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ผลการยับยั้งของแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงที่ผลิตไคติเนส Bacillus cereus H11  
ตอเชื้อรากอโรคในมะมวง Colletotrichum gloeosporiodes 

 
ศิริลาภา  สมานมิตร1 เครือวัลย  ทองเลม1 และ อภิญญา  ผลิโกมล1 

 
บทคัดยอ  

 Bacillus cereus H11 เปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญบนอาหารที่มีไคตินจากเปลือกกุงและทนอุณหภูมิสูง  เมื่อนํามา
ทดสอบการเปนปฏิปกษตอ Colletotrichum  gloeosporiodes  โดยวิธี spot test  และ paper disc method  พบวาสามารถยับยั้งการ
เจริญของ C.  gloeosporiodes ได 
 เมื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งโรคบนผลมะมวงพบวาน้ํากรอง B. cereus H11 ที่จุมผลกอนทําการปลูกเชื้อกอ
โรคมีความสามารถในการยับยั้งโรคไดไมแตกตางจากการใชสารฆาเชื้อรา Octave® กอนปลูกเชื้อ แตถาใชน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ            
B. cereus H11 หลังจากปลูกเชื้อไปแลวจะมีความสามารถในการยับยั้งโรคนอยกวาการใชสารฆาเชื้อรา  คะแนนทางดานการ
เปลี่ยนแปลงสีผิวนั้น ชุดที่จุมมะมวงในน้ํากรองเลี้ยงเชื้อของ B. cereus H11 กอนปลูกเชื้อจะมีคะแนนแตกตางจากชุดควบคุม 1 ซึ่ง
เปนชุดที่ไมมีการทําใหเกิดแผลและจุมในสารยบัยั้งใดๆ แตจะเทากับชุดควบคุม 2  ซึ่งเปนชุดที่ทําใหเกิดแผลแตไมมีการจุมในสาร
ยับยั้ง ดานสีเนื้อนั้น ชุดที่จุมมะมวงในน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 ทั้งกอนและหลังปลูกเชื้อจะมีสีเนื้อตางจากชุดควบคุม 1  
แตไมแตกตางจากชดุควบคุม 2  และชุดที่จุมผลในสารตางๆ ทั้งกอนและหลังปลูกเชื้อ สวนกลิ่นนั้นทุกชุดการทดลองจะไมมีความ
แตกตางกัน ดานรสชาติชุดที่จุมผลในน้ํากรองเลี้ยงเช้ือ B. cereus H11 ทั้งกอนและหลังปลูกเชื้อจะมีรสชาติไมตางจากชุดควบคุม 2 
แตมีรสชาติแตกตางจากชุดควบคุม 1 สวนเนื้อสัมผัสของชุดที่จุมผลในน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 ทั้งกอนและหลังปลูกเชื้อ
จะไมแตกตางกับชุดควบคุมทั้ง 1 และ 2 ในแงของการยอมรับของชุดที่จุมมะมวงในน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 ทั้งกอนและ
หลังปลูกเชื้อ มีการยอมรับไมแตกตางจากชุดควบคุม 2 แตตางจากชุดควบคุม 1 ซึ่งมีคะแนนสูงสุด ทางดานปริมาณ total soluble 
solid ของทุกชุดการทดลองจะมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเหมือนกับชุดควบคุมทั้ง 2 และปริมาณกรดก็มีแนวโนมลดลงเหมือนกับชุด
ควบคุมเชนกัน 

ผลของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 ตอการงอกของสปอร C. gloeosporioides ภายใตกลองจุลทรรศน พบวาน้ํา
กรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 สามารถยับยั้งการงอกของสปอร C. gloeosporioides  ได 

จากการทดลอง B. cereus H11 มีคาเฉลี่ยของ chitinase activity 51.97 mU/ml มี specific activity 227.5 mU/mg protein 
เมื่อทําใหโปรตีนเขมขนขึ้นโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต สวนของตะกอนที่เกิดจากแอมโมเนียมซัลเฟต 80 
เปอรเซ็นต ยังคงมีคุณสมบัติในการยับยั้งรากอโรคภายหลังการใหความรอน 100 ˚ซ. เปนเวลา 3 และ 5 นาที 

