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ราก่อโรคพืชสามารถทำลายผลผลิตทางการเกษตรได้ทั่วโลก การใช้วิธีทางชีวภาพสามารถลดการใช้สารเคมีในการกำจัดราก่อโรค

พื ช ได้  ราก่อ โรคพื ชที่ พ บส่ วน ใหญ่  ได้ แ ก่  Acremonium furcatum, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium moniliforme, 
Fusarium proliferatum, Fusarium solani, Phytophthora palmivora แ ละ  Pyricularia oryzae   การศึ กษ าก่อนหน้ านี้ พ บ ว่า 
Bacillus velezensis B49 สามารถยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช และสามารถสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. velezensis B49 และทดสอบการยับยั้งราก่อโรคพืชด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ ผลการทดสอบ
การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยใช้เทคนิคการขีดเชื้อและเทคนิคผสมน้ำเลี้ยงเชื้อของ B. velezensis B49 แสดงความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของราต่อโรคพืชทั้ง 7 ชนิด   ทดสอบสมบัติการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. velezensis B49 โดยใช้ 4 วิธีที่แตกต่างกัน 
ได้แก่ การทดสอบการยุบตัวของน้ำเลี้ยงเชื้อบนฟิล์มน้ำมัน, การทดสอบการแตกของเม็ดเลือดแดง, การทดสอบการกระจายตัวของน้ำมัน และ
การทดสอบการเกิดอิมัลชัน พบว่า B. velezensis B49 ให้ผลบวกกับทั้ง 4 วิธี ซึ่งยืนยันได้ว่า B. velezensis B49 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพได้   การทดสอบผลของความเป็นกรดเบสที่มีต่อสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่าที่ความเป็นกรดเบสระหว่าง pH 2 – 10 ทำให้
เกิดอิมัลชันไม่แตกต่างกัน แต่เมื่อความเป็นกรดเบสสูงขึ้น ส่งผลทำให้การเกิดอิมัลชันลดลงจนกระทั่งไม่เกิดอิมัลชันเลย   ส่วนการทดสอบผล
ของอุณหภูมิที่มีต่อสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. velezensis B49 พบว่า อุณหภูมิไม่มีผลต่อสมบัติการเกิดอิมัลชัน การทดสอบผล
ของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่มีต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในอาหาร Mineral salt solution พบว่า B. velezensis B49 สามารถ
เจริญได้ในแหล่งคาร์บอน ได้แก่ กลูโคส, ฟรุกโทส และซูโครส  ส่วนแหล่งไนโตรเจน ได้แก่ แอมโมเนียมไนเตรต และแอมโมเนียมซัลเฟต 
อย่างไรก็ตาม อาหารสูตรสมบูรณ์ให้ผลการเกิดอิมัลชันสูงกว่า ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการเกิดอิมัลชันต่อเวลา พบว่า B. velezensis 
B49 มีการเจริญสูงสุดที่ประมาณ 24 ชั่วโมง และเกิดอิมัลชันที่มากที่สุดที่เวลา 18 – 24 ชั่วโมง จากการสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้ 2 
วิธีที่แตกต่างกัน โดยวิธีแรกตกตะกอนด้วยกรดไฮโดรคลอริกแล้วสกัดด้วยเมทานอล และวิธีที่สองสกัดด้วยเอทิลอะซิเทต  ละลายตะกอนที่ได้
จากทั้งสองวิธีด้วยสารละลาย 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ หรือ 100% เอทานอล พบว่าผลการยับยั้งราก่อโรคพืชของสารสกัดหยาบจากเมทา
นอลที่ละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ และสารสกัดหยาบจากเมทานอลที่ละลายตะกอนในเอทานอลสามารถยับยั้งการเจริญของ
ราก่อโรคพืชได้ดีกว่าสารสกัดหยาบจากเอทิลอะซิเทต การวิเคราะห์โครงสร้างเบื้องต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้วิธีไฮเพอร์ฟอร์มานซ์
ลิควิดโครมาโทกราฟี พบว่ารูปแบบโครมาโทแกรมของตัวอย่างสารสกัดหยาบทั้ง 4 ชนิด ในช่วงเวลาคงอยู่ที่ 5 ถึง 10 นาที มีความคล้ายคลึงกับ
สารมาตรฐานเซอร์แฟกทิน และสามารถยับยั้งราก่อโรคพืชได้ ผลงานวิจัยนี้เสนอแนะได้ว่าสามารถใช้ B. velezensis B49 และสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากแบคทีเรียนี้ในการยับยั้งราก่อโรคพืชแทนการใช้สารเคมี เพื่อลดผลกระทบทางลบต่อผู้ใช้ ผู้บริโภค และสิ่งแวดล้อม 
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Fungal plant pathogens can destroy agricultural products worldwide. Biological control is an alternative way 

to reduce the usage of chemical fungicides. The most common fungal plant pathogens include Acrimonium furcatum, 
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum, Fusarium solani, Phytophthora 
palmivora, and Pyricularia oryzae. Previous study found that Bacillus velezensis B49 was able to inhibit the growth of 
fungal plant pathogens, and produce biosurfactant. The aims of this study were to optimize biosurfactant production by 
B. velezensis B49 and to test the inhibition of fungal plant pathogens by the biosurfactant. The results revealed that 
bacterial cells and cell-free supernatant were able to inhibit all seven species of plant pathogenic fungi. Biosurfactant 
production properties were tested using four different methods including drop collapse test, hemolytic activity test, oil 
displacement test, and emulsifier test. B. velezensis B49 gave positive results for all tested method confirming its ability 
to produce biosurfactant. The effects of pH and temperature on biosurfactant stability were tested. The result showed 
that, at pH 2 – 10, there was no effect on the emulsifier activity. However, at pH more than 10 the reduction or 
completely loss of emulsifier activity were observed. The effect of temperature on the emulsifier activity was also not 
detectable. The effect of carbon and nitrogen sources on biosurfactant production in Mineral salt solution medium 
revealed that B. velezensis B49 was able to grow in carbon sources such as glucose, fructose, and sucrose, and in 
nitrogen sources such as ammonium nitrate and ammonium sulfate. However, the complete medium gave a higher 
emulsifier activity. The study of time-course relationship between bacterial growth and emulsifier activity indicated that 
B. velezensis B49 produced the highest growth at around 24 hours, and the highest emulsion index at 18 – 24 hours 
culture. Biosurfactant was extracted by two different methods, acid precipitation followed by methanol extraction and 
ethyl acetate extraction. Crude extracts from both methods were each redissolved with 1 M Tris-HCl or absolute 
ethanol. The results showed that the methanol crude extracts both dissolved in 1 M Tris-HCl and absolute ethanol show 
higher fungal inhibition than those ethyl acetate crudes. High-performance liquid chromatography analysis of the four 
crude extracts at retention time between 5 to 10 minutes revealed similar chromatogram patterns to the surfactin 
standard. These fractions also retained antifungal activity. This study suggests the potential of using B. velezensis B49 and 
its biosurfactant in biological control against fungal plant pathogen alternative to the use of chemical fungicides with the 
aim to decrease the negative impact on users, consumers, and environment. 
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ศาสตราจารย์ ดร. ปาหนัน เริงสาราญ อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ และอาจารย์ ดร. ชมพูนิกข์ กาญจนพังคะ 
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วิจัย อีกทั้งให้การช่วยเหลือในทุกอุปสรรคปัญหาในระหว่างการทำวิจัย และยังกรุณาแก้ไขตรวจทานและปรับปรุง
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วิทยานิพนธ์  ขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร. สุเทพ ธนียวัน และอาจารย์ ดร. ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน์ ที่ให้ความ
กรุณาเป็นกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ์ ตลอดจนให้คำแนะนำและช่วยกรุณาตรวจทานแก้ไขวิทยานิพนธ์ฉบับน้ีให้มี
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ความอนุเคราะห์เครื่องมือและอุปกรณ์ภายในห้องวิจัยของอาจารย์ ขอบคุณ ดร. สินีนาถ กันธิพรรณ์ นางสาวพัชรา
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บทท่ี 1  
บทนำ 

 
 ในปัจจุบันเกษตรกรมีการสูญเสียผลผลิตทางการเกษตรจากการระบาดและการเข้าทำลาย
ของราก่อโรคพืช ทำให้ผลผลิตทางการเกษตรเสียหาย ส่งผลกระทบต่อรายได้ของเกษตรกร และยัง
ส่งผลต่อการขาดแคลนอาหารของประชากรโลก ซึ่งราก่อโรคพืชท่ีพบส่วนใหญ่ได้แก่ Acremonium 
furcatum, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium moniliforme, Fusarium 
proliferatum, Fusarium solani, Phytophthora palmivora และ  Pyricularia grisea   โดย 
A. furcatum ก่อให้เกิดโรคเหี่ยวในพืชทำให้พืชมีอาการเหี่ยวเฉาเห็นได้ชัดท่ีใบหรือยอด โดยมี
รายงานการก่อโรคของ A. furcatum ในพืชจำพวกอ้อยทำให้ผลผลิตของอ้อยลดลง (Viswanathan 
และคณะ, 2012)   C. gloeosporioides เป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคแอนแทรคโนส โดยเกิดอาการท่ีใบ 
ลำต้น และผล มีลักษณะของอาการเป็นจุดทำให้เกิดแผลยุบตัว โดยมีรายงานการก่อโรคของ  
C. gloeosporioides ในพืชหลายชนิด เช่น มะละกอ มะม่วง และกล้วย โดยทำให้ผลไม้เหล่านี้เกิด
ความเสียหายระหว่างการเพาะปลูก หลังการเก็บเกี่ยว และในระหว่างเก็บรักษา (Zhou และคณะ, 
2018)   F. moniliforme และ F. proliferatum เป็นราท่ีก่อให้เกิดโรคฝักเน่าในข้าวโพด ซึ่งราท้ัง
สองสายพันธุ์สามารถผลิตสารพิษจำพวกไมโคทอกซินชนิดฟูโมนิซินบี 1 (Velluti และคณะ, 2000) 
ซึ่งสารพิษชนิดนี้สามารถทำให้เกิดเนื้องอกในตับของหนู (Wang และคณะ, 1991) และยังเป็นพิษและ
สารก่อมะเร็งในม้าและสุกรด้วย (Ross และคณะ, 1990)    F. solani เป็นราท่ีทำให้เกิดโรครากเน่า
ในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด  เช่น ถั่วลิสง ถั่วเหลือง และมะเขือเทศ  เป็นต้น (Benhamou และ 
Thériault, 1992; Rojo และคณะ, 2007)   P. palmivora ทำให้เกิดโรคผลเน่าดำในโกโก้ทำให้  
การผลิตฝักของโกโก้ลดลงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ (Hanada และคณะ, 2009) และ P. grisea เป็นราท่ีก่อ
โรคใบไหม้ในพืชตระกูลข้าวทำให้เกิดความเสียหายทางการเกษตรและส่งผลกระทบต่ออาหารของ
ประชากรโลก (Chen และคณะ , 2003)   การใช้สารเคมีควบคุมราก่อโรคพืชมีการใช้กันอย่าง
แพร่หลาย เช่น แมนโคเซบ, เมตาแลซิล และเทบูโคนาโซล เป็นต้น ซึ่งส่งผลต่อสุขภาพของคน ดังเช่น 

มีการรายงานว่า 1 µM แมนโคเซบ สามารถยับยั้งการสังเคราะห์สเตียรอยด์ท่ีเกี่ยวข้องกับ 
การตกไข่ของเพศหญิงได้ 33 เปอร์เซ็นต์, 100 µM เทบูโคนาโซล ยับยั้งได้ 65 เปอร์เซ็นต์ และ  
500 µM เมตาแลซิล ยับยั้งได้ 31 เปอร์เซ็นต์ (Atmaca และคณะ, 2018)   ท้ังนี้สารเคมีควบคุมรา
ก่อโรคพืชยังทำให้เกิดการด้ือยาของราก่อโรคพืชและเกิดการตกค้างของสารพิษในอาหารและ
ส่ิงแวดล้อม ส่งผลกระทบต่อสุขภาพของผู้บริโภคและผู้ท่ีสัมผัสด้วย (Choi และคณะ, 2017) 
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โรคพืชท่ีเป็นปัญหาส่วนใหญ่เกิดจากการเข้าทำลายของราทำให้พืชผลทางการเกษตรเสียหาย
และถูกทำลาย ทางเลือกหนึ่งเพื่อทดแทนการใช้สารเคมีคือ การใช้การควบคุมทางชีวภาพโดยใช้
จุลินทรีย์ ในสกุลต่าง ๆ เช่น Pseudomonas sp., Lactobacillus sp., Trichoderma sp. และ 
Bacillus sp. เพื่อควบคุมเช้ือก่อโรค ซึ่งจุลินทรีย์ท่ีนิยมใช้มากท่ีสุดคือ Bacillus spp.   ดังเช่นมีการ
รายงานการใช้แบคทีเรียในสกุล Bacillus ท่ีแยกได้จากบริเวณรอบรากของมะเขือเทศในการยับยั้ง 
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ท่ีก่อให้เกิดโรคเหี่ยวในต้นมะเขือเทศ ซึ่งแบคทีเรีย
สามารถลดการระบาดได้ 36 เปอร์เซ็นต์ (Jangir และคณะ, 2018)   มีงานวิจัยท่ีใช้น้ำเล้ียงเช้ือของ 
Bacillus velezensis AR1 ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสและโรคผลเน่ าท่ี เข้าทำลายพืช  
สตรอเบอรี่ และมะม่วงท่ีเกิดจาก Glomerella cingulate หรืออีกช่ือคือ C. gloeosporioides ได้ 
64 เปอร์เซ็นต์ (Regassa และคณะ, 2018)   B. velezensis CC09 สามารถควบคุม Blumeria 
graminis ท่ีทำให้ เกิดโรคราแป้งในข้าวสาลีได้ 86 เปอร์เซ็นต์ (Cai และคณะ , 2017)    ท้ังนี้
แบคทีเรียในสกุล Bacillus ยังสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น สารอินทรีย์ระเหยง่ายท่ีมี
ฤทธิ์ยับยั้งราก่อโรคพืชได้อีกด้วย   จากการรายงานของ Asari และคณะ (2016) ได้รายงานว่า 
Bacillus amyloliquefaciens UCMB5033 ผลิตสารอินทรีย์ระเหยง่ายจำพวกเมธิลไพราซีนและ 
2,5-ได เมธิล ไพ ราซี น ท่ี มี ฤทธิ์ ยั บยั้ ง  Botrytis cinerea, Alternaria brassicicola, Alternaria 
brassicae และ Sclerotinia sclerotiorum ได้ 

สารลดแรงตึงผิว (surfactant) เป็นของเหลวท่ีมีความสามารถลดแรงตึงผิวของของเหลว 
ช่วยให้กระจายตัวได้ง่ายข้ึน และยังสามารถลดแรงยึดระหว่างผิวของของเหลวกับผิวของสารอื่นท่ีอาจ
เป็นของแข็ง, ของเหลว และแก๊ส ซึ่งสารลดแรงตึงผิวมักเป็นสารอินทรีย์ท่ีมีสารประกอบท่ีเป็น 
แอมฟิพาธิค (amphipathic) (Mishra และคณะ, 2009) ท่ีประกอบด้วยโมเลกุล 2 ส่วนคือ ส่วนท่ีมี
ขั้วและส่วนท่ีไม่มีขั้ว (Pereira และคณะ, 2013)   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารท่ีผลิตได้จาก
ส่ิงมีชีวิต เช่น จุลินทรีย์ พืช และสัตว์ (Al-Wahaibi และคณะ, 2014)   สามารถใช้ประโยชน์ได้หลาย
อย่าง เช่น ใช้ในการแยกน้ำมันท่ีปนเปื้อนในส่ิงแวดล้อมออกได้และยังสามารถช่วยในกระบวนการ
ย่อยสลายน้ำมันท่ีปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อมได้ (Sharma และคณะ, 2018)   นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิว
ภาพยังมีฤทธิ์ในการยับยั้งราท่ีก่อโรคพืช เช่น Bacillus subtilis RC 218 สามารถผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพท่ีมีฤทธิ์ยับยั้ง Fusarium graminearum ท่ีเป็นสาเหตุของโรครวงแห้งในข้าวสาลี 
(Palazzini แ ละ คณ ะ , 2 01 6 )   มี ก ารน ำส ารลดแ รง ตึ ง ผิ ว ชี วภ าพ บ ริ สุ ท ธิ์ ท่ี ผ ลิ ต จาก  
B. amyloliquefaciens และ Pseudomonas aeruginosa ท่ีแยกได้จากบ่อบำบัดน้ำเสีย ไปใช้เพื่อ
ยับยั้ ง จุ ลินทรี ย์ ก่ อ โรค จำพ วก Staphylococcus aureus, Escherichia coli และ  Candida 
albicans ได้ 90, 100 และ 80 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (Ndlovu และคณะ, 2017)  ท้ังนี้ในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยแบคทีเรียให้ได้ผลผลิตสูง ต้องมีการปรับเปล่ียนสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ
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เพื่อให้ได้ผลผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในปริมาณท่ีมาก   โดยมีการรายงานการปรับเปล่ียน
แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนของ B. subtillis 309 ได้แก่ แอมโมเนียมซิเตรต, แอมโมเนียมไน
เตรต, แอมโมเนียมซัลเฟต, โซเดียมอะซีเทต, โซเดียมซิเตรต, โซเดียมไนเตรต, ฟรุกโทส, กลีเซอรอล, 
กลูโคส, แลคโทส, สารสกัดจากเนื้อ, พาราฟฟิน, ซูโครส, ยูเรีย, ทริปโตน และสารสกัดจากยีสต์  
ซึ่งพบว่าแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีทำให้เกิดการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงคือ สารสกัดจาก
ยีสต์, ทริปโตน และสารสกัดจากเนื้อ โดยมีดัชนีการเกิดอิมัลชัน 52.7, 49.6 และ 47.8 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ ท้ังนี้ผลการศึกษาดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าการปรับเปล่ียนแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
ไนโตรเจนมีผลต่อการผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Pereira และคณะ, 2013)   มีการศึกษา
ภาวะความเป็นกรดเบสและอุณหภูมิท่ีส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น Tabatabaee 
และคณะ (2007) ได้ศึกษาภาวะความเป็นกรดเบสท่ี 4.2 ถึง 9.2 ท่ีส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิว
โดย Bacillus sp. 3 สายพันธุ์   ผลการศึกษาพบว่า Bacillus sp. ท้ัง 3 สายพันธุ์สามารถผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดในความเป็นกรดเบสต่างกัน คือ Bacillus sp. สายพันธุ์ 4 สามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดท่ีความเป็นกรดเบสท่ี 9.2, Bacillus sp. สายพันธุ์ 5 สามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดท่ีความเป็นกรดเบสท่ี 4.2 และ Bacillus sp. สายพันธุ์ 30 
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดท่ีความเป็นกรดเบสท่ี 5.2 และ 8.2   ท้ังนี้  
Tabatabaei และคณะ (2005) ได้ศึกษาอุณหภูมิท่ีส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ี 25 ถึง 
50 องศาเซลเซียส โดย Bacillus sp. สายพันธุ์ 4, 5 และ 30   ผลการศึกษาพบว่า Bacillus sp.  
สายพันธุ์ 4 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดท่ี 25 องศาเซลเซียส และ Bacillus sp. 
สายพันธุ์  5 และ 30 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดท่ี 50 องศาเซลเซียส   
นอกจากนี้ เวลาในการเล้ียงเช้ือยังมีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย เช่น Abushady และ
คณะ (2005) ได้ศึกษาเวลาในการเล้ียง B. subtilis. ท่ีส่งผลต่อการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ี
เวลา 24 ช่ัวโมง ถึง 144 ช่ัวโมง   ผลการศึกษาพบว่า B. subtilis สายพันธุ์ AB01335-1 สามารถ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดเมื่อเล้ียงเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง และคงตัวไปจนถึงเวลา  
144 ช่ัวโมง เป็นต้น 

การศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า B. velezensis B49 สามารถยับยั้งราท่ีก่อโรคในพืชได้ 10 – 
100 เปอร์เซ็นต์ โดยพบว่าแบคทีเรียนี้สามารถก่อให้เกิดอิมัลชันในน้ำมันไซลีนได้ 53 เปอร์เซ็นต์ 
(ขวัญธิดา โพพิทูล, 2560)   งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก 
B. velezensis B49 และทดสอบการยับย้ังราก่อโรคพืชด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้ 
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ขั้นตอนการวิจัย 

1. การเตรียมจุลินทรีย์ 
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังราก่อโรคพืช 
3. การทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. velezensis B49 
4. การทดสอบผลของปัจจัยทางกายภาพท่ีมีต่อสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการ

ยับย้ังราก่อโรคพืช 
5. การทดสอบผลของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีมีต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

และการยับยั้งราก่อโรคพืช 
6. การแปรผันเวลาท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
7. การสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
8. การวิเคราะห์โครงสร้างเบ้ืองต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
9. การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 
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บทท่ี 2  
ปริทรรศน์วรรณกรรม 

 
โรคพืช (plant pathology) 

โรคพืช หมายถึง พืชท่ีมีลักษณะอาการเจริญเติบโตผิดปกติ และผลผลิตของพืชลดลง ซึ่ง

อาการเหล่านี้อาจเกิดขึ้นบนส่วนใดส่วนหนึ่งของต้นพืชหรือเกิดขึ้นท้ังต้นของพืช ซึ่งสาเหตุท่ีทำให้เกิด

โรคพืชแบ่งได้ 2 สาเหตุ โดยสาเหตุแรกมาจากจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ ได้แก่ ไวรัส, แบคทีเรีย, รา, สัตว์

เซลล์เดียว และไส้เดือนฝอย เป็นต้น ท่ีสามารถแพร่ระบาดจาก ดิน เศษซากพืชท่ีเป็นโรค หรือสปอร์

ของราในอากาศไปยังพืชปกติได้  ส่วนอีกสาเหตุหนึ่งมาจากสภาพแวดล้อมท่ีไม่เอื้ออำนวย ได้แก่  

การขาดหรือได้รับมากเกินไปของสารอาหาร ความช้ืน แสง และเกิดจากสารพิษในอากาศหรือดิน  

เป็นต้น (Agrios, 2005)   ลักษณะอาการต่าง ๆ ของโรคพืชแสดงดังรูปท่ี 2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : (Agrios, 2005) 

 

ลักษณะอาการของโรคพืช (symptom) 
 ลักษณะอาการของโรคพืช หมายถึง อาการผิดปกติทางสรีรวิทยาของพืชเมื่อเกิดโรค 

ตัวอย่างเช่น อาการเน่า (rot) ท่ีสามารถเกิดได้ท้ังราก ลำต้น และผลของพืช  การติดเช้ือของราก 

รูปที่ 2.1 ลักษณะอาการของโรคพืช 
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อาจทำให้เกิดรากเน่าและทำให้ไม่สามารถดูดซับน้ำและสารอาหารจากดิน  การติดเช้ือท่ีท่อน้ำเล้ียง 

(xylem vessel) ทำให้เกิดการเห่ียวของท่อน้ำเล้ียง (vascular wilt) ซึ่งทำให้กระบวนการขนย้ายน้ำ

และแร่ธาตุอาหารของพืชไม่สามารถเกิดขึ้นได้จนทำให้เกิดอาการเหี่ยว (wilt)  อาการแคงเกอร์ 

(canker) ท่ีมีสาเหตุจากแบคทีเรียโดยบริเวณท่ีเป็นโรคจะมีลักษณะเป็นจุดแผล สะเก็ดสีน้ำตาลนูน

ขึ้นมาบนผิวใบท้ังสองด้าน ซึ่งนอกจากเกิดท่ีใบแล้วอาจเกิดท่ีกิ่งและผลได้ด้วย  อาการจุด (spot) ท่ี

จะพบว่าเนื้อเยื่อบนใบและผลของพืชเปล่ียนเป็นสีน้ำตาลหรือสีเทา จุดแผลท่ีใบอาจเกิดกระจายกัน

ท่ัวทั้งใบจนทำให้ใบแห้งได้  อาการแห้งหรือไหม้ (blight) ซึ่งเป็นลักษณะอาการตายอย่างรวดเร็วของ

ใบท้ังใบหรือยอดอ่อนของพืช มีขนาดของแผลใหญ่กว่าอาการจุด และมีขอบเขตของแผลกว้างกว่า 

โดยบริเวณเซลล์ท่ีตายจะเปล่ียนเป็นสีน้ำตาลและลุกลามออกไปไม่มีขอบเขต  แอนแทรคโนส 

(antracnose) ซึ่งมีอาการเป็นแผลแห้งสีนํ้าตาล โดยส่วนมากจะเห็นส่วนของราท่ีมีลักษณะเรียงเป็น

วงซ้อนกันเป็นช้ัน ๆ ค่อนข้างชัดเจน โดยสามารถเกิดได้ท้ังบนใบ กิ่ง และผล  และอาการปุ่มปม 

(gall) ซึ่งจะเกิดปุ่มปมท่ีมีลักษะกลมบริเวณลำต้น และราก โดยมีสาเหตุจากการท่ีแบคทีเรียเข้าไป

เจริญอยู่ในเซลล์พืช แล้วสร้างสารบางชนิดออกมากระตุ้นให้เซลล์บริเวณนั้นมีการแบ่งตัวมากขึ้น 

(Agrios, 2005) 

 

ราโรคพืชเศรษฐกิจ 
Acremonium 

ราในสกุลนี้เป็นราท่ีเจริญช้า และสามารถก่อโรคในพืชได้หลากหลายเช่น  โรคใบจุด (leaf 

spot) ในดอกปทุมมา, กระเจียวบัว, ขมิ้นโคก หรือทิวลิปสยาม  ลักษณะอาการของโรคใบจุดท่ีเกิด

จาก Acremonium sp. จะเป็นแผลจุดสีน้ำตาลขนาดเล็กท่ีก้านใบ ใบ ก้านดอก กลีบรองดอก และ

กลีบดอก  เนื้อเยื่อส่วนท่ีเป็นแผลจะยุบตัวลงเล็กน้อย จุดแผลอาจเกิดกระจายกันท่ัวจนทำให้เกิด

อาการแห้งได้ (Thongwai และ Kunopakarn, 2007)   ในปัจจุบันการท่องเท่ียวแห่งประเทศไทยได้

มีการส่งเสริมการปลูกดอกปทุมมาเพื่อการท่องเท่ียว ซึ่งโรคใบจุดในดอกปทุมมาอาจส่งผลกระทบต่อ

การท่องเท่ียวได้  ท้ังนี้ราในสุกล Acremonium ยังทำให้เกิดโรค Acremonium collapse ในพืช

จำพวกแตง แตงโม และเมลอน ซึ่งมีลักษณะอาการทำให้รากของต้นกล้ามีการเปล่ียนสีเป็นสีน้ำตาล

เหลืองอ่อน จากนั้นจะเกิดเนื้อเยื่อตาย (Garcia-Jimenez และคณะ, 1994; Armengol และคณะ, 

1998) และนอกจากนี้ยังสามารถทำให้เกิดโรคเห่ียวแห้งในพืชจำพวกอ้อย โดยราท่ีทำให้เกิดโรคเหี่ยว

คือ A. furcatum (Ricaud และคณะ, 2012; Viswanathan และคณะ, 2012) ดังรูปท่ี 2.2 
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ท่ีมา : (Viswanathan และคณะ, 2012) 

 

Colletotrichum  

ราในสกุลนี้เป็นราท่ีสำคัญท่ีก่อให้เกิดโรคกับพืชเศรฐกิจมากมาย ซึ่งราสกุลนี้มักก่อให้เกิดโรค

แอนแทรคโนสเป็นส่วนใหญ่ โดยเกิดอาการท่ีใบ ลำต้น และผล มีลักษณะของอาการเป็นจุดทำให้เกิด

แผลยุบตัว   โรคท่ี เกิดจะมีได้สองแบบคือ โรคท่ีเกิดความเสียหายท่ีเกิดก่อนการเก็บเกี่ ยว 

(preharvest) และโรคท่ีเกิดความเสียหายระหว่างการเก็บรักษา (postharvest) (Freeman และ

คณะ , 1998) โดยมีรายงานการก่อโรคของราในสกุล Colletotrichum เช่น  Colletotrichum 

acutatum สามารถก่อโรคแอนแทรคโนสในสตรอเบอรี่ , แอปเปิ้ล, อะโวคาโด, อัลมอนด์, พีช, 

มะม่วง และพริก  เป็น ต้น  (Adaskaveg และ Hartin, 1997 ; Freeman และคณ ะ , 2001), 

Colletotrichum lindemuthianum สามารถผลิตเอนไซม์ท่ีย่อยสลายผนังเซลล์ของถั่วทำให้เกิดโรค

