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เอนไซมเซลลูเลส จํานวน 86 ไอโซเลท และไดคัดเลือกไอโซเลทท่ีแยกไดจะถูกนํามาศึกษาสมบัติของเอนไซม

เซลลูเลสท่ีจําเพาะและประยุกตใชตอไป ในรายงานนี้ไดคัดเลือกแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท ไดแก PR1-P15 (6 

เดือน), PR1-N9 (6 เดือน) และ HT-P9 (6 เดือน) มาทดสอบความสามารถในการยอย filter paper และใบมัน

สําปะหลัง เพ่ือนําไปประยุกตใชตอไป 
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  This is the third-year project to isolate the plant-associated endophytic bacteria from three 

cassava strains including Huay Bong60 (HB 60), Kasetsart 50 (KU 50) and Pirun-1 (PR1). In this study, 

the antimicrobial activity of endophytic bacteria was assessed against human and plant pathogen. 

The results showed that a number of isolated entophytic bacteria could inhibit both human and 

plant pathogens. However, most of them were more efficient to suppress plant pathogens than 

human ones. Therefore, endophytic bacterial isolate KUs6 was selected and used as a model to 

develop the method for bioactive compound extraction. KUs6 isolate and its extract were 

subsequently used to inhibit plant pathogenic microorganisms including bacteria Xanthomonas 

axonopodis and other fungi including Collectotrichum gloeosporioides, Fusarium moniliformis, 

Fusarium proliferatum and Fusarium solani. The results demonstrated KUs6 isolate had the ability 

to suppress the growth of plant pathogenic bacteria and fungi in vitro and in vivo. Therefore, the 

developed method in this project could be used to apply for examination of other endophytic 

bacteria inhibiting plant pathogenic microorganisms. 

Further, this project also studied the cellulase producing bacteria which could decompose 

the dead leave or plant from 3 strains of cassava-grown soil at 3, 6, 9 and 12 months. Eighty-six 

cellulase producing bacteria were isolated and determined the specific cellulase enzyme. In this 

study, 3 bacterial isolates-PR1-P15 (6 months), PR1-N9 (6 months) and HT-P9 (6 months) were 

examined the ability to decompose a filter paper and cassava leaf. 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอท่ีใชในการวิจัย (Abbreviations) 

 

HB60     มันสําปะหลัง สายพันธุหวยบง 60  

KU50     มันสําปะหลัง สายพันธุเกษตรศาสตร 50  

PR1     มันสําปะหลัง สายพันธุพิรุณ 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทนํา 

  มันสําปะหลัง (Casssava, Manihot esculenta) เปนพืชเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทยท่ี

กอใหเกิดรายไดเขาสูประเทศไทยเปนจํานวนมาก  เนื่องจากมันสําปะหลังสามารถนําไปแปรรูปเพ่ือนําไปใชใน

อุตสาหกรรมแปง อาทิเชน แปงมันสําปะหลัง มันสําปะหลังอัดเม็ด และมันสําปะหลังเสน เปนตน และ 

อุตสาหกรรมอาหารท้ังคนและสัตว (ฐานขอมูลมันสําปะหลัง, สํานักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2562) 

นอกจากนี้ ทุกสวนของตนมันสําปะหลังสามารถนําไปใชประโยชนได คุณภาพของมันสําปะหลังและปริมาณ

แปงในหัวมันสําปะหลัง ถือเปนปจจัยหลักในการท่ีจะกอใหเกิดมูลคา สําหรับพันธุของมันสําปะหลังไดมีการ

ปรับปรุงมาตลอด (เอกสารวิชาการมันสําปะหลัง, กรมพัฒนาท่ีดิน) และ มีงานวิจัยท่ีสนับสนุนเปนจํานวนมาก 

จากหลายหนวยงานและความรวมมือจากภาครัฐ อาทิเชน ศูนยวิจัยพืชไร กรมวิชาการเกษตร กรมพัฒนาท่ีดิน 

ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ (ไบโอเทค) เปนตน หนวยงานจากภาคอุดมศึกษา อาทิเชน 

หนวยวิจัยเทคโนโลยีชวีโมเลกุลมันสําปะหลัง คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล กลุมวิจัยพืช สถาบัน

ชีววิทยาศาสตรโมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล สถาบันวิจัยศรีราชา มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร เปนตน 

หนวยงานท่ีไมหวังผลกําไร อาทิเชน สถาบันพัฒนามันสําปะหลังแหงประเทศไทย เปนตน และในปจจุบันไดมี

การนําเทคโนโลยีตาง ๆ มาใชภายในประเทศ เพ่ือศึกษาอุตสาหกรรมมันสําปะหลัง ตั้งแตตนน้ําสูปลายน้ํา 

กลาวคือ ตั้งแตการผลิตโดยภาคการเกษตร การแปรรูปของภาคอุตสาหกรรม ตลอดจนผลกระทบท่ีเกิดข้ึนตอ

สิ่งแวดลอม รวมถึงการนําผลงานวิจัยไปใชประโยชนซ่ึงชวยสรางมูลคาเพ่ิมใหกับอุตสาหกรรมมันสําปะหลัง 

เพ่ิมรายได และสรางชีวิตความเปนอยูท่ีดีกับเกษตรกร เศรษฐกิจของประเทศดีข้ึน รวมท้ังลดผลกระทบท่ี

เกิดข้ึนตอสิ่งแวดลอมไดอยางยั่งยืน  โดยการบูรณาการงานวิจัยและพัฒนา การใชงบประมาณท่ีเก่ียวของใน

ดานตาง ๆ อยางมีประสิทธิภาพ เพ่ือแกไขปญหาตลอดหวงโซอุตสาหกรรมมันสําปะหลัง (ฝายบริหารคลัสเตอร

และโปรแกรมวิจัย, 2554) 

 มันสําปะหลังท่ีเลือกใชในการศึกษานี้ มี 3 สายพันธุ ไดแก สายพันธุหวยบง 60 สายพันธุ

เกษตรศาสตร 50 และ สายพันธุพิรุณ 1 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีนิยมปลูก และไดรับคําแนะนําจากคณะผูวิจัย (รอง

ศาสตราจารย ดร.กนกพร  ไตรวิทยากร และ ดร.ศุภจิต  สระเพชร) ซ่ึงเปนผูเชี่ยวชาญในการพัฒนาพันธุมัน

สําปะหลังดวยวิธีการผสมพันธุ โดยมีรายละเอียดของแตละสายพันธุดังนี้ 
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มันสําปะหลัง สายพันธุหวยบง 60 (กรมวิชาการเกษตร, 2014) 

  มันสําปะหลังสายพันธุหวยบง 60 เปนพันธุท่ีพัฒนาโดยความรวมมือของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

และมูลนิธิมันสําปะหลังแหงประเทศไทย ไดจากการผสมพันธุระหวางพันธุระยอง 5 และพันธุเกษตรศาสตร 50 

เม่ือป พ.ศ.2534 ไดผานการประเมินผลผลิตมากกวา 30 การทดลอง ไดรับพระราชทานชื่อพันธุจากสมเด็จ

พระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารีวา “หวยบง 60” รับรองพันธุโดยมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร เม่ือ

วันท่ี 11 มีนาคม พ.ศ.2546 ลักษณะเดนประจําสายพันธุ คือ ยอดออนสีมวงออน ใบและกานสีเขียวอมมวง ใบ

มีขนออน ลําตนสีเขียวเงิน ตนสูง 180-200 เซนติเมตร แตกก่ิงแรกระดับ 90-140 เซนติเมตร หัวยาวเรียว มี

ลักษณะคอดเปนปลองเล็กนอย เปลือกหัวสีน้ําตาลออน เนื้อสีขาว เปอรเซ็นตแปงเฉลี่ย 25.4%   

  ขอดีของสายพันธุหวยบง 60 คือ ทอนพันธุเก็บรักษาไดคอนขางนาน (3-4 สัปดาห) อัตราการงอกสูง 

มีเปอรเซ็นตแปงสูง และคุณภาพแปงดี 

  ขอเสียของสายพันธุหวยบง 60 คือ ลําตนสั้น ใชทําพันธุไดนอย ควรเก็บเก่ียวเม่ืออายุนอยกวา 10 

เดือน เนื่องจากจะมีเสี้ยนในหัวมันมาก เม่ืออายุมาก 

 

มันสําปะหลัง สายพันธุเกษตรศาสตร 50 (กรมวิชาการเกษตร, 2014) 

 มันสําปะหลังสายพันธุเกษตรศาสตร 50 เปนสายพันธุลูกผสมระหวางพันธุระยอง 1  และพันธุระยอง 

90 (ผสมข้ึนในป พ.ศ.2527) ลักษณะเดนประจําสายพันธุ คือ มียอดออนสีมวง ใบแกสีเขียวเขม และมีกานใบสี

เขียวอมมวง ลําตนสีเขียวเงิน ความสูงเฉลี่ย 2 เมตร แตกก่ิงแรกระดับ 150 เซนติเมตร ลําตนตรง เปลือกหัวสี

ขาวนวล เนื้อสีขาว เปอรเซ็นตแปง 23% (ฤดูฝน) หรือ 28% (ฤดูแลง) 

ขอดีของสายพันธุเกษตรศาสตร 50 คือ มีความแข็งแรง ทนแลง อัตราการงอกดี ใหผลผลิตสูง ปรับตัว

กับสภาพแวดลอมไดดี ทอนพันธุทนแลงไดดีกวาทอนพันธุอ่ืนๆ เพราะมีอาหารสะสมมาก ลําตนตรง ทําให

สามารถตัดเปนทอนพันธุปลูกไดจํานวนมาก 

  ขอเสียของสายพันธุเกษตรศาสตร 50 คือ หากเก็บเก่ียวในฤดูฝน หรือปลูกในดินทรายท่ีมีการจัดการ

ธาตุอาหารไมดี จะทําใหเปอรเซ็นตแปงต่ํา หัวมันไมชิดตน สวนโคนของหัวเปนกานคอนขางยาวเม่ือถอนจะ

ขาดอยูในดิน ไมเหมาะปลูกในพ้ืนท่ีท่ีเปนดินเหนียวจัด 

 

มันสําปะหลัง สายพันธุพิรุณ 1 (กรมวิชาการเกษตร, 2014) 

 มันสําปะหลังสายพันธุพิรุณ 1 พัฒนาข้ึนจากความรวมมือของกรมวิชาการเกษตร สถาบันชีววิทยา

ศาสตรโมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล และ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ โดยไดรับการ

สนับสนุนงบประมาณการวิจัยจากสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ ตั้งแตป พ.ศ.2549 
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จากลูกผสมมันสําปะหลังรุนท่ี 1 ระหวางพันธุหวยบง 60 และพันธุหานาที ลักษณะเดนประจําสายพันธุ คือ มี

ยอดออนสีมวงอมเขียว กานใบสีเขียวปนแดง ลําตนสีเขียวเงิน ความสูงเฉลี่ย 2.35 เมตร แตกก่ิงแรกระดับ 90-

150 เซนติเมตร ลําตนตรง เปลือกหัวสีน้ําตาลเขม เนื้อสีขาว เปอรเซ็นตแปง 28.7% 

ขอดีของสายพันธุพิรุณ 1 คือ ใหผลผลิตสูง เปอรเซ็นตแปงในหัวสูง ใชปุยนอยกวาพันธุรับรองท่ัวไป 

เหมาะปลูกในดินรวนปนทรายมากท่ีสุด รองลงมาคือ ดินรวนปนเหนียว ดินเหนียวสีแดง ดินทรายรวน และดิน

เหนียวสีดํา 

  ขอเสียของสายพันธุพิรุณ 1 คือ ถาปลูกในดินท่ีมีความอุดมสมบูรณสูง การเจริญเติบโตสวนเหนือดิน

จะมากกวาการใหผลผลิต 

 

เอนโดไฟท เปนจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในหรือระหวางเนื้อเยื่อพืช โดยไมกอใหเกิดผลเสียหรืออันตรายตอ

พืชชนิดนั้น ๆ โดยมากจะเปนจําพวกแบคทีเรียหรือรา มีการอาศัยอยูรวมกันแบบพ่ึงพาอาศัยกัน (Mutualism) 

ไดประโยชนรวมกัน ชวยสงเสริมการเจริญโตของพืช (Spiering et al., 2006) เอนโดไฟทสวนใหญ ผลิตสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพซ่ึงมีประโยชนในการดํารงชีวิตตอพืช (Lahrmann and Zuccaro, 2012; Lahrmann et 

al., 2013; Zuccaro et al., 2014) รวมถึง phyto- หรือ plant hormone (Clark et al., 2013; Khan et 

al., 2014) ปจจุบันมีการศึกษาคนพบเอนโดไฟทท่ีอาศัยอยูกับพืชเปนจํานวนมาก นอกจากนี้ยังพบวาสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพใหม ๆ ผลิตจากเอนโดไฟทและสามารถนํามาประยุกตใชในดานตาง ๆ อาทิเชน เกษตรกรรม 

อุตสาหกรรม และการแพทย ปจจุบันมีการศึกษาเก่ียวกับเอนโดไฟทท่ีมีศักยภาพเหลานี้ เพ่ือท่ีจะนํามาใชใน

ขบวนการเทคโนโลยีชีวภาพ โดยมุงเนนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เชน สารเมทาบอไลททุติยภูมิท่ีมีฤทธิ์ยับยั้ง

จุลินทรียท่ีเปนศัตรูพืช จําพวก alkaloids, tetraone quinines, terpenoids และ peptides (Mousa and 

Raizada, 2013) หรือ endotoxin (Monnerat et al., 2007; 2009) และ เอนไซมตาง ๆ อาทิเชน beta-1,6 

glucanase (Moy et al., 2002) และ chitinase (Li et al., 2004) ท่ีผลิตไดจากเอนโดไฟทและสามารถยับยั้ง

แมลงศัตรูพืชได นอกจากนี้ยังสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีสมบัติแตกตางกันมากมายหลาย

รูปแบบ อาทิเชน สารปฏิชีวนะ (Hazalin et al., 2009, Yu et al., 2010) สารตานอนุมูลอิสระ (Muresu  et 

al., 2013; Ye et al., 2013) สารตานมะเร็ง (Chandra et al., 2012; Shweta et al., 2013) เปนตน 

อยางไรก็ดี การเจริญเติบโตของเอนโดไฟทรวมกับตนพืชนั้น มีปจจัยหลายอยางท่ีเก่ียวของ อาทิเชน ลักษณะ

พ้ืนท่ี ลักษณะภูมิอากาศ ลักษณะทางสรีรวิทยาและความจําเพาะของเนื้อเยื่อพืช ซ่ึงปจจัยตาง ๆ เหลานี้สงผล

ตอการปรับตัวในสภาพแวดลอมท่ีแตกตางกัน รวมท้ังสงผลใหรูปแบบประชากรของเอนโดไฟทมีความจําเพาะ

ตอสภาพแวดลอมและเนื้อเยื่อของพืชท่ีแตกตางกันอีกดวย (Ding et al., 2013) 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 4 / 71 

 

ปจจุบันกลาวไดวา เอนโดไฟท เปนจุลินทรียท่ีผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหม ๆ ท่ีจะเปนตนแบบใน

การท่ีจะนําไปใชประโยชนหลาย ๆ ดานในภายภาคหนา สาํหรับการศึกษาเอนโดไฟทในมันสําปะหลังนั้น แทบ

จะไมมีรายงานการศึกษาเอนโดไฟท รวมถึงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีไดจากเอนโดไฟทท่ีเจริญรวมกับมัน

สําปะหลัง ดังนั้น โครงการวิจัยนี้จึงเปนการศึกษาเอนโดไฟทท่ีอาศัยอยูรวมกับมันสําปะหลัง โดยมีวัตถุประสงค