 
คํานํา 

 โรคภายหลังการเก็บเกี่ยวของมะมวง (Mangifera indica Linn.) เกิดจากเชื้อราหลายชนิด โรคที่สําคัญคือโรคแอนแทรค
โนสซึ่งเกิดจากเชื้อ  Colletotrichum gloeosporioides Penz. (วัลลภา และดารา, 2532)  ในการควบคุมเชื้อรากอโรคมักใชสารเคมี
กําจัด ซึ่งเปนพิษและมีอันตรายตอมนุษยและสิ่งแวดลอม  จึงจําเปนที่จะตองมีทางเลือกอื่นในการควบคุมโรค โดยหันมาใชวิธีการ
อื่นๆ แบบผสมผสาน เชน การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี  (biocontrol)  หรือการใช  biocontrol  agent  (BCA) เชน การใชเอนไซม
ไคติเนส (chitinase) เอนไซมที่ยอยสลายไคติน (chitinolytic enzymes) (Patil et al., 2000)  และ β-1,3-glucanase รวมทั้งสาร
ปฏิชีวนะอื่นๆ ที่จุลินทรียผลิตขึ้นในการสลายผนังเซลลของเชื้อรากอโรค (El-Katatny et al., 2001)  
 

อุปกรณและวิธีการ 
ก.  การเตรียมเช้ือราทดสอบ 

เตรียมเชื้อทดสอบของ C. gloeosporioides (2x105  spore/ml) ในรูปสปอรผสมน้ํา (spore suspension) เติมสารละลาย 
Tween 20 (100 : 0.04 v/v) เพื่อใหสปอรกระจายตัวไดดีขึ้น ใชไมพันสําลี เกลี่ย spore suspension บนจานอาหาร PDA ใหทั่ว
ผิวหนากอนที่จะนําไปทดสอบในขั้นตอไป 
1. การทดสอบความสามารถของ B. cereus H11 ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรากอโรคในมะมวง 

เช้ือที่ใชทดสอบคือ Bacillus cereus H11 จากหนวยเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย  Microbiology Section, Chiang Mai 
University (MSCMU) สาขาวิชาจุลชีววิทยา  ภาควิชาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม  ซึ่งเจริญไดในอาหารที่มี

                                                        
1 สาขาวิชาจุลชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
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ไคตินจากเปลือกกุงและเปนแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง นํามาทดสอบการเปนเชื้อปฏิปกษโดย dual culture method และ paper disc 
method กับรากอโรค (ดูวิธีเตรียม crude extract จากขอ 1.1) 

1.1 การเตรียม crude extract  
เลี้ยง B. cereus H11 ใน enzyme production medium  (EPM)  ที่มีเปลือกกุงเปนแหลงคารบอน บมบนเครื่องเขยา

ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 ˚ซ. เปนเวลา 7 วัน เก็บน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ โดยใชเครื่องเหวี่ยงความเร็วสูง 6,000 X g  
อุณหภูมิ 4 ˚ซ. เปนเวลา 20 นาที  

2. การทดสอบการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชบนผลมะมวง (วิเชียร, 2541) 
ในการทดลองใชมะมวงพันธุน้ําดอกไมที่ผลมีสภาพสมบูรณ แบงการทดลองออกเปน 2 แบบคือ การปลูกเชื้อกอโรค

กอนการปองกันกําจัดและการปลูกเชื้อกอโรคหลังการปองกันกําจัดใชผง carborundum ทําแผลบนผลมะมวง บริเวณขั้ว กลาง และ
ปลายผล ปเปต spore suspension (1x105 spores/ml) ลงบนแผล 

