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บทคัดย่อ 

การวิจยัครัง้นี ้ มีวตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาการใช้สารทติุยภมิูสกดัของ Bacillus subtilis B01 ในอาหาร

เหลว NB   PDB  และ LB ในการยบัยัง้การเจริญของ Curvularia eragrostidis ซึง่เป็นเชือ้ราก่อโรคดอกจดุสนิม

ของกล้วยไม้  คดัเลือกสตูรอาหารท่ีเหมาะสม และศกึษาระดบัความเป็นพิษของสารทติุยภมิูในรูปของคา่ MIC 

และ EC50 เปรียบเทียบกบัสารป้องกนักําจดัเชือ้ราทางการค้า mancozeb ผลการศกึษาพบวา่ ท่ีระดบัความ

เข้มข้น 100 มก/มล สารทติุยภมิูของเชือ้ B. subtilis B01 ซึง่เลีย้งในอาหารชนิด NB  และ PDB มีความสามารถ

ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา C. eragrostidis สงูถงึ ร้อยละ 88 และ 86 ตามลําดบั  ในขณะท่ีสารทติุยภมิู

สกดัจากนํา้เลีย้งเชือ้ในอาหารชนิด LB  ยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราเพียงร้อยละ 14 คา่ MIC และ EC50 ของสาร

ทติุยภมูของเชือ้ B. subtilis B01   ในอาหารชนิด NB ซึง่แสดงผลสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราได้สงูสดุ มี

คา่ MIC และ EC50 เท่ากบั 0.40 และ 18.9 มก/มล ตามลําดบั แม้วา่ข้อมลูท่ีตรวจพบ แสดงถงึแนวโน้มวา่สารท่ี

ผลิตได้มีความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา  C. eragrostidis ต่ํากวา่สารเคมีทางการค้าต้านเชือ้รา

ชนิด mancozeb ท่ีมีคา่ MIC และ EC50 เท่ากบั 0.01 และ 0.58 มก/มล ตามลําดบั อย่างไรก็ตามการใช้สาร

ทติุยภมิูสกดัจากนํา้เลีย้งเชือ้ B. subtilis B01 เพ่ือต้านการเจริญของเชือ้รา  C. eragrostidis ก็น่าจะเป็นอีก

ทางเลือกหนึง่ท่ีลดการใช้สารเคมีป้องกนักําจดัเชือ้ราและสนบัสนนุให้มีการใช้อย่างแพร่หลายมากขึน้  

 

ABSTRACT 

The main purpose of this study was to examine antifungal properties of secondary 

metabolite extracted from cultures of Bacillus subtilis B01 in NB, PDB and LB media against growth 

of Curvularia eragrostidis causing orchid rusty spot. Culture media suitable for secondary metabolite 

production toxicity level in terms of MIC and EC50 were determined and compared to a commercial 

fungicide, mancozeb. The results revealed that at the concentration of 100 mg/l, secondary 

metabolite extracted from cell free cultures of B. subtilis B01 in NB and PDB showed the great 

inhibition effects against growth of C. eragrostidis, which were 88% and 86%, respectively, while 

that in LB showed only 14% growth suppression. The MIC and EC50 of the secondary metabolite 

extracted from cultures in NB, indicated maximum antifungal effects, were 0.40 และ 18.9 mg/ml, 

respectively. The metabolites showed lower effect than mancozeb indicating the MIC and EC50 of 

0.01 และ 0.58 mg/ml, respectively.  However, application of the secondary metabolite against 
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growth C. eragrostidis could be an alternative to reduce conventional chemical fungicide use. 

Therefore, extensive application of the prepared biofungicide should be encouraged. 

Key Words : secondary metabolite / Curvularia  eragrostidis  
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คาํนํา 

Curvularia eragrostidis  เป็นเชือ้ราสาเหตโุรคดอกจดุสนิม (Flower rusty spot) ในดอกกล้วยไม้ ซึง่

สร้างความเสียหายให้กบัเกษตรกรผู้ เพาะปลกูกล้วยไม้เป็นอยา่งมาก โดยเฉพาะในอตุสาหกรรมสง่ออกกล้วยไม้ 

ตดัดอก เน่ืองจากเชือ้ราดงักลา่วเจริญได้ดีในเนือ้เย่ือของดอกกล้วยไม้ในสภาวะท่ีมีความชืน้สงูของโรงเรีอน  

