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Abstract 

 This research was conducted to increase the value of shrimp shell waste and cope with the environmental 
problem through production of anti- Penicillium digitatum substances. Infection by P.digitatum is the main problem 
of orange postharvest. A total seventy microbial isolates were screened from Japanese natto, Thai fermented 
soybean and stock cultures.Those isolates were maintained on an agar medium containing shrimp shell waste and 
examined by spot test and cylinder plate methods for the inhibitory effect on P.digitatum. Bacterial isolates PP10 
from dried Thai fermented soybean, showed the highest inhibitory effect in chitin broth . Its morphological, 
biochemical and 16S rRNA analysis indicated that this organism is Bacillus subtilis and thermotolerant. The most 
suitable condition was cultured in chitin broth, pH 7.0 in 125 ml Erlenmeyer flask supplemented with 10 % glucose. 
The medium was inoculated with 0.5 ml of the starter inoculum, which had a concentration equal to McFarland No. 
3, and was inoculated at 37 °C for 2 days. It was found that the filtrate from this condition could inhibit P.digitatum 
83 %. The exochitinase was 0.0031 U/ml; specific activity was 0.016 U/mg protein. The inhibitory effect for the 
germination of P.digitatum spores was 63 % after incubation at 25 °C for 24 hours. 
 

บทคัดยอ 
งานวิจัยนี้เปนการเพิ่มมูลคาของเปลือกกุงวัสดุเหลือทิ้งและยังเปนการแกปญหาสิ่งแวดลอมโดยใชเปลือกกุงเปน

อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเพื่อนําไปผลิตสารยับยั้ง Penicillium digitatum ซึ่งเปนปญหาการติดเชื้อราของสมหลังเก็บเกี่ยว จาก
การคัดเลือกจุลินทรียจากแหลงตางๆ จํานวน  70 ไอโซเลท โดยวิธี spot test และ cylinder plate พบวาไอโซเลต PP10 ที่แยก
จากถั่วเนาแผนสามารถยับยั้ง P.digitatum  ไดดีที่สุด เมื่อเจริญใน chitin broth และจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และการทดสอบโดย 16S rRNA พบวาไอโซเลต PP10 เปน Bacillus subtilis ทีท่นอณุหภมิูสูง 
และจากการศึกษาสภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมตอการผลิตสารยับยั้งพบวา B.subtilis PP10 สามารถผลิตสารยับยั้งไดดี
ที่สุดเมื่อใชความขุนเริ่มตนของเซลลเทากับสารละลายมาตรฐาน McFarland หมายเลข  3 ปริมาตร  0.5 มิลลิลิตร เพาะลงใน  
Erlenmeyer flask ขนาด  125 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร chitin broth, pH 7.0 เติมน้ําตาลกลูโคส  10 เปอรเซ็นต บมที่  37 °C เปน
เวลา  2 วัน ใหคาการยับยั้ง  83 % จากการศึกษาคุณสมบัติบางประการของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อพบวา น้ํากรองเลี้ยงเชื้อมีคา 
exochitinase 0.0031 U/ml, specific activity 0.016 U/mg protein เมื่อนําน้ํากรองมาทดสอบการยับยั้งการงอกของสปอร 
พบวา น้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B.subtilis PP10 สามารถยับยั้งการงอกของสปอร P.digitatum  ได  63 % เมื่อนําไปบมที่  25 °C เปน
เวลา  24 ชั่วโมง  

 
คํานํา 

 ความเสียหายหลังการเก็บเกี่ยวของสมซึ่งเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศมักเกิดจากเชื้อรา เชน Penicilium 
digitatum เปนสวนใหญ เกษตรกรมักแกปญหาโดยใชยาฆาเชื้อรา ซึ่งกอใหเกิดปญหาสุขภาพตอผูใชและผูบริโภค ตลอดจน
ปญหาสิ่งแวดลอม การควบคุมเชื้อรากอโรค โดยชีววิธีจึงเปนทางเลือกที่ดีกวา 
 เปลือกกุงซึ่งเปนวัสดุเหลือทิ้งจากโรงงานอาหารทะเลและภัตราคารรานอาหาร อาจนํามาใชประโยชนเปนอาหารเลื้ยง
เชื้อจุลินทรียที่สรางสารยับยั้งการเติบโตของเชื้อรากอโรคได งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่สามารถเติบโต
ในอาหารที่มีเปลือกกุงเปนองคประกอบ และผลิตสารยับยั้งการเติบโตของ P. digitatum  
 
