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บทคัดย่อ 
 

การวิจัยนี้แยกเชื้อแบคทีเรียจากดินด๎วยวิธี spread plate บนอาหาร NA คัดแยกแบคทีเรีย
ได๎ทั้งหมด 48 ไอโซเลท จากนั้นทดสอบความสามารถในการสร๎างสารยับยั้งเชื้อรา Aspergillus 
flavus ด๎วย dual culture technique พบวํา มีเพียง 5 ไอโซเลท ได๎แกํ IKPS 4 27 36 42 และ 
46 ที่สามารถยับยั้งเชื้อราได๎ โดยไอโซเลท IKPS 4 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงสุดเทํากับ 56.67±8.819 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อน าไอโซเลท IKPS 4 มาจัดจ าแนก พบวํา เป็นจีนัส Bacillus sp. จากนั้นน ามาศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมตํอการผลิตสารยับยั้ง พบวํา ที่คําความเป็นกรด-เบสเร่ิมต๎นของอาหารเทํากับ 7.0 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 96 ชั่วโมง เป็นสภาวะเหมาะสมตํอการผลิตสารยับยั้ง A. flavus ได๎ดีที่สุด 
เมื่อน า culture supernatant มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง A. flavus ด๎วย poisoned food method 
พบวําที่ culture supernatant 100 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพดีที่สุดเทํากับ 65.01±15.28 เปอร์เซ็นต์ 
เมื่อตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสง พบวํา เส๎นใยมี
ขนาดเล็กและสั้นกวําเส๎นใยปกติ จากนั้นน า culture supernatant มาควบคุมการเจริญของ A. flavus 
บนเมล็ดถั่วลิสง ด๎วยวิธีจุํมเคลือบเมล็ด บํมอุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 7 วัน พบวํา ที่การใช๎ culture supernatant 
100 และ 50.00 เปอร์เซ็นต์ สามารถควบคุมการเจริญของเส๎นใยราได๎ดีที่สุดในระยะเวลา 3 วัน 
 
ค าส าคัญ: แบคทีเรียปฏิปักษ์ Aspergillus flavus เทคนิค dual culture 
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Abstract  
 

 Antagonist bacteria were isolated from soil for determination of antifungal potential. 
Antagonistic activities of 48 isolates on Aspergillus flavus were evaluated by dual 
culture technique. The results indicated that 5 isolates, IKPS 4, IKPS 27, IKPS 36, IKPS 42 
and IKPS 46 exhibited the highest antifungal activities, which was isolate IKPS 4 gave 
the highest activity at 56.67±8.819%. Isolate IKPS 4 was identified as Bacillus sp. The best 
condition of antifungal substance production was optimized for 96 hrs at pH 7.0, 30 oC. 
The poisoned food method was conducted to evaluate antifungal activity of the 
bacterial culture supernatant. At the concentration of 100% supernatant, the highest 
antifungal activity (65.01±15.28%) was observed. Morphology of A. flavus under light 
microscope indicated that the effected mycelium was smaller and shorter than 
unaffected mycelium. Growth inhibition of fungal on seeds were conducted by dip 
coating method. The seeds coated with the culture supernatant at 100 and 50.00% 
concentrations had the highest fungal growth inhibition at 3 days. 
 