เพ่ือศึกษาประชากรของเอนโดไฟท และเก็บรวบรวมเอนโดไฟทท่ีเจริญรวมกับมันสําปะหลังในสวนตาง ๆ ท่ี

ปลูกในพ้ืนท่ีจังหวัดระยอง เพ่ือนําไปศึกษาสปชีสเอนโดไฟทดังกลาว พรอมท้ังทําการคัดแยกเชื้อเอนโดไฟทท่ีมี

ประสิทธิภาพในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ในรูปแบบท่ีเหมาะสมกับเชื้อชนิดนั้น ๆ รวมถึงการแยกสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพและการศึกษาโครงสรางของสารดังกลาว 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. ศึกษาประชากร และเก็บรวบรวมเอนโดไฟทท่ีเจริญรวมอยูในสวนตาง ๆ ของมันสําปะหลัง 

2. ศึกษาและแยกเชื้อเอนโดไฟทท่ีมีประสิทธิภาพในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

3. ศึกษาและแยกเชื้อเอนโดไฟทท่ีมีประโยชนตอการเจริญของมันสําปะหลัง  

4. แยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและศึกษาโครงสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการนี้เปน การศึกษาหาเอนโดไฟท (Endophyte) ท่ีเจริญอยูในสวนตาง ๆ ของมันสําปะหลังท่ี

เจริญอยูรวมกับมันสําปะหลังในชวงระยะเวลาการเจริญเติบโตท่ีตางกัน จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก 1) พันธุหวย

บง 60 2) พันธุเกษตรศาสตร 50 และ 3) พันธุพิรุณ 1 ซ่ึงจะทําการศึกษาหาเอนโดไฟทในชวงกอนปลูก และ

หลังจากการลงแปลงไปเปนระยะเวลา 3, 6, 9 และ 12 เดือน ตามลําดับ โดยมันสําปะหลังดังกลาวจะทําการ

เพาะปลูกในพ้ืนท่ีจังหวัดระยอง เม่ือถึงกําหนดตามระยะเวลาท่ีกําหนดไว จึงทําการเก็บสวนตาง ๆ ของตนมัน

สําปะหลัง เพ่ือนํามาแยกและศึกษาเอนโดไฟทท่ีเจริญในสวนตาง ๆ ของมันสําปะหลัง จากนั้นจึงนําเอนโดไฟท

ท่ีมีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบตาง ๆ รวมถึงสารท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพและสาร

ออกฤทธิ์ท่ีเปนประโยชนตอการเจริญเติบโตของมันสําปะหลังมาทําการศึกษา 
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เนื้อเรื่อง (Main Body) 

การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับย้ังการเจริญของจุลชีพกอโรค 

วิธีการดําเนินการวิจัย (Materials & Methods) 

1. การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในมนุษย 

1.1 เข่ียเชื้อเอนโดไฟทแบคทีเรียลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากเลี้ยงเอนโดไฟท

แบคทีเรียเรียบรอยแลว ทําการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียสและเก็บน้ําเลี้ยงเชื้อมาทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคตอไป  

1.2 เข่ียเชื้อแบคทีเรียกอโรคในมนุษย ไดแก Escherichia coli  Staphylococcus aureus 

Bacillus subtilis และ Psuedomonas aeruginosa ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร นําไปเลี้ยง

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรและทําการปรับปริมาณเซลลแบคทีเรียกอโรคใหไดคาการดูดกลนื

แสงเทากับ 0.2  

1.3  นําเชื้อแบคทีเรียกอโรคท่ีมีปริมาณเซลลแบคทีเรียเทากับคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตรเทากับ 0.2 มาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ท่ีมีปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 20 มิลลิลิตรตอ

จานเพาะเชื้อ จากนั้นใช cock borer เจาะอาหารเลี้ยงเชื้อใหเปนหลุม สําหรับหยดน้ําเลี้ยงเชื้อเอนโดไฟท

แบคทีเรียลงไป 

1.4 นําน้ําเลี้ยงเชื้อเอนโดไฟทท่ีตองการทดสอบปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลงไปตรงบริเวณหลุม

ตามขอ 5.3 โดยใชอาหารเหลว NB ท่ีผสมกานามัยซิน ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนตัวควบคุม

บวกและอาหารเหลว NB เปนตัวควบคุมลบ โดยใชปริมาตร 100 ไมโครลิตรเชนเดียวกัน ตอมานําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการตรวจสอบการสราง Inhibition zone  

 

2. การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในพืช 

2.1 เข่ียเชื้อเอนโดไฟทแบคทีเรียลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากเลี้ยงเอนโดไฟท

แบคทีเรียเรียบรอยแลว ทําการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียสและเก็บน้ําเลี้ยงเชื้อมาทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคตอไป  

2.2 เข่ียเชื้อแบคทีเรียกอโรคในพืช Xanthomonas axonopodis ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร นําไปเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
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จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรและทําการปรับปริมาณเซลลแบคทีเรียกอ

โรคใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.2  

2.3  นําเชื้อแบคทีเรียกอโรคท่ีมีปริมาณเซลลแบคทีเรียเทากับคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตรเทากับ 0.2 มาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA ท่ีมีปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 20 มิลลิลิตรตอ

จานเพาะเชื้อ จากนั้นใช cock borer เจาะอาหารเลี้ยงเชื้อใหเปนหลุม สําหรับหยดน้ําเลี้ยงเชื้อเอนโดไฟท

แบคทีเรียลงไป 

2.4 นําน้ําเลี้ยงเชื้อเอนโดไฟทท่ีตองการทดสอบปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลงไปตรงบริเวณหลุม

ตามขอ 5.3 โดยใชอาหารเหลว NB ท่ีผสมกานามัยซิน ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนตัวควบคุม

บวกและอาหารเหลว NB เปนตัวควบคุมลบ โดยใชปริมาตร 100 ไมโครลิตรเชนเดียวกัน ตอมานําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นทําการตรวจสอบการสราง Inhibition zone  

 

3. การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

3.1 เข่ียเอนโดไฟทแบคทีเรียลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน ตอมานําเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีเจริญแลวมาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และทําการปรับปริมาณเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 

0.2 

3.2 เข่ียชิ้นวุนของรากอโรคพืชจํานวน 4 สายพันธุ ไดแก Colletotrichum gloeosporioides 

Fusarium moniliformis Fusarium proliferatum  และ Fusarium solani ลงบนอาหารแข็ง NA ท่ีมีการ

แบงออกเปนสองดาน โดยวางชิ้นวุนของรากอโรคพืชไวทางดานใดดานหนึ่งของอาหาร 

3.3 นําเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีทําการปรับปริมาณเซลลเรียบรอยแลวมาขีดเปนเสนตรง ลงบนอาหาร

แข็ง NA ท่ีไดทําการวางชิ้นวุนของรากอโรคพืชไวดังขอ 3.2  โดยใหมีความยาวของขีด 5 เซนติเมตรและอยูหาง

จากชิ้นวุนของรากอโรคพืช 3 เซนติเมตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน  ทํา

การตรวจสอบการความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

 

4. การสกัดสาร Lipopeptide ของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 และความสามารถยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียกอโรคและรากอโรคพืชของ Lipopeptide 

4.1 เลือกเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคและรากอโรคพืช จํานวน 

1 สายพันธุ นั่นคือ สายพันธุ KUs6 เข่ียเชื้อดังกลาวลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 วัน เพ่ือใชเปนหัวเชื้อ ตอมาทํา
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การถายเชื้อเอนโดไฟทแบคทีเรียลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 300 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 2 วัน 

4.2 ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จากนั้นเก็บสวนของอาหารเลี้ยงเซลล นําไปเติมกรด HCl ความเขมขน 6 โมลาร ใหไดคา pH เทากับ 2 

หลังจากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตอมาทําการเก็บสวนท่ีตกตะกอน โดย

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4.3 นําตะกอนท่ีแยกไดจากขอ 4.2 มาสกัด Lipopeptide ดวยเมทานอล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดย

ทําการสกัดท้ังหมด 2 ครั้ง ตอมานําสวนใสท่ีสกัดไดท้ังหมดมาระเหยเอาเมทานอลออกดวยเครื่อง Rotary 

evaporator จนเหลือเมทานอลเพียงเล็กนอย จากนั้นดูดเมทานอลท่ีเหลือมาใสหลอด microcentrifuge และ

ทําการระเหยเอาเมทานอลสวนท่ีเหลือออกดวยเครื่อง Heat box ท่ีตั้งอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ตอมาทํา

การชั่งน้ําหนักสารท่ีไดจากการสกัด เพ่ือคํานวณความเขมขนของสารท่ีสกัดไดและนํามาละลายดวยบัฟเฟอร 

Tris-HCl ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร pH 8 

4.4 นําสารสกัดท่ีไดจากขอ 4.3 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค

และรากอโรคพืช  

โดยในสวนของการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคจะมีข้ันตอนเชนเดียวกับขอ 2 ในขณะท่ีการ

ยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช โดยทําการเลี้ยงรากอโรคพืชบนอาหาร NA ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เม่ือมีการ

เจริญของรากอโรคพืชใช cock borer เจาะชิ้นอาหารใหเปนหลุม โดยหางจากเสนใยรากอโรคพืชประมาณ 3 

เซนติเมตร จากนั้นหยดสารละลาย Lipopeptide ท่ีสกัดไดและบมตอท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

2 วัน จากนั้นตรวจสอบความสามารถของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชและตรวจดูลักษณะ

เสนใยของรากอโรคพืชภายใตกลองจุลทรรศน 

 

5.  การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 และความสามารถยับยั้ง

การเจริญของแบคทีเรียกอโรคและรากอโรคพืชของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิ 

5.1 นําเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 เข่ียเชื้อลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

จากนั้นบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 วัน เพ่ือใชเปนหัว

เชื้อ ตอมาทําการถายเชื้อเอนโดไฟทแบคทีเรียลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 300 มิลลิลิตร นําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 8 / 71 

 

5.2 ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

จากนั้นเก็บสวนของอาหารเลี้ยงเซลล นําไปเติมกรด HCl ความเขมขน 6 โมลาร ใหไดคา pH เทากับ 2 

หลังจากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตอมาทําการเก็บสวนน้ําเลี้ยงเซลลท่ีผาน

การตกตะกอนดวยกรด HCL โดยปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส 

5.3 นําน้ําเลี้ยงเซลลท่ีแยกไดจากขอ 5.2 มาสกัดสารออกฤทธิ์ดวยสารละลาย Ethylacetate, 

Dichloromethane และ Butanol ปริมาตร 300 มิลลิลิตร โดยใชกรวยแยก ทําการสกัดท้ังหมด 2 ครั้ง ตอมา

นําสวนใสท่ีสกัดไดท้ังหมดมาระเหยเอาสารละลายออกดวยเครื่อง Rotary evaporator จนเหลือสารละลาย

เพียงเล็กนอย จากนั้นดูดสารท่ีเหลือมาใสหลอด microcentrifuge และทําการระเหยเอาสารละลายสวนท่ี

เหลือออกดวยเครื่อง Centrivap ตอมาทําการชั่งน้ําหนักสารท่ีไดจากการสกัด เพ่ือคํานวณความเขมขนของ

สารท่ีสกัดไดและนํามาละลายดวยสารละลาย DMSO 

5.4 นําสารสกัดท่ีไดจากขอ 5.3 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค

พืชดวยวิธี Agar Diffusion โดยผสมสารสกัดลงในอาหาร NB ใหไดความเขมขนของสารสกัดสุดทายเปนความ

เขมขน 500 1,000 5,000 และ 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นหยอดลงไปในหลุม หลุมละ 100 

ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงทําการวัดขนาดของวงใสท่ีเกิดข้ึน 

ในขณะท่ีการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช ทําการเลี้ยงรากอโรคพืช จํานวน 4 สายพันธุ ไดแก C. 

gloconosporioides, F. monilifomis, F. periferatum และ F. solani บนอาหาร NA ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร เม่ือมีการเจริญของรากอโรคพืชใช cock borer เจาะชิ้นอาหารใหเปนหลุม โดยหางจากเสนใยรากอ

โรคพืชประมาณ 3 เซนติเมตร จากนั้นหยดสารละลายท่ีสกัดไดและบมตอท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 2 วัน จากนั้นตรวจสอบความสามารถของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชและตรวจดู

ลักษณะเสนใยของรากอโรคพืชภายใตกลองจุลทรรศน 

 

6. การทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอ

โรคพืชบนใบของตนถ่ัวเขียว 

 6.1 นําเมล็ดถ่ัวเขียวมาแชน้ําเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวางไวบนกอนสําลีท่ีผานการชุบน้ําให

ชุมและรดน้ําทุกวันจนเมล็ดถ่ัวเขียวงอกกลายเปนตนถ่ัวเขียว โดยใหตนถ่ัวเขียวมีอายุประมาณ 5-7 วันหรือ

จนกวามีใบของตนถ่ัวเขียวเจริญเกิดข้ึน 

6.2 เลี้ยงเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ลงในอาหาร NB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะเขยาท่ีความเร็ว 200 รอบตอนาที นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
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8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกสวนตะกอนเซลลและอาหารเลี้ยงเซลล

ออกจากกัน โดยสวนของน้ําเลี้ยงเซลลทําการกรองดวยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนําไปใชในการ

ทดสอบบนใบพืชตอไป  

สําหรับสวนของตะกอนเซลลแบคทีเรียทําการลางตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยสารละลาย 1X PBS 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จํานวน 2 รอบ ตอมาเม่ือทําการปนเหวี่ยงเสร็จเรียบรอยแลวนําตะกอนเซลลท่ี

แขวนลอยในสารละลาย 1X PBS ไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรและทําการปรับให

ไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.2 OD  และนําไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอ

โรคพืชตอไป  

6.3 เลี้ยง X. axonopodis โดยเข่ียโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียดังกลาวลงในอาหาร NB ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะเขยาท่ีความเร็วรอบ 

200 รอบตอนาที ทําการลางเซลลแบคทีเรียดวยสารละลาย 1X PBS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและ

นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จํานวน 2 

รอบ ตอมาเม่ือทําการปนเหวี่ยงเสร็จเรียบรอยแลวนําตะกอนเซลลท่ีแขวนลอยในสารละลาย 1X PBS ไปวัดคา

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรและทําการปรับใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.2 OD และ

ใชเปนเชื้อแบคทีเรียกอโรคพืชบนใบของตนถ่ัวเขียว  

6.4 แบงกลุมของใบตนถ่ัวเขียวออกเปน 8 กลุม กลุมละ 5 ใบ ดังนี้  

  กลุมท่ี 1 หยดสารละลาย X. axonopodis ตามดวยหยดสารละลายเอนโดไฟท KUs6 

  กลุมท่ี 2 หยดสารละลาย X. axonopodis ตามดวยหยดสารละลาย 1X PBS 

  กลุมท่ี 3 หยดสารละลาย X. axonopodis ตามดวยอาหารเลี้ยงเเอนโดไฟท KUs6 

  กลุมท่ี 4 หยดสารละลาย X. axonopodis ตามดวยอาหาร NB 

  กลุมท่ี 5 หยดสารละลายเอนโดไฟท KUs6 ตามดวยหยดสารละลาย X. axonopodis 

  กลุมท่ี 6 หยดสารละลาย 1X PBS ตามดวยหยดสารละลาย X. axonopodis 

  กลุมท่ี 7 หยดอาหารเลี้ยงเอนโดไฟท KUs6 ตามดวยหยดสารละลาย X. axonopodis 

  กลุมท่ี 8 หยดอาหาร NB ตามดวยหยดสารละลาย X. axonopodis  

นําเข็มเข่ียบริเวณใบของตนถ่ัวเขียวใหเกิดบาดแผลและหยดสารละลายอันดับแรกตามกลุมขางตน 

