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1. แผนงานวิจัย   :  วิจัยการใช้ประโยชน์จากเอ็นไซม์ของเชื้อจุลินทรีย์เพื่อควบคุม 

ศัตรูพืช 

2. โครงการวิจัย   :  วิจัยการใช้ประโยชน์จากเอ็นไซม์ของเชื้อจุลินทรีย์เพื่อควบคุม 

    ศัตรูพืช 

กิจกรรม   :  การผลิตเอ็นไซม์ย่อยสลายที่มีประโยชน์จากเชื้อราไตรโคเดอร์ 

    มาเพ่ือใช้ในการควบคุมโรคพืช 

กิจกรรมย่อย (ถ้ามี)  :  ระบุชื่อกิจกรรมย่อยตามแบบ ว1-ก ที่ผ่านการอนุมัติ 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การผลิตเอ็นไซม์จากเชื้อราไตรโคเดอร์มาในอาหารเหลวระดับ 

       ขวดเขย่า (Flask-Culture technique) ในรูปแบบผง 

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Production of enzymes by Trichoderma spp. in powder– 

derived liquid medium by Flask-Culture technique  

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง   :  พยุงศักดิ์ รวยอารี  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

ผู้ร่วมงาน                            :  ทัศนาพร ทัศคร ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

       ภรณี สว่างศร ี  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

   นุชนารถ ตั้งจิตสมคิด ส านักผู้เชี่ยวชาญ    

5. บทคัดย่อ   

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบความสามารถเชื้อราไตรโคเดอร์มาจ านวน 29 ไอโซ

เลตในการสร้างเอ็นไซม์ย่อยสลาย เซลลูเลส, อะไมเลส และเพคติเนส ในอาหารเหลว carboxy methyl 

cellulose (CMC), starch hydrolysed medium และ Czapek medium+1% เพคติน ตามล าดับ ต่อ

การยับยั้งเชื้อราไฟทอปธอราด้วยวิธี Dual technique ในสภาพห้องปฏิบัติการ และจากการทดสอบการ

สร้างกิจกรรมการสร้างเอ็นไซม์เซลลูเลส อะไมเลส และเพคติเนส โดยประเมินจากค่า HC (hydrolysis 

capacity) หรือ HC value ซึ่งได้จากค่าสัดส่วนของ hydrolysis zone และเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลน ี

โดยคัดเลือกจากราไตรโคเดอร์มาทั้งหมด 29 ไอโซเลท จากการทดลอง พบว่าเชื้อราไตรโคเดอร์มาไอโซ

เลต TC14 สามารถสร้างเอ็นไซม์เซลลูเลสได้ในระดับทีสู่งที่สุด จากนั้น ท าการคัดเลือกเชื้อราไตรโคเดอร์

มาไอโซเลท TC14 มาใช้ในการผลิตเอ็นไซม์เซลลูเลสในระดับขวดเขย่า (shake flask-cultured 
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technique)  และผลิตผงเอ็นไซม์โดยวิธี freeze-dried method เพ่ือน าผงเอ็นไซม์ไปใช้ในการ

ทดสอบการควบคุมโรคพืชต่อไป ผลการทดลองที่กล่าวมา พอสรุปได้ว่าเชื้อราไตรโคเดอร์มาที่คัดเลือก

และแยกได้มีศักยภาพในการสร้างเอ็นไซม์ได้ทั้งสามชนิด เพียงแต่ระดับความสามารถในการสร้างเอ็นไซม์

ย่อยสลายแตกต่างกันและมีศักยภาพในการผลิตเป็นเอ็นไซม์ได้ เพ่ือน าไปพัฒนาต่อยอดในการควบคุมโรค

พืชต่อไป 

 

Abstract 

This study investigated cell-wall degrading enzyme activities, namely cellulase (in 

carboxy methyl cellulose (CMC), amylase in starch hydrolysed  medium and pectinase in 

Czapek medium+1% pectin) in Trichoderma isolates for controlling activity of 

Phytopththora spp. causing root rot disease using dual technique method. Enzyme 

activities were determined by hydrolysis capacity (HC value) which was the ratio of the 

hydrolysis zone and colony diameter. The TC14 showed presence of highest amount of 

cellulase enzyme among other Trichoderma isolates studied in dual technique.  Then, 

Trichoderma TC14 was used for powder-derived cellulase enzyme production by shake 

flask-cultured technique using freeze-dried method.  Trichoderma-producing cellulase 

shown in our experiment will further be used for plant disease control.  Also, 

Trichoderma species studied showed the different capability in producing cell wall 

degrading enzymes. The results indicated that Tc14 showed the ability in inhibition of 

pathogenic fungi and can be developed to further exploitation in plant disease control.   