Keywords: Antagonistic bacteria, Aspergillus flavus, Dual culture technique 
 
บทน า 
 ประเทศไทยตั้งอยูํในเขตภูมิอากาศแบบร๎อนชื้น มีสภาวะอากาศและสิ่งแวดล๎อมเหมาะสม              
และเอื้ออ านวยตํอการเจริญเติบโตของเชื้อรา จึงท าให๎อาหารและผลผลิตทางการเกษตรรวมถึง
วัตถุดิบที่น ามาเป็นอาหารของคนและสัตว์ เชํน เมล็ดธัญพืช ข๎าวโพด ข๎าวสาลี ข๎าวฟ่าง ปลายข๎าว 
กากถั่วเหลือง ถั่วลิสง เนื้อมะพร๎าว เฮเซลนัต ถั่วพิสตาชิโอ และอัลมอนด์ เกิดการปนเปื้อนเชื้อรา
บางชนิดสามารถสร๎างสารพิษที่เป็นอันตรายตํอชีวิต ทั้งยังเป็นสาเหตุท าให๎เกิดการเสื่อมคุณภาพของ
อาหารรวมถึงวัตถุดิบ การปนเปื้อนของเชื้อและสารพิษจากเชื้อราพบได๎ทั่วไปในถั่วลิสง ซึ่งสามารถ
เกิดขึ้นได๎ตั้งแตํกระบวนการปลูก การเก็บเกี่ยว การเก็บรักษา และการขนสํง (อาภากร, 2554) พบได๎ทั้ง
ในถั่วลิสงป่น และถั่วลิสงแห๎ง (ชาคริยา และสุนันทา, 2555) เชื้อราที่ปนเปื้อนในถั่วลิสงมักเป็นเชื้อราใน
สกุล Aspergillus spp. เชํน A. flavus  A. niger และ A. clavatus (Shukla et al., 2009) เชื้อรา A. 
flavus จะสร๎างสารพิษอะฟลาทอกซิน (aflatoxins) ชนิด บี 1 บี 2 จี 1 และจี 2 โดยสํวนใหญํแล๎ว
จะพบอะฟลาทอกซินบี 1 มากที่สุด เป็นชนิดที่มีความเป็นพิษและเป็นสารกํอมะเร็งรุนแรงที่สุด 
(นพดล และเพชรรัตน์, 2552) กํอให๎เกิดโรคในคนและสัตว์ สารพิษชนิดนี้จะสะสมอยูํภายในตับท าให๎
เกิดโรคมะเร็งตับ และยังพบวํามีสํวนในการท าลายระบบภูมิคุ๎มกันของรํางกาย ท าให๎เกิดโรคแทรกซ๎อน 
เชํน ไวรัสตับอักเสบชนิดบี (Ding et al., 2012) การแก๎ปัญหาในพืชผลทางการเกษตรท าได๎โดยการ
ใช๎สารเคมีก าจัดเชื้อรา (fungicides) ซึ่งเป็นวิธีการที่รวดเร็วได๎ผลดี มักจะได๎ผลในระยะแรก 
เนื่องจากเชื้อสามารถปรับตัวเกิดการดื้อยาได๎อยํางรวดเร็ว การน าจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มาควบคุมเชื้อรา
ชนิดนี้ จึงเป็นทางเลือกใหมํที่สามารถควบคุมได๎ ซึ่งปัจจุบันเป็นที่ยอมรับวําสามารถน ามาใช๎ในการ
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ป้องกันเชื้อราได๎ และสามารถพัฒนาเพื่อจ าหนํายทางการค๎าได๎ (บุษราคัม และคณะ, 2555) มีรายงานการ
ใช๎แบคทีเรียบางสายพันธุ์ เชํน Actinomyces sp. Pseudomonas sp.  Bacillus sp. และ Serratia sp. 
เป็นต๎น เพื่อใช๎ผลิตสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา เชํน ß-1, 3-glucanase 
cellulase protease chitinase และ pafugin เป็นต๎น (Kaur et al., 2006; Wang et al., 2009) 
เมื่อพิจารณาแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารยับยั้งเหลํานี้ พบวํามีศักยภาพในการน าไปใช๎ผลิตสารยับยั้ง
เชื้อราและใช๎เป็นเชื้อควบคุมเชื้อรากํอโรคพืชได๎ และที่ส าคัญ คือ ไมํ เกิดสารพิษตกค๎างใน
สภาพแวดล๎อม ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อแยกและคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์จากดิน
ที่สามารถผลิตสารยับยั้งเชื้อรากํอโรค A. flavus รวมทั้งศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารยับยั้ง
เชื้อรา และเพื่อเป็นแนวทางในการน าสารยับยั้งเชื้อราไปประยุกต์ใช๎ทางการค๎าในอนาคต 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. ตัวอย่างดินที่น ามาคัดแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
       ตัวอยํางดินจ านวน 5 แหลํง ได๎แกํ ดินนาข๎าวหมูํบ๎านตะแบกงาม หมูํบ๎านหนองโพธิ์ 
และหมูํบ๎านหนองโสน ดินปุ๋ยหมักหมูํบ๎านหนองโสน และดินมูลไส๎เดือนฝอยหมูํบ๎านหนองโสน ใน
พื้นที่ต าบลห๎วยหมอนทอง อ าเภอก าแพงแสน จังหวัดนครปฐม ก าหนดจุดเก็บตัวอยําง 3 จุดตํอ 1 
แหลํงพื้นที่ โดยการเก็บตัวอยํางดินบริเวณผิวหน๎าดินที่มีความลึกประมาณ 1-2 เซนติเมตร น ามา
รวมกันแล๎วบดดินให๎เป็นเนื้อเดียวกันด๎วยโกรํงที่สะอาด ใสํดินในภาชนะที่มีฝาปิด น าไปทดสอบทันที 
หรือเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช๎ศึกษาตํอไป  

2. เชื้อก่อโรค  
       เชื้อรา Aspergillus flavus ได๎รับความอนุเคราะห์จากห๎องปฏิบัติการจุลชีววิทยา 
มหาวิทยาลัยราชภัฏนครปฐม เตรียมโดยน าเชื้อรา A. flavus ที่เก็บบนอาหาร potato dextrose 
agar (PDA) slant ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มา sub culture บนอาหาร PDA บํมที่อุณหภูมิห๎อง 
(28±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 5 วัน 

3. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอย่างดิน 
      น าตัวอยํางดินจาก 5 แหลํง ๆ ละ 10 กรัม ใสํลงในน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อปริมาตร 90 มิลลิลิตร 

เขยําให๎เข๎ากัน จากนั้นท า serial dilation เลือกระดับความเจือจางที่ 10-2 ถึง 10-4 ท าการ spread 
plate บนอาหาร nutrient agar (NA) บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการ
แยกเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีแตกตํางกัน น ามาท าให๎บริสุทธิ์ด๎วยวิธี cross streak plate บน
อาหาร NA  

4. การคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา A. flavus ด้วย
วิธี dual culture (ดัดแปลงจากวิธีของ ปวีณา และคณะ, 2555) 

     เพาะเชื้อรา A. flavus บนอาหาร PDA บํมที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 5 วัน และเพาะ
แบคทีเรียในอาหาร NA เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นใช๎ cork borer เจาะเชื้อราไปวางบนอาหาร 
PDA หํางจากขอบจานอาหารเพาะเลี้ยง 2.5 เซนติเมตร พร๎อมทั้งขีดเชื้อแบคทีเรียบนจานอาหาร
เพาะเลี้ยงในแนวตรงข๎ามเชื้อรา และหํางจากขอบจานอาหาร 2.5 เซนติเมตร โดยในแตํละไอโซเลท
ท า 3 ซ้ า บํมที่อุณหภูมิห๎อง (28±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 7 วัน ตรวจผลโดยวัดความยาวรัศมีของเชื้อรา
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เปรียบเทียบกับจานอาหารที่ไมํปลูกเชื้อแบคทีเรียทดสอบ (control) ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 
และคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส๎นใยเชื้อรา A. flavus เพื่อใช๎ใน
การศึกษาตํอไป 

5. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบ 
      เพาะเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหาร NA โดยการเขี่ยเชื้อที่มีอายุ 24 ชั่วโมง จ านวน 1 ลูป ลงในขวด

รูปชมพูํ ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร nutrient broth (NB) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร บํมที่อุณหภูมิ
เหมาะสม นาน 16-18 ชั่วโมง ปรับความขุํนเซลล์ OD 600 นาโนเมตร เทํากับ 0.5 เติม หัวเชื้อ 1 เปอร์เซ็นต์ 
ในอาหาร NB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ปรับคํา pH ระดับ 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0 ตามล าดับ 
น าไปบํมแบบเขยําที่ความเร็ว 160 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 25 30 และ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
96 ชั่วโมง (บัวสาย และคณะ, 2555) ปั่นแยกเซลล์ที่ 7826 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที น า culture supernatant มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเส๎นใยของเชื้อรา A. flavus 
ด๎วยวิธี dual culture โดยคัดเลือกอุณหภูมิและ pH ที่เหมาะสมตํอการผลิตสารยับยั้งมากที่สุดเพื่อ
น าไปศึกษาทดสอบประสิทธิภาพของสารตํอไป  

6. การผลิตและทดสอบสารยับยั้งเชื้อรา 
 6.1 การเตรียมสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบ 
         ท าตามวิธีข๎อ 5 เก็บสํวนใสที่ได๎มากรองด๎วย filter membrane ขนาดเส๎นผําศูนย์กลาง 

0.2 ไมโครเมตร ทดสอบประสิทธิภาพของสารใน culture supernatant ด๎วยวิธี dual culture  
 6.2 การเตรียมเชื้อราทดสอบ 
            น าเชื้อราที่เพาะไว๎มาตัดด๎วย cork borer โดยตัดเส๎นใยที่บริเวณขอบโคโลนีเชื้อรา

พร๎อมทั้งวุ๎นอาหารออกเป็นชิ้นกลม น าไปปลูกตรงจุดกึ่งกลางของจานอาหาร PDA บํมที่อุณหภูมิห๎อง 
(28±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 4 วัน 

 6.3 การทดสอบการยับยั้งเชื้อรา A. flavus 
         6.3.1 การทดสอบการยับยั้งด๎วยวิธี dual culture โดยใช๎ cork borer ตัดเส๎นใยที่

บริเวณขอบโคโลนีเชื้อราออกเป็นชิ้นกลม น าไปปลูกในจานอาหาร PDA โดยมีระยะหํางจากจุด
กึ่งกลางจานอาหาร 2.5 เซนติเมตร พร๎อมทั้งขีดสารยับยั้งเชื้อรา (culture supernatant) ที่ทดสอบ
บนจานอาหารเพาะเลี้ยงในแนวตรงข๎ามเชื้อรา และหํางจากขอบจานอาหาร 2 .5 เซนติเมตร บํมที่
อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 7 วัน เปรียบเทียบกับจานอาหารที่ไมํปลูกเชื้อแบคทีเรียทดสอบ (control) 