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนใบของตนถ่ัวเขียว บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทําการหยด

สารละลายอันดับท่ีสองลงบนใบของตนถ่ัวเขียว โดยหยดตรงบริเวณบาดแผลเดียวกันท่ีหยดสารละลายอันดับ

แรก ปริมาตร 20 ไมโครลิตรเชนเดียวกัน บมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจสอบผลการทดลองโดย
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พิจารณาความสามารถของเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียและอาหารเลี้ยงเซลลแบคทีเรียในการยับยั้งการเกิดโรค

ของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis 

 

7. การทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

7.1 เลี้ยงรากอโรคพืช จํานวน 4 สายพันธุ ไดแก C. gloconosporioides, F. monilifomis, F. 

periferatum และ F. solani บนอาหาร PDA จนรากอโรคพืชเจริญและมีการสรางสปอรของรา จากนั้นทํา

การแขวนลอยสปอรของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุดวยสารละลาย 0.2% Tween 20 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

เพ่ือใชเปนสารละลายสปอรตั้งตน จากนั้นทําการนับสปอรของรากอโรคพืชโดยใหมีความเขมขนของสปอรรา

กอโรคพืชเทากับ 103 สปอรตอมิลลิลิตร และมีปริมาตรสุทธิเทากับ 50 มิลลิลิตร เพ่ือนํามาใชในการสังเกตการ

เจริญของรากอโรคพืชบนเมล็ดถ่ัวเขียว  

7.2 นําเมล็ดถ่ัวเขียว จํานวน 100 เมล็ด มาลางดวยสารละลาย 1% โซเดียมไฮเปอรคลอไรด เปนเวลา 

5 นาที จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ เปนเวลา 10 นาที จํานวน 3 ครั้ง นําเมล็ดท่ีไดลางทําความสะอาด

แลวนํามาใชในการปลูกเชื้อตอไป 

7.3 เลี้ยงเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 โดยเข่ียโคโลนีเดี่ยวของเชื้อแบคทีเรียดังกลาวลงในอาหาร 

NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน ในสภาวะเขยาท่ี

ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ตอมานําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการแยกสวนของตะกอนเซลลและน้ําเลี้ยงเซลลออกจากกัน   โดยสวนของ

ตะกอนเซลลนํามาลางดวยสารละลาย 1X PBS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและนําไปปนเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จํานวน 2 รอบ  เม่ือทําการ

ปนเหวี่ยงเสร็จเรียบรอยแลวนําตะกอนเซลลมาแขวนลอยในสารละลาย 1X PBS และนําไปวัดคาการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรและทําการปรับใหไดคาการดูดกลืนแสงเทากับ 0.2 OD โดยใหมีปริมาตร

ของตะกอนเซลลท่ีแขวนลอยมีปริมาตรสุทธิ 50 มิลลิลิตร 

7.4 เทสารละลายตะกอนเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย หรือ อาหารเลี้ยงเซลลท่ีผานการกรองดวยเมม

เบรน ขนาด 0.45 ไมโครเมตรท่ีไดจากขอ 7.2 ลงในเมล็ดถ่ัวเขียวท่ีผานการทําความสะอาดจากขอ 7.1 จํานวน 

50 เมล็ด และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปน

เวลา 1 วัน 

7.5 เทสารละลาย 1X PBS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในเมล็ดถ่ัวเขียวท่ีผานการทําความสะอาดจาก

ขอ 7.1 จํานวน 50 เมล็ด และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 1 วัน เพ่ือใชเปนตัวควบคุมลบ 
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7.6 เทสารละลายเอนโดไฟทแบคทีเรียและสารละลาย 1X PBS ท้ิง จากนั้นเทสารละลายสปอรของรา

กอโรคพืชท่ีมีความเขมขนของสปอรราเทากับ 103 สปอรตอมิลลิลิตรลงบนเมล็ดถ่ัวเขียวและบมท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยาท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  

7.7 เทสารละลายสปอรของรากอโรคพืชท้ิงและนําเมล็ดถ่ัวเขียวท่ีไดมาวางบนจานเพาะเชื้อท่ีมีแผน

สําลีท่ีปลอดเชื้อ โดยวางเมล็ดถ่ัวเขียวจํานวน 5 เมล็ดตอจาน นําไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วันและ 7 

วัน สังเกตการเจริญของรากอโรคพืชบนเมล็ดถ่ัวเขียวและบันทึกผล 

 

8. การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA (16S rDNA sequencing) 

8.1 เข่ียโคโลนีเดี่ยวจากอาหาร Nutrient agar (NA) ใสสารละลาย DNAzol (Invitrogen, UK)

ปริมาตร 50 ไมโครลิตรในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว

รอบ 10,000 g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการดูดสวนใสใสหลอดทดลองขนาด 1.5 

มิลลิลิตรใหมและเติม 100% เอทานอล (เย็น) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิหองเปน

เวลา 3 นาทีและนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 g เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ตอมาเติมสารละลาย 75% เอทานอล ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลวจึงนําไปปนเหวี่ยงท่ี ความเร็วรอบ 

10,000 g เปนเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสารละลายท้ิงและละลายตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดดวย

น้ําปราศจากเชื้อปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดไปเปนตนแบบสําหรับทําปฏิกิริยา PCR 

ตอไป 

 

8.2 เตรียม Master mix สําหรับทํา Polymerase chain reaction (PCR) มีสวนประกอบดังนี้ 

  น้ํา     9.3  ไมโครลิตร 

  10X Taq buffer    2  ไมโครลิตร 

  25 mM MgCl2    1  ไมโครลิตร 

  10 mM dNTPs    0.2  ไมโครลิตร 

  10 µM Forward primer (27F)  0.2  ไมโครลิตร 

  10 µM Reverse primer (1492R) 0.2  ไมโครลิตร 

  Taq DNA polymerase (5 Units/µl) 0.1  ไมโครลิตร 

สารละลายดีเอ็นเอ (ขอ 8.1)  7  ไมโครลิตร  
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จากนั้นนําเขาเครื่อง PCR โดยมีสภาวะดังนี้ 

94 องศาเซลเซียส  3 นาที   1 รอบ 

94 องศาเซลเซียส  30 วินาที 

57 องศาเซลเซียส  30 วินาที  35 รอบ 

72 องศาเซลเซียส  2 นาที 

72 องศาเซลเซียส  6 นาที   1 รอบ 

25 องศาเซลเซียส  ไปเรื่อย ๆ 

8.3 ทําการตกตะกอนผลิตภัณฑ PCR ดวย 1/10 Volume ของ 3 M NaOAc และ 2 Volume ของ 

Ethanol แชท้ิงไวท่ี -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

8.4 นํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เทสวนน้ําใส (supernatant) ท้ิง และลางดวย 75% Ethanol 750 ไมโครลิตร ตากตะกอนใหแหง เม่ือตะกอน

แหงสนิทแลว เติมน้ํา 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 

8.5 นําตัวอยางมาตรวจสอบดวยอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรสเจล (Agarose Gel Electrophoresis) 

และนําไปทําใหบริสุทธิ์ กอนสงไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยไพรเมอร 27F, 800R และ 1492R 

8.6 นําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาวิเคราะหผลโดยเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank 

เพ่ือระบุชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟท 
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ผลการวิจัย (Results)  

การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในมนุษย 

จากการนําเอนโดไฟทแบคทีเรียจํานวน 42 สายพันธุมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียกอโรคในมนุษย ท้ังหมด 4 สายพันธุ ไดแก E. coli S. aureus B. subtilis และ P. aeruginosa 

ดวยวิธี Agar diffusion พบวาเอนโดไฟทแบคทีเรียบางสายพันธุมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียกอโรคได นอกจากนี้เอนโดไฟทแบคทีเรียบางสายพันธุสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค

ไดมากกวา 2 สายพันธุ ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 ความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในมนุษย 

สายพันธุ ไอโซเลท E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa 

หวยบง 60 

(HB) 

HBL ใบ 

(3 เดือน) 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBL ใบ 

(6 เดือน) 
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(HB) 

HBr หัวมันสําปะหลัง 

(12 เดือน) 
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(0 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(3 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 
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กําหนดให – แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่ไมสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคได 

             + แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค โดยมีวงใส 0.5-1 เซนติเมตร 

           ++ แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค โดยมีวงใส 1-2 เซนติเมตร 

         +++ แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดยมีวงใส 2-3 เซนติเมตร 

จากผลการทดลองพบวา ความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

กอโรคในมนุษย พบวาเอนโดไฟทแบคทีเรียสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคไดบางสวน และโดย

สวนใหญเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีใหผลในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคจะเปนผลลบหรือเพียงลดจํานวนแบคทีเรีย

กอโรคนั้น  

 

การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในมนุษย 

ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอ

โรคพืช X. axonopodis รวมดวย ซ่ึงผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี  
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ตารางท่ี 2 ความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช    

สายพันธุ ไอโซเลท X. axonopodis 

หวยบง 60 

(HB) 

HBL ใบ 

(3 เดือน) 

 

 

หวยบง 60 
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HBL ใบ 

(6 เดือน) 

 

 

หวยบง 60 
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HBr หัวมันสําปะหลัง 
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(12 เดือน) 

 

 

เกษตรศาสตร 50   
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อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 
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อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

+++ 

- 

- 

+++ 

 

 

- 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

 

+++ 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 16 / 71 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(9 เดือน) 

 

พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1r หัวมันสําปะหลัง 
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อยูระหวางดําเนินการ 
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อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 
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กําหนดให – แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่ไมสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืชได 

             + แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดยมีวงใส 0.5-1 เซนติเมตร 

           ++ แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดยมีวงใส 1-2 เซนติเมตร 

         +++ แทนเอนโดไฟทแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดยมีวงใส 2-3 เซนติเมตร 

 

 จากผลการทดลองพบวาเอนโดไฟทแบคทีเรียมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอ

โรคพืช X. axonopodis โดยมีวงใสประมาณ 2-3 เซนติเมตร แสดงใหเห็นวาเอนโดไฟทแบคทีเรียมี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืชไดดีกวาแบคทีเรียกอโรคในคน จึงไดเนนทําการ 

ศึกษาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืชตอไป  

 

การศึกษาความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับย้ังการเจริญของรากอโรคพืช 

 จากการทดสอบความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชท้ังหมด 

4 สายพันธุ ไดแก C. gloeosporioides F. moniliformis F. proliferatum F. solani ดวยวิธี Dual 

cultivation พบวามีเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุได โดยผล

การทดลองแสดงดังตารางท่ี 3  
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ตารางท่ี 3 ความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 
สายพันธุ ไอโซเลท C. gloeosporioides F. moniliformis F. proliferatum F. solani 

หวยบง 60 

(HB) 

HBL ใบ 

(3 เดือน) 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBL ใบ 

(6 เดือน) 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBr หัวมัน

สําปะหลัง 

(12 เดือน) 

 

 

 

 

 

หวยบง 60 

(HB) 

HBs ลําตน 

(12 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(0 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(3 เดือน) 

 

เกษตรศาสตร 50   

(KU) 

KUS ลําตน 

(9 เดือน) 

HBL – 1 

HBL – 2 

HBL – 3 

HBL – 4 

HBL -  5 

 

HBL – 6 

HBL – 7 

HBL – 8 

HBL – 9 

HBL – 10 

 

HBr – 1 

HBr – 2 

HBr – 3 

HBr – 4 

HBr – 5 

HBr – 6 

HBr – 7 

HBr – 8 

HBr – 9 

 

HBs – 1 

HBs – 2 

HBs – 3 

 

 

KUs – 1 

KUs – 2 

KUS – 3 

KUS – 4 

 

KUs – 6 

 

 

 

 

KUs – 1 

KUs – 2 

KUs – 3 

KUs – 4 

- 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

+ 

+ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

 

+ 

 

 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

- 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

+ 

+ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

 

            + 

 

 

 

 

  อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

- 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูรหวางดําเนินการ 

 

+ 

+ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

 

+ 

 

 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

- 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

+ 

+ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

 

+ 

 

 

 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 
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พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1r หัวมัน

สําปะหลัง 

(9 เดือน) 

 

พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1s ลําตน 

(0 เดือน) 

 

พิรุณ 1 

(PR1) 

PR1s ลําตน 

(9 เดือน) 

PR1r – 1 

PR1r – 2 

PR1r – 3 

PR1r – 4 

PR1r – 5 

 

PR1s – 1 

PR1s – 2 

 

 

 

PR1s – 1 

PR1s – 2 

PR1s – 3 

PR1s – 4 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

+ 

 

อยูระหวางดําเนินการ 

อยูระหวางดําเนินการ 

 

 

 

+ 

อยูระหวางดําเนินการ 

- 

+ 

 

การสกัดสาร Lipopeptide ท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช 

 หลังจากไดทําการศึกษาเบื้องตนของความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียและรากอโรคพืช จึงไดทําการคัดเลือกเอนโดไฟทแบคทีเรียมา 1 สายพันธุ นั่นคือ KUs6 เพ่ือนํามา

ศึกษาสารสกัด Lipopeptide ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืชดวยวิธี Acid 

precipitation จากนั้นทําการสกัดตะกอนท่ีไดดวยเมทานอลและระเหยเมทานอลออก ตอมาละลายสาร 

Lipopeptide ดวย 50 mM Tris-HCL, pH 8 นํามากรองดวย Filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนํามา

ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช ดวยวิธี Agar diffusion โดยทํา

การแปรผันความเขมขนของสาร Lipopeptide ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช ซ่ึงผล

การทดลองแสดงดังรูปท่ี 1 และ 2 

 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 19 / 71 

 

 
 

รูปท่ี 1 ความสามารถของสาร Lipopeptide ท่ีสกัดไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้ง

การเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis โดยทําการแปรความเขมขนของสาร Lipopeptide ท่ีสกัด

ได 

แถวบน  : Positive control (50 mM Tris-HCL, pH 8 ผสมดวยกานามัยซิน ความเขมขน 

     50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

   : Negative control (50 mM Tris-HCL, pH 8) 

 แถวกลาง : Lipopeptide ความเขมขน 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

   : Lipopeptide ความเขมขน 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 แถวลาง  : Lipopeptide ความเขมขน 400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

   : Lipopeptide ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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 A ) รา C. glocosporioides    B ) รา F. moniliformis 

  

            
C ) รา F. proliferatum     D ) รา F. solani 

 

รูปท่ี 2 ความสามารถของสาร Lipopeptide ท่ีสกัดไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้ง

การเจริญของรากอโรคพืช 4 สายพันธุ ไดแก A) C. glocosporioides B) F. moniliformis C) F. 

proliferatum และ D) F. solani  โดยทําการแปรผันความเขมขนของสาร Lipopeptide ท่ีสกัดได 

 Positive control : Crude Extract (กอนสกัดดวย Methanol) 

 Negative control : 50 mM Tris-HCL, pH 8 

 Lipopeptide  : ความเขมขน 500, 700, 900 และ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

 

 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 21 / 71 

 

จากผลการทดลองพบวาสาร Lipopeptide ท่ีสกัดไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 

สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis โดยสามารถเห็นวงใสของการยับยั้ง

แบคทีเรียกอโรคพืชไดอยางชัดเจนตั้งแตความเขมขน 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นอกจากนี้เม่ือเพ่ิมความ

เขมขนของ Lipopeptide เปนความเขมขน 400 และ 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร พบวาขนาดของวงใสมี

ขนาดเพ่ิมมากข้ึนโดยแปรผันตามความเขมขนของ Lipopeptide ในขณะท่ีเม่ือทําการศึกษาความสามารถของ

