเช้ือ     

น้ าเล้ียงเช้ือ 

+ 

R. solani     
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4.8.2.1.4 ผลการยับยั้ง F. oxysporum บนต้นกล้วยไม้ 

จากตารางท่ี 4.17 ผลการทดลองพบว่า ชุดควบคุมท่ีใส่น้ าปลอดเช้ือ, ชุดท่ีใส่น้ าเล้ียง
เช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3, ชุดทดสอบการรักษา และชุดทดสอบการป้องกัน ของกล้วยไม้สกุล
ช้างกระและสกุลหวายนั้น กล้วยไม้สามารถเจริญได้ปกติ ส่วนการติดเช้ือ F. oxysporum ในกล้วยไม้
สกุลช้างกระและสกุลหวาย พบว่ากล้วยไม้ตาย ไม่สามารถเจริญต่อไปได้ โดยเป็นผลการเปรียบเทียบ
ผลการทดลองท้ังหมดท่ีได้ของวันท่ี 0 และวันท่ี 14 

ตารางที่ 4.17 ผลการทดสอบการยับยั้ง F. oxysporum บนต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย 
โดยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 

สกุลของกล้วยไม้ ช้างกระ หวาย 

เวลา (วัน) 0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 

ชุดควบคุม 

    

น้ าเล้ียงเช้ือ 

    

F. oxysporum 

    
F. oxysporum 

+ 

น้ าเล้ียงเช้ือ     

น้ าเล้ียงเช้ือ  

+ 

F. oxysporum     
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4.8.2.1.5 ผลการยับยั้ง F. periferatum บนต้นกล้วยไม้ 

จากตารางท่ี 4.18 ผลการทดลองพบว่า ชุดควบคุมท่ีใส่น้ าปลอดเช้ือ, ชุดท่ีใส่น้ าเล้ียง
เช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3, และชุดทดสอบการป้องกันของกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย
นั้น กล้วยไม้สามารถเจริญได้ปกติ   ส่วนชุดทดสอบการรักษาส าหรับกล้วยไม้สกุลหวาย พบว่า
กล้วยไม้มีใบเหี่ยวและใบเปล่ียนเป็นสีเหลือง   ส่วนสกุลช้างกระ พบว่ากล้วยไม้ตาย ไม่สามารถเจริญ
ต่อไปได้   ส าหรับการติดเช้ือ F. periferatum ในกล้วยไม้สกุลช้างกระ พบว่ากล้วยไม้ตาย แต่ในสกุล
หวายใบมีอาการหงิกงอ เหี่ยว และเริ่มเปล่ียนเป็นสีเหลือง เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองท่ีได้ของ
วันท่ี 0 และวันท่ี 14 

ตารางที่ 4.18 ผลการทดสอบการยับยั้ง F. periferatum บนต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย 
โดยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 

สกุลของกล้วยไม้ ช้างกระ หวาย 

เวลา (วัน) 0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 

ชุดควบคุม 

    

น้ าเล้ียงเช้ือ 

    

F. periferatum 

    
F. periferatum 

+ 

น้ าเล้ียงเช้ือ     
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น้ าเล้ียงเช้ือ  

+ 

F. periferatum     
 
4.8.2.1.6 ผลการยับยั้ง F. solani บนต้นกล้วยไม้ 

จากตารางท่ี 4.19 ผลการทดลองพบว่า ชุดควบคุมท่ีใส่น้ าปลอดเช้ือ, ชุดท่ีใส่น้ าเล้ียง
เช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3, และชุดทดสอบการรักษาของกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวายนั้น 
กล้วยไม้สามารถเจริญได้ปกติ   ส่วนการติดเช้ือ F. solani ในกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย 
พบว่ากล้วยไม้ตาย ไม่สามารถเจริญต่อไปได้   ส าหรับชุดทดสอบการป้องกันของกล้วยไม้สกุลช้างกระ 
กล้วยไม้สามารถเจริญได้ปกติ แต่ในสกุลหวายใบมีอาการเหี่ยว และเริ่มเปล่ียนเป็นสีเหลือง เมื่อ
เปรียบเทียบของผลวันท่ี 0 และวันท่ี 14 

ตารางที่ 4.19 ผลการทดสอบการยับย้ัง F. solani บนต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย โดยน้ า
เล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 

สกุลของกล้วยไม้ ช้างกระ หวาย 

เวลา (วัน) 0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 

ชุดควบคุม 

    

น้ าเล้ียงเช้ือ 

    

F. solani 
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F. solani 

+ 

น้ าเล้ียงเช้ือ     

น้ าเล้ียงเช้ือ  

+ 

F. solani     
 
4.8.2.1.7 ผลการยับยั้ง F. moniliforme บนต้นกล้วยไม้ 

จากตารางท่ี 4.20 ผลการทดลองพบว่า ชุดควบคุมท่ีใส่น้ าปลอดเช้ือ, ชุดท่ีใส่น้ าเล้ียง
เช้ือส่วนใสของเช้ือ B. subtilis N3, ชุดทดสอบการรักษา และชุดทดสอบการป้องกัน ของกล้วยไม้
สกุลช้างกระและสกุลหวาย กล้วยไม้สามารถเจริญได้ปกติ   ส่วนการติดเช้ือ F. moniliforme ใน
กล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย พบว่ากล้วยไม้ตาย ไม่สามารถเจริญต่อไปได้ ผลการทดลอง
ท้ังหมดได้จากการเปรียบเทียบระหว่างวันท่ี 0 และวันท่ี 14 

ตารางที่ 4.20 ผลการทดสอบการยับยั้ง F. moniliforme บนต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย 
โดยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 

สกุลของกล้วยไม้ ช้างกระ หวาย 

เวลา (วัน) 0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 

ชุดควบคุม 

    

น้ าเล้ียงเช้ือ 
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F. moniliforme 

    
F. moniliforme 

+ 

น้ าเล้ียงเช้ือ     

น้ าเล้ียงเช้ือ  

+ 

F. moniliforme     
 

4.8.2.1.8 ผลการยับยั้ง P. aphanidermatum บนต้นกล้วยไม้ 

จากตารางท่ี 4.21 ผลการทดลองพบว่า ชุดควบคุมท่ีใส่น้ าปลอดเช้ือ, ชุดท่ีใส่น้ าเล้ียง
เช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3, ชุดทดสอบการรักษา, และชุดทดสอบการป้องกัน ของกล้วยไม้สกุล
ช้างกระและสกุลหวาย กล้วยไม้มีการเจริญท่ีปกติ   ส่วนการติดเช้ือ P. aphanidermatum ใน
กล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย พบว่ากล้วยไม้ตายและไม่สามารถเจริญต่อไปได้ เมื่อเปรียบเทียบ
ผลการทดลองท้ังหมดระหว่างวันท่ี 0 และวันท่ี 14 
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ตารางที่ 4.21 ผลการทดสอบการยับย้ัง P. aphanidermatum บนต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุล
หวาย โดยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 

สกุลของกล้วยไม้ ช้างกระ หวาย 

เวลา (วัน) 0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 

ชุดควบคุม 

    

น้ าเล้ียงเช้ือ 

    

P. 
aphanidermatum 

    
P. 

aphanidermatum 

+ 

น้ าเล้ียงเช้ือ     

น้ าเล้ียงเช้ือ  

+ 

P. 
aphanidermatum     

 
4.8.2.1.9 ผลการยับยั้ง P. palmivora บนต้นกล้วยไม้ 

จากตารางท่ี 4.22 ผลการทดลองพบว่า ชุดควบคุมท่ีใส่น้ าปลอดเช้ือ, ชุดท่ีใส่น้ าเล้ียง
เช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3, และชุดทดสอบการป้องกันของกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย 
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กล้วยไม้มีการเจริญท่ีปกติ   ส่วนการติดเช้ือ P. palmivora ในกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย 
พบว่ากล้วยไม้ตาย ไม่สามารถเจริญต่อไปได้   ส าหรับชุดทดสอบการรักษาของกล้วยไม้สกุลช้างกระ 
กล้วยไม้สามารถเจริญได้เป็นปกติ แต่ในสกุลหวายมีใบเหลืองเกิดขึ้นเล็กน้อย โดยเปรียบเทียบผลการ
ทดลองท้ังหมดท่ีได้ระหว่างวันท่ี 0 และวันท่ี 14 

ตารางที่ 4.22 ผลการทดสอบการยับยั้ง P. palmivora บนต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย 
โดยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 

สกุลของกล้วยไม้ ช้างกระ หวาย 

เวลา (วัน) 0 วัน 14 วัน 0 วัน 14 วัน 

ชุดควบคุม 

    

น้ าเล้ียงเช้ือ 

    

P. palmivora 

 
    

P. palmivora 

+ 

น้ าเล้ียงเช้ือ     

น้ าเล้ียงเช้ือ  

+ 

P. palmivora     
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เมื่อระบุดัชนีความรุนแรงในการเกิดโรคให้กับผลการทดลองข้างต้นได้ผลดังแสดงในตารางท่ี 
4.23 ท่ีสามารถสรุปได้ว่า น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 เพียงอย่างเดียวไม่ท าให้ต้นกล้วยไม้
ท้ังสกุลช้างกระและสกุลหวายเกิดโรคหรือเกิดอาการใดๆท่ีผิดไปจากปกติ และเมื่อทดสอบการติดเช้ือ
ราแต่ละชนิดบนต้นกล้วยไม้ พบว่ากล้วยไม้สกุลช้างกระมีเพียงเช้ือเดียวท่ีไม่สามารถท าเกิดโรคได้ คือ 
R. solani   ส่วนกล้วยไม้สกุลหวายมีรา 2 ชนิดท่ีไม่สามารถก่อโรคในกล้วยไม้ในสกุลนี้ได้ คือ 
C. lunata และ F. perliferatum   เมื่อราก่อโรคในต้นกล้วยไม้พบว่า ต้นกล้วยไม้จะไม่สามารถเจริญ
ต่อไปได้   ส าหรับชุดทดสอบการป้องกันในต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระ พบว่าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. 
subtilis N3 มีประสิทธิภาพท่ีดีในการป้องกันราท้ัง 9 ชนิดไม่ให้ก่อโรคในกล้วยไม้สายพันธุ์นี้ได้ แต่ชุด
ทดสอบการป้องกันในต้นกล้วยไม้สกุลหวายสามารถป้องกันราก่อโรคได้ดีกับราเพียง 4 ชนิด ได้แก่ F. 
oxysporum, F. perliferatum, P. aphanidermatum และ P. palmivora   ส่วนราท่ีเหลืออีก 5 
ชนิด พบว่าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 มีประสิทธิภาพในการป้องกันเพียงเล็กน้อยเท่านั้น 
ส่วนชุดทดสอบการรักษาในกล้วยไม้สกุลช้างกระ พบว่าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 
สามารถยับยั้งการเจริญของราได้ดีท้ัง 7 ชนิด ขณะท่ี F. oxysporum สามารถถูกยับยั้งได้เพียง
เล็กน้อย และ R. solani น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของราได้   
ในชุดทดสอบการรักษาในกล้วยไม้สกุลหวาย พบว่าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 สามารถ
ยับยั้งการเจริญของราได้ดี 5 ชนิด ได้แก่ C. gloeosporioides, F. oxysporum, F. solani, P. 
aphanidermatum และ P. palmivora   ส่วนราท่ีเหลืออีก 4 ชนิด คือ C. lunata, R. solani, F. 
perliferatum, และ F. moniliforme นั้น น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 สามารถยับยั้งการ
เจริญของราได้เพียงเล็กน้อยเท่านั้น 