อาการของโรคสว่นใหญ่จะสงัเกตเห็นได้ชดัในระหวา่งการขนสง่ (อารีรัตน์, 2550) ดงันัน้เพ่ือเป็นการป้องกนั

ปัญหาดงักลา่ว เกษตรกรจงึมีความจําเป็นต้องใช้สารเคมีในการป้องกนัและกําจดัเชือ้รา  เน่ืองจากความสะดวก

ในการใช้ และประสทิธิภาพในการกําจดัเชือ้ราก่อโรคได้อย่างรวดเร็ว แตเ่ม่ือใช้ตอ่เน่ืองกนัเป็นระยะเวลานาน 

อาจสง่ผลทําให้เกิดการต้านทานสารเคมีของเชือ้สาเหตโุรค ทําให้การป้องกนักําจดัโรคไมไ่ด้ผล เกษตรกรจงึต้อง

ใช้สารเคมีในปริมาณท่ีมากขึน้เร่ือยๆ นอกจากนีส้ารเคมีท่ีถกูชะล้างออกไปสามารถสะสมและแพร่กระจายได้ใน

สิ่งแวดล้อม สง่ผลกระทบตอ่สิง่แวดล้อม และสขุภาพของมนษุย์  (De Waard, 1993) 

เพ่ือลดปัญหาดงักลา่ว การใช้สารทติุยภมิูสกดัจากจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ เป็นอีกทางเลือกหนึง่ท่ีเกษตรกร

สามารถเลือกใช้  ซึง่ในปัจจบุนัวิธีการนีมี้การศกึษากนัอย่างแพร่หลาย  โดยเฉพาะ สารทติุยภมิูของเชือ้

แบคทีเรีย Bacillus subtilis  ซึง่สามารถผลิตสารในกลุม่ไลโพเปปไทด์ เชน่ surfactin (Besson,1978)  iturin 

(Bechard, 1998) และ fengycin (Chan et al., 2009)   โดยสารดงักลา่วมีฤทธ์ิในการต้านการเจริญของเชือ้รา

หลายชนิด  เช่น เชือ้รา Curvularia gudauskasii (Raton, 2011)  Rhizoctonia solani (Elkahoui, 2012) และ 

Colletotrichum gloeosporioides (Ruangwong, 2012).  

ในงานวิจยันี ้จงึได้ทําการศกึษาประสิทธิภาพและระดบัความเป็นพิษของสารทติุยภมิู ท่ีได้จากการสกดั

นํา้เลีย้งเชือ้ B. subtilis B01 ในอาหารสามชนิด ได้แก่ Nutrient Broth (NB)  Potato Dextrose Broth (PDB) 

และ Luria Bertani (LB) เพ่ือใช้ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา C. eragrostidis สาเหตโุรคดอกจดุสนิมใน

กล้วยไม้ เพ่ือเป็นอีกทางเลือกหนึง่ในการกําจดัเชือ้ราก่อโรคในกล้วยไม้ทดแทนการใช้สารเคมี และยงัช่วยลด

ปัญหาเร่ืองสารพิษตกค้างและมีความเป็นมิตรกบัสิ่งแวดล้อม  

 

อุปกรณ์และวิธีการ 

การเตรียมเชือ้แบคทเีรีย 

 เตรียมเชือ้ (inoculum) โดยเลีย้ง B. subtilis B01 (ห้องปฏิบติัการ)บนอาหารแข็งชนิด Nutrient Agar 

(NA) เป็น เวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้เข่ียเชือ้จํานวน 1 ลปู (loop) ลงในอาหารเหลว NB 50 มล บ่มเชือ้บนเคร่ือง

เขย่าท่ีความเร็วรอบ 170 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส 

 

การเตรียมตัวอย่างเชือ้รา 

 ทําการเจาะตวัอย่างเชือ้รา C. eragrostidis (แยกจากกล้วยไม้หวายแวนด้า) บนอาหาร PDA อาย ุ 5 

วนั ใช้ cork borer   ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 5 มม เจาะบริเวณขอบโคโลนีแล้ววางบนอาหาร PDA บ่มท่ี

อณุหภมิู 28 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 วนั 
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การเตรียมสารทุตยิภูมิสกัดจากเชือ้ Bacillus subtilis B01 

 ทําการถ่ายกล้าเชือ้ B. subtilis B01 ลงในอาหารเหลว 3 ชนิด ได้แก่ NB PDB และ LB เขย่าท่ีความเร็ว 