แบงวิธีการทดลองออกเปน 4 วิธี คือ จุมน้ํากลั่นที่อุณหภูมิ 55 ˚ซ. จุม cell suspension  B. cereus H11 (1.5x108 
CFU/ml) จุมน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 และจุมสารฆาเชื้อรา Octave® 50 W.P. 0.05% (w/v) วิธีละ 10 นาที ชุดควบคุม 1ไมมี
การทําใหเกิดแผลและวิธีการกําจัดใดๆ ชุดควบคุม 2 ทําใหเกิดแผลแผลแตไมตองใชวิธีการกําจัดใดๆ เรียงผลมะมวงในกะบะ
พลาสติก วางสําลีชุบน้ํากลั่นฆาเชื้อที่มุมกะบะ สวมถุงพลาสติกใสเจาะรูหุมไวอีกช้ันหนึ่ง ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง แตละวิธีการทํา 
15 ซ้ํา ซ้ําละ 1 ผล วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) (ศิริชัย, 2544)  ประเมินผลการเกิดโรคหลังเก็บ
รักษา โดยวัดขนาดของแผล การเปลี่ยนแปลงสีผิว คุณภาพทางประสาทสัมผัส ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําไดทั้งหมดในน้ําคั้น 
(total soluble solids, TSS) วัดปริมาณกรด (titratable acidity, TA) ในน้ําคั้น คํานวณหาเปอรเซ็นตกรดไดจากสูตร 

% กรด = ความเขมขนของ NaOH มาตรฐาน (M) x ปริมาณ NaOH (ml) x 100 
      ปริมาณน้ําคั้น (ml) 

3.  การทดสอบผลของน้ํากรองเลี้ยงเช้ือ B. cereus H11 ตอการงอกของสปอรเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศน 
 ผสม  spore suspension ของ C. gloeosporioides (2x105spore/ml) กับน้ํากลั่น น้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 และสาร
ฆาเชื้อรา Octave®50 W.P.  0.05% (w/v) ในอัตราสวน 1:3 ดูผลการงอกบนสไลดทุกๆ 2 ช่ัวโมง จนครบ 50 ช่ัวโมง ถือวาสปอรมี
การงอกก็ตอเมื่อความยาวของ germ tube มีคาเปน 2 เทาของเสนผาศูนยกลางของสปอร (Kou et al., 1999) 
4.  การหาคา chitinase activity และ specific activity ของ  B. cereus H11 

chitinase activity วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวิธีของ Miller (Miller, 1959)  
specific activity วิเคราะหปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Lowry (Lowry, 1951)   

5. การทําใหโปรตีนบริสุทธ์ิบางสวนโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
ตามวิธีของ Colowick and Kaplan (1955)  แลวนําสวนของ supernatant และสวนที่ละลายตะกอนดวย phosphate 

buffer pH 7.5 ทดสอบการยับยั้ง หลังตมที่อุณหภูมิ 100 ˚ซ. เปนเวลา 0, 3, 5 และ 10 นาที วัดเสนผาศูนยกลางวงใส 
 

ผลการทดลอง 
1. การทดสอบความสามารถของจุลินทรียบางชนิดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรากอโรคในมะมวง 
 dual culture method วัดขนาดเสนผาศูนยกลางวงใสของ B. cereus H11 ได 23.6 มม. สวน paper disc method ขนาด
เสนผาศูนยกลางของวงใสที่เกิดจากน้ํากรองเลี้ยงเช้ือ B. cereus H11 คือ 23.2 มม.   
2.  การทดสอบการยับยั้งการเจริญของรากอโรคพืชบนผลมะมวง 