  



 101 

ตารางที่ 4.23 สรุปผลการทดสอบการยับยั้งราท้ัง 9 ชนิดบนต้นกล้วยไม้สกุลช้างกระและสกุลหวาย 
โดยน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 

ชนิดของรา 

ดัชนีความรุนแรงในการเกิดโรค 

กล้วยไม้สกุลช้างกระ กล้วยไม้สกุลหวาย 

น้ า CF F F+CF CF+F น้ า CF F F+CF CF+F 

C. lunata 2 2 0 2 2 2 2 1 1 1 

C. gloeosporioides 2 2 0 2 2 2 2 0 2 1 

R. solani 2 2 1 0 2 2 2 0 1 1 

F. oxysporum 2 2 0 1 2 2 2 0 2 2 

F. perliferatum 2 2 0 2 2 2 2 1 1 2 

F. solani 2 2 0 2 2 2 2 0 2 1 

F. moniliforme 2 2 0 2 2 2 2 0 1 1 

P. aphanidermatum 2 2 0 2 2 2 2 0 2 2 

P. palmivora 2 2 0 2 2 2 2 0 2 2 

หมายเหตุ  CF = ใส่น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใส (culture filtrate) เท่านั้น 

F = ใส่ราเท่านั้น 

F + CF = ใส่ราก่อนน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใส 1 วัน 

CF+F = ใส่น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสก่อนรา 1 วัน 

ดัชนีความรุนแรงในการเกิดโรค:  

(2) = กล้วยไม้เจริญปกติ 

(1) = กล้วยไม้มีอาการเห่ียว/ใบมีสีเหลือง 

(0) = กล้วยไม้ตาย 
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4.8.2.2 การทดสอบความสามารถของโปรตีนที่ท าบริสุทธิ์ได้จาก B. subtilis N3 ในการ
ยับยั้งการเจริญของ C. lunata บนดอกกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์สีขาว (5N) และพันธุ์สีชมพู 
(ชมพูซากุระ) 

เมื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้ ง  C. lunata โดยโปรตีนบริ สุทธิ์ จาก 
B. subtilis N3 บนดอกกล้วยไม้ท้ังสองพันธุ์ ผลการทดลองแสดงไว้ในตารางท่ี 4.25 ซึ่งพบว่าทุกชุด
การทดลอง ซึ่งรวมท้ังชุดท่ีใส่สปอร์ของรานั้น ดอกกล้วยไม้ท้ังสองพันธุ์ยังคงแสดงอาการปกติ ไม่มี
อาการของโรคดอกสนิมหรือจุดสนิมแต่อย่างใด   ดังนั้นในการทดลองนี้จึงยังไม่สามารถบอกได้ว่า 
โปรตีนบริสุทธิ์และน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสจาก B. subtilis N3 สามารถยับยั้งหรือป้องกันการเกิดโรคได้
หรือไม่ (ตารางท่ี 4.24 และ 4.25) 

ตารางที่ 4.24 ผลการทดสอบน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสและโปรตีนกึ่งบริสุทธิ์ของ B. subtilis N3 กับ 
C. lunata บนดอกกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์สีขาว (5N) 

 วันท่ี 1 วันท่ี 6 

น้ า 

  

น้ าเล้ียงเช้ือ 

  

C. lunata 

  

น้ าเล้ียงเช้ือ  

+  
C. lunata 
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C. lunata  

+ 

น้ าเล้ียงเช้ือ 
  

โปรตีนกึ่งบริสุทธิ์ 

+  
C. lunata 

  

C. lunata 

+ 
โปรตีนกึ่งบริสุทธิ์ 

  
 
ตารางที่ 4.25 ผลการทดสอบน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสและโปรตีนกึ่งบริสุทธิ์ของ B. subtilis N3 กับ 
C. lunata บนดอกกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์สีชมพู (ชมพูซากุระ) 

 วันท่ี 1 วันท่ี 6 

น้ า 

  

น้ าเล้ียงเช้ือ 
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C. lunata 

  

น้ าเล้ียงเช้ือ 

+ 
C. lunata 

  

C. lunata 

+ 

น้ าเล้ียงเช้ือ 
  

โปรตีนกึ่งบริสุทธิ์ 

+  
C. lunata 

  

C. lunata 

+ 
โปรตีนกึ่งบริสุทธิ์ 

  
 
4.9 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 

การศึกษาลักษณะทางชีววิทยาระดับโมเลกุลของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 โดยวิเคราะห์ล าดับ
นิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ได้ผลของล าดับนิวคลีโอไทด์ดังแสดงในภาคผนวก ง หมายเลข 3 และ 
4 ซึ่งหลังจากน าล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีมีความยาวรวม 968 คู่เบส ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด้วยโปรแกรม Blastn 
พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต RS1 มีล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีมีความใกล้เคียงกับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
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16S rDNA ของ P. aeruginosa หมายเลขเข้าถึง CP020603.1 ถึง 99% ดังแสดงในภาคผนวก ง 
หมายเลข 3 และ 4 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ซึ่งมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora พบว่าโคโลนีมีลักษณะกลม ขนาดเล็ก ขอบ
เรียบ ผิวมันวาว และมีสีเหลืองอมเขียว (รูปท่ี 4.10(A))   เมื่อย้อมสีแกรมแล้วตรวจสอบด้วยกล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสงท่ีก าลังขยาย 1,000 เท่า พบว่าเป็นแบคทีเรียแกรมลบท่ีมีรูปร่างแท่งส้ัน (รูปท่ี 
4.10(B)) 

          
รูปที่ 4.10 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 บนอาหารแข็ง NA บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง (A), ผลการย้อมสีแกรมของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ
ใช้แสง (1,000x) (B) 

เมื่อทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีต่างๆ พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต RS1 สามารถผลิตเอนไซม์แค
ทาเลส, เจลาติเนส, เพปทิเดส และไนเตรตรีดักเทสได้   สามารถใช้กลูโคสและซิเตรตเป็นแหล่ง
คาร์บอน แต่ไม่สามารถใช้แลคโทสและซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนได้   สามารถสร้างแอมโมเนียและ
รงควัตถุ (pigment) สีเขียวได้ ดังแสดงในตารางท่ี 4.26 

  

A B 
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ตารางที่ 4.26 แสดงผลการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 

แค
ทาเลส 

เพปทิ
เดส 

TSI 
ซิ

เตรต 

ไน
เตรต 

NH4 
เจลา
ติเนส 

อิน
โดล 

IMViC 
รงค
วัตถุ 

+ + 

Alkaline 
butt / 

Alkaline 
slant w/o 

gas 

+ + + + - ---+ 

+ 

(สี
เขียว) 

จากผลทางชีววิทยาระดับโมเลกุล, ทางสัณฐานวิทยา และทางชีวเคมี ดังนั้นจึงระบุเบื้องต้น
ได้ว่าแบคทีเรียไอโซเลต RS1 เป็น Pseudomonas aeruginosa และต่อจากนี้จะเรียกแบคทีเรียไอ
โซเลตนี้ว่า Pseudomonas aeruginosa RS1 

 



บทท่ี 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 งานวิจัยนี้ได้คัดเลือกแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จากธรรมชาติโดยคงยุทธ เลิศมงคลธรรม (2549) 
ซึ่งประกอบไปด้วยแบคทีเรียท้ังหมด 10 ไอโซเลต ได้แก่ M10, M22, M23, M25, M26, M27, N1, 
N3, N9 และ RS1 โดยแบคทีเรียท้ัง 10 ไอโซเลตพบว่ามีฤทธิ์ในการยับยั้งราก่อโรคพืชได้หลายชนิด   
ในงานวิจัยนี้ส่วนแรกได้เน้นทดสอบแบคทีเรียท้ัง 10 ไอโซเลตกับราสองชนิด ได้แก่ P. palmivora 
และ P. aphanidermatum ซึ่งเป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคเน่าด าหรือโรคเน่าเข้าไส้ (black rot หรือ 
Phytophthora rot) และโรครากเน่าหรือโรคเน่าคอดิน (damping-off) บนกล้วยไม้ ตามล าดับ โดย
แบ่งการทดลองออกเป็นการทดสอบโดยใช้เซลล์แบคทีเรียและการทดสอบโดยใช้น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใส
ของแบคทีเรียในการยับยั้งราท้ังสองชนิดดังกล่าว 

การทดสอบการยับยั้งการเจริญของราท้ังสองชนิดด้วยเซลล์ของแบคทีเรียพบว่า เซลล์
แบคที เรี ย ไอ โซ เลต M10, M25 และ  M27 มีความสามารถ ในการยั บยั้ ง ก าร เจริญ ของ 
P. aphanidermatum ได้ดีท่ีสุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราของแบคทีเรียท้ังสามไอโซเลตเท่ากับ 
57.08% เมื่อเปรียบเทียบผลการทดลองกับชุดควบคุม และเซลล์แบคทีเรียไอโซเลต M10 มี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ดีท่ีสุดเท่ากับ 78.06% โดยเปรียบเทียบ
ผลการทดลองกับชุดควบคุม และเมื่อน าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรียท้ัง 10 ไอโซเลตมาทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora และ P. aphanidermatum โดยใช้
อัตราส่วนระหว่างน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสต่ออาหารเล้ียงเช้ือ เท่ากับ 1:1 ผลการทดลองพบว่า น้ าเล้ียงเช้ือ
ส่วนใสของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ดี
ท่ีสุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของราเท่ากับ 100% 

ลักษณะสมบัติทางสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 แสดงว่าโคโลนี
ของแบคทีเรียมีลักษณะกลม ขนาดเล็ก ขอบเรียบ ผิวมันวาว และมีสีเหลืองอมเขียว เป็นแบคทีเรีย 
แกรมลบท่ีมีรูปร่างแท่งส้ัน สามารถผลิตเอนไซม์แคทาเลส, เจลาติเนส, เพปทิเดส และไนเตรตรีดัก
เทสได้ สามารถใช้กลูโคสและซิเตรตเป็นแหล่งคาร์บอน โดยไม่ใช้แลคโทสและซูโครสเป็นแหล่ง
คาร์บอน สามารถสร้างแอมโมเนีย และรงควัตถุสีเขียวได้   ข้อมูลทางชีววิทยาระดับโมเลกลุโดยใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ซึ่งมีความยาว 968 นิวคลีโอไทด์ พบว่ามีความใกล้เคียงกับ 
P. aeruginosa หมายเลขเข้าถึง CP020603.1 มากถึง 99% จึงเรียกแบคทีเรียไอโซเลต RS1 ว่า 
P. aeruginosa RS1 
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งานวิจัยก่อนหน้านี้รายงานว่าแบคทีเรียพวก Pseudomonas สามารถสร้างสารต้านการ
เจริญของราก่อโรคท้ังในพืชและในสัตว์ ได้ ตัวอย่างเช่น P. aeruginosa สามารถสร้างสาร 
phenazine ได้หลายชนิด ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราก่อโรค พวก Candida 
albicans ซึ่งเป็นราท่ีก่อโรคในคน (Morales และคณะ, 2010) และสารบริสุทธิ์ pafungin จาก 
P. aeruginosa K-187 มีผลต่อการเจริญของ F. oxysporum ซึ่งเป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคเน่าคอดิน 
(damping-off) โดยท าให้เส้นใยของรามีอาการบวมและแตกสลาย ส่งผลให้ราตายในท่ีสุด และ  
pafungin ยังสามารถทนความเป็นกรด-เบสท่ี 5-7 และทนต่ออุณหภูมิท่ี 100 องศาเซลเซียส ได้นาน
ถึง 40 นาทีอีกด้วย (Wanga และคณะ, 1999)   นอกจากนี้ Pseudomonas sp. ยังสามารถสร้าง
สารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ได้หลากหลายชนิด สารเหล่านี้ ได้แก่ ไคติเนส, ไลโซ
ไซม์ (Wang และ Chang, 1997), โปรตีนซึ่งยึดเกาะกับไคติน (Folders และคณะ, 2000), แคทาเลส 
(Levy และคณะ, 1992) และโปรตีเอส (Yen และคณะ, 2006) เป็นต้น   นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าน้ า
เล้ียงเช้ือส่วนใสของ P. aeruginosa GSE 18 ยังสามารถยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในถั่วลิสงได้
ถึ ง  8  ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  Aspergillus flavus, A. niger, Rhizoctonia bataticola, R.  solani, 
S. rolfsii, Cercospora arachidicola, Phaeoisariopsis personata, แ ละ  Puccinia arachidis 
(Kishore และคณะ, 2005) 

P. aeruginosa เป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ท่ีพบได้ในส่ิงแวดล้อมตามธรรมชาติท่ัวไป และยัง
อาจพบได้ในตัวอย่างจากคนไข้ด้วย (Buysens และคณะ, 1996, Mavrodi และคณะ, 2001) ซึ่งการ
หาความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ที่พบได้ทางการเกษตรกับทางการแพทย์สามารถจัดจ าแนกด้วยวิธี 
paraffin baiting system เนื่องจากแต่ละสายพันธุ์จะมีความสามารถในการน าพาราฟฟินไปใช้เป็น
แหล่งคาร์บอนได้แตกต่างกัน (Massengale และคณะ, 1999) ซึ่งในปัจจุบันจะพบว่า P. aeruginosa 
ท่ีพบได้ท่ัวไปนั้นสามารถใช้เป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชได้
มากมาย ตัวอย่างเช่น P. aeruginosa M-1001 ท่ีแยกได้จากดินในประเทศไต้หวัน (Wang และคณะ, 
1995a, Wang และคณะ , 1995b, Yen และคณะ, 2006) หรือ P. aeruginosa 7NSK2 ท่ีพบได้
บริเวณดินรอบรากของข้าวบาร์เลย์ (Iswandi และคณะ, 1987) หรือ P. aeruginosa PNA1 ท่ีพบได้
จากดินบริเวณรากถั่วเขียว (Anjaiah และคณะ, 1998) หรือ P. aeruginosa SD12 ท่ีพบได้จากดินท่ี
ปนเป้ือนจากโรงฟอกหนัง (Patra, 2012) โดย P. aeruginosa ท่ีกล่าวมานั้นเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ซึ่ง
มีความสามารถในการควบคุมราท่ีก่อโรคในพืชได้ ตัวอย่างเช่น P. aeruginosa GC-B26 พบว่าเป็น
แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีสร้างสาร phenazine-1-carboxylic acid ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ 
P. capsica และ C. orbiculare ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคต้นและใบแห้ง (Phytophthora blight) บน
ต้นพริกไทย และโรคแอนแทรคโนสบนใบของแตงกวา ตามล าดับ (Lee และคณะ, 2003)   ใน
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งานวิจัยนี้พบว่า P. aeruginosa RS1 เป็นแบคทีเรียซึ่งสามารถสร้างสารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
รา P. palmivora บนกล้วยไม้ 

งานวิจัยนี้ได้มีการหาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการสร้างสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ 
P. palmivora โดย P. aeruginosa RS1 โดยมีการแปรผันชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ, ค่าความเป็น
กรด-เบส ของอาหารเล้ียงเช้ือ, อุณหภูมิท่ีใช้ส าหรับเล้ียงเช้ือ และเวลาท่ีเช้ือแบคทีเรียสามารถสร้าง
สารเพื่อยับยั้งการเจริญของราได้ดีท่ีสุด   ในการทดสอบหาภาวะท่ีเหมาะสมของแบคทีเรีย เพื่อให้
สร้างสารออกฤทธิ์ได้ดีท่ีสุด ได้ใช้น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของแบคทีเรียผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือรา ด้วย
อัตราส่วน 1:9 หลังจากทดสอบด้วยวิธี poison food technique พบว่าการแปรผันชนิดและค่า
ความเป็นกรด-เบส ของอาหารเล้ียงเช้ือมีผลต่อการสร้างสารต้านการเจริญของ P. palmivora โดย 
P. aeruginosa RS1   แต่ส าหรับอุณหภูมิท่ีใช้ในการเล้ียง P. aeruginosa RS1 มีผลต่อการสร้างสาร
ต้านราเพียงเล็กน้อยเท่านั้น และภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเล้ียง P. aeruginosa RS1 เพื่อสร้าง
สารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ P. palmivora คือ เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB pH7 ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 ช่ัวโมง ซึ่งในการแปรผันชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือประกอบ
ไปด้วยอาหารเหลว NB, LB และ TSB ซึ่งอาหารเหลว TSB เป็นอาหารท่ีมีองค์ประกอบสมบูรณ์ท่ีสุดท่ี
เหมาะส าหรับการเจริญของแบคทีเรียมากกว่าอาหารเหลว NB และ LB แต่ในงานวิจัยนี้แบคทีเรีย
สามารถสร้างสารต้านการเจริญของราได้ดีท่ีสุดเมื่อเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB อาจเนื่องมาจาก
การเล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลว TSB จะสนับสนุนการเจริญของแบคทีเรีย แต่อาจไปรบกวนการ
สร้างสารต้านการเจริญของราโดยแบคทีเรียได้ (Valentine และคณะ, 2005) 

ส าหรับการแปรผันค่าความเป็นกรด-เบส ของอาหารเล้ียงเช้ือ พบว่าแบคทีเรียท่ีเล้ียงใน
อาหารเหลว LB pH7 แสดงเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้สูงท่ีสุด รองลงมา
คือ เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB pH6 และ P. aeruginosa RS1 ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว LB pH8 
มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของ P. palmivora มากกว่าแบคท่ีเรียเล้ียงในอาหารเหลว LB pH9 
เท่ากับ 1.63 เท่า   นอกจากนี้การแปรผันอุณหภูมิส าหรับการเล้ียงแบคทีเรียท่ี 30oC, 37oC และ 
40oC พบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะส าหรับการเล้ียงแบคทีเรียเพื่อสร้างสารต้านรา คือ 37oC โดยเปอร์เซ็นต์
การยับยั้งการเจริญของราท่ีอุณหภูมิ 30oC และ 40oC มีค่าน้อยกว่าท่ีอุณหภูมิ 37oC เท่ากับ 1.31 
และ 1.55 เท่า   P. aeruginosa RS1 ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว LB pH7 ท่ีอุณหภูมิ 37oC จะสามารถ
สร้างสารต้านการเจริญของราได้ดีท่ีสุดท่ีเวลา 21 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นช่วง late logarithmic ของแบคทีเรีย 
แสดงว่าสารต้านการเจริญของราท่ีไ ด้นั้นไม่ เกี่ยวข้องกับสารท่ีเกี่ยวข้องกับก ารเจริญของ 
P. aeruginosa RS1 (non-growth associated product) 
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การทดสอบความเสถียรต่อค่าความเป็นกรด-เบสของน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสจาก P. aeruginosa 
RS1 พบว่าเมื่อเพิ่มค่าความเป็นกรด-เบสของน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใส จะมีผลท าให้ความสามารถในการ
ยับย้ังการเจริญของ P. palmivora ลดลง อาจเนื่องมาจากความเป็นกรด-เบสไปท าลายสารต้านราท า
ให้ประสิทธิภาพในการยับยั้งราลดลง   ส่วนการทดสอบความเสถียรต่ออุณหภูมิของน้ าเล้ียงเช้ือส่วน
ใสของ P. aeruginosa RS1 พบว่าสารต้านราไม่สามารถทนความร้อนได้  