แอนแทรคโนส (Wijesundera และคณะ, 1989)   Colletotrichum gloeosporioides สามารถเกิด

โรคในพืชเศรฐกิจหลายชนิด เช่น มะละกอ มะม่วง และกล้วย โดยทำให้ผลไม้เหล่านี้เกิดความเสียหาย

ระหว่างการเพาะปลูก หลังการเก็บเกี่ยว และในระหว่างเก็บรักษา  (Baños และคณะ, 2002; 

Bautista-Baños แ ล ะ ค ณ ะ , 2003; Zakaria แ ล ะ ค ณ ะ , 2009; Zhou แ ล ะ ค ณ ะ , 2018)    

ลักษณะอาการโรคแอนแทรคโนสแสดงดังรูปท่ี 2.3 

 

 

 

 

ท่ีมา : (Freeman และคณะ, 1998) 

รูปที่ 2.2 โรคเห่ียวแห้งในพืชจำพวกอ้อย 

รูปที่ 2.3 โรคแอนแทรคโนสในอะโวคาโดและสตรอเบอรี่ 
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Fusarium 

ราในสกุลนี้เป็นราท่ีเจริญได้รวดเร็วและยังสามารถสร้างสปอร์ (conidia) ในปริมาณมากจึง

ทำให้ราในสกุลนี้สามารถแพร่พันธุ์ได้รวดเร็ว   ราสกุล Fusarium สามารถก่อโรคพืชได้หลากหลาย

ตามแต่ละสายพันธุ์ของรา  เช่น โรคฝักเน่าในข้าวโพดเกิดจาก  Fusarium moniliforme และ 

Fusarium proliferatum ทำให้ลดผลผลิตของข้าวโพดซึ่งเป็นพืชเศรษฐกิจและเป็นอาหารหลักของ

โลกท่ีสำคัญอีกชนิดหนึ่ ง (Velluti และคณะ , 2000)   ลักษณะอาการโรคฝักเน่าในข้าวโพด 

แสดงดังรูปท่ี 2.4 

 

 

 

 

ท่ีมา : (http://www.pestnet.org/fact_sheets/maize_fusarium_kernel_rot_224.htm) 

 

นอกจากนี้  F. moniliforme และ  F. proliferatum ยั งสามารถผลิตสารพิษจำพวก 

ไมโคทอกซินชนิดฟูโมนิซินบี 1 (fumonisin B1) ซึ่งสารพิษฟูโมนิซิน มีท้ังหมด 7 ชนิด คือ ฟูโมนิซิน

เอ 1 (fumonisin A1), ฟูโมนิซินเอ 2 (fumonisin A2), ฟูโมนิซินบี 1 (fumonisin B1), ฟูโมนิซินบี 2 

(fumonisin B2), ฟูโมนิซินบี 3 (fumonisin B3), ฟูโมนิซินบี 4 (fumonisin B4) และฟูโมนิซินซี 1 

(fumonisin C1) โดยสารพิษท่ีพบมากท่ีสุดและมีพิษรุนแรง ได้แก่ ฟูโมนิซินบี 1 และฟูโมนิซินบี 2 

(Bacon และ Nelson, 1994) ท่ีมีโครงสร้างทางเคมีดังรูปท่ี 2.5 ซึ่งสารพิษชนิดนี้สามารถทำให้เกิด

เนื้องอกในตับของหนู (Wang และคณะ, 1991) และยังเป็นพิษและเป็นสารก่อมะเร็งในม้าและ 

สุกรด้วย (Ross และคณะ, 1990) 

 

 

 

ท่ีมา : (Gelderblom และคณะ, 1988) 

รูปที่ 2.4 โรคฝักเน่าในข้าวโพด 

รูปที่ 2.5 โครงสร้างทางเคมีของฟูโมนิซินบี 1 และฟูโมนิซนิบี 2 
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ราสกุล Fusarium ยังสามารถก่อให้เกิดโรครากเน่า เช่น Fusarium solani ท่ีเป็นราท่ีทำให้

เกิดโรครากเน่าในและผลเน่าในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด เช่น ถั่วลิสง ถั่วเหลือง มะเขือเทศ และเมลอน 

เป็นต้น (Champaco และคณะ , 1993; Rojo และคณะ, 2007) โดยลักษณะอาการโรครากเน่า 

แสดงดังรูปท่ี 2.6 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : (Egamberdieva และคณะ, 2017) 

Pyricularia 

ราในสกุลนี้เป็นท่ีรู้จักกันอย่างแพร่หลายในการก่อโรคใบไหม้ในข้าว (rice blast disease) 

ซึ่งเป็นโรคท่ีก่อความเสียหายรุนแรงและมีการระบาดอย่างมากในประเทศไทย ทำให้ผลผลิตของข้าว

ลดลง และยังทำให้เกิดผลกระทบต่อภาวะขาดแคลนอาหารและเศรษฐกิจการส่งออกของข้าว ซึ่งเป็น

สินค้าส่งออกอันดับต้น ๆ ของประเทศไทย (Chutrakul และคณะ, 2009)   โรคใบไหม้ในข้าวเกิดจาก

การเข้าทำลายของ P. oryzae และสามารถสร้างความเสียหายในต้นข้าวได้ทุกส่วน ท้ังในระยะ 

ต้นกล้า จนถึงระยะท่ีข้าวออกรวง  โรคนี้จะทำให้ใบของต้นข้าวเกิดเป็นแผลรูปกลมหรือคล้ายรูปเพชร 

มีขอบของแผลเป็นสีน้ำตาลและทำให้ใบข้าวแห้งตาย  แผลสามารถขยายลุกลามและกระจายท่ัวท้ังใบ 

ดังรูปท่ี 2.7 อีกท้ังยังสามารถทำให้กล้าข้าวแห้งตายได้  หากเกิดโรคในระยะข้าวแตกกออาจพบ 

การเกิดโรคได้ท่ีใบ ข้อต่อของใบ และข้อต่อของลำต้น (Arazoe และคณะ, 2014) 

 

 

 

 

ท่ีมา : (http://duniatanicom.blogspot.com/2015/04/jenis-penyakit-blas-potong-leher-dan.html) 

รูปที่ 2.6 โรครากเน่าในต้นถั่วชิคพี 

รูปที่ 2.7 โรคใบไหม้ในข้าว 
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Phytophthora 

สกุล Phytophthora จัดเป็นกลุ่มส่ิงมีชีวิตคล้ายรา (fungal-like organism) หรือเรียกอีก

อย่างว่าราน้ำ (water mold) ท่ีสามารถทำให้เกิดโรคพืชได้   Phytophthora palmivora สามารถ

ก่อโรคได้ท้ังกับระบบราก ลำต้น และผล ในพืชมากกว่า 100 สายพันธุ์  โดยพืชเศรษฐกิจส่วนใหญ่ท่ี

เกิดโรคคือสับปะรด, มะละกอ, ส้ม, มะเขือเทศ, ยาสูบ, ยางพารา และโกโก้ เป็นต้น (Churngchow 

และ Rattarasarn, 2000; Hanada และคณะ, 2009)  ตัวอย่างการเกิดโรคในโกโก้แสดงดังรูปท่ี 2.8 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : (http://shawinieelaeis.blogspot.com/2016/01/disease-and-methods-control-of-cocoa.html) 

 

การควบคุมโรคพืชด้วยวิธีทางชีวภาพ 
 ในปัจจุบันการใช้สารเคมีในการควบคุมโรคพืชทำให้เกิดสารพิษตกค้างในผลผลิตและ

ส่ิงแวดล้อม จนทำให้เกิดอันตรายต่อชาวไร่ ชาวนา และผู้บริโภค (Choi และคณะ, 2017)   มีการใช้

สารเคมีควบคุมราก่อโรคพืชมีการใช้กันอย่างแพร่หลาย เช่น แมนโคเซบ (mancozeb), เมตาแลซิล 

(metalaxyl) และเทบูโคนาโซล (tebuconazole) เป็นต้น ซึ่งส่งผลต่อสุขภาพของคน ดังเช่นมีการ

รายงานว่า 1 µM แมนโคเซบ สามารถยับยั้งการสังเคราะห์สเตียรอยด์ท่ีเกี่ยวข้องกับการตกไข่ของ 

เพศหญิงได้ 33 เปอร์เซ็นต์ , 100 µM เทบูโคนาโซล ยับยั้ งได้ 65 เปอร์เซ็นต์ และ 500 µM  

เมตาแลซิล ยับยั้งได้ 31 เปอร์เซ็นต์ (Atmaca และคณะ, 2018) จึงทำให้นักวิทยาศาสตร์คิดค้นวิธี

เพื่อลดการใช้สารเคมีในการกำจัดโรคพืช โดยคิดค้นการใช้วิธีทางชีวภาพ (biocontrol) ซึ่งเป็นวิธี

ทางเลือกในการกำจัดส่ิงมีชีวิตท่ีเป็นสาเหตุของโรคพืช เช่น รา แบคทีเรีย หรือหนอนแมลงท่ีทำให้เกิด

โรคพืช (Pal และ Gardener, 2006)   วิธีทางชีวภาพสามารถใช้ได้ท้ังแบคทีเรียและราในการควบคุม

โรคพืช (Droby และคณะ, 2009)   การใช้แบคทีเรียในการควบคุมโรคพืชสามารถใช้ได้ท้ังแบคทีเรีย

แกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ โดยแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีรายงานว่าสามารถใช้เพื่อการควบคุม

รูปที่ 2.8 โรคผลเน่าดำในโกโก้ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 11 

ทางชีวภาพได้ ได้แก่ Bacillus sp., Streptococcus sp., Lactobacillus sp., Leuconostoc sp. 

แ ล ะ  Lactococcus sp. เป็ น ต้ น   ส่ ว น แ บ ค ที เรี ย แ ก ร ม ล บ  ไ ด้ แ ก่  Pseudomonas sp., 

Enterococcus sp., Pediococcus sp., Serratia sp. และ Acetobacter sp. (Deketelaere และ

คณะ, 2017; Hossain และคณะ, 2017)   แบคทีเรียกลุ่มใหญ่ท่ีนิยมใช้มากท่ีสุดในวิธีควบคุมทาง

ชีวภาพ คือ  แบคที เรียในสกุ ล  Bacillus ซึ่ งมี ม ากมายหลากหลายสายพั นธุ์ เช่น  Bacillus 

amyloliquefaciens (Priest แ ล ะ ค ณ ะ , 1987), B. cereus (Granum, 1994), B. pumilus 

(Munimbazi และ Bullerman, 1998), B. subtilis (Dubnau, 1991) และ B. velezensis (Ruiz-

Garcia และคณะ, 2005) เป็นต้น   Bacillus sp. เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน (rod 

shape) อยู่ในวงศ์ Bacillaceae เป็นแบคทีเรียท่ีต้องการอากาศหรือออกซิเจนในการเจริญเติบโต 

(aerobic bacteria) แต่บางชนิดสามารถเจริญได้ท้ังในภาวะท่ีมีออกซิ เจนและไม่มีออกซิเจน 

(facultative anaerobe)   นอกจากนี้ Bacillus sp. ยังเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างเอนโดสปอร์ 

(endospore forming bacteria) ซึ่งสปอร์ของ Bacillus sp. สามารถทนความร้อน ความแห้งแล้ง 

สารเคมี และภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมต่าง ๆ ได้ดี (Emmert และ Handelsman, 1999)   อีกท้ัง 

Bacillus sp. ยังเป็นแบคทีเรียประเภทแบคทีเรียในดินท่ีอาศัยอยู่บริเวณรากของต้นพืชและ 

มีความสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (plant-growth promoting rhizobacterium หรือ 

PGPR) (Li และคณะ, 1992), สามารถละลายฟอสเฟตในดินให้อยู่ในรูปท่ีพืชสามารถนำไปใช้ได้ 

(phosphate solubilization) (Hashem และคณะ , 2019), สามารถผลิตสารไซเดอร์โรฟอร์  

(siderophore) ท่ีช่วยดึงธาตุเหล็กมาให้อยู่ในรูปท่ีพืชสามารถใช้ได้ , และนอกจากนี้ Bacillus sp.  

ยังสามารถผลิตฮอร์โมนหรือสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช โดยฮอร์โมนมีบทบาทสำคัญใน  

การเจริญเติบโตของพืช โดยควบคุมและส่งผลต่อการพัฒนาช้ินส่วนของพืชท้ังหมด และดังนั้นจึงถือ

เป็นปัจจัยสำคัญในการเจริญเติบโตสำหรับพืช   ฮอร์โมนสำหรับพืชมี 5 กลุ่มใหญ่คือ ออกซิน 

(auxin), จิบเบอเรลลิน (gibberellin), กรดแอบไซซิค (abscisic acid), ไซโตไคนิน (cytokinin) และ

เอทิลีน (ethylene) ซึ่งจุลินทรีย์ PGPR สามารถผลิตฮอร์โมนหลายชนิดเหล่านี้ได้ และนอกจากนี้

จุลินทรีย์ PGPR ยังสามารถผลิตสารท่ีมีส่วนในการควบคุมศัตรูพืชด้วยกระบวนการชีวภาพ 

(biological control) และสามารถกระตุ้นภูมิคุ้มกันของพืช (induce systemic resistance) ได้อีก

ด้วย (Nguyen และคณะ, 2017; Hashem และคณะ, 2019)   มีการศึกษาและงานวิจัยมากมาย

เกี่ยวกับการใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียในสกุล Bacillus ในการควบคุมราก่อโรคพืชด้วยวิธีทาง

ชีวภาพดังสรุปไว้ในตารางท่ี 2.1 
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ตารางที่ 2.1 การควบคุมโรคพืชด้วยวิธีทางชีวภาพของแบคทีเรียในสกุล Bacillus 
สายพันธุ์ของแบคทีเรีย ชนิดของพืช สายพันธุ์ราก่อโรคพืช เอกสารอ้างอิง 

B. pumilus SE34 ยาสูบ Peronospora tabacina (Zhang และคณะ, 2002) 
Bacillus spp. แตงกวา Pythium spp. (Zhang และคณะ, 1996) 
Bacillus spp. ถั่วลิสง Cercosporidium 

personatum 
(Zhang และคณะ, 2001) 

B. subtilis AF1 ถั่วลิสง Aspergillus niger (Sailaja และคณะ, 1998) 
B. pumilus SE34 มะเขือเทศ Phytophthora infestans (Yan และคณะ, 2003) 
B. pumilus INR7 แตงกวา Colletotrichum arbiculare (Wei และคณะ, 1996) 

Bacillus spp. พริกช้ีฟ้า
ยาว 

Colletotrichum 
gloeosporioides 

(Yan และคณะ, 2003) 

Bacillus spp. ผักกาดเขียว
กวางตุ้ง 

Rhizoctonia solani (Yan และคณะ, 2003) 

B. velezensis AR1 พีช Glomerella cingulata (Regassa และคณะ, 
2018) 

B. velezensis CC09 ข้าวสาลี Blumeria graminis f. sp. 
tritici 

(Cai และคณะ, 2017) 

B. velezensis BS87 และ 
RK1 

สตรอเบอรี่ Fusarium oxysporum f. sp. 
fragariae 

(Nam และคณะ, 2009) 

B. subtilis RB14 มะเขือเทศ Rhizoctonia solani (Asaka และ Shoda, 
1996) 

B. amyloliquefaciens 
B9601-Y2 

ข้าวโพด Bipolaris maydis (Cui และคณะ, 2019) 

B. velezensis OEE1 โอลีฟ Verticillium dahliae (Azabou และคณะ, 
2020) 

    
B. velezensis 5YN8 และ 

DSN01 
พริกไทย Botrytis cinerea (Jiang และคณะ, 2018) 
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กลไกการยับยั้งราโรคพืชของแบคทีเรีย 
 กลไกในการยับยั้งราท่ีก่อโรคพืชของแบคทีเรียมีท้ังหมด 4 อย่าง ดังนี้ 

1) ภาวะการแข่งขัน (competition) ซึ่งเป็นการแข่งขันระหว่างแบคทีเรียและราก่อโรคพืช  

ซึ่งสามารถส่งผลในการควบคุมหรือยับยั้งของราก่อโรคพืช โดยการแข่งขันนี้จะแข่งขันกันในด้าน

อาหารและองค์ประกอบท่ีจำเป็นในการเจริญเติบโตในดินและรอบ ๆ รากของพืช เนื่องจากแบคทีเรีย

มีการเจริญเร็วกว่าราก่อโรคพืช จึงทำให้แบคทีเรียใช้สารอาหารบางชนิดไปอย่างรวดเร็ว ส่งผลทำให้

ราก่อโรคพืชถูกจำกัดการใช้สารอาหาร และถูกยับยั้งการเจริญ  อีกท้ังแบคทีเรียยังมีการแย่งใช้

องค์ประกอบสำคัญบางอย่างภายในดิน เช่น ธาตุเหล็ก ซึ่งเป็นองค์ประกอบสำคัญอย่างหนึ่งท่ีพบได้

ท่ัวไปในดิน แต่ส่วนใหญ่มักพบในรูปท่ีไม่ละลายน้ำ ซึ่งแบคทีเรียจะผลิตสารไซเดอร์โรฟอร์ ท่ีสามารถ

จับกับไอออนของธาตุเหล็กท่ีมีอิเล็กตรอนคู่อิสระอยู่ทำให้สามารถดูดซึมไซเดอร์โรฟอร์เข้าสู่เซลล์และ

พืชยังสามารถรับธาตุเหล็กได้ด้วย การแข่งขันนี้จะทำให้ราก่อโรคพืชขาดธาตุเหล็กท่ีใช้ในการ

เจริญเติบโตทำให้สามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชในท่ีสุ ด (Chet และคณะ , 1990 ; 

Handelsman และ Stabb, 1996) 

2) ภาวะปรสิตและการย่อยสลาย (parasitism and lysis) เนื่องจากผนังเซลล์ของรามีไคติน

เป็นองค์ประกอบส่วนใหญ่ แบคทีเรียจะผลิตเอนไซม์บางชนิดท่ีมีสมบัติในการย่อยสลายผนังเซลล์ของ

รา (cell wall digesting enzyme) หรือเอนไซม์ท่ีสามารถไฮโดรไลซ์ซับสเตรตท่ีเป็นส่วนประกอบ

ของผนังเซลล์ของรา (hydrolytic enzyme) ซึ่งนำไปสู่การสลายตัวของโครงสร้างของรา   เอนไซม์

เหล่านี้ได้แก่ ไคทิเนส (chitinase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีทำให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซ์สลายพันธะ β-1,4 

ไกลโคซิดิก (glycosidic bond) ระหว่างโมเลกุลของชีวโพลิเมอร์ ท่ีประกอบด้วยน้ำตาลชนิด  

N-อะซีติลกลูโคซามีน, กลูแคเนส (glucanase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีทำให้เกิดปฏิกิริยาการไฮโดรไลซ์

กลูแคนให้เป็นน้ำตาลกลูโคส และโปรตีเอส (protease) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีทำให้เกิดปฏิกิริยาการย่อย

โปรตีน เป็นต้น (Chet และคณะ, 1990; Ab Rahman และคณะ, 2018) 

3) การผลิตสารปฏิชีวนะ (antibiotic production) การควบคุมราก่อโรคพืชทางชีวภาพส่วน

ใหญ่มักเกิดจากสารปฏิชีวนะหลายชนิด โดยสารปฏิชีวนะสามารถทำลายหรือเป็นพิษต่อจุลินทรีย์อื่น    

ท้ังนี้แบคทีเรียส่วนใหญ่สามารถผลิตและหล่ังสารปฏิชีวนะได้อย่างน้อย 1 ชนิด (Handelsman และ 

Stabb, 1996; Ab Rahman และคณะ, 2018)  ตัวอย่างสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียแสดงดังตารางท่ี 

2.2 เช่น บาซิลโลมัยซิน  (bacillomycin) ซึ่ งเป็นพอลิเพปไทด์ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้ งรา , คาโนซามีน 
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(kanosamine) ซึ่งเป็นสารประกอบกลุ่มอะมิโนชูการ์ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งราแท้และราน้ำ และอิทูริน A 

(iturin A) ซึ่งเป็นลิโพเปปไทด์ท่ีมีสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและมีฤทธิ์ยับยั้งรา เป็นต้น (Pal 

และ Gardener, 2006) 

ตารางที่ 2.2 ตัวอย่างสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ (ดัดแปลงจาก Pal และ Gardener 

(2006)) 

 สายพันธุ์ของแบคทีเรีย ชนิดของสารปฏิชีวนะ สายพันธุ์ราก่อโรคพืช 
Bacillus amyloliquefaciens 

FZB42 
bacillomycin และ fengycin Fusarium oxysporum 

Bacillus cereus UW85 zwittermicin a และ 
kanosamine 

Phytophthora medicaginis 
และ  

Pythium aphanidermatum 
Bacillus subtilis AU195 bacillomycin d Aspergillus flavus 

B. subtilis BBG100 mycosubtilin P. aphanidermatum 
B. subtilis QST713  iturin A Botrytis cinereal และ 

Rhizoctonia solani 
Burkholderia cepacia pyrrolnitrin, pseudane R. solani และ 

Pyricularia oryzae 
Lysobacter sp. SB-K88 xanthobaccin a Aphanomyces cochlioides 
P. fluorescens 2-79 และ 

30-84 
phenazine Gaeumannomyces 

graminis var. tritici 
Pseudomonas fluorescens 

F113 
2, 4-diacetylphloroglucinol Pythium spp. 

P. fluorescens Pf-5  pyoluteorin และ pyrrolnitrin Pythium ultimum 
และ R. solani 

Streptomyces 
hygroscopicus 
var. geldonus. 

geldanomycin R. solani 
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4) การกระตุ้นภูมิคุ้มกันของพืช (induced systemic resistance) ซึ่งเป็นการชักนำให้พืช

เกิดความต้านทานทางสรีรวิทยา เพื่อเพิ่มความสามารถในการป้องกันโรคพืชได้มากขึ้น ซึ่งการกระตุ้น

ภูมิคุ้มกันนี้พืชจะได้รับการกระตุ้นหรือได้รับส่ิงเร้าจากส่ิงแวดล้อม โดยท่ีสารหรือเช้ือควบคุมทาง

ชีวภาพบางชนิดทำให้เกิดการกระตุ้นเพื่อเพิ่มความทนทานต่อการติดโรคพืชทางอ้อมได้   การกระตุ้น

ภูมิ คุ้มกันมี 2 ประเภทท่ีแตกต่างกันคือ systemic acquired resistance (SAR) และ induced 

systemic resistance (ISR) ซึ่งโดยท่ัวไปแล้ว SAR จะถูกกระตุ้นโดยเช้ือก่อโรคในขณะท่ี ISR จะถูก

กระตุ้นด้วยจุลินทรีย์ท่ีไม่ก่อให้เกิดโรค   การกระตุ้นผ่าน SAR จะเกิดจากการผลิตกรดซาลิไซลิกท่ีทำ

หน้าท่ีเป็นสารส่ือกลางท่ีส่งผลต่อการแสดงออกของโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องกับการเกิดโรค (pathogenesis 

related protein) เช่น PR-1, PR-2, ไคทิเนส และเพอร์ออกซิเดสบางชนิด ซึ่งโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องกับ

การเกิดโรคเหล่านี้สามารถทำให้เกิดการสลายของเซลล์ท่ีถูกบุกรุกได้ และช่วยในการเสริมความ

แข็งแรงของเยื่อหุ้มเซลล์เพื่อต่อต้านการติดเช้ือหรือชักนำให้เกิดการตายของเซลล์ท่ีติดเช้ือด้วย    

ส่วนการกระตุ้นผ่าน ISR จะถูกกระตุ้นด้วยสารส่ือกลางซึ่งคือ กรดจัสโมนิก (jasmonic acid) หรือ

เอธิลีน (ethylene) ซึ่งอาจผลิตขึ้นจากแบคทีเรียท่ีไม่ก่อโรคท่ีอาศัยอยู่บริเวณรอบรากของต้นพืช โดย

การตอบสนองของ ISR จะทำให้เกิดการเสริมความแข็งแรงของผนังเซลล์ของพืชและเกิดการ

เปล่ียนแปลงของสรีรวิทยาของพืช (Singh, 2014)   ภาพรวมของกลไกการยับยั้งราก่อโรคพืชของ

แบคทีเรีย แสดงดังรูปท่ี 2.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : (Singh, 2014) 

 

รูปที่ 2.9 ภาพรวมของกลไกการยับย้ังราโรคพืชของแบคทีเรีย 
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สารลดแรงตึงผิว 
 สารลดแรงตึงผิว (surfactant) เป็นสารท่ีมีความสามารถลดแรงตึงผิวของของเหลว ช่วยให้

กระจายตัวได้ง่ายขึ้น และยังสามารถลดแรงยึดระหว่างผิวของของเหลวกับผิวของสารอื่นท่ีอาจเป็น

ของแข็ง, ของเหลว และแก๊ส   สารลดแรงตึงผิวมักเป็นสารอินทรีย์ท่ีมีสารประกอบท่ีเป็นแอมฟิพาธิค 

(amphipathic) ท่ีหมายถึง สารประกอบท่ีมีโครงสร้างโมเลกุลแบ่งออกได้เป็น 2 ส่วน คือ ส่วนหัวท่ี

ชอบน้ำ ซึ่งเรียกว่า ไฮโดรฟิลิก (hydrophilic) และส่วนหางท่ีชอบไขมัน ซึ่งเรียกว่า ไฮโดรโฟบิก 

(hydrophobic)   ดังนั้นจึงสามารถละลายได้ท้ังในตัวทำละลายสารอินทรีย์และน้ำ   สารลดแรงตึงผิว

จึงมีส่วนท่ีมีขั้ว (polar) และไม่มีขั้ว (non-polar) ซึ่งเมื่อโมเลกุลเหล่านี้อยู่บริเวณท่ีเช่ือมต่อระหว่าง

น้ำกับอากาศหรือระหว่างน้ำกับน้ำมันแล้ว จะมีโครงสร้างเป็นไมเซลล์ (micelle) โดยหันหัวท่ีชอบน้ำ

ออกและหันส่วนท่ีไม่ชอบน้ำเข้ามารวมกัน (Mishra และคณะ, 2009) ดังรูปท่ี 2.10 

 

 

 

 

ท่ีมา : (https://alchetron.com/Surfactant) 

 

สารลดแรงตึงผิวสามารถจัดจำแนกได้ตามประจุของส่วนท่ีชอบน้ำได้เป็น 4 ประเภท ได้แก่  

สารลดแรงตึงผิวแบบไม่มีประจุท่ีส่วนหัวจะเรียกว่า nonionic, สารลดแรงตึงผิวท่ีส่วนหัวมีไอออน 

ประจุลบจะเรียกว่า anionic, ส่วนสารลดแรงตึงผิวท่ีส่วนหัวมีไอออนประจุบวกจะเรียกว่า cationic, 

และสารลดแรงตึงผิวท่ีส่วนหัวมีท้ังประจุบวกและประจุลบเรียกว่า amphoteric หรือ zwitterionic 

(Mishra และคณะ, 2009) ซึ่งแต่ละประเภทมีรายละเอียดดังนี้ 

1. สารลดแรงตึงผิวกลุ่มนอนไอออนิก (non-ionic surfactant)   สารลดแรงตึงผิวกลุ่ม

นี้ไม่มีประจุไฟฟ้า ซึ่งทำให้ทนต่อความกระด้างของน้ำ   สารลดแรงตึงผิวในกลุ่มนี้จะมีความระคาย

เคืองน้อยกว่าสารลดแรงตึงผิวประจุลบและสารลดแรงตึงผิวประจุบวก   ส่วนท่ีชอบน้ำประกอบด้วย

อนุพันธ์ของพอลิออกซีเอธิลีน, พอลิออกซีโพรไพลีน หรือพอลิออล   ส่วนท่ีไม่ชอบน้ำจะมีกรดไขมัน

อิ่มตัว, กรดไขมันไม่อิ่มตัว หรือแฟตต้ีแอลกอฮอล์ ซึ่งทำให้สารลดแรงตึงผิวกลุ่มนี้ถูกใช้เป็นน้ำยาขจัด

คราบไขมันและทำให้เกิดอิมัลชันท่ีดีมาก   สารลดแรงตึงผิวกลุ่มนอนไอออนิกสามารถเป็นพอลิออล

รูปที่ 2.10 โครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวและการเกิดไมเซลล์ของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิว 

https://alchetron.com/Surfactant
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เอสเทอร์, พอลิออกซีเอธิลีนเอสเทอร์ และพอล็อกซะเมอร์ (poloxamer) ซึ่งพอลิออลเอสเทอร์ 

ประกอบด้วยไกลคอล, กลีเซอรอลเอสเทอร์ และอนุพันธ์ซอร์บิแทน   ส่วนพอลิออกซีเอธิลีนเอส 