        6.3.2 การทดสอบการยับยั้งเชื้อราด๎วยวิธี poisoned food น าสารยับยั้งเชื้อรา 
(culture supernatant) ที่ทดสอบจากข๎อ 6.3.1 มาท าการเจือจาง 5 ระดับ ได๎แกํ 6.25 12.50 
25.00 50.00 และ 100 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นผสมลงในอาหาร PDA อัตราสํวนสารยับยั้งเชื้อราที่
ทดสอบ 5 มิลลิลิตร ตํออาหาร 15 มิลลิลิตรตํอจาน ด๎วยวิธี pour plate หมุนวนจานเพาะเลี้ยงเชื้อ
ไปมา ทิ้งไว๎จนอาหารแข็งตัว น าชิ้นวุ๎นที่มีเส๎นใยของเชื้อรา A. flavus ซึ่งเจาะตัดจากโคโลนี อายุ 5 วัน 
วางตรงกลางจานเพาะเลี้ยงเชื้อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ใช๎อาหาร PDA ที่ไมํได๎ผสมสาร
ยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบ บํมที่อุณหภูมิห๎อง (28±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3-4 วัน ตรวจสอบสังเกต
ลักษณะโครงสร๎างของเชื้อราด๎วยวิธี direct microscopic ซึ่งท าได๎โดยเขี่ยเชื้อราที่ขึ้นบนจานเพาะเชื้อ
มาท า wet mount บนสไลด์ และวัดการเจริญของเส๎นใย โดยวัดเส๎นผํานศูนย์กลางแล๎วค านวณหา



32      วารสารวิชชา มหาวทิยาลัยราชภัฏนครศรีธรรมราช 

 

 WICHCHA JOURNAL Vol. 38  No. 1 January – June 2019 

คําเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเส๎นใย (percent inhibition of radial growth : PIRG) 
(หฤทัย และพรอนันต์, 2557) ดังนี้ 

 

     PIRG = (R1-R2) ×100 
                                                R1 
 

R1 คือ รัศมีเฉลี่ยของโคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหารชุดควบคุม 
R2 คือ รัศมีเฉลี่ยของโคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหารชุดทดสอบ 
โดยประเมินประสิทธิภาพในการยับยั้งจากคํา PIRG ดังนี้ 
> 80.00 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพในการยับยั้งระดับสูงมาก 
> 61.00-79.00 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพในการยับยั้งระดับสูง 
> 51.00-60.00 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพในการยับยั้งระดับปานกลาง 
< 50.00 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพในการยับยั้งระดับต่ า 

  

7. ศึกษาแนวทางในการประยุกต์ใช้สารยับยั้งเชื้อราทดสอบในการควบคุมการเจริญ
ของเชื้อรา A. flavus บนเมล็ดถั่วลิสง 
 7.1 การเตรียมเมล็ดถั่วลิสงดิบ 
              น าเมล็ดถั่วลิสงดิบใสํลงในบีกเกอรปราศจากเชื้อประมาณ 20 เมล็ดตํอบีกเกอร์ 
น าไปฆําเชื้อด๎วยหม๎อนึ่งความดันไอ แล๎วน าไปอบตํอที่อุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ด๎วยตู๎อบลมร๎อน จากนั้นน าเมล็ดถั่วลิสงออกมาพักให๎เย็น 
 7.2 การเตรียมสารแขวนลอยสปอร์ของเชื้อรา 
         น าเชื้อรา A. flavus มาเลี้ยงในอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วัน เพื่อใช๎สํวนของสปอร์
มาท าเป็นเซลล์แขวนลอย โดยล๎างด๎วย tween 80 ความเข๎มข๎น 0.10 เปอร์เซ็นต์ ในน้ ากลั่นที่นึ่งฆําเชื้อ
ให๎ทํวมพื้นที่ของเชื้อรา จากนั้นใช๎ loop ที่เผาฆําเชื้อแล๎วขูดผิวหน๎าของอาหารให๎สปอร์แขวนลอยในน้ า 
กรองสปอร์ด๎วยผ๎าขาวบาง จากนั้นน าไปเขยําด๎วยเครื่องเขยําสารเพื่อให๎สปอร์ของเชื้อราแขวนลอย
ในน้ า น าสารแขวนลอยที่ได๎ไปตรวจนับด๎วยเครื่อง hemacytometer แล๎วเจือจางเพื่อให๎ได๎สปอร์
เร่ิมต๎นที่ 6.5×106 สปอร์ตํอมิลลิลิตร ดัดแปลงจากวิธีของ เดชาวุฒิ และคณะ (2558) 
 7.3 การควบคุมการเจริญของ A. flavus บนเมล็ดถั่วลิสง 
         น าเมล็ดถั่วลิสงจากข๎อ 7.1 มาจุํมลงในสารยับยั้งเชื้อราทดสอบที่ระดับความ
เข๎มข๎น 100 50.00 25.00 12.50 และ 6.25 เปอร์เซ็นต์ ให๎ทํวมทุกเมล็ดเป็นเวลา 1 นาที 
ทดสอบ 3 ซ้ า เปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ โดยใช๎น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ และชุดควบคุมผลบวก 
โดยใช๎ยาปฏิชีวนะคีโตนาโซลความเข๎มข๎น 40 พีพีเอ็ม จากบริษัท biolab ประเทศไทย จากนั้นเติม
สารแขวนลอยสปอร์ของเชื้อราที่ 6.5×106 สปอร์ตํอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร คลุกด๎วยปากคีบ
ให๎ทั่วทุกเมล็ด บํมที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 7 วัน บันทึกผลทุกวันโดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
 