ในงานวิจัยนี้การท าบริสุทธิ์ของโปรตีนท่ีมีฤทธิ์ต้านการเจริญของรา ได้แบ่งออกเป็นสองส่วน 
คือ ส่วนแรกเป็นงานวิจัยต่อเนื่อง โดยน าแบคทีเรีย B. subtilis N3 มาเพิ่มปริมาณโปรตีนบริสุทธิ์ที่มี
ฤทธิ์ต้านการเจริญของ C. lunata (Sowanpreecha และ Rerngsamran, 2010, รพีวรรณ โสวรรณ
ปรีชา, 2553) และส่วนท่ีสองเป็นการท าบริสุทธิ์โปรตีนท่ีมีฤทธิ์ต้านการเจริญของ P. palmivora จาก 
P. aeruginosa RS1 ซึ่งขั้นตอนการท าบริสุทธิ์โปรตีนจากแบคทีเรียท้ังสองชนิดประกอบด้วย 2 
ขั้นตอน คือ การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต และการท าโปรตีนให้มีความบริสุทธิ์มาก
ขึ้นด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A ซึ่งการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตนั้น 
เกลือของแอมโมเนียมจะไปจับตัวกับโปรตีนท้ังหมดในน้ าเล้ียงเช้ือของแบคทีเรีย เพื่อดึงโปรตีนทั้งหมด
ให้รวมกันเป็นตะกอน ท าให้โปรตีนท้ังหมดตกตะกอนลงมา จากนั้นละลายตะกอนโปรตีนท้ังหมดด้วย
ปริมาตรของสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีน้อยท่ีสุด แล้วน าสารละลายโปรตีนท้ังหมดท่ีได้ไปท าบริสุทธิ์ด้วยวิธี
คอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE Bio-gel A โดยเมทริกซ์ของคอลัมน์มีประจุความเป็นบวกสูงจึง
สามารถจับกับสารต้านราในสารละลายโปรตีนท่ีมีประจุความเป็นลบสูง แล้วโปรตีนจะค่อยๆถูกชะ
ด้วยเกรเดียนท์ของสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ (Cummins และคณะ, 2011, 
Ouedraogo และคณะ, 2011, Hegedus และ Marx, 2013) 

จากผลการทดลองพบว่าโปรตีนจากท้ัง B. subtilis N3 และ P. aeruginosa RS1 เมื่อ
ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต จะพบล าดับส่วนท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ 
C. lunata และ P. palmivora ดีท่ีสุดในช่วง 40-80% ของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ซึ่งจากนั้น
สารละลายโปรตีนจากช่วงนี้จะถูกน าไปท าบริสุทธิ์เพิ่มเติมด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน DEAE 
Bio-gel A ซึ่งผลการทดลองท่ีได้พบว่า โปรตีนจาก B. subtilis N3 ท่ีผ่านคอลัมน์ DEAE Bio-gel A 
ล าดับส่วนท่ี 51-60 มีประสิทธิภาพในการยับยั้ งการเจริญของ C. lunata ไ ด้ดี ท่ี สุด   ส่วน 
P. aeruginosa RS1 ท่ีผ่านคอลัมน์ DEAE Bio-gel A ล าดับส่วนท่ี 9-10 และ 33-34 มีเปอร์เซ็นต์
การยับยั้งการเจริญของ P. palmivora เท่ากับ 75.00% และ 82.35% ตามล าดับ 

หลังจากนั้นได้น าสารละลายโปรตีนบริสุทธิ์จากแบคทีเรียท้ังสองชนิดไปวิเคราะห์ขนาดและ
ความบริสุทธิ์ของโปรตีนเบื้องต้นด้วยวิธีโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรซิส 
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(SDS-PAGE) และวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยเครื่อง Q exactive plus hybrid quadrupole 
orbitrap mass spectrometry ท่ีต่อกับ liquid chromatography และ เครื่อง ESI-Q-TOF MS/MS 
พบว่าเมื่อวิเคราะห์ขนาดของโปรตีนบริสุทธิ์จาก P. aeruginosa RS1 ท่ีผ่านคอลัมน์ DEAE Bio-gel 
A ล าดับส่วนท่ี 9-10 เมื่อวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนพบว่ามีด้วยกัน 3 ขนาด ได้แก่ 54 kDa, 
32 kDa และ 20 kDa ซึ่งมีความใกล้เคียงกับแคทาเลส, โปรตีเอส, และโปรตีเอส IV ตามล าดับ และ
ส าหรับโปรตีนบริสุทธิ์จาก P. aeruginosa RS1 ท่ีผ่านคอลัมน์ DEAE Bio-gel A ล าดับส่วนท่ี 33-34 
พบว่ามีขนาดของน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนเท่ากับ 40 kDa, 32 kDa และ 29 kDa ซึ่งมีความ
ใกล้เคียงกับโปรตีนซึ่งยึดเกาะกับไคติน, โปรตีเอส, และโปรตีเอส ตามล าดับ   เมื่อศึกษาผลต่อเส้นใย 
P. palmivora โดยโปรตีนกึ่งบริสุทธิ์จาก P. aeruginosa RS1 ท่ีผ่านคอลัมน์ DEAE Bio-gel A 
ล าดับส่วนท่ี 9-10 และ 33-34 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (SEM) พบว่าเส้นใยของ P. 
palmivora มีความผิดปกติเกิดขึ้น โดยมีการแตกแขนงในหลายทิศทาง โดยมีปลายเส้นใยท่ีส้ันกุด 
และเส้นใยมีลักษณะเหี่ยวย่น ไม่เรียบ   ดังนั้นจะสรุปเบื้องต้นได้ว่ากลไกการท างานของโปรตีนกึ่ง
บริสุทธิ์นี้น่าจะมีต่อการเจริญของเส้นใยของราเป็นหลักโดยอาจผ่านกลไกการผลิตสารกลุ่มสาร
ปฏิชีวนะและ/หรือเอนไซม์ท่ีมีฤทธิ์ต่อเส้นใยของรา (Stein, 2005) 

แคทาเลสเป็นเอนไซม์ท่ีผลิตโดยส่ิงมีชีวิตหลายชนิดท่ีสัมผัสกับออกซิเจน ซึ่งเป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยาในการย่อยสลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ให้เป็นน้ าและออกซิเจน (Chelikani และคณะ, 
2004)   อย่างไรก็ตามแคทาเลสเคยมีรายงานว่าเป็นสารต้านการเจริญของรา แต่ว่ากลไกในการยับยั้ง
การเจริญของรายังไม่มีข้อมูลรายงานอย่างชัดเจน   ตัวอย่างของแบคทีเรียท่ีสร้างแคทาเลสเพื่อยับยั้ง
การเจริญของรา เช่น B. subtilis LEV-006 ซึ่งสามารถสร้างสารต้านราได้ 3 ชนิด โดยหนึ่งในนั้นคือ 
แคทาเลส ซึ่ งสามารถยับยั้ งการเจริญของ S. sclerotiorum, R.  solani, A.  brassicae และ 
Leptosphaeria maculans ได้ (Hou และคณะ , 2006) หรือ Bacillus sp. M10 สามารถผลิต
เอนไซม์แคทาเลส ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ Fusarium sp. และ C. capsica ซึ่งก่อให้เกิด
โรคผลเน่าและโรคแอนแทรคโนสในมะเขือเทศหลายสายพันธุ์ ตามล าดับ และเมื่อสังเกตภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสงและแบบส่องกราด พบว่าโปรตีนบริสุทธิ์มีผลท าให้เส้นใยและสปอร์ของ 
Fusarium sp. และ C. capsica เกิดการบวมและแตกหัก (ประภาศรี ศรีคง, 2552) 

โปรตีเอสเป็นเอนไซม์ท่ีสามารถพบได้ในสัตว์ พืช รา แบคทีเรีย และไวรัส ซึ่งบางครั้งอาจ
เรียกว่าเพปทิเดส (peptidase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีในการไฮโดรไลซพ์ันธะเพปไทด์ให้อยู่ในรูป
ของสายโพลิเพปไทด์ท่ีมีขนาดเล็กลงหรือย่อยจนได้เป็นกรดอะมิโน   กลุ่มของโปรตีเอสท่ีแตกต่างกัน
จะแสดงปฏิกิริยาเดียวกันโดยมีกลไกการเร่งปฏิกิริยาท่ีแตกต่างกันอย่างส้ินเชิง (Oda, 2012)   จาก
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งานวิจัยก่อนหน้านี้ โปรตีเอสซึ่งมีฤทธิ์ต้านการเจริญของราถูกค้นพบจาก B. subtilis สายพันธุ์ N7 
โดยการวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีนด้วยวิธี MALDI TOF/TOF   เอนไซม์นี้สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเส้นใยและสปอร์ของ F. oxysporum f. sp. cucumerium (FOC) ท่ีบริเวณผนังเซลล์ได้อย่าง
สมบูรณ์ โดยผ่านกระบวนการไฮโดรลิซิส (Luo และคณะ, 2013) 

ไคติโนไลติกเอนไซม์ (chitinolytic enzyme) และโปรตีนซึ่งยึดเกาะกับไคตินถูกพบได้ใน
ธรรมชาติ ซึ่งถูกผลิตและหล่ังออกนอกเซลล์ของแบคทีเรียหลายสกุล เช่น Serratia, Bacillus และ 
Vibrio (Watanabe และคณะ, 1990, Bassler และคณะ, 1991, Watanabe และคณะ, 1997) โดย
กลไกการท างานของเอนไซม์เหล่านี้จะไปท าลายไคติน (chitin) ซึ่งเป็นส่วนประกอบหลักท่ีส าคัญของ
ผนังเซลล์รา (Bowman และ Free, 2006) ท้ังนี้โปรตนีท่ีประกอบด้วยส่วนโปรตีนซึ่งยึดเกาะกับไคติน
เพียงอย่างเดียว โดยไม่ปรากฏว่ามีแอกทิวิตีของไคติโนไลติกเอนไซม์ กม็ีรายงานว่าสามารถยับยั้งการ
เจริญของราได้ (Folders และคณะ, 2000)   งานวิจัยก่อนหน้ารายงานว่า P. aeruginosa สามารถ
ผลิตโปรตีนซึ่งยึดเกาะกับไคติน CbpD และหล่ังออกสู่ภายนอกเซลล์ได้ โดยผ่านกระบวนการหล่ังสาร
ของแบคทีเรียชนิดท่ี 2 (type II secretion pathway) (Tommassen และคณะ, 1992, Folders 
และคณะ, 2000, Folders และคณะ, 2001)   นอกจากนี้ ยังมีรายงานว่า P. aeruginosa PAO25 
สามารถหล่ังโปรตีนซึ่งยึดเกาะกับไคติน เพื่อไปยับยั้งการเจริญของ R. solani และ F. oxysporum 
ได้ (Folders และคณะ, 2000)   Phytophthora จัดเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีคล้ายราพวก oomycetes ท่ีผนัง

