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บทสรปุผูบ้ริหาร 

 ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม ประชากรส่วนใหญ่ยงัคงท าเกษตรกรรมเพื่อการ
ด ารงชพีและการส่งออก ในการท าเกษตรกรรมนัน้มกัประสบปญัหาจุลนิทรยีท์ี่ท าให้เกดิโรคกบั
พชื ส่งผลให้เกดิความเสยีหายต่อพชืผลทางเกษตร จนลุกลามกลายเป็นปญัหาทางเศรษฐกิจ 
เชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri และ Ralstonia solanacearum เป็นแบคทเีรยีสาเหตุ
โรคพชืทีส่ าคญัทีก่่อใหเ้กดิผลเสยีต่อพชืเศรษฐกจิไดห้ลายชนิด โดยเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
ท าให้เกดิโรคแคงเกอร์ ในพชืจ าพวกตระกูลส้ม ไม่เพยีงในประเทศไทยเท่านัน้ แต่เชื้อชนิดนี้
ก่อใหเ้กดิความเสยีหายต่อพชืตระกูลส้มทัว่โลกและเชื้อ R. solanacearum เป็นเชื้อที่ก่อให้เกดิ
โรคเหีย่ว โดยเชือ้ชนิดนี้สามารถระบาดและก่อให้เกดิความเสยีหายต่อพชืเศรษฐกจิ แม้กระทัง่
วชัพชื รวมมากกวา่ 200 ชนิดในหลายวงศ ์อาทเิช่น พชืในวงศ์มะเขอื (Solanaceae) วงศ์กล้วย 
(Musaceae) วงศข์งิ (Zingiberaceae) มะเขอืเทศ มนัฝรัง่และหม่อน เป็นต้น เชื้อแบคทเีรยีทัง้
สองชนิดนี้นัน้ เป็นแบคทเีรยีทีก่่อใหเ้กดิการแพร่ระบาดได้อย่างรวดเรว็และยากต่อการควบคุม 
ซึ่งการควบคุมการแพร่กระจายและป้องกนัการเกิดโรคที่มีสาเหตุมาจากเชื้อทัง้สองชนิดนี้
สามารถท าได้หลายวธิ ีวธิทีี่นิยมกนัมาก คอืการใช้สารเคมหีรือสารปฏชิีวนะ ซึ่งวธิดีงักล่าวนี้
ก่อใหเ้กดิผลเสยีตามมามากมาย โดยจะมกีารสะสมสารพษิทัง้ในผลติผลทางการเกษตร ดนิและ
น ้า นอกจากนี้ยงัก่อให้เกดิปญัหาเชื้อโรคเกดิการดื้อต่อสารเคมไีด้อกีด้วย ท าให้ต้องมกีารเพิม่
ปรมิาณการใช้เพิม่ขึน้เรื่อย ๆ จงึเป็นอนัตรายต่อผู้บรโิภคและสภาพแวดล้อม เนื่องจากมกีาร
ตกคา้งของสารพษิ ท าใหก้ระทบต่อระบบนิเวศได ้ในปจัจุบนัจงึไดม้แีนวคดิทีจ่ะเปลีย่นมาใช้สาร
ทีไ่ดจ้ากธรรมชาตมิากขึน้ เพื่อลดปญัหาการตกคา้งซึง่เป็นอนัตรายต่อผูบ้รโิภคและสิง่แวดลอ้ม 
 การศกึษาครัง้นี้ได้ท าการควบคุมเชื้อแบคทเีรียทัง้สองชนิดดงัที่กล่าวมา โดยใช้สาร    
เมทาบอไลทท์ุตยิภมู ิ(secondary metabolite) ทีผ่ลติจากราทีม่ชี ื่อว่า ราขา้วแดงหรอืโมแนสคสั 
(Monascus sp.) โดยราชนิดนี้เริม่มกีารเลีย้งกนัเป็นเวลานานแล้วในเอเชยีตะวนัออก โดยเลี้ยง
ราบนขา้วเรยีกว่า Ank Khak โดยรู้จกัทัว่ไปในชื่อของ “ขา้วแดง” ซึ่งเกดิขึน้จากการสร้างสารสี
ของเชือ้ราลงสู่เมลด็ขา้ว สารสจีากเชือ้ราโมแนสคสั ประกอบดว้ยโทนส ี3 ส ีคอื โทนสแีดง สสี้ม 
และสีเหลือง ซึ่งสารสีจากราโมแนสคสัมีการน ามาประยุกต์ใช้มากมายหลายด้าน เนื่องจาก
สามารถน ามาใช้ได้โดยตรงและมคีวามปลอดภยัค่อนขา้งสูง มคีุณค่าทางโภชนาการ มแีร่ธาตุ
และวติามนิสูง (Palo et al., 1960) และยงัมสีารฟีนอลคิ (phenolic compound) และสารต้าน
อนุมลูอสิระ (antioxidant) สงูอกีดว้ย (Tseng et al., 2012) โดยเฉพาะในการน ามาใช้กบัอาหาร
และเครื่องดื่ม เครื่องส าอาง ใชเ้ป็นยารกัษาโรคพืน้บา้นของจนี ฯลฯ  
 การวจิยัครัง้นี้ได้ศกึษาถึงประสทิธภิาพของสารสกดัหยาบขา้วแดงและสารสีแดงจาก
ขา้วแดงที่ผลติโดยเชื้อรา M. purpereus TISTR 3541 ในการยบัย ัง้แบคทเีรยีสาเหตุโรคพืชที่
ส าคญั 2 ชนิดประกอบดว้ย X. axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอรแ์ละ R. solanacearum 

(ก) 
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สาเหตุโรคเหี่ยว โดยท าการผลิตสารสีบนอาหารแขง็ คอื ข้าวหอมมะลิ เนื่องจากเป็นแหล่ง
อาหารที่มคีาร์โบไฮเดรตและโปรตนีที่สูง เหมาะสมต่อการผลติสารสีได้ในปรมิาณที่มากและ
ก่อใหเ้กดิสารพษิในปรมิาณที่ค่อนขา้งต ่าโดยพบว่าระยะเวลาการหมกัที่เหมาะสมที่สุดในการ
ผลติสารสไีดใ้นปรมิาณมากสุด คอื หมกันาน 14 วนั โดยมปีรมิาณสารสแีดง สเีหลอืงและสสีม้ มี
ค่าเท่ากบั 41.10.81, 37.530.45 และ 270.36 (หน่วย Au/g substrate) ตามล าดบั จากนัน้
ท าการสกดัหยาบดว้ยตวัท าละลาย 3 ชนิด คอื เมทานอล เอทานอลเกรดวเิคราะหแ์ละเอทานอล
เกรดทางการคา้ พบวา่ประสทิธภิาพในการสกดัสารสจีากขา้วแดงของตวัท าละลายแต่ละชนิดมี
ความใกลเ้คยีงกนั ไม่มคีวามแตกต่างอยา่งมนีัยส าคญัทางสถิต ิซึ่งร้อยละของสารสกดัหยาบที่
ไดจ้ากตวัท าละลายทัง้สามมคี่าเท่ากบั 18.70.5, 170.8 และ 18.5 ตามล าดบั การสกดัด้วยตวั
ท าละลายทัง้ 3 ชนิด สารสกดัหยาบทีไ่ดจ้ะประกอบดว้ยปรมิาณสารสแีดงมากทีสุ่ด รองลงมาคอื 
สเีหลอืงและสสีม้ ตามล าดบั เมื่อเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพของชนิดตวัท าละลายในการสกดัสาร
สแีดง พบว่าเมทานอลและเอทานอลเกรดทางการค้ามปีระสทิธิภาพใกล้เคยีงกนัไม่มคีวาม
แตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิดงันัน้ถ้าหากค านึงถงึต้นทุนในการเลอืกตวัท าละลายในการ
น าไปใชจ้รงิ สรุปไดว้า่สามารถใชต้วัท าละลายเอทานอลแบบการค้ามคีวามเหมาะสมในการใช้
เป็นตวัท าละลายส าหรบัสกดัสารส ีเนื่องจากมปีระสทิธภิาพใกล้เคยีงกบัตวัท าละลายบรสิุทธิ ์มี
ความเป็นพษิน้อย และยงัมรีาคาทีถู่กกวา่ ท าใหส้ามารถประหยดัตน้ทุน 
 ต่อมาท าบริสุทธิส์ารสกดัหยาบเพื่อแยกสารสีแดงให้มีความบริสุทธิม์ากยิง่ขึ้นด้วย
เทคนิค prep-thin layer chromatography และ column chromatography พบว่าอตัราส่วนตวั
ชะระหวา่งคลอโรฟอรม์ต่อเมทานอลทีเ่หมาะสมในการแยกสารสแีต่ละชนิดออกจากกนั คอื 9:1 
(v/v) จากนัน้ท าการตรวจสอบความบรสิุทธิข์องสารสแีดงทีไ่ด ้พบวา่ยงัปรากฏการปนเป้ือนของ
สารสสีเีหลอืงอยู่ ดงันัน้ในขัน้ตอนถดัมาคอื การศกึษาฤทธิก์ารยบัย ัง้แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชื 
ด้วยเทคนิค agar well-diffusion assay จงึต้องมกีารน าสารสเีหลอืงมาเป็นกลุ่มควบคุมด้วย 
พบวา่สารสกดัหยาบราขา้วแดงสามารถยบัย ัง้แบคทเีรยีทัง้สองชนิดได ้ในขณะที่สารสแีดงยบัย ัง้
เชือ้ X. axonopodis pv. citri ไดเ้พยีงชนิดเดยีว ส่วนสารสเีหลอืงไม่สามารถยบัย ัง้เชือ้แบคทเีรยี
สาเหตุโรคพชืทัง้ 2 ชนิดได ้
 ศกึษาความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัหยาบราขา้วแดงและสารสแีดงที่สามารถยบัย ัง้ 
(MIC) และฆ่าเชือ้ (MBC) แบคทเีรยี X. axonopodis pv. citri และ R. solanacearum พบวา่สาร
สกดัหยาบราขา้วแดงและสารสแีดงมฤีทธิย์บัย ัง้การเจรญิเตบิโต (bacteriostatic) เท่านัน้ ไม่มี
ฤทธิฆ์่าเชือ้ (bactericidal) แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชืทัง้สองชนิดทีน่ ามาศกึษา โดยสารสกดัหยาบ
ราขา้วแดงมฤีทธิย์บัย ัง้เชื้อ X. axonopodis pv. citri ได้ดกีว่าเชื้อ R. solanacearum เนื่องจาก
ค่า MIC ต่อเชื้อ X. axonopodis pv. citri มคี่าเท่ากบั 12.5 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ซึ่งต ่ากว่าค่า 
MIC ของสารสกดัหยาบขา้วแดงต่อเชื้อ R. solanacearum ซึ่งมีค่าเท่ากบั 25 มิลลิกรมัต่อ
มลิลลิติร ในขณะทีส่ารสแีดงมคี่า MIC ต่อเชื้อ X. axonopodis pv. citri เท่ากบั 25 มลิลกิรมัต่อ
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มลิลลิติร แสดงวา่สารสแีดงมฤีทธิย์บัย ัง้ได้น้อยกว่าสารสกดัหยาบราขา้วแดง จากนัน้ศกึษาผล
ของสารสแีดงต่อค่า hydrophobic ความสามารถในการยดึเกาะกบัพื้นผวิและการเกาะกลุ่มของ
เซลลแ์บคทเีรยี X. axonopodis pv. citri พบวา่สารสแีดงทีร่ะดบัความเขม้ขน้ MIC (25 มลิลกิรมั
ต่อมลิลลิติร) สามารถเพิม่สมบตัคิวามเป็น hydrophobic ให้กบัเซลล์ แตกต่างจากกลุ่มควบคุม
อย่างมนีัยส าคญัทางสถิต ิส่งผลท าให้เซลล์แบคทเีรยี สามารถยดึเกาะกบัพื้นผวิได้สูงขึน้เมื่อ
เทยีบกบักลุ่มควบคุม แต่ไม่มผีลท าใหเ้ซลลแ์บคทเีรยีเกดิการเกาะกลุ่มกนัเป็นก้อนจนมองเหน็
ได้ด้วยตาเปล่า ต่อมาท าการยนืยนัผลว่าสารสแีดงมีผลต่อการเกาะกลุ่มของเซลล์ พร้อมทัง้
ศกึษาความมชีีวติของเซลล์ X. axonopodis pv. citri ด้วยการยอ้มด้วยส ีmethylene blue 
จากนัน้น าไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเมื่อสงัเกตลกัษณะของเซลล์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ สารสแีดงมผีลท าให้เซลล์มกีารเกาะกลุ่มเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมและสารสี
แดงมีฤทธิย์บัย ัง้การเจรญิของเชื้อเท่านัน้ เนื่องจากเมื่อย้อมด้วยสี methylene blue เซลล์
แบคทเีรยียอ้มไม่ตดิสแีสดงวา่เซลลย์งัคงมชีวีติอยู่  
 ต่อมาศกึษาประสทิธภิาพของสารสกดัหยาบราขา้วแดงในการยบัย ัง้แบคทเีรยีสาเหตุโรค
พชืในเรอืนทดลอง พบวา่สารสกดัหยาบราขา้วแดงสามารถยบัย ัง้การเกดิโรคเหี่ยวในต้นมะเขอื
เทศได้ โดยเปอร์เซน็ต์การรอดตายของต้นมะเขอืเทศที่ราดด้วยสารสกดัหยาบราขา้วแดงมคี่า
เท่ากบั 33.3 ซึง่แตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถิตกิบักลุ่มควบคุม ซึ่งมเีปอร์เซน็ต์การรอดตาย
เท่ากบั 13.3 นอกจากนี้ยงัสามารถลดปรมิาณเชื้อ R. solanacearum ในดนิบรเิวณรากของต้น
มะเขอืเทศได้ จากปรมิาณเชื้อเริม่ต้น 7.1 Log CFU/g หลงัการทดลอง 6 สปัดาห์ ปรมิาณเชื้อ
ลดลงเหลอื 1.29

 
Log CFU/g ซึง่แตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติกิบักลุ่มควบคุม ซึ่งมปีรมิาณ

เชือ้ลดลงเหลอื 1.64 Log CFU/g และสารสกดัหยาบราขา้วแดงสามารถควบคุมโรคแคงเกอร์บน
ใบของต้นมะนาวที่มสีาเหตุมาจากเชื้อ X. axonopodis pv. citri ได้ โดยเปอร์เซน็ต์การเกดิโรค
ของตน้มะนาวมคี่าเท่ากบั 89.7 มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถิต ิเมื่อเปรยีบเทยีบกบั
กลุ่มควบคุมซึง่มเีปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิโรคเท่ากบั 95 
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บทคดัย่อ 

 การศกึษาครัง้นี้ได้ศกึษาถึงประสทิธภิาพของสารสกดัหยาบราขา้วแดงและสารสีแดง
จากราขา้วแดงทีผ่ลติโดยเชือ้รา M. purpereus TISTR 3541 ในการยบัย ัง้แบคทเีรยีสาเหตุโรค
พชืทีส่ าคญั 2 ชนิด ประกอบด้วย X. axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร์ของมะนาวและ 
R. solanacearum สาเหตุโรคเหีย่วของมะเขอืเทศ โดยท าการผลติราขา้วแดงบนอาหารแขง็ คอื 
ขา้วหอมมะล ิจากผลการศกึษาพบวา่ระยะเวลาการหมกัที ่14 วนัเป็นระยะเวลาทีเ่หมาะสมที่สุด 
เนื่องจากมกีารผลติสารสชีนิดต่าง ๆ ได้ในปรมิาณมากที่สุด จากนัน้ท าการหาตวัท าละลายที่
เหมาะสมในการสกดัสารและมกีารค านึงถึงต้นทุนการน าไปใช้จรงิ พบว่าเอทานอลเกรดทาง
การคา้มปีระสทิธภิาพในการสกดัสารสแีดงจากราขา้วแดงได้ดทีี่สุดและมเีหมาะสมที่สุด ต่อมา
ท าบรสิุทธิส์ารสกดัหยาบด้วยเทคนิค prep-thin layer chromatography (TLC) และ column   
chromatography (CC) จากนัน้ศกึษาฤทธิก์ารยบัย ัง้แบคทเีรยี X. axonopodis pv. citri และ   
R. solanacearum ดว้ยสารสกดัหยาบขา้วแดงและสารสแีดงทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 200 มลิลกิรมั
ต่อมลิลลิติร ดว้ยเทคนิค agar well-diffusion assay พบวา่สารสกดัหยาบขา้วแดงและสารสแีดง
มปีระสทิธภิาพในการยบัย ัง้เชื้อแบคทเีรยี X. axonopodis pv. citri และ R. solanacearum 
โดยสารสกดัหยาบขา้วแดงสามารถยบัย ัง้แบคทเีรยีทัง้สองชนิดได ้ในขณะที่สารสแีดงยบัย ัง้เชื้อ 
X. axonopodis pv. citri ไดเ้พยีงชนิดเดยีว ศกึษาความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัหยาบขา้วแดง
และสารสแีดงทีม่ฤีทธิย์บัย ัง้ (MIC) และฆ่าเชื้อ (MBC) ด้วยเทคนิค agar well-diffusion assay 
พบวา่ค่า MIC ของสารสกดัหยาบต่อเชื้อ X. axonopodis pv. citri และ R. solanacearum มคี่า
เท่ากบั 12.5 และ 25 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ตามล าดบั ในขณะที่สารสแีดงมคี่า MIC ต่อเชื้อ     
X. axonopodis pv. citri เท่ากบั 25 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร จากนัน้ศกึษาผลของสารสแีดงที่ระดบั
ความเข้มขน้ MIC (25 มลิลิกรมัต่อมิลลลิิตร) ต่อค่า hydrophobic ที่ผิวเซลล์ของแบคทีเรีย      
X. axonopodis pv. citri ด้วยเทคนิค MATH test พบว่าเซลล์ที่มกีารเตมิสารสแีดงจะมสีมบตัิ
ความเป็น hydrophobic เพิม่สงูขึน้เมื่อเปรยีบเทยีบกบัเซลลท์ีไ่ม่ไดร้บัสารสแีดง ผลจากการเพิม่
ค่าความเป็น hydrophobic นี่เองส่งผลท าให้เซลล์แบคทเีรยีสามารถยดึเกาะกบัพื้นผิวแก้วได้
สงูขึน้เมื่อเทยีบกบักลุ่มเซลลท์ีไ่ม่ได้รบัสารสแีดง แต่ไม่มผีลท าให้เซลล์แบคทเีรยีเกดิการเกาะ
กลุ่มกนัเป็นกอ้นจนมองเหน็ได้ด้วยตาเปล่า นอกจากนี้ยงัมกีารศกึษาผลของสารสแีดงต่อการ
เกาะกลุ่มของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์และความมชีวีติของเซลล์ X. axonopodis pv. citri 
ดว้ยการยอ้มดว้ยส ีmethylene blue พบวา่ สารสแีดงมผีลท าใหเ้ซลลม์กีารเกาะกลุ่มดว้ยกนัเป็น
ก้อนขนาดเลก็และสารสีแดงไม่สามารถฆ่าเชื้อแบคทเีรยีที่ได้รบัสารสแีดงได้ ดงันัน้สารสกดั
หยาบขา้วแดงและสารสแีดงมฤีทธิย์บัย ัง้การเจรญิเตบิโต (bacteriostatic) เท่านัน้ ไม่มฤีทธิฆ์่า
เชือ้ (bactericidal) ต่อมาศกึษาประสทิธภิาพของสารสกดัหยาบขา้วแดงในการยบัย ัง้แบคทเีรยี
สาเหตุโรคพชืในเรอืนทดลอง พบว่าสารสกดัหยาบขา้วแดงสามารถยบัย ัง้การเกดิโรคเหี่ยวใน
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ตน้มะเขอืเทศได ้โดยเปอรเ์ซน็ตก์ารรอดตายของตน้มะเขอืเทศที่ราดดว้ยสารสกดัหยาบขา้วแดง 
มคี่าเท่ากบั 33.3 ซึง่แตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติกิบักลุ่มควบคุม ซึ่งมเีปอร์เซน็ต์การรอด
ตายเท่ากบั 13.3 นอกจากนี้ยงัสามารถลดปรมิาณเชือ้ R. solanacearum ในดนิบรเิวณรากของ
ตน้มะเขอืเทศได้ จากปรมิาณเชื้อเริม่ต้น 7.1 Log CFU/g หลงัการทดลอง 6 สปัดาห์ ปรมิาณ
เชื้อลดลงเหลอื 1.29

 
Log CFU/g ซึ่งแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถิตกิบักลุ่มควบคุม ซึ่งมี