 

8. การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์  
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       น าเชื้อ unknown ที่ได๎มาย๎อมสีแบบแกรม และตรวจดูภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสง 
(ก าลังขยาย 1000 เทํา) ศึกษารูปรําง ลักษณะ และคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรีย จากนั้นทดสอบด๎วย
วิธีการทางชีวเคมี ได๎แกํ การทดสอบการสร๎างเอนไซม์ catalase coagulase oxidase และการ
ทดสอบการสร๎าง indole เป็นต๎น (ชมพูนุท, 2558) 
 9. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
       ใช๎โปรแกรมส าเร็จรูป R (http://cran.r-project.org/bin/window/base/) SPSS 
version 3.5.0 (Venables et al., 2009) ในการวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติด๎วยวิธีการวิเคราะห์ความ
แปรปรวนทางเดียว (one-way ANOVA) พร๎อมทั้งค านวณคําความถี่ ร๎อยละ และคําเฉลี่ย โดยวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (อทิพันธ์, 2561) 
 
ผลการวิจัย 
 1. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากดิน 
       จากตัวอยํางดินทั้งหมดจ านวน 5 แหลํง ในเขตต าบลห๎วยหมอนทอง อ าเภอก าแพงแสน  
จังหวัดนครปฐม พบวํา สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีแตกตํางกันได๎ทั้งหมด 48 ไอโซเลท  
 2. การคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา A. flavus ด้วย
วิธี dual culture 
      จากการคัดแยกแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา พบวํา มีเพียง 5    
ไอโซเลท ที่สามารถยับยังเชื้อรา A. flavus ได๎ ซึ่งได๎แกํ ไอโซเลท IKPS 4 IKPS 27 IKPS 36 IKPS 42 
และ IKPS 46 โดยไอโซเลท IKPS 4 สามารถยับยั้งเชื้อราได๎ดีที่สุดเทํากับ 56.67±8.819 เปอร์เซ็นต์
รองลงมาคือ IKPS 36  IKPS 46  IKPS 27 และ IKPS 42 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อรา A. flavus 
เทํากับ 38.33±1.667 23.33±12.019 20.00±11.547 และ 13.33±8.819 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
ซึ่งมีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิตที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 ดังภาพที่ 1 และตารางที่ 1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา A. flavus บนอาหาร PDA เป็นเวลา 5 วัน  
           ด๎วยวิธี dual culture (a) ชุดทดสอบ (b) ชุดควบคุม 
 
 
 

(a)

 

(b)
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ตารางที่ 1 จ านวนไอโซเลทของแบคทีเรีย และประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา A. flavus  
              บนอาหาร PDA ด๎วยวิธี dual culture 

ตัวอย่างดิน จ านวน 
ไอโซเลท 

จ านวนไอโซเลท 
ที่ยับยั้ง A. flavus 

รหัสไอโซเลท เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 
 A. flavus (%) 

นาข๎าว 
นาข๎าว 
นาข๎าว 
 
ปุ๋ยหมัก 
มูลไส๎เดือนฝอย 

11  
11 
14 
 
8 
4 

1 
0 
2 
 
1 
1 

IKPS 4 
- 

IKPS 27 
IKPS 36 
IKPS 42 
IKPS 46 

56.67±8.819b 
- 

20.00±1.547a 
38.33±1.667ab 
13.33±8.819a 
23.33±12.019a 

control    100±0.00c 

หมายเหตุ: control คือ เชื้อราทดสอบ  
              ตัวอักษรในคอลัมน์ที่ตํางกันแสดงวํามีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 
              ความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
         