170 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 วนั จากนัน้สกดัสารทติุยภมิูท่ีเชือ้ B. subtilis 

B01 สร้างโดยการตกตะกอนด้วยกรดไฮโดรคลอกริก ตามวิธีของ Mckeen et al., (1986) 

การทดสอบประสิทธิภาพของสารทุตยิภูมิในการยับยัง้การเจริญของเชือ้รา Curvularia eragrostidis  

นําสารทติุยภมิูท่ีได้จากการสกดัจากอาหาร NB  PDB และ LB  มาทดสอบความสามารถในการยบัยัง้

เชือ้รา C. eragrostidis โดยวิธี paper disc method ทําการทดลองแบบสุม่ตลอด (Completely Randomized 

Design, CRD) มีจํานวน 3 ซํา้ ตอ่ ชนิด อาหาร  โดยหยดสารทติุยภมิูท่ีมีความเข้มข้น 100 มก/มล ใน

สารละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 80 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนกระดาษกรอง Whatman No.2 

ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 5 มม นํากระดาษกรองท่ีหยดสารทติุยภมิูแล้วมาวางลงบนจานเลีย้งเชือ้ท่ีมีอาหาร 

PDA นําชิน้เชือ้ราขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 5 มม ท่ีเจาะจากบริเวณขอบโคโลนีของเชือ้รา C. eragrostidis ท่ีมี

อาย ุ5 วนั วางทบัลงบนกระดาษกรอง นําไปบ่มเลีย้งท่ีอณุหภมิู 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั  บนัทกึการ

เจริญเติบโตของ  เชือ้รา เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ ซึง่ใช้สารละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 80 แทนท่ี

สารทติุยภมิู โดยทําการวดัขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางโคโลนีเชือ้ราใน 2 แนวตัง้ฉากกนั และคํานวณหาคา่ระดบั

การยบัยัง้ (ร้อยละ) จากสมการท่ี 1 (Gamliel  et al., 1989) เพ่ือคดัเลือกชนิดอาหารเลีย้งเชือ้ B. subtilis B01 

ท่ีให้ผลการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา C. eragrostidis สงูสดุ สําหรับนําไปใช้ในการทดสอบขัน้ตอ่ไป 

 

                         ระดบัการยบัยัง้   (ร้อยละ)  =   100 – [ R2 / r2× 100]                        สมการท่ี 1                                                    

            

  เม่ือ   R  =  รัศมีเฉลี่ยของเชือ้ราท่ีเจริญบนชดุทดสอบ     

                                       r   =  รัศมีเฉลี่ยของเชือ้ราท่ีเจริญบนชดุควบคมุ    

การศึกษาระดับความเป็นพิษของสารทุตยิภูมิและสารเคมีกาํจัดเชือ้ราชนิด mancozeb 

 ทําการเจือจางสารทติุยภมิูท่ีสกดัได้จากนํา้เลีย้งเชือ้ของแบคทีเรีย และสารเคมีกําจดัเชือ้ราชนิด 

mancozeb โดยใช้หลกัการเจือจางแบบลําดบัขัน้ จากนัน้ทําการทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญ

ของเชือ้รา C. eragrostidis บนัทกึการเจริญเติบโตของเชือ้รา เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ ทําการวดัขนาดเส้น

ผ่านศนูย์กลางโคโลนีเชือ้รา ในแนวตัง้ฉากกนั คํานวณหาคา่ระดบัการยบัยัง้ (ร้อยละ) จากสมการท่ี 1 แล้ว

คํานวณหาคา่ MIC และ EC50 ด้วยวิธี Probit analysis โดยโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ SPSS 11.5   

 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

การทดสอบประสิทธิภาพของสารทุติยภูมิในการยับยัง้การเจริญของเชือ้รา Curvularia eragrostidis 

จากการศกึษาพบวา่สารทติุยภูมิสกดัของแบคทีเรีย B. subtilis B01 ท่ีสกดัจากอาหารเหลวเม่ือทําการ

เลีย้งในอาหารเหลวชนิด NB   PDB  และ LB สามารถออกฤทธ์ิในการยบัยัง้เชือ้รา C. eragrostidis ได้แตกตา่ง

กนั โดยพบวา่ สารทติุยภมิูสกดัจากนํา้เลีย้งเชือ้ แบคทีเรีย B. subtilis B01  ในอาหารชนิด NB และ PDB มีคา่

การยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสงูถงึ ร้อยละ 88 และ 86  ตามลําดบั ในขณะท่ีสารทติุยภมิูสกดัจากนํา้เลีย้งเชือ้ 

ในอาหารชนิด LB ยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราเพียง ร้อยละ 14  ดงัแสดงผลในภาพท่ี 1 และ 2 
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 ภาพที่ 1 ผลของสารทติุยภมิู ของเชือ้แบคทีเรีย B. subtilis  สกดัจากอาหาร NB   PDB   และ   

            LB ท่ีมีผลตอ่การเจริญของเชือ้รา C. eragrostidis  (n=3)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้รา C. eragrostidis บนอาหารชนิดตา่งๆท่ีมีสารทติุยภมิูของเชือ้ B. subtilis        

                B01 ท่ีสกดัจากอาหารเหลวชนิดตา่งๆ ; 

                A: ชดุควบคมุ  B: อาหาร NB C: อาหาร PDB และD: อาหาร LB 

 

ผลการศกึษาข้างต้น แสดงให้เห็นวา่องค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้มีผลตอ่ชนิดและคณุสมบติัของ

สารทติุยภมิูในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา (Akpa et al., 2001; Elkahoui et al., 2012)    โดยองค์ประกอบ

สําคญัของอาหารท่ีแบคทีเรียใช้ในการสร้างสารทติุยภมิูท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา ได้แก่ แหลง่

คาร์บอน (carbon source) แหลง่ไนโตรเจน (nitrogen source) และองค์ประกอบอ่ืนๆ เช่น เกลืออนินทรีย์ 

(inorganic salts) โลหะหนกัท่ีต้องการในปริมาณต่ํา (trace element) (Al-Ajlani et al., 2007; Ghribi and 

Ellouze-Chaabouni, 2011 ) จากการศกึษา พบวา่ อาหารชนิด LB  มีองค์ประกอบของอาหารท่ี ไมเ่หมาะสม

ตอ่การกระตุ้นให้เกิดการสร้างสารทติุยภมิูในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา C. eragrostidis    ในขณะท่ีสาร

ทติุยภมิูท่ีแบคทีเรีย  B. subtilis B01   ผลิตขึน้จากการเลีย้งในอาหารชนิด NB และ PDB มีประสิทธิภาพในการ

ยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา C. eragrostidis ในระดบัสงูใกล้เคียงกนั (ไมมี่ความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญั) 

แตเ่น่ืองจากอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้สองมีองค์ประกอบท่ีเป็นแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจนท่ีแตกตา่งกนั  (ตารางท่ี 1) 
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จงึมีความเป็นไปได้วา่สารทติุยภมิูท่ีผลิตโดยการเลีย้งในอาหารทัง้สองชนิดดงักลา่วเป็นชนิดท่ีแตกตา่งกนั จาก

ผลศกึษาวิจยัท่ีเก่ียวกบัสารทติุยภมิูผลิตโดยแบคทีเรีย B. subtilis    ท่ีผ่านมา  พบวา่ สารทติุยภมิูสว่นใหญ่ท่ี

แบคทีเรียผลิต เป็นสารในกลุม่ประเภทไลโพเปปไทด์ ( Asaka and Shoda, 1996)   ซึง่มีชนิดและการออกฤทธ์ิ

ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราตา่งๆกนั  เช่น  สารในกลุม่ Iturin ออกฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา  

(Klich  et  al., 1991)  โดยมีผลทําให้เกิดการร่ัวของโพแทสเซียมไอออนบนเย่ือหุ้มเซลล์ของเชือ้ราสาเหตโุรค  

สง่ผลตอ่การงอกหรือการเจริญของเส้นใยเชือ้รา  (Han et  al., 2005)   สว่นสารในกลุม่  surfactin เป็นสารลด

แรงตงึผิว ซึง่ออกฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยของเชือ้ราได้ (Maget-Dana et al., 1992)  ซึง่สารทติุย

ภมิูสกดัจากนํา้เลีย้งเชือ้ในอาหารทัง้สองชนิดจะจดัอยู่ในกลุม่ของสารชนิดใดนัน้จําเป็นต้องใช้กระบวนการ

วิเคราะห์ทางเคมีตอ่ไป 

    