สาร Lipopeptide ท่ีสกัดไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช

จํานวน 4 สายพันธุ ไดแก C. gloeosporioides F. moniliformis F. proliferatum และ F. solani โดยแปร

ความเขมขนของสาร Lipopeptide จากผลการทดลองพบวาสาร Lipopeptide ท่ีสกัดไดสามารถยับยั้งการ

เจริญของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุและเม่ือทําการแปรความเขมขนของสาร Lipopeptide พบวาการยับยั้ง

การเจริญของรากอโรคมีประสิทธิภาพมากข้ึน นอกจากนี้เม่ือทําการสังเกตความผิดปกติของเสนใยของรากอ

โรคพืชในตัวอยาง Lipopeptide เปรียบเทียบกับ control ท่ีมีการเติม 50 mM Tris-HCL, pH 8 พบวาเสนใย

ของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุมีความปกติ โดยบางสายพันธุจะมีการหงิกงอของเสนใย ทําใหไมสามารถเจริญ

ตอไปได ในขณะท่ีรากอโรคพืชบางสายพันธุเม่ือบมดวยสาร Lipopeptide พบวามีการโปงพองของปลายเสน

ใย ทําใหไมสามารถเจริญตอไปไดเชนเดียวกัน ซ่ึงผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 3A-3D 
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A ) รา C. glocosporioides  

                
 

B ) รา F. moniliformis  

                 
C ) รา F. proliferatum 
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D ) รา F. solani 

                
 

รูปท่ี 3 ลักษณะของเสนใยของรากอโรคพืช 4 สายพันธุ ไดแก A) C. glocosporioides B) F. moniliformis 

C) F. proliferatum และ D) F. solani ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 40X เปรียบเทียบระหวางกลุม 

control และกลุมท่ีมี Lipopeptide ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 ภาพซาย : เสนใยของรากอโรคพืชในกลุม control 

 ภาพขวา  : เสนใยของรากอโรคพืชในกลุมท่ีมี Lipopeptide ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัม

    ตอมิลลิลิตร 

 (ลูกศรชี้แสดงลักษณะท่ีผิดปกติของเสนใยรากอโรคพืช) 

 

 จากผลการศึกษาความสามารถเบื้องตนของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

และรากอโรคในพืช และคัดเลือกมา 1 สายพันธุในการสกัดสาร Lipopeptide พบวาสารสกัด Lipopeptide 

ท่ีสกัดไดจากไอโซเลท KUs6 สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอใหเกิดโรคพืช X. axonopodis และราท่ี

กอใหเกิดโรคพืชได C. glocosporioides, F. moniliformis, F. proliferatum และ F. solani ผลการศึกษา

ลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA พบวา เอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 มีความใกลเคยงกับ Bacillus  

amyloliquefaciens สายพันธุ PgBE240 (Accesion No. MH144310.1) โดยมีความคลายคลึงกัน 99% 

และสารสกัด Lipopeptide จะถูกทําใหบริสุทธิ์ และศึกษาข้ันตอนตอไป 

 

 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 24 / 71 

 

การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 และความสามารถ

ยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคและรากอโรคพืชของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิ 

จากการทดลองสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช 

โดยใชตัวทําละลายท้ังหมด 3 ชนิด ไดแก Ethylacetate Dichloromethane และ Butanol ท่ีสกัดจาก

อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ดวยวิธี Agar Diffusion สารท่ีสกัดไดจากตัวทําละลายท้ัง 3 

ชนิดจะมีการชั่งน้ําหนักและนํามาละลายดวยสารละลาย DMSO จากนั้นทําการแปรความเขมขนของสารสกัดท่ี

ไดใหมีความเขมขนเทากับ 500 1,000 5,000 และ 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และนํามาทดสอบกับ

แบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิท่ีสามารถ

ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis สามารถสกัดโดยใชตัวทําละลาย Butanol 

(รูปท่ี 4) และใหขนาดของวงใสท่ีความเขมขนของสารสกัด 5,000 และ 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เทากับ 

14 และ 22.33 มิลลิเมตร ตามลําดับ ในขณะท่ีความเขมขนของสารสกัด 500 และ 1,000 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ไมเกิดวงใสเกิดข้ึน นั่นแสดงใหเห็นวาท่ีความเขมขนดังกลาวไมสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

กอโรคพืชได (ตารางท่ี 4) เม่ือทําการเปรียบเทียบกับตัวทําละลายชนิดอ่ืนจะเห็นไดวาสารสกัดท่ีใชตัวทําละลาย

Ethylacetate และ Dichloromethane ในการสกัดสารยับยั้งแบคทีเรียกอโรคพืช พบวาไมเกิดวงใสเกิดข้ึน 

ในทุกความเขมขนของสารสกัด แสดงวาตัวทําละลาย Ethylacetate และ Dichloromethane ไมสามารถ

สกัดสารท่ียับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis ได ดังนั้นจึงไดทําการเลือกตัวทําละลาย 

Butanol เปนตัวทําละลายท่ีเหมาะสมในการสกัดสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช นอกจากนี้จึงได

นําสารสกัดท่ีไดจากตัวทําละลาย Butanol นํามายับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชตอไป 
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  (ก)                                                              (ข) 

           
        (ค) 

 
 

รูปท่ี 4 ความสามารถของสารสกัดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 โดยใชตัวทําละลาย 3 ชนิด ในการ

ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis ท่ีความเขมขน 500 1,000 5,000 และ 10,000 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 

(ก) สารสกัดจากตัวทําละลาย Ethylacetate 

(ข) สารสกัดจากตัวทําละลาย Dichloromethane 

(ค) สารสกัดจากตัวทําละลาย Butanol  
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ตารางท่ี 4 ขนาดของวงใสท่ีวัดไดจากสารสกัดจากเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis โดยใชตัวทําละลาย 3 ชนิด ไดแก Ethylacetate Dichloromethane 

และ Butanol ท่ีความเขมขน 500 1,000 5,000 และ 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

ตัวอยาง 
ขนาดของวงใส (มิลลิเมตร) 

จานเพาะเชื้อท่ี 1 จานเพาะเชื้อท่ี 2 จานเพาะเชื้อท่ี 3 ขนาดวงใสเฉล่ีย 

1. ตัวทําละลาย Ethylacetate 

  - ตัวควบคุมบวก* 

  - ตัวควบคุมลบ** 

  - ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 5,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

20 

- 

- 

- 

- 

- 

 

22 

- 

- 

- 

- 

- 

 

21 

- 

- 

- 

- 

- 

 

21 

- 

- 

- 

- 

- 

2. ตัวทําละลาย Dichloromethane 

  - ตัวควบคุมบวก* 

  - ตัวควบคุมลบ** 

  - ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 5,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

22 

- 

- 

- 

- 

- 

 

22 

- 

- 

- 

- 

- 

 

24 

- 

- 

- 

- 

- 

 

22.67 

- 

- 

- 

- 

- 

3. ตัวทําละลาย Butanol 

  - ตัวควบคุมบวก* 

  - ตัวควบคุมลบ** 

  - ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 5,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

  - ความเขมขน 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

22 

- 

- 

- 

15 

22 

 

24 

- 

- 

- 

14 

21 

 

25 

- 

- 

- 

13 

24 

 

23.67 

- 

- 

- 

14 

22.33 
* 
ตัวควบคุมบวก จะใชอาหาร NB ท่ีผสมสารละลาย 10% DMSO และยาปฏิชีวนะกานามัยซิน ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

**ตัวควบคุมลบ จะใชอาหาร NB ท่ีผสมสารละลาย 10% DMSO 
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สําหรับการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุ 

ไดแก C. gloconosporioides F. monilifomis F. periferatum และ F. solani ไดทําการคัดเลือกสารสกัดท่ี

ไดจากตัวทําละลาย Butanol มายับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุ โดยใชวิธี Agar Diffusion 

จากนั้นนํามาสองดูลักษณะของเสนใยภายใตกลองจุลทรรศน ซ่ึงจากผลการทดลองพบวาสารสกัดท่ีไดจากตัว

ทําละลาย Butanol มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชไดจํานวน 3 สายพันธุ ไดแก C. 

gloconosporioides  F. monilifomis และ F. periferatum  โดยพบวาไมมีการเจริญของรากอโรคพืช 

ในขณะท่ีตัวควบคุมลบ (อาหาร NB) มีการเจริญของรากอโรคพืชอยางชัดเจน (รูปท่ี 5) อยางไรก็ตามไดมีการ

ทดลองประสิทธิภาพของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช F.solani แตเนื่องจากมีการเจริญของ

เชื้ออ่ืนเกิดข้ึน ทําใหไมสามารถมองเห็นประสิทธิภาพของสารสกัดอยางชัดเจน อยางไรก็ดี ผลการทดลอง

ขางตนพบวาสารสกัดท่ีไดจากตัวทําละลาย Butanol มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรา F. 

monilifomis และ F. periferatum  ซ่ึงเปนราท่ีอยูในจีนัสเดียวกันกับ F. solani ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวา

สารสกัดท่ีไดจากตัวทําละลาย Butanol นาจะมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรา F. solani ได

เชนเดียวกัน เม่ือทําการสองความผิดปกติของเสนใยของรากอโรคพืชภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเสนใยของ

รากอโรคพืชท่ีทดสอบดวยสารสกัดจากตัวทําละลาย Butanol มีความผิดปกติ โดยมีการหงิกงอของเสนใยและ

กระจุกอยูรวมกัน ทําใหไมสามารถเจริญเติบโตตอไปได เม่ือทําการเปรียบเทียบกับเสนใยท่ีทดสอบดวยอาหาร 

NB ท่ีผสม 10% DMSO พบวาเสนใยมีลักษณะการเจริญท่ีปกติคือมีลักษณะยืดยาว เปนเสนตรง ไมมีอาการ

หงิกงอหรือเปนกระจุก (รูปท่ี 6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 28 / 71 

 

(ก) C. gloconosporioides     (ข) F. moniliformis 

               
 

(ค) F. periferatum 

      
 

รูปท่ี 5 ประสิทธิภาพจากสารสกัดท่ีไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 โดยใชตัวทําละลาย Butanol ในการ

ยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชบนจานเพาะเชื้อ 

 NB : อาหารเลี้ยงเชื้อ NB (ตัวควบคุมลบ) 

 Crude : อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 ท่ีผานการกรองดวยเมมเบรนขนาด 

   0.45 ไมโครเมตร  

 KUs6 : สารสกัดท่ีไดจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 โดยใชตัวทําละลาย Butanol  

   ความเขมขน 10,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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(ก) C. gloconosporioides  

            
   NB          สารสกัดจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 

(ข) F. moniliformis 

           
                             NB          สารสกัดจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 

 

รูปท่ี 6 ลักษณะความผิดปกติของเสนใยของรากอโรคพืชท่ีผานการทดสอบดวยสารสกัดท่ีไดจากเอนโดไฟท

แบคทีเรีย KUs6 โดยใชตัวทําละลาย Butanol เปรียบเทียบกับตัวควบคุมลบ (อาหารเลี้ยงเชื้อ NB)  
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(ค) F. periferatum 

         
   NB           สารสกัดจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 

 

รูปท่ี 6 ลักษณะความผิดปกติของเสนใยของรากอโรคพืชท่ีผานการทดสอบดวยสารสกัดท่ีไดจากเอนโดไฟท

แบคทีเรีย KUs6 โดยใชตัวทําละลาย Butanol เปรียบเทียบกับตัวควบคุมลบ (อาหารเลี้ยงเชื้อ NB) (ตอเนื่อง) 

 

การทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอ

โรคพืชบนใบของตนถั่วเขียว 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียกอโรคพืชบนใบของตนถ่ัวเขียวและตรวจสอบการยับยั้งการเกิดโรคบนใบตนถ่ัวเขียว โดยเทียบลําดับ

การหยดของสารละลาย โดยตัวอยางแรกทําการหยดสารละลายเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลลเอนโด

ไฟทแบคทีเรียกอนตามดวยสารละลายแบคทีเรียกอโรคพืช จากผลการทดลองพบวาในกลุมของสารละลายเอน

โดไฟทแบคทีเรียมีพยาธิสภาพของการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวนอยกวากลุมท่ีหยดสารละลาย 1X PBS 

(รูปท่ี 7 ก และ ข) แสดงใหเห็นวาเฉพาะตัวอยางท่ีหยดดวยสารละลายเอนโดไฟทแบคทีเรียเทานั้นท่ีสามารถ

ในการยับยั้งการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวได ในขณะท่ีสารละลายท่ีใชในการแขวนลอยเอนโดไฟทแบคทีเรีย

ไมมีผลตอการยับยั้งการเกิดโรค จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวาการเกิดการยับยั้งการเกิดโรคบนใบของ

ตนถ่ัวเขียวนั้นเปนผลมาจากเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียโดยท่ีไมไดเก่ียวของกับสารละลายท่ีใชในการแขวนลอย 

ตอมาเม่ือพิจารณาเปรียบเทียบระหวางอาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียกับอาหารเลี้ยงเชื้อ NB พบวามี

พยาธิสภาพของการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวท่ีมากกวาอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากใน

ระหวางการเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย เซลลแบคทีเรียอาจมีการผลิตสารบางอยาง เชน เอนไซม กรด
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อินทรีย เปนตน ซ่ึงอาจมีผลตอเซลลของใบของตนถ่ัวเขียว จึงทําใหเกิดพยาธิสภาพท่ีมากกวาอาหารเลี้ยงเชื้อ 

NB (รูปท่ี 7 ค และ ง)  

 เม่ือทําการพิจารณาเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวางสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียกับอาหาร

เลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียว (รูปท่ี 7 ข และ ง) พบวา

สารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย พบพยาธิสภาพของโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวนอยกวาอาหารเลี้ยงเซลล

เอนโดไฟทแบคทีเรีย แสดงใหเห็นวาสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียมีความสามารถในการยับยั้งการเกิด

โรคไดดีกวาอาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย ดังนั้นจากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาในการยับยั้ง

การเกิดโรคของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis ดวยเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ควรใชเซลลเอนโด

ไฟทแบคทีเรียจะใหประสิทธิภาพดีกวาการใชอาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย 

 จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวโดยการหยดแบคทีเรีย

กอโรคพืช X. axonopodis กอนตามดวยการหยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลล

แบคทีเรีย พบวามีพยาธิสภาพของการเกิดโรคใกลเคียงกันระหวางสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/

อาหารเลี้ยงเซลลกับตัวควบคุมลบ (สารละลาย 1X PBS และอาหารเลี้ยงเชื้อ NB) นั่นแสดงใหเห็นวาเม่ือทํา

การหยดสารละลายเอนโดไฟทแบคทีเรีย หรือ อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย หลังจากการติดเชื้อ

แบคทีเรียกอโรคพืชแลวนั้นจะไมสามารถยับยั้งการเกิดโรคได (รูปท่ี 8 ก-ง) จากผลการทดลองสามารถสรุปได

วาเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 นั้นมีความสามารถในการปองกันการเกิดโรคท่ีมีสาเหตุมาจากแบคทีเรียกอ

โรค X. axonopodis ไดดีกวาการรักษาพืชท่ีมีการติดเชื้อแบคทีเรียกอโรคนี้แลว ซ่ึงประโยชนท่ีไดจากการ

ทดลองนี้สามารถนําเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 นั้นนําไปพัฒนาเปนยาน้ําหรือปุยน้ําชีวภาพ นอกจากนี้

เนื่องจากเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 เปนแบคทีเรียท่ีอยูในสกุลของ Bacillus ซ่ึงแบคทีเรียในกลุมนี้

สามารถสรางสปอร เพ่ือใชสําหรับการสืบพันธุหรือเพ่ิมจํานวนในสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมได ดังนั้นอาจ