6. ค าน า 
 ราไตรโคเดอร์มามีประโยชน์ต่อการน ามาใช้ในการควบคุมโรคพืชหลายชนิด โดยมีกลไกในการ
ควบคุมเชื้อโรคพืช ได้แก่ การแข่งขันกับเชื้อโรคพืช การเป็นปรสิตต่อเชื้อโรคพืช การสร้างสารยับยั้งหรือ
ท าลายเชื้อโรคพืช และการชักน าให้พืชมีความต้านทานโรค ราไตรโคเดอร์มาสามารถควบคุมและยับยั้ง
การเจริญตลอดจนเข้าท าลายเส้นใยของเชื้อราไฟทอปธอราได้ (วันทนีย์ 2547) (Promwee et al., 
2017) รายงานประสิทธิภาพของไตรโคเดอร์มาในการควบคุม Phytophthora leaf fall ในต้นยาง  
(Ahmed et al., 1999) รายงานการใช้ Trichoderma harzianum ในการควบคุม Phytophthora 
capsici ในพริกไทย 
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 ในการศึกษาประสิทธิภาพของส่วนผสมของผงเชื้อรา Trichoderma harzianum (CB-Pin-01) 
กับอาหารเสริม (ร าข้าวละเอียด) และสารเสริม (ปุ๋ยหมัก) อัตราส่วน 1:4:10 โดยน้ าหนัก ด้วยวิธีหว่าน
บริเวณใต้ทรงพุ่มของทุเรียนอัตรา 50 กรัมต่อตารางเมตรเพียงอย่างเดียว หรือใช้ร่วมกับการหว่านสารเคมี 
metalaxyl ชนิดเม็ด บริเวณใต้ทรงพุ่มอัตรา 1 กิโลกรัมต่อต้น หรือใช้ร่วมกับการฉีดพ่น metalaxyl หรือ
ใช้ร่วมกับ การฉีดพ่นด้วยสารบ ารุงพืชเพ่ือยับยั้งสารบ ารุงพืชเพ่ือยับยั้งเชื้อรา P. palmivora ในสภาพ
สวน 4 จังหวัด  และศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี พบว่าปริมาณเชื้อรา T. harzianum มีปริมาณเพ่ิมสูงขึ้น 
และความสมบูรณ์ของต้นทุเรียนเพิ่มข้ึนในการใช้เชื้อรา T. harzianum (กนกนาฎ 2540)  
 ในประเทศไทย มีการน าราไตรโคเดอร์มาชนิดสดเพ่ือใช้ควบคุมโรคพืชโดยวิธีการคลุกเมล็ด การ
รองก้นหลุม การผสมกับวัสดุปลูก การหว่านลงดิน การฉีดพ่น การให้ไปกับระบบน้ า และการทาแผล เป็น
ต้น (จิระเดช 2542, วันทนีย์ 2547)  
 นอกจากนี้ จากการศึกษา พบว่า เชื้อราไตรโคเดอร์มา ซึ่งมีคุณสมบัติในการเป็นเชื้อราปฏิปักษ์
และสามารถสร้างเอ็นไซม์เพ่ือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (plant pathogenic fungi) 
โดยชีววิธีได้ (biocontrol agent) ได้ โดยมีกลไกการท าลายเชื้อราปฏิปักษ์หลากหลายรูปแบบ รวมทั้ง
การสร้างเอ็นไซม์ย่อยสลายเชื้อราก่อโรคในพืช 
 โรครากเน่าโคนเน่าที่มีสาเหตุมาจากรา Phytophthora spp. เป็นปัญหาส าคัญในการเพาะปลูก
พืชในพ้ืนที่ปลูกที่มีพืชเศรษฐกิจอาศัยอยู่หลายชนิด ทั้งระยะกล้าและต้นไม้ใหญ่ ส่งผลให้พืชดังกล่าวเกิด
การสูญเสียมูลค่าทางเศรษฐกิจ และไม่เป็นที่ต้องการของตลาด โดยในปี  พ.ศ. 2538-2542 ราไฟทอปธอ
รา (P. palmivora)  ท าลายสวนทุเรียนกว่า 90,000 ไร่ ท าให้ผลผลิตลดลง 70,000 ตัน สร้างความ
เสียหายคิดเป็นมูลค่าทางเศรษฐกิจมากกว่า 750 ล้านบาท (ปัญจมา 2546, อมรรัตน์ 2556) พืชจะแสดง
อาการต่างๆเช่น  รากเน่า โคนเน่า ใบไหม้ เป็นต้น โดยเชื้อราสาเหตุโรคที่เกิดจาก Phytophthora spp. 
จะเข้าท าลายพืชอาศัยทั้งทางราก ล าต้น ใบ และผล หรือส่วนเหนือดิน โดยเชื้อจะเข้าสู่ระบบท่อน้ าของล า
ต้น ท าให้เกิดอาการที่เรียกว่า รากเน่า โคนเน่าที่ต้น กิ่ง และผล เกิดอาการเหี่ยวทั้งต้น ตั้งแต่ยอด ใบ 
บริเวณราก และโคนต้น ถูกท าลาย ดังกล่าว ที่เรียกว่า systemic infections (อมรรัตน์ 2556) เพ่ือการ
เข้าท าลายของเชื้อราสาเหตุโรคดังกล่าว โดยเชื้อรา Phytophthora spp. จะสร้างโครงสร้างต่างๆ เพ่ือ
แทงผ่านเนื้อเยื่อพืช และสร้างเอ็นไซม์ย่อยสลายผนังเซลล์พืช โดยเอ็นไซม์ต่างๆ เพ่ือให้เนื้อเยื่อพืชเกิดการ
เสื่ อ มส ล าย  ห รื อ ก่ อ โรค พื ช  (infection) เช่ น  เพ ค ติ ค เอ็ น ไซม์  (pectic enzyme), CAZymes 
(Carbohydratre-Active enZymes), เอ็ น ไซม์ ย่ อยสลาย  (cell wall degrading enzymes) แล ะ 
cellulytic enzymes เป็นต้น  
  โรคพืชที่เกิดจากราไฟทอปธอราก่อให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจ และท่ีผ่านมาเป็นการน ารา
ไตรโคเดอร์มาชนิดสดมาใช้ในการควบคุมโรคพืช ทั้งๆที่มีความส าคัญ แต่ความรู้ความเข้าใจ เกี่ยวกับการ
น าเอ็นไซม์ย่อยสลายจากราไตรโคเดอร์มาเพ่ือใช้ควบคุมโรคพืชนั้นยังไม่เป็นที่เข้าใจนัก งานวิจัยนี้จึง
มุ่งเน้นการศึกษาการผลิตเอ็นไซม์ย่อยสลายที่มีประโยชน์จากเชื้อราไตรโคเดอร์มาที่ได้จากการทดสอบ
และคัดเลือกไอโซเลทของเชื้อราที่มีคุณสมบัติในการสร้างเอ็นไซม์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ เพ่ือให้ได้เอ็นไซม์
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จากไอโซเลทเชื้อราไตรโคเดอร์มาที่มีประสิทธิภาพสามารถยับยั้งเชื้อราโรครากเน่าโคนเน่าของพืชส าคัญ
ได้ และน าผลวิจัยที่ได้ไปพัฒนาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ในอนาคต เพ่ือเป็นทางเลือกให้ เกษตรกรจะได้
น าไปใช้เพ่ือลดการใช้สารเคมซ่ึีงเป็นอันตรายมากกว่าต่อไป 
 