 
 



 

อุปกรณและวิธีการ 
 1. ทําการคัดเลือกจุลินทรียที่สามารถเติบโตบนอาหารที่มีไคตินจากเปลือกกุง และยับยั้งการเติบโตของ Penicilium 
digitatum ได จากแหลงตางๆ เชน  ผลไม ถั่วเนาสด ถั่วเนาแหง ถั่วเนาญี่ปุน (นัตโตะ) และเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์ ที่สามารถ
เติบโตในอาหารที่มีเปลือกกุงเปนสวนประกอบ [chitin agar : (NH4)2SO4 0.5, KH2PO4 0.5, MgSO4. 7H2O 0.5, Na2HPO4 
0.5, NaNO3 3.0, Yeast extract 1.0, agar 20 กรัม ตอน้ํากลั่น  1,000 มิลลิลิตร ละลายสวนผสมแลวเติมเปลือกกุง  10 กรัม 
ปรับ pH เทากับ 7 ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งอัดไอที่ความดัน  15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ  121 °C เปนเวลา  15 นาที]   

1.1 ทดสอบการยับยั้งการเติบโตของ P.digitatum โดยวิธี spot test 
1.2 ทดสอบประสิทธิภาพของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อในอาหาร chitin broth โดยวิธี cylinder plate 

 นําแบคทีเรียไอโซเลต PP10 และ PP11 ที่ใหผลการยับยั้งดีที่สุดจากขอ  1.1 มาเลี้ยงใน chitin broth แลวทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้งการเติบโตของ P.digitatum โดยวิธี cylinder plate 

2. การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้ง P.digitatum ของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย PP10 และ PP11 ที่เพาะใน 
chitin broth และอาหารเปลือกกุง 
 นําเชื้อแบคทีเรีย PP10 และ PP11 มาเพาะในอาหารเปลือกกุงบดหนัก  5 กรัม เติม chitin broth  15 มิลลิลิตร เพาะ
เชื้อแบคทีเรียโดยใช cell suspension ที่มีความขุนของเซลลเทากับ Mc Farland No. 0.5 ปริมตร  0.5 มิลลิลิตร บมที่  37 °C 
ทดสอบการยับยั้งการเติบโตของ P.digitatum โดยวิธี poisonous food (Wannissorn. et. al.,1996) โดยใชอาหารเปลือกกุงที่
เติม  0.1 M phosphase buffer pH 7 ปริมาตร  50 มิลลิลิตร เปนชุดควบคุม 

 เปอรเซนตการยับยั้ง = [ (C-E)/C ] x 100 
 C = คาเฉล่ียของเสนผาศูนยกลางโคโลนีของชุดควบคุม 
 E = คาเฉล่ียของเสนผาศูนยกลางโคโลนีของชุดทดสอบ 
3.  หาคา exochitinase activity ของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อใน chitin broth และเลี้ยงในอาหารเปลือกกุง 
โดยวิธีของ Bernfeld, (1955) โดยใช colloidal chitin เปนซับสเตรท ใช  0.1 M acetate buffer, pH 5.0  
4.  การศึกษาลักษณะบางประการ และการบงบอกชนิดของแบคทีเรียไอโซเลต PP-10 

 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการทดสอบทางชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียไอโซเลต PP10 รวมทั้งการ
เปรียบเทียบ 16S rRNA ที่ไดรับการอนุเคราะหจากนางสาวศิริลักษณ สันพา ในหองปฏิบัติการของ Professor Motoki Kubo 
มหาวิทยาลัย Ritsumeikan ประเทศญี่ปุน 