เซลล์มีเซลลูโลสและ β-กลูแคน เป็นองค์ประกอบหลัก แต่อย่างไรก็ตาม มีรายงานว่าราน้ าในกลุ่มนี้มี
การสร้างไคตินขึ้นมาช่ัวคราวท่ีบริเวณปลายสุดของเส้นใยก่อนท่ีจะเปล่ียนเป็นเซลลูโลส (Guerriero 
และคณะ, 2010) ดังนั้นโปรตีนซึ่งยึดเกาะกับไคตินอาจมีผลกับ P. palmivora ท่ีบริเวณนี้ และส่งผล
ท าให้เกิดความผิดปกติของปลายเส้นใยตามท่ีสังเกตพบในผลการทดลอง   นอกจากนี้ ก็ยังเป็นไปได้
ว่าเอนไซม์กลุ่มไคติโนไลติกเอนไซม์ (chitinolytic enzyme) เพียงอย่างเดียวอาจไม่มีผลโดยตรงต่อ 
Phytophthora และอาจจ าเป็นท่ีต้องมีการท างานร่วมกับสารประกอบชีวภาพชนิดอื่นท่ีแบคทีเรีย
สร้างขึ้น (Kim และคณะ, 2008) ดังท่ีมีรายงานว่าฟลูออเรสเซนต์ Pseudomonas ท่ีสามารถผลิต 

ไคติเนส และ β-1,3-กลูคาเนส สามารถยับย้ังการเจริญของ P. capsici ได้ (Arora และคณะ, 2007) 

ส าหรับโปรตีนกึ่งบริสุทธิ์ท่ีได้จาก B. subtilis N3 ท่ีผ่านคอลัมน์ DEAE Bio-gel A ล าดับส่วน
ท่ี 51-60 ปรากฎแถบโปรตีนเพียงแถบเดียว ซึ่งมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 39.88 kDa และส าหรับ
การวิเคราะห์หาชนิดของโปรตีนกึ่งบริสุทธิ์นี้ พบว่ามีความคล้ายคลึงกับโปรตีนคล้ายแฟลกเจลลิน 
(flagellin-like protein) สูงถึง 69% ของบริเวณท่ีครอบคลุมล าดับของโปรตีนนี้   โปรตีนแฟลกเจล
ลินเป็นองค์ประกอบโปรตีนพื้นฐานของแฟลกเจลลา (flagella) ของเซลล์แบคทีเรีย ซึ่งเป็นโครงสร้าง
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ท่ีแบคทีเรียใช้ส าหรับการเคล่ือนท่ี และเมื่อโปรตีนเหล่านี้รวมตัวกันอยู่ บริเวณแฟลกเจลลาของ
แบคทีเรีย โปรตีนชนิดนี้จะสามารถรั่วออกจากเซลล์แบคทีเรียได้ในระหว่างการสร้างแฟลกเจลลาของ
เช้ือแบคทีเรีย และท าให้สามารถแยกและท าบริสุทธิ์โปรตีนชนิดนี้ได้จากอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 
(Komoriya และคณะ , 1999)   จากรายงานก่อนหน้านี้พบว่าโปรตีนคล้ายแฟลกเจลลินจาก 
B. subtilis มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชได้ (Ren และคณะ, 2013, 
Zhao และคณะ, 2013a) ซึ่งงานวิจัยนี้เป็นรายงานแรกท่ีแสดงการยับยั้งโดยโปรตีนคล้ายแฟลกเจล
ลินท่ีมีต่อการเจริญของ C. lunata ท่ีก่อโรคในกล้วยไม้   อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานถึงกลไกการ
ท างานเพื่อยับยั้งราโดยโปรตีนนี้ 

จากการทดสอบความสามารถของ B. subtilis N3 ในการต้านการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืช
หลายชนิด โดยทดสอบ B. subtilis N3 บนอาหารเล้ียงเช้ือ ( in vitro) พบว่า B. subtilis N3 มี
ความสามารถในการยับยั้งราท้ังหมด 9 ชนิด ได้แก่ C. lunata, C. gloeosporioides, R. solani, 
F. oxysporum, F. periferatum,  F. solani, F. moniliforme, P. aphanidermatum แ ล ะ 
P. palmivora ซึ่งท้ังหมดเป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคในพืช และเมื่อทดสอบความสามารถของน้ าเล้ียงเช้ือ
ส่วนใสของ B. subtilis N3 บนต้นกล้วยไม้ (in vivo) ท้ังสกุลช้างกระและสกุลหวาย พบว่าชุดทดสอบ
การป้องกันในต้นกล้วยไม้สายพันธุ์ช้างกระนั้น น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 ช่วยป้องกัน
การเกิดโรคจากราท้ังหมด 8 ชนิดในกล้วยไม้สายพันธุ์ช้างกระ แต่ไม่สามารถป้องกันการเกิดโรคจาก 
R. solani ได้   ส่วนกล้วยไม้สกุลหวายนั้น พบว่าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 ช่วยป้องกัน
การเกิดโรคจากรา 4 ชนิด ได้แก่ F. oxysporum, F. perliferatum, P. aphanidermatum และ P. 
palmivora ส่วนราท่ีเหลืออีก 5 ชนิด น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของเช้ือ B. subtilis N3 มีประสิทธิภาพใน
การป้องกันเพียงเล็กน้อยเท่านั้น 

ส าหรับชุดทดสอบการรักษาในกล้วยไม้สกุลช้างกระ พบว่าน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. subtilis 
N3 สามารถยับยั้งการเจริญของราได้ดี 7 ชนิด ซึ่งมีเฉพาะ F. oxysporum ท่ีน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ 
B. subtilis N3 ยับย้ังได้เพียงเล็กน้อย   ส่วนชุดทดสอบการรักษาในกล้วยไม้สกุลหวาย พบว่าน้ าเล้ียง
เช้ือส่วนใสของ B. subtilis N3 สามารถยับยั้งการเจริญของราได้ดี 5 ชนิด ได้แก่ C. gloeosporioides, 
F. oxysporum, F. solani, P. aphanidermatum และ P. palmivora   ส่วนราท่ีเหลืออีก 4 ชนิด 
คือ C. lunata, R. solani, F. perliferatum, และ F. moniliforme นั้น น้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสของ B. 
subtilis N3 สามารถยับยั้งการเจริญของราได้เพียงเล็กน้อยเท่านั้น 

ส าหรับการทดสอบน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสและโปรตีนกึ่งบริสุทธิ์ ท่ีได้จาก B. subtilis N3 ต่อ 
C. lunata บนดอกกล้วยไม้สกุลหวายสายพันธุ์สีขาว (5N) และสายพันธุ์สีชมพู (ชมพูซากุระ) นั้น 



 114 

พบว่า C. lunata ไม่ก่อให้เกิดโรคในดอกกล้วยไม้ท้ังสองสายพันธุ์ ดังนั้นในการทดลองนี้จึงยังไม่
สามารถสรุปได้ว่า โปรตีนบริสุทธิ์และน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสจาก B. subtilis N3 สามารถยับยั้งหรือ
ป้องกันการเกิดโรคกับดอกกล้วยไม้ได้หรือไม่   ท้ังนี้การท่ีราไม่สามารถก่อให้เกิดโรคกับดอกกล้วยไม้
ได้นั้น อาจมีสาเหตุมาจากสายพันธุ์ดอกกล้วยไม้ท่ีน ามาใช้นั้น มีการปรับปรุงพันธุ์จนต้านทานต่อรา
ชนิดนี้ หรือผู้ขายอาจมีการใช้สารเคมีบางอย่างท่ีอาจตกค้างและส่งผลต่อราท่ีใช้ในการทดลองนี้ 

จากงานวิจัยท้ังหมดนี้พบว่า P. aeruginosa RS1 สามารถต้านการเจริญของ P. palmivora 
ซึ่งเป็นราน้ าท่ีก่อให้เกิดโรคเน่าด าหรือโรคเน่าเข้าไส้ในกล้วยไม้ได้   จากผลการวิเคราะห์โปรตีนท่ีท า
บริสุทธิ์ได้จาก P. aeruginosa RS1 พบโปรตีนหลายชนิด ซึ่งโปรตีนท่ีพบมีแนวโน้มในการยับยั้งการ
เจริญของราก่อโรคในกล้วยไม้ได้ ซึ่งได้แก่ แคทาเลส, โปรตีเอส และโปรตีนซึ่งยึดเกาะกับไคติน ท้ังนี้
กลไกการยับยั้งราอาจเกิดจากการท างานของโปรตีนใดโปรตีนหนึ่ง หรือเกิดจากการท างานร่วมกัน
ของโปรตีนท้ังหมดก็ได้ ซึ่งจ าเป็นท่ีจะต้องมีการศึกษาให้แน่ชัดเพิ่มเติมต่อไป   อีกแง่หนึ่ง การผลิต
โปรตีนได้หลายชนิดท่ีสามารถยับยั้งราก่อโรคได้ ก็ถือเป็นข้อดีในการใช้ท างานเพื่อเสริมฤทธิ์กันในการ
ยับย้ังราก่อโรคได้เช่นกัน   ดังเช่นก่อนหน้านี้มีรายงานว่า P. aeruginosa JO และ JO7 สามารถสร้าง

เอนไซม์ได้หลายชนิด เช่น β-1,3-กลูคาเนส, เซลลูเลส, โปรตีเอส, และไคติเนส ซึ่งสามารถน าไปใช้
ร่วมกันเพื่อแสดงประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุมการยับยั้งการเจริญของ F. oxysporum และ 
Alternaria solani (Paramanandham และคณะ, 2017) 

ส าหรับ B. subtilis N3 สามารถสร้างสารท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได้ 
โดยสารท่ี B. subtilis N3 ผลิตได้นั้น คือ โปรตีนคล้ายแฟลกเจลลิน   นอกจากนี้ B. subtilis N3 ยัง
สามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคในพืชบนอาหารเล้ียงเช้ือได้หลายชนิด เช่น C. lunata, 
C. gloeosporioides, R. solani, F. oxysporum, F. periferatum, F. solani, F. moniliforme, P. 
aphanidermatum และ P. palmivora และน้ าเล้ียงเช้ือส่วนใสจากแบคทีเรียนี้ยังสามารถควบคุม
การเจริญของราหลายชนิดท่ีก่อโรคในกล้วยไม้ได้ด้วยเช่นกัน โดยมีการทดสอบท้ัง ชุดทดสอบการ
ป้องกันและชุดทดสอบการรักษาในกล้วยไม้สกุลช้างกระและกล้วยไม้สกุลหวาย ซึ่งพบว่าน้ าเล้ียงเช้ือ
ส่วนใสจาก B. subtilis N3 สามารถป้องกันและรักษาโรคท่ีเกิดจาก P. aphanidermatum และ P. 
palmivora ในกล้วยไม้ท้ังสองสายพันธุ์ได้ดีเช่นกัน 