ปรมิาณเชือ้ลดลงเหลอื 1.64 Log CFU/g และสารสกดัหยาบขา้วแดงศกึษาสามารถควบคุมโรค
แคงเกอรบ์นใบของตน้มะนาวทีม่สีาเหตุมาจากเชื้อ X. axonopodis pv. citri ได้ โดยเปอร์เซน็ต์
การเกดิโรคของต้นมะนาวมีค่าเท่ากบั 89.7 มีความแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถิต ิเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมซึง่มเีปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิโรคเท่ากบั 95 
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Abstract 

 In this study, to investigate the antibacterial activity of crude extract red rice and 
red pigment were produced from Monascus purpureus TISTR 3541 to phytophatogenic 
bacterias including Xanthomonas axonopodis pv. citri, a causing of canker disease and 
Ralstonia solanacearum, a causing of bacterial wilt. The red rices were fermented by 
solid-state fermentation using Jasmine rice. The optimal fermentation period was 14th 
days with the highest amounts of all pigments. To examine the best solvents for red 
pigment extraction and the costs are also considered. The results showed that 
commercial ethanol grad might be chosen for extraction with the highest amounts of red 
pigment. Thin layer chromatography and column chromatography were used for red 
pigment purification. The crude extract and purified red pigment were investigated for 
their antibacterial activity against X. axonopodis pv. citri and R. solanacearum by agar 
well diffusion assay using 200 mg/ml of the crude extract and purified red pigment.   
The crude extract showed zone of inhibition against all the tested bacteria, while the 
purified red pigment showed only zone of inhibition against X. axonopodis pv. citri. 
Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) 
were determined by the agar well diffusion method. The crude extract showed MIC 
values of 12.5 and 25 mg/ml for X. axonopodis pv. citri and R. solanacearum, 
respectively while the purified red pigment showed MIC values of 25 mg/ml for             
X. axonopodis pv. citri. The effect of purified red pigment against X. axonopodis pv. citri 
were sequencially evaluated. MIC concentration (25 mg/ml) of the purified red pigment 
was used to evaluate on cell-surface hydrophobicity by the MATH test. The results 
showed that the pigment-treated cells had higher hydrophobicity of the cell surface than 
nontreated cells. This effect seems to promote the pigment-treated cells adhere to glass 
surface. Whereas, cell pellet formation could not be visible. Cell aggregation was also 
observed with light microscope. Pigment-treated cells were partially into small pellets 
while nontreated cells were not. Viability test using methylene blue staining revealed 
that the purified red pigment could not kill the pigment treated cells. So, Both crude 
extract and purified red pigment were bacteriostatic extracts, not bactericidal extracts. 
Experiment on control bacterial wilt on tomatoes, caused by R. solanacearum and 
canker disease on lemon leave, caused by X. axonopodis pv. citri. in greenhouse found 
that red rice crude extract could inhibit the wilt of tomatoes with the survival at 33.3% 
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which was significantly different from control group with the survival at 13.3% and also 
reduced the R. solanacearum population at rhizosphere. R. solanacearum initial 
population was 7.1 Log CFU/g after six weeks post inoculation, crude extract-treated 
tomatoes had the lowest population at 1.29 Log CFU/g of soil which was significantly 
different from the highest population at 1.64 Log CFU/g of soil of the control. Addition, 
red rice crude extract treated-lemon leave showed the low canker disease incidence at 
89.7% which was significantly different from control group with incidence at 95% 
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กิตติกรรมประกาศ 

งานวจิยันี้ส าเรจ็ลุล่วงดว้ยดดีว้ยความร่วมมอืและสนับสนุนของหน่วยงาน บุคคลหลาย
ฝา่ย โดยเฉพาะอย่างยิง่ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวจิยั (สกว.) และมหาวทิยาลยัราชภฏั   
สุราษฎรธ์านี ผูว้จิยัขอกราบขอบพระคุณและจะจดจ าพระคุณนี้ตลอดไป 

ขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย ์ดร. จนัทร์จรสั เรี่ยวเดชะ รองผู้อ านวยการด้านการ
น าผลงานวจิยัไปใช้ประโยชน์และรกัษาการผู้อ านวยการฝ่ายเกษตร รองศาสตราจารย ์มยุร ี
จยัวฒัน์ รองผูช้่วยผูอ้ านวยการ สกว. ดา้นสื่อสารสงัคม (สกว.) รองศาสตราจารย ์นงนุช องัยุรี
กุล กรรมการผู้ทรงคุณวุฒ ิผู้ช่วยศาสตราจารย ์ดร. พงษ์เทพ วไิลพนัธ์ ผู้ประสานงาน ผู้ช่วย
ศาสตราจารย์ ดร. สุธน ช่วยเกดิ ที่ได้ให้ความกรุณาเป็นอย่างยิง่ในการให้ความช่วยเหลือ 
แนะน า ปรกึษา และสนบัสนุนใหโ้ครงการวจิยันี้ส าเรจ็ได้ตามวตัถุประสงค์ของงานวจิยั และขอ
กราบขอบพระคุณผู้ช่ วยศาสตราจารย์ ดร . ชลิดา  เล็กสมบูร ณ์  ภาควิชาโ รคพืช 
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน ที่เมตตาและกรุณาเป็นอย่างยิง่ส าหรบัเชื้อ
แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชืทัง้สองชนิดทีไ่ดม้อบใหค้ณะผูว้จิยั 

งานวจิยัครัง้นี้จะส าเรจ็มไิด้หากไม่ได้รบัความร่วมมือและการมสี่วนร่วมของอาจารย ์
คณะนกัวจิยัในการด าเนินงานวจิยัมาโดยตลอด 
 ท้ายนี้ขอขอบพระคุณคณาจารย์ผู้ร่วมทมีวจิยัทุกท่าน ที่ได้ช่วยท าให้งานวจิยัฉบบันี้
ส าเรจ็ลุล่วงไดด้ว้ยด ี    
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(ฉ) 
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(ช) 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคญั 
 ราขา้วแดงหรอืโมแนสคสั (Monascus sp.) เริม่มกีารเลีย้งกนัเป็นเวลานานแลว้ในเอเชยี
ตะวนัออก โดยเลีย้งราบนขา้วเรยีกวา่ Ank Khak โดยรูจ้กัทัว่ไปในชื่อของ “ขา้วแดง” ซึ่งเกดิขึน้
จากการสรา้งสารสขีองเชือ้ราลงสู่เมลด็ขา้ว สารสจีากเชื้อราโมแนสคสั ประกอบด้วยโทนส ี3 ส ี
คอื โทนสแีดง สสีม้ และสเีหลอืง ซึง่สารสจีากราโมแนสคสัมกีารน ามาประยกุต์ใช้มากมายหลาย
ด้าน โดยเฉพาะในการน ามาใช้กับอาหารและเครื่องดื่ม เพราะสารสีจากเชื้อราโมแนสคัส 
นอกจากจะมสีสีวยแลว้ ยงัมคีุณค่าทางโภชนาการ เนื่องจากมแีร่ธาตุและวติามนิสูง (Palo et al., 
1960) และยงัมสีารฟีนอลคิ (phenolic compound) และสารตา้นอนุมลูอสิระ (antioxidant) สงูอกี
ดว้ย (Tseng et al., 2012) อาหารที่มกีารน าสารสจีากเชื้อรามาใช้ เช่น ใช้แต่งสอีาหารจ าพวก
เนื้อสตัว ์ ปลา เต้าหู้ย ี ้ และไวน์ เป็นต้น นอกจากนี้สารสจีากเชื้อรามีการน ามาใช้ประโยชน์
มากมาย เช่น ใช้เป็นส่วนผสมในเครื่องส าอาง ใช้เป็นยารกัษาโรคพื้นบ้านของจนี นอกเหนือ 
จากสารสแีลว้เชือ้ราโมแนสคสัยงัสามารถผลติสารที่เป็นประโยชน์ชนิดอื่น ๆ อกี เช่น เอนไซม ์   
(Liu et al., 2004) เอทานอล (Chen and Johns, 1994) และสารปฏชิวีนะ (Wong and Koehler, 
1981) ซึง่สามารถยบัย ัง้การเจรญิของจุลนิทรยีไ์ดห้ลากหลายชนิด เป็นตน้ 
 สารสจีากเชือ้ราโมแนสคสั จดัเป็นสารเมทาบอไลทป์ระเภทโพลคีไีทด์ (polyketide) เป็น
สารทุตยิภมูทิีไ่ม่มคีวามเกีย่วขอ้งกบัเมทาบอลซิมึทีส่ าคญั ๆ แต่มรีายงานระบุวา่สารสดีงักล่าวมี
ความสามารถในการยบัย ัง้จุลินทรีย์ จากการศึกษาพบว่าสารสีแดงมีประสิทธิภาพยบัยัง้
แบคทีเรยีได้โดยสามารถยบัย ัง้แบคทีเรียแกรมบวกได้ดีกว่าแบคทเีรียแกรมลบ (Mukherjee  
and Singh, 2011) เช่น Streptomyces sp., Pseudomonas aeruginosa และ Bacillus subtilis    
เชื้อรา เช่น Trichoderma viridae, Fusarium oxysporum, Fusarium roseum, Mucor, 
Aspergillus ochraceus, Aspergillus oryzae, Penicillium roqueforti, Aspergillus usamii, 
Penicillium camemberti, Penicillium hirsutum, Aspergillus niger และ Penicillium citrinum 
(Kim et al., 2006a) ยสีต์ เช่น Rhodotorula sp., Candida utilis, Torulopsis utilis, 
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces fibuligera 
 เชือ้ Xanthomonas axonopodis pv. citri และ Ralstonia solanacearum เป็นแบคทเีรยี
สาเหตุโรคพชืทีส่ าคญัทีก่่อใหเ้กดิผลเสยีต่อพชืเศรษฐกจิได้หลายชนิด โดยเชื้อ X. axonopodis 
pv. citri ท าให้เกดิโรคแคงเกอร์ในพชืจ าพวกตระกูลส้ม ไม่เพยีงในประเทศไทยเท่านัน้แต่เชื้อ
ชนิดนี้ก่อให้เกดิความเสยีหายต่อพืชตระกูลส้มทัว่โลกและเชื้อ R. solanacearum เป็นเชื้อที่
ก่อใหเ้กดิโรคเหี่ยว โดยเชื้อชนิดนี้สามารถระบาดและก่อให้เกดิความเสยีหายต่อพชืเศรษฐกจิ 
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แมก้ระทัง่วชัพชืรวมมากกว่า 200 ชนิดในหลายวงศ์ อาทเิช่น พชืในวงศ์มะเขอื (Solanaceae) 
วงศ์กล้วย (Musaceae) วงศ์ขิง (Zingiberaceae) มะเขือเทศ มันฝรัง่และหม่อน เป็นต้น       
เชือ้แบคทเีรยีทัง้สองชนิดนี้เป็นแบคทเีรยีทีก่่อใหเ้กดิการแพร่ระบาดได้อย่างรวดเรว็และยากต่อ
การควบคุม การควบคุมการแพร่กระจายและป้องกนัการเกิดโรคสามารถท าได้หลายวธิ ีวธิีที่
นิยมกนัมากคือ การใช้สารเคมีหรือสารปฏิชีวนะ ซึ่งวิธีดังกล่าวนี้ก่อให้เกิดผลเสียตามมา
มากมาย โดยจะมีการสะสมสารพิษทัง้ในผลิตผลทางการเกษตร ดินและน ้า นอกจากนี้ยงั
ก่อให้เกิดปญัหาเชื้อโรคเกิดการดื้อต่อสารเคมีได้อกีด้วย ท าให้ต้องมกีารเพิ่มปริมาณการใช้
เพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ จึงเป็นอนัตรายต่อผู้บริโภคและสภาพแวดล้อม เนื่องจากมีการตกค้างของ
สารพษิ นอกจากนี้สารเคมทีีต่กคา้งยงัไปท าลายสิง่มชีวีติอื่น ๆ ทีเ่ป็นประโยชน์ท าให้กระทบต่อ
ระบบนิเวศได ้ในปจัจุบนัจงึไดม้แีนวคดิที่จะเปลี่ยนมาใช้สารที่ได้จากธรรมชาตมิากขึน้ เพื่อลด
ปญัหาการตกคา้งทีจ่ะเป็นอนัตรายต่อผูบ้รโิภคและสิง่แวดลอ้ม อาทเิช่น การใชส้มุนไพร เป็นตน้ 
 ดงันัน้งานวจิยัครัง้นี้จงึตอ้งการศกึษาประสทิธภิาพของสารสจีากราโมแนสคสัซึ่งมีความ
ปลอดภยัสงู ในการน ามาใชค้วบคุมจุลนิทรยีท์ี่ก่อโรคในพชื 2 ชนิด คอื X. axonopodis pv. citri 
และ R. solanacearum เพื่อทีจ่ะสามารถน ามาใชท้ดแทน ท าใหล้ดปรมิาณการใช้สารเคมใีนการ
ควบคุมโรคในอนาคต 
 
1.2 วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 

1.2.1 ศึกษาผลเบื้องต้นของสารสกัดหยาบข้าวแดงและสารสีแดงที่ผลิตจาก               
M. purpureus TISTR 3541 ต่อแบคทเีรยี X. axonopodis pv. citri และ R. solanacearum  

1.2.2 ศึกษากลไกของสารสีแดงในระดับความเข้มข้นที่ก าหนดต่อเซลล์แบคทีเรีย           
X. axonopodis pv. citri  

1.2.3 ศกึษาผลของสารสกดัหยาบขา้วแดงในการควบคุมการเกดิโรคแคงเกอร์ (canker) 
และโรคเหีย่ว (ralstonia wilt) ภายในเรอืนทดลอง 
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บทท่ี 2 
บทตรวจเอกสาร 

 
2.1 ลกัษณะสณัฐานวิทยาของราโมแนสคสั 

Monascus spp. จดัอยู่ในวงศ์ (family) Monascaceae กลุ่ม (class) Ascomycetes 
กลุ่มย่อย (subclass) Plectomycetidae อนัดบั (order) Eurotiales เส้นใยมผีนังกัน้ (septate)  
มกีารสบืพนัธุ์แบบอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศ เส้นใยมีการแตกกิง่ก้านสาขามากมายและมกั
เจรญิแบบชดิเกาะแน่นบนผวิของอาหารแขง็ 

เชือ้ราโมแนสคสัหรอืราขา้วแดง (red rice mold) เป็นราเส้นสาย (filamentous fungus) 
ราชนิดนี้มเีสน้ใยทีม่ผีนงักัน้ (septate hyphae) แตกแขนงออกมากมาย ในระยะแรก ๆ ของการ
เจรญิเตบิโต เส้นใยราจะมสีขีาวแต่เมื่ออายุมากขึน้เส้นใยจะกลายเป็นสแีดง เจรญิแนบไปบน
อาหารเลีย้งเชือ้แขง็ ราชนิดนี้เป็น homothallic fungus มกีารสบืพนัธุท์ ีส่มบรูณ์ครบวงจรชวีติได้
ดว้ยตวัเอง โดยสามารถสรา้งสปอรไ์ดท้ ัง้แบบอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศ ราโมแนสคสัสามารถ
แบ่งออกได้เป็น 4 สปีชสี์ คอื M. pilosus, M. purpureus, M. ruber และ M. froridanus โดยที่รา 
M. purpureus จะเป็นชนิดที่ง่ายต่อการแยกมากที่สุด โดยสามารถแยกได้จากแอสโคสปอร ์
(ascospores) ซึง่สปอรจ์ะมลีกัษณะกลม มขีนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 5 ไมโครเมตร หรอืสปอร์
อาจจะมลีกัษณะกลมรเีหมอืนไขก่ไ็ด ้(ขนาด 6x5 ไมโครเมตร) 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1 แสดงลกัษณะของแอสโคสปอร์ (ascospore) ที่ผนังของถุงแอสคสั (ascus) แตกออก 
 (ซา้ย) ถุงแอสคสัทีส่มบรูณ์ (ขวา) 
ทีม่า :  Pattanagul et al., (2007) 
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2.2 สารสี (pigments) ท่ีได้จากเช้ือราข้าวแดง 
ราข้าวแดงเป็นแหล่งของสารที่ส าคัญมากมาย อาทิเช่น โมนาโคลิน (monacolins)     

ไดไฮโดรโมนาโคลนิ (dihydromonacolins) ซติรนิิน (citrinin) แกมมา-อะมโินบวิไทรกิแอซดิ  
(-aminobutyric acid: GABA) ไดเมรูมคิแอซิด (dimerumic acid) และสารส ี(pigments)    
สารเมทาบอไลท์ที่ได้จากราข้าวแดงสามารถจ าแนกออกได้เป็น 3 กลุ่ม ตามการน าไปใช้
ประโยชน์และหน้าที่ของสารเหล่านัน้ ดงันี้ สารออกฤทธิช์ ีวภาพ (bioactive ingredients) 
สารพษิ (toxins) และสารส ี(pigments)  

2.2.1 สารสี (pigments) 
 สารสจีากราโมแนสคสัมที ัง้หมด 6 ชนิด แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม แยกตามส ีคอื สารสแีดง 
ประกอบด้วย rubropunctamine และ monascorubramine สารสใีนกลุ่มนี้พบมากที่สุด    
สารสสี้มประกอบด้วย rubropunctatin และ monascorubrin สารสเีหลอืงประกอบด้วย 
monascin และ ankaflavin นอกจากนี้ยงัมีการค้นพบสารสีเหลอืงชนิดใหม่ซึ่งแยกได้จาก 
Monascus anka คือ xanthomonasin A (ภาพที่ 2) สารสทีี่สกดัจาก M. anka มีฤทธิย์บัย ัง้    
12-o-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA) ซึ่งเป็นสารที่กระตุ้นการเกิดมะเร็งในหนู 
(Yasukawa et al., 1996) ในจ านวนสารสีทัง้หมดจากราโมแนสคสั monascorubrin มี
ประสทิธภิาพดทีี่สุดในการยบัย ัง้ TPA และยงัมฤีทธิต์้านการอกัเสบ (anti-inflammatory) ด้วย 
(Yasukawa et al., 1994) นอกจากนี้ยงัมีรายงานการศกึษาว่าสารในกลุ่มสเีหลืองสามารถ 
ยบัย ัง้มะเร็งได้เช่นกนั โดย monascin สามารถยบัย ัง้การเกิดมะเร็งผิวหนังที่มีสาเหตุจาก 
peroxynitrite หรอืแสงยูว ี (ultraviolet light) หรอืจากการเพิม่ของ TPA ได้ (Akihisa et al., 
2005a) และ ankaflavin ยบัย ัง้เซลล์มะเรง็โดยกระตุ้นกระบวนการตายของเซลล์ (apoptosis) 
และยงัมีความเป็นพิษต ่าต่อเซลล์ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) สาร monascin analogs ที่
สงัเคราะหข์ึน้มาพบวา่ไม่มคีวามเป็นพษิต่อเซลล์ทุกชนิดที่น ามาทดสอบ (Su et al., 2005) ยงั 
มรีายงานเพิ่มเตมิว่าสารสสี้มมฤีทธิส์ามารถกดระบบภูมคิุ้มกนั mouse T splenocytes ได ้
(Martínková et al., 1999) ความคงตวัของเมด็สี ได้มกีารศกึษาพบว่าปจัจยัที่มผีลต่อความ    
คงตวั คอื แสง อุณหภมู ิและพเีอช กล่าวคอื สารสแีดงทีไ่ดร้บัแสงนาน 50 วนั จะโดนท าลายไป 
20 เปอรเ์ซน็ต ์ถ้าเกบ็สารสแีดงไวท้ี่อุณหภูม ิ100 องศาเซลเซยีส นาน 8 ชัว่โมง สารสแีดงจะ
โดนท าลายไป 30 เปอรเ์ซน็ต ์นอกจากนี้สารสแีดงจะมคีวามคงตวัที่สภาวะความเป็นกลาง (pH 
7) หรอืสภาวะความเป็นเบส (pH 9.5) ไดด้กีวา่สภาวะกรด (pH 3) เป็นระยะเวลานาน 5 ชัว่โมง 