7. วิธีด าเนินการ                         :  
- อุปกรณ์   - ฟลาสต์ ขนาด 500 มิลลิลิตร ขวดแก้วแบบมีฝาปิด กระดาษกรอง  

   - จานเพาะเชื้อ 

   - ปุ๋ยคอก  

   - cork borer (ท่ีเจาะจุกยาง)  

   - ห่วงเขี่ยเชื้อ  

   - ด้ามใบมีดผ่าตัด ใบมีดผ่าตัด 

   - เครื่อง Freeze drying CHRIST ALPHA 1-2 LD plus, Scientific  

   promotion Co., LTD. 

- สารเคมี   - อาหารเชื้อ carboxy methyl cellulose sodium salt (CMC) 

   - หลอดอาหารแข็งเอียง (slant agar) 

   - 1% Conga red (สารละลายย้อมสีจุลินทรีย์)  

   -Tryptone peptone glucose yeast extracts (อาหารเลี้ยงเชื้อสารสกัด 

ยีสต์) 

   - Czapek dox broth (อาหารเหลวเลี้ยงเชื้อซาเพ็ค) (HIMEDIA) 

   - Potato dextrose agar (วุ้นโปเตโต้เด็กซ์โตรสอาการ์) (HIMEDIA) 

   - Starch agar (ผงวุ้นอาหารเลี้ยงเชื้อ สตาร์ซอาการ์) (HIMEDIA) 

   - Lactobacillus MRS agar (อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS) 

   - Iodine solution (สารละลายไอโอดีน) 

   - Agar powder (ผงวุ้นอาหารเลี้ยงเชื้อ) 

   - DNASE/RNASE free distilled water (น้ ากลั่นปลอดสารย่อย DNA/RNA) 
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- วิธีการ   

1. การเก็บตัวอย่างเชื้อราสาเหตุโรคและไอโซเลทเชื้อราไตรโคเดอร์มา 

การแยกเชื้อสาเหตุโรค เชื้อราปฏิปักษ์ และการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา โดยการเก็บตัวอย่างและคัด