พัฒนาผลิตเปนสปอรอบแหง เพ่ือนํามาใชในการปองกันการเกิดโรคท่ีมีสาเหตุจากแบคทีเรีย X. axonopodis 

ได 
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(ก)      (ข)  

                                                               
 

(ค)                                                           (ง) 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

รูปท่ี 7 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียในการ

ยับยั้งการเกิดโรคบนใบตนถ่ัวเขียว โดยทําการหยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลล 

เอนโดไฟทแบคทีเรียกอนตามดวยหยดสารละลายเซลลแบคทีเรียกอโรคพืช 

(ก) หยดสารละลาย 1X PBS ตามดวยสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis 

(ข) หยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย Kus6 ตามดวยสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis 

(ค) หยดอาหาร NB ตามดวยสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis 

(ง) หยดอาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย Kus6 ตามดวยสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis 

หมายเหตุ บริเวณลูกศรชี้ คือ บริเวณท่ีเกิดพยาธิสภาพของโรค 
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(ก)  (ข) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ค)                                                             (ง) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 8 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียในการ

ยับยั้งการเกิดโรคบนใบตนถ่ัวเขียว โดยทําการหยดสารละลายเซลลแบคทีเรียกอโรคพืชกอนตามดวย

สารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย/อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย 

(ก) หยดสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis ตามดวยสารละลาย 1X PBS 

(ข) หยดสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis ตามดวยสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย Kus6 

(ค) หยดสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis ตามดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ NB 

(ง) หยดสารละลายแบคทีเรีย X. axonopodis ตามดวยอาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 

หมายเหตุ บริเวณลูกศรชี้ คือ บริเวณท่ีเกิดพยาธิสภาพของโรค 
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การทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับย้ังการเจริญของรากอโรคพืช

บนผิวเมล็ดถั่วเขียว 

 จากการศึกษาประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอ

โรคพืชบนเมล็ดถ่ัวเขียว โดยเปรียบเทียบระหวางสารละลาย 1x PBS และ/หรือสารละลายเซลลเอนโดไฟท

แบคทีเรีย KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 4 สายพันธุ ไดแก C. gloconosporioides, F. 

monilifomis, F. periferatum และ F. solani พบวาเม่ือบมเมล็ดถ่ัวเขียวดวยสารละลายเซลลเอนโดไฟท

แบคทีเรียตามดวยสปอรของรากอโรคพืชท้ัง 4 สายพันธุ จะไมพบการงอกของสปอรหรือเสนใยของรากอโรค

พืชบนเมล็ดถ่ัวเขียวเม่ือบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 และ 5 วัน เม่ือเปรียบเทียบกับสารละลาย 1X PBS 

พบวามีการงอกของสปอรหรือเสนใยของรากอโรคพืชในราทุกสายพันธุ (รูปท่ี 9 ก-ง) ซ่ึงจากผลการทดลอง

แสดงใหเห็นวาสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 มีความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคของ

แบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis และการงอกของรากอโรคพืชหลายชนิด ไดแก C. gloconosporioides  

F. monilifomis  F. periferatum และ F. solani ดังนั้นเอนโดไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 สามารถนําไป

พัฒนาและใชประโยชนในเกษตรกรรม เพ่ือลดการแพรระบาดของโรคพืชและเพ่ิมรายไดใหเกษตรกรไดอีกทาง

หนึ่ง 
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(ก) C. gloconosporioides   

 - วันท่ี 3 

                        
             1X PBS       สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 - วันท่ี 5 

                       
    1X PBS                                  สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

รูปท่ี 9 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

4 สายพันธุ ไดแก (ก) C. gloconosporioides (ข) F. monilifomis (ค) F. periferatum และ (ง) F. solani 

หลังจากบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 และ 5 วัน 
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 (ข) F. monilifomis    

- วันท่ี 3 

                      
             1X PBS        สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 - วันท่ี 5 

                     
    1X PBS                                  สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 

รูปท่ี 9 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

4 สายพันธุ ไดแก (ก) C. gloconosporioides (ข) F. monilifomis (ค) F. periferatum และ (ง) F. solani 

หลังจากบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 และ 5 วัน (ตอเนื่อง) 
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(ค) F. periferatum   

- วันท่ี 3 

                     
             1X PBS        สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 - วันท่ี 5 

                     
      1X PBS                                  สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 

รูปท่ี 9 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

4 สายพันธุ ไดแก (ก) C. gloconosporioides (ข) F. monilifomis (ค) F. periferatum และ (ง) F. solani 

หลังจากบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 และ 5 วัน (ตอเนื่อง) 
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 (ง) F. solani   

- วันท่ี 3 

                        
              1X PBS          สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 - วันท่ี 5 

                                 
      1X PBS                                    สารละลายเซลลเอนโดไฟท KUs6 

 

รูปท่ี 9 ประสิทธิภาพของสารละลายเซลลเอนไฟทแบคทีเรียรหัส KUs6 ในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช 

4 สายพันธุ ไดแก (ก) C. gloconosporioides (ข) F. monilifomis (ค) F. periferatum และ (ง) F. solani 

หลังจากบมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 และ 5 วัน (ตอเนื่อง) 
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อภิปราย / วิจารณ (Discussion) ผลการวิจัย 

การสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิท่ีสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช 

แบคทีเรียกอโรคพืชในจีนัส  Xanthomonas เปนแบคทีเรียท่ีมีความสําคัญ เนื่องจากเปนแบคทีเรียท่ี

เปนสาเหตุของการเกิดโรคในพืชไดประมาณ 400 ชนิด ซ่ึงลวนแลวแตเปนพืชทางเศรษฐกิจ เชน ขาว มะเขือ-

เทศ มะนาว กลวย กะหล่ําปลี พริกไทย รวมท้ังพืชตระกูลถ่ัว (Ryan et al., 2011; Puric et al., 2018) 

สําหรับในงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช X. axonopodis ซ่ึงแบคทีเรีย

สายพันธุชนิดดังกลาวสามารถทําใหเกิดโรคไดในพืช เชน ถ่ัวเหลือง (Athinuwat and Brooks, 2019) มะนาว 

(Zhao et al., 2019) มันสําปะหลัง (Liu et al., 2018) นอกจากนี้คณะผูวิจัยไดทําการศึกษาความสามารถใน

การยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืช  ไดแก C. gloconosporioides F. miniliformis F. periferatum และ 

F. solani ซ่ึงราสายพันธุดังกลาวเปนสาเหตุท่ีกอใหเกิดโรคในพืชไดหลายชนิดเชนเดียวกัน เชน แอปเปล (Yan 

et al., 2018) ยางพารา (Liu et al., 2018) กลวย (Bubici et al., 2019) จึงเห็นไดวาแบคทีเรียและรากอโรค

พืชดังกลาวมีความสําคัญ เนื่องจากถามีการแพรกระจายของแบคทีเรียและรากอโรคพืชจะสรางความเสียหาย

ใหกับเกษตรกรผูเพาะปลูกและอาจจะเกิดการสูญเสียรายไดทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก 

ในปจจุบันวิธีท่ีนิยมใชในการยับยั้งการแพรกระจายของแบคทีเรียและรากอโรคพืช คือ การใชสารเคมี 

โดยวิธีการนี้สามารถปองกันการแพรกระจายของแบคทีเรียและรากอโรคพืชไดดีและนิยมใชในภาคเกษตรกรรม 

แตวิธีการดังกลาวมีขอเสียคือสารเคมีสวนใหญเปนพิษตอเกษตรกร เกิดการตกคางในสิ่งแวดลอม และยังสงผล

กระทบตอผูบริโภค (Sowanpreecha and Rerngsamran, 2018) การใชวิธีทางชีวภาพ (Biological 

control) เปนวิธีการหนึ่งท่ีปลอดภัย ไมมีสารตกคางในสิ่งแวดลอมและไมเปนอันตรายตอเกษตรกรและ

ผูบริโภค ในการปองกันแบคทีเรียและรากอโรคพืช (Sowanpreecha and Rerngsamran, 2018; Bubici et 

al., 2019) ปจจุบันมีการศึกษาพบวาเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีเจริญอยูในพืชหลายชนิดสามารถสรางสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพท่ียับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช (Tan et al., 2015; Daungfu et al., 2019; 

Romero et al., 2019)  ดังนั้นในงานวิจัยสนใจในการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทุติยภูมิในการยับยั้งการ

เจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืชของเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีเจริญอยูในตนมันสําปะหลัง โดยไดทําการสกัด

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากสารละลายอินทรียท่ีมีความแตกตางกัน 3 ชนิด ไดแก Ethylacetate 

Dichloromethane และ Butanol โดยอาศัยความแตกตางของความมีข้ัวของสารละลายอินทรียแตละชนิดใน

การสกัด ซ่ึงจากการทดลองพบวาสารสกัดท่ีใชตัวทําละลาย Butanol มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียและรากอโรคพืช ในขณะท่ีตัวทําละลายชนิดอ่ืนไมสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรา

กอโรคพืชได โดยท่ัวไปสารละลายอินทรีย Butanol สามารถใชเปนตัวทําละลายในการสกัดสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพไดหลายชนิด เชน bacteriocin (De Giani et al., 2019) เปนตน นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยท่ีทําการ
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สกัดสารยับยั้งการเจริญของรา โดยใชตัวทําละลาย 4 ชนิด ไดแก Hexane, Ethylacetate 

Dichloromethane และ Butanol ซ่ึงผลการทดลองพบวาสารสกัดท่ีไดจากตัวทําละลาย Butanol ใหผลใน

การยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชไดดีท่ีสุด (Lahoum et al., 2016) ดังนั้นจากการทดลองนี้พบวาสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืชจากเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 สามารถ

สกัดออกจากอาหารเลี้ยงเซลลได โดยใช Butanol เปนตัวทําละลาย 

 

การทดสอบประสิทธิภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืชบน

ใบและเมล็ดของถั่วเขียว 

การทดสอบความสามารถของเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดย

วิธี Agar Diffusion พบวาเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค

พืชได จึงไดทําการทดลองทดสอบประสิทธิภาพของ สารละลายเซลล หรือ อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟท

แบคทีเรียในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียกอโรคพืช โดยใชใบของตนถ่ัวเขียวเปนตนแบบในการศึกษา ท้ัง

ในการปองกันการติดเชื้อแบคทีเรียหรือการรักษาท่ีมีการติดแบคทีเรียดังกลาวแลว ผลการทดลองพบวา เม่ือทํา

การหยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียกอนตามดวยหยดสารละลายแบคทีเรีย X.axonopodis จะพบ

พยาธิสภาพในการเกิดโรคบนใบของตนถ่ัวเขียวไดนอยท่ีสุด ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยท่ีไดรายงานของ Li et 

al., (2008) ในการหยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจาก Euphorbia pulcherrima ใน

การควบคุมการเจริญของแบคทีเรียกอโรค X. axonopodis pv. Poinsettiicola โดยการหยดสารละลายเซลล

เอนโดไฟทแบคทีเรียตามดวยสารละลายแบคทีเรียกอโรค พบวาสารละลายเซลลของเอนโดไฟทแบคทีเรีย B. 

amyloliquefaciens สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค X. axonopodis ไดดีและมีประสิทธิภาพ 

นอกจากนี้ไดมีการคัดแยกเอนโดไฟทแบคทีเรียจากมะนาว และนํามาใชในการยับยั้งแบคทีเรีย X.citri ซ่ึงเปน

แบคทีเรียกอโรคในตนมะนาว พบวา เม่ือหยดสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย (Bacillus spp.) กอน ตาม

ดวยหยดสารละลายแบคทีเรีย X.citri จะพบพยาธิสภาพของโรคนอยท่ีสุด (Daungfu et al., 2019)  

สําหรับในกลุมการทดลองท่ีหยดสารละลายแบคทีเรียกอโรคพืช X.axonopodis จากนั้นตามดวย

สารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย หรือ อาหารเลี้ยงเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย พบวาเกิดพยาธิสภาพของ

โรคไมแตกตางจากกลุมควบคุมท่ี (สารละลาย 1X PBS / อาหารเลี้ยงเชื้อ NB) แสดงใหเห็นวาเอนโดไฟท

แบคทีเรียสายพันธุ KUs6 มีความสามารถในการปองกันการติดเชื้อแบคทีเรียกอโรค X.axonopodis ไดดีกวา

การรักษาตนพืชท่ีติดเชื้อแบคทีเรียแลว  

ดังนั้นจากผลการทดลองจะเห็นไดวาเอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 ควรนํามาใชในการปองกัน

กอนการติดเชื้อแบคทีเรียในพืชจะใหประสิทธิภาพสูงท่ีสุด  
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กรณีของการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชบนเมล็ดถ่ัวเขียว โดยบมเมล็ดถ่ัวเขียวดวยสารละลาย

เซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย จากนั้นบมดวยสารละลายสปอรของรากอโรคพืช เปรียบเทียบกับสารละลาย 1X 

PBS ท่ีใชสําหรับแขวนลอยสารละลายเซลลแบคทีเรีย จากผลการทดลองพบวาสารละลายเซลลเอนโดไฟท

แบคทีเรียมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชไดมีประสิทธิภาพดีกวาสารละลายท่ีใชในการ

แขวนลอยเซลลแบคทีเรีย ดังนั้นจะเห็นไดวาการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชเปนผลมาจากเซลลเอนโดไฟท

แบคทีเรีย โดยมีรายงานวิจัยไดทําการทดลองใชสารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญ

ของรากอโรคพืชหลายชนิด เชน สารละลายเอนโดไฟทแบคทีเรีย B. tequilensis GYLH001 สามารถยับยั้ง

การเจริญของรากอโรคพืช Magnaporthe oryzae ท่ีเปนสาเหตุของโรคใบไหมของขาว (Li et al., 2018)

สารละลายเซลลเอนโดไฟทแบคทีเรีย Pseudomonas protegens MP12 พบวามีความสามารถในการ

ยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชบนใบขององุนได (Andreolli  et al., 2019) นอกจากนี้สารละลายเซลล 

เอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ SCB-1 ท่ีสามารถผลิตสารในกลุม Lipopeptide ยบัยั้งการเจริญของรา F. 

oxysporum SC7.1  F. verticillioides SC8.1 และ Fusarium sp. SC9.1 ท่ีเจริญบนเมล็ดถ่ัวเขียวและเมล็ด

ถ่ัวเขียวสามารถเจริญตอไปได ซ่ึงเม่ือทําการจัดจําแนกแบคทีเรียเอนโดไฟทดังกลาวพบวาเปนแบคทีเรียในกลุม 

Bacillus (Hazarika  et al., 2019) จากผลการทดลองจะเห็นไดวาเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 มี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและรากอโรคพืช นอกจากนี้เนื่องจากเม่ือทําการจัดจําแนก

เอนโดไฟทแบคทีเรียสายพันธุ KUs6 พบวามีความคลายคลึงกับ B. amyloliquefaciens ซ่ึงโดยสวนใหญ

แบคทีเรียในกลุม Bacillus สามารถสรางสปอร เพ่ือใชในการสืบพันธุในสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมได ดังนั้น

จากขอมูลดังกลาวจึงมีความนาจะเปนในการผลิตปุยน้ําชีวภาพของเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 หรือผลิตสปอร

ของเอนโดไฟทแบคทีเรีย KUs6 อบแหง เพ่ือนําไปใชในภาคการเกษตรตอไป 
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การคัดแยกและศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียท่ีสรางเอนไซมเซลลูเลสจากดินท่ีปลูกมันสําปะหลัง 

มันสําปะหลัง Manihot esculenta (L.) Crantz ถูกจัดอยูในวงศ Euphorbiaceae มีชื่อสามัญ 