 3. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบ 
       จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการยับยั้งเชื้อรา A. flavus ที่อุณหภูมิ 25 30 
และ 35 องศาเซลเซียส ที่คํา pH ระดับ 4.0 5.0 6.0 7.0 และ 8.0 บํมนาน 96 ชั่วโมง พบวํา ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และคํา pH 7.0 เป็นสภาวะที่เหมาะสมตํอการผลิตสารยับยั้งเชื้อราที่
ทดสอบโดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราสูงสุด เทํากับ 56.00±2.309 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา คือ ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่คํา pH 8.0 6.0 5.0 และ 4.0 มีเปอร์เซ็นต์การยับยังเชื้อราเทํากับ 
52.00±0.000  48.67±4.667  46.47±8.819 และ 44.67±12.347 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ดังตารางที่ 2  
 4. การทดสอบประสิทธิภาพของสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบด้วยวิธี Poisoned Food 
       จากการทดสอบสารยับยั้งเชื้อราไอโซเลท IKPS 4 ในอาหาร PDA ที่ 5 ระดับความเข๎มข๎น 
พบวําที่ระดับความเข๎มข๎น 100 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพในการยับยั้งระดับสูงสุดเทํากับ 
65.01±15.28 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ 50.00 25.00 12.50 และ 6.25 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
ดังตารางที่ 3 และ ภาพที่ 2 เมื่อตรวจสอบลักษณะของเส๎นใยเชื้อรา A. flavus เทียบกับชุดควบคุม 
พบวําเส๎นใยที่เจริญบนอาหารที่ผสมสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบ มีลักษณะผิดรูปไป มีขนาดความกว๎าง
และความยาวลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับเส๎นใยที่เจริญในอาหารที่ไมํผสมสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบ ดัง
ภาพที่ 3 เมื่อน าผลการทดสอบมาเปรียบเทียบทางสถิติ พบวําสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบแตํละระดับ
ความเข๎มข๎นมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส๎นใยเชื้อราตํางกันอยํางมีนัยส าคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่น 0.05 
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 5. การศึกษาแนวทางในการประยุกต์ใช้สารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบในการควบคุมการ
เจริญของเชื้อรา A. flavus บนเมล็ดถั่วลิสง 
   ภายหลังจากใสํสารแขวนลอยสปอร์ของเชื้อราเริ่มต๎นที่ 6.5×106 สปอร์ตํอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ที่ระดับความเข๎มข๎น 100 และ 50.00 เปอร์เซ็นต์ สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเส๎นใยเชื้อราได๎ในระยะเวลา 3 วัน หลังจากนั้น ตั้งแตํวันที่ 4 เริ่มจะมีเชื้อราเจริญขึ้นบนเมล็ดถั่วลิสง
บางเมล็ด สํวนที่ระดับความเข๎มข๎นที่ 25.00 และ 12.50 เปอร์เซ็นต์ สามารถยับยั้งการเจริญของเส๎นใย
เชื้อราได๎เพียงระยะเวลา 2 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมผลลบ (น้ ากลั่น) จะมีเชื้อราเจริญบน
เมล็ดถั่วลิสงตั้งแตํวันที่ 2 ของการทดลอง 
 
ตารางที่ 2 สภาวะที่เหมาะสมตํอการผลิตสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบของไอโซเลท IKPS 4 ในอาหาร  
              NB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยําที่ 160 รอบตํอนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 

อุณหภูมิ (◦C) ค่า pH เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อรา A. flavus (%) 
 4.0 22.45±10.333ab 
 5.0 26.40±9.820 a 

25 6.0 34.54±7.442 a 
 7.0 39.54±5.312 ab 
 8.0 36.89±3.897 a 
 4.0 44.67±12.347a 
 5.0 46.67±8.819a 

30 6.0 48.67±4.667a 
 7.0 56.00±2.309a 
 8.0 52.00±0.00a 
 4.0 24.63±13.214ab 
 5.0 30.65±10.325a 

35 6.0 37.86±8.602a 
 7.0 43.76±5.211a 

 8.0 41.65±2.541a 
หมายเหตุ: ตัวอักษรในคอลัมน์ที่ตํางกันแสดงวํามีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 
              ความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
 
 
 
 
 
 



36      วารสารวิชชา มหาวทิยาลัยราชภัฏนครศรีธรรมราช 

 

 WICHCHA JOURNAL Vol. 38  No. 1 January – June 2019 

ตารางที่ 3 ประสิทธิภาพของสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบ ในอาหาร PDA ที่ 5 ระดับความเข๎มข๎น 
              ด๎วยวิธี poison food technique บํมที่อุณหภูมิห๎อง (28±2 องศาเซลเซียส)  
              เป็นเวลา 3 วัน 

หมายเหตุ: control คือ ยาปฏิชีวนะคีโตนาโซล 
              ตัวอักษรในคอลัมน์ที่ตํางกันแสดงวํามีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 
              ความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
                                       