แยกไอโซเลทเชื้อราจนได้เชื้อบริสุทธิ์ โดยทัศนาพร และคณะ (ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการ

เกษตร) เลี้ยงเชื้อบนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5-7 วัน จึงเก็บรักษาเชื้อ

บริสุทธิ์ไว้ในอาหารแข็งเอียง (PDA agar slants) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 

2. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อรา 

เตรียมอาหารแข็ง potato dextrose agar (PDA) ตามค าแนะน าคู่มือผู้ผลิต และท าให้ปลอดเชื้อ ที่ 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที (Imarhiagbe et al., 2013) จากนั้นท าการคัดแยกราไอโซเลทต่างๆ

จาก stock culture โดยการใช้ sterile loop (aseptically) บนจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่ประกอบด้วยวุ้นเชื้อราใน

ลักษณะคว่ าจานเพาะเลี้ยงและบ่มจานเพาะเลี้ยงเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้อง 28±2 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน  

3. การคัดแยกเชื้อราที่มีคุณสมบัติในการสร้างเอ็นไซม์ย่อยสลาย 

 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งโดยวิธี dual technique จนได้ชนิดไอโซเลทของเชื้อราที่มีคุณสมบัติการสร้าง

เอ็นไซม์ชนิดต่างๆ ได้แก่ เซลลูเลส อะไมเลส และเพคติเนส (รายงานการทดลองสิ้นสุดปี 2562 พยุงศักดิ์ และ

คณะ 2562) บนอาหารเลี้ยงเชื้อจ าเพาะ ที่ประกอบด้วย carboxy methyl cellulose (CMC) ที่ประกอบด้วย 

carbpxy methyl cellulose 0.1 กรัม, polpeptone 0.5 กรัม, yeast extract 0.1 กรัม K2HPO4 0.4 กรัม

,,Kcl 0.02 กรัม, MgSO4.7H2O 0.1 กรัม, FeSO4.7H2O, วุ้นอาการ์ 1.5 กรัม และเติมน่ าลั่นปลอดเชื้อ 100 

มิลลิลิตร ปรับค่าพีเอชเป็น 7.00,  Stach agar (วุ้นอาหารแป้ง) และ Czapek+1% เพคติน ตามค าแนะน าคู่มือ

ผู้ผลิต ตามล าดับ โดยการน าเชื้อราที่แยกได้ในข้อ  1 ในอาหาร Potado dextrose agar (PDA) เป็นเวลา 5-7 วัน 

จากนั้น ใช้ที่เจาะจุกยาง (cork borer) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซ็นตริเมตร เจาะชิ้นวุ้นที่มีเส้นใยของเชื้อรา 

Phytophthora spp. วางลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยวางห่างจากขอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยวาง

ห่างจากขอบจาน 2 เซ็นติเมตร และด้านตรงข้ามของในแนวเส้นผ่านศูนย์กลางนั้น วางชิ้นวุ้นที่มีเส้นใยชองเชื้อราที่

จะทดสอบประสิทธิภาพ ท าการทดลองและบ่มจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิและระยะเวลา ตามค าแนะน าของ

รายงานการทดลองสิ้นสุด ปี 2562 (พยุงศักดิ์ และคณะ 2562) บนอาหารเลี้ยงเชื้อจ าเพาะ ที่ประกอบด้วย 

carboxy methyl cellulose (CMC) , Starch agar (วุ้นอาหารแป้ง) และ Czapek + 1% เพคติน 

4. การทดสอบความสามารถในการสร้างเอ็นไซม์ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวระดับขวดเขย่าชนิดสูตรน้ า 

- น าตัวอย่างเชื้อราไตรโคเดอร์มา Tc14 มาเพาะเชื้อในอาหาร PDA 

- เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ carboxy methyl cellulose (CMC) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ในฟลาสต์

ขนาด 500 มิลลิลิตร ก่อนน าไปนึ่งฆา่เชื้อ 
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- น าชิ้นวุ้นเชื้อราไตรโคเดอร์มา (agar plug) ไอโซเลท Tc14 จ านวน 5 ชิ้น ต่อ หนึ่งขวด 

- เขย่าขวดทดลองที่ 180 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน 

- เมือ่ครบ 5 วัน น าอาหารเลี้ยงเชื้อน ามากรองผ่านกระดาษกรอง เพ่ือเก็บรักษาน้ าใส (filtrated)  

- ส่วนหนึ่งเก็บในกลีเซอรอลนึ่งฆ่าเชื้อที่ความเข้มข้นที่ 20%, 40%, 50% และ 80% ตามล าดับ โดย

เก็บรักษาน้ าใสที่ได้จากการกรองมาเก็บรักษาท่ี 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร 