ในงานวิจัยนี้พบว่าแบคทีเรียท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในกล้วยไม้ ประกอบไป
ด้วย B. subtilis N3 และ P. aeruginosa RS1 ซึ่งแบคทีเรียท้ังสองชนิดนี้ เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถ
พบได้ท่ัวไป ท้ังในดินและอากาศ อีกท้ังยังเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์กับราท่ีก่อโรคในพืชได้หลายชนิด 
โดยเฉพาะแบคทีเรียสกุล Bacillus ท่ีพบได้ท่ัวไปและมีการวางจ าหน่ายในท้องตลาดเพื่อไปยับยั้งเช้ือ
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ก่อโรคในพืชได้หลายชนิด (Cawoy และคณะ, 2011, Donoso และคณะ, 2015) ส่วนแบคทีเรียสกุล 
Pseudomonas ถึงแม้จะมีรายงานว่าบางสายพันธุ์เป็นเช้ือก่อโรค แต่แบคทีเรียชนิดนี้ก็มีรายงานว่า
สามารถยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคในพืชได้หลายชนิด และมีการผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมจี าหน่ายใน
ท้องตลาดเช่นเดียวกัน (Cawoy และคณะ, 2011)   ดังนั้นแบคทีเรียท้ังสองชนิดดังกล่าวซึ่งสามารถ
ผลิตสารประกอบทางชีวภาพประเภทโปรตีนหลายชนิดท่ีน่าจะเป็นมิตรกับส่ิงแวดล้อมและไม่
ก่อให้เกิดโทษแก่ผู้ใช้ โดยจึงสามารถน าไปพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์เชิงพาณิชย์เพื่อก่อให้เกิดประโยชน์
ทางด้านการเกษตรแบบยั่งยืนได้ต่อไป   อย่างไรก็ดี ควรมีการศึกษาถึงผลกระทบต่อส่ิงมีชีวิตชนิด
อื่นๆเพิ่มเติมต่อไปด้วย และในด้านวิชาการนั้น ก็ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับกลไกการออกฤทธิ์
ของสารชีวภาพแต่ละชนิดท่ีพบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของรา ซึ่งอาจเริ่มด้วยการโคลนยีนและ
แสดงออกโปรตีนท่ีเกี่ยวข้อง แล้วน าไปทดสอบกับราก่อโรคแต่ละชนิดต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

1. อาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) 
แบคโตเปบโตน      5 กรัม 
สารสกัดจากเนื้อ      3 กรัม 
ผงวุ้น       15 กรัม 

ผสมสารตามล าดับในน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 7 ด้วย 1 N 
NaOH แล้วเติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วย
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

2. อาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 
อาหารส าเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth)  24  กรัม 
Agar       15  กรัม 

ละลายอาหารส าเร็จรูปในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้มี
ค่าประมาณ 5.1-5.3 แล้วเติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่ง
ฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

3. อาหารแข็ง V8 
Original 100% vegetable juice (V8, USA)  50  มิลลิลิตร 

ผสมสารน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 7 ด้วย 1 N NaOH แล้ว
เติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

4. อาหารเหลว Nutrient Broth (NB) 
แบคโตเปบโตน      5 กรัม 
สารสกัดจากเนื้อ      3 กรัม 

ผสมสารตามล าดับในน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 7 ด้วย 1 N 
NaOH แล้วเติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วย
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
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5. อาหารเหลว Luria Bertani Broth (LB)  
Tryptone          10  กรัม 
Yeast extract               5  กรัม 
NaCl            10  กรัม 

ผสมสารตามล าดับในน้ าปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 7 ด้วย 1 N 
NaOH แล้วเติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วย
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

6. อาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) 
อาหารส าเร็จรูป TSB (tryptic soy broth)    30 กรัม 
Difco Laboratories, USA 

ละลายอาหารส าเร็จรูปในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 7 
แล้วเติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

1. กลีเซอรอล 15% 
กลีเซอรอล 87 เปอร์เซ็นต์     17.24 มิลลิลิตร  
น้ าปราศจากไอออน      82.76 มิลลิลิตร  
 ผสมให้เข้ากัน น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

2. สารละลาย 0.1% Tween 20 
Tween 20       100 ไมโครลิตร  
น้ าปราศจากไอออน     100 มิลลิลิตร  
 ผสมให้เข้ากัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

3. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 2 โมลาร์    50 มิลลิลิตร  
น้ าปราศจากไอออน     50 มิลลิลิตร  

 ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเก็บไว้ในขวดสีชา 

4. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
  โซเดียมไฮดรอกไซด์      40 กรัม  
  น้ าปราศจากไอออน     1000 มิลลิลิตร  
  ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเก็บไว้ในขวดสีชา 

5. สารละลาย 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH7.5 
  Trisma base (C4H11NO3)    121 กรัม 
  ละลายในน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ด้วยกรดไฮโดรคลอริก
เข้มข้น โดยค่อยๆ เติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นให้เข้ากัน และวัดค่า  pH ให้เท่ากับ 7.5 เติมน้ า
ปราศจากไอออนจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง ก่อนใช้ให้น ามาเจือจาง
ด้วยน้ าปราศจากไอออนให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 50 มิลลิโมลาร์  
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6. ถุงไดอะไลซ ์
ตัดถุงไดอะไลซิสขนาด cutoff ท่ี 3,500 MW ให้มีความยาวประมาณ 10-12 เซนติเมตร โดย

ความยาวของถุงไดอะไลซิสจะขึ้นอยู่กับปริมาตรของสารละลายท่ีจะใส่ลงไปในถุง น าถุงไดอะไลซิสท่ี
ตัดแล้วใส่ลงใน EDTA 1%  (ภาคผนวก ข หมายเลข 20) ท่ีต้มเดือดนาน 10 นาที จากนั้นล้างด้วยน้ า
ปราศจากไอออนประมาณ 4-5 ครั้ง หรือจนกว่ากล่ินของ EDTA จะหมด เตรียมถุงไดอะไลซิสไว้ใช้
ต่อไป 

7. สารละลายกลีเซอรอล ความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ ใน Tris-HCl บัฟเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH เท่ากับ 
7.5 
  น ากลีเซอรอล 87 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 345 มิลลิลิตร ผสมใน Tris-HCl บัฟเฟอร์ 50 มิลลิโม
ลาร์ pH เท่ากับ 7.5 ปริมาตร 655 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 

8. นิสทาทิน (nystatin) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
  นิสทาทิน       1 มิลลิกรัม  
  ไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethyl formamide)   1 มิลลิลิตร 
  ละลายนิสทาทินแล้วเก็บในขวดสีชาให้พ้นแสง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

9. สารละลาย 1 โมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ใน 50 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH7.5 
  ช่ังโซเดียมคลอไรด์ 46.8 กรัม ละลายใน Tris-HCl บัฟเฟอร์ 50 มิลลิโมลาร์ pH เท่ากับ 7.5 
ปริมาตร 800 มิลลิลิตร 

10. สารละลาย 1.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH8.8 
Trisma base (C4H11NO3)     181.71 กรัม  
 ละลายในน้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ด้วยกรดไฮโดรคลอ

ริกเข้มข้น โดยค่อยๆเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น แล้วคนให้เข้ากัน วัดค่า pH ให้เท่ากับ 8.8 เติมน้ า
ปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

11. สารละลาย 10% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) 
  โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต      10 กรัม  
  ละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตในน้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เมื่อละลาย
หมดเติมน้ าปราศจากไอออนให้ครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
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12. สารละลาย 10% สารละลายแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium persulfate) 
  ช่ังแอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต 100 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ท่ีปราศจากเช้ือ เติมน้ า
ปราศจากไอออนและปลอดเช้ือลงไป 1 มิลลิลิตร ละลายจนหมด 

13. สารละลาย 0.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH6.8 
  Trisma base (C4H11NO3)     60.57 กรัม  
  ละลาย Trisma base ในน้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ด้วย
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น โดยค่อยๆเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น แล้วคนให้เข้ากัน วัดค่า  pH ให้
เท่ากับ 6.8 เติมน้ าปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

14. สารละลายรันนิ่งบัฟเฟอร์ (running buffer) 
Trisma base (C4H11NO3)    30 กรัม 
ไกลซีน (Glycine)     145 กรัม 
SDS       10 กรัม 

  แยกละลายสารท้ังสามชนิดด้วยน้ าปราศจากไอออน จากนั้นน ามารวมกัน และปรับ
ปริมาตรด้วยน้ าปราศจากไอออนให้ไ ด้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ ท่ี
อุณหภูมิห้อง ก่อนใช้น ามาเจือจางด้วยน้ าปราศจากไอออนให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1X 

15. สารละลาย 4x SDS sample buffer 
  สารละลาย 0.5 โมลาร์ Tris-HCl, pH6.8   5  มิลลิลิตร 
  DTT (DL-Dithiothreitol)     1.851  กรัม 
  โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต     0.4 กรัม 
  บรอมฟีนอลบลู      0.05  กรัม 
  กลีเซอรอล 87%      12 มิลลิลิตร 
  น้ าปราศจากไอออน     12  มิลลลิลิตร 
   ผสมทุกอย่างให้เข้ากันแล้วแบ่งใส่หลอดไมโครฟิวจ์ 

16. สารละลาย 1x SDS sample buffer 
  สารละลาย 4x SDS sample buffer   10 มิลลิลิตร 
  น้ าปราศจากไอออน     30  มิลลลิลิตร  
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17. สารละลายสีย้อมคูแมสซีบลู (coomassie blue staining solution) 
สีคูแมสซี บริลเลียนท์ บลู จี-250    1 กรัม 
เมทานอล      500 มิลลิลิตร 
กรดอะซิติกเข้มข้น     100  มิลลิลิตร 

  น้ าปราศจากไอออน     400  มิลลลิลิตร 
  ผสมให้เข้ากัน 

18. สารละลายส าหรับล้างสี (destaining solution) 
เมทานอล      400 มิลลิลิตร 
กรดอะซิติกเข้มข้น     100  มิลลิลิตร 

  น้ าปราศจากไอออน     400  มิลลลิลิตร 
  ผสมให้เข้ากัน 

19. Fix solution 
เมทานอล      100 มิลลิลิตร 
กรดอะซิติกเข้มข้น     100  มิลลิลิตร 

  กลีเซอรอล 87%      50 มิลลิลิตร 
  น้ าปราศจากไอออน     750  มิลลลิลิตร 
  ผสมให้เข้ากัน 

20. สารละลาย EDTA ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
เอทาลีนไดเอมีนเตตระแอซิติกแอซิด (EDTA)      1  กรัม  
น้ าปราศจากไอออน     100  มิลลิลิตร 

 ละลายให้เข้ากัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

21. สารละลาย EDTA ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
เอทาลีนไดเอมีนเตตระแอซิติกแอซิด (EDTA)   29.224  กรัม  
น้ าปราศจากไอออน     100  มิลลิลิตร 
 ละลายให้เข้ากัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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23. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
 โซเดียมคลอไรด์      5.844  กรัม 
  น้ าปราศจากไอออน     100  มิลลิลิตร 
  ละลายให้เข้ากัน จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

