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Mechanisms of metabolites from yeast Aureobasidium pullulans TISTR 3389 for controlling anthracnose 
disease of banana cv. Hom Thong, caused by Colletotrichum musae (Berk & Curtis) 

 
วีระณีย ทองศรี1,2, เนตรนภิส เขียวขํา1,2 และ สมศิริ แสงโชติ1,2 

Veeranee Tongsri1,2, Netnapis Khewkhom1,2  and Somsiri Sangchote1,2 
 

Abstract 
 The growth curve of yeast Aureobasidium pullulans TISTR 3389 in yeast extract malt extract broth was 
studied for metabolite production. Stationary growth phase of the yeast was revealed after 3 days of incubation 
period, whereas cell viability was achieved the highest population at the incubation period of 9 days. Yeast 
metabolites from 5 day-old-culture was used for controlling anthracnose disease on banana fruits, Colletotrichum 
musae mycelial growth and spore germination. The results showed that metabolites from yeast A. pullulans gave 
a good reduction of disease severity by 81.2%, whereas boiled metabolites at 90°C for 20 min from this yeast 
decreased disease severity by 33.1%. This metabolites also inhibit the mycelial growth and spore germination of 
pathogen at the EC50 value of 190.4 and 149.0 mg/L, respectively. Inhibition zones of yeast metabolites to two 
fungi, Cladosporium cladosporioides and C. musae on TLC plates were shown at the Rf value of 0.68. 
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บทคัดยอ 
 จากการศึกษาการเจริญของเชื้อยีสต Aureobasidium pullulans TISTR 3389 ใน yeast extract malt extract broth 
พบวา stationary phase ของเชื้ออยูในชวงตั้งแต 3 วันเปนตนไป  ซึ่งจํานวนเซลลของเชื้อยีสตมีปริมาณสูงสุดใน 9 วัน  และ
เมื่อนํา metabolites ของเชื้อยีสตที่อายุ 5 วันมาทดสอบเพื่อการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลกลวยหอมทอง พบวาสามารถ
ลดการเกิดโรคได 81.2 เปอรเซ็นต ในขณะที่ metabolites ที่ผานการตมที่อุณหภูมิที่ 90°ซ เปนเวลา 20 นาทีมีประสิทธิภาพใน
การลดความรุนแรงของโรค 33.1 เปอรเซ็นต  นอกจากนั้น metabolites ดังกลาวยังสามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยและการ
งอกของสปอรของเชื้อรา Colletotrichum musae โดยมีคา EC50 ที่ 190.4 และ 149.0 mg/L ตามลําดับ  ซึ่งสารออกฤทธิ์ที่มี
คุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อรา 2 ชนิดบนแผน TLC คือ C. cladosporioides และ C. musae มีคา Rf อยูในชวง 0.68 
คําสําคัญ culture filtrate, growth curve, inhibition zone, TLC 
 

คํานํา 
การจัดการโรคแอนแทรคโนสของกลวยหอมทอง  แตเดิมนิยมใชวิธีกายภาพรวมกับการใชสารเคมี แตมักพบปญหา

สารตกคางในผลิตผล  ปจจุบันการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีกลับมีบทบาทสําคัญมากขึ้น  โดยเฉพาะการใชเชื้อยีสตในการ
ควบคุมโรคหลังการเก็บเกี่ยว  ดังเชนที่พบในเชื้อยีสต A. pullulans ซึ่งเปนจุลินทรียปฏิปกษชนิดหนึ่งที่มีการนํามาใชในการ
ควบคุมโรคผลเนาของแอปเปลและสตรอเบอรร่ี (Ippolito et al., 2000) รวมถึงใชในการชักนําเพื่อใหเกิดการสะสมของ 
defensive enzymes ตางๆ ในเนื้อเยื่อพืชเพื่อตอตานการเขาทําลายของเชื้อโรคพืช (Ippolito et al., 2000)  แตยีสตซึ่งเปน
จุลินทรียที่มีชีวิตและสามารถแพรขยายพันธุไดกลับทําใหเกิดปญหาเกี่ยวกับการปนเปอนในผลิตผลเพิ่มมากขึ้น ดังนั้นงานวิจัย
นี้จึงมุงเนนศึกษาผลของ metabolites ที่ไดจากเชื้อยีสต A. pullulans TISTR 3389 ตอการเจริญเติบโตของเชื้อรา C. musae 
และ Cladosporium cladosporioides รวมถึงความรนุแรงของการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลกลวยหอมทอง ตลอดจน
วิเคราะหหาสารออกฤทธิ์ใน metabolites โดยมีจุดมุงหมายเพื่อเปนทางเลือกอีกแนวทางหนึ่งในการควบคุมโรคแอนแทรคโน
สบนผลิตผลอื่นๆ ตลอดจนเปนการลดปริมาณการใชสารเคมีใหนอยลง 
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อุปกรณและวิธีการ 
การศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือยีสต Aureobasidium pullulans ในอาหารเหลวเพื่อการสังเคราะห metabolites 
 นําเชื้อยีสต A. pullulans TISTR 3389  มา streak บนจานอาหาร yeast extract malt extract agar (YMA)  บมเชื้อ
ไวเปนเวลา 48 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง (28-30°ซ)  ยายเซลลของเชื้อยีสตลงในอาหารเหลว YMB ปริมาตร 50 มล. ซึ่งบรรจุใน 
Erlenmeyer flask ขนาด 125 มล. บมเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 120 รอบตอนาทีเปนเวลา 48 ชั่วโมง ใช pipette ดูด yeast 
cell suspension ปริมาตร 1 มล. ลงในอาหารเหลว YMB ปริมาตร 300 มล. ซึ่งบรรจุใน flask ขนาด 500 มล. บมเชื้อในสภาพ
เดิม  แบง suspension ออกมาในปริมาตร 5 มล. ทุก ๆ 3 ชั่วโมงเพื่อวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 600 nm และนับจํานวน 
colony forming unit (cfu) ที่ 48 ชั่วโมง  บนอาหาร YMA 
 