เทอร์ประกอบด้วยพอลิเอธิลีนไกลคอล (PEG-40 , PEG-50 , PEG-55)   สารลดแรงตึงผิวกลุ่ม 

นอนไอออนิกท่ีนิยมใช้กันมากท่ีสุดคือ อีเทอร์ของแฟตต้ีแอลกอฮอล์ ซึ่งมีลักษณะโครงสร้างทางเคมี  

ดังรูปท่ี 2.11   ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ท่ีมีสารลดแรงตึงผิวกลุ่มนี้เป็นองค์ประกอบ ได้แก่ ผงซักฟอก และ

สารขจัดคราบฝังแน่น เป็นต้น (Mishra และคณะ, 2009; Vijayakumar และ Saravanan, 2015)  

 

 

 

ท่ีมา : (Mishra และคณะ, 2009) 

 

2. สารลดแรงตึงผิวแอนไอออนิก (anionic surfactant)   สารลดแรงตึงผิวชนิดนี้ถูกใช้

อย่างแพร่หลายในการผลิตแชมพู เพราะมีสมบัติในการทำความสะอาดท่ีดีมาก และทำหน้าท่ีให้ 

ความนุ่มล่ืนกับเส้นผม   สารลดแรงตึงผิวกลุ่มนี้ยังมีประสิทธิภาพในการทำความสะอาดน้ำมัน  

จึงนิยมนำไปผลิตน้ำยาล้างจานและผงซักฟอก   สารลดแรงตึงผิวแบบแอนไอออนิกท่ีใช้กันมากท่ีสุด

คือ แอลคิลซัลเฟต, แอลคิลเอธอกซีเลต, ซัลเฟต และสบู่ (Mishra และคณะ, 2009; Vijayakumar 

และ Saravanan, 2015) ซึ่งมีลักษณะโครงสร้างทางเคมีดังรูปท่ี 2.12 

 

 

 

ท่ีมา : (Mishra และคณะ, 2009) 

 

3.  สารลดแรงตึงผิวชนิ ดประ จุบวก (cationic surfactant) เป็นสารประกอบ 

ควอเทอนารีแอมโมเนียม และส่วนใหญ่จะมีสมบั ติในการฆ่าเช้ือโรคและใช้เป็นสารถนอม 

(preservative)   สารลดแรงตึงผิวแคทไอออนนิกสามารถใช้กับผิวหนังเพื่อทำความสะอาดบาดแผล

หรือแผลไหม้ และเนื่องจากสารลดแรงตึงผิวประเภทนี้สามารถเกาะกับพื้นผิวได้ดี จึงนิยมนำมาใช้ใน

ผลิตภัณฑ์ครีมนวดผม และน้ำยาปรับผ้านุ่ม เป็นต้น (Mishra และคณะ, 2009; Vijayakumar และ 

รูปที่ 2.11 โครงสร้างทางเคมีของอีเทอร์แฟตต้ีแอลกอฮอล์ 

รูปที่ 2.12 โครงสร้างทางเคมีของแอลคิลซัลเฟตแบบเส้นตรงกับแบบแตกกิ่ง 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 18 

Saravanan, 2015)   ตัวอย่างของสารลดแรงตึงผิวกลุ่มนี้ คือ เอสเทอร์ควอท (esterquat) ซึ่งมี

ลักษณะโครงสร้างทางเคมีดังรูปท่ี 2.13  

 

 

 

 

ท่ีมา : (Mishra และคณะ, 2009) 

 

4. สารลดแรงตึงผิวแอมโฟ เทอริก  (amphoteric surfactant) หรือสารลดแรง 

ตึงผิวสวิทเทอร์ไอออน (zwitterionic surfactant)   สารลดแรงตึงผิวประเภทนี้มีท้ังประจุบวกและ

ประจุลบในโมเลกุลเดียวกัน โดยประจุบวกจะเกิดจากแอมโมเนียมเสมอ แต่ประจุลบอาจแตกต่างกัน

ไปเช่น คาร์บอกซิเลต ซัลเฟต หรือซัลโฟเนต  สามารถทนน้ำกระด้างได้ มีความอ่อนละมุนต่อผิว  

จึงนิยมใช้ในผลิตภัณฑ์จำพวกสบู่และครีมอาบน้ำ เป็นต้น (Mishra และคณะ, 2009; Vijayakumar 

และ Saravanan, 2015) ตัวอย่างของสารลดแรงตึงผิวกลุ่มนี้คือ แอลคิลบีเทน (alkyl betaine) ซึ่งมี

ลักษณะโครงสร้างทางเคมีดังรูปท่ี 2.14 

 
 

 

 

ท่ีมา : (Mishra และคณะ, 2009) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) เป็นสารลดแรงตึงผิวท่ีผลิตโดยจุลินทรีย์   ด้วย

สมบัติท่ีมีประโยชน์ท่ีหลากหลายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จึงทำให้มีการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพในด้านต่าง ๆ   นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังมีความจำเพาะ มีความเป็นพิษต่ำ 

และง่ายต่อการประยุกต์ใช้ จึงถูกนำมาใช้ในหลายอุตสาหกรรม เช่น สารเคมีอินทรีย์ , ปิโตรเลียม, 

ปิโตรเคมีเหมืองแร่, โลหะวิทยา, เคมีเกษตร, ปุ๋ย, อาหาร, เครื่องด่ืม, เครื่องสำอาง, ยา และอื่น ๆ    

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถใช้เป็นอิมัลซิไฟเออร์, ดีมัลซิไฟเออร์, ตัวทำละลาย, สารท่ีทำให้เกิด

รูปที่ 2.13 โครงสร้างทางเคมีของเอสเทอร์ควอท 

รูปที่ 2.14 โครงสร้างทางเคมีของแอลคิลบีเทน 
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ฟอง, ตัวแพร่กระจาย, ส่วนผสมอาหาร, และผงซักฟอก   นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยัง

สามารถนำไปใช้ประโยชน์ในการเก็บและกำจัดน้ำมันดิบท่ีปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อมได้ (Volkering และ

คณะ, 1997) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพส่วนใหญ่เป็นโมเลกุลท่ีซับซ้อนท่ีประกอบด้วยโครงสร้างท่ีแตกต่างกัน  

ซึ่งสามารถแบ่งออกเป็น 5 ประเภท ดังนี้ (Mercade และ Manresa, 1994) 

1. ไกลโคลิพิด ซึ่งเป็นโครงสร้างคาร์โบไฮเดรตท่ีเช่ือมพันธะกับกรดอะลิฟาติกสายยาวหรือ

กรดไฮดรอกซีอะลิฟาติก   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มนี้ได้แก่ แรมโนลิพิด ( rhamnolipid),  

ทรีฮาโลลิพิด (trehalolipid) และโซโฟโรลิพิด (sophorolipid) (Vijayakumar และ Saravanan, 

2015) 

1.1. แรมโนลิพิด (rhamnolipid) ซึ่งคือไกลโคลิพิดท่ีมีหนึ่งหรือสองโมเลกุลของน้ำตาล

แรมโนสเช่ือมพันธะกับหนึ่งหรือสองโมเลกุลของกรดไฮดรอกซีเดคะโนอิก มีลักษณะ

โครงสร้างทางเคมีตามรูปท่ี 2.15 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : (Soberón-Chávez และคณะ, 2005) 

 

จุ ลิ นทรีย์ ท่ี ส ามารถผลิตแลม โน ลิพิ ด ส่ วน ใหญ่ จะ เป็ น แบค ที เรีย ในสกุ ล 

Pseudomonas เช่น P. aeruginosa PAO1 ซึ่งสามารถผลิตไดแรมโนลิพิดได้ (Davey และ

คณะ, 2003)   นอกจากแบคทีเรียในสกุล Pseudomonas แล้ว ยังมีแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น 

ท่ีสามารถผลิตแรมโนลิพิดได้ เช่น Thermus thermophilus HB8 ซึ่งสามารถผลิตได้ท้ัง 

โมโนแรมโนลิพิดและไดแรมโนลิพิด (Pantazaki และคณะ, 2011) 

1.2 ทรีฮ า โล ลิพิ ด  (trehalolipid) ซึ่ งมี โค รงสร้ าง เป็ น ไดแซ็ กคาไร ด์ท รีฮ า โลส 

(disaccharide trehalose) เช่ือมพันธะกับ C-6 และ C-6' กับกรดมัยคอลิก (mycolic 

acid) โดยจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตได้ส่วนใหญ่อยู่ในสกุล Mycobacterium, Nocardia และ 

รูปที่ 2.15 โครงสร้างทางเคมีของแรมโนลิพิด 
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รูปที่ 2.17 โครงสร้างทางเคมีของโซโฟโรลิพิด 

Corynebacterium   นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า Rhodococcus สามารถผลิตทรีฮาโลลิพิด

ได้ (White และคณะ, 2013)  ทรีฮาโลลิพิดท่ีผลิตจากส่ิงมีชีวิตท่ีแตกต่างกันจะมีขนาดและ

โครงสร้างของกรดมัยคอลิก และจำนวนอะตอมของคาร์บอนท่ีแตกต่างกัน (Gautam และ 

Tyagi, 2006; White และคณะ, 2013) มีลักษณะโครงสร้างทางเคมีตามรูปท่ี 2.16 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : (Kuyukina และคณะ, 2015) 

 

1.3 โซโฟโรลิพิด (sophorolipid) ซึ่งส่วนใหญ่สามารถผลิตได้โดยจุลินทรีย์พวกยีสต์  

โดยโซโฟโรลิพิดประกอบด้วยโมเลกุลคู่ของคาร์โบไฮเดรตโซโฟโรสท่ีเช่ือมพันธะกับ 

กรดไขมันไฮดรอกซิล โดยการเช่ือมพันธะนั้นจะใช้พันธะไกลโคซิดิก ซึ่งมีลักษณะโครงสร้าง

ทางเคมีตามรูปท่ี 2.17   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดนี้จะมีส่วนโมเลกุลท่ีแตกต่างกัน 6 ถึง 

9 โมเลกุลท่ีชอบน้ำของโซโฟโรลิพิด (Gautam และ Tyagi, 2006) ซึ่งมีรายงานว่า Candida 

bombicola สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดโซโฟโรลิพิดได้ (Daverey และ Pakshirajan, 

2010) 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : (Van Bogaert และคณะ, 2011) 

รูปที่ 2.16 โครงสร้างทางเคมีของทรีฮาโลลิพิด 
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2. ลิโพเปปไทด์ (lipopeptide) เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีประกอบด้วยไขมันติดอยู่กับ 

สายพอลิเปปไทด์ในลักษณะเป็นวงขนาดใหญ่ โดยไฮโดรคาร์บอนหนึ่งหรือสองตัวจะทำงานหน้าท่ี 

เป็นหางท่ีไม่ชอบน้ำ ในขณะท่ีสายของเปปไทด์จะทำหน้าท่ีเป็นหัวที่ชอบน้ำ   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

หลายชนิดในกลุ่มนี้มีความสามารถในการออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย สาหร่าย รา และไวรัส    

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโพเปปไทด์ท่ีเป็น ท่ีรู้ จักอย่างแพร่หลาย ได้แก่  อิทูริน ( iturin),  

เซอร์แฟกทิน (surfactin) และเฟนจีซิน (fengycin) ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้  (Vijayakumar และ 

Saravanan, 2015) 

เซอร์แฟกทินเป็นสารลดแรงตึงผิวแบบไซคลิกลิโพเปปไทด์ ซึ่งเป็นหนึ่งในสารลดแรง

ตึงผิวทางชีวภาพท่ีออกฤทธิ์ได้ดีท่ีสุด   โครงสร้างของเซอร์แฟกทินจะเป็นวงแหวนของ

กรดอะมิโนท้ังเจ็ดเช่ือมพันธะกับกรดไขมันผ่านพันธะท่ีเรียกว่า lactone ซึ่งมีลักษณะ

โครงสร้างทางเคมีตามรูปท่ี 2.18   การศึกษาก่อนหน้านี้รายงานสมบัติการยับยั้งเช้ือก่อโรค

ต่าง ๆ โดยเซอร์แฟกทิน เช่น B. subtilis 6051 มีความสามารถในการผลิตเซอร์แฟกทิน 

ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ Pseudomonas syringae ท่ีก่อให้เกิดโรคในต้นอะราบิดอพซิส 

โดยสามารถลดการเกิดโรคได้ถึ ง 70 เปอร์ เซ็น ต์ (Bais และคณะ , 2004), Bacillus 

mojavensis RRC 101 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดเซอร์แฟกทินท่ีมีฤทธิ์ยับย้ัง

ราโรคพืช Fusarium verticillioides ท่ีก่อให้เกิดโรคในข้าวโพด (Snook และคณะ, 2009) 

และ B. amyloliquefaciens KPS46  ท่ี ผ ลิต เซอร์แฟ กทินซึ่ งมี สมบั ติ ในการยับยั้ ง 

Xanthomonas axonopodis pv. glycines ซึ่ งเป็นแบคทีเรียก่อโรคใน ต้นถั่ว เหลือง  

เป็นต้น (Preecha และคณะ, 2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : (Chen และคณะ, 2015) 

รูปที่ 2.18 โครงสร้างทางเคมีของเซอร์แฟกทิน 
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3. ฟอสโฟลิพิด (phospholipid) เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้โดยแบคทีเรียและยีสต์

จำนวนมาก   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดนี้จะเกิดพันธะเอสเทอร์ขึ้นระหว่างหมู่แอลกอฮอล์ของลิพิด

และฟอสเฟต (Vijayakumar และ Saravanan, 2015) ซึ่งมีลักษณะโครงสร้างทางเคมีตามรูปท่ี 2.19 

โดยมีการรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประเภทฟอสโฟ ลิพิ ดใน  Thiobacillus 

thiooxidans (Beebe และ Umbreit, 1971) 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : (Gautam และ Tyagi, 2006) 

 

4. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพพอลิเมอร์ (polymeric biosurfactant) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน

กลุ่มนี้ ท่ีได้รับการศึกษามากท่ีสุด ได้แก่ อิมัลแซน  (emulsan), ลิโพแซน (liposan), อะลาแซน 

(alasan), ลิโพแมนแนน (lipomannan) และสารประกอบเชิงซ้อนของพอลิแซ็กคาไรด์กับโปรตีน 

ชนิดอื่น ๆ ซึ่งมีลักษณะเป็นพอลิเมอร์ในธรรมชาติ (Vijayakumar และ Saravanan, 2015) โดยมี

รายงานว่า Acinetobacter venetianus RAG-1 มีความสามารถในการผลิตอิมัลแซนได้ (Castro 

และคณะ, 2008) ซึ่งอิมัลแซนมีลักษณะโครงสร้างทางเคมีตามรูปท่ี 2.20 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา : (Castro และคณะ, 2008) 

 

รูปที่ 2.19 โครงสร้างทางเคมีของฟอสโฟลิพิด 

รูปที่ 2.20 โครงสร้างทางเคมีของอิมัลแซน 
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5. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค (particulate biosurfactant) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ประเภทนี้จะเป็นเย่ือหุ้มเซลล์ส่วนนอกของเวซิเคิล (extracellular membrane vesicle) ท่ีสามารถ

รวมตัวเป็นไมโครอิมัลชันได้ ซึ่งมีบทบาทสำคัญในการดูดซับแอลเคนเข้าสู่เซลล์ของจุลินทรีย์ 

(Vijayakumar และ Saravanan, 2015) 

 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการควบคุมโรคพืช 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถใช้ประโยชน์ได้หลายอย่าง เช่น สามารถใช้ในการแยกน้ำมัน

ท่ีปนเปื้อนในส่ิงแวดล้อมออกได้และยังสามารถช่วยในกระบวนการย่อยสลายน้ำมันท่ีปนเปื้อนใน

ส่ิงแวดล้อมได้อีกด้วย (Sharma และคณะ, 2018)   นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวภาพยังมีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งราท่ีก่อโรคพืช เช่น Bacillus velezensis RC 218 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีมี

ฤทธิ์ยับยั้ง Fusarium graminearum ท่ีเป็นสาเหตุของโรครวงแห้งในข้าวสาลีได้ 42 และ76 

เปอร์เซ็นต์ (Palazzini และคณะ, 2016)   Płaza และคณะ (2013) ได้ศึกษาเซอร์แฟกทินท่ีผลิตจาก 

B. subtilis เพื่อยับยั้งราโรคพืช 4 ชนิด ได้แก่ Botrytis cinerea ท่ีสามารถยับยั้งได้ 51 เปอร์เซ็นต์, 

Sclerotinia sclerotiorum ท่ีสามารถยับยั้งได้ 52 เปอร์เซ็นต์, Colletotrichum gloeosporioides 

ท่ีสามารถยับยั้งได้ 45 เปอร์เซ็นต์ และ Phoma complanate ท่ีสามารถยับยั้งได้ 38 เปอร์เซ็นต์    

Singh และคณะ (2014) รายงานว่า B. amylofaciens สายพันธุ์ AR2 สามารถสร้างสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพประเภทลิโพเปปไทด์ ท่ีสามารถยับยั้ งการเจริญของ Scopulariopsis acremonium, 

Microsporum gypseum และ Fusarium oxysporum ได้ 80, 78 และ 75 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ   

Kim และคณะ (2004) ได้ศึกษา B. thuringiensis สายพันธุ์ CMB26 พบว่าสามารถผลิตลิโพเปปไทด์

ท่ีมี โครงสร้างทางเคมี ค ล้ายกับ เฟน จีซินและมี ฤทธิ์ ยับยั้ งการเจริญของ Colletotrichum 

gloeosporioides ท่ีความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสุดเท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร   จากการศึกษา

ของ Debode และคณะ (2007) รายงานว่า Pseudomonas sp. สายพันธุ์  CMR12a, PNA1, 

7NSK2 และ PCL1391 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ของ 

Verticillium longisporum ได้ถึง 80 เปอร์เซ็นต์   Wu และคณะ (2019) ได้ศึกษา Bacillus sp. 

CS30 ท่ีผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอร์แฟกทินท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ Magnaporthe 

grisea ท่ีความเข้มข้นน้อยท่ีสุดเท่ากับ 25 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร  และ Stanghellini และ Miller 

(1997) ได้ ศึกษา Pseudomonas aeruginosa R4 ท่ีผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประเภท 

แรมโนลิพิดท่ีสามารถย่อยสลายซูโอสปอร์และผนังเซลล์ของ Plasmopara lactucea-radicis, 
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Phytophthora capsici และ Pythium aphanidermatum ท่ีความเข้มข้นน้อยท่ีสุดเท่ากับ 5, 15 

และ 25 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ตามลำดับ 

 

ปัจจัยด้านองค์ประกอบของอาหารที่มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

1. แหล่งคาร์บอน 

แหล่งคาร์บอนคือ แหล่งพลังงานหลักของจุลินทรีย์ ท่ีได้จากสารอินทรีย์เพื่อใช้ในการ

เจริญเติบโต   มีการศึกษามากมายท่ีมีการปรับเปล่ียนแหล่งคาร์บอนของสูตรอาหารเพื่อเพิ่มผลผลิต

ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น Pereira และคณะ (2013) ได้ศึกษาการปรับเปล่ียนแหล่งคาร์บอน

ชนิดต่าง ๆ เพื่อเพิ่มผลผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก Bacillus subtilis จำนวน 3 สาย

พันธุ์ ได้แก่ 309, 311 และ 573 โดยมีแหล่งคาร์บอนท้ังหมด 12 ชนิดคือ โซเดียมอะซีเตต ,  

โซเดียมซิเตรต, ฟรุกโทส, กลูโคส, กลีเซอรอล, แลคโทส, สารสกัดจากเนื้อ , พาราฟฟิน , ซูโครส,  

n-เฮกซะดีเคน, ทริปโตน, และสารสกัดจากยีสต์   ผลการศึกษาพบว่า B. subtilis ท้ังสามสายพันธุ์

เมื่อใช้แหล่งคาร์บอนเป็นซูโครสสามารถผลิตเซอร์แฟกทินได้มากท่ีสุดเมื่อเทียบกับแหล่งคาร์บอนอื่น   

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน เช่น Ghribi และ Ellouze-

Chaabouni (2011) ได้ศึกษาปริมาณของกลูโคสต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. subtilis 

SPB1 โดยใช้กลูโคส 15, 20, 25, 30, 35, 40 และ 45 กรัมต่อลิตร ผลการศึกษาพบว่า B. subtilis 

SPB1 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดเมื่อใช้กลูโคสท่ี 40 กรัมต่อลิตร โดยสามารถ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 720 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

2. แหล่งไนโตรเจน 

แหล่งไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบสำคัญของการสังเคราะห์กรดอะมิโน ซึ่งกรดอะมิโนเป็น

องค์ประกอบของโปรตีนทุกชนิดในส่ิงมีชีวิต   มีการศึกษามากมายท่ีมีการปรับเปล่ียนแหล่งไนโตรเจน

ของสูตรอาหาร เช่น Pereira และคณะ (2013) ได้ศึกษาการปรับเปล่ียนแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ 

เพื่อเพิ่มผลผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้จาก B. subtilis จำนวน 3 สายพันธุ์ ได้แก่ 309, 

311 และ 573 โดยมีแหล่งไนโตรเจนท้ังหมด 8 ชนิดคือ แอมโมเนียมซิเตรต, แอมโมเนียมไนเตรต, 

แอมโมเนียมซัลเฟต, สารสกัดจากเนื้อ, โซเดียมไนเตรต, ทริปโตน , ยูเรีย, และสารสกัดจากยีสต์    

ผลการศึกษาพบว่า B. subtilis สายพันธุ์ 309 และ 311 สามารถผลิตเซอร์แฟกทินได้มากท่ีสุดเมื่อมี
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แหล่งไนโตรเจนเป็นสารสกัดจากยีสต์  แต่ B. subtilis สายพันธุ์ 573 สามารถผลิตเซอร์แฟกทินได้

มากท่ีสุดเมื่อมีแหล่งไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียมซัลเฟต   Ghribi และ Ellouze-Chaabouni (2011) 

ได้ศึกษาการปรับเปล่ียนแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ คือ เคซีน , สารสกัดจากเนื้อ, ยูเรีย, เคซีนท่ีย่อย

จากตับอ่อน และสารสกัดจากยีสต์ โดยพบว่า B. subtilis SPB1 เมื่อเล้ียงในอาหารท่ีมียูเรียเป็นแหล่ง

ไนโตรเจนสามารถทำให้ B. subtilis SPB1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุด โดยสามารถผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 720 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

3. ภาวะความเป็นกรดและเบส 

ภาวะความเป็นกรดเบสเป็นอีกภาวะหนึ่งท่ีสำคัญในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์และยัง

ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   มีการศึกษาภาวะความเป็นกรดเบสท่ีส่งผลต่อการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดังนี้ Tabatabaei และคณะ (2005) ได้ศึกษาภาวะความเป็นกรดเบสท่ี  

pH 4.2 ถึง 9.2 ท่ีส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวโดย Bacillus sp. สายพันธุ์  4, 5 และ 30    

ผลการศึกษาพบว่า Bacillus sp. สายพันธุ์ 4 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดท่ี   

pH 9.2, Bacillus sp. สายพันธุ์ 5 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดท่ี pH 4.2 และ 

Bacillus sp. สายพันธุ์ 30 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดท่ีความเป็นกรดเบสท่ี 5.2 

และ 8.2   Aparna และคณะ (2012) ได้ศึกษาความคงตัวของการเกิดอิมัลชันต่อภาวะความเป็นกรด

เบสของ Pseudomonas sp. 2B ในช่วงความเป็นกรดเบสท่ี pH 2 ถึง 12   ผลการทดลองพบว่า  

ค่าดัชนีการเกิดอิมัลชันท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อมีค่าความเป็นกรดเบสท่ีสูงเกินไปจะทำให้การเกิด

อิมัลชันลดลง เมื่อภาวะความเป็นกรดท่ี 2 การเกิดอิมัลชันจาก 85 เปอร์เซ็นต์ ลดลงเหลือเพียง  

58 เปอร์เซ็นต์ และภาวะความเป็นเบสท่ี 12 การเกิดอิมัลชันจาก 85 เปอร์เซ็นต์ ลดลงเหลือเพียง  

70 เปอร์เซ็นต์ และการศึกษาของ Cooper และ Goldenberg (1987)  ได้ศึกษาความคงตัวของการ

เกิดอิมัลชันต่อความเป็นกรดเบสของ Bacillus sp. IAF343 และ B. cereus IAF346 ในช่วง pH 2 

ถึง 14 พบว่า Bacillus sp. IAF343 และ B. cereus IAF346 เมื่อความเป็นเบสเพิ่มสูงขึ้นจะส่งผลทำ

ให้เกิดอิมัลชันลดลง โดยภาวะความเป็นเบสท่ี pH 14 การเกิดอิมัลชันลดลงจาก 70 เปอร์เซ็นต์  

จนทำให้ไม่เกิดอิมัลชันเลย 

4. อุณหภูมิ 

อุณหภูมิมีความสำคัญต่อการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   มีการศึกษาของ 

Tabatabaee และคณะ (2005) ได้ศึกษาอุณหภูมิท่ีส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ี 25 ถึง 
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50 องศาเซลเซียส โดย Bacillus sp. สายพันธุ์ 4, 5 และ 30   ผลการศึกษาพบว่า Bacillus sp.  

สายพันธุ์ 4 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดท่ี 25 องศาเซลเซียส และ Bacillus sp. 

