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ผลการยับยั้งของแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงที่ผลิตไคติเนส Bacillus cereus H11  
ตอเชื้อรากอโรคในมะมวง Colletotrichum gloeosporiodes 

 
ศิริลาภา  สมานมิตร1 เครือวัลย  ทองเลม1 และ อภิญญา  ผลิโกมล1 

 
บทคัดยอ  

 Bacillus cereus H11 เปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญบนอาหารที่มีไคตินจากเปลือกกุงและทนอุณหภูมิสูง  เมื่อนํามา
ทดสอบการเปนปฏิปกษตอ Colletotrichum  gloeosporiodes  โดยวิธี spot test  และ paper disc method  พบวาสามารถยับยั้งการ
เจริญของ C.  gloeosporiodes ได 
 เมื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งโรคบนผลมะมวงพบวาน้ํากรอง B. cereus H11 ที่จุมผลกอนทําการปลูกเชื้อกอ
โรคมีความสามารถในการยับยั้งโรคไดไมแตกตางจากการใชสารฆาเชื้อรา Octave® กอนปลูกเชื้อ แตถาใชน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ            
B. cereus H11 หลังจากปลูกเชื้อไปแลวจะมีความสามารถในการยับยั้งโรคนอยกวาการใชสารฆาเชื้อรา  คะแนนทางดานการ
เปลี่ยนแปลงสีผิวนั้น ชุดที่จุมมะมวงในน้ํากรองเลี้ยงเชื้อของ B. cereus H11 กอนปลูกเชื้อจะมีคะแนนแตกตางจากชุดควบคุม 1 ซึ่ง
เปนชุดที่ไมมีการทําใหเกิดแผลและจุมในสารยบัยั้งใดๆ แตจะเทากับชุดควบคุม 2  ซึ่งเปนชุดที่ทําใหเกิดแผลแตไมมีการจุมในสาร
ยับยั้ง ดานสีเนื้อนั้น ชุดที่จุมมะมวงในน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 ทั้งกอนและหลังปลูกเชื้อจะมีสีเนื้อตางจากชุดควบคุม 1  
แตไมแตกตางจากชดุควบคุม 2  และชุดที่จุมผลในสารตางๆ ทั้งกอนและหลังปลูกเชื้อ สวนกลิ่นนั้นทุกชุดการทดลองจะไมมีความ
แตกตางกัน ดานรสชาติชุดที่จุมผลในน้ํากรองเลี้ยงเช้ือ B. cereus H11 ทั้งกอนและหลังปลูกเชื้อจะมีรสชาติไมตางจากชุดควบคุม 2 
แตมีรสชาติแตกตางจากชุดควบคุม 1 สวนเนื้อสัมผัสของชุดที่จุมผลในน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 ทั้งกอนและหลังปลูกเชื้อ
จะไมแตกตางกับชุดควบคุมทั้ง 1 และ 2 ในแงของการยอมรับของชุดที่จุมมะมวงในน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 ทั้งกอนและ
หลังปลูกเชื้อ มีการยอมรับไมแตกตางจากชุดควบคุม 2 แตตางจากชุดควบคุม 1 ซึ่งมีคะแนนสูงสุด ทางดานปริมาณ total soluble 
solid ของทุกชุดการทดลองจะมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเหมือนกับชุดควบคุมทั้ง 2 และปริมาณกรดก็มีแนวโนมลดลงเหมือนกับชุด
ควบคุมเชนกัน 

ผลของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 ตอการงอกของสปอร C. gloeosporioides ภายใตกลองจุลทรรศน พบวาน้ํา
กรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 สามารถยับยั้งการงอกของสปอร C. gloeosporioides  ได 

จากการทดลอง B. cereus H11 มีคาเฉลี่ยของ chitinase activity 51.97 mU/ml มี specific activity 227.5 mU/mg protein 
เมื่อทําใหโปรตีนเขมขนขึ้นโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต สวนของตะกอนที่เกิดจากแอมโมเนียมซัลเฟต 80 
เปอรเซ็นต ยังคงมีคุณสมบัติในการยับยั้งรากอโรคภายหลังการใหความรอน 100 ˚ซ. เปนเวลา 3 และ 5 นาที 