ในปจัจุบนัได้มกีารน าสารสแีดงจากราโมแนสคสัไปประยุกต์ใช้กบัอาหารโดยเฉพาะ
ผลติภณัฑจ์ากเนื้อ โดยมคีวามตอ้งการน าไปใชท้ดแทนสารเคมทีีช่่วยเพิม่ส ีเช่น เกลอืไนไตรท ์
(nitrite salts) หรอื cochineal เป็นต้น โดยมกีารเตมิสารส ีปรมิาณ 0.25-1.2 กรมัต่อกโิลกรมั
ของผลิตภัณฑ์เนื้อ (เช่น ไส้กรอก) ผลจากการเติมสารสีจากโมแนสคัสมีข้อดี คือ สีของ
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ผลติภณัฑ์สามารถอยู่ได้เป็นระยะเวลานานถึง 3 เดอืน ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ภายใต้
สภาวะสุญญากาศ นอกจากจะมีความคงตัวนานแล้วยงัท าให้เนื้อส ัมผัสและรสชาติของ
ผลติภณัฑด์ขี ึน้อกีดว้ย 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 แสดงโครงสร้างเคมีของสารสีจากโมแนสคสั  a คือ rubropunctatin, b คือ 
 monascorubrin, c คอื monascin, d คอื ankaflavin และ e คอื rubropunctamine, f 
 คอื monascorubramine, g คอื xanthomo nasin A, h คอื xanthomonasin B  
ทีม่า :  Lin et al., (2008) 
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2.3 การผลิตสารสีของเช้ือราโมแนสคสั 
Su and Huang. (1980) ศกึษาเกี่ยวกบัสทีี่เชื้อราโมแนสคสัสร้างขึน้ซึ่งมลีกัษณะเป็น 

granular fluid จะถูกปลดปล่อยออกมาตามรูหรอืรอยแตกของผนังเส้นใยของเชื้อรา บางครัง้  
การปลดปล่อยสอีอกนอกเซลล์ที่ไม่สมบูรณ์นัน้จะท าให้สตีดิอยู่ตามปลายของเส้นใยเกดิการ
สะสมจ านวนมากก่อนที่จะหลุดออกจากเส้นใยขณะเดยีวกนัสบีางส่วนยงัคงสะสมอยู่ภายใน  
ของเชือ้รา 

สจีากเชื้อราโมแนสคสัเป็นสารประเภท polyketide ซึ่งเกิดจากการรวมกนัระหว่าง     
อะซเีตต (acetate) 1 โมเลกุลกบัมาโลเนต (malonate) 5 โมเลกุล โดยเอนไซม์ polyketide 
synthase เกดิเป็น hexaketide chromophore ซึ่งกระบวนการจะด าเนินต่อไปเรื่อย ๆ จนได ้
polyketide chromophore แล้วจงึจะมารวมกบักรดไขมนัขนาดกลาง (medium-chain fatty 
acid) เช่น octanoic acid ที่ถูกสร้างขึ้นจากกระบวนการสงัเคราะห์กรดไขมนั (fatty acid 
biosynthetic pathway) โดยปฏกิริยิา trans-esterification เกดิเป็นสารสสีม้ คอื monascorubrin 
(หรือได้ rubropunctatin ถ้ากรดไขมันที่ท าปฏิกิริยา trans-esterification กับ polyketide 
chromophore เป็น hexanoic acid) จากนัน้สารสสี้ม monascorubrin จะเกดิปฏกิริยิารดีกัชนั 
(reduction) แล้วได้เป็นสารสเีหลอืง คอื ankaflavin (หรอืได้สารสเีหลอืง monascin ที่เกดิขึน้
จากสารสสี้ม rubropunctatin) ในขณะที่สารสแีดง ได้แก่ monascorubramine และ rubropunc 
tamine เกิดจากสารสีส้มท าปฏกิิริยา amination กบั NH3units (Hajjaj et al., 2000a; 
Manchand and Whalley, 1973; Turner, 1971,) ดงัภาพที ่3 

Hajjaj et al. (2000b) ได้เพาะเลี้ยง M. ruber ในอาหารเหลวที่มกีารเตมิกลูโคสและ 
กลูตาเมต พบว่าเชื้อจะผลติสารสแีดงและ mycotoxin คือ ซติรนิิน (citrinin) ในสภาวะที่มี
ออกซเิจนจ ากดั การผลติ metabolite ทัง้ 2 ชนิดนี้สมัพนัธ์กบัการเจรญิของเซลล์ซึ่งจดัเป็นสาร 
เมทาบอไลทป์ฐมภมู ิกล่าวคอื ในสภาวะที่มอีอกซเิจนมากเกนิพอ การผลติซติรนิินซึ่งเป็นสาร 
เมทาบอไลท์ทุตยิภูม ิ จะผลติมากระหว่าง stationary phase ส่งผลให้การผลติสลีดลงอย่าง
รวดเรว็ตลอดการเพาะเลีย้ง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

6 



2 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่3 ข ัน้ตอนการสงัเคราะห ์citrinin และสารสแีดงของเชือ้ M. ruber  
ทีม่า :  Hajjaj et al., (1999) 
  
2.4 สภาวะการหมกัท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารสีจากราโมแนสคสั 
 การเพาะเลี้ยงราโมแนสคสัสามารถเลี้ยงได้ในอาหารหลายชนิด อาทิเช่น Potato-
dextrose agar, Sabouraud’s agar หรอื Czapek’s solution agar โดยท าการบ่มที่อุณหภูม ิ
29-32 องศาเซลเซยีส นาน 10 วนั เสน้ใยราจะเจรญิเตบิโต แผ่ไปบนอาหารอยา่งรวดเรว็ โดยที่
ขนาดเสน้ผ่าศนูยก์ลาง สขีองเสน้ใยและลกัษณะของเส้นใย อาจจะมคีวามแตกต่างกนัได้ขึน้อยู่
กบัอาหารทีใ่ชเ้ลีย้งเชือ้รา สายพนัธุข์องราและสภาวะการเลีย้ง (Palo et al., 1960) 
 การผลิตอังคัก (angkak) หรือข้าวแดง สามารถกระท าได้ในสเกลขนาดเล็กใน
ห้องปฏิบตัิการ โดยน าข้าวที่แช่น ้าแล้วปรมิาณ 50 กรมั ใส่ในถุงพลาสติกขนาด 8x12 นิ้ว 
จากนัน้เติมน ้าลงไป 50 มิลลิลิตร ต่อมาน าท่อพลาสติกทนร้อนที่มีขนาดความสูง 2 นิ้ว 
เสน้ผ่าศนูยก์ลาง 1 นิ้ว ใส่ไวท้ีป่ากถุง จะท าใหม้ลีกัษณะคลา้ยปากขวดของฟลาสก ์ปิดด้วยส าล ี
น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอสงู (autoclave) ท าใหเ้ยน็ที่อุณหภูมหิ้อง จากนัน้ใส่อาหาร
วุน้ที่มเีส้นผ่าศูนยก์ลาง 1 เซนตเิมตร โดยเชื้อราเจรญิอยู่บนอาหาร ท าการบ่มนานเป็นเวลา   
14 วนั ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบระยะเวลาน าข้าวที่ผ่านการหมกัซึ่งจะมสีีแดง อบที่อุณหภูม ิ   
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55 องศาเซลเซยีส นาน 3 วนั บดใหล้ะเอยีดเป็นผง สามารถน าไปใชเ้พื่อสรา้งสใีนอาหารได้เลย 
(Pattanagul, 2002) ในการผลติขา้วแดง สามารถใช้ขา้วได้หลากหลายสายพันธุ์ในการผลิต 
ยกเวน้ขา้วเหนียวซึง่เป็นขา้วเพยีงชนิดเดยีวที่ไม่เหมาะสมในการใช้เป็นแหล่งอาหารเพื่อผลติ
สารสจีากราโมแนสคสั เนื่องจากขา้วเหนียวมเีนื้อสมัผสัที่ค่อนขา้งแขง็ เหนียวและเมลด็ขา้วจบั
ตวักนัแน่นมากเกนิไป (Palo et al., 1960) นอกจากนี้ในปจัจุบนัไดม้คีวามพยายามทีจ่ะหาแหล่ง
อาหารใหม่เพื่อใช้ในการผลิตสารสีจากราโมแนสคสั อาทิเช่น ข้าว มนัส าปะหลงั ข้าวสาล ี
ขา้วโพด (Carvalho et al., 2007) เดอืย (Pattanagul et al., 2008) เมลด็ขนุน (Babitha et al., 
2006) เมลด็ทุเรยีน (Srianta et al., 2012) เป็นตน้ แต่อยา่งไรกต็ามถึงแม้จะมธีญัพชืหรอืเมลด็
ผลไม้หลายชนิดที่เหมาะสมในการใช้เป็นแหล่งอาหารเพื่อผลิตสารส ีแต่ปจัจยัส าคญัที่ควร
ค านึงถึงเพื่อให้ประสิทธิภาพในการผลิตสารสีหรือสารเมทาบอไลท์อื่น ๆ เช่น เมวโินลิน
(mevinolin), ซติรนิิน และเอนไซม์อะไมเลส เป็นต้น เกดิขึน้ได้ดทีี่สุด คอื แหล่งคาร์บอนและ
แหล่งไนโตรเจน (Jozlová et al., 1994; Lin and Demain, 1991; Lopez et al., 2003; 
Pichyangkura, 1979; Wong et al., 1981) 
 
2.5 สารสีแดงกบัสมบติัในการยบัยัง้จลิุนทรีย ์
 มีรายงานการวจิ ัยมากมายที่น าสารสีมาใช้ประโยชน์ในการยบัย ัง้เชื้อจุลินทรีย์ท ัง้
แบคทเีรยี เชือ้รา เป็นตน้ 

Mukherjee and Singh. (2011) คน้พบสารสแีดงชนิดใหม่จาก M. purpureus ที่เกดิขึน้
จากการหมกัเพื่อผลติสารสใีนอาหารเหลว เมื่อท าการวเิคราะห์โครงสร้างด้วย UV–vis, IR,  
GC–MS และ NMR analyses พบว่าโครงสร้างของสารสชีนิดใหม่ คอื 9-(1-hydroxyhexyl)-3-
(2-hydroxypropyl)-6a-methyl-9,9a-dihydrofuro [2,3-h]isoquinoline-6,8 (2H, 6aH)-dione 
คลา้ยกบัสารสแีดงชนิดเก่าทัง้ rubropunctamine และ monascorubramine โดยแตกต่างตรงที ่
มหีมู่ hydroxy alkane แทนที่ตรงคาร์บอนต าแหน่งที่ 3 และ 9 เมื่อท าการศกึษาประสทิธภิาพ
ของสารสชีนิดใหม่ในการยบัย ัง้เชือ้จุลนิทรยี ์พบวา่สามารถยบัย ัง้เชือ้แบคทเีรยีแกรมบวกไดด้ ี

Kim et al. (2006b) ได้ท าการผลติสารสใีนอาหารเหลว โดยท าการเปลี่ยนแปลงชนิด
กรดอะมโินทีใ่ชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจน จากการศกึษาพบวา่สารสแีดงทีใ่ชก้รดอะมโินชนิด L-Phe, 
D-Phe, L-Tyr และ D-Tyr เป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถยบัย ัง้เชือ้แบคทเีรยีแกรมบวกและแกรม
ลบไดด้ทีีสุ่ด โดยมคี่า MIC เท่ากบั 4–8 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ในขณะทีส่ารสแีดงทีใ่ชก้รดอะมโิน
ชนิด L-Asp, D-Asp, L-Tyr และ D-Tyr เป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถยบัย ัง้เชื้อรา Aspergillus 
niger, Penicillium citrinum และยสีต ์Candida albicans ได ้การยบัย ัง้ของสารสต่ีอเชือ้จุลนิทรยี์
โดยเฉพาะสารสทีีใ่ชก้รดอะมโินทีม่วีงแหวน phenyl เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยเฉพาะ Phe และ 
Tyr พบวา่มปีระสทิธภิาพดทีีสุ่ด นอกจากนี้สารสทีีไ่ดจ้าก L-Phe ท าใหเ้ซลล ์B. subtilis เกดิการ
จบัตวักนัแน่นจนกลายเป็นตะกอน เมื่อท าการศกึษาการดูดซมึของสารสทีี่ได้จาก L-Phe ด้วย
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เทคนิค SEM และ TEM โดยใช้เซลล์ E. coli เป็นต้นแบบ พบว่าการน าออกซเิจนเขา้สู่เซลล์
จุลนิทรยีล์ดลง ดงันัน้กิจกรรมการยบัย ัง้จุลนิทรยีข์องสารสสีมัพนัธ์กบัการน าออกซเิจนเขา้สู่
เซลล ์

Ungureanu and Ferdes (n.d.) รายงานว่าสารสเีหลอืงที่ได้จากเชื้อรา M. purpureus 
สามารถยบัย ัง้เชือ้แบคทเีรยีในสกุล Bacillus, Pseudomonas และ Escherichia และเชื้อราสกุล 
Aspergillus, Mucor, Penicillium และ Fusarium ได ้

 
2.6 โรคพืช 
 หมายถึง พืชที่แสดงอาการผิดปกติทางด้านสรีรวทิยาและทางกายภาพ เช่น การ
สงัเคราะห์แสง การแบ่งเซลล์ การล าเลยีงน ้าและอาหารเพื่อใช้บ ารุงต้น นอกจากนี้สามารถ
รวมถงึความผดิปกตทิีเ่กดิขึน้กบัพชืจนท าให้ปรมิาณและคุณภาพของผลผลติลดลง โรคพชืจะ
เกดิขึน้ไดน้ัน้ตอ้งมปีจัจยั 3 อยา่งคอื 
  1. พชือ่อนแอต่อการเกดิโรค 
  2. เชือ้สาเหตุของโรค 
  3. สภาพแวดลอ้มทีเ่หมาะสมต่อการเกดิโรค 
ปจัจยัทัง้ 3 ครบถ้วนเอือ้ต่อกนักส็ามารถก่อใหเ้กดิโรคแก่ตน้พชืได้ 
 2.6.1 สาเหตกุารเกิดโรค 
 สาเหตุการเกิดโรคสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท คือ จากสิง่ที่ไม่มชีวีติ เช่น 
สภาพแวดล้อมที่อากาศเป็นพษิ ดนิเคม็ อากาศหนาวเยน็ ลมพดัแรง ถูกแดดเผา และการใช้
สารเคมกี าจดัวชัพชื และสาเหตุทีเ่กดิจากสิง่มชีวีติ โดยเฉพาะเชือ้จุลนิทรยี ์พชืและแมลง เช่น 

 เชือ้รา (fungi) พบอาการมากมายหลายแบบ ถ้าอากาศมคีวามชื้นมากอาจจะพบเส้นใย
และสปอรข์องเชือ้ราได ้ตวัอยา่งโรคทีเ่กดิกบัพชื เช่น โรคใบจุด โรครากเน่าโคนเน่า โรค
แอนแทรกโนส โรคเหีย่ว โรคราแป้ง โรคสแคป โรคเน่าระดบัดนิ โรคใบไหม ้โรคราสนิม 
โรคราน ้าคา้ง 

 แบคทเีรยี (bacteria) โดยมากมกัเป็นจุดฉ ่าน ้าเน่า ถ้าในอากาศมคีวามชื้นสูงอาจพบ
เมอืกแบคทเีรยีทะลกัออกจากแผลตวัอย่างโรคที่เกดิกบัพชื เช่น โรคเหี่ยว โรคขอบใบ
แหง้ โรคเน่า และโรคเน่าด า โรคแคงเกอร ์

 ไสเ้ดอืนฝอย (nematode) ตน้พชืชะงกัการเจรญิเตบิโตเนื่องจากรากถูกท าลาย เกดิปม
ราก รากเป็นแผลหรอืบดิเบีย้ว เป็นตน้ ตวัอยา่งโรคทีเ่กดิกบัพชื เช่น โรครากปม 

 ไวรสั (virus) พชืแสดงอาการซดีเหลอืงด่าง ใบบดิเบีย้วเสยีรปูร่าง พบแมลงปากดูดเป็น
พาหะของโรค ตวัอยา่งโรคทีเ่กดิกบัพชื เช่น โรคใบด่าง โรคใบหงกิงอ 
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 ไฟโตพลาสมา (phytoplasma) ตน้พชืชะงกัการเจรญิเตบิโต เหลอืง การแตกยอด ใบ ตา 
ผดิปกตติวัอยา่งโรคทีเ่กดิกบัพชื เช่น โรคใบขาว โรคพุ่มไมก้วาด 

 สาหร่าย (algal disease) พบสาหร่ายเป็นกลุ่ม ๆ สคีลา้ยสสีนิมบนส่วนของพชื เช่น ใบ 
ซึง่จะดดูกนิน ้าเลยีงจากพชือาศยัและท าใหพ้ชืสงัเคราะหแ์สงน้อย 

 พชืชัน้สูง เช่น กาฝากฝอยทอง โดยส่วนของรากพชืเหล่านี้ จะฝงัลกึลงไปดูดน ้าเลยีง
จากพชือาศยั ท าใหพ้ชืชะงกัการเจรญิเตบิโต ยอดบดิเบีย้วและเหลอืงตายในทีสุ่ด 

 แมลง และสตัวศ์ตัรูอื่น ๆ พบร่องรอยการกดักนิตามส่วนต่าง ๆ ของพชืหรอืบางชนิด
อาจดดูกนิน ้าเลีย้ง ท าใหเ้นื้อเยือ่บดิเบีย้ว ซดีเหลอืง 
2.6.2. แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช (Plant Diseases Caused by Bacteria) 
ลกัษณะของแบคทเีรยีสาเหตุโรคพชื (characteristics of phytopathogenic bacteria) 

 รปูร่างเป็นแท่ง ยกเวน้ Streptomyces sp. 
 ส่วนใหญ่เป็นพวกไม่มกีารสร้างสปอร์ ยกเวน้ Streptomyces, Bacillus, Clostridium, 

coryneform bacteria (Corybactrium, Arthrobacter, Claribacter, Curtobactrium, 
Rhodococcus) 

 ส่วนใหญ่จะเป็นแบคทีเรียแกรมลบ ยกเว้น Streptomyces sp. และ coryneform 
bacteria 

 แบคทเีรยีโรคพชืส่วนใหญ่ เป็นพวกต้องการออกซิเจน ยกเวน้ Erwinia ที่เป็นชนิดมี
หรอืไม่มอีอกซเิจนกไ็ด ้

 ส่วนใหญ่เป็น soil borne และ facultative parasites 
 ม ี7 genera ทีส่รา้งสารสไีด ้
 ส่วนใหญ่ม ีslime layer/capsule 
 ม ีflagella (ยกเวน้ Streptomyces sp., E. stewartii, coryneform bacteria) ที่ยาวกว่า

ขนาดของเซลล ์(ธรรมนูญ อ่อนแกว้, 2553) 
 