Cassava, Tapioca, Manioc, Mandioca หรือ Yuca และมีถ่ินกําเนิดในอเมริกาใต โดยมันสําปะหลังนั้นมี

การปลูกอยางแพรหลายท้ังในประเทศเขตรอนและก่ึงเขตรอนประมาณ 105 ประเทศท่ัวโลก มันสําปะหลังถูก

จัดใหเปนพืชเศรษฐกิจในศตวรรษท่ี 21 เนื่องจากเปนพืชท่ีเปนแหลงอาหารใหประชากรเกือบหนึ่งพันลานคน  

(Latif and Muller, 2014) ประเทศไทยเปนผูผลิตมันสําปะหลังเปนอันดับ 2 ของโลกรองจากประเทศไนจีเรีย 

แตเปนผูสงออกผลิตภัณฑมันสําปะหลังอันดับ 1 ของโลก เนื่องจากในทวีปแอฟริกาใชมันสําปะหลังเปนอาหาร

หลักเพ่ือบริโภคภายในประเทศประมาณ 90 เปอรเซ็นตของผลผลิตท้ังหมด โดยประเทศไทยมีสวนแบงทาง

การตลาดสําหรับการสงออกผลิตภัณฑแปรรูป ไดแก เสนมันสําปะหลัง, แปงมันสําปะหลัง และมันสําปะหลัง

อัดเม็ด ไปยังตลาดโลกประมาณ 70-80 เปอรเซ็นต ของปริมาณผลิตภัณฑมันสําปะหลังของโลก โดยมีจีนเปนคู

คารายใหญ (Hallam et al., 2013; Savelli et al., 2019)  

มันสําปะหลังสามารถปลูกไดในดินเกือบทุกชนิด ยกเวนดินเกลือ มีความทนทานตอสภาวะอากาศท่ี

แหงแลงไดดี  การปลูกและขยายพันธุทําไดงายและ มีตนทุนการผลิตไมสูง (มูลนิธิสถาบันพัฒนามันสําปะหลัง

แหงชาติ, 2550) แหลงปลูกมันสําปะหลังของประเทศไทย อันดับหนึ่ง คือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รองลงมา 

คือ ภาคกลาง และ ภาคเหนือ ในประเทศไทยมันสําปะหลังมีหลากหลายสายพันธุท่ีนิยมปลูก อาทิเชน 

เกษตรศาสตร 50 เปนพันธุลูกผสมระหวางระยอง 1 กับระยอง 90 สามารถปลูกไดท่ัวประเทศ หัวงอกดี 

ผลผลิตสูง ปริมาณแปงสูง หัวเปนกลุมขุดเก็บเก่ียวสะดวก ในชวงป 2545-2546 เปนพันธุท่ีนิยมมากท่ีสุดใน

ประเทศ (วิจารณ และคณะ, 2545), หวยบง 60 เปนพันธุผสมระหวางเกษตรศาสตร 50 และระยอง 5 มี

ผลผลิตหัวสดเฉลี่ยท่ีไดสูงกวาพันธุเกษตรศาสตร 50   และมีปริมาณแปงในหัวสูงกวาพันธุเกษตรศาสตร 50 

อยูเล็กนอย (มูลนิธิสถาบันพัฒนามันสําปะหลัง, 2558), พิรุณ 1 เปนลูกผสมระหวางพันธุหวยบง 60 และ 

พันธุหานาที ใหผลผลิตหัวสดสูง ตัดหัวงาย ใชปุยนอยกวาพันธุรับรองท่ัวไป (สถาบันการจัดการเทคโนโลยีและ

นวัตกรรมเกษตร)  

ในการวิเคราะหโครงสรางของตนมันสําปะหลังพบวามีเซลลูโลสประมาณ 36 เปอรเซ็นต เฮมิเซลลูโลส 

44 เปอรเซ็นต และลิกนิน 24 เปอรเซ็นต (Pattiya, 2011)  มันสําปะหลังโดยปกติจะมีการเก็บเก่ียว 8-12 

เดือนหลังการปลูก (กรมวิชาการเกษตร, 2537) สําหรับอายุการเก็บเก่ียวมันสําปะหลังอาจแตกตางไปจากนี้ได 

ข้ึนกับปจจัยอ่ืน ๆ เชน ราคามันสําปะหลังในทองตลาด, ความตองการใชเงินของเกษตรกร เปนตน เม่ือทําการ

เก็บเก่ียวสวนหัวไปแลวจะท้ิงสวนท่ีเหลือลงบนแปลง ไดแก ใบ, ลําตน และ เหงา ซ่ึงเปนวัสดุเหลือท้ิงทาง

เกษตรจํานวนมาก เกษตรกรยังคงไถกลบเขาไปผสมในแปลงสําหรับเตรียมการปลูกในรอบตอไป เพ่ือเปนการ
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ยอยสลายวัสดุเหลือทางการเกษตรโดยธรรมชาติโดยปกติจะมีการพักแปลงกอนลงปกทอนพันธุลงบนแปลง

ประมาณ 1 เดือน อยางไรก็ดีวัสดุเหลือท้ิงทางเกษตรดังกลาวใชเวลาท่ียอยสลายนาน ปจจุบันจึงไดมีการนํา

เทคโนโลยีทางชีวภาพ โดยกิจกรรมของจุลินทรียมาใชประโยชน เพ่ือชวยในการกระตุนการเจริญและเพ่ิม

จํานวนของจุลินทรียในดินเพ่ือทําหนาท่ียอยสลายไดดียิ่งข้ึน นอกจากนี้การเพ่ิมปริมาณหรือจํานวนจุลินทรียดิน

มีผลชวยลดปริมาณเชื้อสาเหตุโรคพืชบางชนิดไดนอยลง (กรมพัฒนาท่ีดินกระทรวงเกษตรและสหกรณ) 

ในรายงานนี้ไดเพ่ิมเติมเก่ียวกับ การคัดแยกและศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม

เซลลูเลสจากดินท่ีปลูกมันสําปะหลัง เซลลูเลส แบงตามหลักการทํางาน สามารถจําแนกไดเปน 3 กลุม ไดแก 

Endoglucanase หรือ Carboxy-methycellulase ซ่ึงจําเพาะตอซับสเตรตท่ีมีโครงสรางในลักษณะรูปรางไม

เปนระเบียบ เชน β-glucan carboxymethylcellulose จึงมีความจําเพาะตอซับสเตรต CMC (Carboxyl  

Methyl  Cellulose) Exoglucanase จําเพาะตอซับเสรตท่ีมีโครงสรางในลักษณะเรียงตัวเปนระเบียบ 

(crystalline cellulose) ไดแก Avicel, p-nitrophenyl-β-D-cellobioside และ Beta-glucosidase 

สามารถยอยซับสเตรต เชน cellobiose, p-nitrophenyl  glucoside (Arantes and Saddler, 2010)  

 

วิธีการดําเนินการวิจัย (Materials & Methods) 

แบคทีเรียบริสุทธิ์และศึกษาลักษณะสัณฐานของแบคทีเรียท่ีแยกได ไดแก สี ขนาด ลักษณะการเจริญ 

ขอบของโคโลนี จากตัวอยางดินบริเวณรากมันสําปะหลังจากศูนยวิจัยพืชไร จ.ระยอง 3 สายพันธุ ไดแก พันธุ

เกษตรศาสตร 50 , พันธุพิรุณ 1 และ พันธุหวยบง 60 ทุก  3 เดือน เปนเวลา 12 เดือน ไดนํามาคัดกรองและ

แยกแบคทีเรียท่ีสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลส ตามวิธีการดังนี้ 

 

1. คัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถสรางเอนไซมเซลลูเลส 

เข่ียโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดลงบนอาหารแข็งคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC agar :  

0.5 (w/v) % Carboxyl  Methyl Cellulose, 0.05 (w/v) % yeast extract, 0.1 (w/v) % KCl, 0.05 

(w/v) % MgSO4, 0.1 (w/v) % K2HPO4, 0.1 (w/v) % NaNO3, 1.5 (w/v) % agar)  บมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส  โดยเท 1 % 

คองโกเรด 8 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็งท้ิง ไว 15 นาที ตามดวย 1 M โซเดียมคลอไรด 8 มิลลิลิตร ท้ิงไว 10 

นาที สังเกตโคโลนีท่ีเกิดบริเวณใส ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส  วัดขนาด

เสนผานศูนยกลางโคโลนี และบริเวณใสท่ีเกิดข้ึน 

นอกจากใช CMC เปนซับสเตรตแลว จะแทน CMC ดวย Avicel และ Cellobiose (Kiio et al., 

2016) มาศึกษาเซลลูเลสชนิดอ่ืน เนื่องจาก  Avicel เปนซับสเตรตท่ีจําเพาะตอการผลิตเอกโซกลูคาเนส และ  

Cellobiose เปนซับสเตรตท่ีจําเพาะตอการผลิตเบตา – กลูโคซิเดส เชนเดียวกับ CMC ท่ีเปนซับสเตรตท่ี

จําเพาะตอเอนโดกลูคาเนส 
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2. คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมในปริมาณสูง 

ทดสอบกิจกรรมเอนไซมคัดเลือกแบคทีเรียท่ีเกิดบริเวณใสบนซับสเตรต 2 ใน 3 ซับสเตรต หรือ 3 ใน 

3 ของซับสเตรต  Avicel , CMC และ Cellobiose โดยเลือกจุลินทรียท่ีสามารถสรางบริเวณใสไดดีท่ีสุดบน 

ซับสเตรตนั้น มาถายเชื้อลงในอาหารเหลวของซับสเตรตนั้น 5 มิลลิลิตร นําไปบมในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยา 

(140 รอบ/ นาที) ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําเชื้อท่ีเจริญมา 1 มิลลิลิตร 

ปนเหวี่ยง ท่ี 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ท่ี อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดสวนท่ีเปนสวนใสดานบน 

เก็บไวเปน crude enzyme ตอไป นํา crude enzyme ท่ีเก็บไวมา 250 ไมโครลิตร เติม 1 % (w/v) ซับส

เตรตใน 0.1 M โซเดียมอะซีเทต บัฟเฟอร  pH 5.5 250 ไมโครลติร  แลวนําไปบมท่ี อุณหภูมิ 65 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 5 นาที  เติม 625 ไมโครลิตร กรด-3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิก เพ่ือวัดคาน้ําตาลรีดิวซ จากนั้น

นําไปตม 5 นาที และทําใหเย็น  นําไปวัดคาดูดกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  ดวยเครื่อง 

Microplate reader แลวนําคา OD ของตัวอยางไปลบกับคา OD ของ blank โดย blank คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ

เปลา จากนั้นนําผลตางท่ีได ไปเปรียบเทียบกับสมการท่ีไดจากกราฟมาตรฐานกลูโคส  โดย 1 หนวย กิจกรรม

เอนไซมมีคาเทากับปริมาณน้ําตาลท่ีลดลงไปหนึ่งโมลตอนาทีท่ี 65 องศาเซลเซียส 

 

Enzyme Unit Activity (Unit/mL) = 

                            ปริมาณของกลูโคส            x         1      x                   1 

        น้ําหนักมวลโมเลกุลของกลูโคส (180 กรัม/โมล)     5 นาที      ปริมาตรของเอนไซม (มิลลิลิตร) 

นําไปพิจารณารวมกับแบคทีเรียท่ีมีความสามารถผลิตเซลลูเลสไดในปริมาณท่ีสูง อัตราสวนมากกวา 4  

โดยคํานวณจากคา hydrolysis capacity (HC) จากขอ 1 รวมถึงคากิจกรรมเอนไซม ไปใชในการทดลองตอไป 

3. หาภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญจากไรมันสําปะหลังในการผลิตเซลลูเลสของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได

แปรผันอุณหภูมิและ pH ของจุลินทรียท่ีผลิตเซลลูเลสได 

หาภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรียท่ีผลิตเซลลูเลสไดในปริมาณสูงจากดินบริเวณท่ีปลูกมันสําปะหลัง ซ่ึง

ผูวิจัยไดคัดเลือกมา 3 สายพันธุ ไดแก Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ 

Paenibacillus kribbensis โดยใช อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส นําโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียท่ีมี

ความสามารถในการผลิตเซลลูเลสในปริมาณสูงมาทดสอบในอาหารแข็ง Avicel, Cellobiose และ CMC ท่ี

ปรับ pH ในอาหารเปน 5, 6, 7 และ 8 นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เปน

เวลา 24 ชั่วโมง สังเกตบริเวณสวนใสท่ีเกิดข้ึน แลวทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตามขอ 1 
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4. ทดสอบความสามารถในการยอย Filter paper และ ใบมันสําปะหลังโดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได 

4.1 ทดสอบความสามารถในการยอย Filter paper โดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได 

  นําเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได   ไดแก   Bacillus  amyloliquefaciens,  Bacillus pumilus  และ  

Paenibacillus  kribbensis   มาเลี้ยงในอาหารเหลว   NB   ท่ี 140  รอบ/นาที ในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยา ท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบ/นาที  เปนเวลา 20 

นาที  นําตะกอนของเชื้อท่ีไดละลายดวย  0.85% โซเดียมคลอไรด  เพ่ือปรับจํานวนของเชื้อใหไดเทากับ 106 

CFU/ml  จากนั้นนําเชื้อท่ีไดไปใสในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเหลว CFMM + 0.5% (w/v) CMC  ปริมาตร  5  

มิลลิลิตรและมี filter paper ขนาด 1.5 cm.* 1.5 cm. ท่ีทําการชั่งน้ําหนักแลวอยูในหลอดทดลอง   โดยมีการ

แบงชุดการทดลองเปน 8 การทดลอง (ตารางท่ี 5) ดังนี้ 

 

ตารางท่ี 5 กลุมการทดลองในการยอยสลาย Filter paper 

ชุดการ

ทดลอง 

อาหาร CFMM 

+ 0.5% (w/v) 

CMC   

Bacillus 

amyloliquefaciens 

106 CFU 

Bacillus 

pumilus 

106 CFU 

Paenibacillus 

kribbensis  

106 CFU 

filter 

paper 

2 ช้ิน 

ชุดควบคุม      

1      
2      
3      
4      
5      
6      
7      
 

บมในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยา (140 รอบ/ นาที) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน เพ่ือ

ทดสอบการยอย filter paper โดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกในอาหารเหลว จากนั้นนํา filter paper ไปอบใหแหง 

ทําการชั่งน้ําหนัก และดูการเปลี่ยนแปลงของ filter paper ภายใตกลอง Scanning electron microscope 

(SEM) จากนั้นนําอาหาร CFMM ของแตละชุดการทดลองมา spread ลงบนอาหารแข็ง NA เพ่ือนับจํานวน

เชื้อท่ีเกิดข้ึนหลังการทดลอง ศึกษาโดยทําการทดลอง 3 ครั้งและแตละครั้งทํา 3 ซํ้า 
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4.2 ยอยสลายใบมันสําปะหลังโดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได  

นําดินจากบริเวณท่ีปลูกมันสําปะหลัง 2.5 กิโลกรัม มาอบท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง และนําใบมันปะหลัง มาอบใหแหงท่ี 65 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง จากนั้นแบงดินใสภาชนะทดลอง

กลองละ 100 กรัม นําเชื้อ Bacillus  amyloliquefaciens,  Bacillus pumilus  และ Paenibacillus 

kribbensis ในอาหารเหลว NB  บมในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยา 150 รอบ/นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ี 8000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที  นําตะกอนของเชื้อท่ีได

ละลายดวย 0.85% โซเดียมคลอไรด เพ่ือปรับจํานวนของเชื้อใหไดเทากับ  106  CFU/mL แลวใสลงไปในดิน 