การวัดคะแนนการเปลี่ยนแปลงสีผิวของมะมวง พบวาในวันที่ 1 และ 3 ชุดที่มีคะแนนเฉลี่ยของการเปลี่ยนแปลงสีผิว
มากกวาชุดอื่นๆ คือ ชุดที่จุมมะมวงใน cell suspension B. cereus H11 กอนปลูกเชื้อ แตกตางอยางมีนัยสําคัญกับทุกชุดการทดลอง
แตในวันที่ 3 สีผิวไมแตกตางกับชุดที่จุมในน้ํากรองเลี้ยงเช้ือ B. cereus H11 หลังปลูกเชื้อ ในวันที่ 6 ชุดการทดลองที่มีคะแนนเฉลี่ย
การเปลี่ยนแปลงสีผิวมากกวาชุดอื่นๆ คือ ชุดที่จุมยาฆาเชื้อรากอนปลูกเชื้อ แตมีคะแนนไมแตกตางกับชุดควบคุม 1 ชุดที่จุมใน cell 
suspension B. cereus H11 กอนและหลังปลูกเชื้อ ชุดที่จุมน้ํารอนอุณหภูมิ 55 ˚ซ. หลังปลูกเชื้อ และชุดที่จุมยาฆาเชื้อราหลังปลูก
เช้ือ สวนในวันที่ 10 ชุดที่มีคะแนนเฉลี่ยของการเปลี่ยนแปลงสีผิวมากกวาชุดอื่น ๆ คือชุดที่จุมใน cell suspension B. cereus H11 
หลังปลูกเชื้อ แตคะแนนไมแตกตางกับชุดควบคุม 1 ชุดที่จุมน้ํารอนอุณหภูมิ 55 ˚ซ. กอนปลูกเชื้อ และชุดที่จุมน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. 
cereus H11 หลังปลูกเชื้อ การวัดขนาดของเสนผาศูนยกลางของรอยแผลที่เกิดขึ้นแสดงดังตาราง 1 
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ตารางที่ 1 คาเฉลี่ยของเสนผาศูนยกลางรอยแผลของมะมวงที่ทําการปลูกเชื้อ C. gloeosporioides ทั้งกอนและหลังทดสอบดวยการ
ปองกันกําจัดดวยวิธีตางๆ  

คาเฉลีย่ของรอยแผลที่เกิดโรค (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 คะแนนเฉลี่ยการเกิดโรคไมแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05  
  

การทดสอบในดานประสาทสัมผัส ทดสอบดานสีเนื้อ กลิ่น รสชาติ เนื้อสัมผัส และการยอมรับ พบวาคะแนนเฉลี่ยสี
เนื้อไมแตกตางกันทุกชุดการทดลอง ยกเวนชุดควบคุม 1 ซึ่งมีคะแนนสูงกวาทุกชุดการทดลอง ดานของกลิ่นพบวาทุกชุดการ
ทดลองมีคะแนนเฉลี่ยของกลิ่นไมแตกตางกัน ดานรสชาติพบวาชุดควบคุม 1 แตกตางอยางมีนัยสําคัญกับทุกชุดการทดลองอื่นๆ 
การทดสอบทางดานเนื้อสัมผัสนั้นพบวาทุกชุดการทดลองไมมีความแตกตางกันเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 1 และ 2 และสุดทายใน
ดานการยอมรับพบวา ทุกชุดการทดลองแตกตางจากชุดควบคุม 1 แตเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 2 พบวาไมแตกตางกันยกเวนชุดที่จุม
ในยาฆาเชื้อรากอนปลูก ชุดที่จุม cell suspension B. cereus H11 กอนปลูกเชื้อ และชุดที่จุมในน้ํารอนอุณหภูมิ 55 ˚ซ. หลังปลูกเชื้อ  

สวนปริมาณของแข็งที่ละลายนํ้าไดทั้งหมดจะมีคาเพิ่มขึ้นทุกชุดการทดลองตั้งแตวันที่ 1 จนถึงวันที่ 10 และปริมาณ
กรดที่สามารถไตเตรทไดในน้ําคั้น ในแตละวันของทุกชุดการทดลองปริมาณกรดเฉลี่ยที่วัดไดไมมีความแตกตางกันและปริมาณ
กรดมีแนวโนมที่จะลดลง 

3. การทดสอบผลของน้ํากรองเลี้ยงเช้ือ B. cereus H11 ตอการงอกของสปอรเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศน 
การงอกของสปอร C.  gloeosporioides  เมื่อใชสารฆาเชื้อราจะทําใหการงอกของสปอรนอยกวาการใชน้ํากรองเลี้ยง