- ส่วนหนึ่งน าปริมาตรเชื้อ 100 ไมโครลิตร มาเทใส่ขวดแก้วแบบมีฝาปิด ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

- น าขวดตัวอย่างไปแช่งแข็งท่ีอุณหภูมิลบ 80 องศาเซลเซียส  

5. การทดสอบความสามารถในการสร้างเอ็นไซม์ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวระดับขวดเขย่าชนิดสูตรผง 

- เจาะชิ้นวุ้นอาหาร PDA ที่ประกอบด้วยไตรโคเดอร์มาไอโซเลท Tc14 จ านวน 5 ชิ้น  

- บ่มไอโซเลทเชื้อราในอาหารเหลว CMC ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ในฟลาสต์ขนาด 500 มิลลิลิตร  

- เขย่าอาหารเหลว  CMC ในสภาพขวดเขย่าที่อุณหภูมิและสภาวะที่ก าหนด  

- จากนั้น น ามาใส่เครื่อง Freeze-drying (CHRIST ALPHA 1-2 LD plus, Scientific promotion 

Co., LTD. Crist, Germany) ตามค าแนะน าของคู่มือผู้ผลิต จนกว่าจะได้ส่วนผง ก่อนเก็บรักษาไว้ใน

ขวดบรรจุที่อุณหภูมิลบ 80 องศาเซลเซียส 

- เวลาและสถานที่     - ปีเริ่มต้น ต.ค. 2562 ถึง ปีสิ้นสุด ก.ย. 2563   

       - สถานที่การทดลอง  

         ห้องปฏิบัติการ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

         ห้องปฏิบัติการ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์  

 ผลที่ได้จากการวิจัยครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่า เชื้อราไตรโคเดอร์มาจ านวน 29 ไอโซเลท (ทัศนาพร และคณะ 
2562) ที่น ามาทดสอบการสร้างเอ็นไซม์เซลลูเลส อะไมเลส และเพคติเนส บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่ประกอบด้วย 
carboxy methyl cellulose, starch hydrolysed และ Czapek medium+1% pectin มีศักยภาพในการ
ยับยั้งเชื้อรา Phytophthora spp. บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง โดยวิธี Dual technique ยิ่งกว่านั้น พบว่าไอโซเลท 
Tc14 มีความสามารถในการสร้างเอ็นไซม์เซลลูเลสได้สูงที่สุด โดยเมื่อใช้สารละลายส่วนใสปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
จ านวน 13 ขวด จะได้ผงปริมาณ 9.2 กรัม ของผงเอ็นไซม์แห้ง (มากกว่าอะไมเลสและเพคติเนส) และมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา Phytophthora spp.   แม้ว่าราไตรโคเดอร์มามีความสามารถในการสร้าง
เอ็นไซม์อะไมเลสและเพคติเนส แต่จะได้ปริมาณที่น้อยกว่าในเบื้องต้น สอดคล้องกับรายงานของอังค์วราและคณะ 
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2562 ที่แนะน าการทดสอบการสร้างเอ็นไซม์เพคติเนสในระดับอาหารเหลวเพ่ิมเติมเปรียบเทียบกับการสร้าง
เอ็นไซม์ในระดับเพลท พบว่าในระดับอาหารเหลว ไตรโคเดอร์มามีระดับการสร้างเอ็นไซม์เพคติเนสเพ่ิมข้ึน  
 การทดสอบการน าเอ็นไซม์เพ่ือทดสอบการควบคุมโรคไฟธอปธอราของพริก ซึ่งเป็นงานวิจัยในปีการ
ทดลอง 2564 เมื่อท าการทดสอบการน าอาหารเหลวมาผ่านกระบวนการผลิตเป็นเอ็นไซม์ชนิดผงโดยวิธี Freeze 
drying ในระดับอาหารเหลวในระดับห้องปฏิบัติการ ผลการทดลองพบว่าเชื้อราในอาหารเหลว Tc14 สามารถ
สร้างเอ็นไซม์เซลลูเลสในอาหาร CMC ได้ในปริมาณที่สังเกตเห็นการเจริญของวุ้นเส้นใยเชื้อรา (Figure 1) ก่อน
น าไปเข้าตู้บ่มก่อนผ่านกระบวนการ Freeze dried (Figure 2) เพ่ือผ่านกระบวนการผลิตให้เป็นผงต่อไป (Figure 
3a) และ เมื่อได้เป็นผลิตภัณฑ์ที่เป็นผงแล้ว จึงจะน าไปใช้ต่อยอดในการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญเติบของเชื้อราสาเหตุโรคพืชต่อไป Figure 4a แสดงต้นพริกอายุ 1 เดือน ก่อนลงเชื้อไฟทอปธอรา (control) 
Figure 4b แสดงต้นพริกที่ราดด้วยซัสเพนชัน (suspension) เชื้อไฟทอปธอรา ห่อหุ้มด้วยพลาสติกเพ่ือควบคุม
ความชื้นบ่มทิ้งไว้นาน 15 วัน และ Figure 4c แสดงผลการทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของไฟทอปธอรา ด้วย
ผงเอ็นไซม์เซลลูเลสไตรโคเดอร์มา Tc14 ที่ได้จากการผ่านกระบวนการ Freeze-dried ในระดับโรงเรือนทดลอง 
ผลการทดลองในเบื้องต้นพบอัตราการอยู่รอดของต้นพริกจ านวนหนึ่ง ในการวิจัยนี้ ปริมาณความเข้มข้นของ
เอ็นไซม์ที่ผลิตได้ดังอธิบายไว้ในภาคผนวก ข้อที่ 2 และน ามาสูตรผงมาทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคใน
รูปแบบของซัสเพนชั่น และในส่วนของการรายงานผลการทดสอบทางสถิติ  (statistical analysis) จะได้
ท าการศึกษาเพ่ือความสมบูรณ์ของงานวิจัยในปีการทดลอง 2564 ต่อไป 