คลุกเคลาใหเขากัน (ตามตารางท่ี 6) โดยใหดินมีความชื้นท่ี 30% (Devevre และคณะ, 2000) ดวยการนําดิน 

100 กรัมท่ีอบแหงแลวใสลงใน filter paper ท่ีพับเปนรูปกรวย คอย ๆ หยดน้ําลงไป ดูปริมาตรท่ีใสลงไป จน

ทําใหดินอ่ิมตัว แลวคํานวณกลับจนไดความชื้นท่ี 30% จากนั้นนําใบมันสําปะหลังท่ีอบแหงแลวนํามาตัดใหมี

ขนาดความยาว 10 เซนติเมตร ใสลงไปในดิน 1 ชิ้น   โดยใหดินปกคลุมใบมันสําปะหลังท้ังหมดโดยมีการแบง

ชุดการทดลองเปน 8 การทดลอง (ตารางท่ี 6) ดังนี้ 

 

ตารางท่ี 6 กลุมการทดลองในการยอยสลายใบมันสําปะหลัง 

 ชุดการ

ทดลอง 

 

ดิน  

100 กรัม 

Bacillus 

amyloliquefaciens 

106 CFU 

Bacillus 

pumilus 

106 CFU 

Paenibacillus 

kribbensis  

106 CFU 

ใบมัน

สําปะหลัง 

1 ช้ิน 

ชุดควบคุม*  
    

1      
2      
3      
4      
5      
6      
7      

 * ใสโซเดียมคลอไรด 0.85% แทนปริมาตรเชื้อ  
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นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยทุก ๆ 4 วันจะมีการเติมน้ําลงไปเพ่ิม 50 % จากการ

คํานวณปริมาตรของน้ําดานบน เพ่ือเปนรักษาความชื้นในดิน จนครบ 28 วัน จากนั้น  

1) นําดินสงวิเคราะหคุณสมบัติของดิน โดยพารามิเตอรท่ีวิเคราะห ไดแก คา pH, คาการนําไฟฟา, 

ปริมาณอินทรียวัตถุในดิน, ปริมาณอินทรียคารบวนรวมในดิน และ ปริมาณ ไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส, 

โพแทสเซียม, แคลเซียม และ แมกนีเซียมในดิน ท้ังหมด 9 พารามิเตอร ท่ีคณะสิ่งแวดลอมและทรัพยากร

ศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล  

2) นําดินท่ีเหลือมานับจํานวนเชื้อแบคทีเรียท้ังหมด (total count) จากดินท่ีใสใบมันสําปะหลัง โดย

นําไป spread ลงบนอาหารแข็ง NA เพ่ือดูอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย และ  

3) นําใบมันสําปะหลังไปศึกษาภายใตกลอง Scanning electron microscope (SEM) โดยทําการ

ทดลอง 3 ครั้งและแตละครั้งทํา 3 ซํ้า 

 

ผลการทดลอง 

จากการคัดแยกแบคทีเรียจากดินบริเวณรากมันสําปะหลัง 3 สายพันธุ จากศูนยวิจัยพืชไร จังหวัด

ระยอง เปนเวลา 12 เดือน บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA คัดเลือกลักษณะโคโลนีแตกตางกัน พบแบคทีเรียท่ีคัดแยก

ได จํานวนท้ังหมด 326 ไอโซเลท ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 7 

 

ตารางท่ี 7 จํานวนแบคทีเรียท่ีคัดแยกจากดินท่ีปลูกมันสําปะหลัง 3 สายพันธุ ทุก 3 เดือน 

 0 เดือน 3 เดือน 6 เดือน 9 เดือน 12 เดือน 

KU 50 - 81 24 28 21 

PR1 - - 49 27 21 

HB 60 7 - 23 24 21 

 

จากนั้นนําแบคทีเรียท่ีคัดแยกทุกไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการผลิตเซลลูเลสบนอาหารแข็ง 

CMC สังเกตโคโลนีท่ีเกิดบริเวณใส แลวคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสบนอาหารแข็ง 

CMC นําไปทดสอบในซับสเตรต Avicel และ Cellobiose ไดผลดังตารางท่ี 8 
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ตารางท่ี 8 จํานวนแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเซลลูเลส 2 ใน 3 หรือ 3 ใน 3 ซับสเตรต 

 0 เดือน 3 เดือน 6 เดือน 9 เดือน 12 เดือน 

KU 50 - 27 5 11 5 

PR1 - - 15 7 8 

HB 60 2 - 2 2 3 

 

จากผลในตารางเห็นไดวาแบคทีเรียท่ีสรางสวนใสไดกวาง จะสามารถสรางไดในทุกสับสเตรต จึงได

คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีการสรางสวนใสในบริเวณกวางมาท้ังหมด 3 ไอโซเลท ไดแก PR1-P15 (6 เดือน), PR1-

N9 (6 เดือน) และ HT-P9 (6 เดือน) เพ่ือทําการทดลองตอไป และจากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด 16S 

rDNA พบวาแบคทีเรีย 3 ไอโซเลทท่ีคัดเลือกมีความคลายคลึงกลับ Paenibacillus kribbensis, Bacillus 

amyloliquefaciens และ  Bacillus pumilus ตามลําดับ (ตารางท่ี 9) 

 

ตารางท่ี 9 สายพันธุเอนโดไฟทแบคทีเรียท่ีคัดแยกได   

ไอโซเลท สายพันธุ Accession no. Identities 

PR1-P15 (6 เดือน) Paenibacillus kribbensis NR025169.1 99% 

PR1-N9 (6 เดือน) Bacillus amyloliquefaciens KM091696.1 99% 

HT-P9 (6 เดือน) Bacillus pumilus KJ888102.1 99% 

 

จากนั้นนําท้ัง 3 สายพันธุนี้หาภาวะท่ีเหมาะสมของจุลินทรียท่ีผลิตเซลลูเลสไดในปริมาณสูงจากดนิ

บริเวณท่ีปลูกมันสําปะหลัง ท่ี อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส นําโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียท่ีมี

ความสามารถในการผลิตเซลลูเลสในปริมาณสูงมาทดสอบในอาหารแข็ง Avicel, Cellobiose และ CMC ท่ี

ปรับ pH ในอาหารเปน 5,6,7 และ 8 นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลําดับ เปนเวลา 

24 ชั่วโมง สังเกตบริเวณสวนใสท่ีเกิดข้ึน แลวทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส ไดผลดังตาราง

ท่ี 10-12 ดังนี้ 
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ตารางท่ี 10 ลักษณะวงใสท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 

จากตารางท่ี 10 แสดงใหเห็นวา Bacillus amyloliquefaciens มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในสับสเตรต 

Cellobiose และ CMC ในสวนของ Bacillus pumilus นั้นเห็นสวนใสท่ีชัดเจนในสับสเตรต CMC และ 

Paenibacillus kribbensis เห็นสวนใสเล็กนอยรอบโคโลนีในสับสเตรต Cellobiose 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

   

Cellobiose 

   

CMC 
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ตารางท่ี 11 ลักษณะวงใสท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 

จากตารางท่ี 11 แสดงใหเห็นวา Bacillus amyloliquefaciens มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในสับสเตรต 

Cellobiose และ CMC ในสวนของ Bacillus pumilus นั้นเห็นสวนใสท่ีชัดเจนในสับสเตรต CMC และ 

Paenibacillus kribbensis เปนเชื้อท่ีสามารถสรางสวนใสไดชัดเจนท่ีสุดในท้ัง 3 สับเสตรต ซ่ึงในสับสเตรต 

CMC มีอัตราสวนของการเกิดสวนใสและโคโลนีมากท่ีสุดใน 3 อุณหภูมิ 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

   

Cellobiose 

   

CMC 
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ตารางท่ี 12 ลักษณะวงใสท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

จากตารางท่ี 12 แสดงใหเห็นวา Bacillus amyloliquefaciens มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในสับสเตรต 

Cellobiose และ CMC ซ่ึงในสับสเตรต CMC เห็นสวนใสไดชัดเจนท่ีสุด ในสวนของ Bacillus pumilus นั้น

เห็นสวนใสท่ีชัดเจนในสับสเตรต CMC และ Paenibacillus kribbensis สามารถเห็นสวนใสไดชัดเจนท่ีสุดใน

สับสเตรต CMC 

 

จากการแปรผันอุณหภูมิ เม่ือทําการเปรียบเทียบกันแลวจะเห็นไดวา Bacillus amyloliquefaciens,   

Bacillus pumilus และ Paenibacillus kribbensis ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสมีการเจริญและสามารถ

สรางสวนใสไดไดไมเทียบเทากับท่ีเจริญในอุณหภูมิ 37 และ 40 องศาเซลเซียส จึงนําอุณหภูมิท่ี 37 และ 40 

มาวิเคราะหคาทางสถิติดวยโปรแกรม Graphpad prism 8.0.1 พบวา ในสับสเตรต Avicel และ CMC มีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 0.05 ในขณะท่ีสับสเตรต Cellobiose ไมพบความแตกตางอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 0.05 เม่ือไดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมแลว นํามาทดสอบบนอาหารท่ีมีการ

ปรับ pH เปน 5, 6, 7, 8 โดยมีซับสเตรต Avicel, Cellobiose และ CMC บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

   

Cellobiose 

   

CMC 
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เม่ือนํามาทดสอบตอในอาหารแข็ง Avicel, Cellobiose และ CMC ท่ีปรับ pH ในอาหารเปน 5, 6, 7 

และ 8 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตบริเวณสวนใสท่ีเกิดข้ึน แลวทดสอบ

ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส ไดผลดังตารางท่ี 13-16 นี้  

 

ตารางท่ี 13 ลักษณะวงใสบนอาหารท่ีมีการปรับเปน pH 5 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

 

 

 

 

 

  

Cellobiose 

 

 

 

 

 

  

CMC 

 

 

 

 

 

  

 

จากตารางท่ี 13 แสดงใหเห็นวา Paenibacillus kribbensis  มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในทุกสับสเตรต 

ในขณะท่ี Bacillus amyloliquefaciens เห็นสวนใสไดเล็กนอยรอบโคโลนีในสับเสตรต Cellobiose และเห็น

คอนขางชัดเจนในสับสเตรต CMC สวน Bacillus pumilus นั้นเห็นสวนใสท่ีชัดเจนในสับสเตรต CMC  

  

 

 



 

 

 

เอกสารแนบทายสัญญา 6 ..... หนา 53 / 71 

 

ตารางท่ี 14 ลักษณะวงใสบนอาหารท่ีมีการปรับเปน pH 6 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

 

 

 

 

 

 

 

Cellobiose 

 

 

 

 

 

  

CMC 

 

 

 

 

 

  

 

จากตารางท่ี 14  Bacillus amyloliquefaciens และ Paenibacillus kribbensis  มีสวนใสท่ีเห็น

ไดชัดเจนในสับสเตรต CMC และเห็นสวนใสเล็กนอยในสับสเตรต Cellobiose  สวน Bacillus pumilus เห็น

สวนใสไดคอนขางชัดเจนในสับสเตรต Cellobiose และ CMC 
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ตารางท่ี 15 ลักษณะวงใสบนอาหารท่ีมีการปรับเปน pH 7 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

 

 

 

 

 

 

 

Cellobiose 

 

 

 

 

 

  

CMC 

 

 

 

 

 

  

 

จากตารางท่ี 15 แสดงใหเห็นวา Paenibacillus kribbensis มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในสับสเตรต 

Cellobiose และ CMC สวนสับสเตรต Avicel เห็นเปนสวนใสเล็กนอยรอบโคโลนี ในขณะท่ี Bacillus 

amyloliquefaciens เห็นสวนใสไดเล็กนอยรอบโคโลนีในสับเสตรต Cellobiose และเห็นคอนขางชัดเจนใน

สับสเตรต CMC สวน Bacillus pumilus นั้นเห็นสวนใสท่ีชัดเจนในทุกสับสเตรต 
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ตารางท่ี 16 ลักษณะวงใสบนอาหารท่ีมีการปรับเปน pH 8 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 Bacillus amyloliquefaciens Bacillus pumilus Paenibacillus kribbensis 

Avicel 

 

 

 

 

 

 

 

Cellobiose 

 

 

 

 

 

  

CMC 

 

 

 

 

 

  

 

จากตารางท่ี 16 Paenibacillus kribbensis  มีสวนใสท่ีเห็นไดชัดเจนในสับสเตรต CMC และเห็น

เปนสวนใสเล็กนอยในสับสเตรต Avicel สวนของ Bacillus amyloliquefaciens เห็นสวนใสไดเล็กนอยรอบ

โคโลนีในสับเสตรต Cellobiose และเห็นคอนขางชัดเจนในสับสเตรต CMC สวน Bacillus pumilus นั้นเห็น

สวนใสท่ีชัดเจนในสับสเตรต Cellobiose และ CMC. 

จากการแปรผัน pH เม่ือสังเกตและนํามาเทียบกัน พบวาท่ี pH 7 เกิดการสรางสวนใสท่ีคอนขาง

ชัดเจน สามารถเห็นไดเกือบทุกสับสเตรต เม่ือนํามาวิเคราะหคาทางสถิติดวยโปรแกรม Graphpad prism 

8.0.1 พบวาในสับสเตรต Avicel การแปรผันของ pH ไมพบความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความ

เชื่อม่ัน 0.05 ในขณะท่ี สับสเตรต Cellobiose และ CMC การแปรผันของ pH มีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 0.05. 
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เม่ือไดภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเซลลูเลสในปริมาณท่ีสูงแลว นําเชื้อท้ัง 3 สายพันธุ มาเลี้ยงในตูบม

เพาะเชื้อแบบเขยา (140 รอบ/ นาที) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน เพ่ือทดสอบการยอย 

filter paper โดยแบคทีเรียท่ีคัดเลือกในอาหารเหลว ไดผลดังตารางท่ี 17 

 

ตารางท่ี 17 จํานวนเชื้อและน้ําหนักของ Filter paper ท่ีเปลี่ยนแปลงไปหลังการบม 30 วัน 

ชนิดของ

แบคทีเรีย 

จํานวนเช้ือ (CFU/ml) น้ําหนัก filter paper (กรัม) 

0 วัน 30 วัน 0 วัน 0 วัน 30 วัน 30 วัน 

control - ND .0216 .0220 .0216 .0220 

A 5*106 1.6*106 .0218 .0217 .0212 .0209 

Pu 6.9*106 106 .0208 .0209 .0209 .0209 

Pae 106 106 .0212 .0220 .0212 .0213 

A + Pu 
5*106 (A) + 

6.9*106 (Pu) 

2*106 (A) +  

5*106 (Pu) 
.0209 .0208 .0207 .0202 

A + Pae 
5*106 (A) + 

106 (Pae) 
5*105 (A) .0215 .0214 .0210 .0208 

Pu + Pae 
6.9*106 (Pu) 

+ 106 (Pae) 

2*106 (Pu) + 

2*106 (Pae) 
.0201 .0221 .0200 .0212 

All* 

5*106 (A) + 

6.9*106 (Pu) 

+ 106(Pae) 

106 (A) + 

5*105 (Pu) 

+ 105 (Pae) 

.0214 .0210 .0212 .0208 

 

จากผลในตารางท่ี 17 จะเห็นไดวาเม่ือผานไป 30 วัน จํานวนเชื้อแบคทีเรียในแตละการทดลองลดลง

ในขณะท่ีน้ําหนักของ Filter paper มีการลดลงบางเล็กนอย เม่ือเทียบกับท่ี 0 วัน เพ่ือศึกษาดูความ

เปลี่ยนแปลงของ Filter paper เพ่ิมเติม นํา Filter paper ไปสองภายใตกลอง Scanning Electron 

Microscope (SEM)  กําลังขยาย 200,000 เทา (รูปท่ี11) 
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         Control       B. amyloliquefaciens                 B. pumilus     Paenibacillus kribbensis 