24. สารละลาย TEN 
  สารละลาย 1 โมลาร์ Tris-HCl, pH8.0   100 ไมโครลิตร 
  สารละลาย EDTA ความเข้มข้น 1 โมลาร์   100 ไมโครลิตร 
  (ภาคผนวก ข หมายเลข 21) 
  สารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์  1.5 มิลลิลิตร 
  (ภาคผนวก ข หมายเลข 22) 
  น าสารท้ังหมดผสมรวมกัน และปรับปริมาตรด้วยน้ าปราศจากไอออนให้ได้ปริมาตร
สุดท้ายเป็น 10 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

25. Lysozyme 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
  ช่ัง Lysozyme 20 มิลลิกรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออนและปลอดเช้ือ 1 มิลลิลิตร กรอง
ด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน 

26. RNase A 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
  ช่ัง RNase A 20 มิลลิกรัม ละลายในน้ าปราศจากไอออนและปลอดเช้ือ 1 มิลลิลิตร กรอง
ด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน 

27. สารละลาย TEN* 
  สารละลาย 1 โมลาร์ Tris-HCl, pH8.0   100 ไมโครลิตร 
  สารละลาย EDTA ความเข้มข้น 1 โมลาร์    10 ไมโครลิตร 
  (ภาคผนวก ข หมายเลข 21) 
  สารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์  500 ไมโครลิตร 
  (ภาคผนวก ข หมายเลข 22) 
  น าสารท้ังหมดผสมรวมกัน และปรับปริมาตรด้วยน้ าปราศจากไอออนให้ได้ปริมาตร
สุดท้ายเป็น 10 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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29. บัฟเฟอร์ 50X TAE 
Trisma base (C4H11NO3)    121  กรัม 

กรดอะซีติกเข้มข้น     28.55 กรัม 

สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์   50 กรัม 

  ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ าปราศจากไอออน ปริมาตร 300 มิลลิลิตร แล้วเติมน้ า
ปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเท่ากับ 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

30. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
  ช่ังเอธิเดียมโบรไมด์ 0.1 มิลลิกรัม จากนั้นละลายด้วยน้ าปราศจากไอออน 100 มิลลิลิตร เก็บ
ในภาชนะท่ีปิดมิดชิด แล้วเก็บให้พ้นแสง 
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ภาคผนวก ค 

1. กราฟมาตรฐานของโบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin) ความเข้มข้น 0.2-1.0 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร 

 

 
2. กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างลอการิธึมของน้ าหนักโมเลกุลกับระยะทางการเคล่ือนท่ีของโปรตีน

มาตรฐานท่ีเคล่ือนท่ีบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล 
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3. กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างลอการิธึมของน้ าหนักโมเลกุลกับระยะทางการเคล่ือนท่ีของโปรตีน
มาตรฐานท่ีเคล่ือนท่ีบนโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตพอลิอะคริลาไมด์เจล 

 
  

y = -0.372ln(x) + 1.3493
R² = 0.9857
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ภาคผนวก ง 

1. ตารางแสดงผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนบางส่วนของ B. subtilis N3 เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล
ใน GenBank ด้วยโปรแกรม Blastx 

ล าดับซึ่งให้การจัดเรียงเทียบสูงสุด: 

หมายเลขเข้าถึง รายละเอียด E value 
Max 
ident 

เอกสารอ้างอิง 

BAB58986.1 flagellin, partial [B. subtilis] 5e-159 100% (Asano และคณะ, 2001) 

WP_022553864.1 
MULTISPECIES: flagellin A [B. 
amyloliquefaciens group] 

3e-160 100% 
B. amyloliquefaciens 
group 

WP_017418819.1 
MULTISPECIES: flagellin [B. 
amyloliquefaciens group] 

3e-159 99% 
B. amyloliquefaciens 
group 

WP_057080256.1 flagellin [B. amyloliquefaciens] 1e-157 98% B. amyloliquefaciens 

WP_025853537.1 flagellin [B. amyloliquefaciens] 1e-157 98% B. amyloliquefaciens 
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2. ผลการวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนของแฟลกเจลลินของ B. subtilis N3 เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน 
GenBank 

flagellin, partial [Bacillus subtilis] 
Length: 306  
Score = 453 bits (1165), Expect = 5e-159 
Identities = 266/266 (100%), Gaps = 0/266 (0%) 
Positive = 266/266 (100%), Frame = +1 

Query  19   ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR  198 

            ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR 

Sbjct  41   ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR  100 

 

Query  199  SELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMTLSINKMDSESL  378 

            SELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMTLSINKMDSESL 

Sbjct  101  SELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMTLSINKMDSESL  160 

 

Query  379  KVGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVgsekleegekl  558 

            KVGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVGSEKLEEGEKL 

Sbjct  161  KVGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVGSEKLEEGEKL  220 

 

Query  559  skgIDisssakaassalttiktaiDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES  738 

            SKGIDISSSAKAASSALTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES 

Sbjct  221  SKGIDISSSAKAASSALTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES  280 

 

Query  739  RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQA  816 

            RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQA 

Sbjct  281  RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQA  306 

 

MULTISPECIES: flagellin A [Bacillus amyloliquefaciens group] 
Length: 331 
Score = 457 bits (1175), Expect = 3e-160 
Identities = 268/268 (100%), Gaps = 0/268 (0%) 
Positive = 268/268 (100%), Frame = +1 

Query  19   ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR  198 

            ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR 

Sbjct  48   ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR  107 

 

Query  199  SELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMTLSINKMDSESL  378 

            SELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMTLSINKMDSESL 

Sbjct  108  SELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMTLSINKMDSESL  167 

 

Query  379  KVGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVgsekleegekl  558 

            KVGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVGSEKLEEGEKL 

Sbjct  168  KVGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVGSEKLEEGEKL  227 

 

Query  559  skgIDisssakaassalttiktaiDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES  738 

            SKGIDISSSAKAASSALTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES 

Sbjct  228  SKGIDISSSAKAASSALTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES  287 

 

Query  739  RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML  822 

            RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML 

Sbjct  288  RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML  315 
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MULTISPECIES: flagellin [Bacillus amyloliquefaciens group] 
Length: 331 
Score = 454 bits (1169), Expect = 3e-159 
Identities = 267/268 (99%), Gaps = 0/268 (0%) 
Positive = 267/268 (99%), Frame = +1 

Query  19   ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR  198 

            ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR 

Sbjct  48   ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR  107 

 

Query  199  SELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMTLSINKMDSESL  378 

            SELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMTLSINKMDSESL 

Sbjct  108  SELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMTLSINKMDSESL  167 

 

Query  379  KVGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVgsekleegekl  558 

             VGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVGSEKLEEGEKL 

Sbjct  168  NVGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVGSEKLEEGEKL  227 

 

Query  559  skgIDisssakaassalttiktaiDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES  738 

            SKGIDISSSAKAASSALTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES 

Sbjct  228  SKGIDISSSAKAASSALTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES  287 

 

Query  739  RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML  822 

            RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML 

Sbjct  288  RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML  315 

 

flagellin [Bacillus amyloliquefaciens] 

Length: 331 
Score = 451 bits (1159), Expect = 1e-157 
Identities = 263/268 (98%), Gaps = 0/268 (0%) 
Positive = 267/268 (99%), Frame = +1 

Query  19   ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR  198 

            ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR 

Sbjct  48   ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR  107 

 

Query  199  SELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMTLSINKMDSESL  378 

            SELQKEMDQL+SEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTM+LSINKMDSESL 

Sbjct  108  SELQKEMDQLASEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMSLSINKMDSESL  167 

 

Query  379  KVGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVgsekleegekl  558 

            KVGTTYTAQADGTLKSGDG STATWA+EEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVGSEK+EEGEKL 

Sbjct  168  KVGTTYTAQADGTLKSGDGTSTATWAEEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVGSEKIEEGEKL  227 

 

Query  559  skgIDisssakaassalttiktaiDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES  738 

            SKGIDISSSAKAASSALTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES 

Sbjct  228  SKGIDISSSAKAASSALTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES  287 

 

Query  739  RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML  822 

            RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML 

Sbjct  288  RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML  315 
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flagellin [Bacillus amyloliquefaciens] 
Length: 331 
Score = 451 bits (1159), Expect = 1e-157 
Identities = 263/268 (98%), Gaps = 0/268 (0%) 
Positive = 267/268 (99%), Frame = +1 

Query  19   ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR  198 

            ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR 

Sbjct  48   ISEKMRSQIRGLDMASKNAQDGISLIQTSEGALNETHSILQRMSELATQAANDTNTDSDR  107 

 

Query  199  SELQKEMDQLSSEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMTLSINKMDSESL  378 

            SELQKEMDQL+SEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTM+LSINKMDSESL 

Sbjct  108  SELQKEMDQLASEVTRISTDTEFNTKKLLDGTAKDLTFQIGANEGQTMSLSINKMDSESL  167 

 

Query  379  KVGTTYTAQADGTLKSGDGNSTATWADEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVgsekleegekl  558 

            KVGTTYTAQADGTLKSGDG STATWA+EEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVGSEK+EEGEKL 

Sbjct  168  KVGTTYTAQADGTLKSGDGTSTATWAEEEVTDGKVTKEAGYYDDKGALVGSEKIEEGEKL  227 

 

Query  559  skgIDisssakaassalttiktaiDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES  738 

            SKGIDISSSAKAASSALTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES 

Sbjct  228  SKGIDISSSAKAASSALTTIKTAIDTVSSERAKLGAVQNRLEHTINNLGTSSENLTSAES  287 

 

Query  739  RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML  822 

            RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML 

Sbjct  288  RIRDVDMASEMMEYTKNNILTQASQAML  315 

3. ตารางแสดงผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 เปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลใน GenBank ด้วยโปรแกรม Blastn 

ล าดับซึ่งให้การจัดเรียงเทียบสูงสุด: 

หมายเลข
เข้าถึง 

รายละเอียด E value Max ident เอกสารอ้างอิง 

CP020603.1 
Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ์ 
E6130952, complete genome 

0.0 99% (Xiong และคณะ) 

CP013993.1 
Pseudomonas aeruginosa DHS01, 
complete genome 

0.0 99% 
(Valot และคณะ, 

2014) 

KP282446.1 
Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ์ TEN01 

16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
0.0 99% 

(Vadivel และ 
Sathurappan) 

KF530282.1 
Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ์ MK13 

16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
0.0 99% (Kumar และคณะ) 

HQ288943.1 
Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ์ A9 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 
0.0 99% 