ตารางที่ 1 ชนิดและองค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ 

ชนิดของอาหารเลีย้งเชือ้ 
องค์ประกอบ 

แหลง่ไนโตรเจน แหลง่คาร์บอน อ่ืนๆ 

Nutrient Broth (NB) Beef extract, peptone - - 

Potato Dextrose Broth (PDB)  - Potato infusion, 

Dextrose 

- 

Luria Bertani (LB) Bacto-yeast extract,  

Bacto-tryptone,  

- Sodium chloride 

ท่ีมา: Difco 

 

การศึกษาระดับความเป็นพิษของสารทุตยิภูมิและสารเคมีกาํจัดเชือ้ราชนิด Mancozab  

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารทติุยภมิู ท่ีผลิตโดย B. subtilis B01 ในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด NB

กบัสารเคมีป้องกนักําจดัเชือ้รา mancozeb ตอ่การเจริญของเชือ้รา C. eragrostidis            โดยทําการ

เปรียบเทียบคา่ระดบัความเป็นพิษในรูปของคา่ MIC และ EC50 ซึง่เป็นคา่ความเข้มข้นต่ําสดุของสารท่ีสามารถ

ยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา และระดบัความเข้มข้นท่ีก่อให้เกิดการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราร้อยละ 50 ผล

การศกึษาพบวา่ สารทติุยภมิู ท่ีผลิตโดย B. subtilis B01 ในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด NB มีคา่ MIC และคา่ EC50 

เท่ากบั 0.40 และ 18.90 มก/มล และสารกําจดัเชือ้รา mancozeb มีคา่ MIC และคา่ EC50 เท่ากบั 0.01 และ 

0.58 มก/มล ตามลําดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 2 ซึง่ความเป็นพิษของสารจะมีความสมัพนัธ์แบบผกผนักบัคา่ MIC 

และคา่ EC50 (มลิวรรณ, 2552) จากผลจากศกึษาจงึเห็นได้วา่สารทติุยภมิู มีค่าความเป็นพิษตอ่เชือ้รา            

C. eragrostidis ต่ํากวา่สารเคมี mancozeb แสดงให้เหน็วา่หากมีการนําสารดงักลา่วไปใช้ในการควบคมุการ

เจริญของเชือ้รา จําเป็นท่ีต้องใช้ในระดบัความเข้มข้นของสารท่ีสงูกวา่การใช้สารเคมี mancozeb  แตเ่น่ืองจาก

สารทติุยภมิู จดัเป็นสารชีวภาพ ดงันัน้ผลกระทบในด้านการตกค้างในสิ่งแวดล้อม และความเป็นอนัตรายตอ่

เกษตรกรผู้ ใช้ จงึน้อยกวา่การใช้สารเคมีสงัเคราะห์ (Matar et al., 2009) ดงันัน้การนําสารทติุยภมิูท่ีผลิตโดย    

B. subtilis B01ไปประยกุต์ใช้เพ่ือควบคมุการเจริญของเชือ้ราก่อโรคดอกจดุสนิม จงึน่าจะเป็นอีกทางเลือกหนึง่

ให้กบัเกษตรกรผู้ปลกูกล้วยไม้ 
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ตารางที่ 2 ค่า MIC and EC50 ของสารทุติยภูมิ ท่ีผลิตโดย B. subtilis B01 ในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด NB ต่อ            

การเจริญชองเชือ้รา C. eragrostidis เปรียบเทียบกบัสารเคมีป้องกนักําจดัเชือ้รา mancozeb  

 

สรุป 

สารทติุยภมิูของ แบคทีเรีย B. subtilis 01 ในอาหารชนิด NB มีประสิทธิภาพ     การยบัยัง้การเจริญ

ของเชือ้รา C. eragrostidis ร้อยละ 88 ซึง่มีคา่สงูสดุเม่ือเปรียบเทียบกบัสารทติุยภมิูสกดัจากนํา้เลีย้งเชือ้ 

แบคทีเรีย  B. subtilis 01 ในอาหารชนิด PDB และ LB สว่นคา่ความเข้มข้นต่ําสดุ (MIC) และคา่ EC50 ของสาร

ทติุยภมิู ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis B01          ในอาหารชนิด NB เท่ากบั 0.40 และ 18.90 มก/มล 

ตามลําดบั ซึง่มีคา่ความเป็นพิษต่ํากว่าสาร mancozeb ซึง่มีคา่ MIC และคา่ EC50 เท่ากบั 0.01 และ 0.58 มก/

มล ตามลําดบั 
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(mg/ml) 

95% 

 confidence 

EC50 
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95% 

confidence 
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