 
คํานํา 

 โรคภายหลังการเก็บเกี่ยวของมะมวง (Mangifera indica Linn.) เกิดจากเชื้อราหลายชนิด โรคที่สําคัญคือโรคแอนแทรค
โนสซึ่งเกิดจากเชื้อ  Colletotrichum gloeosporioides Penz. (วัลลภา และดารา, 2532)  ในการควบคุมเชื้อรากอโรคมักใชสารเคมี
กําจัด ซึ่งเปนพิษและมีอันตรายตอมนุษยและสิ่งแวดลอม  จึงจําเปนที่จะตองมีทางเลือกอื่นในการควบคุมโรค โดยหันมาใชวิธีการ
อื่นๆ แบบผสมผสาน เชน การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี  (biocontrol)  หรือการใช  biocontrol  agent  (BCA) เชน การใชเอนไซม
ไคติเนส (chitinase) เอนไซมที่ยอยสลายไคติน (chitinolytic enzymes) (Patil et al., 2000)  และ β-1,3-glucanase รวมทั้งสาร
ปฏิชีวนะอื่นๆ ที่จุลินทรียผลิตขึ้นในการสลายผนังเซลลของเชื้อรากอโรค (El-Katatny et al., 2001)  
 

อุปกรณและวิธีการ 
ก.  การเตรียมเช้ือราทดสอบ 

เตรียมเชื้อทดสอบของ C. gloeosporioides (2x105  spore/ml) ในรูปสปอรผสมน้ํา (spore suspension) เติมสารละลาย 
Tween 20 (100 : 0.04 v/v) เพื่อใหสปอรกระจายตัวไดดีขึ้น ใชไมพันสําลี เกลี่ย spore suspension บนจานอาหาร PDA ใหทั่ว
ผิวหนากอนที่จะนําไปทดสอบในขั้นตอไป 
1. การทดสอบความสามารถของ B. cereus H11 ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรากอโรคในมะมวง 

เช้ือที่ใชทดสอบคือ Bacillus cereus H11 จากหนวยเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย  Microbiology Section, Chiang Mai 
University (MSCMU) สาขาวิชาจุลชีววิทยา  ภาควิชาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม  ซึ่งเจริญไดในอาหารที่มี

                                                        
1 สาขาวิชาจุลชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
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ไคตินจากเปลือกกุงและเปนแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง นํามาทดสอบการเปนเชื้อปฏิปกษโดย dual culture method และ paper disc 
method กับรากอโรค (ดูวิธีเตรียม crude extract จากขอ 1.1) 

1.1 การเตรียม crude extract  
เลี้ยง B. cereus H11 ใน enzyme production medium  (EPM)  ที่มีเปลือกกุงเปนแหลงคารบอน บมบนเครื่องเขยา

ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 ˚ซ. เปนเวลา 7 วัน เก็บน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ โดยใชเครื่องเหวี่ยงความเร็วสูง 6,000 X g  
อุณหภูมิ 4 ˚ซ. เปนเวลา 20 นาที  

2. การทดสอบการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชบนผลมะมวง (วิเชียร, 2541) 
ในการทดลองใชมะมวงพันธุน้ําดอกไมที่ผลมีสภาพสมบูรณ แบงการทดลองออกเปน 2 แบบคือ การปลูกเชื้อกอโรค

กอนการปองกันกําจัดและการปลูกเชื้อกอโรคหลังการปองกันกําจัดใชผง carborundum ทําแผลบนผลมะมวง บริเวณขั้ว กลาง และ
ปลายผล ปเปต spore suspension (1x105 spores/ml) ลงบนแผล 