เช้ือ B. cereus H11 และน้ํากลั่นตามลําดับ 

4.  การหาคา chitinase activity และ specific activity ของ  B. cereus H11 
chitinase activity เทากับ 51.97 mU/ml และ specific activity เทากับ 227.5 mU/mg protein 

5. การทําใหโปรตีนบริสุทธ์ิบางสวนโดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 
น้ํากรองเลี้ยงเชื้อของ B. cereus H11  ตะกอนไดในชวงความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต 40-80% และสวนตะกอน

ของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อ B. cereus H11 ที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต 80 เปอรเซ็นต เมื่อผานการตมที่ 100 ˚ซ. ที่เวลา 3 และ 
5 นาที ยังสามารถยับยั้งการเจริญของรากอโรคทั้ง C. gloeosporioides ได 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 B. cereus H11 สามารถยับยั้งการเกิดโรคบนผลมะมวง พบวาน้ํากรองเลี้ยงเชื้อของ B. cereus H11 มีความสามารถใน
การยับยั้งโรคไดไมตางจากการใชสารฆาเชื้อรา Octave®50 W.P. 0.05%(w/v) ถาจุมผลกอนปลูกเชื้อกอโรค เมื่อเปรียบเทียบกับ
งานของนวลวรรณ และคณะ (2536) ซึ่งแยกจุลินทรียที่ผิวพืชจากสวนตางๆ ของตนเงาะ นํามาทดสอบหาเชื้อปฏิปกษกับรา                   
C. gloeosporioides เมื่อทดสอบจุมผลเงาะใน cell suspension ของแบคทีเรีย สามารถลดอาการผลเนาของเงาะที่เกิดจากรา                     
C. gloeosporioides Type II ลงจาก 85 เปอรเซ็นต เหลือเพียง 42.5 เปอรเซ็นต ซึ่งการใชน้ํากรองเลี้ยงเชื้อหรือการใช cell 
suspension จุมผลไมสามารถทําใหประชากรของรากอโรคลดลงไดแทนการใชสารเคมี 

จากการศึกษาคุณสมบัติของน้ํากรองเลี้ยงเชื้อโดยการหาคา chitinase activity และ specific activity ก็ตรวจพบคา 
chitinase activity แสดงวาผลการยับยั้งรากอโรคสวนหนึ่งก็เปนผลมาจากการทํางานของเอนไซมไคติเนส  ซึ่งความสามารถในการ
ยับยั้งรากอโรคอาจเกิดจากเอนไซมไคติเนสเพียงอยางเดียวหรือเอนไซมไคติเนสรวมกับสารอื่นๆ ก็ได หรืออาจเกิดจากกลไกอื่นๆ 
อีกหลายอยาง เชน การสรางสารปฏิชีวนะ การเปนปรสิต หรือ hydrolytic enzyme อื่นนอกเหนือจากไคติเนส เชน กลูแคนเนส 
(glucanase) หรือโปรติเอส (protease) ซึ่งสามารถสรางสารทําลายผนังเซลลของเชื้อราไดเชนกัน (Gomes et al., 2000) 
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เบื้องตนพบวาน้ํากรองของ B. cereus H11 สามารถลดปริมาณเชื้อรากอโรคบนผลมะมวงไดสวนหนึ่ง แตการพัฒนา
เพื่อใหนําไปใชไดจริงนั้นควรมีการเพิ่มประสิทธิภาพของน้ํากรอง เชน การเพิ่มความเขมขนของน้ํากรอง การหาสภาวะที่
เหมาะสมในการสรางเอนไซมไคติเนสหรือสารยับยั้งอื่นๆ ในแงของ pH และอุณหภูมิของการเพาะเลี้ยง หรือการเปลี่ยนรูปให
นําไปใชไดงายขึ้นเพื่อประโยชนและความสะดวกของเกษตรกรในการรักษาสภาพผลผลิตแทนการใชสารเคมี 
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