สายพันธุ์  5 และ 30 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดท่ี 50 องศาเซลเซียส    

Aparna และคณะ (2012) ได้ศึกษาความคงตัวของการเกิดอิมัลชันของ Pseudomonas sp. 2B  

ท่ีช่วงอุณหภูมิ 4 ถึง 121 องศาเซลเซียส ผลการทดลองพบว่า ค่าดัชนีการเกิดอิมัลชันท่ีเวลา  

24 ช่ัวโมง สามารถคงการเกิดอิมัลชันได้แม้แต่ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แต่ท่ีอุณหภูมิ   

4 องศาเซลเซียส ทำให้การเกิดอิมัลชันลดลง   การศึกษาของ Cooper และ Goldenberg (1987)   

ได้ศึกษาความคงตัวของการเกิดอิมัลชันของ Bacillus sp. IAF343 และ B. cereus IAF346  

ท่ี ช่ ว งอุณ หภู มิ  0  ถึ ง  80  องศาเซลเซี ยส ผลการศึกษาพ บว่ า เมื่ อ อุณ หภู มิ ลด ต่ ำลงถึ ง  

20 องศาเซลเซียส จะทำให้การเกิดอิมัลชันลดลง แต่เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจนถึง 80 องศาเซลเซียส  

ยังทำให้สามารถเกิดอิมัลชันได้  
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บทท่ี 3  
อุปกรณ์และวิธีดำเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
1. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

2. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (microscope) รุ่น UNILUX-12 ของบริษัท Kyowa, 

Tokyo, Japan 

3. คอร์กบอเรอร์ (cork borer) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร 

4. เครื่องแก้วของบริษัท Pyrex, USA 

5. เครื่องเขย่า (shaker) รุ่น Innova 2100 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA 

6. เครื่องช่ัง รุ่น PG2002-G ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

7. เครื่องช่ังละเอียด รุ่น A 200s ของบริษัท Forma Scientific, USA 

8. เครื่องนึ่งอบฆ่าเช้ือ (autoclave) รุ่น ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 

9. เครื่องปัน่เหวี่ยงชนิดต้ังโต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น 200H ของบริษัท Hettich 

Zentrifugen, Germany 

10. เครื่องปั่นเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan 

11. เครื่องปั่นเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น Allegra 25R ของบริษัท 

Beckman, Germany 

12. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุ่น G506E ของบริษัท Scientific Industries 

instruments, USA 

13. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุ่น MyCycler Thermal Cycler 

ของ บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

14. เครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ รุ่น N-100 ของบริษัท Eyela, Japan 

15. เครื่องวัดความเป็นกรดเบส (pH meter) รุ่น Cyberscan 2000 ของบริษัท Eutech 

Cybernetics, Singapore  

16. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Genesys 20 ของบริษัท 

Thermo Scientific, USA 

17. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys 

ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
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18. เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรมแบบนาโนรุ่น 2000 C (Nanodrop 2000 C 

spectrophotometer) ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

19. เครื่องไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) รุ่น 1100 series ของบริษัท 

Agilent Technologies, USA 

20. จานเพาะเล้ียง (petri dish) ขนาด 60X15 มิลลิเมตร ของบริษัท Bio Spectrum, India 

21. จานเพาะเล้ียง (petri dish) ขนาด 90X15 มิลลิเมตร ของบริษัท Hycon plastic, USA 

22. จานไมโครไตเตอร์เพลทแบบ 96 หลุม (microtiter plate) ของบริษัท Sorfa Life 

Science Research, China 

23. ชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือขนาดความกว้างของรู 0.45 ไมครอน ของบริษัท 

Millipore, USA 

24. ตู้เข่ียเช้ือแบบ laminar flow รุ่น J2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 

25. ตู้แช่แข็ง (deep freeze) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น F0535 ของบริษัท Sanyo 

Electronic Co., Japan 

26. ตู้บ่มเช้ือ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 

27. ตู้อบแห้ง (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany 

28. แผ่นกระดาษกรอง (paper disc) ขนาด 6 มิลลิเมตร ของบริษัท Whatman, United 

Kingdom 

29. ไมโครปิเปตต์และทิปรุ่น P10, P20, P100, P200, P1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Gilson, 

USA 

30. หลอดคิวเวตต์ (cuvette) รุ่น Spectronic 401 ของบริษัท Milton Roy, USA 

31. หลอดไวแอล (clear snap cap vial) ขนาด 1 มิลลิลิตร ของบริษัท Thermo 

Scientific, USA 

 

3.2 เคมีภัณฑ์และชุดทดสอบสำเร็จรูป 
1. กรดอะซีติกเข้มข้น (glacial CH3CHOOH) ของบริษัท Merck, Germany 

2. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 

3. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Merck, Germany 

4. กลูโคส (glucose) ของบริษัท Sigma, USA 
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5. คลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (chloroform : isoamylalcohol) ของบริษัท 

Bio Basic, Canada 

6. แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) ของบริษัท Carlo Erba Reagents, Spain 

7. ชุดสำหรับทำบริสุทธิ์ดีเอ็นเอจากเจลสำเร็จรูป GeneJet Gel extraction kit ของบริษัท 

Thermo Scientific, USA 

8. ซูโครส (sucrose) ของบริษัท Sigma, USA 

9. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

10. โซเดียมซิเตรต (Na3C6H5O7) ของบริษัท LOBA Chemie, India 

11. โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS) (C12H25OSO3) ของบริษัท 

Nacalai Tesque, Japan 

12. โซเดียมไนเตรต (NaNO3) ของบริษัท Merck, Germany 

13. โซเดียมอะซีเทต (CH3COONa·3H2O) ของบริษัท Merck, Germany 

14. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 

15. เซอร์แฟกทิน (surfactin) จาก Bacillus subtilis ของบริษัท Sigma, USA 

16. ไดโซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4) ของบริษัท Kemaus, Australia 

17. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

18. น้ำมันไซลีน (xylene) ของบริษัท Carlo Erba Reagents, Spain 

19. เปบโทน (peptone) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

20. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

21. ผงวุ้น (agar) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

22. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท Ajax Finechem, New 

Zealand 

23. ฟรุกโทส (fructose) ของบริษัท Kemaus, Australia 

24. ฟีนอล (phenol) ของบริษัท Bio Basic, Canada 

25. เมทานอล (methanol) ของบริษัท Merck, Germany 

26. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) ของบริษัท Ajax Finechem, New 

Zealand 

27. ยูเรีย (CH4N2O) ของบริษัท Ajax Finechem, New Zealand 

28. ไลโซไซม์ (lysozyme) ของบริษัท Thermo Scientific, USA 
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29. สารละลาย dNTP ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ของบริษัท Siberian Enzyme, Russia 

30. สีย้อมดีเอ็นเอความเข้มข้น 6 เท่า (6X loading dye) ของบริษัท Thermo Scientific, 

USA 

31. อาหารสำเร็จรูป NB (Nutrient Broth) ของบริษัท DifcoTM, USA 

32. อาหารสำเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth) ของบริษัท HiMedia Laboratories, 

India 

33. อาหารสำเร็จรูป TSB (Tryptic Soy Broth) ของบริษัท DifcoTM, USA 

34. เอทานอล (ethanol) ของบริษัท Merck, Germany 

35. เอทิลอะซีเทต (ethyl acetate) ของบริษัท Merck, Germany 

36. เอนไซม์ DNase ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

37. เอนไซม์ Proteinase K ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

38. แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ของบริษัท Merck, Germany 

39. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) ของบริษัท Merck, Germany 

40. Bacterial cell lysis buffer ของบริษัท Gold Biotechnology, USA 

41. Phusion High-Fidelity DNA Polymerase ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

42. SeaKem® LE Agarose ของบริษัท Bio Science Rockland, USA 

43. SERVA DNA stain G ของบริษัท Serva Electrophoresis GmbH, Germany 

44. Tris base (Tris(hydroxymethyl)aminomethane) (C4H11NO3) ของบริษัท 

Research Organics, USA 

 

3.3 จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัย 

3.3.1 แบคทีเรีย 
นำ Bacillus velezensis B49 ท่ีคัดแยกได้จากดินโดยขวัญธิดา โพพิทูล (2560) มาเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเช้ือ Luria-Bertani (LB) agar (ภาคผนวก ก1) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ช่ัวโมง (Xu และคณะ, 2016) 

3.3.2 ราก่อโรคพืช 
เล้ียงราก่อโรคพืช ได้แก่ Acremonium furcatum, Colletotrichum gloeosporioides, 

Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum, Fusarium solani, Phytophthora 
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palmivora แ ละ  Pyricularia oryzae ซึ่ ง ม าจาก ค ลั ง จุ ลิน ท รี ย์ ขอ งภ าค วิ ช า จุ ล ชี ว วิ ท ย า  

คณะวิทยาศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยเล้ียง  A. furcatum, C. gloeosporioides,  

F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani แ ละ  P. oryzae บ น อาห าร เล้ี ย ง เ ช้ื อ  Potato 

Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ก2) บ่ม ท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 3-5 วัน  

(Kim และคณะ , 2010) และเล้ียง P. palmivora บนอาหารเล้ียงเช้ือ V8 (ภาคผนวก ก3)  

บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วัน (Timmusk และคณะ, 2009) 

 

3.4 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช 

3.4.1 การทดสอบโดยใช้เทคนิคการขีดเชื้อ 
การทดสอบโดยใช้เทคนิคการขีดเช้ือ ปฏิบัติโดยในชุดทดสอบนำ B. velezensis B49 ในข้อ

ท่ี 3.3.1 ขีดลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA และ V8 ให้เป็นเส้นตรง  จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร ท่ีปราศจากเช้ือ เจาะบริเวณขอบเส้นใยของราก่อโรคพืชในข้อท่ี 3.3.2 

แล้วนำช้ินวุ้นท่ีมีรามาวางลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA และ V8 ท่ีขีด B. velezensis B49 ไว้ โดย

แบคทีเรียและราก่อโรคพืชมีระยะห่างกัน 2 เซนติเมตร  สำหรับชุดควบคุมปฏิบัติเช่นเดียวกับชุด

ทดสอบแต่ไม่ขีดแบคทีเรีย บ่มเพลทท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 – 5 วัน ทำการทดสอบ 

3 ซ้ำ  วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของราก่อโรคพืชของชุดทดสอบและชุดควบคุม แล้วคำนวณ

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง (Suganthi และคณะ, 2018) ดังนี้ 

% การยับย้ัง = 
C - T

C
 × 100  

โดย  C คือ เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของชุดควบคุม 

 T คือ เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของชุดทดสอบ 

3.4.2 การทดสอบโดยใช้เทคนิคการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อในอาหาร 

การทดสอบโดยใช้เทคนิคการผสมน้ำเล้ียงเช้ือในอาหาร ปฏิบั ติโดยในชุดทดสอบนำ 

B. velezensis B49 ในข้อท่ี 3.3.1 มาเล้ียงในอาหารเหลว LB (ภาคผนวก ก4) โดยลงเช้ือ 1 ลูป  

ในอาหารเหลว 100 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 24 ช่ัวโมง  วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ให้ได้ 0.5  จากนั้นลงเช้ือ 
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1% ในอาหารเหลว LB 100 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง  ปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเซลล์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 

8,000 รอบต่อนาที เพื่อเก็บน้ำเล้ียงเช้ือส่วนใส  นำส่วนใสกรองไปด้วยตัวกรองปลอดเช้ือ (sterile 

syringe filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร  แล้วผสมในอาหารเล้ียงเช้ือ PDA หรือ V8 ท่ีอุ่นหลอมเหลว

ไว้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ในอัตราส่วน 1:1 และ 1:10 ซึ่งเตรียมอาหารเป็น 2X และ 1.2X 

ตามลำดับ   เมื่ออาหารแข็งแล้ว วางช้ินวุ้นของราก่อโรคพืชท่ีกึ่งกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือ  ส่วนชุด

ควบคุมปฏิบัติเช่นเดียวกับชุดทดสอบแต่ไม่ผสมนำเล้ียงเช้ือจากแบคทีเรีย บ่มเพลทท่ีอุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 – 5 วัน ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเช้ือก่อโรค

พืชของชุดทดสอบและชุดควบคุม แล้วคำนวณเปอร์เซ็น ต์การยับยั้ งดัง สูตรในข้อท่ี  3.4.1 

(Sowanpreecha และ Rerngsamran, 2018) 

 

3.5 การทดสอบสมบัติการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. velezensis B49 

3.5.1 การทดสอบการยุบตัวของน้ำเลี้ยงเชื้อบนหยดน้ำมัน (drop collapse test) 
หยดน้ำมันไซลีน 20 ไมโครลิตร ลงบนด้านในของฝาไมโครไตเตอร์เพลทแบบ 96 หลุม ต้ังไว้

ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อให้น้ำมันไซลีนเสถียรท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นหยดน้ำเล้ียงเช้ือ

ของ B. velezensis B49 ตามข้อท่ี 3.4.2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  สังเกตการยุบตัวของน้ำเล้ียงเช้ือ

หลังจาก 1 นาที   สำหรับชุดควบคุมผลบวกใช้ 1% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) และชุดควบคุมผล

ลบใช้อาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีปราศจากเช้ือ ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ (Ibrahim, 2016) 

3.5.2 การทดสอบการแตกของเม็ดเลือดแดง (blood agar test) 
ขีด B. velezensis B49 เป็นเส้นตรงลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ blood agar ท่ีมีความเข้มข้น 

ของเลือด 5% v/v (ภาคผนวก ก5) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วดูผล 

การแตกสลายของเม็ดเลือดแดง ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ (Vigneshwaran และคณะ, 2018) 

3.5.3 การทดสอบการกระจายตัวของน้ำมัน (oil displacement test) 
ใส่น้ำปลอดประจุปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ  จากนั้นเติมน้ำมันดิบ  

20 ไมโครลิตร ให้น้ำมันดิบเคลือบเป็นฟิล์มลอยบนน้ำท่ัวจานอาหารเล้ียงเช้ือ  จากนั้นหยดน้ำเล้ียง

เช้ือของ B. velezensis B49 ตามข้อท่ี 3.4.2 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร สังเกตลักษณะการกระจายตัว
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ของน้ำมันดิบ   สำหรับชุดควบคุมผลบวกใช้ SDS และชุดควบคุมผลลบใช้อาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ี

ปราศจากเช้ือ ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ (Ibrahim, 2016) 

3.5.4 การทดสอบการเกิดอิมัลชัน (emulsification index) 
ใส่น้ำมันไซลีนปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงในหลอดไวแอล (clear snap cap vial) และเติม

น้ำเล้ียงเช้ือของ B. velezensis B49 ตามข้อท่ี 3.4.2 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้ 

เครื่องปั่นผสม (vortex mixer) เป็นเวลา 5 นาที ต้ังไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น 

ดูผลการเกิดอิมัลชันท่ี 24 ช่ัวโมง (E24)  ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ และคำนวณการเกิดอิมัลชันตามสูตร 

(Suganthi และคณะ, 2018) ดังนี้ 

E24 =
ความสูงของการเกิดอิมัลชัน

ความสูงของปริมาตรสารท้ังหมด
× 100 

 

3.6 การทดสอบผลของปัจจัยทางกายภาพที่มีต่อสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการยับยั้ง
ราก่อโรคพืช 

3.6.1 ผลของความเป็นกรดเบส 
นำน้ำเล้ียงเช้ือ B. velezensis B49 ตามข้อท่ี 3.4.2 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร มาปรับความเป็น

กรดเบสท่ี pH 2, 4, 6, 8 หรือ 10 โดยใช้ 1 โมลาร์ กรดไฮโดรคลอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซด์  

จากนั้นนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เมื่อครบเวลาให้ปรับความเป็นกรด

เบสให้เท่ากับ pH 7  ทดสอบการเกิดอิมัลชันตามข้อท่ี 3.5.4 และทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งรา

ก่อโรคพืชโดยใช้วิธีผสมลงในอาหารเล้ียงเช้ือตามข้อท่ี 3.4.2  ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ สำหรับชุดควบคุม

ปฏิบัติเช่นเดียวกับชุดทดสอบแต่ไม่ผสมน้ำเล้ียงเช้ือจากแบคทีเรีย (Sowanpreecha และคณะ , 

2018) 

3.6.2 ผลของอุณหภูมิ 
นำน้ำเล้ียงเช้ือ B. velezensis B49 ตามข้อท่ี 3.4.2 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 

20, 40, 60, 80, 100 หรือ 121 (autoclave) องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ต้ังไว้เพื่อให้อุณหภูมิ

ของน้ำเล้ียงเช้ือเท่ากับอุณหภูมิห้อง  จากนั้นทดสอบการเกิดอิมัลชันตามข้อท่ี 3.5.4 และทดสอบ

ประสิทธิภาพการยับยั้ งราก่อโรคพื ชโดยใช้วิธีผสมลงในอาหารเล้ียงเช้ือตามข้อ ท่ี  3 .4 .2   
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ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ  สำหรับชุดควบคุมปฏิบัติเช่นเดียวกับชุดทดสอบแต่ไม่ผสมนำเล้ียงเช้ือจาก

แบคทีเรีย (Sowanpreecha และคณะ, 2018) 

 

3.7 การทดสอบผลของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่มีต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและ
การยับยั้งราก่อโรคพืช 

เล้ียง B. velezensis B49 ในอาหาร LB บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ  

200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเซลล์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  เทน้ำเล้ียงเช้ือออกให้เหลือแต่ตะกอนเซลล์   

ล้างด้วยน้ำปราศจากไอออนท่ีปราศจากเช้ือ และปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเซลล์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  ล้างตะกอนเซลล์ 2 รอบ  แล้วนำ

เซลล์ท่ีผ่านการล้างมาแขวนลอยในน้ำปราศจากไอออนท่ีปราศจากเช้ือ  วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ให้ได้ 0.5  จากนั้นลงเช้ือ 1% ในอาหาร Mineral salt solution (MSS)  

ท่ีองค์ประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ 1 ลิตร ประกอบด้วย โซเดียมคลอไรด์ 10.0 กรัม , ไดโซเดียม

ฟอสเฟต 5.0 กรัม, โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 2.0 กรัม, แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 

0.2 กรัม  จากนั้นแปรผันแหล่งคาร์บอน ได้แก่ โซเดียมอะซีเทต , โซเดียมซิเตรต, ฟรุกโทส, กลูโคส, 

กลีเซอรอล หรือซูโครส 10.0 กรัม และแหล่งไนโตรเจนได้แก่ แอมโมเนียมไนเตรต , แอมโมเนียม

ซัลเฟต, โซเดียมไนเตรต หรือยูเรีย 2.0 กรัม บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นตรวจสอบการเจริญโดยสังเกตจากความขุ่นท่ีเกิดขึ้น  

สำหรับคู่แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีแบคทีเรียสามารถเจริญได้ จะเล้ียงเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง แล้ว

เก็บตัวอย่างท่ี 24 และ 48 ช่ัวโมง เพื่อนำไปทดสอบการเกิดอิมัลชันตามข้อท่ี 3.5.4 และทดสอบ

ประสิทธิภาพการยับยั้งราก่อโรคพืชโดยใช้วิธีผสมลงในอาหารเล้ียงเช้ือตามข้อท่ี 3.4.2   นอกจาก

อาหารกำหนดสูตร (synthetic medium) ข้างต้นแล้ว ยังทดสอบโดยใช้อาหารท่ีมีสารอาหารสมบูรณ์ 

(complete medium) ซึ่ ง ได้แก่  LB, Nutrient Broth (NB) (ภาคผนวก ก6) และ Tryptic Soy 

Broth (TBS) (ภาคผนวก ก7) โดยเก็บตัวอย่างท่ี 24 และ 48 ช่ัวโมง และนำไปทดสอบการเกิด

อิมัลชันตามข้อท่ี 3.5.4 และทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งราก่อโรคพืชโดยใช้วิธีผสมลงในอาหาร

เล้ียงเช้ือตามข้อท่ี 3.4.2 เช่นกัน  ทุกการทดลองทำ 3 ซ้ำ (Pereira และคณะ, 2013) 
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3.8 การแปรผันเวลาที่เหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 เล้ียง B. velezensis B49 ในอาหารตามข้อท่ี 3.7 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว

รอบ 200 รอบต่อนาที แล้วเก็บตัวอย่างทุก ๆ 6 ช่ัวโมง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เพื่อติดตามการเจริญโดย

วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร แล้วสร้างกราฟการเจริญ และทดสอบ

ประสิทธิภาพการยับยั้งราก่อโรคพืชโดยใช้วิธีผสมลงในอาหารเล้ียงเช้ือตามข้อท่ี 3.4.2 (Moshafi และ

คณะ, 2011) 

 

3.9 การสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

วิธีท่ี 1 นำน้ำเล้ียงแบคทีเรียท่ีเล้ียงในอาหารท่ีให้ผลดีท่ีสุดมาเติม 6  M กรดไฮโดรคลอริก  

เพื่อปรับความเป็นกรดเบสให้เป็น 2  ต้ังสารละลายไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อ

ตกตะกอนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  จากนั้นปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที เพื่อเก็บตะกอนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แล้วล้างด้วยน้ำปลอด

ประจุท่ีปราศจากเช้ือ  จากนั้นสกัดด้วยเมทานอล 100 มิลลิลิตร เขย่าเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง กรอง

ตะกอนออกเก็บส่วนใสของเมทานอล และกำจัดตัวทำละลายโดยใช้เครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ 

รุ่น N-100  ละลายตะกอนท่ีได้ในสารละลาย 2 ชนิด ซึ่งคือ 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ ท่ี pH 7.5 

หรือ 100% เอทานอล (Ndlovu และคณะ, 2017) แล้วนำไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งราก่อ

โรคพืชโดยใช้วิธี disc diffusion assay โดยหยดสารสกัดท่ีได้ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบน

แผ่นกระดาษกรอง (paper disc) ขนาด 6 มิลลิเมตร ปล่อยให้ตัวทำละลายระเหยประมาณ 20 นาที 

จากนั้นนำแผ่นกระดาษกรองไปวางบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีช้ินวุ้นของราก่อโรคพืชท่ีกึ่งกลางจานอาหาร

เล้ียงเช้ือ โดยให้มีระยะห่ างระหว่างแผ่นกระดาษกรองและราก่อโรคพื ช 1.5 เซนติเมตร   

ส่วนชุดควบคุมหยดตัวทำละลาย 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ ท่ี pH 7.5 (ภาคผนวก ข1) หรือ 

100% เอทานอล บ่มเพลทท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 – 5 วัน ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ 

วิธีท่ี 2 นำน้ำเล้ียงแบคทีเรียมาสกัดด้วยปริมาตรท่ีเท่ากันของเอทิลอะซีเทต โดยเขย่าให้เข้า

กันด้วยกรวยแยกสาร แล้วตั้งไว้เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นเก็บส่วนตัวทำละลายของเอทิลอะซีเทต 

นำไปกำจัดตัวทำละลายออกโดยใช้เครื่องระเหยสารแบบหมุน โดยสกัดซ้ำ 2 รอบ จากน้ำเล้ียง

แบคทีเรียเดิม  ละลายตะกอนด้วย 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ ท่ี pH 7.5 (Carrillo และคณะ , 
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1996) หรือเอทานอล แล้วนำไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งราก่อโรคพืชโดยใช้วิธี disc diffusion 

assay 

 

3.10 การวิเคราะห์โครงสร้างเบื้องต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

ส่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกัดได้จากข้อท่ี 3.9 ไปวิเคราะห์ด้วยวิธีไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ 

ลิควิดโครมาโทกราฟี (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) เพื่อหาโครงสร้าง

เบ้ืองต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตโดย B. velezensis B49 (Anjum และคณะ, 2016) โดย

ใช้คอ ลัมน์  Cosmosil 5C18-AR (4.6×150 mm, Nacarai tesque, Kyoto, Japan) ท่ี มี อะซี โต 

ไนไตรล์กับกรดไตรฟลูออโรอะซีติกเป็นเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) โดยสารละลาย A (อะซีโต 

ไนไตรล์ 10% + กรดไตรฟลูออโรอะซีติก 0.1%) และสารละลาย B (อะซีโตไนไตรล์ 100% +  

กรดไตรฟลูออโรอะซีติก 0.1%) เป็นสารละลายผสมท่ีมีการปรับอัตราส่วนตามเวลาท่ีเปล่ียนไป 

(gradient elution) ด้วยอัตราการไหลเท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที โดยมีภาวะดังนี้ ณ เวลาท่ี 0 นาที 

อัตราของสารละลาย B เท่ากับ 30 เปอร์เซ็นต์  เวลาท่ี 5 นาที อัตราของสารละลาย B เท่ากับ  

70 เปอร์เซ็นต์  เวลาท่ี 20 นาที อัตราของสารละลาย B เท่ากับ 90 เปอร์เซ็นต์  เวลาท่ี 21 นาที 

อัตราของสารละลาย B เท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์  เวลาท่ี 30 นาที อัตราของสารละลาย B เท่ากับ 100 

เปอร์เซ็นต์  เวลาท่ี 30.10 นาที อัตราของสารละลาย B เท่ากับ 30 เปอร์เซ็นต์ และเวลาท่ี 35 นาที 

อัตราของสารละลาย B เท่ากับ 30 เปอร์เซ็นต์  ตรวจวัดสารท่ีออกมาจากคอลัมน์ด้วย UV detector 

ท่ีความยาวคล่ืนเท่ากับ 220 นาโนเมตร และเก็บตัวอย่างจากโครมาโทแกรมในแต่ละช่วงเวลา 

(retention time) ทุก ๆ 5 นาที โดยสารมาตรฐานเซอร์แฟกทินมีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร  จากนั้นนำไประเหยตัวทำละลายด้วยเครื่องอบแห้งสุญญากาศและทดสอบการยับยั้งราก่อ

โรคพืชโดยใช้วิธี disc diffusion assay 

 

3.11 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 

 3.11.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจาก B. velezensis B49 
สกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียโดยวิธีของ LMU-Munich Team (Wecke, 2010) ดังนี้ เล้ียง 

B. velezensis B49 บนอาหารแข็ง LB บ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง  

จากนั้นนำโคโลนีเด่ียวใส่ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จนกระท่ังวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโน

เมตร ได้ประมาณ 0.8 – 1.0 จึงปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเซลล์ท่ีอุณหภูมิห้อง ความเร็วรอบ 5,000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และกระจายตะกอนเซลล์ในสารละลาย TEN (ภาคผนวก ข2) ปริมาตร 

400 ไมโครลิตร เติมไลโซไซม์ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วเติม RNase A ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นเติม

สารละลาย 10% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) (ภาคผนวก ข3) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร , 

proteinase K ความเข้มเข้ม 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และสารละลาย TEN* 

(ภาคผนวก ข4) ปริมาตร 550 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 2 ช่ัวโมง เติมสารละลายฟีนอล ปริมาตร 900 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากันโดยการกลับหลอด

ไปมา จากนั้นปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง ท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดเก็บ

ส่วนใสท่ีอยู่ด้านบนมาสกัดซ้ำด้วยสารละลายฟีนอลอีกครั้ง แล้วนำส่วนใสท่ีอยู่ด้านบนมาเติม

สารละลายผสมของคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ อัตราส่วน 24:1 ปริมาตร 900 ไมโครลิตร 

ปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดเก็บส่วนใสท่ีอยู่

ด้านบน ย้ายไปใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอ

ลบริสุทธิ์ท่ีเย็น ปริมาตรสองเท่า แล้วนำไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  

นำไปปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายออก แล้วล้างตะกอนดี

เอ็นเอด้วย 70% เอทานอล นำไปปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูด

สารละลายออก และละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยสารละลาย TEN* ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เก็บท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนำไปใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

3.11.2 การเพิ่มปริมาณเฮาส์คีปปิงยีน (housekeeping gene) 
งานวิจัยก่อนหน้านี้โดยขวัญธิดา โพพิทูล (2560) ได้ระบุเอกลักษณ์ของแบคทีเรียท่ีใช้ใน

งานวิจัยนี้ว่าเป็น Bacillus velezensis  แต่เนื่องจากแบคทีเรียในสกุล Bacillus มีความคล้ายคลึงกัน

มากท่ีระดับของลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16 rDNA ดังท่ีกล่าวมาแล้ว ดังนั้นเพื่อให้สามารถระบุ

เอกลักษณ์ของแบคทีเรียได้แม่นยำมากขึ้น จึงจำเป็นต้องเปรียบเทียบลำดับของเฮาส์คีปปิงยีน ดังนี้   

เพิ่มปริมาณเฮาส์คีปปิงยีน ซึ่งเป็นยีนท่ีมีการแสดงออกอย่างสม่ำเสมอในทุกเซลล์ ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่

พอลิเมอเรสโดยใช้เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้จีโนมิกดีเอ็นเอท่ี

สกัดได้จาก B. velezensis B49 เป็นแม่แบบ ซึ่ งมีเฮาส์คีปปิงยีนท่ีตรวจสอบท้ังหมด 5 ยีน คือ 
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groEL, gyrA, polC, purH, และ rpoB ซึ่งมีลำดับนิวคลีโอไทด์ของฟอร์เวิร์ดและรีเวิร์สไพรเมอร์ดัง

แสดงในตารางท่ี 3.1 (Rooney และคณะ, 2009) ซึ่งยีน groEL มีหน้าท่ีในการตรวจสอบการม้วนพับ 

(folding) ท่ีถูกต้องของโปรตีนต่าง ๆ, ยีน gryA มีหน้าท่ีสังเคราะห์ DNA gyrase subunit A, ยีน 

polC มีหน้าท่ีสังเคราะห์ DNA polymerase III, ยีน purH มีหน้าท่ีในการสังเคราะห์พิวรีน และยีน 

rpoB มีหน้าท่ีสังเคราะห์ RNA polymerase subunit beta (UniProt, 2020) 

ตารางที่ 3.1 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของฟอร์เวิร์ดและรีเวิร์สไพรเมอร์ของเฮาส์คีปปิงยีน 
ยีน ลำดับนิวคลีโอไทด์ของฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ (5 ́-3 ́) ลำดับนิวคลีโอไทด์ของรีเวิร์สไพรเมอร์ (5 ́-3 ́) 
groEL GAGCTTGAAGTKGTTGAAGG TGAGCGTGTWACTTTTGTWG 
gyrA CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT 
polC TTGTCGCTCAYAATGCAAGC YTCAAGCATTTCRTCTGTCG 
purH ACAGAGCTTGGCGTTGAAGT GCTTCTTGGCTGAATGAAGG 
rpoB GACGTGGGATGGCTACAACT ATTGTCGCCTTTAACGATGG 
  

โดยเตรียมส่วนประกอบสำหรับปฏิกิริยา ดังนี้ 

 5X Phusion HF Buffer    10 ไมโครลิตร 

 50 µM ของฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์   1 ไมโครลิตร 

 50 µM ของรีเวิร์สไพรเมอร์   1 ไมโครลิตร 

 10 mM dNTPs     1 ไมโครลิตร 

 ดีเอ็นเอแม่แบบท่ีเตรียมไว้ (50 ng/µl)  1 ไมโครลิตร 

 Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 0.5 ไมโครลิตร 

 น้ำปราศจากไอออนและปลอดเช้ือ   35.5 ไมโครลิตร 

 ผสมสารละลายต่าง ๆ ให้เข้ากัน โดยใช้ปิเปตต์ดูดขึ้นลงเบา ๆ โดยหลอดสารละลายต้องอยู่

ในถาดน้ำแข็งตลอดเวลา จากนั้นนำหลอดสารละลายผสมท่ีได้ใส่ลงเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยต้ัง

ค่าอุณหภูมิและเวลาดังนี้ 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 39 

ภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสสำหรับยีน groEL, gyrA, purH และ rpoB 

 Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1  นาที 

 Denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30  วินาที 

 Annealing  ท่ีอุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30  วินาที 

Extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1  นาที 

Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5  นาที 

ภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสสำหรับยีน polC 

 Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1  นาที 

 Denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30  วินาที 

 Annealing  ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30  วินาที 

Extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1  นาที 

Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5  นาที 

ตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสโดย

ใช้เจลอะกาโรสเข้มข้น 0.8% ท่ีหลอมละลายใน 1X TAE (ภาคผนวก ข5) ท่ีเติมสารละลายสำหรับ

ย้อมดีเอ็นเอ SERVA DNA stain G ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ในสารละลายอะกาโรส 100 มิลลิลิตร 

และผสม 6X loading dye กับสารละลายดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในอัตราส่วน 1 

ต่อ 5  แล้วใส่ลงในหลุมของเจลท่ีเตรียมไว้ และใช้ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder ในการเทียบ

ขนาดของผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  ทำอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 

โวลต์ เป็นเวลา 25 นาที   แล้วทำบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้

ชุดสำหรับทำบริสุทธิ์ดีเอ็นเอจากเจลสำเร็จรูป GeneJet Gel extraction kit โดยตัดเจลบริเวณท่ีมี

แถบดีเอ็นเอขนาดท่ีต้องการมาใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ เติม binding buffer ปริมาตรเท่ากับ

เจล แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 – 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ประกอบคอลัมน์สำหรับทำบริสุทธิ์

เข้ากับหลอดเก็บสารละลาย จากนั้นใส่สารละลายเจลลงในคอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายในหลอดเก็บสารละลายท้ิง แล้วเติม wash buffer ปริมาตร 700 

30 รอบ 

30 รอบ 
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ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายในหลอด

เก็บสารละลายท้ิง แล้วปั่นเหวี่ยงต่ออีก 1 นาที เทสารละลายในหลอดเก็บสารละลายท้ิง แล้วนำ

หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์อันใหม่มาประกอบเข้ากับคอลัมน์แทนหลอดเก็บสารละลาย ใส่ elution 

buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงตรงกลางเมมเบรนในคอลัมน์ และปั่นเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 1 นาที เพื่อเก็บสารละลายดีเอ็นเอ  จากนั้นส่งผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอท่ีได้ไปหาลำดับนิวคลีโอ

ไทด์ โดยใช้บริการจากบริษัท Integrated DNA Technologies ประเทศสิงคโปร์  จากนั้นวิเคราะห์

แ ล ะ เป รี ย บ เที ย บ ล ำ ดั บ นิ ว ค ลี โอ ไท ด์ ท่ี ไ ด้ กั บ ฐ าน ข้ อ มู ล ใน  NCBI โด ย ใช้ วิ ธี  BLASTn 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

3.12 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 ข้อมูลท่ีได้จากการทดลองมีการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหว่างตัวแปรโดยการวิเคราะห์ความ

แปรปรวนแบบทางเดียว (one-way ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มข้อมูลด้วย

วิธี  Duncan’s multiple comparison test โดยใช้โปรแกรมสำหรับวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิ ติ

สำเร็จรูป IBM SPSS Statistics เวอร์ชัน 22 
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บทท่ี 4  
ผลการทดลอง 

 
4.1 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรคพืช  

4.1.1 การทดสอบโดยใช้เทคนิคการขีดเชื้อ 
 การทดสอบการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยใช้เทคนิคการขีดเช้ือของ Bacillus 

velezensis B49 บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA หรือ V8 พร้อมกับราก่อโรคพืชท้ัง 7 ชนิด พบว่า 

B. velezensis B49 แสดงความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชท้ัง 7 ชนิด โดยมี

เป อ ร์ เซ็ น ต์ ก ารยั บ ยั้ ง ข อ ง  Acremonium furcatum เท่ ากั บ  30.22 ± 5.39 เป อ ร์ เซ็ น ต์ , 

Colletotrichum gloeosporioides เท่ากับ 28.34 ± 2.14 เปอร์เซ็นต์, Fusarium moniliforme 

เท่ากับ 24.79 ± 1.73 เปอร์เซ็นต์, Fusarium proliferatum เท่ากับ 27.16 ± 3.75 เปอร์เซ็นต์ , 

Fusarium solani เท่ากับ 24.20 ± 2.40 เปอร์เซ็นต์, Phytophthora palmivora เท่ากับ 32.86 ± 

0.82 เปอร์เซ็นต์ และ Pyricularia oryzae เท่ากับ 31.60 ± 3.01 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.1 

 

รูปที่ 4.1 การทดสอบการยับย้ังราโดย B. velezensis B49 ด้วยเทคนิคการขีดเช้ือ  
A) A. furcatum, B) C. gloeosporioides, C) F. moniliforme, D) F. proliferatum,  

E) F. solani, F) P. palmivora และ G) P. oryzae 
 

4.1.2 การทดสอบโดยใช้เทคนิคการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อในอาหาร 
 การทดสอบการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยใช้เทคนิคการผสมน้ำเล้ียงเช้ือของ 

B. velezensis B49 ผสมกับอาหารเล้ียงเช้ือ PDA หรือ V8 ท่ีอุ่นหลอมเหลวไว้ ในอัตราส่วน 1:1 และ 
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1:10 โดยทดสอบกับราก่อโรคพืชท้ัง 7 ชนิด พบว่าน้ำเล้ียงเช้ือของ B. velezensis B49 สามารถ

ยับย้ังการเจริญของราก่อโรคพืชได้ทุกชนิด ยกเว้นท่ีอัตราส่วน 1:10 ของ P. palmivora ท่ีไม่พบการ

ยับยั้งการเจริญ โดยเปอร์เซ็นต์การยับยั้งของราก่อโรคพืชเป็นดังแสดงในตารางท่ี 4.1 

ตารางที่ 4.1 การยับยั้งการเจริญของราโรคพืชโดยเทคนิคการผสมน้ำเล้ียงเช้ือในอาหาร 

ราโรคพืช 
การยับยั้งการเจริญของราที่อัตราส่วนแตกต่างกัน 

อัตราส่วน 1:1 อัตราส่วน 1:10 
A. furcatum 96.08 ± 6.79 % 33.85 ± 3.92 % 

C. gloeosporioides 71.23 ± 1.38 % 59.20 ± 1.80 % 
F. moniliforme 68.49 ± 1.62 % 17.31 ± 1.12 % 
F. proliferatum 64.08 ± 2.24 % 18.75 ± 0.26 % 

F. solani 53.84 ± 0.61 % 33.07 ± 2.49 % 
P. palmivora 67.14 ± 3.76 % 0.00 ± 0.00 % 

P. oryzae 100.00 ± 0.00 % 68.34 ± 2.35 % 

 A. furcatum ในอั ตราส่วน  1:1 สามารถยับยั้ งการเจริญ ได้ เท่ ากับ  96.08 ± 6.79 

เปอร์เซ็นต์ และในอัตราส่วน 1:10 สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 33.85 ± 3.92 เปอร์เซ็นต์  

ดังรูปท่ี 4.2 

 

รูปที่ 4.2 การทดสอบการยับย้ัง A. furcatum โดย B. velezensis B49 ด้วยเทคนิคการผสมน้ำเล้ียง
เช้ือ โดยภาพ A เป็นชุดควบคุม ภาพ B เป็นท่ีอัตราส่วน 1:1 และภาพ C เป็นท่ีอัตราส่วน 1:10 

C. gloeosporioides สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 71.23 ± 1.38 เปอร์เซ็นต์ และใน

อัตราส่วน 1:10 สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 59.20 ± 1.80 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.3 

B A C 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 43 

 

รูปที่ 4.3 การทดสอบการยับย้ัง C. gloeosporioides โดย B. velezensis B49  
ด้วยเทคนิคการผสมน้ำเล้ียงเช้ือ โดยภาพ A เป็นชุดควบคุม ภาพ B เป็นท่ีอัตราส่วน 1:1  

และภาพ C เป็นท่ีอัตราส่วน 1:10 

F. moniliforme สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 68.49 ± 1.62 เปอร์เซ็นต์ และใน

อัตราส่วน 1:10 สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 17.31 ± 1.12 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.4 

 

รูปที่ 4.4 การทดสอบการยับย้ัง F. moniliforme โดย B. velezensis B49 ด้วยเทคนิคการผสมน้ำ
เล้ียงเช้ือ โดยภาพ A เป็นชุดควบคุม ภาพ B เป็นท่ีอัตราส่วน 1:1 และภาพ C เป็นท่ีอัตราส่วน 1:10 

F. proliferatum สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 64.08 ± 2.24 เปอร์เซ็นต์ และใน

อัตราส่วน 1:10 สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 18.75 ± 0.26 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.5 

 

รูปที่ 4.5 การทดสอบการยับย้ัง F. proliferatum โดย B. velezensis B49 ด้วยเทคนิคการผสมน้ำ
เล้ียงเช้ือ โดยภาพ A เป็นชุดควบคุม ภาพ B เป็นท่ีอัตราส่วน 1:1 และภาพ C เป็นท่ีอัตราส่วน 1:10 
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B A C 

B A C 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 44 

F. solani สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 53.84 ± 0.61 เปอร์เซ็นต์ และในอัตราส่วน 

1:10 สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 33.07 ± 2.49 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.6 

 

รูปที่ 4.6 การทดสอบการยับย้ัง F. solani โดย B. velezensis B49 ด้วยเทคนิคการผสมน้ำเล้ียงเช้ือ 
โดยภาพ A เป็นชุดควบคุม ภาพ B เป็นท่ีอัตราส่วน 1:1 และภาพ C เป็นท่ีอัตราส่วน 1:10 

P. palmivora สามารถยับยั้ งการเจริญ ได้เท่ากับ 67.14 ± 3.76 เปอร์ เซ็น ต์ และใน

อัตราส่วน 1:10 ไม่สามารถยับยั้งการเจริญได้ ดังรูปท่ี 4.7 

 

รูปที่ 4.7 การทดสอบการยับย้ัง P. palmivola โดย B. velezensis B49 ด้วยเทคนิคการผสมน้ำ
เล้ียงเช้ือ โดยภาพ A เป็นชุดควบคุม ภาพ B เป็นท่ีอัตราส่วน 1:1 และภาพ C เป็นท่ีอัตราส่วน 1:10 

P. oryzae สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 100 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ และในอัตราส่วน 

1:10 สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 68.34 ± 2.35 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.8 

 

รูปที่ 4.8 การทดสอบการยับย้ัง P. oryzae โดย B. velezensis B49 ด้วยเทคนิคการผสมน้ำเล้ียง
เช้ือ โดยภาพ A เป็นชุดควบคุม ภาพ B เป็นท่ีอัตราส่วน 1:1 และภาพ C เป็นท่ีอัตราส่วน 1:10 

B A C 

B A C 

B A C 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 45 

4.2 การทดสอบสมบัติการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. velezensis B49 
 การทดสอบสมบัติการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. velezensis B49 โดยใช้ 4 วิธี 

ท่ีแตกต่างกัน พบว่า B. velezensis B49 ให้ผลบวกกับท้ัง 4 วิธี ดังนี้ การทดสอบการแตกสลายของ

เม็ดเลือดแดงแสดงให้เห็นความสามารถในการแตกสลายเม็ดเลือดแดงของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

ท่ีผลิตขึ้น โดยจะเห็นบริเวณท่ีเม็ดเลือดแดงเกิดการแตกสลายเป็นโซนใสรอบโคโลนีของแบคทีเรีย  

ดังรูปท่ี 4.9A   การทดสอบการยุบตัวของหยดน้ำเล้ียงเช้ือ จากผลการทดสอบจะเห็นว่าเกิดผลบวก

โดยมีการกระจายตัวออกของน้ำเล้ียงเช้ือบนคราบน้ำมันไซลีน ดังรูปท่ี 4.9B   การทดสอบการ

กระจายตัวของน้ำมัน พบว่าน้ำเล้ียงเช้ือของ B. velezensis B49 สามารถทำให้เกิดการกระจายตัว

ของฟิล์มน้ำมันดิบ ดังรูปท่ี 4.9C   การทดสอบการเกิดอิมัลชันท่ี 24 ช่ัวโมง พบว่าน้ำเล้ียงเช้ือของ  

B. velezensis B49 สามารถทำให้เกิดปฏิกิริยาการเกิดอิมัลชัน และสามารถคำนวณการเกิดอิมัลชันท่ี 

24 ช่ัวโมง (E24) ได้ 62.5 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.9D   จากการให้ผลบวกกับการทดสอบท้ัง  

4 วิธี จึงเป็นไปได้สูงว่า B. velezensis B49 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาอยู่ในน้ำ

เล้ียงเช้ือ 

 

รูปที่ 4.9 การทดสอบสมบัติการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. velezensis B49  
A) การทดสอบการแตกสลายของเม็ดเลือดแดง, B) การทดสอบการยุบตัวของหยดน้ำเล้ียงเช้ือ,  

C) การทดสอบการกระจายตัวของน้ำมัน และ D) การทดสอบการเกิดอิมัลชันท่ี 24 ช่ัวโมง 
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4.3 การทดสอบผลของปัจจัยทางกายภาพที่มีต่อสมบัติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการยับยั้ง 
ราก่อโรคพืช 

 4.3.1 ผลของความเป็นกรดเบส 
 การทดสอบผลของความเป็นกรดเบสท่ีมีต่อสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ใช้สมบัติการ

เกิดอิมัลชัน (E24) ของน้ำเล้ียงเช้ือ B. velezensis B49 เป็นเกณฑ์ติดตามผล  โดยแปรผันความเป็น

กรดเบสต้ังแต่ 2 ถึง 14  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วปรับความเป็นกรด

เบสให้เท่ากับ 7 แล้วจึงทดสอบค่า E24 พบว่าเมื่อความเป็นกรดเบสอยู่ระหว่าง 2 – 10 จะเกิดอิมัลชัน

ไม่แตกต่างกันโดยอยู่ท่ีประมาณ 61.81 ± 1.20 ถึง 62.50 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อความเป็นกรด

เบสเพิ่มขึ้นเป็น 12 การเกิดอิมัลชันเหลือเพียง 15.97 ± 1.20 เปอร์เซ็นต์ และไม่เกิดอิมัลชันเลยท่ี

ความเป็นกรดเบสเท่ากับ 14   สำหรับชุดควบคุมซึ่งมีความเป็นกรดเบสท่ี 7 เกิดอิมัลชันเท่ากับ 62.5 

± 0.00 เปอร์เซ็นต์ ตามรูปท่ี 4.10 

 

รูปที่ 4.10 การเกิดอิมัลชัน (E24) ท่ีความเป็นกรดเบสต้ังแต่ 2 ถึง 14 และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดง
ค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

 

เมื่อนำน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการแปรผันความเป็นกรดเบสและปรับความเป็นกรดเบสให้เท่ากับ 7 

แล้ว ไปทดสอบการยับยั้งราก่อโรคพืช โดยใช้วิธีผสมลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอัตราส่วน 1:10 พบว่าท่ี

ความ เป็ น ก รด เบส ท่ี  2 สามารถยั บยั้ งก ารเจริญ ของ A. furcatum, C. gloeosporioides, 

F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้เท่ากับ 42.14 ± 3.73, 55.79 ± 

2.44, 19.91 ± 4.05, 22.80 ± 5.63, 37.90 ± 0.34, และ 100 ± 0.00 เปอร์ เซ็น ต์  ตามลำดับ  

แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.11 
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รูปที่ 4.11 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับความเป็นกรดเบสท่ี 2 
และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

ความเป็นกรดเบสท่ี 4 สามารถยับยั้งการเจริญของ A. furcatum, C. gloeosporioides, 

F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้เท่ากับ 37.52 ± 1.00, 54.93 ± 

2.23, 13.77 ± 3.47, 18.37 ± 2.45, 34.64 ± 1.86, และ  100 ± 0.00 เปอร์ เซ็น ต์  ตามลำดับ  

แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.12 

 

รูปที่ 4.12 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับความเป็นกรดเบสท่ี 4 
และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 
ความเป็นกรดเบสท่ี 6 สามารถยับยั้งการเจริญของ A. furcatum, C. gloeosporioides, 

F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้เท่ากับ 45.24 ± 4.12, 56.72 ± 

1.11, 27.83 ± 1.52, 23.29 ± 2.72, 31.01 ± 1.34, และ  100 ± 0.00 เปอร์ เซ็น ต์  ตามลำดับ  

แต่ไม่สามารถยับย้ังการเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.13 
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รูปที่ 4.13 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับความเป็นกรดเบสท่ี 6 
และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

ความเป็นกรดเบสท่ี 8 สามารถยับยั้งการเจริญของ A. furcatum, C. gloeosporioides, 

F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้เท่ากับ 37.68 ± 2.51, 60.99 ± 

1.23, 28.90 ± 1.20, 34.81 ± 2.68, 32.26 ± 1.21, และ 95.48 ± 3.92 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  

แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.14 

 

รูปที่ 4.14 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับความเป็นกรดเบสท่ี 8 
และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 
ความเป็นกรดเบสท่ี 10 สามารถยับยั้งการเจริญของ A. furcatum, C. gloeosporioides, 

F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้เท่ากับ 34.78 ± 0.00, 61.70 ± 

0.00, 21.08 ± 2.11, 25.01 ± 0.57, 32.22 ± 1.92, และ 95.44 ± 2.02 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  

แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.15 
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รูปที่ 4.15 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับความเป็นกรดเบสท่ี 10 
และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

ความเป็นกรดเบสท่ี 12 สามารถยับยั้งการเจริญของ A. furcatum, C. gloeosporioides, 

F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้เท่ากับ 18.60 ± 2.43, 1.43 ± 

6.20, 16.18 ± 4.93, 2.63 ± 2.63, 17.39 ± 2.17, และ  32.00 ± 4.00 เปอร์ เซ็น ต์  ตามลำดับ  

แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.16 

 

รูปที่ 4.16 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับความเป็นกรดเบสท่ี 12 
และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

ความเป็นกรดเบสท่ี 14 สามารถยับยั้งการเจริญของ A. furcatum ได้เพียงชนิดเดียว  

โดยยับยั้งได้เท่ากับ 20.00 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์  ส่วนราอีก 6 ชนิดท่ีเหลือไม่สามารถยับย้ังการเจริญได้  

ดังรูปท่ี 4.17 
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รูปที่ 4.17 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับความเป็นกรดเบสท่ี 14 
และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

โดยสรุป การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับความเป็นกรด
เบสพบว่า สำหรับ A. furcatum, C. gloeosporioides, F. moniliforme, F. proliferatum และ 
F. solani นั้น ความเป็นกรดเบสระหว่าง pH 2 ถึง 10 แสดงเปอร์เซ็นต์การยับยั้งไม่แตกต่างกันมาก
นักเมื่อเทียบกับชุดควบคุม แต่เมื่อความเป็นกรดเบสเพิ่มขึ้นเป็น pH 12 พบว่าทำให้สมบัติการยับยั้ง
ราลดลงอย่างมาก   นอกจากนี้ยังพบว่าน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับความเป็นกรดเบสท่ี 14 ไม่สามารถ
ยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชส่วนใหญ่ได้ ยกเว้น A. furcatum เพียงชนิดเดียวท่ียังสามารถยับยั้ง
การเจริญได้เพียงเล็กน้อย   ท้ังนี้การยับยั้งการเจริญของ P. oryzae ในช่วงความเป็นกรดเบสท่ี 2 ถึง 
10 สามารถยับยั้งการเจริญได้สูงกว่าชุดควบคุมอย่างชัดเจน ดังตารางท่ี 4.2 

ตารางที่ 4.2 สรุปการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับความเป็นกรด
เบส 

ราก่อโรคพืช ความเป็นกรดเบสที่ pH ต่าง ๆ * 

2 4 6 7 (ควบคุม) 8 10 12 14 

A. furcatum 42.14 ± 3.73 37.52 ± 1.00  45.24 ± 4.12 33.85 ± 3.92 37.68 ± 2.51 34.78 ± 0.00 18.60 ± 2.43 20.00 ± 0.00 
C. gloeosporioides 55.79 ± 2.44 54.93 ± 2.23 56.72 ± 1.11 59.20 ± 1.80 60.99 ± 1.23 61.70 ± 0.00 1.43 ± 6.20 0.00 ± 0.00 

F. moniliforme 19.91 ± 4.05 13.77 ± 3.47 27.83 ± 1.52 17.31 ± 1.12 28.90 ± 1.20 21.08 ± 2.11 16.18 ± 4.93 0.00 ± 0.00 

F. proliferatum, 22.80 ± 5.63 18.37 ± 2.45 23.29 ± 2.72 18.75 ± 0.26 34.81 ± 2.68 25.01 ± 0.57 2.63 ± 2.63 0.00 ± 0.00 

F. solani 37.90 ± 0.34 34.64 ± 1.86 31.01 ± 1.34 33.07 ± 2.49 32.26 ± 1.21 32.22 ± 1.92 17.39 ± 2.17 0.00 ± 0.00 

P. palmivora 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

P. oryzae 100.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 68.34 ± 2.35  95.48 ± 3.92 95.44 ± 2.02 32.00 ± 4.00 0.00 ± 0.00 

*สีเขียวแทนความแตกต่างอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) จากชุดควบคุม 
*สีส้มแทนความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) จากชุดควบคุม 
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4.3.2 ผลของอุณหภูมิ 
การทดสอบผลของอุณหภูมิ ท่ีมี ต่ อสมบั ติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ใช้สมบั ติ  

การเกิดอิมัลชัน (E24) ของน้ำเล้ียงเช้ือ B. velezensis B49 เป็นเกณฑ์ติดตามผลเช่นกัน โดยนำน้ำ 

เล้ียงเช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 20, 40, 60, 80, 100 หรือ 121 (autoclave) องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 

นาที แล้วตั้งไว้ให้อุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิห้อง แล้วจึงทดสอบค่า E24 พบว่าการแปรผันอุณหภูมิในช่วง 

20 – 121 องศาเซลเซียส ไม่กระทบต่อการเกิดอิมัลชัน โดยมีค่า E24 ระหว่าง 62.50 ± 0.00 ถึง 

66.67 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งใกล้เคียงกับชุดควบคุมท่ีผ่านการบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีค่า E24 

เท่ากับ 66.67 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ ตามรูปท่ี 4.18 

 
รูปที่ 4.18 การเกิดอิมัลชัน (E24) ของ B. velezensis B49 ท่ีอุณหภูมิ 20 ถึง 121 องศาเซลเซียส 
และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

เมื่อนำน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับอุณหภูมิและต้ังไว้ให้เท่ากับอุณหภูมิห้อง แล้วนำไปทดสอบ

การยับยั้งราก่อโรคพืช โดยใช้วิธีผสมลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอัตราส่วน 1:10 พบว่า ท่ีอุณหภูมิ 20 

องศาเซลเซียส สามารถยับยั้งการเจริญของ A. furcatum, C. gloeosporioides, F. moniliforme, 

F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้เท่ากับ 43.33 ± 2.89, 56.10 ± 0.00, 33.60 ± 

2.17, 31.79 ± 1.55, 28.41 ± 3.07 และ 69.42 ± 1.83 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ แต่ไม่สามารถยับยั้ง

การเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.19 
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รูปที่ 4.19 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับอุณหภูมิ 

ท่ี 20 องศาเซลเซียส และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

อุ ณ ห ภู มิ  40 อ ง ศ า เซ ล เซี ย ส  ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ก า ร เจ ริ ญ ข อ ง  A. furcatum,  

C. gloeosporioides, F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้ เท่ ากับ 

46.67 ± 2.89, 58.52 ± 1.28, 24.36 ± 1.11, 27.41 ± 2.67, 45.51 ± 2.01 และ 69.42 ± 1.83 

เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.20 

 

รูปที่ 4.20 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับอุณหภูมิ 
ท่ี 40 องศาเซลเซียส และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

อุ ณ ห ภู มิ  60 อ ง ศ า เซ ล เซี ย ส  ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ก า ร เจ ริ ญ ข อ ง  A. furcatum,  

C. gloeosporioides, F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้ เท่ ากับ 
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48.33 ± 2.89, 57.04 ± 1.28, 24.36 ± 1.11, 27.43 ± 1.36, 44.02 ± 0.73 และ 68.23 ± 0.64 

เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.21 

 

รูปที่ 4.21 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับอุณหภูมิ 
ท่ี 60 องศาเซลเซียส และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

อุ ณ ห ภู มิ  80 อ ง ศ า เซ ล เซี ย ส  ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ก า ร เจ ริ ญ ข อ ง  A. furcatum,  

C. gloeosporioides, F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้ เท่ ากับ 

40.00 ± 5.00, 55.28 ± 1.41, 18.96 ± 1.36, 28.78 ± 0.82, 39.99 ± 0.79 และ 67.04 ± 2.45 

เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.22 

 

รูปที่ 4.22 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับอุณหภูมิ 
ท่ี 80 องศาเซลเซียส และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 
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อุ ณ ห ภู มิ  100 อ ง ศ า เซ ล เซี ย ส  ส าม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ก า ร เจ ริ ญ ข อ ง  A. furcatum,  

C. gloeosporioides, F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้ เท่ ากับ 

42.10 ± 2.01, 57.53 ± 2.01, 26.54 ± 2.37, 27.99 ± 2.83, 33.07 ± 0.45 และ  100 ± 0.00 

เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.23 

 

รูปที่ 4.23 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับอุณหภูมิ 
ท่ี 100 องศาเซลเซียส และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

อุ ณ ห ภู มิ  121 อ ง ศ า เซ ล เซี ย ส  ส าม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ก า ร เจ ริ ญ ข อ ง  A. furcatum,  

C. gloeosporioides, F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani และ P. oryzae ได้ เท่ ากับ 

23.69 ± 4.04, 58.94 ± 3.12, 5.46 ± 1.31, 13.33 ± 2.22, 5.25 ± 1.23 แ ล ะ  100 ± 0.00 

เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ ดังรูปท่ี 4.24 

 
รูปที่ 4.24 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับอุณหภูมิ 

ท่ี 121 องศาเซลเซียส และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 
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โดยสรุปแล้ว การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับอุณหภูมิ
พ บ ว่ า  สำห รับ  A. furcatum, C. gloeosporioides, F. moniliforme, F. proliferatum แล ะ  
F. solani นั้น อุณหภูมิระหว่าง 20 ถึง 100 องศาเซลเซียส ไม่มีผลต่อความสามารถในการยับยั้งรา 
เนื่องจากยังแสดงเปอร์เซ็นต์การยับยั้งท่ีไม่แตกต่างกันมากนักเมื่อเทียบกับชุดควบคุม แต่เมื่อน้ำเล้ียง
เช้ือผ่านการปรับอุณหภูมิให้เพิ่มขึ้นเป็น 121 องศาเซลเซียส พบว่าทำให้สมบัติในการยับยั้งรา 
ส่วนใหญ่ลดลงอย่างชัดเจน ยกเว้นสำหรับ C. gloeosporioides ท่ีแม้แต่เมื่อผ่านการปรับอุณหภูมิ
เป็น 121 องศาเซลเซียส ก็ยังคงแสดงความสามารถในการยับยั้งราใกล้เคียงกับชุดควบคุม   สำหรับ
การยับยั้งการเจริญของ P. oryzae นั้น เป็นท่ีน่าสังเกตว่าเมื่อผ่านการปรับอุณหภูมิให้เป็น 100 และ 
121 องศาเซลเซียสแล้ว สามารถยับยั้งการเจริญได้สูงกว่าชุดควบคุม ดังตารางท่ี 4.3 

ตารางที่ 4.3 สรุปการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีผ่านการปรับอุณหภูมิ 
ราก่อโรคพืช อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) * 

20 37 (ควบคุม) 40 60 80 100 121 
(autoclave) 

A. furcatum 43.33 ± 2.89 33.85 ± 3.92 46.67 ± 2.89 48.33 ± 2.89 40.00 ± 5.00 42.10 ± 2.01 23.69 ± 4.04 

C. gloeosporioides 56.10 ± 0.00 59.20 ± 1.80 58.52 ± 1.28 57.04 ± 1.28 55.28 ± 1.41 57.53 ± 2.01 58.94 ± 3.12 

F. moniliforme 33.60 ± 2.17 17.31 ± 1.12 24.36 ± 1.11 24.36 ± 1.11 18.96 ± 1.36 26.54 ± 2.01 5.46 ± 1.31 

F. proliferatum, 31.79 ± 1.55 18.75 ± 0.26 27.41 ± 2.67 27.43 ± 1.36 28.78 ± 0.82 27.99 ± 2.37 13.33 ± 2.22 

F. solani 28.41 ± 3.07 33.07 ± 2.49 45.51 ± 2.01 44.02 ± 0.73 39.99 ± 0.79 33.07 ± 0.45 5.25 ± 1.23 

P. palmivora 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

P. oryzae 69.42 ± 1.83 68.34 ± 2.35  69.42 ± 1.83 68.23 ± 0.64 67.04 ± 2.45 100.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 