แบงวิธีการทดลองออกเปน 4 วิธี คือ จุมน้ํากลั่นที่อุณหภูมิ 55 ˚ซ. จุม cell suspension  B. cereus H11 (1.5x108 
CFU/ml) จุมน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 และจุมสารฆาเชื้อรา Octave® 50 W.P. 0.05% (w/v) วิธีละ 10 นาที ชุดควบคุม 1ไมมี
การทําใหเกิดแผลและวิธีการกําจัดใดๆ ชุดควบคุม 2 ทําใหเกิดแผลแผลแตไมตองใชวิธีการกําจัดใดๆ เรียงผลมะมวงในกะบะ
พลาสติก วางสําลีชุบน้ํากลั่นฆาเชื้อที่มุมกะบะ สวมถุงพลาสติกใสเจาะรูหุมไวอีกช้ันหนึ่ง ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง แตละวิธีการทํา 
15 ซ้ํา ซ้ําละ 1 ผล วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) (ศิริชัย, 2544)  ประเมินผลการเกิดโรคหลังเก็บ
รักษา โดยวัดขนาดของแผล การเปลี่ยนแปลงสีผิว คุณภาพทางประสาทสัมผัส ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําไดทั้งหมดในน้ําคั้น 
(total soluble solids, TSS) วัดปริมาณกรด (titratable acidity, TA) ในน้ําคั้น คํานวณหาเปอรเซ็นตกรดไดจากสูตร 

% กรด = ความเขมขนของ NaOH มาตรฐาน (M) x ปริมาณ NaOH (ml) x 100 
      ปริมาณน้ําคั้น (ml) 

3.  การทดสอบผลของน้ํากรองเลี้ยงเช้ือ B. cereus H11 ตอการงอกของสปอรเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศน 
 ผสม  spore suspension ของ C. gloeosporioides (2x105spore/ml) กับน้ํากลั่น น้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 และสาร
ฆาเชื้อรา Octave®50 W.P.  0.05% (w/v) ในอัตราสวน 1:3 ดูผลการงอกบนสไลดทุกๆ 2 ช่ัวโมง จนครบ 50 ช่ัวโมง ถือวาสปอรมี
การงอกก็ตอเมื่อความยาวของ germ tube มีคาเปน 2 เทาของเสนผาศูนยกลางของสปอร (Kou et al., 1999) 
4.  การหาคา chitinase activity และ specific activity ของ  B. cereus H11 

chitinase activity วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Miller (Miller, 1959)  
specific activity วิเคราะหปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Lowry (Lowry, 1951)   

5. การทําใหโปรตีนบริสุทธ์ิบางสวนโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
ตามวิธีของ Colowick and Kaplan (1955)  แลวนําสวนของ supernatant และสวนที่ละลายตะกอนดวย phosphate 

buffer pH 7.5 ทดสอบการยับยั้ง หลังตมที่อุณหภูมิ 100 ˚ซ. เปนเวลา 0, 3, 5 และ 10 นาที วัดเสนผาศูนยกลางวงใส 
 

ผลการทดลอง 
1. การทดสอบความสามารถของจุลินทรียบางชนิดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรากอโรคในมะมวง 
 dual culture method วัดขนาดเสนผาศูนยกลางวงใสของ B. cereus H11 ได 23.6 มม. สวน paper disc method ขนาด
เสนผาศูนยกลางของวงใสที่เกิดจากน้ํากรองเลี้ยงเช้ือ B. cereus H11 คือ 23.2 มม.   
2.  การทดสอบการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชบนผลมะมวง 