2.7 การยึดเกาะพื้นผิวเน้ือเย่ือพืชของแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
 แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชื จะก่อใหเ้กดิโรคกบัพชืได้นัน้ กระบวนการแรกที่ส าคญัต่อการ
เกดิโรค คอื ความสามารถในการยดึเกาะกบัผวิหน้าของเนื้อเยือ่พชืใหไ้ด้ เมื่อแบคทเีรยีสามารถ
ยดึเกาะพืน้ผวิเนื้อเยือ่พชืได้แล้ว จะเพิม่จ านวนตรงบรเิวณที่มกีารยดึเกาะ ซึ่งจะก่อให้เกดิโรค
กบัพชืได้ในที่สุด ภายหลงัจากแบคทเีรยียดึเกาะกบัเนื้อเยื่อพชืได้แล้ว แบคทเีรยีจะพยายาม
รกัษาหรอืยดึเกาะเนื้อเยือ่พชืใหไ้ดอ้ยา่งเหนียวแน่น สมบตัขิองแบคทเีรยีสาเหตุโรคพชืมกัจะทน
ต่อความแห้งแล้ง รงัสยีูว ีและทนต่อการก าจดัออกจากเนื้อเยื่อที่ยดึเกาะด้วยวธิีทางกายภาพ 
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เช่น ฝนและลมได้ด ี(Binns and Thomashow, 1988; Daniels et al., 1988; Dixon and Lamb, 
1990) 
 2.7.1 แรงท่ีเก่ียวข้องกบัการยึดเกาะระหว่างเซลลพื์ชและเซลลแ์บคทีเรีย 
 การเริม่ตน้ยดึเกาะของเซลลแ์บคทเีรยีต่อพืน้ผวิเนื้อเยือ่พชืนัน้ มกัจะเป็นกระบวนการที่
ไม่มคีวามจ าเพาะและไม่มคีวามแขง็แรงในการจบั แต่เมื่อยดึเกาะกบัเนื้อเยือ่ไดแ้ลว้ การยดึเกาะ
จะมคีวามแขง็แรงเพิม่มากขึน้ ในสภาพทีม่คีวามชืน้สงู ถ้าหากประจุสุทธทิีพ่ืน้ผวิเนื้อเยื่อพชืและ
เซลล์แบคทเีรยีมปีระจุเป็นลบ จะท าให้เกดิแรงผลกัทางไฟฟ้า (electrostatic force) ส่งผลให้
เซลล์แบคทเีรยีไม่สามารถยดึเกาะกบัพื้นผวิเนื้อเยื่อพชืได้ ดงันัน้เซลล์แบคทเีรียที่ต้องการยดึ
เกาะพืน้ผวิเนื้อเยือ่พชืใหไ้ด ้จะต้องสร้างพนัธะใดพนัธะหนึ่งกบัประจุบวกบนพื้นผวิเนื้อเยื่อพชื 
เช่น พนัธะไอออนิค พนัธะไฮโดรเจนหรอืแรงแวนเดอวาลส์ (van der Waals) นอกจากนี้
องคป์ระกอบบรเิวณพืน้ผวิของเนื้อเยือ่พชืและโปรตนีทีผ่วิเซลล์แบคทเีรยีที่มลี ักษณะไม่ชอบน ้า 
(hydrophobic) จะท าใหเ้ซลลแ์บคทเีรยี สามารถเขา้มาอยู่ใกล้ชดิกบัเซลล์ของพชืได้มากขึน้ ท า
ใหเ้กดิการยดึเกาะระหวา่งกนัไดง้่ายยิง่ขึน้ (Bell, 1978; Lippincott and Lippincott, 1984) 
 2.7.2 ความจ าเพาะของเซลลเ์จ้าบ้านและบริเวณท่ียึดเกาะ 
 การยดึเกาะเบือ้งตน้ระหวา่งเซลลแ์บคทเีรยีกบัเซลลพ์ชืนัน้จะไม่มคีวามจ าเพาะและเมื่อ
ยดึเกาะได้แล้วจะเพิม่ปริมาณเป็นจ านวนมากตรงบรเิวณที่ยดึเกาะ เช่น เชื้อ Pseudomonas 
syringae 5 สายพนัธุท์ ีท่ าใหเ้กดิโรค จะสามารถยดึเกาะพชืที่ก่อให้เกดิโรคอยู่แล้วกบัใบของต้น
ถัว่ซึ่งเป็นพชืที่ปกตทิี่ไม่มคีวามจ าเพาะต่อเชื้อชนิดนี้ได้ดเีท่า ๆ กนั (Korhonen et al., 1987; 
Romantschunk et al., 1991) และสายพนัธุ ์lachrymans และ glycinea สามารถยดึเกาะใบของ
แตงกวาและถัว่ได ้(Jasalavich, 1987) เช่นเดยีวกนัเชือ้แบคทเีรยี Klebsiella และ Enterobacter 
สามารถยดึเกาะขนรากของพชืภายในหลอดทดลองได ้ซึง่ไม่เคยมรีายงานการยดึเกาะที่รากของ
พชืทีเ่ป็นพชืทีจ่ าเพาะกบัเชือ้ชนิดนี้ในธรรมชาตมิาก่อน (Haahtela et al., 1986) 
 ความจ าเพาะของต าแหน่งการยึดเกาะที่เ นื้ อเยื่อผิวของพืชก็มีความส าคัญเชื้อ           
P. syringae pv. phaseolicola จะชอบยดึเกาะปากใบของถัว่เหลอืงมากกว่าบรเิวณอื่น ๆ 
(Romantschunk et al., 1986) ในขณะที ่pv. syringae ทีก่่อใหเ้กดิโรคในขา้วโพดและถัว่เหลอืง 
มกัจะยดึเกาะที่บริเวณใบมากกว่าบริเวณอื่น ๆ ของพืชที่ท าให้เกิดโรคและพืชที่ไม่เกิดโรค  
(Mills et al., 1991; Nurmiaho-Laasila et al., 1991) เชื้อ Xanthomonas campestris pv. 
hyacinthi ชอบยดึเกาะบรเิวณปากใบของ hyacinth มากกว่าบรเิวณอื่น ๆ (van Doorn et al., 
1991) เชื้อ Klebsiella spp. ชอบยดึเกาะเซลล์ผวิ (epidermal cell) ที่ขนราก แต่ไม่ยดึเกาะกบั
เซลลบ์รเิวณอื่น ๆ ของราก (Haahtela et al., 1986) 
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 2.7.3 โครงสร้างของแบคทีเรียท่ีเก่ียวข้องกบัการยึดเกาะ 
 กลไกการจดจ าและการยดึจบัระดบัโมเลกุลของแบคทเีรยีต่อเนื้อเยื่อพชืนัน้มไีม่กี่ระบบ 
แต่อย่างไรกต็ามระบบดงักล่าวกม็คีวามส าคญั มคีวามจ าเพาะและเป็นปจัจยัที่ส่งเสรมิการจบั
ของเซลลแ์บคทเีรยีต่อพืน้ผวิเนื้อเยือ่พชืเป้าหมาย โครงสรา้งต่าง ๆ ทีผ่วิเซลลข์องแบคทเีรยีหรอื
โมเลกุลที่ขบัออกมาจากเซลล์ เรียกว่า adhesins ที่มคีวามส าคญัต่อการยดึเกาะของเซลล์
แบคทเีรยีโรคพชื ประกอบดว้ย 1) โปรตนีที่เป็นรยางค์ออกมาจากเซลล์ ประกอบด้วยฟิมเบลยี 
(fimbriae) และพไิล (pili) 2) พอลแิซคคาไรด ์เช่น เซลลโูลส 3) โมเลกุลขนาดเลก็ที่ละลายน ้าได ้
เช่น -1,2-glucan 
  - ฟิมเบลีย (fimbriae) และพิไล (pili) 
  ฟิมเบลยี (fimbriae) และพิไล (pili) เป็นรยางค์ที่ออกมาจากเซลล์แบคทเีรีย
หลายชนิด โครงสร้างจะประกอบด้วยโปรตีน รยางค์ทัง้สองนี้จะมีความยาวประมาณ 0.2-20 
ไมโครเมตร กวา้งประมาณ 3-14 นาโนเมตร (Ottow, 1975) รยางค์ทัง้สองนี้จะประกอบด้วย
โปรตนีหน่วยย่อยหลกัที่มขีนาดตัง้แต่ 9 ถึง 22 กโิลดาลตนั (Ottow, 1975; Jann and Jann, 
1990) มาจบัตวัเรยีงกนัเป็นเกลยีว และยงัมหีน่วยย่อยรองที่อยู่บริเวณปลายสุดของรยางค์ ซึ่ง
โปรตนีหน่วยย่อยรองนัน้จะท าหน้าที่เป็น adhesins ใช้ในการยดึจบักบัตวัรบัที่ผวิเนื้อเยื่อพืช
เป้าหมาย รยางค์ทัง้สองนัน้จะมีฐานฝงัตวัอยู่ในชัน้ของเยื่อหุ้มเซลล์ ตวัรบัการยดึเกาะของ     
ฟิมเบลยีจะเป็นสารจ าพวกคาร์โบไฮเดรตของไกลโคโปรตนีและไขมนั การจบัของฟิมเบลยีต่อ
ตวัรบัคาร์โบไฮเดรตจะมีความจ าเพาะค่อนข้างสูง (Jann and Jann, 1990) ส่วนใหญ่แล้ว
แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชื มกัจะมกีารสรา้งฟิมเบลยีหรอืพไิล (Cuppels et al., 1979; Haahtela et 
al., 1985; Korhonen et al., 1986) 
  ฟิมเบลยีจะมจี านวนมากกว่าพไิล แต่จะสัน้และแขง็กว่าพไิล ในขณะที่พไิลจะ
ยาวและยดืหยุ่นกว่า พิไลอาจจะมีหน้าที่ในกระบวนการ conjugation และเป็นตวัรบัของ 
bacteriophage (Bradley, 1972; Novotny and Fives, 1974) หน้าที่ของฟิมเบลยีและพไิล คอื 
เป็นโครงสรา้งทีใ่ชใ้นการยดึเกาะกบัเซลลอ์ื่น ๆ ไม่วา่จะเป็นสตัว ์พชื แบคทเีรยีหรอืพืน้ผวิอื่น ๆ 
ทีไ่ม่ใช่สิง่มชีวีติกไ็ด ้นอกจากนี้ยงัมรีายงานวา่พไิลเกีย่วขอ้งกบัการเคลื่อนทีอ่กีด้วย แบคทเีรยีที่
มฟิีมเบลียและพิไล ประกอบด้วย P. solanacearum, P. syringae, P. savastanoi, Agro-        
bacterium tumefaciens, Rhizobium trifolli, Bradyrhizobium japonicum, Erwinia และ    
Xanthomonas (Stemmer and Sequeira, 1987) 
  เชือ้ Erwinia rhapontici เป็นแบคทเีรยีที่ก่อให้เกดิโรคกบัต้น rhubarb (Rheum 
rhaponticum) และขา้วสาล ี(Triticum aestivum) เมื่อศกึษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อเิลคตรอน 
และกลอ้งจุลทรรศน์ fluorescence พบวา่เชื้อชนิดนี้จะใช้ฟิมเบลยีในการยดึเกาะเซลล์กบัผวิใบ
ของต้น rhubarb และข้าวสาลี (Louhelainen et al., 1990) เชื้อ P. solanacearum จะใช ้      
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ฟิมเบลยีในการยดึเกาะกบัผนังเซลล์ของใบยาสูบและใช้ในการเกาะกลุ่มกนั (Stemmer and 
Sequeira, 1987; Young and Sequeira, 1986) 
  ไฟบรลิ (fibrils) เป็นองค์ประกอบส าคญัของเซลลูโลสที่พบในแบคทเีรยี จาก
การศกึษาพบวา่ภายหลงัจากการยดึจบั 2 ชัว่โมง รอบ ๆ เซลลแ์บคทเีรยีจะเกดิไฟบรลิล้อมรอบ
เซลลเ์ป็นจ านวนมาก เมื่อระยะเวลาผ่านไปเซลลม์จี านวนเพิม่มากขึน้และจะเกาะกลุ่มกนัระหวา่ง
เซลล์แบคทเีรยีด้วยกนัเองและระหว่างเซลล์แบคทเีรยีกบัเซลล์พชืโดยใช้ไฟบรลิตรงบรเิวณที่   
ยดึจบักบัเนื้อเยือ่พชื เมื่อท าการกลายพนัธุ์เซลล์แบคทเีรยีจนไม่สามารถสร้างไฟบรลิได้ พบว่า
เซลลจ์ะไม่มกีารเกาะกลุ่มกนั ถงึแมไ้ฟบรลิจะไม่ได้มคีวามส าคญัมากจนถงึกบัขาดไม่ไดแ้ต่การที่
สรา้งไฟบรลิขึน้มาจะท าใหป้ระสทิธภิาพการยดึเกาะดขีึน้และยากต่อการล้างออก (Deasey and 
Matthysse, 1984) 
  โมเลกุล -1,2-glucan เป็นโมเลกุลทีม่คีวามส าคญัของ Agrobacterium ต่อการ
ยดึเกาะเซลล์พชืและท าให้เกดิโรค การท าการกลายพนัธุ์ยนีที่สร้างโมเลกุลดงักล่าว จะท าให้
ความสามารถในการยดึเกาะของ Agrobacterium ต่อเซลล์พชืลดลง (Cangelosi et al., 1987; 
Douglas et al., 1985) 
  
2.8 Xanthomonas axonopodis pv. citri 
 เชื้อแบคทีเรยี X. axonopodis pv. citri (Xac) เป็นสาเหตุท าให้เกดิโรคแคงเกอร์ที่
ก่อให้เกดิความเสยีหายเป็นจ านวนมากกบัพชืตระกูลส้มทัว่โลก โรคชนิดนี้พบได้บ่อยในแถบ
เอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ ในพื้นที่แถบอเมริกาใต้นัน้พบการระบาดครัง้แรกที่ประเทศบราซิล 
จากนัน้กแ็พร่กระจายอยา่งกวา้งขวาง เช่น ประเทศอาร์เจนตนิา ซึ่งเป็นผู้ผลติหลกัในการผลติ
สม้ มะนาว สม้เขยีวหวาน และผลไมจ้ าพวกสม้อื่น ๆ การแพร่ระบาดของเชือ้ชนิดนี้นัน้ก่อใหเ้กดิ
ความเสยีหายทางการคา้ในประเทศทีม่กีารปลกูพชืตระกลูสม้ เนื่องจากไม่สามารถจ าหน่ายในรปู
ของผลไม้สดได้ เพราะเกิดความเสียหายต่อผล มตี าหนิ ท าให้ไม่สามารถส่งขายไปยงัตลาด
ต่างประเทศได ้ในปจัจุบนัการก าจดัโรคแคงเกอร์สามารถกระท าได้โดยการเผาท าลายต้นพชืที่
เป็นโรค (Graham et al., 2004) 
 เชือ้ชนิดนี้จะเขา้สู่ตน้พชืผ่านทางใบ ล าตน้และผล โดยเชือ้มกัจะเขา้สู่ล าต้นพชืผ่านทาง
ปากใบและบาดแผลที่เกดิขึน้กบัต้นพชื อาการเริม่ต้นของโรคแคงเกอร์จะปรากฏลกัษณะเป็น
รอยจุดกลม ๆ ที่ผวิใบ ต่อมาเชื้อจะเพิ่มปรมิาณจ านวนมากภายในช่องว่างระหว่างเซลล์พืช 
จากนัน้เชื้อจะไปกระตุ้นให้เนื้อเยื่อผวิเกดิการเพิม่จ านวนมากผดิปกต ิ(cell hyperplasia) จน
เนื้อเยือ่ผวิของใบถูกท าลาย (ภาพที ่4) เมื่อระยะเวลาผ่านไปใบ ล าต้นและผลที่มกีารตดิเชื้อจะ
ปรากฏรอยแผลไหมข้ยายวงกวา้ง สเีขม้และหนาขึน้เรื่อย ๆ ซึง่เป็นลกัษณะอาการของโรคที่เกดิ
จากการตายของเซลล ์ภายในรอยแผลดงักล่าว เชือ้ชนิดนี้สามารถอยูร่อดและแบ่งตวัเพิม่จ านวน
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ได ้ถ้าหากไดร้บัน ้า (ฝนตก) จะท าใหเ้ชือ้สามารถเจรญิเตบิโตได้ใหม่และแพร่กระจายไปยงัพชื
ตน้ใหม่ได ้(Brunings and Gabriel, 2003) 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่4 แสดงการเกดิโรคแคงเกอร์ แบคทเีรยียดึเกาะกบัใบ ล าต้นและผล (ปกตเิชื้อชนิดนี้จะ
 เป็นเชื้อที่อาศยัอยู่บนผวิเซลล์ของพชื) (1) เชื้อจะเขา้สู่ต้นพชืผ่านทางปากใบและทาง
 บาดแผล (2) อาการเริม่ตน้จะมลีกัษณะเป็นรอยจุดกลม ๆ บนผวิใบ จากนัน้แบคทเีรยี
 จะเพิม่จ านวนภายในช่องว่างระหว่างเซลล์ (3) รอยแผลขยายวงกวา้ง สเีขม้และหนา
 มากขึน้ ท าใหเ้กดิลกัษณะของโรคแคงเกอรช์ดัเจน (4) แบคทเีรยีกระตุน้การเพิม่จ านวน
 เซลลม์ากจนผดิปกต ิท าใหเ้นื้อเยือ่ผวิใบถูกท าลาย (5) แบคทเีรยีสามารถแพร่กระจาย
 ได ้โดยอาศยัลมและฝน ไปยงัตน้พชืตน้ใหม่จะวนเวยีนเป็นวฏัจกัร 
ทีม่า :  Gottig et al., (2010) 
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ภาพที ่5 แสดงรอยไหมข้องผลและใบมะนาวทีเ่ป็นโรคแคงเกอร ์โดยจะเกดิเป็นแผลกลม จากนัน้
 ขยายใหญ่ ฟูนูนคล้ายฟองน ้า มสีเีหลอืงอ่อนจนถึงสเีหลอืงเขม้ ต่อมาจะเปลี่ยนเป็นสี
 น ้าตาลเขม้และจะแตกเป็นสะเกด็ มสีเีหลอืงลอ้มรอบแผล 
ทีม่า :  Polek et al., (N.D.) 
 
2.9 Ralstonia solanacearum 

เชื้อแบคทเีรยี R. solanacearum เป็นแบคทเีรยีแกรมลบรูปร่างเป็นท่อน (rod shape) 
เซลลห์วัทา้ยมนขนาดเฉลีย่ 0.5-0.6x0.8-1.2 ไมครอน เคลื่อนได้โดย polar flagella 1-4 เส้นซึ่ง
ตดิอยู่ที่ข ัว้ด้านใดด้านหนึ่งของเซลล์ (polar flagella) เชื้อพวกรุนแรง (virulent) ส่วนใหญ่เป็น
แบบ non-flagella ไม่เคลื่อนที่ เชื้อพวกที่ไม่รุนแรง (avirulent) จะใช้ flagella ช่วยในการ
เคลื่อนที ่เชือ้ชนิดนี้อาจกล่าวไดว้า่เป็นเชือ้ทีก่่อใหเ้กดิความเสยีหายกบัพชืผลทางการเกษตรทัว่
โลกมากทีสุ่ด สายพนัธุข์องเชือ้ชนิดนี้มมีากมายทีแ่ตกต่างกนัไปตามแหล่งที่อยู่ พชืที่เขา้ท าลาย
และพฤตกิรรมการท าใหเ้กดิโรค (Denny, 2006; Genin, 2010) เชือ้ชนิดนี้สามารถเขา้ท าลายพชื
ไดม้ากมายหลากหลายชนิด โดยพบว่าสามารถท าลายพชืได้สูงถึง 200 ชนิด โดยที่เชื้อชนิดนี้
เป็นสาเหตุส าคญัทีท่ าใหเ้กดิโรคเน่าสนี ้าตาลในมนัฝรัง่ (potato brown rot) โรคเหี่ยว (bacterial 
wilt) ในมะเขอืเทศ ยาสบู มะเขอืยาวและไมด้อกไมป้ระดบั นอกจากนี้ยงัท าให้เกดิโรค Moko ใน
กลว้ยดว้ย 
 R. solanacearum เป็นเชื้อที่อยู่ในดนิ จะเขา้สู่ภายในต้นพชืและก่อให้เกดิอาการเหี่ยว
นัน้ ส่วนใหญ่เขา้ทางบาดแผลหรอืเขา้ทางช่องเปิดธรรมชาตขิองพชื ส่วนการเขา้ท าลายที่ราก
หรอืส่วนของพชืทีอ่ยูใ่นดนิส่วนใหญ่จะผ่านทางบาดแผลที่อาจเกดิจากการท าเกษตรกรรมหรอื
การเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอย เมื่อเชื้อชนิดนี้เขา้สู่ต้นพชืได้แล้ว จะท าการเพิม่จ านวนที่ช ัน้ 
คอรเ์ทกซ ์(cortex) อยา่งรวดเรว็ จากนัน้จะเขา้สู่ท่อล าเลยีงน ้า (xylem) แพร่กระจายไปยงัส่วน
ต่าง ๆ ของพชื เซลล์ของเนื้อเยื่อพชืจะถูกท าลายท าให้สารต่าง ๆ ภายในเซลล์ไหลมารวมกนั 
ท าให้เกดิแรงดนัรอบเซลล์ parenchyma ท่อน ้าแตกออกเชื้อจะเข้าท าลาย pith, cambium, 
phloem ต่อไป ท่อน ้าท่ออาหารจะเตม็ไปดว้ยเซลลข์องแบคทเีรยีและเมอืก (slime) ซึ่งเมอืกนี้จะ
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เป็นสารประกอบเชงิซอ้นของพวก polysaccharide (complex polysaccharide) สารเมอืกจะเพิม่
ความเหนียวขน้ท าให้เกดิการอุดตนัขึน้ภายในท่อน ้าและท่ออาหาร พชืดูดน ้าและอาหารขึน้ไป
หล่อเลีย้งส่วนต่าง ๆ ของล าตน้ไดน้้อยกวา่ปกต ิก่อใหเ้กดิอาการเหีย่วขึน้และตายในทีสุ่ด  

ความเสยีหายทางเศรษฐกจิที่เกดิจากการเขา้ท าลายของ R. solanacearum ต่อพชืผล
ทางการเกษตรอยูใ่นระดบัทีส่งู เนื่องจากเชือ้ชนิดนี้สามารถท าลายพชืไดห้ลายชนิดและสามารถ
แพร่กระจาย มีชีวติอยู่ได้ในสิ่งแวดล้อมที่มีความหลากหลายได้ จากการประเมินค่าความ
เสยีหายการเขา้ท าลายของเชือ้ชนิดนี้ในตน้มะเขอืเทศ พบว่าความเสยีหายในแต่ละปีทัว่โลกคดิ
เป็นมูลค่ากว่า 1 พนัล้านดอลลาร์ (Elphinstone, 2005) ความเสียหายที่เกดิขึน้มกัจะเกดิใน
การเกษตรของประเทศก าลงัพฒันาที่อยู่ในเขตกึ่งร้อนชื้น โดยเชื้อชนิดนี้จะแฝงตวัอยู่ในดิน 
ตรวจสอบได้ยาก เมื่อใช้ดนิดงักล่าวท าการเพาะปลูกต่อเนื่อง จงึท าให้เชื้อสามารถท าลายพืช
ต่อไปได้เรื่อย ๆ เกดิความเสยีหายมากขึ้นตามมาเป็นล าดบั การก าจดัเชื้อชนิดนี้ให้หมดไป
กระท าไดย้าก เนื่องจากยงัไม่มวีธิกีารก าจดัทีม่ปีระสทิธภิาพที่ดทีี่สุดและเชื้อสามารถอยู่รอดได้
นานนบัปีภายในดนิทีเ่ปียกชืน้ แหล่งน ้าตามธรรมชาตแิละเซลล์พชืที่ตายแล้วหรอืในวชัพชืที่ไม่
แสดงอาการของโรค ถึงแม้จะมคีวามพยายามพัฒนาสายพนัธุ์ใหม่ ๆ ที่ต้านทานต่อเชื้อ แต่
อยา่งไรกต็ามกเ็ป็นการป้องกนัไดเ้พยีงระดบัหนึ่ง เนื่องจากเชือ้ชนิดนี้มหีลายสายพนัธุ ์ดงันัน้พชื
ทีไ่ดใ้หม่อาจจะไม่สามารถตา้นทานเชือ้ไดทุ้กสายพนัธุ์ 

        ก.                                      ข.                                     ค. 