*สีเขียวแทนความแตกต่างอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) จากชุดควบคุม 
*สีส้มแทนความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) จากชุดควบคุม 
 

4.4 การทดสอบผลของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่มีต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 สำหรับอาหารกำหนดสูตร (defined medium) เมื่อจับคู่แหล่งคาร์บอน ได้แก่ โซเดียม 

อะซีเทต, โซเดียมซิเตรต, ฟรุกโทส, กลูโคส, กลีเซอรอล หรือซูโครส และแหล่งไนโตรเจน ได้แก่ 

แอมโมเนียมไนเตรต, แอมโมเนียมซัลเฟต, โซเดียมไนเตรต หรือยูเรีย ลงในอาหาร Mineral salt 

solution ท่ีจำกัดท้ังแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน สามารถจับคู่อาหารได้ท้ังหมด 24 คู่  ซึ่งจาก

ผลการทดลองพบว่า B. velezensis B49 สามารถเจริญได้ในอาหารเพียงแค่ 6 คู่ ได้แก่ กลูโคสกับ

แอมโมเนียมไนเตรต (Glu+AN), กลูโคสกับแอมโมเนียมซัลเฟต (Glu+AS), ฟรุกโทสกับแอมโมเนียม

ไนเตรต (F+AN), ฟรุกโทสกับแอมโมเนียมซัลเฟต (F+AS), ซูโครสกับแอมโมเนียมไนเตรต (S+AN) 

และซูโครสกับแอมโมเนียมซัลเฟต (S+AS)  เมื่อนำน้ำเล้ียงเช้ือจากคู่ของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน

ท้ัง 6 คู่เหล่านี้ มาทดสอบการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้สมบัติการเกิดอิมัลชัน (E24)  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 56 

ของน้ำเล้ียงเช้ือเป็นเกณฑ์ติดตามผล โดยทดสอบด้วยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ได้ผลดัง

รูปท่ี 4.25 ซึ่งพบว่าท่ีเวลา 48 ช่ัวโมงให้ผลการเกิดอิมัลชันสูงกว่าท่ี 24 ช่ัวโมง   อาหารท่ีมีฟรุกโทส

กับแอมโมเนียมไนเตรตเป็นคู่ท่ีทำให้เกิดอิมัลชันได้มากท่ีสุดได้เท่ากับ 51.39 ± 2.41 เปอร์เซ็นต์ เมื่อ

เล้ียงแบคทีเรียเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง   นอกจากอาหารกำหนดสูตรข้างต้นแล้ว สำหรับอาหารท่ีมี

สารอาหารสมบูรณ์ (complete medium) ได้ทดสอบกับอาหาร 3 ชนิด ได้แก่ LB, NB และ TSB 

และพบว่าการเกิดอิมัลชันเมื่อเล้ียงแบคทีเรียในอาหาร LB, NB และ TSB มีค่าสูงท่ีสุดเท่ากับ 66.67 

± 0.00, 62.76 ± 0.44 และ 63.89 ± 1.20 ตามลำดับ ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกัน โดยสามารถเกิดอิมัลชัน

ได้มากท่ีสุดเมื่อเล้ียงแบคทีเรียในอาหาร LB ดังรูปท่ี 4.25 

 

รูปที่ 4.25 การเกิดอิมัลชัน (E24) ของน้ำเล้ียงเช้ือจากเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมงของ  
B. velezensis B49 ในอาหารสูตรต่าง ๆ และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 
 

4.5 การแปรผันเวลาที่ เหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการยับยั้ ง 
ราก่อโรคพืช 
 จากผลการทดสอบข้างต้นพบว่าอาหาร LB สามารถทำให้เกิดอิมัลชันได้มากท่ีสุด จึงเลือก

อาหาร LB มาแปรผันหาเวลาท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยเล้ียง  

B. velezensis B49 ในอาหาร LB จากนั้นเก็บตัวอย่างทุก 6 ช่ัวโมง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เพื่อติดตาม

การเจริญโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร, การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

โดยวัดการเกิดอิมัลชัน (E24), และการยับยั้งราก่อโรคพืช ได้ผลดังรูปท่ี 4.26  ผลการทดลองพบว่า

แบคทีเรียมีการเจริญสูงสุดท่ีประมาณ 24 ช่ัวโมง ซึ่งหลังจากนั้นเข้าสู่ระยะ stationary phase และ 
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decline phase  ส่วนการเกิดอิมัลชันเกิดสูงสุดท่ีเวลา 18 ช่ัวโมง โดยสามารถเกิดอิมัลชันเท่ากับ 

63.19 เปอร์เซ็นต์ 

 
รูปที่ 4.26 การเจริญและการเกิดอิมัลชัน (E24) ของ B. velezensis B49  

เมื่อเล้ียงในอาหาร LB ต่อเวลา (ช่ัวโมง) และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

 

ผลการทดสอบการยับยั้งราก่อโรคพืชท้ัง 7 ชนิดต่อเวลา โดยนำน้ำเล้ียงเช้ือผสมลงในอาหาร

เล้ียงเช้ือท่ีอัตราส่วน 1:10 พบว่าท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญของ A. furcatum ได้

เท่ากับ 2.37 ± 4.17 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 14.14 ± 7.80 

เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 18 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 23.00 ± 6.09 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 

24 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 24.70 ± 4.08 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 30 ช่ัวโมง สามารถ

ยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 21.56 ± 1.41 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 36 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้

เท่ากับ 23.89 ± 3.66 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 42 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 19.10 ± 

3.15 เปอร์เซ็นต์ และท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 23.07 ± 3.76 เปอร์เซ็นต์ 

ดังรูปท่ี 4.27 
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รูปที่ 4.27 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืช A. furcatum ในระยะเวลา 6 ถึง 48 ช่ัวโมง และ
ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับ

ความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

ท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญของ C. gloeosporioides ได้เท่ากับ 4.23 ± 3.67 

เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 3.06 ± 8.35 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 18 

ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 22.53 ± 2.50 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง สามารถยับย้ัง

การเจริญได้เท่ากับ 23.60 ± 3.15 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 30 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 

22.01 ± 2.84 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 36 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 21.42 ± 4.29 

เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 42 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 26.83 ± 4.34 เปอร์เซ็นต์ และท่ี

เวลา 48 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 28.46 ± 1.59 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.28 

 
รูปที่ 4.28 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืช C. gloeosporioides ในระยะเวลา 6 ถึง 48 ช่ัวโมง 
และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05)  
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ท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญของ F. moniliforme ได้เท่ากับ 19.06 ± 6.62 

เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 36.21 ± 1.44 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 

18 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 46.63 ± 1.38 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง สามารถ

ยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 36.82 ± 2.18 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 30 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้

เท่ากับ 34.95 ± 2.80 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 36 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 39.27 ± 

1.32 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 42 ช่ัวโมง สามารถยับย้ังการเจริญได้เท่ากับ 32.53 ± 3.96 เปอร์เซ็นต์ และ

ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 32.53 ± 1.40 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.29 

 

รูปที่ 4.29 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืช F. moniliforme ในระยะเวลา 6 ถึง 48 ช่ัวโมง และ
ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับ

ความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

ท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญของ F. proliferatum ได้เท่ากับ 0.56 ± 0.98 

เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 10.60 ± 2.48 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 

18 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 15.07 ± 2.77 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง สามารถ

ยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 18.42 ± 2.74 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 30 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้

เท่ากับ 17.31 ± 2.44 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 36 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 16.75 ± 

1.54 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 42 ช่ัวโมง สามารถยับย้ังการเจริญได้เท่ากับ 16.75 ± 1.54 เปอร์เซ็นต์ และ

ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 16.20 ± 0.82 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.30 
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รูปที่ 4.30 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืช F. proliferatum ในระยะเวลา 6 ถึง 48 ช่ัวโมง 
และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ี

ระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

ท่ี เวลา 6 ช่ั วโมง  สามารถยับยั้ งการเจริญ ของ F. solani ได้ เท่ ากับ  10.00 ± 3.33 

เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 31.67 ± 1.67 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 

18 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 42.22 ± 2.55 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง สามารถ

ยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 39.44 ± 3.47 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 30 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้

เท่ากับ 35.56 ± 0.96 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 36 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 38.89 ± 

1.92 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 42 ช่ัวโมง สามารถยับย้ังการเจริญได้เท่ากับ 33.33 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ และ

ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 33.33 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.31 

 

รูปที่ 4.31 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืช F. solani ในระยะเวลา 6 ถึง 48 ช่ัวโมง และ
ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับ

ความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 
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ท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้เท่ากับ 14.67 ± 4.62 

เปอร์เซ็นต์ แต่ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง, 18 ช่ัวโมง, 24 ช่ัวโมง, 30 ช่ัวโมง, 36 ช่ัวโมง, 42 และ 48 ช่ัวโมง 

ไม่สามารถยับยั้งการเจริญได้ ดังรูปท่ี 4.32 

 

รูปที่ 4.32 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืช P. palmivora ในระยะเวลา 6 ถึง 48 ช่ัวโมง และ
ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับ

ความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

ท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญของ P. oryzae ได้เท่ากับ 5.86 ± 6.62 เปอร์เซ็นต์,  

ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 45.82 ± 1.85 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 18 ช่ัวโมง 

สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 49.70 ± 5.43 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการ

เจริญได้เท่ากับ 46.55 ± 3.06 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 30 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 

47.27 ± 4.29 เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 36 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 45.82 ± 1.85 

เปอร์เซ็นต์, ท่ีเวลา 42 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 43.51 ± 4.16 เปอร์เซ็นต์ และท่ี

เวลา 48 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเจริญได้เท่ากับ 39.79 ± 3.56 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปท่ี 4.33 

 
รูปที่ 4.33 การยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืช P. oryzae ในระยะเวลา 6 ถึง 48 ช่ัวโมง และ

ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับ
ความเช่ือมั่น 95% (P<0.05)  
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4.6 การสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
การสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใช้ 2 วิธี แตกต่างกัน คือ การตกตะกอนด้วยกรดไฮโดรคลอ

ริกแล้วสกัดด้วยเมทานอล กับการสกัดด้วยเอทิลอะซีเทต ซึ่งเมื่อสกัดและขจัดตัวทำละลายแล้ว ท้ัง 2 

วิธีละลายตะกอนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยสารละลาย 2 ชนิด ซึ่งคือ 1 โมลาร์ ทริสไฮโดร 

คลอไรด์ หรือ 100% เอทานอล   จากนั้นนำไปทดสอบการเกิดอิมัลชัน (E24) และการยับยั้งการเจริญ

ราก่อโรคพืช   สำหรับผลการเกิดอิมัลชันได้ผลดังรูปท่ี 4.34 ซึ่งพบว่าการสกัดด้วยเมทานอลแล้ว

ละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Methanol-Tris) สามารถเกิดอิมัลชันได้ 60.42 ± 

0.00 เปอร์เซ็นต์, การสกัดด้วยเอทิลอะซีเทตแล้วละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ 

(Ethyl acetate-Tris) สามารถเกิดอิมัลชันได้ 12.50 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์, การสกัดด้วยเมทานอลแล้ว

ละลายตะกอนใน 100% เอทานอล (Methanol-Ethanol) ไม่สามารถทำให้เกิดอิมัลชันได้ และการ

สกัดด้วยเอทิลอะซี เทตแล้วละลายตะกอนใน  100% เอทานอล  (Ethyl acetate-Ethanol)  

ไม่สามารถทำให้เกิดอิมัลชันได้เช่นกัน 

 

รูปที่ 4.34 การเกิดอิมัลชันของสารสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบริสุทธิ์ที่มาจากวิธีการสกัด 
และการละลายท่ีแตกต่างกัน และตัวอักษรท่ีแตกต่างกันแสดงค่าเฉล่ียของข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกัน

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (P<0.05) 

สำหรับการยับยั้งราก่อโรคพืชท้ัง 7 ชนิด ได้ผลดังตารางท่ี 4.4 ซึ่งพบว่าราก่อโรคพืช  

A. furcatum, C. gloeosporioides, F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani,  

P. palmivora และ P. oryzae ถูกยับยั้งได้ดีด้วยท้ังสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีได้จากการสกัดด้วย 

เมทานอลแล้วละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีได้จาก 

การสกัดด้วยเมทานอล แล้วละลายตะกอนใน 100% เอทานอล  ส่วนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีได้จาก
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การสกัดด้วยเอทิลอะซีเทตแล้วละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ และเอทิลอะซีเทตแล้ว

ละลายตะกอนใน 100% เอทานอล สามารถยับย้ังได้เล็กน้อย แต่ท้ังนี้การสกัดด้วยเอทิลอะซีเทตแล้ว

ละลายตะกอนใน 1 โมลาร์  ทริสไฮโดรคลอไรด์ ไม่สามารถยับยั้ ง P. palmivora ได้   เมื่ อ

เปรียบเทียบการยับย้ังการเจริญของราก่อโรคพืชด้วยสารลดแรงตึงผิวที่สกัดได้กับก่อนการสกัด พบว่า

สารลดแรงตึงผิวท่ีสกัดได้สามารถยับยั้งการเจริญของราได้มากกว่าก่อนการสกัด  ยกเว้นผลการยับยั้ง 

F. moniliforme ท่ีพบว่าก่อนและหลังการสกัดให้ผลการยับยั้งท่ีใกล้เคียงกัน และนอกจากนี้  

สารลดแรงตึงผิวหลังการสกัดพบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora ได้ 

ตารางที่ 4.4 การยับยั้งการเจริญของราโรคพืชจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกัดและละลายด้วยวิธี
แตกต่างกัน 

ชนิดของราก่อโรคพืช 
วิธีการสกัดและ

การละลาย 
เปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้ง 
การยับย้ังการเจริญของราด้วยสารสกัด 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละชนิด 

A. furcatum 

ชุดควบคุม  
(ก่อนการสกัด) 

24.70 

 

Methanol-Tris 48.46 
Ethyl 

acetate-Tris 
2.31 

Methanol-
Ethanol 

48.91 

Ethyl 
acetate-
Ethanol 

12.41 

C. gloeosporioides 

ชุดควบคุม  
(ก่อนการสกัด) 

23.60 

 

Methanol-Tris 56.28 
Ethyl 
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8.74 
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F. moniliforme 

ชุดควบคุม  
(ก่อนการสกัด) 

46.63 

 

Methanol-Tris 35.00 

Ethyl 
acetate-Tris 

3.89 

Methanol-
Ethanol 

43.22 

Ethyl 
acetate-
Ethanol 

18.03 

F. proliferatum 

ชุดควบคุม  
(ก่อนการสกัด) 

18.42 

 

Methanol-Tris 33.16 
Ethyl 

acetate-Tris 
5.26 

Methanol-
Ethanol 

34.22 

Ethyl 
acetate-
Ethanol 

9.09 

F. solani 

ชุดควบคุม  
(ก่อนการสกัด) 

42.22 

 

Methanol-Tris 43.50 
Ethyl 

acetate-Tris 
3.95 

Methanol-
Ethanol 

41.18 

Ethyl 
acetate-
Ethanol 

7.65 

P. palmivora 

ชุดควบคุม  
(ก่อนการสกัด) 

0.00 

 Methanol-Tris 27.07 

Ethyl 
acetate-Tris 

0.00 
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Methanol-
Ethanol 

27.01 

 

Ethyl 
acetate-
Ethanol 

29.20 

P. oryzae 

ชุดควบคุม  
(ก่อนการสกัด) 

49.70 

 

Methanol-Tris 59.23 

Ethyl 
acetate-Tris 

13.08 

Methanol-
Ethanol 

60.63 

Ethyl 
acetate-
Ethanol 

18.90 

4.7 การวิเคราะห์โครงสร้างเบื้องต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 การวิเคราะห์โครงสร้างเบื้องต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธีไฮเพอร์ฟอร์มานซ์  

ลิควิดโครมาโทกราฟี (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) จากตัวอย่างสาร

สกัดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท้ัง 4 ในข้อ 4.6 พบว่าโครมาโทแกรมของตัวอย่างสารสกัดท้ัง 4 

ในช่วงเวลาคงอยู่  (retention time) 5 ถึง 10 นาที มีการชะออกมามากท่ีช่วงเวลาเดียวกันกับ 

โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานเซอร์แฟกทิน จาก Bacillus subtilis ดังแสดงในรูปท่ี 4.35 

 

รูปที่ 4.35 โครมาโตแกรม HPLC ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากการสกัดและละลายด้วยวิธีต่าง ๆ 
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สำหรับการยับย้ังราก่อโรคพืชท้ัง 7 ชนิด ของตัวอย่างจากโครมาโทแกรมในแต่ละช่วงเวลาคง

อยู่ ทุก ๆ 5 นาที พบว่า A. furcatum สามารถถูกยับยั้งได้โดยสารละลายจากช่วงเวลาท่ี 5 ถึง 10 

นาที ของสารสกัดท้ัง 4 ตัวอย่าง และช่วงเวลาท่ี 10 ถึง 15 สามารถยับยั้งการเจริญได้เพียงสารสกัด

ด้วยเมทานอลแล้วละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ และช่วงเวลาท่ี 0 ถึง 5, 15 ถึง 20, 

20 ถึง 25, 25 ถึง 30 และ 30 ถึง 35 ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ A. furcatum ดังรูปท่ี 4.36 

 
รูปที่ 4.36 การยับยั้งการเจริญของ A. furcatum โดยภาพ A คือ Methanol-Tris ภาพ B คือ 
Methanol-Ethanol ภาพ C คือ Ethyl acetate-Tris ภาพ D คือ Ethyl acetate-Ethanol   

ตัวเลขคือ ช่วงเวลา (นาที) ท่ีเก็บตัวอย่างจาก HPLC 

C. gloeosporioides สามารถถูกยับยั้งได้โดยช่วงเวลาท่ี 5 ถึง 10 นาที ของสารสกัดด้วย 

เมทานอลแล้วละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ และสารสกัดด้วยเมทานอลแล้วละลาย

ตะกอนใน 100% เอทานอล ส่วนสารสกัดด้วยเอทิลอะซีเทตแล้วละลายตะกอนใน 1 โมลาร์  

ทริสไฮโดรคลอไรด์ และสารสกัดด้วยเอทิลอะซีเทตแล้วละลายตะกอนใน 100% เอทานอลไม่สามารถ

ยับยั้งการเจริญได้ และช่วงเวลาท่ี 0 ถึง 5, 10 ถึง 15, 15 ถึง 20, 20 ถึง 25, 25 ถึง 30 และ 30 ถึง 

35 ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ C. gloeosporioides ดังรูปท่ี 4.37 

 

รูปที่ 4.37 การยับยั้งการเจริญของ C. gloeosporioides โดยภาพ A คือ Methanol-Tris  
ภาพ B คือ Methanol-Ethanol ภาพ C คือ Ethyl acetate-Tris ภาพ D คือ Ethyl acetate- 

Ethanol   ตัวเลขคือ ช่วงเวลา (นาที) ท่ีเก็บตัวอย่างจาก HPLC 
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F. moniliforme สามารถถูกยับยั้งได้โดยช่วงเวลาท่ี 5 ถึง 10 นาที ของสารสกัดท้ัง 4 

ตัวอย่าง และช่วงเวลาท่ี 10 ถึง 15 สามารถยับยั้งการเจริญได้ ยกเว้นสารสกัดด้วยเอทิลอะซีเทตแล้ว

ละลายตะกอนใน 100% เอทานอลไม่สามารถยับยั้งการเจริญได้ และช่วงเวลาท่ี 0 ถึง 5, 15 ถึง 20, 

20 ถึง 25, 25 ถึง 30 และ 30 ถึง 35 ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ F. moniliforme ดังรูปท่ี 4.38 

 

รูปที่ 4.38 การยับยั้งการเจริญของ F. moniliforme โดยภาพ A คือ Methanol-Tris  
ภาพ B คือ Methanol-Ethanol ภาพ C คือ Ethyl acetate-Tris ภาพ D คือ Ethyl acetate- 

Ethanol   ตัวเลขคือ ช่วงเวลา (นาที) ท่ีเก็บตัวอย่างจาก HPLC 

F. proliferatum สามารถถูกยับยั้งได้โดยช่วงเวลาท่ี 5 ถึง 10 นาที และช่วงเวลาท่ี 10 ถึง 

15 ของสารสกัดท้ัง 4 ตัวอย่าง สามารถยับยั้งการเจริญได้ และช่วงเวลาท่ี 0 ถึง 5, 15 ถึง 20, 20 ถึง 

25, 25 ถึง 30 และ 30 ถึง 35 ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ F. proliferatum ดังรูปท่ี 4.39 

 

รูปที่ 4.39 การยับยั้งการเจริญของ F. proliferatum โดยภาพ A คือ Methanol-Tris  
ภาพ B คือ Methanol-Ethanol ภาพ C คือ Ethyl acetate-Tris ภาพ D คือ Ethyl acetate- 

Ethanol   ตัวเลขคือ ช่วงเวลา (นาที) ท่ีเก็บตัวอย่างจาก HPLC 

F. solani สามารถถูกยับยั้งได้โดยช่วงเวลาท่ี 5 ถึง 10 นาที ของสารสกัดท้ัง 4 ตัวอย่าง  

และช่วงเวลาท่ี 10 ถึง 15 สามารถยับยั้งการเจริญได้ ยกเว้นสารสกัดด้วยเอทิลอะซีเทตแล้วละลาย

ตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ และสารสกัดด้วยเอทิลอะซีเทตแล้วละลายตะกอนใน 100% 
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เอทานอลไม่สามารถยับยั้งการเจริญได้ และช่วงเวลาท่ี 0 ถึง 5, 15 ถึง 20, 20 ถึง 25, 25 ถึง 30 

และ 30 ถึง 35 ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ F. solani ดังรูปท่ี 4.40 

 

รูปที่ 4.40 การยับยั้งการเจริญของ F. solani โดยภาพ A คือ Methanol-Tris ภาพ B คือ 
Methanol-Ethanol ภาพ C คือ Ethyl acetate-Tris ภาพ D คือ Ethyl acetate- Ethanol   

ตัวเลขคือ ช่วงเวลา (นาที) ท่ีเก็บตัวอย่างจาก HPLC 

P. palmivora ไม่สามารถถูกยับยั้งการเจริญได้โดยทุกช่วงเวลาของสารสกัดท้ัง 4 ตัวอย่าง  

ดังรูปท่ี 4.41 

 

รูปที่ 4.41 การยับยั้งการเจริญของ P. palmivora โดยภาพ A คือ Methanol-Tris ภาพ B คือ 
Methanol-Ethanol ภาพ C คือ Ethyl acetate-Tris ภาพ D คือ Ethyl acetate- Ethanol   

ตัวเลขคือ ช่วงเวลา (นาที) ท่ีเก็บตัวอย่างจาก HPLC 

P. oryzae สามารถถูกยับยั้งได้โดยช่วงเวลาท่ี 5 ถึง 10 นาที ของสารสกัดท้ัง 4 ตัวอย่าง 

และช่วงเวลาท่ี 10 ถึง 15 สามารถยับยั้งการเจริญได้ ยกเว้นสารสกัดด้วยเอทิลอะซีเทตแล้วละลาย

ตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ และสารสกัดด้วยเอทิลอะซีเทตแล้วละลายตะกอนใน 100% 

เอทานอลไม่สามารถยับยั้งการเจริญได้ และช่วงเวลาท่ี 0 ถึง 5, 15 ถึง 20, 20 ถึง 25, 25 ถึง 30 

และ 30 ถึง 35 ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของ P. oryzae ดังรูปท่ี 4.42 
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รูปที่ 4.42 การยับยั้งการเจริญของ P. oryzae โดยภาพ A คือ Methanol-Tris ภาพ B คือ 
Methanol-Ethanol ภาพ C คือ Ethyl acetate-Tris ภาพ D คือ Ethyl acetate- Ethanol   

ตัวเลขคือ ช่วงเวลา (นาที) ท่ีเก็บตัวอย่างจาก HPLC 

4.8 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 
 ระบุเอกลักษณ์ของแบคทีเรียโดยการนำตะกอนเซลล์แบคทีเรียมาสกัดดีเอ็นเอ แล้วเพิ่ม

ปริมาณเฮาส์คีปปิงยีน ซึ่งเป็นยีนท่ีมีการแสดงออกอย่างสม่ำเสมอในทุกเซลล์ โดยตรวจสอบกับ 

เฮาส์คีปปิงยีน ท้ังหมด 5 ยีน คือ groEL, gyrA, polC, purH และ rpoB โดยใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่  

พอลิเมอเรส ซึ่งผลการทำอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสพบว่า groEL ได้ผลิตภัณฑ์ขนาดประมาณ 

835 คู่เบส, gyrA ได้ผลิตภัณฑ์ขนาดประมาณ 928 คู่เบส, polC ได้ผลิตภัณฑ์ขนาดประมาณ 777 คู่

เบส, purH ได้ผลิตภัณฑ์ขนาดประมาณ 875 คู่เบส และ rpoB ได้ผลิตภัณฑ์ขนาดประมาณ 964 คู่

เบส ดังแสดงในรูปท่ี 4.43 

 

รูปที่ 4.43 อะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของ 
เฮาส์คีปปิงยีน ได้แก่ groEL, gyrA, polC, purH และ rpoB ของ B. velezensis B49 
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เมื่อนำผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์ แล้วนำลำดับ 

นิวคลีโอไทด์ท่ีได้เปรียบเทียบกับลำดับในฐานข้อมูล NCBI ด้วยอัลกอริธึม BLASTn เพื่อระบุ

เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย พบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน groEL มีความใกล้เคียงกับ B. velezensis 

สายพันธุ์  GFP-2 มากถึง 100 เปอร์ เซ็น ต์  (ภาคผนวก ค1 ), ยีน  gyrA มี ความใกล้เคียงกับ  

B. velezensis สายพันธุ์ GFP-2 มากถึง 99.79 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ค2), ยีน polC มีความ

ใกล้เคียงกับ B. velezensis สายพันธุ์ BvL03 มากถึง 99.75 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ค3), ยีน purH 

มีความใกล้เคียงกับ B. velezensis สายพันธุ์ BvL03 มากถึง 99.52 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ค4) และ

ยีน  rpoB มีความใกล้เคียงกับ  B. velezensis สายพันธุ์  GH1-13 มากถึง 99.58 เปอร์ เซ็น ต์  

(ภาคผนวก ค5) จึงสามารถยืนยันได้ว่าแบคทีเรียชนิดนี้ คือ B. velezensis B49 
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บทท่ี 5  
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
 การศึกษานี้เกี่ยวข้องกับการทดสอบการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชโดยใช้ Bacillus 

velezensis B49 ท่ีมีรายงานว่าสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ (ขวัญธิดา โพพิทูล, 2560) 

โดยใช้เทคนิคการขีดแบคทีเรียลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA หรือ V8 พร้อมกับราก่อโรคพืช ซึ่งพบว่า 

B. velezensis B49 แสดงความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชท้ัง 7 ชนิดท่ีทดสอบ 

โดยสามารถยับยั้งการเจริญของ Phytophthora palmivora และ Pyricularia oryzae ได้มากท่ีสุด 

โดยสามารถยับยั้งได้เท่ากับ 32.86 ± 0.82 และ 31.60 ± 3.01 เปอร์เซ็นต์   จากการทดสอบการ

ยับยั้งด้วยเทคนิคการผสมน้ำเล้ียงเช้ือในอาหาร พบว่าท่ีอัตราส่วน 1:1 สามารถยับยั้งการเจริญของ  

P. oryzae และ Acremonium furcatum ได้มากท่ีสุด โดยสามารถยับยั้งได้เท่ากับ 100 ± 0.00 

และ 96.08 ± 6.79 เปอร์เซ็นต์ ส่วนท่ีอัตราส่วน 1:10 สามารถยับยั้งการเจริญของ P. oryzae และ 

Colletotrichum gloeosporioides ได้มากท่ีสุด โดยสามารถยับยั้งได้เท่ากับ 68.34 ± 2.35 และ 

59.20 ± 1.80 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ   การทดสอบด้วยน้ำเล้ียงเช้ือของราผสมกับอาหาร พบว่าส่วน

ใหญ่สามารถยับย้ังการเจริญของราก่อโรคพืชได้มากกว่าการใช้เซลล์ขีดโดยตรง ท้ังนี้อาจเป็นเพราะใน

น้ำเล้ียงเช้ือมีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ รวมท้ังสารอื่น ท่ีมีฤทธิ์ ในการยับยั้ งรา เช่น เอนไซม์   