การทดสอบ metabolites จากเชื้อยีสตตอการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลกลวยหอมทอง 
นําเชื้อยีสต A. pullulans มาเลี้ยงในอาหาร YMB บนเครื่องเขยาเปนเวลา 5 วัน กรองเอาเฉพาะ metabolites แลว

แบงเปนสองสวน  สวนหนึ่งนําไปตมที่อุณหภูมิ 90°ซ  เปนเวลา 20 นาที  อีกสวนหนึ่งเปน metabolites ที่ไมผานความรอน นํา 
metabolites มาพนลงบนผลกลวยซึ่งตัดแยกเปนผลเดี่ยวและผานการฆาเชื้อที่ผิวดวย 5% sodium hypochlorite เปนเวลา 5 
นาที ลางน้ํา และผึ่งใหแหง  จากนั้นบมผลกลวยในถุงพลาสติกที่มีความชื้นสูงเปนเวลา 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 25°ซ  พน spore 
suspension ของเชื้อรา C. musae ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อบนผลกลวย  โดยใช airbrush  ซึ่งปรับความเขมขนของ inoculum ให
ได 106 สปอรตอ มล. บมผลกลวยตออีก 24 ชั่วโมง จึงเปดถุงออกและประเมินความรุนแรงของโรค (disease severity)  
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (no metabolites)  การใช metabolites ปกติ  และการใชสารละลาย salicylic acid 

 

การทดสอบ metabolites จากเชื้อยีสตตอการเจริญเติบโตของเชื้อรา Colletotrichum musae  
การทดสอบ metabolites ตอการเจริญเตบิโตของเสนใย : นํา metabolite จากเชื้อยีสตมาเจือจางดวยอาหาร

เหลว YMB ใหไดความเขมขน 5 ระดับ ไดแก 0  50  100  150  และ 200 mg/L ยายเชื้อรา C. musae ที่มีอายุ 7 วันบนอาหาร 
PDA ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มม. มาวางตรงกลางจานอาหารเปลาขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 ซม.  โดยใหสวนที่มีเชื้อราอยู
ดานบน  จากนั้นเท metabolite ปริมาตร 20 มล. ลงไป  บมจานเลี้ยงเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน  ทําการทดลอง 5 ซ้ํา  
จากนั้นกรองเอาเฉพาะเสนใยไปอบแหง  ชั่งน้ําหนักเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
 การทดสอบ metabolites ตอการงอกของสปอร : หมุนเหวี่ยง spore suspension ของเชื้อรา C. musae เขมขน 
105 สปอรตอ มล. ในสารละลาย 0.98% sodium chloride ปริมาตร 5 มล. จํานวน 5 หลอด  ที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 5 นาที  เทสารละลายทิ้ง  ผสม metabolite ที่ความเขมขน 5 ระดับขางตนลงไปหลอดละ 5 มล.  ตั้งหลอดทดลองทิ้ง
ไวเปนเวลา 12 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4°ซ  จากนั้นดูด spore suspension ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงเกลี่ยในจานอาหาร water 
agar บมไวเปนเวลา 6 ชั่วโมง  นับจํานวนการงอกของสปอร  เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
 