 
ภาพที ่6 ลกัษณะสณัฐาน R. solanacearum (ก) แสดงอาการเหีย่วของตน้มะเขอืเทศ (ข) แสดง
 การไหลของเชือ้ออกจากท่อล าเลยีงน ้า ภายหลงัการตดัล าตน้ (ค) 
ทีม่า :  Mansfield et al., (2012) 
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บทท่ี 3 
แนวทาง/ขัน้ตอนการด าเนินงาน 

3.1 การเตรียมเช้ือรา M. purpureus TISTR 3541 และแบคทีเรียก่อโรคในพืช 
น าเชื้อรา M. purpereus TISTR 3541 ที่ส ัง่ซื้อจากสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และ

เทคโนโลยแีห่งประเทศไทย (วว.) มาเพาะเชื้อบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ที่
อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 วนั ส าหรบัเชื้อแบคทเีรยีก่อโรคในพชื ได้รบัความ
อนุเคราะห์จาก ผศ.ดร. ชลิดา เล็กสมบูรณ์ ภาควชิาโรคพชื มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  
วทิยาเขตก าแพงแสน โดยท าการเลี้ยงเชื้อแบคทเีรยีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient glucose 
agar (NGA) และเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เพื่อไวใ้ชใ้นตลอดการทดลอง 

3.2 การเตรียมสารละลายสปอรข์องกล้าเช้ือ M. purpereus TISTR 3541 
น าเชื้อรา M. purpereus TISTR 3541 ไปขดีเชื้อ (streak) บนอาหารแขง็เอยีง PDA 

น าไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้ท าสารละลายสปอร์โดยใช ้
phosphate buffer (50 mM, pH 7.0) เพื่อใชเ้ป็นเชือ้เริม่ตน้ในขัน้ตอนต่อไป 

3.3 การผลิตสารสีจากเช้ือรา M. purpureus TISTR 3541 โดยการหมกับนอาหารแขง็ 
ตามวิธีการของ Lee et al. (2002) 

แช่ขา้วหอมมะล ิ100 กรมั ในน ้าเป็นเวลา 2 ชัว่โมง ปล่อยน ้าทิง้และตัง้ทิง้ไวป้ระมาณ 
10 นาท ีใส่ขา้วทีแ่ช่แล้วลงใน erlenmeyer flask ขนาด 500 มลิลลิติร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่
อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี(Yongsmith et al., 2000) น าสารละลาย
สปอร์ที่ระดบัความเขม้ขน้ 1x106 สปอร์ต่อมลิลลิติร จากขอ้ 3.2 ปรมิาตร 2 มลิลลิติร ใส่ใน
ขา้วหอมมะลทิี่นึ่งฆ่าเชื้อและทิ้งให้มอุีณหภูมเิท่ากบัอุณหภูมหิ้อง บ่มที่อุณหภูม ิ 30 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 14 วนั เมื่อครบเวลาท าการสกดัสารสแีดง โดยน าขา้วแดงที่ได้ไปอบแห้ง
ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส นาน 24 ชัว่โมง จากนัน้น ามาบดละเอยีดแล้วสกดัด้วย 95%  
เอทานอล โดยใชอ้ตัราส่วนขา้วแดง 1 กรมั ต่อ 95% เอทานอล ปรมิาตร 20 มลิลลิติร เขย่าที ่
200 รอบต่อนาท ีเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง ทีอุ่ณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส เมื่อครบเวลาหมุน
เหวีย่งแยกเอาของแขง็ออกที่ความเรว็รอบ 5,000 รอบต่อนาท ีนาน 10 นาท ีน าของเหลวที่
ไดไ้ปวดัปรมิาณสารสเีหลอืง (ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร) สารสสี้ม (ความยาวคลื่น 470 
นาโนเมตร) และสารสแีดง (ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตร) ดว้ยเครื่องสเปกโตรโฟโตมเิตอร์ 
จะได้ปรมิาณสารสทีี่แสดงในหน่วยต่อ 1 กรมัของน ้าหนักแห้งขา้วแดง (Au/g substrate) 
โดยสารส ี1 หน่วย (Unit) คอื สารสจีากเชื้อราโมแนสคสั ที่มคี่าการดูดกลนืแสงที่ความยาว
คลื่นนัน้ ๆ เท่ากบั 1 โดยใช ้95% เอทานอล เป็นสารละลายเปรยีบเทยีบมาตรฐาน จากนัน้น า
สารสกดัหยาบขา้วแดงไประเหยตวัท าละลายดว้ยเครื่อง rotary evaporator 
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3.4 การแยกและท าบริสุทธ์ิสารสีจากเช้ือรา M. purpereus TISTR 3541 ด้วยเทคนิค 
column chromatography ดดัแปลงจากวิธีการของ Kim et al. (2006b) 

น าสารสกดัหยาบจากข้อ 3.3 มาท าบริสุทธิด์้วยเทคนิค column chromatography 
เริม่ตน้จากหาระบบของอตัราส่วนตวัชะทีเ่หมาะสมระหวา่งตวัท าละลาย 2 ชนิด คอื คลอโรฟอรม์
และเมทานอล ที่สามารถท าให้สารสีแต่ละชนิดแยกออกจากกันด้วยเทคนิค prep-TLC 
(preparative-thin layer chromatography) จากนัน้น าสารสกดัหยาบจากขา้วแดงมาละลายด้วย
ตวัชะดงักล่าวขา้งต้น ดูดแบ่งสารละลายขา้วแดง ปรมิาตร 10 มลิลลิติร ผสมกบั silica gel 
ปรมิาณ 1 กรมั (หรอืเตมิในสดัส่วนที ่silica gel สามารถดดูซบัสารละลายขา้วแดงได้หมดพอดี) 
ซึ่ง silica gel จะดูดซบัสารละลายเอาไว ้จากนัน้น า silica gel ใส่ลงในคอลมัน์ขนาด 70x300 
มลิลเิมตร ท าการแยกสารสแีดงออกมาด้วยสารละลายผสมระหว่างคลอโรฟอร์มและเมทานอล 
น าสารละลายตวัอย่างที่ได้ไประเหยตวัท าละลาย (คลอโรฟอร์มและเมทานอล) ออกจนแห้ง 
ต่อมาน าสารสทีีไ่ดจ้ากการท า column chromatography มาตรวจสอบความบรสิุทธิด์้วยเทคนิค 
prep-TLC โดยใชต้วัท าละลายผสมระหวา่งคลอโรฟอรม์ : เอทานอล : น ้า ในอตัราส่วน 65 : 25 : 
4 (v/v) 

3.5 ผลของสารสกดัหยาบข้าวแดงและสารสีแดงจากเช้ือรา M. purpereus TISTR 3541 
ต่อเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อโรคในพืชด้วยเทคนิค agar well-diffusion assays 

ท าการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคในพชื (ดงัตารางที่ 1) ในอาหาร nutrient 
glucose broth (NGB) จนไดค้่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากบั 
0.2 ซึง่จะมปีรมิาณเชือ้ประมาณ 108-109 CFU/ml ต่อมาดูดสารละลายเชื้อปรมิาตร 1 มลิลลิติร 
เกลีย่บนอาหารแขง็ NGA ท าการเจาะวุน้ด้วย cork borer ที่ปราศจากเชื้อ หยดสารละลายของ
สารสกดัหยาบข้าวแดงและสารสแีดงจากเชื้อรา M. purpereus TISTR 3541 ที่ระดบัความ
เขม้ขน้ 200 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และสารสเีหลอืงที่ความเขม้ขน้ 100 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ลง
ในหลุมทีเ่จาะไว ้ปรมิาตร 50 ไมโครลติร โดยใช้ยาปฏชิวีนะ streptomycin ที่ความเขม้ขน้ 100 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติรและ DMSO เป็นกลุ่มควบคุม ดงัต่อไปนี้ 
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จากนัน้ท าการบ่มอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 29oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท าการ

ทดลองทัง้หมด 3 ซ ้า บนัทกึผลโดยการสงัเกตวงใสที่เกดิขึน้ ถ้าเกดิวงใสแสดงว่าสารสกดั
หยาบ สารสแีดงและสารสเีหลอืงจากเชือ้ราโมแนสคสัสามารถยบัย ัง้การเจรญิเตบิโตของเชื้อ
แบคทเีรยีทีน่ ามาใชท้ดสอบได ้

ตารางที ่1 แบคทเีรยีทีก่่อใหเ้กดิโรคในพชืซึง่น ามาใชใ้นการทดลอง 

แบคทีเรีย 
Host plants โรค 

1. X. axonopodis pv. citri Crucifer 
Lemon 

Black rot 
Canker 

2. R. solanacearum Potato Ralstonia wilt 
 
3.6 การหาความเข้มข้นต า่สุดในการยบัยัง้ (minimum inhibitory concentra tion, MIC) 
และฆ่าเช้ือ (minimum bactericidal concentration, MBC) 
 การหาความเขม้ขน้ต ่าสุดทีส่ามารถยบัย ัง้ (MIC) และฆ่าเชือ้ (MBC) แบคทเีรยีเป้าหมาย
ดว้ยเทคนิค well-diffusion assays ท าไดโ้ดยการเจอืจางสารสกดัหยาบขา้วแดงและสารสแีดง ใน
เอทานอล ความเขม้ขน้ 95% ให้ได้ช่วงความเขม้ขน้ตัง้แต่ 1.56 ถึง 100 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 
และยา streptomycin ในน ้ากลัน่ปราศจากเชื้อ ให้ได้ช่วงความเข้มข้นตัง้แต่ 0.0156 ถึง 1 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร จากนัน้ดดูสารละลายที่ระดบัความเขม้ขน้ขา้งต้น ปรมิาตร 50 ไมโครลติร 
ใส่ลงในหลุมของจานอาหาร NGA ที่มีการเกลี่ยเชื้อแบคทเีรยีทดสอบที่มคีวามเข้มข้น 105 
CFU/ml บ่มเชื้อที่ 29 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สงัเกตวงใสที่เกดิขึน้ โดยความ
เขม้ขน้ต ่าสุดของสารทีท่ าเกดิวงใส ถอืวา่เป็นค่า MIC จากนัน้น าห่วงเขีย่เชื้อ (loop) แตะบรเิวณ

ยาปฏิชีวนะ (Positive control) 

DMSO (Negative control) 

สารสีสีแดง สารสีสีเหลือง 
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วงใส ไปขดีเชื้อบนอาหาร NGA จานใหม่ บนัทกึผลว่าค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดที่ไม่พบการเจรญิ
ของเชือ้บนจานอาหารเลีย้งเชือ้เป็นค่า MBC ท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ ้า 

3.7 การศึกษาผลของสารสีแดงจากเช้ือรา M. purpereus TISTR 3541 ต่อเซลล ์           
X. axonopodis pv. citri ดดัแปลงจากวิธีการของ Kim et al. (2006b) 
 3.7.1 ดภูายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงอลุตร้าไวโอเลต 
 ท าการเลี้ยงแบคทีเรยี X. axonopodis pv. citri ที่ก่อให้เกิดโรคในพชืในอาหารเหลว 
NGB จนได้ค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากบั 0.2 ซึ่งจะได้
ความเขม้ขน้ของเซลลป์ระมาณเป็น 108-109 CFU/ml จากนัน้ท าการเตมิสารสแีดงลงไปที่ความ
เขม้ขน้ระดบัค่า MIC โดยใช้เอทานอล ความเขม้ขน้ 95% เป็นกลุ่มควบคุม จากนัน้ท าการบ่ม
อาหารเป็นเวลา 3 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาน าไปส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลงัขยาย 1,000 
เท่า ท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ ้า 
 3.7.2 ผลต่อค่า hydrophobicity ท่ีผิวเซลล ์(cell-surface hydrophobicity) 
 ใช้วธิ ีmicrobial adhesion to hydrocarbon (MATH) test ตามวธิกีารของ Martin et al. 
(1989) โดยน าเซลลแ์บคทเีรยี X. axonopodis pv. citri ทีเ่จรญิในอาหารเหลว NGB ซึง่มกีารเตมิ
สารสแีดงที่ระดบัความเขม้ขน้ 1/4MIC, 1/2MIC และ MIC มาท าการล้างตะกอนเซลล์ 2 ครัง้ 
และละลายใน sterile saline (0.85%) จนไดค้่าการดดูกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
เท่ากบั 0.3 น าสารละลายเซลล์ปรมิาตร 3 มลิลลิติร ใส่หลอดทดลองหลอดใหม่ พร้อมกบัเตมิ 
toluene ปรมิาตร 0.25 มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเป็นเวลา 2 นาท ีแลว้ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิ้อง
นาน 10 นาที หลงัจาก toluene แยกชัน้กบัน ้า ดูดแยกชัน้ส่วนที่เป็นน ้าออกมาใส่ในหลอด
ทดลองใหม่ วดัค่าการดูดกลนืแสงของส่วนที่เป็นน ้าดงักล่าวที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
โดยทีก่ลุ่มควบคุมจะประกอบด้วยเซลล์ที่มกีารเตมิหรอืไม่มกีารเตมิ 1% (v/v) เอทานอล ความ
เขม้ขน้ 95% แลว้น าไปค านวณ ดงัสตูร 

 The hydrophobicity index (HPBI)  =  (OD เริม่ต้น - OD สดุทา้ย / OD เริม่ต้น) x 100 

 ถ้าค่าทีไ่ดม้ากกวา่ 70% จะถอืวา่เป็น hydrophobic 

 3.7.3 ผลต่อการยึดเกาะต่อผิวแก้ว (adherence to smooth glass surfaces) 
 ผลของสารสแีดงต่อการยดึเกาะ ดจูากการยบัย ัง้ความสามารถของเซลล์ในการยดึเกาะ
ต่อผวิแก้ว ตามวธิกีารของ Segal et al. (1985) โดยท าการเลี้ยงเชื้อแบคทเีรยี X. axonopodis 
pv. citri ในอาหารเหลว NGB เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เตมิ 2% (w/v) sucrose สารสี
แดงที่ระดบัความเขม้ขน้ 1/4MIC, 1/2MIC และ MIC โดยใช้ 1% (v/v) เอทานอล ความเขม้ขน้ 
95% เป็นกลุ่มควบคุม แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูม ิ29 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนัน้
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ยา้ยไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง เขย่าหลอดทดลองเบา ๆ เท
ของเหลวทัง้หมดออกจากหลอดทดลอง จากนัน้ท าการละลายเซลลท์ี่เกาะที่ผวิด้านในของหลอด
ทดลองด้วย NaOH 0.5 M ป ัน่ตกตะกอนและล้างเซลล์ รวมถึงท าการละลายตะกอนเซลล์ด้วย 
saline ต่อมาวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ 600 นาโนเมตร โดยใช้อาหารเหลว NGB ที่มเีชื้อทดสอบ
เป็น positive control 
 3.7.4 ผลต่อการเกาะกลุ่มของเซลล ์(cellular aggregation) 
 ศกึษาการเกาะกลุ่มของเซลล์ใน dextran T2000 ตามวธิกีารของ Murchison et al., 
(1981) โดยน าเซลลแ์บคทเีรยี X. axonopodis pv. citri ที่มคีวามขุ่นที่ OD600 เท่ากบั 0.8 มาบ่ม
ร่วมกบัสารสแีดงที่ระดบัความเขม้ขน้ 1/4MIC, 1/2MIC และ MIC จากนัน้บ่มที่อุณหภูม ิ29 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนัน้เติม dextran ลงไป โดยที่กลุ่มควบคุมจะ
ประกอบดว้ยเซลลท์ีม่หีรอืไม่มกีารเตมิ 1% (v/v) เอทานอล ความเขม้ขน้ 95% การเกาะกลุ่มของ
เซลลจ์ะบนัทกึผลเป็นช่วงคะแนน ตัง้แต่ 0 ถงึ 4+ โดยก าหนดช่วงคะแนนดงันี้ 
  0 คอื ไม่มกีารเกาะกลุ่ม 
  1+ คอื เกาะกลุ่มเลก็น้อย หลอดอาหารยงัขุน่ 
  2+ คอื เกาะกลุ่มเป็นก้อนเลก็ ๆ มองเหน็ได้ด้วยตาเปล่า หลอดอาหาร
   ยงัขุน่ 
  3+ คอื เกาะกลุ่มเป็นกอ้นมากขึน้ หลอดอาหารใสเพิม่มากขึน้ 
  4+ คอื เกาะกลุ่มเป็นกอ้นใหญ่ หลอดอาหารใส 
 3.7.5 การศึกษา Viability test โดยใช้สีย้อม methylene blue 
 ท าการเลีย้งแบคทเีรยี X. axonopodis pv. citri ในอาหารเหลว NGB จนได้ความเขม้ขน้
ของเซลลเ์ป็น 108-109 CFU/ml จากนัน้ท าการเตมิสารสกดัสารสแีดง (ละลายในน ้ากลัน่) ทีค่วาม
เขม้ขน้เท่ากบัค่า MIC ลงไป ในขณะที่กลุ่มควบคุมจะเตมิน ้ากลัน่ลงไป จากนัน้บ่มที่อุณหภูม ิ
29oC เป็นเวลา 6 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาท าการยอ้มเซลลด์ว้ยสยีอ้ม 0.1% methylene blue ทิ้งไว้
ใหแ้หง้ แลว้น าไปส่องดภูายใตก้ลอ้ง ท าการทดลองทัง้หมด 3 ซ ้า (Kim et al., 2006b) 
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3.8 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบข้าวแดงในการควบคุมการเกิดโรคพืช
บางชนิดในเรือนทดลอง 
 3.8.1 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบข้าวแดงในการควบคุมโรค
เห่ียวของมะเขือเทศท่ีมีสาเหตุจากเช้ือ R. solanacearum ตามวิธีการของจิตรยา จารุ
จิตร (2552) 
 เตรยีมสารสกดัหยาบข้าวแดง โดยสกดัตามวธิกีารขอ้ 3.3 จากนัน้น ามาผสมน ้าใน
อตัราส่วน 1:10 (v/v) และน ามาราดโคนต้นมะเขอืเทศอายุ 60 วนั ปรมิาตร 100 มลิลลิติรต่อ
กระถาง ก่อนการปลกูเชือ้ 1 วนั ท าการปลกูเชือ้โดยน าเชื้อ R. solanacearum ปรมิาณ 108-109 
CFU/ml มาปลูกเชื้อที่ต้นพชืด้วยวธิรีาดที่โคนต้นมะเขอืเทศ ในปริมาตร 100 มิลลลิิตรต่อ
กระถางซึง่มดีนิน ้าหนกั 1 กโิลกรมั หลงัจากนัน้ราดทีโ่คนตน้มะเขอืเทศด้วยสารสกดัหยาบขา้ว
แดงทีผ่สมน ้าเรยีบรอ้ยแลว้ ภายหลงัปลกูเชือ้แลว้สปัดาหล์ะ 1 ครัง้ รวมทัง้หมด 6 สปัดาห์ วาง
แผนการทดลองแบบสุ่มในบลอคสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design, RCBD) ท า
การทดลอง treatment ละ 3 ซ ้า ๆ ละ 5 ตน้ ดงันี้ 
 
 T1 = ปลกูเชือ้ R. solanacearum และราดน ้าผสมเอทานอลสดัส่วน 1:10 ครัง้ละ 100 
  มลิลลิติรต่อกระถาง 1 วนั ก่อนปลูกเชื้อ R. solanacearum และหลงัจากปลูก
  เชือ้สปัดาหล์ะ 1 ครัง้ รวม 6 สปัดาห ์(positive control) 
 T2 = ราดสารสกดัหยาบราขา้วแดงครัง้ละ 100 มลิลลิติรต่อกระถาง 1 วนั ก่อนปลูก
  เชือ้ R. solanacearum และหลงัจากปลกูเชือ้สปัดาหล์ะ 1 ครัง้ รวม 6 สปัดาห ์
 T3 = ใชน้ ้าผสมเอทานอลสดัส่วน 1:10 เพยีงอยา่งเดยีว (negative control) 
 