การวัดคะแนนการเปลี่ยนแปลงสีผิวของมะมวง พบวาในวันที่ 1 และ 3 ชุดที่มีคะแนนเฉลี่ยของการเปลี่ยนแปลงสีผิว
มากกวาชุดอื่นๆ คือ ชุดที่จุมมะมวงใน cell suspension B. cereus H11 กอนปลูกเชื้อ แตกตางอยางมีนัยสําคัญกับทุกชุดการทดลอง
แตในวันที่ 3 สีผิวไมแตกตางกับชุดที่จุมในน้ํากรองเลี้ยงเช้ือ B. cereus H11 หลังปลูกเชื้อ ในวันที่ 6 ชุดการทดลองที่มีคะแนนเฉลี่ย
การเปลี่ยนแปลงสีผิวมากกวาชุดอื่นๆ คือ ชุดที่จุมยาฆาเชื้อรากอนปลูกเชื้อ แตมีคะแนนไมแตกตางกับชุดควบคุม 1 ชุดที่จุมใน cell 
suspension B. cereus H11 กอนและหลังปลูกเชื้อ ชุดที่จุมน้ํารอนอุณหภูมิ 55 ˚ซ. หลังปลูกเชื้อ และชุดที่จุมยาฆาเชื้อราหลังปลูก
เช้ือ สวนในวันที่ 10 ชุดที่มีคะแนนเฉลี่ยของการเปลี่ยนแปลงสีผิวมากกวาชุดอื่น ๆ คือชุดที่จุมใน cell suspension B. cereus H11 
หลังปลูกเชื้อ แตคะแนนไมแตกตางกับชุดควบคุม 1 ชุดที่จุมน้ํารอนอุณหภูมิ 55 ˚ซ. กอนปลูกเชื้อ และชุดที่จุมน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. 
cereus H11 หลังปลูกเชื้อ การวัดขนาดของเสนผาศูนยกลางของรอยแผลที่เกิดขึ้นแสดงดังตาราง 1 
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ตารางที่ 1 คาเฉลี่ยของเสนผาศูนยกลางรอยแผลของมะมวงที่ทําการปลูกเชื้อ C. gloeosporioides ทั้งกอนและหลังทดสอบดวยการ
ปองกันกําจัดดวยวิธีตางๆ  

คาเฉลีย่ของรอยแผลที่เกิดโรค (มม.) 
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1 -  10.8 ns  11.2 ns  10.4 ns  10.7 ns  10.6 ns  10.7 ns  11.1 ns   10.9 ns  10.8 ns 
3 - 12.3 a 12.7 a 12.9 a 11.4 b 11.2 b 12.9 a 12.2 a 13.2 a 12.7 a 
6 - 15.6 a 17.5 b 16.2 a 17.2 b 16.5 a 16.1 a 15.7 a 18.5 c 17.7 b 
10 - 23.1 a 19.9 b 18.3 b 19.1 b 18.8 b 22.6 a 19.4 b 20.7 c  20.1 bc 

หมายเหตุ : ns (nonsignificant differences) และตัวอักษรท่ีเหมือนกันภายในแถวเดียวกัน คือ คะแนนเฉลี่ยการเกิดโรคไมแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05  
  

การทดสอบในดานประสาทสัมผัส ทดสอบดานสีเนื้อ กลิ่น รสชาติ เนื้อสัมผัส และการยอมรับ พบวาคะแนนเฉลี่ยสี
เนื้อไมแตกตางกันทุกชุดการทดลอง ยกเวนชุดควบคุม 1 ซึ่งมีคะแนนสูงกวาทุกชุดการทดลอง ดานของกลิ่นพบวาทุกชุดการ
ทดลองมีคะแนนเฉลี่ยของกลิ่นไมแตกตางกัน ดานรสชาติพบวาชุดควบคุม 1 แตกตางอยางมีนัยสําคัญกับทุกชุดการทดลองอื่นๆ 
การทดสอบทางดานเนื้อสัมผัสนั้นพบวาทุกชุดการทดลองไมมีความแตกตางกันเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 1 และ 2 และสุดทายใน
ดานการยอมรับพบวา ทุกชุดการทดลองแตกตางจากชุดควบคุม 1 แตเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 2 พบวาไมแตกตางกันยกเวนชุดที่จุม
ในยาฆาเชื้อรากอนปลูก ชุดที่จุม cell suspension B. cereus H11 กอนปลูกเชื้อ และชุดที่จุมในน้ํารอนอุณหภูมิ 55 ˚ซ. หลังปลูกเชื้อ  

สวนปริมาณของแข็งที่ละลายนํ้าไดทั้งหมดจะมีคาเพิ่มขึ้นทุกชุดการทดลองตั้งแตวันที่ 1 จนถึงวันที่ 10 และปริมาณ
กรดที่สามารถไตเตรทไดในน้ําคั้น ในแตละวันของทุกชุดการทดลองปริมาณกรดเฉลี่ยที่วัดไดไมมีความแตกตางกันและปริมาณ
กรดมีแนวโนมที่จะลดลง 

