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Abstract 
 Thirty three isolates of bacteria from food products were cultivated with 3 isolates of Penicillium spp., the 
causal agents of green mold disease of citrus on potato dextrose agar.  A bacterial isolate, KTV3 which has been 
isolated from vinegar was capable to inhibit the growth of these molds.  Microscopic observation revealed that the 
mold’s hyphae near the inhibition zone were thicker and more vacuolar.  The morphological and biochemical 
studies on KTV3 indicated that this bacterium was Bacillus sp. 

 
บทคัดยอ 

 นําเชื้อแบคทีเรียที่ไดจากผลิตภัณฑอาหารจํานวน 13 ไอโซเลท และ Penicillium spp. จํานวน 3 ไอโซเลท ที่เปน
สาเหตุของโรคราเขียวในสมมาเพาะรวมกันแบบ dual culture บนอาหาร potato dextrose agar พบวาแบคทีเรียไอโซเลท 
KTV3 ซึ่งแยกไดจากน้ําสมพริกดอง สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท ไดดี จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงใน
เสนใยของราเขียว พบวาเสนใยที่บริเวณยับยั้งมีลักษณะบวมและมีผนังหนาขึ้น นําแบคทีเรีย KTV3 มาบงบอกชนิดโดยการ
ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาเชื้อนี้คือ Bacillus sp. 

 
คํานํา 

 โรคราสีเขียวจากจีนัส Penicillium จะทําใหผลสมเนาเสีย หรืออายุการเก็บรักษาสั้นลง การใชสารเคมีเพื่อควบคุมโรค
นี้ หากใชไมถูกตองอาจเปนอันตรายตอผูบริโภค และสงผลใหเชื้อสาเหตุดื้อยา หรือเกิดสารพิษตกคางในระบบนิเวศน ใน
ปจจุบันการควบคุมโดยชีววิธีเปนอีกทางเลือกหนึ่งของเกษตรกร เพราะมีตนทุนในการผลิตไมสูงมากนัก สามารถทําไดเอง 
การควบคุมโดยชีววิธีที่นิยมกันในปจจุบันคือ การใชจุลินทรียปฏิปกษ เชื้อปฏิปกษที่ดีเมื่อทําลายเชื้อสาเหตุโรคแลวยังจะสามารถ
มีชีวิตอยูรอดตามธรรมชาติได และไมกอใหเกิดมลพิษในธรรมชาติ การควบคุมโดยชีววิธีจึงชวยลดปริมาณการซื้อสารเคมีกําจัด
ศัตรูพืชจากตางประเทศ งานวิจัยนี้ไดทดสอบการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคสมโดยชีววิธี โดยใชจุลินทรียปฏิปกษที่ไดจากอาหารหมัก  
ซึ่งนาจะปลอดภัยตอผูบริโภค 
 