 บนัทกึผลการทดลองโดยนบัจ านวนตน้ทีแ่สดงอาการเหีย่วทุกสปัดาหแ์ละตรวจสอบการ
เขา้ท าลายและความรุนแรงของเชือ้ R. solanacearum ภายในตน้มะเขอืเทศเป็นเวลา 6 สปัดาห ์
เพื่อค านวณหาเปอรเ์ซน็ตก์ารรอดตายและความรุนแรงของโรค ศกึษาจ านวนประชากรเชื้อโดย
เกบ็ตวัอย่างดนิทุกสปัดาห์จากบรเิวณรากต้นมะเขอืเทศที่เป็นโรคมา ท าการแยกเชื้อโดยน า
ตวัอย่างดินน ้าหนัก 1 กรมั มาละลายในน ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วปรมิาตร 9 มลิลลิติร เขย่า
ประมาณ 30 นาท ีแลว้น ามาแยกเชื้อโดยวธิ ีdilution plate method ตรวจนับปรมิาณประชากร
ของเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ mSM-1 (ปิยรตัน์, 2541) 
 
 การรอดตายของมะเขอืเทศ (%) = จ านวนตน้มะเขอืเทศทีร่อดตาย     x 100 
       จ านวนตน้มะเขอืเทศทัง้หมด 
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 ระดบัความรุนแรงของโรคเหีย่ว :  1 = พชืไม่แสดงอาการ 
      2 = ใบแสดงอาการเหีย่ว 1 ใบ 
      3 = ใบแสดงอาการเหีย่ว 2-3 ใบ    
      4 = ใบแสดงอาการเหีย่ว 4 ใบหรอืมากกวา่    
      5 = พชืตาย 
 
 3.8.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบข้าวแดงในการควบคุมโรค
แคงเกอร ์(canker) ของมะนาวท่ีมีสาเหตจุากเช้ือ X. axonopodis pv. citri ดดัแปลงจาก
วิธีการของ Leksomboon et al. (2001) 
 ศกึษาผลของสารสกดัหยาบขา้วแดงในการยบัย ัง้โรคแคงเกอรบ์นใบตน้มะนาวทีม่อีาย ุ6 
เดอืน โดยท าการเจาะใบของตน้มะนาวดว้ยเขม็เขีย่เชือ้ จากนัน้ท าการหยดเชื้อ X. axonopodis 
pv. citri ทีเ่ลีย้งในอาหาร NGB ความเขม้ขน้ประมาณ 108-109 CFU/ml ปรมิาตร 5 ไมโครลติร 
ลงบนรอยเจาะที่ใบใบละ 4 แผล โดยใช้จ านวนต้นมะนาว 10 ต้น ต้นละ 5 ใบ รวม 200 แผล 
เตรยีมสารสกดัหยาบขา้วแดง โดยสกดัตามวธิกีารขอ้ 3.3 จากนัน้น ามาผสมน ้าในอตัราส่วน    
1:5 (v/v) ต่อมาท าการพ่นสารสกดัหยาบขา้วแดง ภายหลงัจากการปลูกเชื้อนาน 30 นาท ีโดย
วางแผนการทดลองแบบสุ่มในบลอคสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design, RCBD) 
ท าการทดลอง treatment ละ 3 ซ ้า ๆ ดงันี้  
 
 T1 = ปลกูเชือ้ X. axonopodis pv. citri พรอ้มพ่นน ้าผสมเอทานอลสดัส่วน 1:10  
  เพยีงอยา่งเดยีว (negative control) 
 T2 = พ่นสารสกดัหยาบขา้วแดง ตน้ละ 200 มลิลลิติร ภายหลงัจากการปลูกเชื้อนาน 
  30 นาทแีละหลงัจากปลกูเชือ้สปัดาหล์ะ 1 ครัง้ รวม 6 สปัดาหเ์พยีงอยา่งเดยีว 
 T3 = หยดอาหารเปล่าทีป่ราศจากเชือ้ 
 
 บนัทกึผลการทดลองโดยนบัจ านวนตน้ทีแ่สดงอาการของโรคทุกสปัดาห์และตรวจสอบ
การเขา้ท าลายและความรุนแรงของเชือ้บนใบของต้นมะนาวเป็นเวลาอย่างน้อย 4 สปัดาห์ เพื่อ
ค านวณหาเปอร์เซน็ต์การเกดิโรคและความรุนแรงของโรค แล้วน ามาวเิคราะห์ความแตกต่าง
ทางสถติดิว้ย LSD 
 
 
 
 

23 



2 
 

 เปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิโรค =  จ านวนแผลปลกูเชือ้ทีแ่สดงอาการโรคแคงเกอร ์x 100 
              จ านวนแผลปลกูเชือ้ทัง้หมด 
  
 ระดบัความรุนแรงของแผลปลกู : 1 = เกดิแผลขนาดเลก็พบดา้นใดดา้นหนึ่ง 
       2 = เกดิแผลสะเกด็ขนาดเลก็ 
       3 = เกดิแผลสะเกด็ขนาดปานกลาง 
       4 = เกดิแผลสะเกด็ขนาดใหญ่ฟูนูน ไม่มวีงสเีหลอืง
             ลอ้มรอบ  
       5 = เกดิแผลสะเกด็ขนาดใหญ่ฟูนูน และมวีงสเีหลอืง
             ลอ้มรอบ 
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บทท่ี 4 
ผลการศึกษา 

4.1 การผลิตสารสีจากรา M. purpureus TISTR 3541 บนอาหารแขง็โดยการหมกัด้วย
ข้าวหอมมะลิ 
 ราโมแนสคัสหลาย ๆ สายพันธุ์ มีประสิทธิภาพสูงในการผ ลิตสารสี อาทิเช่น               
M. purpereus, M. pilosus, M. ruber และ M. anka (Cheng et al., 2012a,b) ในการผลติสารสี
นัน้สามารถท าได้ 2 รูปแบบ คอื การหมกับนอาหารแขง็ (solid -state fermentation : SSF) 
เช่น ขา้ว เป็นต้น ข้าวจดัเป็นอาหารแขง็ที่เหมาะสมที่สุด ต่อการผลิตสารสีจากราโมแนสคสั 
เนื่องจากมปีรมิาณคารโ์บไฮเดรตและโปรตนีสงู จงึจดัเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่
เหมาะสมและเพยีงพอต่อการเจรญิเตบิโตของรา นอกจากนี้การหมกัเพื่อผลติสารสโีดยใช้ขา้ว 
สามารถน ามาท าใหแ้หง้และบดใหล้ะเอยีด ใชเ้ป็นสผีสมอาหารไดโ้ดยตรง และการหมกัรูปแบบ
ถดัมา คอื การหมกับนอาหารเหลว (liquid-state fermentation : LSF) การหมกับนอาหารเหลว
นัน้ จะต้องมกีารสกดัสารสอีอกมาก่อนจงึจะน าไปใช้ การหมกับนอาหารแขง็มขีอ้ด ีคอื  ท าได้
ง่าย มกีารสญูเสยีผลผลติระหวา่งกระบวนการสกดัน้อย กระบวนการยบัย ัง้การผลติผลติภณัฑ์
สุดท้ายน้อย ผลิตภณัฑ์ที่ได้สูญเสียสภาพน้อย เกิดของเสียที่เป็นอนัตรายน้อยกว่า กู้คืน
ผลติภณัฑ์ได้ง่าย และให้ผลผลติสูงกว่าการหมกัแบบเหลว (Joshi et al., 2003; Lee et al., 
2002)  
 จากการศกึษาของเรณู ป่ินทอง และจุลยุทธ บุญสร้างสม (2546) พบว่าสายพนัธุ์ของ 
เชือ้ราโมแนสคสัและชนิดของขา้ว มผีลต่อปรมิาณสารสแีดงและสารซติรนิินซึ่งเป็นสารพษิที่รา
โมแนสคสัผลติขึน้มา โดยพบวา่รา M. purpureus ATCC 16365 เป็นราที่ผลติสารสแีดงได้มาก
ที่สุดและให้ปรมิาณสารซติรนิินค่อนขา้งต ่า ในขณะที่การใช้ขา้วหอมมะลเิป็นแหล่งอาหาร ให้
ปรมิาณสารสแีดงสงูทีสุ่ดและก่อใหเ้กดิการผลติสารซติรนิินต ่าที่สุด เมื่อเปรยีบเทยีบกบัขา้วเจ้า
พจิติรและขา้วซอ้มมอื  
 ส าหรบัการศกึษาครัง้นี้ได้เลอืกใช้รา M. purpureus TISTR 3541 และขา้วหอมมะล ิใน
การเป็นสายพนัธุแ์ละแหล่งอาหารเพื่อผลติสารสแีดง โดยผลการศกึษาพบวา่ระยะ 2 วนัแรกของ
การหมกัเชือ้จะมกีารเจรญิเตบิโตบนเมลด็ขา้วอยา่งชา้ ๆ พอเขา้สู่วนัที่ 5 ของการหมกั เชื้อรามี
การเจรญิเตบิโตบนเมลด็ขา้วเพิม่มากขึน้ ขา้วมสีแีดงเพิม่มากขึน้ จนเขา้สู่วนัที่ 7 ขา้วทุกเมลด็
จะเริม่มสีแีดงมากขึน้ และจะเพิม่มากขึน้เรื่อย ๆ ตามระยะเวลาการหมกัทีเ่พิ่มขึน้ ดงัภาพที ่7  
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ภาพที่ 7 แสดงการเจรญิเตบิโตของรา M. purpureus TISTR 3541 ที่หมกับนขา้วหอมมะลิ
 ภายใน 14 วนั 

 
สารสสี่วนใหญ่ที่ได้จากราโมแนสคสั มที ัง้ที่สามารถละลายน ้าและไม่ละลายน ้าแต่ส่วน

ใหญ่มกัจะเป็นสารสีที่ไม่ละลายน ้า เนื่องจากสารสีจากราโมแนสคัสมีสภาพขัว้ค่อนข้างต ่า   
(Qian and Wu, 2010) ดงันัน้จงึสามารถสกดัสารสดี้วยตวัท าละลายอนิทรยี ์เช่น n-hexane, 
benzene, methanol, ethanol เป็นต้น การสกดัสารสสี่วนใหญ่จะใช้เอทานอลที่ความเขม้ขน้  
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ต่าง ๆ กนัในการสกดั (Babitha et al., 2006, 2007; Lai et al., 2011) จากนัน้ท าการหาปรมิาณ
สารสที ัง้หมดด้วยการวดัค่าการดูดกลนืแสง ซึ่งแต่ละสารสจีะมคี่าความยาวคลื่นแสงที่จ าเพาะ 
แต่ละชนิดไม่เท่ากนั จงึท าให้ทราบปรมิาณสารสแีต่ละชนิดได้ (Hajjaj et al., 2012; Hu et al., 
2012; Lai et al., 2011; Silveira et al., 2013)  

Carvalho et al. (2007) ระบุวา่ตวัท าละลายเอทานอลความเขม้ขน้ 95% และเมทานอล 
มปีระสทิธิภาพดสีุดในการสกดัสารสจีากราโมแนสคสัที่ใช้กากมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งอาหาร 
ดงันัน้การศกึษาครัง้นี้จงึใชต้วัท าละลายสามชนิดในการสกดัสารสจีากขา้วแดง ประกอบไปด้วย
เมทานอล เอทานอลเกรดวเิคราะหแ์ละเอทานอลเกรดการคา้ ต่อมาหาปรมิาณสารสต่ีาง ๆ ด้วย
การวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่นต่าง ๆ กนั เพื่อหาชนิดตวัท าละลายที่เหมาะสมที่
สามารถสกดัสารสแีดงออกมาไดม้ากทีสุ่ด 

ผลการศกึษาพบว่าประสทิธภิาพในการสกดัสารสีจากขา้วแดงของตวัท าละลายแต่ละ
ชนิดมคีวามใกลเ้คยีงกนัไม่มคีวามแตกต่างทางสถติ ิซึง่รอ้ยละของสารสกดัหยาบที่ได้จากตวัท า
ละลายทัง้สามมคี่าเท่ากบั 18.70.5, 170.8 และ 18.50.0 ตามล าดบั ดงัตารางที่ 2 การสกดั
ด้วยตวัท าละลายทัง้ 3 ชนิดสารสกดัหยาบที่ได้ จะประกอบด้วยปริมาณสารสแีดงมากที่สุด 
รองลงมาคอืสเีหลอืงและสสีม้ ตามล าดบั โดยปรมิาณสารสชีนิดต่าง ๆ ทีส่กดัดว้ยเมทานอล มคี่า
เท่ากบั 280.0, 21.50.6 และ 21.20.2 Au/g substrate ตามล าดบั สกดัด้วยเอทานอลเกรด
วเิคราะห์ มปีรมิาณสารสแีดง สีเหลอืงและสสี้ม เท่ากบั 23.31.01, 19.50.8 และ 15.60.7 
Au/g substrate ตามล าดบั และสกดัด้วยเอทานอลเกรดทางการค้า มีค่าเท่ากบั 25.40.9, 
21.51.7 และ 12.66.7 Au/g substrate ตามล าดบั ดงัตารางที ่3  

จากผลการทดลองดงักล่าวจะเหน็ได้ว่าประสทิธภิาพของตวัท าละลายเมทานอลและ    
เอทานอลเกรดทางการคา้ในการสกดัสารสแีดงไม่มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญัทางสถิต ิ
ดงันัน้ถ้าหากค านึงถึงต้นทุนในการเลอืกตวัท าละลายในการน าไปใช้จรงิ สรุปได้ว่าสามารถใช ้ 
ตวัท าละลายเอทานอลแบบการค้าในการใช้เป็นตวัท าละลายส าหรบัสกดัสารสี เนื่องจากมี
ประสทิธภิาพใกลเ้คยีงกบัตวัท าละลายบรสิุทธิ ์มคีวามเป็นพษิน้อยและยงัมรีาคาที่ถูกกว่า ท าให้
สามารถประหยดัตน้ทุน 

จากการเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพในการสกดัสารสแีดงระหว่างตวัท าละลายเอทานอล
เกรดวเิคราะห์ (ไม่มีน ้าเจอืปน) และเอทานอลเกรดการค้า (มีน ้าประมาณ 5%) พบว่าตวัท า
ละลายเอทานอลเกรดการค้ามีประสิทธิภาพดีกว่าเอทานอลเกรดวิเคราะห์ สอดคล้องกับ
การศกึษาของ Carvalho ในปี 2006 ระบุวา่สารสแีดงนัน้ ละลายได้ดใีนตวัท าละลายเอทานอลที่
มคีวามเขม้ขน้ 60-70% แสดงว่าการที่มนี ้าเจอืปนจะยิง่เพิม่ประสทิธภิาพในการสกดัสารสแีดง
ออกมาจากสารตัง้ตน้ 
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ตารางที ่2 แสดงรอ้ยละของสารสกดัหยาบขา้วแดงที่บ่มเป็นระยะเวลา 14 วนัที่สกดัด้วยตวัท า
ละลายอนิทรยี ์

ชนิดของตวัท าละลายอนิทรยี ์ รอ้ยละสารสกดัหยาบ (%yield) 

เมทานอล 18.70.5
a
 

เอทานอล (AR grade) 170.8
a
 

เอทานอล (commercial grade) 18.50.0
a
 

  หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยที่ตามหลงัด้วยอกัษรที่แตกต่างกนัในแนวตัง้มคีวามแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) โดยวธิ ีDuncan’s new multiple range test 

ตารางที ่3 แสดงปรมิาณสารสแีต่ละชนิด ในสารสกดัหยาบขา้วแดงที่บ่มเป็นระยะเวลา 14 วนั 
(หน่วยเป็น AU/g substrate) 

ชนิดของตวัท าละลายอนิทรยี ์ สารสเีหลอืง 
(400 nm) 

สารสสีม้  
(470 nm) 

สารสแีดง 
(500 nm) 

เมทานอล 21.50.6
cd

 21.20.2
bcd

 280.0
e
 

เอทานอล (AR grade) 19.50.8
bc

 15.60.7
ab

 23.31.01
cd

 
เอทานอล (commercial grade) 21.51.7

c
 12.66.7

a
 25.40.9

de
 

  หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยที่ตามหลงัด้วยอกัษรที่แตกต่างกนัในแนวตัง้มคีวามแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) โดยวธิ ีDuncan’s new multiple range test 

 ต่อมาท าการศกึษาหาระยะเวลาการหมกัทีเ่หมาะสมทีร่าโมแนสคสัมกีารผลติสารสแีดง
ลงสู่เมลด็ขา้วมากทีสุ่ด โดยท าการศกึษาระยะเวลาการหมกัขา้วตัง้แต่วนัที่ 7 ถึงวนัที่ 20 พบว่า
ปรมิาณสารสต่ีาง ๆ มแีนวโน้มเพิม่ขึน้ตามระยะเวลาการหมกั โดยปรมิาณสูงสุดของสารส ีพบ
ไดใ้นวนัที ่14 ของการหมกั โดยปรมิาณสารสแีดง สเีหลอืงและสสี้ม จะมคี่าเท่ากบั 41.10.81, 
37.530.45 และ 270.36 Au/g substrate ตามล าดบั หลงัจากนัน้ปรมิาณสารสสีแีดงและสาร 
สสีเีหลอืงค่อนขา้งจะคงที ่ไม่มกีารผลติเพิม่ขึน้ถงึแมร้ะยะเวลาการหมกัจะเพิม่ขึ้น ยกเวน้สารส ี
สสีม้ทีม่แีนวโน้มปรมิาณสารสลีดลงเมื่อระยะเวลาการหมกัผ่านไป 20 วนั ดงัภาพที ่8  
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ภาพที ่8 แสดงปรมิาณสารสแีดง สเีหลอืง และสสีม้ ที่ได้จากขา้วแดงช่วงระยะเวลาการหมกัตัง้ 
 แต่วนัที ่7 ถงึวนัที ่20 สกดัสารสดีว้ยตวัท าละลายเอทานอลเกรดทางการคา้ 
 
4.2 การท าบริสทุธ์ิเพ่ือแยกสารสีแดงจากสารสีชนิดอ่ืน ๆ  
 การแยกและท าบริสุทธิส์ารสีแดงจากสารสีอื่น ๆ มีหลายวิธีในการแยก อาทิเช่น 
column chromatography (CC), thin-layer chromatography (TLC), high-performance liquid 
chromatography (HPLC), capillary electrophoresis (CE) และ high speed counter-current 
chromatography การท า column chromatography เป็นเทคนิคที่นิยมใช้กนัอย่างแพร่หลาย  
ในการท าบรสิุทธิส์ารสจีากราโมแนสคสั จากนัน้จะน าไปท าให้บรสิุทธิย์ ิง่ขึน้ด้วยเทคนิค TLC 
และ HPLC (Kim et al., 2006b; Vidyalakshmi et al., 2009a) 
 การศกึษาครัง้นี้ท าการแยกสารสเีบือ้งตน้ดว้ยเทคนิค TLC เพื่อหาอตัราส่วนตวัชะทีเ่ป็น
สารละลายผสมระหว่างคลอโรฟอร์มและเมทานอลที่เหมาะสมในการท าบรสิุทธิ ์ (Kim et al., 
2006a,b) จากการศึกษาพบว่า อตัราส่วนที่เหมาะสมของตวัชะในการแยกสารสีต่าง ๆ ออก  
จากกนั คอื 9:1 (v/v) (คลอโรฟอร์ม : เมทานอล) เนื่องจากมกีารแยกสารสแีต่ละสอีอกจากกนั
อยา่งชดัเจน อตัราส่วนตวัท าละลายผสมดงักล่าวนี้สามารถแยกสารสเีหลอืงออกมาได้เป็นล าดบั
แรก จากนัน้ตามมาด้วยสารสสี้มและสารสแีดง ตามล าดบั เมื่อได้อตัราส่วนตวัชะที่เหมาะสม 
ต่อมาท าการแยกสารสแีดงด้วยเทคนิค CC ต่อไป (ภาพที่ 9) เมื่อได้สารสแีดงที่แยกได้จาก
เทคนิค CC แลว้ ตรวจสอบความบรสิุทธิข์องสารสแีดงทีไ่ดด้ว้ย prep-TLC ในระบบของตวัชะที่

37.530.45 

41.10.81 

270.36 

410.3 

370.4 

25.10.3 
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เป็นสารละลายผสมระหวา่ง คลอโรฟอรม์:เอทานอล:น ้า ในอตัราส่วน 65:25:4 (v/v) (Kim et al., 
2006b; Vidyalakshmi et al., 2009a) พบว่าสารสแีดงที่แยกได้นัน้ยงัมสีารสเีหลอืงผสมอยู ่
(ภาพที ่10) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่9 แสดงภาพการท า TLC เพื่อหาอตัราส่วนทีเ่หมาะสมของตวัชะระหวา่งคลอโรฟอรม์และ
 เมทานอล โดยที ่Y คอื สารสเีหลอืง O คอื สารสสีม้ และ R คอื สารสแีดง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
              