 จากการศึกษาผลของการคัดแยกและการผลิตเอ็นไซม์ย่อยสลายเป็นชนิดผง เพ่ือน าไปศึกษาต่อเพ่ือให้เกิด

การยับยั้งการเจริญเติบโของเชื้อรา Phytophthora spp. ต่อไป พบว่า TC14 มีศักยภาพในการสร้างเป็นเอ็นไซม์

เซลลูเลสชนิดผงได้ดีที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Griffin et al., (1974) ที่ศึกษาการผลิตเอ็นไซม์เซลลูเลส

โดย Trichoderma viride จาก Feedlot waste โดยใช้วธิีการหมัก (typical fermentation) และการท าให้เกิด

เป็นผงแห้ง (lyophilized) บนภาชนะท่ีเป็นขวดฟลาสต์ (liophilization flast)   นอกจากนี้ ไอโซเลทเชื้อราที่ได้

จากงานวิจัยสามารถผลิตเอ็นไซม์ย่อยสลายเชื้อราสาเหตุโรคพืช ได้แก่ อะไมเลสและเพคติเนส ได้เช่นกัน 

นอกจากนี้ ยังมีงานวิจัยพบว่า T. harzianum สามารถยับยั้งเชื้อรา Phytophthora infestans และ P. 

parasitica (Fatima et al., 2015; อังค์วรา 2562) จากรายงานของ สุดารัตน์ (2556) และ กนกนาฎ (2540) 

พบว่า Trichoderma spp. สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P. palmivora ได ้ 

 จากการรายงานการวิจัยอื่นๆ พบว่ามีการใช้เอนไซม์อะไมเลสและเซลลูเลสทีผ่ลิตได้จากไตรโคเดอร์มา 

(Reddy et al., 2015) ในการควบคุมเชื้อรา Phytophthora cinnamomi (Pond et al., 2001) และ การใช้

เอนไซม์เซลลูเลสและเพคติเนสในการควบคุมโรคแคงเกอร์ (Apricot canker) ที่มีสาเหตุจากเชื้อรา 

Hendersonula toruloidea และ Phiaoacremonium aleophillium (Nidhal and Morad, 2013) เป็นต้น  

นอกจากนี้ ยังพบเชื้อราไตรโคเดอร์มาทีส่ามารถผลิตเอนไซม์ได้ เช่น Trichoderma viride (Mahmood, S., and 
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Rahman, S.R. 2008), Trichoderma harzianum (Nabi et al., 2003), Trichoderma longibrachiatum 

(Sandhu and Kalra, 1982) และ Trichoderma reesei  QM 9414  (Haltmeier, 1983) เป็นต้น     

 การทดลองครั้งนี้ เป็นการศึกษาในเบื้องต้น เพ่ือให้ได้ข้อมูลการสร้างผงเอ็นไซม์ในแบบ Dual culture 
และ แบบ Flask cultured technique รวมทั้งการน าผงเอ็นไซม์ไปประยุกต์ใช้ในการควบคุมหรือเพ่ือพัฒนาต่อ
ยอดให้เป็นผลิตภัณฑ์สู่การน าไปใช้ประโยชน์ต่อไป เพ่ือทดแทนวิธีการควบคุมศัตรูพืชด้วยวิธีอ่ืนๆ ที่มีราคาที่สูง
กว่าแต่มีประสิทธิภาพทีน่้อยกว่า. 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ :  

 จากการศึกษาการทดสอบการสร้างเอ็นไซม์ย่อยสลาย ได้แก่ เซลลูเลส อะไมเลส และเพคติเนสจากราไตร