ภาพที่ 2 การยับยั้งการเจริญของเส๎นใยเชื้อราบนอาหาร PDA ด๎วยวิธี poison food technique  
            เป็นเวลา 3 วนั  (a) อาหารที่ผสมสารยบัยั้งเชื้อรา (b) อาหารที่ไมํผสมสารยบัยั้งเชื้อรา 
 

 
 
 
 
 
 
 
   

ภาพที่ 3 ลักษณะเสน๎ใยเชื้อรา A. flavus ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสงที่ก าลังขยาย 400 เทํา  
            (a) เส๎นใยที่ทดสอบด๎วยสารยับยั้งเชื้อรา (b) เส๎นใยปกติ  

ระดับความเข้มข้น (เปอร์เซ็นต์) 
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเส้นใย  

ค่าเฉลี่ย PIRG (%) 
control 

100 
100.00±8.82d 
65.01±15.28c 

50.00 45.51±11.67c 
25.00 31.88±20.00b 
12.50 16.09±23.33b 
6.25 16.40±3.33a 

12.5 x 30 µm 7.5 x 25 µm 

(a)

 

(b)

 

(a)

 

(b)
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 6. การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์  
                   ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท IKPS 4 พบวํา โคโลนีมีสีขาวใส 
รูปรํางนูน เยิ้ม ยืด ขอบหยัก ผิวหน๎าด๎าน เมื่อย๎อมสีแบบแกรม พบวํา เป็นแบคทีเรียแกรมบวก      
มีรูปรํางแทํง มีการสร๎างเอนโดสปอร์ การทดสอบทางชีวเคมี พบวํา nitrate  of  citrate catalase test 
ให๎ผลเป็นบวก การทดสอบการใช๎น้ าตาล พบวํา สามารถเจริญได๎ในอาหารทดสอบน้ าตาลกลูโคส 
ซูโครส และมอลโทส ดังตารางที่ 4 จากคุณสมบัติดังกลําว สามารถระบุวําเป็นแบคทีเรียในจีนัส 
Bacillus sp. 
 