อุปกรณและวิธีการ 
1. การแยกและรวบรวมแบคทีเรียปฏิปกษจากผลิตภัณฑอาหารบางชนิด 
 ชั่งอาหารแข็ง (ถั่วเนาและแหนม) อยางละ 10 กรัม และปเปตอาหารเหลว (น้ําสมพริกดองและโยเกิรต) อยางละ 10 
มิลลิลิตร ใสลงในขวด medical flask ที่มีน้ํากลั่นฆาเชื้อ 90 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันประมาณ 3-5 นาที เจือจางสารละลาย
จนถึงความเจือจาง 10-6  นําไปทํา spread plate บนจานอาหาร nutrient agar (NA) บมไวที่อุณหภูมิ 37 °ซ. เปนเวลา 2 
วัน จนเชื้อมีการเจริญเต็มที่ จากนั้นเลือกแบคทีเรียที่เจริญไดดีและสรางโคโลนีแตกตางกันแยกเก็บไวบน nutrient agar slant 
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 °ซ. เปนเวลา 2 วัน  เก็บไวที่อุณหภูมิ 10 °ซ. เพื่อทดสอบการเปนปฏิปกษตอไป 
2. การทดสอบและคัดเลือกแบคทีเรียที่เปนปฏิปกษตอการเจริญเติบโตของ Penicillium  spp. 
 เตรียมเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากอาหารหมัก (30 ไอโซเลท) และจากภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร  
คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม (3 ไอโซเลท) มาเลี้ยงใน nutrient broth (NB) ที่อุณหภูมิ 37 °ซ. เปนเวลา 1 
วัน และเตรียมเชื้อรา Penicillium spp. ที่จะใชในการทดสอบโดยนําเชื้อราดังกลาวที่ไดมาจากภาควิชาโรคพืช คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม (3 ไอโซเลท) มาเลี้ยงบนจานอาหาร potato dextrose agar (PDA) ที่มี 25% lactic  
acid 1-2 หยด ดวยวิธี streak plate บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วัน เติม 1% Tween 80 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงบนจาน
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อาหารเพาะเชื้อ Penicillium spp. นับจํานวนสปอรดวย haemacytometer ใหไดความเขมขน 2x108 สปอร/มิลลิลิตร ทดสอบ
ความเปนปฏิปกษโดย swab spore suspension ของ Penicillium spp. แตละไอโซเลทมาเกลี่ยบนผิวหนาอาหาร PDA ให
กระจายทั่วถึง ใชปากคีบจับ paper disc จุมเชื้อแบคทีเรียในอาหาร NB แตละหลอดวางลงบนผิวหนาอาหาร PDA ที่ผานการ 
swab เชื้อ Penicillium  spp. นําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน วัดขนาดของวงใสโดยเลือกวงใสที่ชัดเจนใกลเคียงกับโปร
คลอราซ แลวนําเสนใยในบริเวณใกลเคียงวงใสมาทําสไลดสดตรวจดูลักษณะของเสนใยภายใตกลองจุลทรรศนเทียบกับเสนใย
ปกติ 
3. การระบุชนิดของแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท KTV3 
 นําแบคทีเรีย KTV3 ที่คัดเลือกไวมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ   
นําผลที่ไดมาพิจารณาตามลักษณะที่ระบุไวในคีย (Sneath et  al., 1996) เพื่อระบุชื่อวิทยาศาสตรของเชื้อตอไป  

 
ผล 

1. ผลการแยกและรวบรวมเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากผลิตภัณฑอาหารบางชนิด 
สามารถเเยกเเบคทีเรียได 30 ไอโซเลท และไดรับจากคณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชียงใหมอีก 3 ไอโซเลท 

ใหชื่อตั้งตนของแตละไอโซเลทวา KT ไดแก แบคทีเรียจากน้ําสมพริกดอง (KTV) 5 ไอโซเลท จากถั่วเนา (KTS) 10 ไอโซเลท 
จากโยเกิรต (KTY) 6 ไอโซเลท จากแหนม (KTP) 9 ไอโซเลท จากถั่วเนาอุตสาหกรรมเกษตร (KTBS) 1 ไอโซเลท จากโยเกิรต
อุตสาหกรรมเกษตร (KTLB) 1 ไอโซเลท และจากวุนมะพราวอุตสาหกรรมเกษตร (KTAX) 1 ไอโซเลท 
2. ผลการทดสอบและคัดเลือกแบคทีเรียที่เปนปฏิปกษตอการเจริญเติบโตของเช้ือรา Penicillium spp. 

นําแบคทีเรียมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Penicillium spp. บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA      
ในจานเพาะเชื้อ พบวาแบคทีเรียสามารถยับยั้งการเจริญของ Penicillium sp. 1, Penicillium sp. 3 และ    Penicillium sp. B 
ได 10  8 และ 11 ไอโซเลท ตามลําดับ และมีเพียง 2 ไอโซเลทที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลทได โดยการ
สรางวงใส (Table 2) และเมื่อเปรียบเทียบกับสารยับยั้งเชื้อราโปรคลอราซ  และ PDB พบวาความกวางของวงใสจาก KTV3 จะ
มีคาใกลเคียงกับสารยับยั้งเชื้อราโปรคลอราซที่ความเขมขน 500 ppm  
Table 2 Efficiency of antagonistic bacteria isolated from food products on growth of Penicillium  spp. exhibited as 

clear inhibition zone. 

Isolates Food Products 
Inhibition zone (cm) 

Penicillium sp. 1 Penicillium sp. 2 Penicillium sp. 3 
KTV2 Vinegar with chili 1.80 1.20 2.65 
KTV3 Vinegar with chili 2.30 3.80 4.75 
KTS7 Fermented soybean - 0.75 0.60 
KTS8 Fermented soybean 0.55 - - 
KTY3 Yogurt 0.55 - 0.60 
KTY5 Yogurt 0.55 - - 
KTY6 Yogurt - 0.70 - 
KTP8 Fermented Pork - 0.65 - 

KTBS 
Fermented soybean from  

Faculty of Agroindustry, CMU 
- 0.55 0.60 

Prochloraz 250 ppm - 3.00 3.30 3.10 
Prochloraz 500 ppm - 3.50 3.70 4.20 

PDB - - - - 
Note  - means no clear zone developed. 

 
เมื่อศึกษาลักษณะของเสนใยเชื้อราบริเวณที่ถูกยับยั้งพบวา เสนใยเปลี่ยนเปนสีเทาออกขาว เมื่อนําไปทํา slide แบบ 

wet mount แลวดูภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเสนใยมีลักษณะบวม และงอ เมื่อเทียบกับเชื้อราบริเวณที่ไมถูกยับยั้ง (Figure 1 
และ Figure 2)  
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Figure 1 Swollen mycelia of Penicillium sp.1 near inhibition    Figure 2  Normal mycelia and conidia of Penicillium sp. 1 

zone of antagonistic bacterium isolate KTV3 on PDA.                  from 5 days colony on PDA. 
                                

3. การระบุช่ือวิทยาศาสตรของแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท KTV3 
จากการนําเเบคทีเรียไอโซเลทที่ KTV3 มาตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการยอมสีแกรม พบวาเเบคทีเรีย  

ไอโซเลทดังกลาวเปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปเเทง มีเอนโดสปอร และเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจน เมื่อนํา KTV3 ไปทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีไดแก Catalase test, Citrate utilization test, Gelatin liquefaction test, VP-test, Nitrate reduction, 
Starch hydrolysis, การใชน้ําตาลและการเกิดกรดใน glucose, L-arabinose, D-mannitol และการเจริญที่อุณหภมิู 25  30  
37 และ 45 °ซ. เมื่อนําผลที่ไดไปเปรียบเทียบคุณสมบัติทางชีวเคมีที่กลาวไวในรูปวิธานของ (Sneath et al., 1996) ทําใหทราบ
วา KTV3 คือ Bacillus sp.  

จากการทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียแอนตาโกนิสต ไอโซเลท 
KTV3 เมื่อนําไปยอมการติดสีเอนโดสปอรพบวา ตัวเซลลจะติดสีแดง สวนสปอรจะติดสีเขียว  