การวิเคราะหสารออกฤทธิ์ใน metabolites จากเชื้อยีสตตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Cladosporium 
cladosporioides และ Colletotrichum musae โดยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 
 การสกัด metabolites จากเชื้อยีสต : เล้ียงยีสตในอาหารเหลว YMB บนเครื่องเขยาเปนเวลา 5 วัน กรองเอาเฉพาะ 
culture filtrate มาสกัดดวย dichloromethane (culture filtrate : dichloromethane อัตราสวน 2 : 1 v/v) โดยใช separating 
funnel   นําสารละลาย dichloromethane ไปลดปริมาตรดวย evaporator  ปรับปริมาตรสุดทายดวย methanol ใหได 5 มล. 
เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ -20°ซ 

การวิเคราะหสารออกฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือราโดยวิธี TLC : นําสารสกัดจาก metabolites มา load ลงในแผน 
TLC (Silica gel 60 F254)  แลวนํามา run ใน mobile phase (dichloromethane : methanol อัตราสวน 49 : 1 v/v)  พน spore 
suspension ของเชื้อรา Cladosporium cladosporioides และ C. musae ในสารละลายอาหาร 1.7% malt extract broth ลง
ไปบนแผน TLC  บมเชื้อไวในกลองพลาสติกที่มีความชื้นสูงเปนเวลา 3 วันที่อุณหภูมิหอง  แลวจึงฆาเชื้อบนแผน TLC ดวยแสง
อุลตราไวโอเลต  จากนั้นทําการวัดระยะทางของการเกิด clear zone เปรียบเทียบกับระยะทางการเคลื่อนที่ของ mobile phase 
เพื่อคํานวณหาคา Retention time (Rf) 
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ผล 
การศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือยีสต Aureobasidium pullulans ในอาหารเหลวเพื่อการสังเคราะห metabolites 
 จากการเลี้ยงเชื้อยีสต A. pullulans ในอาหาร YMB พบวาระยะการเจริญในชวง lag phase ถึง exponential phase 
ใชเวลาประมาณ 48 ชั่วโมง  ดังนั้นชวงเวลาที่ควรเลี้ยงเชื้อยีสตเพื่อสกัด metabolites ควรจะอยูในชวง stationary phase คือ
ตั้งแตวันที่ 3 เปนตนไป (Figure 1A)  อยางไรก็ตาม  คาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 600 nm ในชวง stationary phase จนถึง dead 
phase มีคาคอนขางสม่ําเสมอ  จึงทําการนับจํานวนเซลลที่มีชีวิตรอดบนอาหาร YMA ซึ่งพบวาเชื้อยีสตมีจํานวนเซลลคอยๆ 
เพิ่มขึ้นจนถึงวันที่ 9 ซึ่งมีจํานวนเซลลสูงสุด แลวจึงคอยๆ ลดลง (Figure 1B) 
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Figure 1  Yeast Aureobasidium pullulans TISTR 3389 was grown in yeast extract malt extract broth at room  
                temperature (28-30°C) on shaking at 120 rpm for 14 days. (A) optical density (OD) at 600 nm and (B)  
                cell viability, evaluated by plate counting on yeast extract malt extract agar at 48 h. 
 

การทดสอบ metabolites จากเชื้อยีสตตอการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลกลวยหอมทอง 
จากการนํา metabolites จากเชื้อยีสต A. pullulans มาตมที่อุณหภูมิ 90°ซ  เปนเวลา 20 นาที  แลวทําการพนบนผล

กลวย  เปรียบเทียบความรุนแรงของโรคกับการใช metabolites ปกติและสารละลาย salicylic acid พบวา metabolites ปกติ
ใหผลในการควบคุมโรคไดดีกวา โดยสามารถลดการเกิดโรคได 81.2 เปอรเซ็นต  รองลงมาคือสารละลาย salicylic acid 
สามารถลดการเกิดโรคได 65.7 เปอรเซ็นต  อยางไรก็ตาม metabolites ที่ผานการตมยังทําใหเกิดโรคไดนอยกวาในชุดควบคุม 
(Table 1) 
 
Table 1 Anthracnose disease development on banana fruits after treatment with metabolites from yeast 
Aureobasidium pullulans TISTR 3389, boiled metabolites and salicylic acid solution prior challenge with 
Colletotrichum musae for 24 h, incubated at room temperature (28-30°C) for 6 days. 
Treatments Disease severity (%) Reduction of disease development 

(%) 
Aureobasidium pullulans metabolites 12.5 a 81.2 
Boiled A. pullulans metabolites 44.5 c 33.1 
0.5 mM Salicylic acid solution 22.8 b 65.7 
Yeast extract malt extract broth (no 
metabolites) 