ตารางที่ 4 การจ าแนกและพิสูจน์ชนิดของแบคทีเรีย 

ลักษณะชีวเคมี ผลการทดสอบ 
Motile - 

TSI - 
Indole - 
MR-VP - 
Citrate + 

OF + 
Nitrate 

Catalase test 
Glucose 

Galactose 
Fructose 
Maltose 
Mannitol 
Mannose 
Sucrose 

+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 

หมายเหตุ:  + คือ Positive, - คือ Negative 
 
การอภิปรายผลการวิจัย 
 การศึกษาครั้งนี้ได๎คัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากดินได๎ทั้งหมด 48 ไอโซเลท เนื่องจากดินเป็น
แหลํงที่เหมาะสมในการคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย โดยเฉพาะความลึกของดินเกี่ยวข๎องกับปริมาณ
อินทรียวัตถุ ความชื้น ปริมาณออกซิเจนในดิน ซึ่งตามปกติแบคทีเรียจะมีประชากรหนาแนํนที่สุดใน
ดินชั้นบน 0-25 เซนติเมตร (พฤกษา, 2561) การทดสอบการยับยั้งเชื้อรา A. flavus ด๎วยวิธี dual 
culture พบวํา มีเพียง 5 ไอโซเลท ที่สามารถยับยั้งเชื้อรากํอโรคได๎ คือ ไอโซเลท IKPS 4  IKPS 27  
IKPS 36  IKPS 42 และ IKPS 46 โดยไอโซเลท IKPS 4 สามารถยับยั้งเชื้อรากํอโรคได๎ดีที่สุดเทํากับ 
56.67±8.819 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล๎องกับงานวิจัยของบัวสาย และคณะ (2555) ที่ได๎ท าการศึกษา
การคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียจากดินที่มีคุณสมบัติในการสร๎างสารยับยั้งเชื้อรากํอโรคในพืช โดย
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คัดแยกแบคทีเรียได๎ 50 ไอโซเลท จากดิน 10 ตัวอยําง เบื้องต๎นท าการทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อรากํอโรคในพืช 12 สายพันธุ์ พบวํามีเพียง 6 ไอโซเลท สามารถผลิตสารยับยั้งเชื้อรากํอโรค
ในพืชได๎อยํางน๎อย 1 สายพันธุ์ ทั้งนี้เนื่องจากในดินมีสภาวะที่เหมาะสมตํอการเจริญของจุลินทรีย์ท า
ให๎แบคทีเรียสามารถเจริญได๎ สภาวะที่เหมาะสมตํอการผลิตสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบคือที่คํา pH 
7.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 96 ชั่วโมง มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเทํากับ 65.01±15.28  
เปอร์เซ็นต์ เป็นผลท าให๎เส๎นใยเชื้อราเล็ก ลีบ ผิดรูปไป สอดคล๎องกับงานวิจัยของ Ajay et al. (2008), 
Vaishali et al. (2004) และ Vijayakshmi et al. (2011) ที่ได๎ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเชื้อในกลุํม 
Bacillus spp. ในการผลิตสารยับยั้ง พบวํา สภาวะที่เหมาะสมตํอการผลิตสารยับยั้งอยูํในชํวงอุณหภูมิ 
30-37 องศาเซลเซียส และคํา pH ที่ระดับ 5.0-8.0 และสอดคล๎องกับงานวิจัยของ วิไลวรรณ (2560) 
ที่ได๎ศึกษาการคัดเลือกแบคทีเรียละลายฟอสเฟตจากดินและสภาวะที่เหมาะสมตํอการเจริญและการ
ละลายฟอสเฟต พบวํา อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการปรับคํา pH เริ่มต๎นเทํากับ 7 อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส 
จะมีผลตํอการเจริญของแบคทีเรียและประสิทธิภาพการละลายฟอสเฟตสูงที่สุด และปริมาณความเข๎มข๎น
ของสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบที่ระดับความเข๎มข๎น 100 และ 50.00 เปอร์เซ็นต์ สามารถควบคุมการ
เจริญของเส๎นใยเชื้อราบนเมล็ดถั่วลิสงได๎นาน 3 วัน และเมื่อน าแบคทีเรียปฏิปักษ์มาจ าแนกลักษณะ
ชีวเคมี พบวํา เป็นเชื้อในจีนัส Bacillus sp. ซึ่งสอดคล๎องกับงานวิจัยของ ชวเลิศ และคณะ (2559) 
ที่ได๎ศึกษาจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการควบคุมโรคและสารพิษจากเชื้อรา พบวํา แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
B. subtilis หรือ B. amyloliquefaciens ที่สามารถควบคุมโรคผลเนําของเงาะและผลิตเป็นชีวภัณฑ์ที่มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคผลเนําของเงาะหลังการเก็บเกี่ยวได๎ แบคทีเรีย  B. tequilensis และ 
B. subtilis subsp. inaquosorum ควบคุมเชื้อรา A. flavus และยับยั้งการสร๎างสารอะฟลาท็อกซิน
ในผลิตผลเกษตร โดยกลไกการยับยั้งของสารเกิดจากการยํอยสลาย ß -1,3-glucan และ chitin ซึ่ง
เป็นสํวนประกอบของผนังเซลล์เชื้อรา (Li et al., 2008) 
 
สรุปผลการวิจัย 

จากการคัดแยกแบคทีเรียได๎ทั้งหมด 48 ไอโซเลท น ามาทดสอบการยับยั้งเชื้อราด๎วย dual 
culture technique พบวํา มีเพียง 5 ไอโซเลท ได๎แกํ IKPS 4 IKPS 27 IKPS 36 IKPS 42 และ 
IKPS 46 ที่สามารถยับยั้งเชื้อรากํอโรคได๎ โดยไอโซเลท IKPS 4 ยับยั้งเชื้อราได๎ดีที่สุดเทํากับ 
56.67±8.819 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อน ามาจัดจ าแนกลักษณะชีวเคมี พบวํา เป็นจีนัส Bacillus สภาวะ
ที่เหมาะสมตํอการผลิตสารยับยั้งเชื้อรากํอโรค พบวํา คํา pH 7.0 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นสภาวะเหมาะสมตํอการผลิตสารยับยั้งได๎ดีที่สุด น ามาปรับระดับความเข๎มข๎น 5 ระดับ พบวําที่ 
100 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพดีที่สุดเทํากับ 65.01±15.28 เปอร์เซ็นต์ เมื่อตรวจสอบลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเชื้อราภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสง พบวํา เส๎นใยมีขนาดเล็กและสั้นกวําเส๎นใย
ปกติ จากนั้นน าสารยับยั้งเชื้อราที่ทดสอบมาควบคุมการเจริญของเชื้อรากํอโรคบนเมล็ดถั่วลิสง 
พบวํา ที่ระดับความเข๎มข๎น 100 และ 50.00 เปอร์เซ็นต์ สามารถควบคุมการเจริญของเส๎นใยราได๎ดีที่สุด
ในระยะเวลา 3 วัน การวิจัยนี้เป็นการใช๎ culture supernatant ในการทดสอบการยับยั้งการเจริญของ 
A. flavus ซึ่งจะต๎องมีการท าบริสุทธิ์และศึกษาโครงสร๎างและสมบัติของสารที่เชื้อผลิตขึ้นตํอไป 
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ข้อเสนอแนะ 
 ควรมีการท าบริสุทธิ์และศึกษาโครงสร๎างและสมบัติของสารที่เชื้อผลิตขึ้นตํอไปในอนาคต 
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