โคเดอร์มาบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CMC, starch hydrolysed agar medium และ Czapek medium+1%    

เพคติน มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อราไฟธอปธอราโดยวิธี Dual technique โดยเชื้อ Tc14 มีความสามารถในการ

สร้างเอ็นไซม์เซลลูเลสได้สูงสุด การทดสอบการสร้างเอ็นไซม์ชนิดผงจากไอโซเลทเชื้อรา TC14 ด้วยวิธี freeze 

dried พบว่า สามารถผลิตเป็นผงเอ็นไซม์ได้ในปริมาณที่มากกว่าเอ็นไซม์อะไมเลส และเอ็นไซม์เพคติเนส อย่างไรก็

ตาม แนะน าให้ท าการทดสอบในอาหารเหลวเพ่ิมเติม เพ่ือให้ผลของการสร้างเอ็นไซม์แสดงได้ชัดเจนยิ่งขึ้น 

เนื่องจากการทดลองบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งนั้นมีข้อจ ากัด เนื่องจากเชื้อราโดยทั่วไป ที่มักจะเจริญเต็มจาน

เพาะเลี้ยงเชื้อภายในเวลาไม่เกิน 7 วัน จึงส่งให้เกิดการสร้างเอ็นไซม์ทีไ่ม่ชัดเจน เช่น การสร้างเอ็นไซม์เพคติเนสใน

เชื้อรา Colletotricum spp. (อังค์วรา และคณะ 2562) อีกทั้ง สามารถศึกษาพัฒนาต่อยอดการพัฒนาเอ็นไซม์ทั้ง

สามชนิดให้เป็นผลิตภัณฑ์ เพ่ือใช้ในการก าจัดศัตรูพืชต่อไปได้ ทั้งในรูปผงหรือชนิดน้ าต่อไป 

 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : งานวิจัยนี้ ประสบความส าเร็จในการวิจัยการผลิตผง

เอ็นไซม์จากราไตรโคเดอร์มา เพ่ือใช้ในการควบคุมโรคพืช ในรูปแบบผงเอ็นไซม์ที่มีประสิทธิภาพ ปลอดภัยต่อ

สิ่งแวดล้อม ทดแทนการใช้สารเคมีที่เป็นอันตราย และผลิตเป็นผลิตภัณฑ์เอ็นไซม์ที่ต้องด าเนินการทดลองขั้นต่อไป 

รวมทั้ง เพ่ือช่วยเพ่ิมพูนความรู้ความเข้าใจด้านการควบคุมโรคพืชที่เกิดจากราไฟทอปธอรา ที่สร้างความสูญเสีย

ทางเศรษฐกิจให้แก่เกษตรกร และมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคที่มีศักยภาพที่ดียิ่งขึ้นต่อไป ลดการสูญเสีย

ผลผลิตในแต่ละฤดูกาลปลูก  

 

11. ค าขอบคุณ : ขอขอบคุณกรมวิชาการเกษตรที่สนับสนุนงบวิจัยเพ่ือด าเนินการวิจัย 

ขอขอบคุณนายอนุชา สุขสังวาลย์ นักวิชาการเกษตร กลุ่มวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร ที่ให้ค วาม
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ช่วยเหลือจัดเตรียมอุปกรณ์ เครื่องมือ และสารเคมีงานทดลองในห้องปฏิบัติงานวิจัยจุลชีววิทยา จัดเตรียมสถานที่

ปฏิบัติงานวิจัยและเก็บบันทึกข้อมูล  
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13. ภาคผนวก 

1. สูตรเพ่ือบันทึกผลโดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเชื้อราและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง

ของบริเวณโซนใส เพ่ือค านวณหาค่า Hydrolysis capacity (HC) value (Taechapoempol et al., 

2011) 

  HC value = เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณโซนใส  
         เส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเชื้อรา 
โดยมีระดับดังนี้ 

 - คือ ค่า HC value เท่ากับ 0 (ไม่พบการสร้างเอ็นไซม์) 

- + ค่า HC value เท่ากับ <1.00 (พบการสร้างเอ็นไซม์น้อย) 

- ++ ค่า HC value เท่ากับ 1.01-2.00 (ไมพบการสร้างเอ็นไซม์) 

- +++ค่า HC value เท่ากับ 2.01-3.00 (พบการสร้างเอ็นไซม์มาก) 

- ++++ ค่า HC value >เท่ากับ 3.01 (พบการสร้างเอ็นไซม์มากที่สุด) 

 

2.ตารางผลการทดสอบความสามารถในการสร้างเอ็นไซม์ชนิดสูตรน้ า แสดงการวัดค่าการดูดกลืนแสง