 
วิจารณ 

 การวิจัยไดนําอาหารจากแหลงตางๆ มาใชในการแยกแบคทีเรีย บนอาหาร nutrient agar (NA) ตัวอยางผลิตภัณฑ
อาหารที่นํามาแยกเหมาะสมสําหรับการวิจัยในครั้งนี้ เพราะไมเปนอันตรายตอผูบริโภค แบคทีเรียที่แยกไดเหมาะสมสําหรับ  
การทําวิจัยครั้งนี้ เพราะสามารถยับยั้งเชื้อรา Penicillium  spp. ทั้ง 3 ไอโซเลท ได แตเชื้อนี้อาจเปนเพียงเชื้อที่ปนเปอนมากับ
พริกดอง และอาจมี toxin ซึ่งควรมีการตรวจสอบกันตอไป 
 KTV3 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Penicillium  spp. ทั้ง 3 ไอโซเลท ไดดี โดยสรางสารบางอยางออกมา โดย
ดูไดจากความกวางของวงใสซึ่งนาจะเปนสารพวกกรด หรือสารปฏิชีวนะ และสอดคลองกับการวิจัยของสุรชัย (2546) ซึ่งได
ศึกษาแบคทีเรียแลคติคที่แยกไดจากอาหารหมักดอง พบวาแบคทีเรียที่แยกไดสามารถผลิตกรดแลคติคออกมายับยั้งการเจริญ
ของ Staphylococcus aureus และ Escherichia coli ไดจากการสรางวงใส นอกจากนี้ในงานวิจัยของอมรรัตน (2544) ไดแยก
แบคทีเรียที่ทนอุณหภูมิสูงจากผลไมเพื่อใชในการผลิตกรดน้ําสม พบวาแบคทีเรียที่แยกได 60 ไอโซเลท สามารถสรางกรด
ออกมาโดยดูลักษณะของวงใส เมื่อนําไประบุชื่อวิทยาศาสตร อยูในจีนัส Acetobacter และ Gluconobacter  
 เมื่อนําบริเวณปลายเสนใยที่ถูกยับยั้งโดยแบคทีเรียไอโซเลท KTV3 มาตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ 
พบวาเสนใยมีลักษณะผิดปกติ ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของวาสนา (2545) ที่ไดนําเสนใยของเชื้อรา Colletotrichum sp. มา
ทดสอบกับแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดจากดินใตตนมะมวงพบวาเสนใยมีลักษณะบวมและมีผนังหนา จากการทดสอบลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมีพบวาแบคทีเรียไอโซเลท KTV3 คือ Bacillus sp. จึงนาสนใจที่จะนําไปศึกษาในการควบคุม
โรคพืชชนิดอื่นตอไปในอนาคต ในการทําวิจัยครั้งนี้เปนการศึกษาเบื้องตนในการยับยั้งเชื้อรา Penicillium spp. ที่เปนสาเหตุ
ของโรค green mold บนสม ซึ่งไดทําการทดลอง ในจานเพาะเชื้อเทานั้น หากนําไปประยุกตใชจริงจะตองมีการศึกษาถึงปจจัย
หลายๆ อยางประกอบกัน เชน การหาสภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรีย ผลกระทบตอส่ิงแวดสอม และนิเวศวิทยาของจุลินทรีย
เปนตน  



ว. วิทยาศาสตรเกษตร ปที่ 34 ฉบับที่ 4-6 (พิเศษ) กรกฎาคม-ธันวาคม 2546 การคัดเลือกแบคทีเรียจากผลิตภัณฑ 87 

สรุป 
1. การนําเชื้อแบคทีเรียที่ไดจากผลิตภัณฑอาหารจํานวน 13 ไอโซเลท และ Penicillium  spp. จํานวน 3 ไอโซเลท ที่

เปนสาเหตุของโรคราเขียวในสมมาเพาะรวมกันแบบ dual culture บนอาหาร potato dextrose agar พบวาแบคทีเรียไอโซเลท 
KTV3 ซึ่งแยกไดจากน้ําสมพริกดอง สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท ไดดี   

2. การศึกษาการเปลี่ยนแปลงในเสนใยของราเขียว พบวาเสนใยที่บริเวณยับยั้งมีลักษณะบวมและมีผนังหนาขึ้น   
3. การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมขีองแบคทีเรีย KTV3 พบวาเปน Bacillus sp. 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณ สถานวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเชียงใหม ที่ใหการสนับสนุนในการเสนอผลงานครั้งนี้ 
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