                                       (ก)           (ข) 
ภาพที ่10 แสดงการแยกสารสจีากสารสกดัหยาบขา้วแดงที่ผลติจากราโมแนสคสั ด้วยเทคนิค 
 column chromatography (ก) และการตรวจสอบความบริสุทธิส์ารสีแดงที่ได้ด้วย
 เทคนิค prep-thin layer chromatography (ข) 
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4.3 ศึกษาฤทธ์ิต้านแบคทีเรียของสารสกดัหยาบข้าวแดงและสารสีแดงต่อแบคทีเรีย
สาเหตโุรคพืช 
 จากการศึกษาก่อนหน้านี้ระบุถึงสมบตัิของสารสจีากราโมแนสคสั ว่ามปีระสทิธภิาพ
ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีห์ลาย ๆ กลุ่มได้ โดยเฉพาะอนุพนัธ์สารสแีดงที่ได้มาจาก
กรดอะมิโนตัง้ต้นในกลุ่ม hydrophobic ที่เติมลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อที่แตกต่างกนั จะเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการยับยัง้ เชื้อแบคทีเรีย ราและยีสต์ได้ดี โดยสารสีแดง จะไปเพิ่มค่า 
hydrophobic ใหก้บัเซลล ์สาเหตุเนื่องจากสารสทีีม่าจากกรดอะมโินตัง้ต้นในกลุ่ม hydrophobic 
ถูกดูดซบัไวท้ี่ผวิเซลล์ของจุลนิทรยีไ์ด้ดีกว่าสารสทีี่ผลติแบบวธิดี ัง้เดมิและสารสแีดงที่มาจาก  
อนุพนัธุ์ของกรดอะมโินในกลุ่ม hydrophilic ท าให้เซลล์เกาะกลุ่มกนัมากขึ้น ท้ายที่สุดจ ากดั  
การแพร่ออกซเิจนเขา้สู่เซลล์แบคทเีรยี เซลล์จงึถูกยบัย ัง้การเจรญิเตบิโตในที่สุด (Kim et al., 
2006b; Martínková et al.,1999) 
 การศกึษาครัง้นี้ ไดท้ าการศกึษาประสทิธภิาพของสารสกดัหยาบขา้วแดงและสารสแีดง
ในการยบัย ัง้เชือ้แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชื 2 ชนิด ประกอบด้วย X. axonopodis pv. citri สาเหตุ
โรคแคงเกอร์และ R. solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยว พบว่าสารสกดัหยาบขา้วแดงสามารถ
ยบัย ัง้แบคทเีรยีทัง้สองชนิดได ้โดยมเีสน้ผ่านศนูยก์ลางวงใส เท่ากบั 1.10.12 และ 1.050.06 
เซนตเิมตร ตามล าดบั ในขณะที่สารสแีดงสามารถยบัย ัง้เชื้อ X. axonopodis pv. citri ได้เพยีง
ชนิดเดียว โดยมีเส้นผ่านศูนยก์ลางวงใสเท่ากบั 1.150.06 เซนติเมตร ส่วนสารสีเหลืองไม่
สามารถยบัย ัง้เชือ้แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชืทัง้ 2 ชนิดนี้ได ้
 จะเหน็ไดว้า่เชือ้ R. solanacearum ถูกยบัย ัง้ไดเ้ฉพาะสารสกดัหยาบขา้วแดง ในขณะที่
สารสแีดงทีผ่่านการท าบรสิุทธิไ์ม่สามารถยบัย ัง้เชื้อชนิดนี้ได้ นัน่แสดงว่าเชื้อชนิดนี้อาจจะถูก
ยบัย ัง้การเจริญเติบโตด้วยสารชนิดอื่นที่ผลิตจากราโมแนสคสั จากการศึกษาก่อนหน้านี้มี
รายงานระบุว่าราโมแนสคสัสามารถผลิตสารพิษที่มีชื่อว่าซิตรินิน (citrinin) ซึ่งมีฤทธิต์้าน
เชื้อจุลนิทรยีช์นิดได้ (Sroykesorn et al., 2011) นอกจากนี้ยงัมรีายงานเพิม่เตมิว่าสารสสี้มมี
ฤทธิต์า้นจุลนิทรยีไ์ดเ้ช่นกนั แต่มฤีทธิต์้านเชื้อแบคทเีรยีได้น้อยกว่าสารสแีดง (Martínková et 
al., 1995) ดงันัน้จงึมคีวามเป็นไปได้ว่าเชื้อ R. solanacearum อาจจะถูกยบัย ัง้การเจรญิโดย   
ซติรนิินหรอืสารสสี้มที่พบในสารสกดัหยาบ ชนิดใดชนิดหนึ่งหรอืทัง้สองชนิดกเ็ป็นไปได้ ใน  
ทางตรงกนัขา้มสารสแีดงที่ผ่านการท าบรสิุทธิอ์าจจะไม่ปรากฏสารซติรนิินและสารสสี้มหรือ  
พบน้อยมากจนไม่มฤีทธิต์้านการเจรญิ จงึท าให้สารสแีดงที่ผ่านการท าบรสิุทธิไ์ม่มฤีทธิย์บัย ัง้
เชือ้ชนิดนี้ 
 ถงึแมส้ารสแีดงทีผ่่านการท าบรสิุทธิด์ว้ยเทคนิค CC จะยงัปรากฏสารสเีหลอืงปะปนอยู ่
แต่จากการทดลองจะเหน็ไดว้า่สารสเีหลอืงไม่มฤีทธิย์บัย ัง้เชือ้แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชืทัง้ 2 ชนิด
เลย ดงันัน้การทีส่ารสแีดงสามารถยบัย ัง้เชื้อ X. axonopodis pv. citri ได้ จงึน่าจะมฤีทธิม์าจาก
สารสแีดงเท่านัน้ 
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ตารางที ่4 แสดงเสน้ผ่านศนูยก์ลางวงใสในการยบัย ัง้แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชืของสารสกดัหยาบ
และสารสแีดง 

แบคทเีรยี เสน้ผ่าศนูยก์ลางวงใส (cm) 

สารสกดั
หยาบ 

(200 mg/ml) 

สารสแีดง 

(200 
mg/ml) 

สารสเีหลอืง 

(200 
mg/ml) 

Streptomycin 

(100 mg/ml) 

DMSO 

R. solanacearum 1.050.06 ND ND 3.950.06 ND 

X. axonopodis pv. citri 1.10.12 1.150.06 ND 
   
ND คอื No detection 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     (ก)     (ข) 
 
ภาพที ่11 แสดงวงใสที่เกดิจากการยบัย ัง้แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชื R. solanacearum (ก) และ            
 X. axonopodis pv. citri (ข) ดว้ยสารสกดัหยาบขา้วแดง สารสแีดงและสารสเีหลอืง โดย
 ที่ Cr คอื สารสกดัหยาบจากขา้วแดง R คอื สารสีแดง Y คอื สารสเีหลอืง PC คือ 
 positive control และ NC คอื negative control 
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4.4 ความเข้มข้นต า่สุดของสารสกดัหยาบข้าวแดงและสารสีแดงท่ีสามารถยบัยัง้การ
เจริญเติบโต (MIC) และฆ่าเช้ือ (MBC) แบคทีเรียสาเหตโุรคพืช 
 เมื่อศกึษาความเขม้ข้นต ่าสุดของสารสกดัหยาบขา้วแดงและสารสีแดงที่มฤีทธิย์บัย ัง้ 
(MIC) และฆ่าเชือ้ (MBC) แบคทเีรยี X. axonopodis pv. citri และ R. solanacearum พบวา่สาร
สกดัหยาบขา้วแดงและสารสแีดงมฤีทธิย์บัย ัง้การเจรญิเตบิโต (bacteriostatic) เท่านัน้ ไม่มฤีทธิ ์
ฆ่าเชือ้ (bactericidal) ต่อแบคทเีรยีสาเหตุโรคพชืทัง้สองชนิดที่น ามาศกึษา โดยสารสกดัหยาบ
ขา้วแดงมฤีทธิย์บัย ัง้เชื้อ X. axonopodis pv. citri ได้ดกีว่าเชื้อ R. solanacearum เนื่องจากค่า 
MIC ต่อเชือ้ X. axonopodis pv. citri มคี่าเท่ากบั 12.5 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ซึ่งต ่ากว่าค่า MIC 
ของสารสกดัหยาบขา้วแดงต่อเชื้อ R. solanacearum ซึ่งมคี่าเท่ากบั 25 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 
ในขณะที่สารสแีดงมคี่า MIC ต่อเชื้อ X. axonopodis pv. citri เท่ากบั 25 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 
(ตารางที ่5) แสดงวา่สารสแีดงมฤีทธิย์บัย ัง้ไดน้้อยกวา่สารสกดัหยาบขา้วแดง อาจเป็นไปได้ว่า
ในสารสกดัหยาบประกอบดว้ยสารหลายชนิด อาทเิช่น ซติรนิิน สารสสีม้ เป็นตน้ ซึง่เป็นสารที่มี
รายงานวา่มฤีทธิต์า้นจุลนิทรยี ์สารดงักล่าวอาจเสรมิฤทธิก์นั จงึท าใหค้่า MIC ต่อเชื้อแบคทเีรยี
ทีน่ ามาศกึษาในครัง้นี้จงึมคี่าต ่ากวา่ค่า MIC ของสารสแีดงเพยีงอยา่งเดยีว  

ตารางที่ 5 แสดงความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัหยาบขา้วแดงและสารสแีดงที่สามารถยบัย ัง้ 
(MIC) แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชื 

แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชื 
ค่า MIC (mg/ml) 

สารสกดัหยาบ สารสแีดง Streptomycin 

X. axonopodis pv. citri 12.5 25 0.25 

R. solanacearum 25 - 0.0625 

หมายเหต ุ  -  คอื สารสแีดงไม่มฤีทธิย์บัย ัง้เชือ้ R. solanacearum 
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4.5 การศึกษาผลของสารสีแดงต่อเซลลแ์บคทีเรียสาเหตโุรคพืช 

 4.5.1 ค่า hydrophobic ความสามารถในการยึดเกาะกบัพื้นผิวและการเกาะกลุ่ม
ของเซลล ์
 ในการยดึเกาะกบัเนื้อเยื่อต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็นแบคทเีรยีที่ก่อให้เกดิโรคในสตัวห์รอืพชื 
ปจัจยัหนึ่งที่ส าคญัที่มผีลต่อการยดึเกาะของแบคทเีรยี คอื ความเป็น hydrophobic ของผนัง
เซลลแ์บคทเีรยี 
 จากการศึกษาผลของสารสแีดงต่อค่า hydrophobic ความสามารถในการยดึเกาะกบั
พื้นผวิและการเกาะกลุ่มของเซลล์แบคทเีรยี X. axonopodis pv. citri พบว่าสารสแีดงสามารถ
เพิ่มสมบตัิความเป็น hydrophobic ให้กบัเซลล์ได้ โดยที่ระดบัความเขม้ข้น 1/4MIC (6.25 
มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) และ 1/2MIC (12.5 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) ความเป็น hydrophobic ของ
เซลล์มคี่าเท่ากบั 27.91.1 และ 29.81.9 ตามล าดบั ซึ่งไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญั
ทางสถติ ิจากกลุ่มควบคุมทีม่คี่า hydrophobic ของเซลลม์คี่าเท่ากบั 27.34.0 แต่ที่ระดบัความ
เขม้ขน้ของสารสแีดงเท่ากบั MIC (25 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) ความเป็น hydrophobic ของเซลล์
มคี่าเพิม่ขึน้แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) โดยมคี่า hydrophobic 
เท่ากบั 33.22.8 ซึง่ผลจากการทีเ่ซลลแ์บคทเีรยีมคี่าความเป็น hydrophobic เพิม่สงูขึน้ทีร่ะดบั
ความเขม้ขน้ MIC จงึท าใหค้วามสามารถของเซลลก์ลุ่มทีม่กีารเตมิสารสแีดงทีร่ะดบั MIC จงึยดึ
เกาะกบัพืน้ผวิไดส้งูขึน้ เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร ของกลุ่มทดลองที่มีการเติมสารสีแดงที่ระดับ MIC มีค่าเท่ากบั 0.0820.001 
ในขณะที่กลุ่มควบคุมมคี่าการดูดกลนืแสงเท่ากบั 0.0780.001 ในขณะที่กลุ่มทดลองที่มกีาร
เตมิสารสแีดงทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 1/4MIC และ 1/2MIC ค่าการดูดกลนืแสงไม่มคีวามแตกต่าง
จากกลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส าคญัทางสถิต ิโดยมีค่าเท่ากบั 0.0790.002 และ 0.0810.001 
ตามล าดบั (ตารางที่ 6) การที่สารสีแดงสามารถเพิ่มค่า hydrophobic ให้กบัเซลล์ได้ อาจ
เนื่องมาจากการศกึษาครัง้นี้ได้ท าการผลติสารสีบนอาหารแขง็ ซึ่งกค็อืขา้วหอมมะล ิซึ่งสมบตัิ
ทางเคมขีองขา้วจะประกอบไปดว้ยคารโ์บไฮเดรตและโปรตนีสูง ดงันัน้การที่เชื้อราเจรญิเตบิโต
และใชข้า้วเป็นแหล่งอาหาร อาจจะท าใหไ้ดอ้นุพนัธข์องสารสแีดงทีม่คีวามเป็น hydrophobic สงู 
จงึส่งผลท าใหค้่าความเป็น hydrophobic ของเซลลแ์บคทเีรยีทีไ่ดร้บัสารสแีดงเพิม่สูงขึน้ตามไป
ดว้ย 
 ถึงแม้สารสีแดงที่ระดบัความเข้มข้นเท่ากบั MIC สามารถไปเพิ่มสมบตัิความเป็น 
hydrophobic และเพิม่ความสามารถในการยดึเกาะพื้นผวิให้กบัเซลล์แบคทเีรยี X. axonopodis 
pv. citri แต่จากการศกึษาผลการเกาะกลุ่มของเซลลภ์ายหลงัจากการเตมิสารสแีดง พบว่าในทุก
กลุ่มการทดลอง ไม่วา่จะเป็นกลุ่มควบคุม (ไม่มกีารเตมิสารส)ี และกลุ่มเซลล์แบคทเีรยีที่มกีาร
เตมิสารสแีดงทีร่ะดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ เซลลไ์ม่มกีารเกาะกลุ่มทีจ่ะสามารถมองเหน็ได้ด้วยตา
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เปล่า (ตารางที่ 5) เนื่องมาจากว่าถึงแม้สารสแีดงที่ระดบัความเขม้ขน้ MIC จะเพิม่ความเป็น 
hydrophobic กต็าม แต่กไ็ม่มากเพยีงพอ (ไม่ถึง 70%) ที่จะท าให้เซลล์เกดิการเกาะกลุ่มเป็น
ก้อน ดงันัน้เพื่อพิสูจน์ว่าการเพิม่ความเป็น hydrophobic ของสารสีแดงที่ระดบัความเข้มข้น 
MIC มผีลเกีย่วขอ้งกบัการเกาะกลุ่มของเซลลห์รอืไม่ จะท าการสงัเกตลกัษณะของเซลล์ภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ต่อไป 

ตารางที ่6 แสดงผลของสารสแีดงต่อเซลลแ์บคทเีรยี X. axonopodis pv. citri  

ความเขม้ขน้ของ
สารสแีดง 
(mg/ml) 

Cell-surface 
hydrophobicity 

 

HPBI 

Cellular 
adherence 

Cellular 
aggregation 

O.D600 เริม่ต้น O.D600 สดุทา้ย 

6.25 0.310.01 0.220.01 27.91.1
a
 0.0790.002

a
 0 

12.5 0.310.01 0.220.01 29.81.9
a
 0.0810.001

ab
 0 

25 0.300.01 0.190.05 33.22.8
b
 0.0820.001

b
 0 

Control 0.300.01 0.220.01 27.34.0
a
 0.0780.001

a
 0 

  หมายเหต ุค่าเฉลีย่ทีต่ามหลงัดว้ยอกัษรที่แตกต่างกนัในแนวตัง้มคีวามแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) โดยวธิ ีDuncan’s new multiple range test 

 
 4.5.2 ศึกษาการจดัเรียงตวัของเซลลแ์ละศึกษาความมีชีวิต (viability test) โดย
ใช้สีย้อม methylene blue ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงอลุตร้าไวโอเลต 
 เมื่อศกึษาผลของสารสแีดงทีร่ะดบัความเขม้ขน้ MIC ต่อการเกาะกลุ่มและความมชีวีติ
ของเซลล์ X. axonopodis pv. citri จากการศกึษาพบว่าสารสแีดงมผีลท าให้เซลล์มกีารเกาะ
กลุ่มเป็นกอ้นขนาดเลก็เพิม่มากขึน้ (ภาพที่ 12ข) ในขณะที่กลุ่มควบคุมที่ไม่มกีารเตมิสารสี
แดงลงไป เซลลจ์ะไม่มกีารเกาะกลุ่ม (ภาพที ่12ก) ซึง่สอดคลอ้งกบัผลการทดลองก่อนหน้านี้
เนื่องจากสารสแีดงที่ระดบัความเขม้ขน้ MIC ไปเพิม่ค่าความเป็น hydrophobic ของเซลล ์   
X. axonopodis pv. citri ดงันัน้จงึมผีลท าใหเ้ซลลม์กีารเกาะกลุ่มเพิม่มากขึน้ 
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ภาพที ่12 แสดงการเกาะกลุ่มของเซลล ์X. axonopodis pv. citri เปรยีบเทยีบระหว่างเซลล์ที่
 ไม่มกีารเตมิสารสแีดง (ก) และเซลลท์ีไ่ดร้บัสารสแีดง (ข) ทีก่ าลงัขยาย 200 เท่า 
 
 จากนัน้ศกึษาความมชีวีติของเซลล ์X. axonopodis pv. citri ทีไ่ดร้บัสารสแีดงที่ระดบั
ความเขม้ขน้ MIC เปรยีบเทยีบกบัเซลล์ที่ได้รบัยาปฏชิวีนะ streptomycin และน ้ากลัน่ โดย
ศกึษาเปรยีบเทยีบความมชีวีติของเซลล ์ดว้ยการยอ้มดว้ยส ีmethylene blue ผลจากการยอ้ม
ด้วยสชีนิดนี้นัน้เซลล์ที่ยงัมชีวีติจะไม่สามารถยอ้มตดิสชีนิดนี้ได้ ในขณะที่เซลล์ที่ตายแล้ว
หรอืไม่มชีวีติ จะสามารถยอ้มตดิสชีนิดนี้ได ้
 ผลการศกึษาครัง้นี้ พบว่าเซลล์ที่ได้รบัสารสแีดงและเซลล์ที่มีการเตมิน ้ากลัน่ลงไป 
เซลลจ์ะไม่ตดิสยีอ้ม methylene blue (ภาพที ่13ก และ 13ข) จงึท าใหม้องเหน็เซลลม์ลีกัษณะ
ใส ๆ นัน่แสดงวา่เซลลท์ ัง้สองกลุ่มการทดลองยงัคงมชีวีติอยู ่ในขณะเซลลท์ีไ่ดร้บัยาปฏิชวีนะ 
streptomycin จะตดิสยีอ้ม methylene blue แสดงวา่เซลลท์ีไ่ดร้บัยาปฏชิวีนะ คอื เซลล์ที่ตาย
แลว้ (ภาพที ่13ค) เนื่องจากยาชนิดนี้มฤีทธิฆ์่าเชื้อ สอดคล้องกบัผลการทดลองในหวัขอ้ 4.4 
พบว่าสารสแีดงนัน้มฤีทธิย์บัย ัง้การเจรญิเตบิโตแต่ไม่มฤีทธิฆ์่าเชื้อ  X. axonopodis pv. citri 
ดงันัน้เซลลท์ีไ่ดร้บัสารสแีดงจงึไม่ตดิสยีอ้ม methylene blue เนื่องจากยงัคงมชีวีตินัน่เอง 
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ภาพที่ 13 แสดงการเปรยีบเทยีบความมชีวีติของเซลล์ X. axonopodis pv. citri ด้วยการยอ้ม
 ด้วยสี methylene blue ระหว่างเซลล์ที่การเติมน ้ากลัน่ (ก) เติมสารสีแดงที่ระดบั
 ความเข้มข้น MIC (25 มิลลกิรมัต่อมิลลิลติร) (ข) และเซลล์ที่ได้รบัสารยาปฏชิีวนะ 
 streptomycin ที่ระดบัความเขม้ขน้ 25 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร (ค) ที่ก าลงัขยาย 400 
 เท่า 
 