 

 

 

 

 

B. amyloliquefaciens +     B. amyloliquefaciens +             B. pumilus +    B. amyloliquefaciens +   

B. pumilus    Paenibacillus kribbensis    Paenibacillus kribbensis  B. pumilus + 

            Paenibacillus kribbensis 

 

 

 

 

รูปท่ี 10 Filter paper ท่ีเลี้ยงกับแบคทีเรียระยะเวลา 30 วัน 

 

          Control      B. amyloliquefaciens            B. pumilus    Paenibacillus kribbensis 

 
 

B. amyloliquefaciens +     B. amyloliquefaciens +             B. pumilus +    B. amyloliquefaciens +   

B. pumilus    Paenibacillus kribbensis    Paenibacillus kribbensis  B. pumilus + 

            Paenibacillus kribbensis 

 
 

รูปท่ี 11  Filter paper ท่ีเลี้ยงกับแบคทีเรียระยะเวลา 30 วันภายใตกลอง SEM 
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จากรูปท่ี 10 จะเห็นไดวา ลักษณะทางภายนอกของ Filter paper ไมพบความแตกตางกัน แตเม่ือ

นําไปสองภายใตกลอง SEM พบวา สภาพเสนใยของ Filter Paper ท่ีเลี้ยงกับแบคทีเรีย Paenibacillus 

kribbensis และ Bacillus  amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis มีการเสียสภาพบางสวน 

เม่ือเทียบกับ Control ซ่ึงสอดคลองกันกับน้ําหนักของ filter paper ท่ีลดลง (ตารางท่ี 17) สําหรับผลการ

ทดลองการยอยใบมันสําปะหลัง และผลวิเคราะหคุณสมบัติของดิน ท่ีคณะสิ่งแวดลอมและทรัพยากรศาสตร 

มหาวิทยาลัยมหิดล อยูระหวางการดําเนินการ 

อภิปราย / วิจารณ (Discussion) ผลการวิจัย 

แบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากดินท่ีมีความสามารถในการผลิตเซลลูเลสในงานวิจัยนี้มีมากมายหลากหลาย

สายพันธุ เชน  Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Paenibacillus kribbensis, Bacillus 

subtilis และ Bacillus cereus เปนตน ซ่ึงพบวามีความคลายคลึงกับงานวิจัยอ่ืน อาทิเชน งานวิจัยของ 

Korpole et al., (2011) คัดแยก Bacillus pumilus ไดจากดินในประเทศอินเดีย และ Kim et al., (2012) 

แยกแบคทีเรียจากดินในแปลงการเกษตร ประเทศเกาหลี พบ Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, 

Bacillus subtilis, Bacillus amylolicheniformis ท่ีสามารถผลิตเซลลูเลสได ในข้ันตอนแรกของงานวิจัยนี้

จึงศึกษาความสามารถในการผลิตเซลลูเลสจากแบคทีเรียท่ีคัดแยกได นํามาทดสอบการยอยใน 3 สับสเตรต 

ไดแก Avicel, เซลโลไบโอส และ CMC คัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถยอยสับสเตรตได 2 ใน 3 หรือ 3 ใน 3 

สับสเตรต ดีท่ีสุด 3 สายพันธุ นั่นคือ KU50-N44 รอบ 3 เดือน, HT-N10 รอบ 6 เดือน และ PR1-P15 รอบ 6 

เดือน ซ่ึงท้ัง 3 สายพันธุนี้สามารถยอยไดท้ัง 3 สับสเตรต หลังจากนําไปเทียบลําดับนิวคลีโอไทดแลว พบวา 

แบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ คือ  Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus และ Paenibacillus 

kribbensis ตามลําดับ จากการทดสอบบนอาหารแข็งท้ัง 3 สับสเตรต จะพบวา บนสับสเตรต Avicel จะไม

คอยพบการเปลี่ยนแปลงมากนัก เนื่องจากโดยปกติแลวเอกโซกลูคาเนสจะทํางานรวมกับเอนโดกลูคาเนส (รุสนี

, 2552) 

แบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุท่ีเปนเชื้อเดี่ยวนั้น ไดแก Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 

pumilus และ Paenibacillus kribbensis เม่ือนําไปทดสอบการยอยใน filter paper แลวพบวาสามารถยอย

สลาย filter paper ไดบางสวน ซ่ึงใน Paenibacillus kribbensis สามารถยอยไดดีท่ีท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบ

กับเชื้อเดี่ยว จะเห็นไดวาเชื้อผสม Bacillus amyloliquefaciens + Paenibacillus kribbensis มีการยอย

สลายไดดีรองลงมา ตามดวย Bacillus pumilus + Paenibacillus kribbensis ตามลําดับ การใชแบคทีเรีย

ผสมท่ีมีคุณสมบัติท่ีแตกตางกันของแตละแบคทีเรีย อาจจะชวยสงเสริมและเพ่ิมประสิทธิ ภาพในการยอยสลาย

เซลลูโลสเพ่ิมข้ึนได (Abdel-Rahman et al., 2016; Akhtar et al., 2013) 
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สรุปและเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัย 

ตารางสรุปผลการดําเนินการ :  

ท่ี กิจกรรม ผลผลิต ตัวชี้วัด / จํานวน 

1 ศึกษาและแยกเชื้อเอนโด

ไฟทท่ีมีประสิทธิภาพใน

การสรางสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพ และเชื้อเอนโด

ไฟทท่ีมีประโยชนตอการ

เจริญของมันสําปะหลัง 

สารยับยั้งเชื้อจุลชีพท่ีกอโรคใน

มนุษยและพืช 

สารยับยั้งเชื้อจุลชีพท่ีกอโรคในมนุษย 

27 ไอโซเลท และพืช 11 ไอโซเลท 

2 แยกสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพและศึกษา

โครงสรางสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพ 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ทําการแยกสารยับยั้งเชื้อจุลชีพท่ีกอ

พืชอยางหยาบได 

3 วิธีการทดสอบและวิธีการ

ทดลองในการทดสอบสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพใน in 

vitro และ in vivo 

ตนแบบและวิธีการทดลองใน

การทดสอบสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพใน in vitro และ in 

vivo 

ตนแบบและวิธีการทดลองในการ

ทดสอบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใน 

in vitro และ in vivo 

4 ศึกษาลักษณะสมบัติของ

แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม

เซลลูเลสจากดินท่ีปลูกมัน

สําปะหลัง 

แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม 

เซลลูเลส 

แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซมเซลลูเลส 

5 ทดสอบความสามารถใน

การยอย filter paper 

และใบมันสําปะหลังของ

แบคทีเรียท่ีแยกได 

แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม 

เซลลูเลส 

แบคทีเรียท่ีสรางเอนไซม 

เซลลูเลสยอย filter paper และ ใบ

มันสําปะหลัง 
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ประวัตินักวิจัยและคณะผูรวมวิจัย 

หัวหนาโครงการวิจัย 

1. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)  วันชัย  อัศวลาภสกุล 

2. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Wanchai  Assavalapsakul 

3. ตําแหนงปจจุบัน รองศาสตราจารย 

4. หนวยงานและสถานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก 

 ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 254 ถนนพญาไท แขวงวังใหม เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330 

โทรศัพท 0-2218-5096  โทรศัพทมือถือ 08-8245-4159 

โทรสาร 0-2252-7576  E-mail: wanchai.a@chula.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 

ปท่ีจบ ระดับ

ปริญญา 

สาขาวิชา สถาบันการศึกษา ประเทศ 

2538-

2541 

ตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต 

(พันธุศาสตร) เกียรตินิยม 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

ไทย 

2542-

2547 

เอก ปรัชญาดุษฎีบัณฑิต 

(อณูพันธุศาสตรและ 

พันธุวิศวกรรมศาสตร) 

มหาวิทยาลัยมหิดล ไทย 

2548-

2551 

โท วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

(การบริหารเทคโนโลยี) 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ไทย 

6. สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 เทคนิคตาง ๆ ในทางจุลชีววิทยา อาทิเชน การแยกเชื้อจุลินทรียท้ังแบคทีเรีย และรา การเพาะเลี้ยงใน

อาหารท่ีจําเพาะ การศึกษาสมบัติตาง ๆ ของจุลินทรีย เปนตน 

เทคนิคทางชีววิทยาศาสตรโมเลกุล อาทิเชน การโคลน แสดงออก การทําใหบริสุทธิ์ และศึกษาสมบัติ

ของโปรตีนตาง ๆ โดยเฉพาะโปรตีนท่ีเก่ียวของกับการติดเชื้อของไวรัส ท้ังของเซลลเจาบาน และเชื้อไวรัส, 

การเพาะเลี้ยงเซลลปฐมภูมิตอมน้ําเหลืองจากกุง, การประยุกตกลไกการ RNA interference มาใชในการ

ยับยั้งการแสดงออกของยีนตอเซลลเจาบาน และเชื้อไวรัสท่ีกอใหเกิดโรคในกุง 
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ผูรวมวิจัยทานท่ี 1 

1. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)  กนกพร  ไตรวิทยากร 

2. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Kanokporn Triwitayakorn 

3. ตําแหนงปจจุบัน รองศาสตราจารย 

4. หนวยงานและสถานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก 

สถาบันชีววิทยาศาสตรโมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา 

ถนนพุทธมณฑลสาย 4 ตําบลศาลายา อําเภอพุทธมณฑล  นครปฐม  73170 

โทรศัพท  0-2441-9003-6 ตอ 1368 โทรศัพทมือถือ 08-9155-8964 

โทรสาร 0-2441-9906   E-mail:  kanokporn.tri@mahidol.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 

ปท่ีจบ ระดับ

ปริญญา 

สาขาวิชา สถาบันการศึกษา ประเทศ 

2530-

2534 

ตรี เทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน ไทย 

2534-

2536 

โท วิทยาศาสตรสิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ไทย 

2540-

2545 

เอก Plant Biology 

(Molecular 

Biotechnology and 

Genetics) 

Southern Illinois 

University at 

Carbondale 

USA 

 

6. สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 Molecular biology and genetics, Molecular marker and genome mapping, Gene 

expression 
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ผูรวมวิจัยทานท่ี 2 

1. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)  ศุภจิต  สระเพชร 

2. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Supajit  Sraphet 

3. ตําแหนงปจจุบัน นักวิจัย 

4. หนวยงานและสถานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก 

สถาบันชีววิทยาศาสตรโมเลกุล มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา 

ถนนพุทธมณฑลสาย 4 ตําบลศาลายา อําเภอพุทธมณฑล  นครปฐม  73170 

โทรศัพท  0-2441-9003-6 ตอ 1368 โทรศัพทมือถือ 08-5171-8570 

โทรสาร 0-2441-9906   E-mail:  supajit.sra@mahidol.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 

ปท่ีจบ ระดับ

ปริญญา 

สาขาวิชา สถาบันการศึกษา ประเ

ทศ 

2541-

2545 

ตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต 

(ชีววิทยา) 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ไทย 

2545-

2547 

โท วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต

(อณูพันธุศาสตรและ 

พันธุวิศวกรรมศาสตร) 

มหาวิทยาลัยมหิดล ไทย 

2549-

2554 

เอก ปริญญาดุษฎีบัณฑิต  

(อณูพันธุศาสตรและ 

พันธุวิศวกรรมศาสตร) 

มหาวิทยาลัยมหิดล ไทย 

 

6. สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

Genomics, Molecular genetics 
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ผูรวมวิจัยทานท่ี 3 

1. ชื่อ- นามสกุล(ภาษาไทย)  ณัฐพล อภิรติกุล 

2. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Nuttapon Apiratikul 

3. ตําแหนงปจจุบัน อาจารย 

4. หนวยงานและสถานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร  

114 ซอยสุขุมวิท 23 เขตวัฒนา กรุงเทพมหานคร 10110 

โทรศัพท -  โทรศัพทมือถือ 087-673-8238 

โทรสาร  -  E-mail:  nuttapona@g.swu.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 

ปท่ีจบ ระดับ

ปริญญา 

สาขาวิชา สถาบันการศึกษา ประเทศ 

2544-

2547 

ตรี เคมี มหาวิทยาลัยรามคําแหง ไทย 

2548-

2550 

โท เคมีประยุกต มหาวิทยาลัยรามคําแหง ไทย 

2551-

2555 

เอก เคมีประยุกต มหาวิทยาลัยรามคําแหง ไทย 

 

6. สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

 Organic chemistry, Natural products 
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ผูรวมวิจัยทานท่ี 4 

1. ชื่อ- นามสกุล(ภาษาไทย)  วัฒนชัย จําปาทอง 

2. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ)  Watthanachai  Jumpathong 

3. ตําแหนงปจจุบัน อาจารย 

4. หนวยงานและสถานท่ีอยูท่ีติดตอไดสะดวก 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

โทรศัพท 053943341-5 โทรศัพทมือถือ 094-869-2784 

โทรสาร -  E-mail:  watthanachai.j@cmu.ac.th 

5. ประวัติการศึกษา 

ปท่ีจบ ระดับ

ปริญญา 

สาขาวิชา สถาบันการศึกษา ประเทศ 

2551 ตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต (เคมี) มหาวิทยลัยเกษตรศาสตร ไทย 

2557 โท-เอก Biological Engineering 

(Applied Biosciences) 

Massachusettes Institute 

of Technology (MIT) 

อเมริกา 

 

6. สาขาวิชาการท่ีมีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

Organic synthesis, Natural products, Bioanalytical techniques, HPLC separation, mass 

spectrometry 
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5.อุปสรรคในการดําเนินงานและแนวทางแกไข 

1. นิสิตรวมวิจัยมีปญหาทางบานและหยุดการวิจัยไปตั้งแตเดือนธันวาคม 2560 จนถึงปลายมีนาคม 2561 

แมวาไดดําเนินการตามนิสิตกลับเขามารายงานตัว และสอบถามถึงปญหาทางบานของนิสิตท่ีเกิดข้ึน นิสิตแจง

วาจะลงทะเบียนการศึกษาภาคตน ปการศึกษา 2561 และเขามาทํางานวิจัยตอใหเรียบรอย อยางไรก็ดี พบวา

นิสิตไดลงทะเบียนการศึกษาภาคตน ปการศึกษา 2561 ไว แตนิสิตไมไดเขามาทําการวิจัยแตอยางใด เม่ือ

สอบถามไป พบวา นิสิตแจงวามีปญหาทางบานอ่ืน ๆ อีก นอกจากนี้นิสิตไดลงทะเบียนการศึกษาภาคปลาย ป

การศึกษา 2561 เชนกัน และไดทําการติดตามนิสิตแลว แตไมสามารถติดตอไดทุกทาง ทําใหงานบางสวน

ดําเนินการไดชากวากําหนด และยังคงอยูในระหวางการดําเนินการ 

 

2. ไมมีนิสิตท่ีจะเขารวมวิจัยเพ่ิมเติม เพ่ือศึกษาสมบัติทางชีวภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของแบคทีเรีย

เอนโดไฟทท่ีแยกได ซ่ึงมีจํานวนมาก ซ่ึงทางคณะผูวิจัยพยายามหานิสิต/นักศึกษา มาชวยงานเพ่ิมเติม แตทวา

นิสิตท่ีเขาเรียนตอในระดับชั้นมหาบัณฑิตและดุษฎีบัณฑิต มีจํานวนลดลง ซ่ึงปการศึกษา 2562 มีนิสิตท่ีเขา

ศึกษาท่ีหลักสูตรจุลชีววิทยาและเทคโนโลยีจุลินทรีย ไมเกิน 4 คน 

 

 

 

       (รองศาสตราจารย ดร.วันชัย  อัศวลาภสกุล) 

           หัวหนาโครงการวิจัย 

                7  สิงหาคม 2562 
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