5.  การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารยับยั้ง 
5.1 หาชนิดของอาหารเหลวที่เหมาะสม โดยเปรียบเทียบอาหารเหลว  4 ชนิด ไดแก nutrient broth, chitin broth, 

basal medium ที่มีเปลือกกุง 1 % และ enzyme production medium (EPM) ที่มีเปลือกกุง  1 % (น้ําหนักตอปริมาตร) ปรับ 
pH ของอาหารเทากับ  7  

5.2 หาปริมาณเชื้อตั้งตน (inoculum) ที่เหมาะสมทํา cell suspension โดยใชที่ความเขมขนเทียบกับ McFarland 
หมายเลข0.5, 1, 2, 3, 4 และ  5 ปริมาตร  0.5 มิลลิลิตร ใน chitin broth, pH 7 (ที่คัดเลือกไดจากขอ1) 

5.3 หาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิต โดยใชเชื้อตั้งตนที่มีความขุนเทากับ McFarland No 3 ปริมาตร  0.5 มิลลิลิตร 
 ใน chitin broth, pH 7 บมที่อุณหภูมิตางๆ ดังนี้  25 °C  ,30 °C  ,37 °C และ  45 °C เปนเวลา  4 วัน 

5.4  หา pH ที่เหมาะสม โดยปรับ pH เริ่มตนของอาหารใหเทากับ  4 , 5, 6, 7 และ  8  
5.5 หาระยะเวลาที่เหมาะสม โดยนําไปบมที่อุณหภูมิ  37 °C เปนเวลา  0 , 2, 3, 4 และ  5 วัน 
5.6 หาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมโดยใชการออกแบบการทดลองแบบ Plackett and Berman designs แหลง

ไนโตรเจนที่ทดสอบไดแก peptone, (NH4)2SO4, Urea, corn steep liquor, yeast extract และ NaNO3 ความเขมขน  1 % 
(น้ําหนักตอปริมาตร) 

6.  หาแหลงคารบอนที่เหมาะสมโดยใชการออกแบบการทดลองแบบ Plackett and Berman designs แหลงคารบอน
ที่ทดสอบไดแก glucose, maltose, sorbitol, sucrose, fructose และ soluble starch ความเขมขน  1 %   

7. ทดสอบผลของสารยับยั้งจากไอโซเลต PP10 ที่มีตอลักษณะทางกายภาพของ P.digitatum โดยการดูผลของสาร
ยับยั้งตอการงอกของสปอร โดยนําน้ํากรองเลี้ยงเชื้อของไอโซเลต PP10 ที่เล้ียงในสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารยับยั้ง มา
ผสมกับสปอรของ P.digitatum บมที่  25 °C เปนเวลา  24 ชั่วโมง ใชอาหารที่ไมไดเพาะเชื้อเปนชุดควบคุม และนํามานับจํานวน
สปอรที่สามารถงอกได โดยใช Hemacytometer นําไปคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้งการงอกของสปอร 



 

ผลการทดลอง 
 1. จากการคัดเลือกและการทดสอบคุณสมบัติของสารยับยั้งการเติบโตของ P.digitatum โดยวิธี spot test พบวา
แบคทีเรียไอโซเลต PP10 และ PP11 ที่แยกไดจากถั่วเนาแผนใหเสนผาศูนยกลางของวงใสกวางที่สุดเทากับ  3.2 และ  2.8 
เซนติเมตร ตามลําดับ 
 2. การทดสอบผลการยับยั้งโดยวิธี cylinder plate พบวาแบคทีเรียไอโซเลต PP10 และ PP11สามารถยับยั้ง 
P.digitatum โดยใหเสนผาศูนยกลางของวงใส  3.3 และ  3.0 เซนติเมตร ตามลําดับ 

 3. ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการเลี้ยงใน chitin broth และอาหารที่มีเปลือกกุง 
โดยวิธี poisonous food พบวาแบคทีเรียไอโซเลต PP10 และ PP11 ที่เล้ียงใน chitin broth เปนเวลา  2 วัน  ที่อุณหภูมิ  37 °c 
ไอโซเลต PP10 ใหเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ  43 % แตเมื่อบมไวเปนเวลา  5 วัน ผลการยับยั้งลดลงเปน  11 % และใหผลดีกวา
การเลี้ยงในอาหารเปลือกกุง 