(Falcao Salles และ
คณะ) 
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4. ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียไอโซเลต RS1 เปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูลใน GenBank 

Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ์ E6130952, complete genome 
Length: 7040952  
Score = 1613 bits (873), Expect = 0.0 
Identities = 895/904 (99%), Gaps = 8/904 (0%) 
Strand=Plus/Minus 

Query  65       TTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGG  124 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5950686  TTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGG  5950627 

 

Query  125      TAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT  184 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5950626  TAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT  5950567 

 

Query  185      CAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAG  244 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5950566  CAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAG  5950507 

 

Query  245      CTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGG  304 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5950506  CTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGG  5950447 

 

Query  305      AAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGC  364 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5950446  AAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGC  5950387 

 

Query  365      GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGC  424 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5950386  GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGC  5950327 

 

Query  425      CGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAG  484 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5950326  CGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAG  5950267 

 

Query  485      TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT  544 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5950266  TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT  5950207 

 

Query  545      GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTC  604 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5950206  GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTC  5950147 

 

Query  605      CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTTAGCTGCATGGCTGTCGTCAG  664 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||| 

Sbjct  5950146  CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGT--GCTGCATGGCTGTCGTCAG  5950089 

 

Query  665      CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGATTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTT  724 

                |||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5950088  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG--TAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTT  5950031 

 

Query  725      ACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGAACCAAACCGGAGGAAGGTG  784 

                ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | |||||||||||||||| 

Sbjct  5950030  ACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGA-CAAAACCGGAGGAAGGTG  5949972 

 

Query  785      GGCTAGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATG  844 

                ||   ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5949971  GG---GATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATG  5949915 

 

Query  845      GTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGT  904 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  5949914  GTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGT  5949855 

 

Query  905      CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAG  964 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  5949854  CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAG  5949795 

 

Query  965      AATG  968 

                |||| 

Sbjct  5949794  AATG  5949791 

 

 

Pseudomonas aeruginosa DHS01, complete genome 
Length: 7055752 
Score = 1613 bits (873), Expect = 0.0 
Identities = 898/908 (99%), Gaps = 10/908 (1%) 
Strand=Plus/Minus 

Query  61       ATCGTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCC  120 

                ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6012446  ATC-TTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCC  6012388 

 

Query  121      GCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGT  180 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6012387  GCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGT  6012328 

 

Query  181      GGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTAC  240 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6012327  GGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTAC  6012268 

 

Query  241      TGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA  300 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6012267  TGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA  6012208 

 

Query  301      TAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGA  360 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6012207  TAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGA  6012148 

 

Query  361      AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGAC  420 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6012147  AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGAC  6012088 

 

Query  421      TAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGG  480 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6012087  TAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGG  6012028 

 

Query  481      GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA  540 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6012027  GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA  6011968 

 

Query  541      GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAAC  600 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6011967  GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAAC  6011908 

 

Query  601      TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTTAGCTGCATGGCTGTCG  660 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||| 

Sbjct  6011907  TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGT--GCTGCATGGCTGTCG  6011850 

 

Query  661      TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGATTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTT  720 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6011849  TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG--TAACGAGCGCAACCCTTGTCCTT  6011792 

 

Query  721      AGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGAACCAAACCGGAGGAA  780 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||| 

Sbjct  6011791  AGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGA--CAAACCGGAGGAA  6011734 
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Query  781      GGTGGGCTAGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTAC  840 

                ||||||   ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6011733  GGTGGG---GATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTAC  6011677 

 

Query  841      AATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCG  900 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6011676  AATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCG  6011617 

 

Query  901      TAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAA  960 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  6011616  TAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAA  6011557 

 

Query  961      TCAGAATG  968 

                |||||||| 

Sbjct  6011556  TCAGAATG  6011549 

 

 

Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ์ TEN01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length: 1449 
Score = 1613 bits (873), Expect = 0.0 
Identities = 895/904 (99%), Gaps = 8/904 (0%) 
Strand=Plus/Plus 

Query  65    TTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGG  124 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  438   TTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGG  497 

 

Query  125   TAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT  184 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  498   TAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT  557 

 

Query  185   CAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAG  244 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  558   CAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAG  617 

 

Query  245   CTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGG  304 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  618   CTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGG  677 

 

Query  305   AAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGC  364 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  678   AAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGC  737 

 

Query  365   GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGC  424 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  738   GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGC  797 

 

Query  425   CGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAG  484 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  798   CGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAG  857 

 

Query  485   TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT  544 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  858   TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT  917 

 

Query  545   GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTC  604 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  918   GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTC  977 

 

Query  605   CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTTAGCTGCATGGCTGTCGTCAG  664 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||| 

Sbjct  978   CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGT--GCTGCATGGCTGTCGTCAG  1035 
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Query  665   CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGATTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTT  724 

             |||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1036  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG--TAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTT  1093 

 

Query  725   ACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGAACCAAACCGGAGGAAGGTG  784 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||| 

Sbjct  1094  ACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGA--CAAACCGGAGGAAGGTG  1151 

 

Query  785   GGCTAGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATG  844 

             ||   ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1152  GGG--GATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATG  1209 

 

Query  845   GTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGT  904 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1210  GTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGT  1269 

 

Query  905   CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAG  964 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1270  CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAG  1329 

 

Query  965   AATG  968 

             |||| 

Sbjct  1330  AATG  1333 

 

 

Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ์ MK13 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length: 1444 
Score = 1613 bits (873), Expect = 0.0 
Identities = 895/904 (99%), Gaps = 8/904 (0%) 
Strand=Plus/Plus 

Query  65    TTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGG  124 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  443   TTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGG  502 

 

Query  125   TAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT  184 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  503   TAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT  562 

 

Query  185   CAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAG  244 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  563   CAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAG  622 

 

Query  245   CTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGG  304 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  623   CTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGG  682 

 

Query  305   AAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGC  364 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  683   AAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGC  742 

 

Query  365   GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGC  424 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  743   GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGC  802 

 

Query  425   CGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAG  484 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  803   CGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAG  862 

 

Query  485   TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT  544 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  863   TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT  922 

 

Query  545   GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTC  604 
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             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  923   GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTC  982 

 

Query  605   CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTTAGCTGCATGGCTGTCGTCAG  664 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||| 

Sbjct  983   CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGT--GCTGCATGGCTGTCGTCAG  1040 

 

Query  665   CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGATTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTT  724 

             |||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1041  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG--TAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTT  1098 

 

Query  725   ACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGAACCAAACCGGAGGAAGGTG  784 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||| 

Sbjct  1099  ACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGA--CAAACCGGAGGAAGGTG  1156 

 

Query  785   GGCTAGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATG  844 

             ||   ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1157  GGG--GATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATG  1214 

 

Query  845   GTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGT  904 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1215  GTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGT  1274 

 

Query  905   CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAG  964 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1275  CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAG  1334 

 

Query  965   AATG  968 

             |||| 

Sbjct  1335  AATG  1338 

 

 

Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ์ A9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length: 1528 
Score = 1613 bits (873), Expect = 0.0 
Identities = 898/908 (99%), Gaps = 10/908 (1%) 
Strand=Plus/Plus 

Query  61    ATCGTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCC  120 

             ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  455   ATC-TTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCC  513 

 

Query  121   GCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGT  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  514   GCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGT  573 

 

Query  181   GGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTAC  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  574   GGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTAC  633 

 

Query  241   TGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  634   TGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA  693 

 

Query  301   TAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGA  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  694   TAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGA  753 

 

Query  361   AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGAC  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  754   AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGAC  813 

 

Query  421   TAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGG  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  814   TAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGG  873 

 

Query  481   GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  874   GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA  933 

 

Query  541   GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAAC  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  934   GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAAC  993 

 

Query  601   TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTTAGCTGCATGGCTGTCG  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||| 

Sbjct  994   TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGT--GCTGCATGGCTGTCG  1051 

 

Query  661   TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGATTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTT  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1052  TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG--TAACGAGCGCAACCCTTGTCCTT  1109 

 

Query  721   AGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGAACCAAACCGGAGGAA  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||| 

Sbjct  1110  AGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGA--CAAACCGGAGGAA  1167 

 

Query  781   GGTGGGCTAGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTAC  840 

             ||||||   ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1168  GGTGGG---GATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTAC  1224 

 

Query  841   AATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCG  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1225  AATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCG  1284 

 

Query  901   TAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAA  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1285  TAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAA  1344 

 

Query  961   TCAGAATG  968 

             |||||||| 

Sbjct  1345  TCAGAATG  1352 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์

 

นางสาวรพีวรรณ โสวรรณปรีชา เกิดเมื่อวัน ท่ี 13 มกราคม 2528 ท่ีจังหวัด
กรุงเทพมหานคร ได้รับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต และปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต จาก
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2550 และ 2553 
ตามล าดับ และเข้ารับการศึกษาต่อในระดับปริญญาดุษฎีบัณฑิต สาขาวิชาจุลชีววิทยา ณ ภาควิชา
จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2554 ท่ีอยู่ปัจจุบัน 
41/11 ซอยเจริญกรุง 109 ถนนเจริญกรุง แขวง-เขต บางคอแหลม กรุงเทพมหานคร 10120 

ส่วนหนึ่งของงานวิจัยนี้ได้น าเสนอในการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ The 19th 
Biological Sciences Graduate Congress (BSGC) ซึ่ ง จั ด ขึ้ น ท่ี  National University of 
Singapore ประเทศสิงคโปร์ ระหว่างวันท่ี 12-14 ธันวาคม 2557 ในช่ือเรื่อง “Purification and 
identification of antifungal protein from Bacillus sp. N3” 

ระหว่างศึกษาวิจัยผู้วิจัยได้รับทุนสนับสนุนนิสิตระดับปริญญาเอกและโทไปท าวิจัยใน
ต่างประเทศ จากจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เพื่อไปท าวิจัย ณ ICBiotech (International Center 
for Biotechnology), Osaka University, Osaka ประเทศญี่ปุ่น ระยะเวลาท าวิจัย 2 เดือน 26 
วัน ระหว่างวันท่ี 6 กันยายน 2558 ถึง 30 พฤศจิกายน 2558 

ตลอดระยะเวลาการศึกษาระดับปริญญาเอก ผู้วิจัยได้รับทุนโครงการพัฒนาก าลังคน
ด้านวิทยาศาสตร์ (ทุนเรียนดี), ทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช 
และทุนสนับสนุนนิสิตระดับปริญญาเอกและโทไปท าวิ จัยในต่างประเทศ จากจุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย เพื่อสนับสนุนค่าเล่าเรียน ค่าท าวิจัย ค่าเดินทางไปต่างประเทศ และค่าใช้จ่ายต่างๆ 
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