3. การทดสอบผลของน้ํากรองเลี้ยงเช้ือ B. cereus H11 ตอการงอกของสปอรเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศน 
การงอกของสปอร C.  gloeosporioides  เมื่อใชสารฆาเชื้อราจะทําใหการงอกของสปอรนอยกวาการใชน้ํากรองเลี้ยง

เช้ือ B. cereus H11 และน้ํากลั่นตามลําดับ 

4.  การหาคา chitinase activity และ specific activity ของ  B. cereus H11 
chitinase activity เทากับ 51.97 mU/ml และ specific activity เทากับ 227.5 mU/mg protein 

5. การทําใหโปรตีนบริสุทธ์ิบางสวนโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
น้ํากรองเลี้ยงเชื้อของ B. cereus H11  ตะกอนไดในชวงความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต 40-80% และสวนตะกอน

ของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 ที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต 80 เปอรเซ็นต เมื่อผานการตมที่ 100 ˚ซ. ที่เวลา 3 และ 
5 นาที ยังสามารถยับยั้งการเจริญของรากอโรคทั้ง C. gloeosporioides ได 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 B. cereus H11 สามารถยับยั้งการเกิดโรคบนผลมะมวง พบวาน้ํากรองเลี้ยงเชื้อของ B. cereus H11 มีความสามารถใน
การยับยั้งโรคไดไมตางจากการใชสารฆาเชื้อรา Octave®50 W.P. 0.05%(w/v) ถาจุมผลกอนปลูกเชื้อกอโรค เมื่อเปรียบเทียบกับ
งานของนวลวรรณ และคณะ (2536) ซึ่งแยกจุลินทรียที่ผิวพืชจากสวนตางๆ ของตนเงาะ นํามาทดสอบหาเชื้อปฏิปกษกับรา                   
C. gloeosporioides เมื่อทดสอบจุมผลเงาะใน cell suspension ของแบคทีเรีย สามารถลดอาการผลเนาของเงาะที่เกิดจากรา                     
C. gloeosporioides Type II ลงจาก 85 เปอรเซ็นต เหลือเพียง 42.5 เปอรเซ็นต ซึ่งการใชน้ํากรองเลี้ยงเชื้อหรือการใช cell 
suspension จุมผลไมสามารถทําใหประชากรของรากอโรคลดลงไดแทนการใชสารเคมี 

จากการศึกษาคุณสมบัติของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อโดยการหาคา chitinase activity และ specific activity ก็ตรวจพบคา 
chitinase activity แสดงวาผลการยับยั้งรากอโรคสวนหนึ่งก็เปนผลมาจากการทํางานของเอนไซมไคติเนส  ซึ่งความสามารถในการ
ยับยั้งรากอโรคอาจเกิดจากเอนไซมไคติเนสเพียงอยางเดียวหรือเอนไซมไคติเนสรวมกับสารอื่นๆ ก็ได หรืออาจเกิดจากกลไกอื่นๆ 
อีกหลายอยาง เชน การสรางสารปฏิชีวนะ การเปนปรสิต หรือ hydrolytic enzyme อื่นนอกเหนือจากไคติเนส เชน กลูแคนเนส 
(glucanase) หรือโปรติเอส (protease) ซึ่งสามารถสรางสารทําลายผนังเซลลของเชื้อราไดเชนกัน (Gomes et al., 2000) 
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เบื้องตนพบวาน้ํากรองของ B. cereus H11 สามารถลดปริมาณเชื้อรากอโรคบนผลมะมวงไดสวนหนึ่ง แตการพัฒนา
เพื่อใหนําไปใชไดจริงนั้นควรมีการเพิ่มประสิทธิภาพของน้ํากรอง เชน การเพิ่มความเขมขนของน้ํากรอง การหาสภาวะที่
เหมาะสมในการสรางเอนไซมไคติเนสหรือสารยับยั้งอื่นๆ ในแงของ pH และอุณหภูมิของการเพาะเลี้ยง หรือการเปลี่ยนรูปให
นําไปใชไดงายขึ้นเพื่อประโยชนและความสะดวกของเกษตรกรในการรักษาสภาพผลผลิตแทนการใชสารเคมี 
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