 4. ผลการศึกษาสัณฐาน และคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการพบวาแบคทีเรียไอโซเลต PP10 เปนแบคทีเรียแกรม
บวกรูปแทง สรางเอนโดสปอร จากการเปรียบเทียบ  16 S rRNA พบวา แบคทีเรียไอโซเลต PP10 มีความเหมือนกับ B.subtilis  

 5. การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารยับยั้งของ B. subtilis PP10 จากการทดสอบการเติบโตและสรางสาร
ยับยั้งในอาหารเหลว  4 ชนิด พบวาใหผลการยับยั้ง P.digitatum ดีที่สุดเมื่อเล้ียงใน chitin broth โดยยับยั้งได  60 % เมื่อ
ทดสอบดวยวิธี poisonous food ปริมาณเชื้อตั้งตนที่เหมาะสมตอการผลิตสารยับยั้งคือ ความเขมขนเทากับ McFarland No.  3 
อุณหภูมิที่เหมาะสมไดแกที่  37 °C pH เริ่มตนของอาหารเทากับ 7 ระยะเวลาในการบมเชื้อ  2 วัน ใหผลการยับยั้งดีที่สุด คือ    
46 %ไมตองมีการเติมแหลงไนโตรเจนลงในอาหารก็สามารถสรางสารยับยั้งการเติบโตของ P.digitatum ได และแหลงคารบอน
ที่เหมาะสมตอการผลิตไดแก glucose จากรายของ Wang et. al (2002) พบวา Monascus purpureus CCRC 31499 
สามารถผลิตสารยับยั้ง Fusarium oxysporum ไดดีที่สุดเมื่อบมในอาหาร pH 7 เปนเวลา  2 วันเชนกัน และจากการศึกษาของ 
Yuksekdag et. al (2004) พบวาการเติม glucose 2 % จะทําให B.subtilis  25 และ B.megaterium 12 เติบโตไดดีดวยการ
เติม sucrose, arabinose และ mannitol   

 6. การทดสอบผลของสารยับยั้งของ B.subtilis PP10 ตอลักษณะทางกายภาพของ P.digitatum พบวาน้ํากรองเลี้ยง
เชื้อของ B.subtilis PP10 สามารถยับยั้งการงอกของสปอรของ P.digitatum ได  63 % 

 
สรุป 

จากการคัดเลือกจุลินทรียที่เติบโตในอาหารที่มีเปลือกกุงและสามารถสรางสารยับยั้งการเติบโตของเชื้อรา Penicilium 
digitatum ซึ่งเปนสาเหตุของโรคสมหลังการเก็บเกี่ยว พบวาแบคทีเรีย Bacillus subtilis PP10 สามารถเติบโตใน chitin broth 
ที่มีเปลือกกุง  1 % เปนสวนผสม โดยใหผลการยับยั้งการเติบโตของ P.digitatum  43 % และเมื่อหาสภาวะที่เหมาะสมตอการ
ผลิตสารยับยั้งพบวา B.subtilis PP10 สามารถผลิตสารยับยั้งไดดีที่สุดเมื่อเล้ียงใน chitin broth, pH 7, ปริมาณ  50 มิลลิลิตร 
ในขวดรูปชมพูขนาด  125 มิลลิลิตร ที่เติม  10 % glucose (น้ําหนักตอปริมาตร) ใชความเขมขนของเชื้อตั้งตนเทากับ 
McFarland No.  3 ปริมาณ  0.5 มิลลิลิตร บมที่  37 °c เปนเวลา  2 วัน โดยน้ํากรองเลี้ยงเชื้อสามารถยับยั้ง P.digitatum ได     
60 % คา exochitinase activity 0.0031 U/ml specific activity 0.016 U/ml 

เมื่อทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อพบวา น้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B.subtilis PP10 สามารถ
ยับยั้งการงอกของสปอรของ P.digitatum ได  63 % 
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