เพื่อวัดค่าความเข้มข้นของเชื้อ Tc14 สูตรน้ า 

ครั้งท่ี 1 
18 พฤศจิกายน 2563 

ครั้งท่ี 2 
18 ธันวาคม 2563 

เอ็นไซม์สูตรน้ า *ค่าการดูดกลืนแสง 
ในช่วงความยาวคลื่น  
600 – 700 (nm) 

เอ็นไซม์สูตรน้ า *ค่าการดูดกลืนแสง 
ในช่วงความยาวคลื่น  
600 – 700 (nm)  

20% 0.013 20% 0.002 
40% 0.013 40% 0.001 
50% 0.014 50% 0.002 
80% 0.000 80% 0.01 

ความบรสิุทธ์ิของผงเอ็นไซม ์
(เชื้อ/ปริมาตร) 

(0.5 กรัม/น้ า 5 มิลลลิิตร) 

0.317  0.307 
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3.ตารางผลการทดสอบความสามารถในการสร้างเอ็นไซม์สูตรผง แสดงผลการวัดค่าการดูดกลืนแสง

เพื่อวัดค่าความเข้มข้นของเชื้อ Tc14 สูตรผง 

สูตรผง สูตรผง 
ปริมาณที่ใช้ (ในน้ า) *ค่าการดูดกลืนแสง 

ในช่วงความยาวคลื่น 
(nm) 

ปริมาณที่ใช้ (ในน้ า) *ค่าการดูดกลืนแสง 
ในช่วงความยาวคลื่น 

(nm) 
0.5 ก./น้ า 5 มล. 2.109/2.123 0.5 ก./น้ า 5 มล. 2.208/2.123 
 

 

   
Vacuum pump  RZ 2.5 
S/N: 41894011 

โห ม ด  Freeze drying mode: 
Section time set: 8.52 h:m 

Alpha 1-2 LD plus 

  
ภาพแสดงเครื่อง Vacuum pump  RZ 2.5 S/N: 41894011 max. 2.3/2.8 m3/h 
4x10-4 mbar 230v/50/60 HZ VACUUBRAND GMBN+Co KG Alfred-Zippe-Str.4 97877,  
Wertheim Germany. ภาพแสดงการตั้งค่าเครื่อง Freeze drying CHRIST Alpha 1-2 LD plus ในโหมด Freeze 

drying mode: Section time set: 8.52 h:m 

หมายเหตุ 

รูปแบบ :  

- หวัเรื่องข้อ 1-13 : ตัวอักษร TH SarabunPSK ขนาด 16 Point ตัวหนา 

- เนื้อหา : ตัวอักษร TH SarabunPSK ขนาด 16 Point ตัวธรรมดา 

- Page Setup : ด้านบน 2.5 ซม. ด้านซ้าย 2.5 ซม. ด้านขวา 2 ซม. ด้านล่าง 2.5 ซม. 

- ขนาด A4 โดยใช้ Program Microsoft Word 

* ให้แนบไฟล์รูปภาพประกอบด้วย เพื่อน าไปจัดท ารูปเล่มต่อไป 

* จัดส่งข้อมูลไปยังกลุ่มติดตามและประเมินผล กองแผนงานและวิชาการในรูปเอกสารหรือส่งข้อมูลทาง  

Email Address : nonglux.k@doa.in.th 
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  ภาพที่ 1       ภาพที่ 2  
 
ภาพที่ 1 เส้นใยเช้ือราไตรเดอร์มาในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว CMC 
ภาพที ่2 การบ่มเช้ือไตรโคเดอร์มาในอาหารเหลวในระดับขวดเขย่า (flask-cultured) ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 

 

     

         ภาพที่ 3a     ภาพที่ 3b 

ภาพที่ 3a  ผงเอ็นไซม์ทีไ่ด้จากการผ่านกระบวนการ Freeze-dried ในเครื่อง Freeze drying CHRIST ALPHA 1-2 LD PLUS 

ภาพที่ 3b ผงเอ็นไซม์ที่ไดจ้ากการผ่านกระบวนการ Freeze-dried ก่อนเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 

     

ภาพที่ 4a    ภาพที่ 4b   ภาพที่ 4c 

ภาพที ่4a ต้นพริกอายุ 1 เดือน ก่อนลงเชื้อไฟทอปธอรา (control)  
ภาพที่ 4b ต้นพริกที่ราดด้วยซัสเพนชัน (suspension) เชื้อไฟทอปธอรา ห่อหุ้มด้วยพลาสติกเพ่ือควบคุมความชื้น

บ่มทิ้งไว้นาน 15 วัน  
ภาพที่ 4c การทดสอบประสิทธิภาพการเจริญของไฟทอปธอราที่มีต่อเอ็นไซม์เซลลูเลสไตรโคเดอร์มา Tc14 ที่ได้

จากการผ่านกระบวนการ Freeze-dried ในระดับโรงเรือนทดลอง  
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