สารปฏิชีวนะ ท่ี B. velezensis B49 สร้างออกมาอยู่ในน้ำเล้ียงเช้ือแล้ว จึงทำให้สามารถยับยั้ง 

การเจริญได้ทันที แต่การขีดแบคทีเรียลงบนอาหารโดยตรง อาจต้องใช้เวลาในการเจริญเติบโตและ

สร้างสารออกฤทธิ์เหล่านั้น จึงให้ผลการยับยั้งท่ีช้ากว่า  นอกจากนี้อาจเกิดจากการท่ีแบคทีเรียสร้าง

สารต่าง ๆ ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งราก่อโรคพืชได้แตกต่างกัน เมื่อเจริญในอาหารแข็งและอาหารเหลว (Li และ

คณะ, 2016) หรืออาจเกิดจากสารออกฤทธิ์บางชนิดจะถูกเก็บไว้ในเซลล์ไม่สามารถหล่ังออกนอก

เซลล์ได้เมื่อเล้ียงบนอาหารแข็ง (Price และคณะ, 2007)   อย่างไรก็ตาม สำหรับการทดสอบกับ  

P. palmivora ให้ผลท่ีตรงข้ามกัน นั่นคือ ผลการทดลองด้วยการขีดเช้ือสามารถยับยั้งการเจริญของ 

P. palmivora ได้มากกว่าการทดลองด้วยการผสมน้ำเล้ียงเช้ือกับอาหาร   ท้ังนี้อาจเกิดจากสารบาง

ชนิดท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ P. palmivora มีสมบัติท่ีไม่สามารถทนต่อความร้อนได้ (heat 

labile) จึงทำให้ไม่สามารถยับยั้งการเจริญได้เมื่อนำมาผสมกับอาหารท่ีอุ่นไว้ ท่ีอุณหภูมิ  50  

องศาเซลเซียส (Sumayo และคณะ, 2013) 
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 การทดสอบสมบัติการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. velezensis B49 โดยใช้เทคนิค

เบ้ืองต้นในการพิสูจน์การสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท้ังหมด 4 เทคนิคคือ การทดสอบการยุบตัว

ของน้ำเล้ียงเช้ือบนฟิล์มน้ำมัน , การทดสอบการแตกของเม็ดเลือดแดง, การทดสอบการกระจายตัว

ของน้ำมัน และการทดสอบการเกิดอิมัลชัน พบว่า B. velezensis B49 มีสมบัติในการสร้างสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพ โดยสามารถทำให้เกิดการยุบตัวของน้ำเล้ียงเช้ือบนฟิล์มน้ำมัน ซึ่งผลการทดลองใน

ลักษณะเดียวกันยังพบได้ในงานวิจัยของ Ibrahim (2016) ซึ่งศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

โดย Ochrobactrum anthropi สายพันธุ์ HM-1 และ Citrobacter freundii สายพันธุ์ HM-2 และ

พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียท้ัง 2 ชนิดนี้ทำให้เกิดการยุบตัวของน้ำเล้ียงเช้ือบนฟิล์ม

น้ำมันดิบ   การทดสอบการแตกของเม็ดเลือดแดงพบว่า B. velezensis B49 เมื่อเล้ียงบนอาหาร 

blood agar ท่ีมีความเข้มข้นของเลือด 5% v/v ทำให้เกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนี ซึ่งเกิดจากการแตก

ตัวของเม็ดเลือดแดงในอาหารเมื่อสัมผัสกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีแบคทีเรียผลิตออกมา   

Mulligan และคณะ (1984) กล่าวไว้ว่าการทดสอบการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงเป็นวิธีการเบื้องต้นท่ี

นิยมในการศึกษาการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะใช้ส่วนหางจับ

กับเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือดแดงทำให้เยื่อหุ้มเซลล์แยกออกจากกันจนทำให้เกิดการแตกสลายขึ้น 

(Zaragoza และคณะ , 2010)   การทดสอบการกระจายตัวของน้ำมันพบว่าน้ำเล้ียงเช้ือของ  

B. velezensis B49 สามารถทำให้ เกิ ดการกระจายตัวของน้ ำมัน ได้  เช่น เดียวกับ ท่ีพบใน  

O. anthropi สายพันธุ์ HM-1 และ C. freundii สายพันธุ์ HM-2 (Ibrahim, 2016)   การทดสอบการ

เกิดอิมัลชันของ B. velezensis B49 พบว่าน้ ำเล้ียงเช้ือสามารถทำให้ เกิดอิมัลชันได้เท่ากับ  

62.50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งการเกิดอิมัลชันเป็นอีกหนึ่งสมบัติในการพิสูจน์การสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

โดยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีส่วนประกอบเป็นน้ำจะไม่สามารถรวมตัวกับน้ำมันไซลีนได้ทำให้เกิดการแยก

ช้ัน แต่การเกิดอิมัลชันแสดงว่าในน้ำเล้ียงเช้ือมีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอยู่จึงทำให้เกิดการรวมตัวของ

น้ำและน้ำมัน จึงเกิดเป็นช้ันท่ีมีความเป็นเนื้อเดียวกันและไม่แยกช้ัน (Amodu และคณะ, 2014) 

 การทดสอบผลของปัจจัยทางกายภาพท่ีมีต่อสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการยับยั้ง

ราก่อโรคพืช ซึ่งสมบัติแรกท่ีทดสอบคือ ผลของความเป็นกรดเบสท่ีมีต่อสมบัติของสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ โดยใช้สมบัติการเกิดอิมัลชันของน้ำเล้ียงเช้ือ B. velezensis B49 เป็นเกณฑ์ติดตามผล และ

แปรผันความเป็นกรดเบสต้ังแต่ 2 ถึง 14   ผลการทดสอบพบว่าเมื่อความเป็นกรดเบสอยู่ระหว่าง 2 

ถึง 10 จะเกิดอิมัลชันไม่แตกต่างกันโดยอยู่ท่ีประมาณ 61.81 ± 1.20 ถึง 62.50 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ 

แต่เมื่อความเป็นกรดเบสเพิ่มขึ้นเป็น 12 การเกิดอิมัลชันเหลือเพียง 15.97 ± 1.20 เปอร์เซ็นต์  
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และไม่เกิดอิมัลชันเลยท่ีความเป็นกรดเบสเท่ากับ 14   ผลการทดสอบเช่นนี้แสดงว่าเมื่อมีภาวะเป็น

เบสมากขึ้นจะทำให้สมบัติการเกิดอิมัลชันของ B. velezensis B49 ลดลง จนกระท่ังสูญเสียสมบัติ

การเกิดอิมัลชันไป เนื่องจากเมื่อความเป็นกรดเบสเพิ่มขึ้นจะทำให้เกิดการสูญเสียของประจุบวกท่ีส่วน

หัวทำให้มีผลต่อสภาพขั้วของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และสมบัติการเป็นอิมัลซิไฟเออร์หายไป อีกท้ัง

เมื่อสูญเสียประจุไปจะทำให้พันธะเอสเทอร์ถูกทำลายด้วย (Cooper และ Goldenberg, 1987)    

ผลการทดสอบนี้สอดคล้องกับการศึกษาของ Cooper และ Goldenberg (1987) ท่ีศึกษาความคงตัว

ของการเกิดอิมัลชันต่อความเป็นกรดเบสของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Bacillus sp. IAF343 และ 

Bacillus cereus IAF346 ในช่วงความเป็นกรดเบสท่ี 2 ถึง 14 และพบว่าเมื่อความเป็นเบสเพิ่มสูงขึ้น

จะส่งผลทำให้เกิดอิมัลชันลดลง โดยภาวะความเป็นเบสท่ี pH 14 พบว่าการเกิดอิมัลชันลดลงจาก 70 

เปอร์เซ็นต์ จนทำให้ไม่เกิดอิมัลชันเลย   การยับยั้งการเจริญของราท่ีก่อโรคพืชท้ัง 6 ชนิดพบว่า

สอดคล้องกับการเกิดอิมัลชันคือ เมื่อความเป็นกรดเบสอยู่ระหว่าง 2 ถึง 10 นั้น เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง

ไม่แตกต่างกันมากนัก แต่เมื่อความเป็นกรดเบสเพิ่มขึ้นเป็น 12 ทำให้สมบัติในการยับยั้งลดลง และไม่

สามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชท้ัง 5 ชนิด ยกเว้น A. furcatum เพียงชนิดเดียวที่ยังสามารถ

ยับย้ังการเจริญได้เพียงเล็กน้อยท่ีความเป็นกรดเบสเท่ากับ 14 

สำหรับการทดสอบผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยใช้สมบัติ

การเกิดอิมัลชันของน้ำเล้ียงเช้ือ B. velezensis B49 เป็นเกณฑ์ติดตามผล โดยบ่มน้ำเล้ียงเช้ือท่ี

อุณหภูมิ 20 ถึง 121 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิไม่มีผลต่อสมบัติการเกิดอิมัลชัน ซึ่งมีค่าการเกิด

อิมัลชันอยู่ในช่วง 62.50 ±0.00 ถึง 66.67 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ และมีความใกล้เคียงกับการศึกษาของ 

Aparna และคณะ (2012) ท่ี ศึกษาความคงตัวของการเกิดอิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวจาก 

Pseudomonas sp. 2B ท่ีช่วงอุณหภูมิ 4 ถึง 121 องศาเซลเซียส และผลการทดลองพบว่า ค่าดัชนี

การเกิดอิมัลชันท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง ยังสามารถทำให้เกิดอิมัลชันได้แม้แต่ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

แต่ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทำให้การเกิดอิมัลชันลดลง   เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมี

ส่วนประกอบส่วนใหญ่เป็นคาร์โบไฮเดรตและไขมันซึ่งมีถึง 30% และ 40% ตามลำดับ และมีปริมาณ

โปรตีนเล็กน้อยเพียง 1% ส่วนท่ีเหลืออีก 29% ส่วนใหญ่เป็นเกลืออนินทรีย์ จึงเป็นเหตุผลทำให้สมบัติ

การเกิดอิมัลชันไม่เปล่ียนแปลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น (Pruthi และ Cameotra, 1997)   ส่วนผลของ

อุณหภูมิต่อการยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชท้ัง 6 ชนิด พบว่าเมื่ออุณหภูมิผันแปรในช่วง 20 ถึง 

100 องศาเซลเซียสนั้น เปอร์เซ็นต์การยับยั้งจากแต่ละอุณหภูมิให้ผลไม่แตกต่างกันมากนัก   เมื่อผ่าน

การบ่มท่ีอุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส พบว่าการยับยั้ ง ราก่อโรคพืชลดลงถึง 4 ชนิด ได้แก่   
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A. furcatum, Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum และ Fusarium solani   ท้ังนี้

อาจเนื่องมาจากการยับย้ังราก่อโรคพืชนอกจากจะเกิดจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีทำให้เกิดอิมัลชัน

แล้ว ยังมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดอื่นท่ีมีส่วนประกอบของโปรตีนท่ีสามารถยับยั้งราก่อโรคพืชได้

เช่นกัน เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะทำให้เกิดการแข็งตัวและตกตะกอนของสารจำพวกโปรตีน ทำให้สารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพกลุ่มนี้เส่ือมสภาพจึงทำให้ความสามารถในการยับยั้งราก่อโรคลดลง   แต่สำหรับ  

C. gloeosporioides และ P. oryzae พบว่าแม้ผ่านการบ่มท่ี 100 หรือ 121 องศาเซลเซียส และยัง

สามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชได้สูง ท้ังนี้อาจเป็นเพราะสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเป็นชนิดท่ี

ไม่ เส่ือมสภาพท่ีอุณหภูมินี้  จึงไม่มีผลต่อการยับยั้ งรา (Abdel-Mawgoud และคณะ , 2008)   

โดยเฉพาะความสามารถในการยับยั้ง Pyricularia oryzae นั้น การนำน้ำเล้ียงเช้ือไปผ่านอุณหภูมิสูง 

ท่ี 100 และ 121 องศาเซลเซียส ทำให้ประสิทธิภาพการยับยั้งราสูงกว่าชุดควบคุม ขณะท่ีงานวิจัย

ส่วนใหญ่พบว่าเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นความสามารถในการยับยั้งมักจะลดลง (Li และคณะ, 2018; Dong 

และคณะ, 2019; Chen และคณะ, 2020) 

 การทดสอบผลของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีมีต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

สำหรับอาหารกำหนดสูตร เมื่อจับคู่แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนลงในอาหาร Mineral salt 

solution ท่ีจำกัดท้ังแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนนั้น สามารถจับคู่อาหารได้ท้ังหมด 24 คู่ ซึ่ง

พบว่า B. velezensis B49 สามารถเจริญได้ในเพียงแค่ 6 คู่ ได้แก่ กลูโคสกับแอมโมเนียมไนเตรต , 

กลูโคสกับแอมโมเนียมซัลเฟต, ฟรุกโทสกับแอมโมเนียมไนเตรต, ฟรุกโทสกับแอมโมเนียมซัลเฟต, 

ซูโครสกับแอมโมเนียมไนเตรต และซูโครสกับแอมโมเนียมซัลเฟต   จากการทดสอบการเกิดอิมัลชัน

ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือจากอาหารคู่ต่าง ๆ เมื่อเล้ียงเป็นเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมงนั้น พบว่าการเกิดอิมัลชันมี

ค่าสูงขึ้นเมื่อเล้ียงแบคทีเรียเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง โดยฟรุกโทสกับแอมโมเนียมไนเตรตเป็นคู่ท่ีทำให้เกิด

อิมัลชันได้มากท่ีสุด โดยมีค่าเท่ากับ 51.39 ± 2.41 เปอร์เซ็นต์   เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ 

Pereira และคณะ (2013) ท่ีได้ศึกษาการปรับเปล่ียนแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ใน

อาหารกำหนดสูตรเพื่อเพิ่มผลผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก Bacillus subtilis จำนวน 

3 สายพันธุ์ ได้แก่ 309, 311 และ 573 โดยมีแหล่งคาร์บอนท้ังหมด 12 ชนิดคือ โซเดียมอะซีเทต , 

โซเดียมซิเตรต, ฟรุกโทส, กลูโคส, กลีเซอรอล, แลคโทส, สารสกัดจากเนื้อ , พาราฟฟิน , ซูโครส,  

n-เฮกซะดีเคน , ทริปโตน , และสารสกัดจากยีสต์ และมีแหล่งไนโตรเจนท้ังหมด 8 ชนิดคือ 

แอมโมเนียมซิเตรต, แอมโมเนียมไนเตรต, แอมโมเนียมซัลเฟต, สารสกัดจากเนื้อ, โซเดียมไนเตรต, 

ทริปโตน, ยูเรีย, และสารสกัดจากยีสต์   ผลการศึกษาพบว่า B. subtilis สายพันธุ์ 309 และ 311 
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สามารถใช้ซูโครสและสารสกัดจากยีสต์เป็นแหล่งของคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีทำให้สามารถผลิตเซอร์

แฟกทินได้มากท่ีสุด  ขณะท่ี B. subtilis สายพันธุ์ 573 ใช้ซูโครสและแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่ง

ของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีทำให้สามารถผลิตเซอร์แฟกทินได้มากท่ีสุด ซึ่งแสดงให้เห็นว่า

แบคทีเรียชนิดเดียวกันแต่ต่างสายพันธุ์ก็มีความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ี

ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีแตกต่างกัน   อย่างไรก็ตาม เมื่อ

เปรียบเทียบความสามารถในการทำให้เกิดอิมัลชันเมื่อเล้ียงแบคทีเรียในอาหารกำหนดสูตรท่ีมี

ฟรุกโทสกับแอมโมเนียมไนเตรตซึ่งเป็นคู่ท่ีทำให้เกิดอิมัลชันได้มากท่ีสุดเท่ากับ 51.39 ± 2.41 

เปอร์เซ็นต์ และพบว่าระดับการเกิดอิมัลชันยังต่ำกว่าเมื่อเล้ียงแบคทีเรียในอาหารท่ีมีสารอาหาร

สมบูรณ์ท่ีทำให้เกิดอิมัลชันเท่ากับ เท่ากับ 66.67 ± 0.00, 62.76 ± 0.44 และ 63.89 ± 1.20 เมื่อ

เล้ียงแบคทีเรียในอาหาร LB, NB และ TSB ตามลำดับ   ท้ังนี้เป็นเพราะอาหารสูตรสมบูรณ์นั้นมี

องค์ประกอบของสารอาหารท่ีไม่ทราบชนิดและปริมาตรท่ีมีผลต่อการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

เช่น สารสกัดจากยีสต์, สารสกัดจากเนื้อ, ทริปโตน หรือ เปปโตน เป็นต้น จึงทำให้อาหารสมบูรณ์นั้น

สามารถเกิดอิมัลชันได้ดีกว่าอาหารท่ีทราบองค์ประกอบท่ีแน่ชัด (Zhang และ Greasham, 1999) ซึ่ง

ผลการทดลองยังสอดคล้องกับท่ีพบจากการศึกษาของ Dastgheib และคณะ (2008) ท่ีศึกษา

องค์ประกอบของสารอาหารท่ีส่งผลต่อการเกิดอิมัลชัน และพบว่าสารสกัดจากยีสต์สามารถทำให้เกิด

อิมัลชันได้มากท่ีสุดเมื่อเทียบกับกลูโคสและฟรุกโทส   นอกจากนี้ จากการทดลองยังพบว่าเมื่อเล้ียง 

B. velezensis B49 ในอาหารสูตรสมบูรณ์ท้ัง 3 ชนิดนี้แล้ว การเกิดอิมัลชันท่ี 24 และ 48 ช่ัวโมง  

มีระดับท่ีไม่แตกต่างกัน  ลักษณะนี้อาจเกิดเนื่องจากเมื่อแบคทีเรียเข้าสู่ระยะ stationary phase ไป

ระยะหนึ่งแล้ว สารอาหารจะหมดไปจึงทำให้การสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ี 24 และ 48 ช่ัวโมง 

ไม่แตกต่างกัน (Barros และคณะ, 2008) 

 การแปรผันเวลาท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการยับยั้งราก่อโรค

พืช พบว่า B. velezensis B49 มีการเจริญสูงสุดท่ีประมาณ 24 ช่ัวโมง ซึ่งหลังจากนั้นเข้าสู่ระยะ 

stationary phase  ส่วนการเกิดอิมัลชันท่ีมากท่ีสุดเกิดขึ้นท่ีเวลา 18 ช่ัวโมง โดยสามารถเกิดอิมัลชัน

ได้ 63.01 เปอร์เซ็นต์ และค่อนข้างคงท่ีไปจนถึง 24 ช่ัวโมง   การทดลองในลักษณะเดียวกันมี

การศึกษาโดย Abushady และคณะ (2005) ซึ่งศึกษาเวลาในการเล้ียง B. subtilis ท่ีส่งผลต่อการ

สร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีเวลา 24 – 144 ช่ัวโมง และผลการศึกษาพบว่า B. subtilis สามารถ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุดเมื่อเล้ียงเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง และคงท่ีไปจนถึง 144 ช่ัวโมง   

ส่วนการยับยั้งราก่อโรคพืชพบว่า B. velezensis B49 สามารถยับยั้งรา 6 ชนิดได้ โดยสามารถยับยั้ง
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ได้ดีท่ีสุดท่ีเวลา 18 ถึง 24 ช่ัวโมง ซึ่งสอดคล้องกับการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   จากผลการ

ทดลองนี้สามารถบอกได้ว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ  (secondary 

metabolite) ซึ่งผลิตขึ้นในช่วงท้ายของ log phase จนถึงช่วง stationary phase ซึ่งสารจำพวกนี้

เป็นสารท่ีไม่เกี่ยวข้องกับการเจริญของจุลินทรีย์ (Chakraborty และคณะ , 2015)   สำหรับ  

P. palmivora ผลการทดลองซึ่งศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเวลาและการยับยั้งรา พบว่าน้ำเล้ียงเช้ือ

จากแบคทีเรียสามารถยับยั้งราชนิดนี้ได้เพียงเมื่อเล้ียงแบคทีเรียเป็นเวลา 6 ช่ัวโมงเท่านั้น และไม่

พบว่าสามารถยับยั้งราได้หลังจากนั้น ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองทุกการทดลองท่ีผ่านมาท่ี ไม่

แสดงผลการยับยั้งรานี้เนื่องจากการทดลองเหล่านั้นใช้น้ำเล้ียงเช้ือท่ี 18 ช่ัวโมง   สารซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้ง  

P. palmivora ถูกผลิตในช่วงเวลา 6 ช่ัวโมง ซึ่งอยู่ในช่วงการเจริญท่ี log phase ของแบคทีเรีย 

ดังนั้นอาจเป็นไปได้ว่าสารท่ีออกฤทธิ์ยับยั้ง P. palmivora เป็นสารเมแทบอไลต์ปฐมภูมิ (primary 

metabolite) 

 สำหรับการสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัยนี้ใช้ 2 วิธีท่ีแตกต่างกัน  เนื่องจากตัวทำ

ละลายแต่ละชนิดมีสภาพขั้วท่ีแตกต่างกัน จึงทำให้สกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีต่างชนิดกันออกมา

ได้ วิธีดังกล่าวคือ การตกตะกอนด้วยกรดไฮโดรคลอริกแล้วสกัดด้วยเมทานอล กับการสกัดด้วย

เอทิลอะซีเทต ซึ่งเมื่อสกัดและกำจัดตัวทำละลายแล้ว ท้ัง 2 วิธีละลายตะกอนของสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพด้วยสารละลาย 2 ชนิด คือ 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ หรือ 100% เอทานอล พบว่าการ

ละลายตะกอนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ทำให้เกิดอิมัลชันขึ้น  

แต่เมื่อละลายตะกอนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน 100% เอทานอล ทำให้สมบัติการเกิดอิมัลชัน

หายไป   ท้ังนี้อาจเกิดจากความคงตัวในการเกิดอิมัลชันไม่สามารถรักษาสภาพไว้ได้เมื่อเติมเอทานอล 

(Xu และคณะ, 2001)   ท้ังเอทิลอะซีเทตและเมทานอลสามารถสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ โดย

การสกัดด้วยเมทานอลท่ีละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ สามารถสกัดสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพได้มากท่ีสุดโดยให้ระดับการเกิดอิมัลชันท่ี 60.42 ± 0.00 เปอร์เซ็นต์ ส่วนการสกัดด้วย

เอทิลอะซีเทตท่ีละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ ให้ระดับการเกิดอิมัลชันท่ี 12.50 ± 

0.00 เปอร์เซ็นต์   ท้ังนี้เนื่องจากเมทานอลเป็นสารท่ีมีขั้วมากกว่าเอทิลอะซีเทตจึงทำให้เมทานอล

สกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีเป็นสารท่ีมีข้ัวได้มากกว่า (Reichardt, 1982)   ส่วนการยับย้ังราก่อโรค

พืชส่วนใหญ่ถูกยับยั้งด้วยสารสกัดจากเมทานอลท่ีละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ และ

สารสกัดจากเมทานอลท่ีละลายตะกอนในเอทานอล   ส่วนสารสกัดจากเอทิลอะซีเทตท่ีละลายตะกอน

ใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ และเอทิลอะซีเทตท่ีละลายตะกอนในเอทานอลสามารถยับยั้งได้
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เล็กน้อย และสารสกัดเอทิลอะซีเทตท่ีละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ไม่สามารถยับย้ัง 

P. palmivora ได้   ผลการยับยั้งของสารสกัดจากเมทานอลท่ีละลายตะกอนใน 1 โมลาร์ ทริสไฮโดร

คลอไรด์ สอดคล้องกับการเกิดอิมัลชัน  ส่วนสารสกัดจากเมทานอลท่ีละลายตะกอนในเอทานอล 

ถึงแม้ว่าสมบัติในการเกิดอิมัลชันจะหายไป แต่สมบัติในการยับยั้งการเจริญยังคงอยู่ ท้ังนี้อาจเกิดจาก

เอทานอลทำให้การเกิดอิมัลชันไม่คงตัวดังกล่าวข้างต้น (Xu และคณะ, 2001) แต่ไม่ได้เปล่ียนแปลง

โครงสร้างของสารจึงทำให้ยังสามารถยับยั้งได้ หรืออาจเกิดจากการมีสารชนิดอื่นท่ีมีความสามารถใน

การยับยั้งราก่อโรคพืช 

 การวิเคราะห์โครงสร้างเบื้องต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธีไฮเพอร์ฟอร์มานซ์  

ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) จากตัวอย่างสารสกัดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท้ัง 4 ตัวอย่าง พบว่ามี

การชะสารออกมามากและใกล้เคียงกับโครทาโทแกรมของสารมาตรฐานเซอร์แฟกทินในช่วงเวลาคง

อยู่ (retention time) ท่ี 5 ถึง 10 นาที จึงคาดว่าน่าจะมีเซอร์แฟกทินอยู่ในตัวอย่างสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพท่ีสกัดได้ และผลการยับยั้งราก่อโรคพืชในช่วงเวลาท่ี 5 ถึง 10 นาที ท่ีคาดว่าเป็นเซอร์แฟกทิน

นั้น สามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืชได้ท้ังหมด ยกเว้น P. palmivora และช่วงเวลา 5 ถึง 10 

นาที ของสารสกัด Methanol-Tris สามารถยับยั้งได้มากท่ีสุด เมื่อเทียบกับสารสกัดอีก 3 ชนิด 

 เนื่องจากแบคทีเรียหลากหลายสายพันธุ์มีความใกล้เคียงกับ B. subtilis ดังนั้นการระบุ 

สายพันธุ์ด้วยลักษณะทางฟีโนไทป์หรือชีวเคมี และด้วยการวิเคราะลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  

16S rRNA จะให้ผลของความคล้ายคลึงกันถึง 99 เปอร์เซ็นต์หรือมากกว่า จึงทำให้ไม่สามารถจัด

จำแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียท่ีถูกต้องได้   ดังนั้นจึงต้องใช้วิธี multilocus sequence analysis 

(MSA) ในการจัดจำแนกเพื่อระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียท่ีมีความคล้ายคลึงกันมากแทน (Rooney 

และคณะ, 2009)   วิธี MSA ใช้การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์จากหลายยีนท่ีมีความอนุรักษ์สูง   

เมื่อเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้กับลำดับในฐานข้อมูล NCBI ด้วยอัลกอริธึม BLASTn เพื่อระบุ

เอกลักษณ์ของแบคทีเรียแล้ว พบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ท้ัง 5 ยีน ท่ีเป็นเฮาส์คีปปิงยีน ได้แก่ groEL, 

gyrA, polC, purH และ  rpoB ของ  B. velezensis B49  มี ความ ใก ล้ เคียงกับ  B. velezensis  

สายพันธุ์อื่ น ในฐานข้อมูล 99 .52 ถึ ง 100 เปอร์ เซ็น ต์  จึงยืนยัน ได้ว่ าแบคที เรียชนิ ดนี้ คื อ  

B. velezensis  

 จากผลงานวิจัยนี้ เสนอแนะได้ว่าสามารถใช้ B. velezensis B49 และสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจากแบคทีเรียนี้ในการกำจัดราท่ีก่อโรคในพืชแทนการใช้สารเคมี เพื่อลดผลกระทบต่อผู้ใช้ 
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ผู้บริโภค และส่ิงแวดล้อม   แต่อย่างไรก็ตาม งานวิจัยนี้ยังต้องมีการทดสอบประสิทธิภาพเพิ่มเติมกับ

พืชท้ังในระดับห้องปฏิบัติการ, ในระดับเรือนกระจก และในแปลงปลูกจริง รวมทั้งต้องทดสอบผลการ

ตกค้างและผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อมร่วมด้วย 
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ภาคผนวก ก 

1. อาหารแข็ง Luria-Bertani (LB)  

ทริปโตน      10  กรัม 

สารสกัดจากยีสต์     5  กรัม 

โซเดียมคลอไรด์     5 กรัม 

ผงวุ้น       15  กรัม 

ผสมส่วนผสมท้ังหมดตามลำดับในน้ำปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เป็น 7 

ด้วย 1 M โซเดียมไฮดรอกไซด์ แล้วเติมน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 

15 นาที 

2. อาหารแข็ง Potato Dextrose (PDA) 

อาหารสำเร็จรูป PDB      24 กรัม 

ผงวุ้น       15  กรัม 

ผสมส่วนผสมท้ังหมดตามลำดับในน้ำปราศจากไอออน 1000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่า

เช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

3. อาหารแข็ง V8 

น้ำผัก 100 เปอร์เซ็นต์ V8  + แคลเซียมคาร์บอเนต  50 มิลลิลิตร 

ผงวุ้น       15  กรัม 

ผสมส่วนผสมท้ังหมดตามลำดับในน้ำปราศจากไอออน 950 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเช้ือ

ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

4. อาหารเหลว Luria-Bertani (LB)  

ทริปโตน      10  กรัม 

สารสกัดจากยีสต์     5  กรัม 
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โซเดียมคลอไรด์     5 กรัม 

ผสมส่วนผสมท้ังหมดตามลำดับในน้ำปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เป็น 7 

ด้วย 1 M โซเดียมไฮดรอกไซด์ แล้วเติมน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 

15 นาที 

5. Blood Agar  

 เปบโตน      5    กรัม 

 สารสกัดจากเนื้อ     3   กรัม 

 NaCl      5 กรัม 

 ผงวุ้น      15    กรัม 

 ผสมสารตามลำดับรวมกับผงวุ้นในน้ำปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที รอจนอาหารมีอุณหภูมิเย็นลงประมาณ 40-50 องศาเซลเซียส จากนั้นใส่เลือดลงไป 50 

มิลลิลิตร 

6. อาหารเหลว Nutrient Broth (NB) 

อาหารสำเร็จรูป NB     8 กรัม 

ผสมส่วนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

7. อาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) 

อาหารสำเร็จรูป TSB     30 กรัม 

ผสมส่วนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

1. สารละลาย 1 โมลาร์ Tris-HCl, pH 7.5 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane   121  กรัม 

ละลายสารเคมีในน้ำปราศจากไอออนปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เท่ากับ 7.5 

ด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น เติมน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่ง

ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

2. สารละลาย TEN 

สารละลาย 1 โมลาร์ Tris-HCl, pH 8.0  100  ไมโครลิตร 

สารละลาย 1 โมลาร์ EDTA   100  ไมโครลิตร 

สารละลายโซเดียมคลอไรด์   1.5 มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายตามลำดับ จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

3. สารละลาย 10% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) 

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต     10  กรัม 

ค่อย ๆ ละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟตในน้ำปราศจากไอออน ปริมาตร 80 มิลลิลิตร โดยทำ

ในตู้ดูดควัน และต้องใส่มาสก์ปิดจมูกเพื่อป้องกันฝุ่นของโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต อาจต้องอุ่นด้วยความ

ร้อนเพื่อช่วยการละลาย เมื่อละลายหมดเติมน้ำปราศจากไอออนให้ครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

4. สารละลาย TEN* 

สารละลาย 1 โมลาร์ Tris-HCl, pH 8.0  100  ไมโครลิตร 

สารละลาย 1 โมลาร์ EDTA   10  ไมโครลิตร 

สารละลายโซเดียมคลอไรด์   500 ไมโครลิตร 

ผสมสารละลายตามลำดับ จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 

15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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5. บัฟเฟอร์ 50X TAE 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane   242  กรัม 

EDTA       18.61  กรัม 

กรดอะซีติกเข้มข้น     57.1  กรัม 

ละลาย  Tris(hydroxymethyl)aminomethane และ  EDTA ในน้ ำปราศจากไอออน

ปริมาตร 800 มิลลิลิตร และเติมกรดอะซีติกผสมให้เข้ากัน และเติมน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตร 

1,000 มิลลิลิตร 

เตรียมบัฟเฟอร์ 1X TAE โดยเจือจางบัฟเฟอร์ 50X TAE ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้ำ

ปริมาตร 990 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
1. ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน groEL เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 

Bacillus velezensis strain GFP-2 chromosome, complete genome 
Sequence ID: CP021011.1 Length: 3975220 Number of Matches: 1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1685 bits(912) 0.0 912/912(100%) 0/912(0%) Plus/Plus 

Query  2        GAAGGTATGCAATTCGACCGCGGATATGCGTCTCCTTACATGGTGACTGACTCTGATAAG  61 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560053  GAAGGTATGCAATTCGACCGCGGATATGCGTCTCCTTACATGGTGACTGACTCTGATAAG  2560112 

 

Query  62       ATGGAAGCGGTTCTTGACAATCCTTACATCTTAATCACAGACaaaaaaaTCACAAACATT  121 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560113  ATGGAAGCGGTTCTTGACAATCCTTACATCTTAATCACAGACAAAAAAATCACAAACATT  2560172 

 

Query  122      CAAGAAATCCTTCCTGTGCTTGAGCAAGTTGTACAGCAAGGCAAACCATTGCTTCTGATC  181 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560173  CAAGAAATCCTTCCTGTGCTTGAGCAAGTTGTACAGCAAGGCAAACCATTGCTTCTGATC  2560232 

 

Query  182      GCTGAAGATGTTGAAGGGGAAGCTCTTGCTACACTCGTTGTCAACAAACTTCGCGGCACA  241 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560233  GCTGAAGATGTTGAAGGGGAAGCTCTTGCTACACTCGTTGTCAACAAACTTCGCGGCACA  2560292 

 

Query  242      TTCAACGCTGTTGCCGTTAAAGCTCCTGGCTTCGGTGACCGCCGTAAAGCAATGCTTGAA  301 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560293  TTCAACGCTGTTGCCGTTAAAGCTCCTGGCTTCGGTGACCGCCGTAAAGCAATGCTTGAA  2560352 

 

Query  302      GACATCTCTGTTCTTACAGGCGGAGAAGTGATCACAGAAGATTTAGGCCTTGACCTGAAA  361 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560353  GACATCTCTGTTCTTACAGGCGGAGAAGTGATCACAGAAGATTTAGGCCTTGACCTGAAA  2560412 

 

Query  362      TCTACTGAAATCGGACAATTGGGACGCGCTTCTAAAGTTGTGGTAACGAAAGAAAACACA  421 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560413  TCTACTGAAATCGGACAATTGGGACGCGCTTCTAAAGTTGTGGTAACGAAAGAAAACACA  2560472 

 

Query  422      ACAATCGTAGAAGGCGCCGGCGACACTGAAAAAATCGCTGCACGCGTCAACCAAATCCGC  481 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560473  ACAATCGTAGAAGGCGCCGGCGACACTGAAAAAATCGCTGCACGCGTCAACCAAATCCGC  2560532 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021011.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=9XMUG7XB016
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Query  482      GCTCAAGTGGAAGAAACAACTTCTGAATTCGACAGAGAAAAATTACAAGAGCGTCTTGCG  541 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560533  GCTCAAGTGGAAGAAACAACTTCTGAATTCGACAGAGAAAAATTACAAGAGCGTCTTGCG  2560592 

 

Query  542      AAACTTGCCGGCGGCGTAGCAGTCATCAAAGTCGGCGCTGCGACTGAAACTGAGCTGAAA  601 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560593  AAACTTGCCGGCGGCGTAGCAGTCATCAAAGTCGGCGCTGCGACTGAAACTGAGCTGAAA  2560652 

 

Query  602      GAGCGTAAACTTCGCATCGAAGACGCCCTCAACTCAACTCGCGCAGCTGTTGAAGAAGGC  661 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560653  GAGCGTAAACTTCGCATCGAAGACGCCCTCAACTCAACTCGCGCAGCTGTTGAAGAAGGC  2560712 

 

Query  662      ATCGTATCCGGCGGTGGTACAGCGCTTGTCAACGTATACAACAAAGTTGCTGCAGTTGAA  721 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560713  ATCGTATCCGGCGGTGGTACAGCGCTTGTCAACGTATACAACAAAGTTGCTGCAGTTGAA  2560772 

 

Query  722      GCTGAAGGCGATGCGCAAACAGGTATCAACATCGTGCTTCGCGCGCTTGAAGAGCCGATC  781 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560773  GCTGAAGGCGATGCGCAAACAGGTATCAACATCGTGCTTCGCGCGCTTGAAGAGCCGATC  2560832 

 

Query  782      CGTCAAATCGCGCACAATGCAGGTCTTGAAGGATCTGTCATCGTTGAGCGCCTGaaaaac  841 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560833  CGTCAAATCGCGCACAATGCAGGTCTTGAAGGATCTGTCATCGTTGAGCGCCTGAAAAAC  2560892 

 

Query  842      gaaaaaaTCGGCGTAGGCTTCAACGCTGCAACCGGCGAATGGGTAAACATGATCGAAAAA  901 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2560893  GAAAAAATCGGCGTAGGCTTCAACGCTGCAACCGGCGAATGGGTAAACATGATCGAAAAA  2560952 

 

Query  902      GGTATCGTTGAC  913 

                |||||||||||| 

Sbjct  2560953  GGTATCGTTGAC  2560964 
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2. ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน gyrA เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 
Bacillus velezensis strain GFP-2 chromosome, complete genome 
Sequence ID: CP021011.1 Length: 3975220 Number of Matches: 1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1790 bits(969) 0.0 973/975(99%) 0/975(0%) Plus/Plus 

Query  1        GGACTATGCAATGAGCGTTATCGTATCCCGGGCGCTTCCGGATGTGCGTGACGGTCTGAA  60 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938307  GGACTATGCAATGAGCGTTATCGTATCCCGGGCGCTTCCGGATGTGCGTGACGGTCTGAA  1938366 

 

Query  61       GCCGGTTCACAGACGGATTTTGTACGCAATGAATGATTTAGGCATGACCAGTGACAAACC  120 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938367  GCCGGTTCACAGACGGATTTTGTACGCAATGAATGATTTAGGCATGACCAGTGACAAACC  1938426 

 

Query  121      ATATAAAAAATCTGCCCGTATCGTCGGTGAAGTTATCGGTAAGTACCACCCGCACGGTGA  180 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938427  ATATAAAAAATCTGCCCGTATCGTCGGTGAAGTTATCGGTAAGTACCACCCGCACGGTGA  1938486 

 

Query  181      CTCAGCGGTTTACGAATCAATGGTCAGAATGGCGCAGGATTTTAACTACCGCTACATGCT  240 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938487  CTCAGCGGTTTACGAATCAATGGTCAGAATGGCGCAGGATTTTAACTACCGCTACATGCT  1938546 

 

Query  241      TGTTGACGGACACGGCAACTTCGGTTCGGTTGACGGCGACTCAGCGGCCGCGATGCGTTA  300 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938547  TGTTGACGGACACGGCAACTTCGGTTCGGTTGACGGCGACTCAGCGGCCGCGATGCGTTA  1938606 

 

Query  301      CACAGAAGCGAGAATGTCAAAAATCGCAATGGAAATTCTGCGTGACATTACGAAAGACAC  360 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938607  CACAGAAGCGAGAATGTCAAAAATCGCAATGGAAATTCTGCGTGACATTACGAAAGACAC  1938666 

 

Query  361      GATTGACTATCAAGATAACTATGACGGTTCAGAAAGAGAGCCTGCCGTCATGCCTTCGAG  420 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938667  GATTGACTATCAAGATAACTATGACGGTTCAGAAAGAGAGCCTGCCGTCATGCCTTCGAG  1938726 

 

Query  421      ATTTCCGAATCTGCTCGTAAACGGGGCTGCCGGTATTGCGGTCGGAATGGCGACAAACAT  480 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938727  ATTTCCGAATCTGCTCGTAAACGGGGCTGCCGGTATTGCGGTCGGAATGGCGACAAACAT  1938786 

 

Query  481      TCCCCCGCATCAGCTTGGAGAAGTCATTGAAGGCGTGCTTGCCGTAAGTGAGAATCCTGA  540 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938787  TCCCCCGCATCAGCTTGGAGAAGTCATTGAAGGCGTGCTTGCCGTAAGTGAGAATCCTGA  1938846 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP021011.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=9XN86KC9016
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Query  541      GATTACAAACCAGGAGCTGATGGAGTACATCCCGGGCCCGGATTTTCCGACTGCAGGTCA  600 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938847  GATTACAAACCAGGAGCTGATGGAGTACATCCCGGGCCCGGATTTTCCGACTGCAGGTCA  1938906 

 

Query  601      GATTTTGGGCCGGAGCGGCATCCGCAAGGCGTATGAATCCGGACGGGGATCAATCACAAT  660 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938907  GATTTTGGGCCGGAGCGGCATCCGCAAGGCGTATGAATCCGGACGGGGATCAATCACAAT  1938966 

 

Query  661      CCGGGCTAAGGCTGAAATCGAAGAGACTTCATCGGGAAAAGAAAGAATTATTGTCACGGA  720 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1938967  CCGGGCTAAGGCTGAAATCGAAGAGACTTCATCGGGAAAAGAAAGAATTATTGTCACGGA  1939026 

 

Query  721      ACTTCCTTATCAGGTGAACAAAGCGAGATTAATTGAAAAAATCGCGGATCTTGTCCGGGA  780 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1939027  ACTTCCTTATCAGGTGAACAAAGCGAGATTAATTGAAAAAATCGCGGATCTTGTCCGGGA  1939086 

 

Query  781      CaaaaaaaTCGAAGGAATTACCGATCTGCGAGACGAATCCGACCGTAACGGAATGAGAAT  840 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1939087  CAAAAAAATCGAAGGAATTACCGATCTGCGAGACGAATCCGACCGTAACGGAATGAGAAT  1939146 

 

Query  841      CGTCATTGAGATCCGCCGTGACGCCAATGCTCACGTCATTTTGAATAACCTGTACAAACA  900 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1939147  CGTCATTGAGATCCGCCGTGACGCCAATGCTCACGTCATTTTGAATAACCTGTACAAACA  1939206 

 

Query  901      AACGGCCCTGCAGACGTCTTTCGGAATCAATCTGCTGGCGCTCGTTGACGGACAGCCGAA  960 

                |||||||||||||||||||||||| ||||| ||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1939207  AACGGCCCTGCAGACGTCTTTCGGGATCAACCTGCTGGCGCTCGTTGACGGACAGCCGAA  1939266 

 

Query  961      GGTACTAAGCCTGAA  975 

                ||||||||||||||| 

Sbjct  1939267  GGTACTAAGCCTGAA  1939281 
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3. ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน polC เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 
Bacillus velezensis strain BvL03 chromosome, complete genome 
Sequence ID: CP041192.1 Length: 3984544 Number of Matches: 1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1465 bits(793) 0.0 797/799(99%) 0/799(0%) Plus/Plus 

Query  1        GCTTTGATATGGGATTTTTAAATGTGGCGTACAAGCGTCTTTTGAAAACGGAAAAAGCGA  60 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1629808  GCTTTGATATGGGATTTTTAAATGTGGCGTACAAGCGTCTTTTGAAAACGGAAAAAGCGA  1629867 

 

Query  61       AAAATCCGGTTATTGATACGCTGGAACTCGCGCGTTTCCTGTATCCTGAGTTTAAAAATC  120 

                |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1629868  AAAATCCGGTCATTGATACGCTGGAACTCGCGCGTTTCCTGTATCCTGAGTTTAAAAATC  1629927 

 

Query  121      ACCGCTTAAATACGTTATGTAAGAAGTTTGATATCGAATTAACCCAGCATCACCGAGCGG  180 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1629928  ACCGCTTAAATACGTTATGTAAGAAGTTTGATATCGAATTAACCCAGCATCACCGAGCGG  1629987 

 

Query  181      TCTTTGACGCTGAAGCAACGGGCTACCTGCTGTTGAAAATGCTCAAAGATGCCGCTGAAA  240 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1629988  TCTTTGACGCTGAAGCAACGGGCTACCTGCTGTTGAAAATGCTCAAAGATGCCGCTGAAA  1630047 

 

Query  241      AAGACATTTTTTATCATGATCAGCTGAATGAGAATATGGGACAATCCAATGCTTATCAAA  300 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1630048  AAGACATTTTTTATCATGATCAGCTGAATGAGAATATGGGACAATCCAATGCTTATCAAA  1630107 

 

Query  301      GATCAAGGCCTTATCACGCTACATTGCTCGCCGTAAATGAGACCGGCCTTAAAAATCTGT  360 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1630108  GATCAAGGCCTTATCACGCTACATTGCTCGCCGTAAATGAGACCGGCCTTAAAAATCTGT  1630167 

 

Query  361      TTAAGCTTGTGTCCATTTCTCATATTCAATATTTCTACAGAGTGCCGCGCATTCCGAGGT  420 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1630168  TTAAGCTTGTGTCCATTTCTCATATTCAATATTTCTACAGAGTGCCGCGCATTCCGAGGT  1630227 

 

Query  421      CGCAGCTTAATAAATACAGAGAAGGTCTGTTAATCGGCTCTGCCTGTGACAGGGGAGAGG  480 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1630228  CGCAGCTTAATAAATACAGAGAAGGTCTGTTAATCGGCTCTGCCTGTGACAGGGGAGAGG  1630287 

 

Query  481      TCTTTGAAGGCATGATGCAAAAATCACCTGAAGAGGTTGAAGATATCGCATCCTTCTATG  540 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1630288  TCTTTGAAGGCATGATGCAAAAATCACCTGAAGAGGTTGAAGATATCGCATCCTTCTATG  1630347 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP041192.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=9XNB2NZ8014
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Query  541      ATTATCTTGAAGTGCAGCCGCCGGAAGTATACAGACACCTTCTGCAGCTTGAGCTCGTCC  600 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1630348  ATTATCTTGAAGTGCAGCCGCCGGAAGTATACAGACACCTTCTGCAGCTTGAGCTCGTCC  1630407 

 

Query  601      GGGATGAAAAAGCGCTGAAAGAAATCATCGCCAACATCACGAAGCTCGGGGAAAAATTGA  660 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1630408  GGGATGAAAAAGCGCTGAAAGAAATCATCGCCAACATCACGAAGCTCGGGGAAAAATTGA  1630467 

 

Query  661      ATAAGCCGGTCGTTGCCACCGGAAATGTCCACTACTTAAACGATGAGGATAAAATTTACC  720 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1630468  ATAAGCCGGTCGTTGCCACCGGAAATGTCCACTATTTAAACGATGAGGATAAAATTTACC  1630527 

 

Query  721      GGAAGATCTTAATATCTTCCCAAGGCGGCGCCAACCCGTTAAACCGGCACGAACTGCCTA  780 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1630528  GGAAGATCTTAATATCTTCCCAAGGCGGCGCCAACCCGTTAAACCGGCACGAACTGCCTA  1630587 

 

Query  781      AAGTGCACTTCAGAACGAC  799 

                ||||||||||||||||||| 

Sbjct  1630588  AAGTGCACTTCAGAACGAC  1630606 
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4. ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน purH เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 
Bacillus velezensis strain SCGB 1 chromosome, complete genome 
Sequence ID: CP023320.1 Length: 4085488 Number of Matches: 1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1504 bits(814) 0.0 822/826(99%) 0/826(0%) Plus/Plus 

Query  1        GATGTCATCGGCATTTCAGAAGTGACTGGATTTCCTGAAATTATGGACGGACGGTTAAAA  60 

                ||||||||||||||||| |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2649950  GATGTCATCGGCATTTCGGAAGTGACCGGATTTCCTGAAATTATGGACGGACGGTTAAAA  2650009 

 

Query  61       ACGCTCCATCCTAATATTCACGGCGGACTGCTTGCCGTAAGAGACAATGAAGAGCATATG  120 

                |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650010  ACGCTCCATCCTAATATTCACGGCGGTCTGCTTGCCGTAAGAGACAATGAAGAGCATATG  2650069 

 

Query  121      GCGCAGATCAATGAGCACGGCATTGCACCGATTGACCTTGTGGTCGTCAACCTTTATCCG  180 

                |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650070  GCGCAGATCAATGAACACGGCATTGCACCGATTGACCTTGTGGTCGTCAACCTTTATCCG  2650129 

 

Query  181      TTTAAAGAAACGATTTCAAAAGAAGACGTAACATACGATGAAGCGATAAAAAACATTGAT  240 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650130  TTTAAAGAAACGATTTCAAAAGAAGACGTAACATACGATGAAGCGATAAAAAACATTGAT  2650189 

 

Query  241      ATCGGCGGCCCCGGCATGCTGCGCGCCGCATCGAAAAACCATCAGGATGTGACGGTCATC  300 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650190  ATCGGCGGCCCCGGCATGCTGCGCGCCGCATCGAAAAACCATCAGGATGTGACGGTCATC  2650249 

 

Query  301      ACAGATCCGGCCGATTACAGCTCCGTGCTCAATGAGATGAAAGAACACGGCGGCGTTTCA  360 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650250  ACAGATCCGGCCGATTACAGCTCCGTGCTCAATGAGATGAAAGAACACGGCGGCGTTTCA  2650309 

 

Query  361      CTCAAAAGAAAACGCGAGCTTGCGGCCAAAGTATTCCGCCATACCGCGGCGTACGACGCA  420 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650310  CTCAAAAGAAAACGCGAGCTTGCGGCCAAAGTATTCCGCCATACCGCGGCGTACGACGCA  2650369 

 

Query  421      TTAATCGCTGATTACTTAACACGCGAGGCCGGTGAGAAAGACCCTGAGCAATTCACCGTT  480 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650370  TTAATCGCTGATTACTTAACACGCGAGGCCGGTGAGAAAGACCCTGAGCAATTCACCGTT  2650429 

 

Query  481      ACTTTTGAGAAAAAACAGTCGCTCCGCTACGGTGAAAATCCTCACCAAGAGGCGGTTTTC  540 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650430  ACTTTTGAGAAAAAACAGTCGCTCCGCTACGGTGAAAATCCTCACCAAGAGGCGGTTTTC  2650489 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP023320.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=9XNF1DF6016
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Query  541      TACCAAAGCGCACTTCCTGTCTCCGGTTCCATCGCGGCGGCAAAACAGCTTCACGGCAAA  600 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650490  TACCAAAGCGCACTTCCTGTCTCCGGTTCCATCGCGGCGGCAAAACAGCTTCACGGCAAA  2650549 

 

Query  601      GAGCTTTCTTACAACAACATTAAGGACGCGGATGCGGCCGTTCAAATCGTCCGGGAATTT  660 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650550  GAGCTTTCTTACAACAACATTAAGGACGCGGATGCGGCCGTTCAAATCGTCCGGGAATTT  2650609 

 

Query  661      ACAGAACCCGCAGCTGTTGCCGTTAAACATATGAATCCGTGCGGAGTCGGTACGGGAGCT  720 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650610  ACAGAACCCGCAGCTGTTGCCGTTAAACATATGAATCCGTGCGGAGTCGGTACGGGAGCT  2650669 

 

Query  721      TCAATTGAGGAAGCATTCAATAAAGCGTATGAAGCTGATAAAACTTCCATTTTCGGCGGC  780 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650670  TCAATTGAGGAAGCATTCAATAAAGCGTATGAAGCTGATAAAACTTCCATTTTCGGCGGC  2650729 

 

Query  781      ATCATCGCGCTGAACCGTGAAGTTGATCAGGCTACGGCTGAAGCCC  826 

                |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  2650730  ATCATCGCGCTGAACCGTGAAGTTGATCAGGCTACGGCTGAAGCCC  2650775 
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5. ผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank 
Bacillus velezensis strain GH1-13, complete genome 
Sequence ID: CP019040.1 Length: 4071980 Number of Matches: 1 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1757 bits(951) 0.0 959/963(99%) 0/963(0%) Plus/Plus 

Query  1       GATGATGTTTATACATCTATTCACATTGAAGAATATGAATCAGAAGCACGTGATACAAAG  60 

               |||||||| || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  124960  GATGATGTATACACATCTATTCACATTGAAGAATATGAATCAGAAGCACGTGATACAAAG  125019 

 

Query  61      CTTGGACCGGAAGAGATCACCCGCGATATTCCAAACGTAGGGGAAGATGCGCTTCGCAAC  120 

               ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||| 

Sbjct  125020  CTTGGACCGGAAGAGATCACCCGCGATATTCCAAACGTAGGGGAAGACGCGCTTCGCAAC  125079 

 

Query  121     CTTGATGACCGCGGAATTATCCGTATCGGCGCGGAAGTCAACGACGGAGACCTTCTCGTA  180 

               ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125080  CTTGATGACCGCGGAATTATCCGTATCGGTGCGGAAGTCAACGACGGAGACCTTCTCGTA  125139 

 

Query  181     GGTAAAGTAACGCCTAAAGGTGTAACTGAGCTTACGGCTGAAGAACGCCTTCTTCATGCG  240 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125140  GGTAAAGTAACGCCTAAAGGTGTAACTGAGCTTACGGCTGAAGAACGCCTTCTTCATGCG  125199 

 

Query  241     ATCTTTGGAGAAAAAGCGCGTGAGGTCCGTGATACTTCTCTCCGTGTGCCTCACGGCGGC  300 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125200  ATCTTTGGAGAAAAAGCGCGTGAGGTCCGTGATACTTCTCTCCGTGTGCCTCACGGCGGC  125259 

 

Query  301     GGCGGAATTATCCACGACGTAAAAGTCTTCAACCGTGAAGACGGCGACGAACTTCCTCCG  360 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125260  GGCGGAATTATCCACGACGTAAAAGTCTTCAACCGTGAAGACGGCGACGAACTTCCTCCG  125319 

 

Query  361     GGAGTGAACCAGCTTGTACGCGTATATATCGTTCAGAAACGTAAGATTTCTGAAGGTGAT  420 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125320  GGAGTGAACCAGCTTGTACGCGTATATATCGTTCAGAAACGTAAGATTTCTGAAGGTGAT  125379 

 

Query  421     AAAATGGCCGGACGTCACGGAAACAAAGGGGTTATCTCGAAGATTCTTCCTGAAGAAGAT  480 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125380  AAAATGGCCGGACGTCACGGAAACAAAGGGGTTATCTCGAAGATTCTTCCTGAAGAAGAT  125439 

 

Query  481     ATGCCTTACCTTCCTGACGGCACGCCGATCGATATCATGCTTAACCCGCTGGGTGTACCA  540 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125440  ATGCCTTACCTTCCTGACGGCACGCCGATCGATATCATGCTTAACCCGCTGGGTGTACCA  125499 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP019040.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=9XNH5R3N014


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 106 

 

Query  541     TCACGTATGAATATCGGTCAGGTATTAGAACTTCACATGGGTATGGCTGCCCGCTACCTC  600 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125500  TCACGTATGAATATCGGTCAGGTATTAGAACTTCACATGGGTATGGCTGCCCGCTACCTC  125559 

 

Query  601     GGCATTCACATCGCGTCACCTGTATTTGACGGCGCGCGTGAAGAAGATGTGTGGGAAACA  660 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125560  GGCATTCACATCGCGTCACCTGTATTTGACGGCGCGCGTGAAGAAGATGTGTGGGAAACA  125619 

 

Query  661     CTTGAAGAAGCAGGCATGTCAAGAGACGCTAAAACAGTTCTTTATGACGGCCGTACGGGA  720 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125620  CTTGAAGAAGCAGGCATGTCAAGAGACGCTAAAACAGTTCTTTATGACGGCCGTACGGGA  125679 

 

Query  721     GAACCGTTCGACAACCGTGTATCAGTCGGAATCATGTACATGATCAAACTGGCGCACATG  780 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125680  GAACCGTTCGACAACCGTGTATCAGTCGGAATCATGTACATGATCAAACTGGCGCACATG  125739 

 

Query  781     GTTGATGATAAACTTCATGCCCGTTCTACAGGTCCTTACTCACTTGTTACGCAGCAGCCT  840 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125740  GTTGATGATAAACTTCATGCCCGTTCTACAGGTCCTTACTCACTTGTTACGCAGCAGCCT  125799 

 

Query  841     CTCGGCGGTAAAGCCCAATTCGGCGGACAGCGTTTCGGTGAGATGGAGGTTTGGGCGCTT  900 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125800  CTCGGCGGTAAAGCCCAATTCGGCGGACAGCGTTTCGGTGAGATGGAGGTTTGGGCGCTT  125859 

 

Query  901     GAAGCTTACGGCGCAGCTTACACGCTTCAAGAAATCCTGACTGTGAAGTCCGATGACGTG  960 

               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  125860  GAAGCTTACGGCGCAGCTTACACGCTTCAAGAAATCCTGACTGTGAAGTCCGATGACGTG  125919 

 

Query  961     GTC  963 

               ||| 

Sbjct  125920  GTC  125922 
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ประว ัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล นายสิรภพ ภูมิภูติกุล 
วัน เดือน ปี เกิด 3 สิงหาคม 2537 
สถานที่เกิด พิษณุโลก 
วุฒิการศึกษา สำเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ในปี
การศึกษา 2559 และเข้าศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุล
ชีววิทยาและเทคโนโลยีจุลินทรีย์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2560 

ผลงานตีพิมพ์ ส่วนหนึ่งของงานวิจัยนี้ได้นำเสนอในการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ 
The 5th EnvironmentAsia International Conference ระหว่างวนัท่ี 
13 – 15 มิถุนายน 2562 ณ The Empress Hotel เชียงใหม่ ในหัวข้อเรื่อง 
“Biosurfactant from Bacillus velezensis B49 as an alternative to 
chemical fungicide to inhibit the growth of fungal plant 
pathogen”   
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