66.5 d - 

Mean followed by different letters are significant difference (P=0.05), according to Duncan’s multiple range test 
 

การทดสอบ metabolites จากเชื้อยีสตตอการเจริญเติบโตของเชื้อรา Colletotrichum musae  
 จากการนํา metabolites 5 ระดับความเขมขนมาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเสนใยและการงอกของสปอรของเชื้อ
รา C. musae พบวาเปอรเซ็นตยับยั้งมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นตามระดับความเขมขนที่เพิ่มขึ้น  ซึ่งความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นต
ยับยั้งและความเขมขนของ metabolites (Figure 2) และเมื่อคํานวณจากสมการเสนตรงของความสัมพันธดังกลาว พบวา 
metabolites จาก A. pullulans มีระดับคา EC50 ตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเสนใยและการงอกของสปอรที่ 190.4 และ 
149.0 mg/L ตามลําดับ 



 กลไกของ metabolites จากเช้ือยีสต  ปที่ 41 ฉบับที่ 1 (พิเศษ) มกราคม-เมษายน  2553  ว. วิทยาศาสตรเกษตร                        270

A

y = 0.236x + 5.058
R2 = 0.9423

0

20

40

60

80

100

0 50 100 150 200
Ap metabolite concentrations (mg/L)

M
yc

el
ia

l g
ro

w
th

 in
hi

bi
tio

n 
(%

)

  

B
y = 0.3894x - 8.04

R2 = 0.9135

0

20

40

60

80

100

0 50 100 150 200
Ap metabolite concentrations (mg/L)

Sp
or

e 
ge

rm
in

at
io

n 
in

hi
bi

tio
n 

(%
)

 
Figure 2  The regression equations of the relationship between various concentrations of metabolites from  yeast  
             Aureobasidium pullulans TISTR 3389, mycelial growth (A) and spore germination inhibition (B) of  
            Colletotrichum musae after incubation for 5 days and 6 h, respectively. 
 

การวิเคราะหสารออกฤทธิ์ใน metabolites จากเชื้อยีสตตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Cladosporium 
cladosporioides และ Colletotrichum musae โดยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 
 จากการ load สารสกัดจาก metabolites ของยีสต A. pullulans ลงบนแผน TLC  โดยมีสารละลาย 
dichloromethane : methanol ในอัตราสวน 49 : 1 เปน mobile phase พบวา metabolites ดังกลาวมีสารออกฤทธิ์ที่มี
ความสามารถในการยับยั้งการงอกของสปอรของเชื้อรา C. cladosporioides และ C. musae โดยสารดังกลาวมีคา Rf ที่ 0.68  
 

วิจารณ 
เชื้อยีสต A. pullulans สังเคราะห polysaccharide เปนจํานวนมาก จึงทําให suspension มีความขุน (Jelinek et 

al., 2007)  และสงผลใหคาดูดกลืนคลื่นแสงคงที่  A. pullulans สามารถสังเคราะหเอนไซม  ß-1,3-glucanase และ chitinase 
(Chanchaichaovivat et al., 2008) รวมถึงสารปฏิชีวนะ Aureobasidin A (Takesako et al., 1993)  ทั้งเอนไซมและสารเคมี
ดังกลาวมีบทบาทสําคัญในการยับยั้งการงอกของสปอรของเชื้อรา C. musae   จึงทําใหความรุนแรงของโรคลดนอยลง  
อยางไรก็ตาม  ถึงแม metabolites ที่ผานการตมจะใหผลในการควบคุมโรคนอยกวาใน metabolites ที่ไมผานความรอน  แตก็
ยังใหผลในการควบคุมโรคได  ซึ่งมีความเปนไปไดวาสารประกอบบางอยางใน metabolites ที่มีศักยภาพในการควบคุมโรค
อาจถูกทําลายลงโดยการใชความรอน  สงผลให metabolites มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคบนผลกลวยลดลง นั่นแสดงวา
สารเหลานั้นอาจเปนสารประกอบโปรตีนซึ่งมีคุณสมบัติทนความรอนไดต่ํานั่นเอง 

 

สรุป 
ในระยะ stationary phase  ของเชื้อยีสต A. pullulans ที่เจริญในอาหาร YMB พบวามีการสังเคราะหสารประกอบ

บางชนิดที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา C. musae และ C. cladosporioides  ซึ่งมีผลตอการควบคุมการเกิด
โรคแอนแทรคโนสบนผลกลวยหอมทองไดอยางมีประสิทธิภาพ  โดยสารออกฤทธิ์ดังกลาว มีคา Rf อยูในชวง 6.8 
 

คําขอบคุณ 
 ขอขอบคุณ ศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ที่ใหทุนสนับสนุนงานวิจัย 
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