 จากผลการทดลองทัง้หมดดงักล่าว พอจะกล่าวถึงกลไกการยบัย ัง้การเจริญของเชื้อ
แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชืได้ว่า สารสแีดงที่ระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั MIC (25 มลิลิกรมัต่อ
มลิลิลติร) จะไปเพิม่ค่า hydrophobic ของเซลล์ X. axonopodis pv. citri ส่งผลท าให้เซลล์
แบคทเีรยีมกีารเกาะกลุ่มเขา้ด้วยกนัมากขึน้ สอดคล้องกบัการศกึษาของ Kim et al. (2006b) 
พบวา่สารสแีดงมฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีไ์ด้ โดยใช้เซลล์ E. coli เป็นกลุ่มศกึษา พบว่าสารสแีดงนัน้
จะไปห่อหุม้เซลล ์ท าใหเ้พิม่ค่า hydrophobic ของเซลล ์ท าใหเ้ซลลแ์บคทเีรยีมกีารเกาะกลุ่มเขา้
ดว้ยกนั ซึง่ผลจากการที่เซลล์แบคทเีรยีเกาะกลุ่มกนันี่เอง ท าให้การขนส่งของออกซเิจนเขา้สู่ 
ตวัเซลลล์ดลง ท าใหเ้ซลลถ์ูกยบัย ัง้การเจรญิในทีสุ่ด 
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4.6 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบข้าวแดงในการควบคมุการเกิดโรคพืช
บางชนิดในเรือนทดลอง 
 4.6.1 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบข้าวแดงในการควบคุมโรค
เห่ียวของมะเขือเทศท่ีมีสาเหตจุากเช้ือ R. solanacearum 
 จากการศกึษาประสทิธภิาพของสารสกดัหยาบขา้วแดงในการควบคุมโรคเหี่ยวของต้น
มะเขอื ทีม่สีาเหตุมาจากเชื้อ R. solanacearum ในเรอืนทดลอง เป็นระยะเวลานาน 6 สปัดาห ์
พบว่า สารสกัดหยาบข้าวแดงสามารถยบัย ัง้การเกิดโรคเหี่ยวในต้นมะเขือเทศได้ โดย
เปอร์เซน็ต์การรอดตายของต้นมะเขอืเทศที่ราดด้วยสารสกดัหยาบขา้วแดง (T2) มคี่าเท่ากบั 
33.3 ซึ่งแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถิตกิบักลุ่มควบคุม ที่ราดด้วยตวัท าละลาย (T1) โดย
เปอร์เซน็ต์การรอดตายของต้นมะเขอืเทศ มคี่าเท่ากบั 13.3 ในขณะที่กลุ่มควบคุมที่ไม่มกีาร
ปลกูเชือ้ลงไปและมกีารราดเฉพาะตวัท าละลายเพยีงอย่างเดยีว (T3) ไม่แสดงอาการเหี่ยวหรอื
แสดงอาการของโรค มเีปอรเ์ซน็ต์การรอดตายของต้นมะเขอืเทศ เท่ากบั 100 ส่วนระดบัความ
รุนแรงของโรค พบว่าในช่วงระยะเวลา 3 สปัดาห์แรก ต้นมะเขอืเทศที่ราดสารสกดัหยาบขา้ว
แดงสามารถลดระดบัความรุนแรงของโรคไดแ้ตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิเมื่อเปรยีบเทียบ
กบักลุ่มควบคุม แต่หลงัจากนัน้ระยะสปัดาหท์ี ่4-6 ความรุนแรงของโรค กลุ่มทีร่าดด้วยสารสกดั
หยาบขา้วแดงและกลุ่มควบคุมที่ราดตวัท าละลายไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถิต ิ
โดยความรุนแรงของโรคที่ 6 สปัดาห์ มคี่าเท่ากบั 4.7 และ 4.9 ตามล าดบั (ตารางที่ 7) อาจ
เนื่องมาจากสารสกดัหยาบขา้วแดง มฤีทธิย์บัย ัง้การเจรญิเตบิโตของเชื้อเท่านัน้ แต่ไม่มฤีทธิ ์ 
ฆ่าเชื้อ R. solanacearum จงึยงัคงมชีวีติอยู่ ดงันัน้เมื่อระยะเวลาผ่านไป 6 สปัดาห์ อาจจะมี
ความเป็นไปไดว้า่ฤทธิข์องสารสกดัหยาบขา้วแดงน้อยลงหรอืหมดไป และ/หรอืประกอบกบัเชื้อ
มกีารปรบัตวัต่อสารสกดัหยาบขา้วแดงได ้ดงันัน้เชือ้จงึมกีารเจรญิเตบิโตได้อกีครัง้ ส่งผลท าให้
ความรุนแรงของโรคกลุ่มทีไ่ดร้บัสารสกดัหยาบขา้วแดงกบักลุ่มที่ราดด้วยตวัท าละลาย มรีะดบั
ความรุนแรงทีไ่ม่มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ
 การศกึษาปรมิาณเชื้อ R. solanacearum จากดนิบรเิวณรากของต้นมะเขอืเทศ พบว่า 
ปรมิาณเชือ้เริม่ตน้ทีม่กีารปลกูลงดนิ มคี่าเท่ากบั 8.1 Log CFU/ml ปรมิาตร 100 มลิลลิติร/ดนิ 
1 กโิลกรมั (คดิเป็น 7.1 Log CFU/g) เมื่อน าดนิบรเิวณรากของต้นมะเขอืเทศมาท าการนับ
จ านวนดว้ยวธิ ีdilution plate method บนอาหาร mSM-1 พบวา่ หลงัการปลูกเชื้อลงในดนิปลูก
มะเขอืเทศ 1 สปัดาห์ ปริมาณเชื้อในแต่ละกลุ่มมีปริมาณเชื้อลดลงที่แตกต่างกนั โดยกลุ่ม
ควบคุม (T1) ทีม่กีารปลูกเชื้อและราดด้วยตวัท าละลาย มปีรมิาณเชื้อลดลงไม่แตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มทีม่กีารปลกูเชือ้และราดด้วยสารสกดัหยาบขา้วแดง 
(T2) โดยมปีรมิาณเชือ้เท่ากบั 4.19 และ 3.52 Log CFU/g ตามล าดบั จากนัน้ช่วงสปัดาห์ที่ 2-3 
ปรมิาณเชื้อยงัคงลดลงอย่างต่อเนื่อง โดยที่กลุ่ม T2 สามารถลดปรมิาณเชื้อลงได้แตกต่างกนั
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อยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม T1 โดยปรมิาณเชื้อในกลุ่ม T2 มคี่าเท่ากบั 
2.95 และ 2.91 Log CFU/g ตามล าดบั ในขณะทีก่ลุ่ม T1 มปีรมิาณเชือ้ เท่ากบั 3.76 และ 3.22 
Log CFU/g ตามล าดบั ต่อมาช่วงสปัดาหท์ี ่4-5 ปรมิาณเชือ้ทัง้สองกลุ่มทดลองยงัคงมแีนวโน้ม
ลดลง โดยปรมิาณเชือ้ทัง้สองกลุ่มไม่มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถิต ิโดยปรมิาณเชื้อ
ของกลุ่ม T2 มคี่าเท่ากบั 2.38 และ 1.98 Log CFU/g ตามล าดบั ในขณะที่กลุ่ม T1 มปีรมิาณ
เชือ้เท่ากบั 2.26 และ 2.13 Log CFU/g ตามล าดบั สปัดาห์ที่ 6 พบว่าปรมิาณเชื้อของกลุ่ม T2 
ลดลงอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม T1 โดยมปีรมิาณเชือ้เท่ากบั 1.29 และ 
1.64 Log CFU/g ตามล าดบั (ตารางที ่8) 

ตารางที ่7 ประสทิธภิาพของสกดัหยาบขา้วแดงในการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขอืเทศสาเหตุ
จากเชือ้ R. solanacearum ในเรอืนทดลองเป็นระยะเวลา 6 สปัดาห ์

 

กรรมวธิ ี

ความรุนแรงของโรค การรอดตาย 
(%) สปัดาห ์

1 2 3 4 5 6 

T1 1
 a

 1.3
 b

 2.3 c 3.1 
c
 3.5 

b
 4.9 

b
 13.3

 b
 

T2 1 
a
 1

 a
 1.3 

b
 2.6 

b
 3.3 

b
 4.7 

b
 33.3 

c
 

T3 1 
a
 1

 a
 1

 a
 1

 a
 1

 a
 1

 a
 100 

a
  

  หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยที่ตามหลงัด้วยอกัษรที่แตกต่างกนัในแนวตัง้มีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) โดยวธิ ีDuncan’s new multiple range test 
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ตารางที่  8 ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบข้าวแดงในการยับยัง้ ปริมาณเชื้อ                   
R. solanacearum (log CFU/g ของดนิ) ในเรอืนทดลองเป็นระยะเวลา 6 สปัดาห ์ 

กรรมวธิ ี ปรมิาณเชือ้ R. solanacearum (log CFU/g ของดนิ) 

สปัดาห ์1 สปัดาห ์2 สปัดาห ์3 สปัดาห ์4 สปัดาห ์5 สปัดาห ์6 

T1 4.19 
b
 3.76 

c
 3.22

 c
 2.26

 b
 2.13 

b
 1.64 

b
 

T2 3.52
 b

 2.95 
b
 2.91

 b
 2.38 

c
 1.98

 b
 1.29

 c
 

T3 0.0 
a
 0.0 

a
 0.0 

a
 0.0 

a
 0.0 

a
 0.0 

a
 

  หมายเหต ุค่าเฉลีย่ทีต่ามหลงัดว้ยอกัษรที่แตกต่างกนัในแนวตัง้มคีวามแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) โดยวธิ ีDuncan’s new multiple range test 

ปลูกเชื้อลงดินโดยใส่เชื้อความเขม้ขน้ 8.1 Log CFU/ml ปรมิาณ 100 มิลลิลิตร/ดนิ 1 
กโิลกรมั (คดิเป็น 7.1 Log CFU/g) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่14 แสดงการเปรยีบเทยีบความรุนแรงและการรอดตายของต้นมะเขอืเทศที่ระยะเวลา 
 6 สปัดาห ์โดยที ่A คอื กลุ่มควบคุมทีม่กีารปลกูเชือ้ R. solanacearum ร่วมกบัการ
 ราดตวัท าละลายน ้าผสมเอทานอล สดัส่วน 1:10 B คอื กลุ่มทดลองที่มกีารปลูกเชื้อ 
 R. solanacearum ร่วมกบัการราดสารสกดัหยาบขา้วแดง ในขณะที่ C คือ กลุ่ม
 ควบคุมทีไ่ม่มกีารปลกูเชื้อและราดด้วยตวัท าละลายน ้าผสมเอทานอล สดัส่วน 1:10 
 เพยีงอยา่งเดยีว 

A B C 
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 4.6.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบข้าวแดงในการควบคุมโรค
แคงเกอร ์(canker) ของใบมะนาวท่ีมีสาเหตจุากเช้ือ X. axonopodis pv. citri  
 การศกึษาประสทิธภิาพของสารสกดัหยาบขา้วแดงในการควบคุมโรคแคงเกอร์บนใบ
ของตน้มะนาว เป็นระยะเวลานาน 4 สปัดาห ์พบว่าสารสกดัหยาบขา้วแดงมปีระสทิธภิาพใน
การควบคุมโรคแคงเกอรท์ีม่สีาเหตุมาจากเชือ้ X. axonopodis pv. citri ได ้โดยเปอรเ์ซน็ต์การ
เกดิโรคของต้นมะนาวกลุ่มที่มกีารฉีดพ่นด้วยสารสกดัหยาบขา้วแดง (T2) มคีวามแตกต่าง
อยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิเมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุมที่มกีารฉีดพ่นด้วยตวัท าละลายน ้า
ผสมเอทานอล (T1) โดยเปอร์เซน็ต์การเกดิโรคมคี่าเท่ากบั 89.7 และ 95 ตามล าดบั แต่เมื่อ
ศกึษาระดบัความรุนแรงของโรค พบวา่ ระดบัความรุนแรงของโรคในกลุ่มทดลอง T1 และ T2 
มรีะดบัความรุนแรงเพิม่สงูขึน้ เมื่อระยะเวลาผ่านไป และความรุนแรงของโรคทัง้สองกลุ่ม ไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ นัน่แสดงว่าสารสกดัหยาบข้าวแดงไม่สามารถลด
ระดบัความรุนแรงของโรคแคงเกอร์ได้ โดยระดบัความรุนแรงของโรคที่ระยะเวลาสปัดาห์ที ่  
2-4 ของกลุ่มทดลองทีม่กีารฉีดพ่นดว้ยสารสกดัหยาบขา้วแดงมคี่าเท่ากบั 0.8, 1.7 และ 2.53 
ตามล าดบั ในขณะทีก่ลุ่มควบคุมทีม่กีารฉีดพ่นดว้ยตวัท าละลายเพยีงอยา่งเดยีวมคีวามรุนแรง
ของโรคเท่ากบั 0.7, 1.6 และ 2.53 ตามล าดบั (ตารางที ่9) 

ตารางที ่9 ประสทิธภิาพของสารสกดัหยาบขา้วแดงในการควบคุมโรคแคงเกอร์ของมะนาวที่
มสีาเหตุจากเชือ้ X. axonopodis pv. citri ในเรอืนทดลองเป็นระยะเวลา 4 สปัดาห ์

 

กรรมวธิ ี

ความรุนแรงของแผลปลกู 
 

เปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิ
โรค สปัดาหท์ี ่2 สปัดาหท์ี ่3 สปัดาหท์ี ่4 

T1 0.7 
b
 1.6 

b
 2.53 

b
 95 

c
 

T2 0.8 
b
 1.7 

b
 2.53 

b
 89.7 

b
 

T3 0 
a
 0 

a
 0 

a
 0 

a
 

  หมายเหต ุค่าเฉลีย่ทีต่ามหลงัดว้ยอกัษรที่แตกต่างกนัในแนวตัง้มคีวามแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) โดยวธิ ีDuncan’s new multiple range test 
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ภาพที ่15 แสดงการเปรยีบเทยีบความรุนแรงของการเกดิโรคแคงเกอร์ของใบต้นมะนาวที่มี
 การปลูกเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ที่ระยะเวลา 4 สปัดาห์ โดยที่ A คอืกลุ่ม
 ควบคุมที่มกีารฉีดพ่นด้วยตวัท าละลายน ้าผสมเอทานอล สดัส่วน 1:10 B คอื กลุ่ม
 ทดลองทีม่กีารฉีดพ่นดว้ยสารสกดัหยาบขา้วแดง ในขณะที ่C คอื กลุ่มควบคุมที่ไม่มี
 การปลกูเชือ้ แต่ใชอ้าหารเพยีงอยา่งเดยีวในการปลกูเชือ้ทีแ่ผลของใบตน้มะนาว 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

A B C 
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บทท่ี 5 
สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรปุผลการทดลอง 
 การวจิยัครัง้นี้ได้ศกึษาถึงประสทิธภิาพของสารสกดัหยาบขา้วแดงและสารสแีดงจาก
ขา้วแดงที่ผลติโดยเชื้อรา M. purpereus TISTR 3541 ในการยบัย ัง้แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชืที่
ส าคัญ 2 ชนิด ประกอบด้วย X. axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร์และ                        
R. solanacearum สาเหตุโรคเหีย่ว โดยท าการผลติสารสบีนอาหารแขง็ คอื ขา้วหอมมะล ิจาก
ผลการศกึษาพบวา่ระยะเวลาการหมกัที่ 14 วนัเป็นระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุด เนื่องจากมกีาร
ผลิตสารสชีนิดต่าง ๆ ได้ในปริมาณมากสุด โดยมีปรมิาณสารสแีดง สีเหลืองและสีส้ม มีค่า
เท่ากบั 41.10.81, 37.530.45 และ 270.36 (หน่วย Au/g substrate) ตามล าดบั 

จากนัน้ท าการสกดัหยาบด้วยตวัท าละลาย 3 ชนิด คือ เมทานอล เอทานอลเกรด
วเิคราะหแ์ละเอทานอลเกรดทางการคา้ พบวา่ประสทิธภิาพในการสกดัสารสจีากขา้วแดงของตวั
ท าละลายแต่ละชนิดมคีวามใกลเ้คยีงกนัโดยไม่มคีวามแตกต่างทางสถิต ิซึ่งร้อยละของสารสกดั
หยาบทีไ่ดจ้ากตวัท าละลายทัง้ 3 ชนิดมคี่าเท่ากบั 18.70.5, 170.8 และ 18.50.0 ตามล าดบั 
โดยการสกดัดว้ยตวัท าละลายทัง้ 3 ชนิดสารสกดัหยาบที่ได้ จะประกอบด้วยปรมิาณสารสแีดง
มากที่สุด รองลงมาคือสเีหลืองและสสี้ม ตามล าดบั โดยปริมาณสารสชีนิดต่าง ๆ ที่สกดัด้วย         
เมทานอล มคี่าเท่ากบั 280.0, 21.50.6 และ 21.20.2 ตามล าดบั สกดัด้วยเอทานอลเกรด
วเิคราะห์ มคี่าเท่ากบั 23.31.01, 19.50.8 และ 15.60.7 ตามล าดบั และสกดัด้วยเอทานอล
เกรดทางการค้า มคี่าเท่ากบั 25.40.9, 21.51.7 และ 12.66.7 ตามล าดบั ดงันัน้ถ้าหาก
ค านึงถึงต้นทุนในการเลือกตวัท าละลายในการน าไปใช้งานจริง สรุปได้ว่าสามารถใช้ตวัท า 
ละลายเอทานอลแบบการคา้ในการใชเ้ป็นตวัท าละลายส าหรบัสกดัสารส ีเนื่องจากมปีระสทิธภิาพ
ใกล้เคียงกบัตวัท าละลายบริสุทธิ ์มีความเป็นพษิน้อย และยงัมรีาคาที่ถูกกว่า ท าให้สามารถ
ประหยดัตน้ทุน  
 การท าบริสุทธิส์ารสกดัหยาบ เพื่อแยกสารสีแดงให้มีความบริสุทธิม์ากยิง่ขึ้น ด้วย
เทคนิค prep-thin layer chromatography และ column chromatography พบว่าอตัราส่วนตวั
ชะระหว่างคลอโรฟอร์มต่อเมทานอลที่เหมาะสมในการแยกสารสแีต่ละชนิดออกจากกนั คือ   
9:1 (v/v) 
 การศกึษาฤทธิก์ารยบัย ัง้แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชื ดว้ยสารสกดัหยาบขา้วแดง สารสแีดง
และสารสเีหลอืงดว้ยเทคนิค agar well-diffusion assay พบวา่สารสกดัหยาบขา้วแดงและสารสี
แดงมปีระสทิธภิาพในการยบัย ัง้เชื้อแบคทเีรยี X. axonopodis pv. citri และ R. solanacearum 
โดยสารสกดัหยาบขา้วแดงสามารถยบัย ัง้แบคทเีรียทัง้สองชนิดได้ มีเส้นผ่าศูนย์กลางวงใส 
เท่ากับ 1.10.12 และ 1.050.06 เซนติเมตร ตามล าดับ ในขณะที่สารสีแดงยบัย ัง้เชื้อ           
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X. axonopodis pv. citri ได้เพียงชนิดเดยีว โดยมเีส้นผ่าศูนย์กลางวงใสเท่ากบั 1.150.06 
เซนตเิมตร ส่วนสารสเีหลอืงไม่สามารถยบัย ัง้เชือ้แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชืทัง้ 2 ชนิดได ้
 การศึกษาความเข้มขน้ต ่าสุดของสารสกดัหยาบขา้วแดงและสารสแีดงที่มีฤทธิย์บัย ัง้ 
(MIC) และฆ่าเชือ้ (MBC) แบคทเีรยี X. axonopodis pv. citri และ R. solanacearum พบวา่สาร
สกดัหยาบขา้วแดงและสารสแีดงมฤีทธิย์บัย ัง้การเจรญิเตบิโต (bacteriostatic) เท่านัน้ ไม่มฤีทธิ ์
ฆ่าเชือ้ (bactericidal) แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชืทัง้สองชนิดทีน่ ามาศกึษา โดยสารสกดัหยาบขา้ว
แดงมฤีทธิย์บัย ัง้เชือ้ X. axonopodis pv. citri ไดด้กีวา่เชือ้ R. solanacearum เนื่องจากค่า MIC 
ต่อเชือ้ X. axonopodis pv. citri มคี่าเท่ากบั 12.5 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ซึ่งต ่ากว่าค่า MIC ของ
สารสกดัหยาบข้าวแดงต่อเชื้อ R. solanacearum ซึ่งมีค่าเท่ากบั 25 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 
ในขณะที่สารสแีดงมคี่า MIC ต่อเชื้อ X. axonopodis pv. citri เท่ากบั 25 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 
แสดงวา่สารสแีดงมฤีทธิย์บัย ัง้ไดน้้อยกวา่สารสกดัหยาบขา้วแดง 
 การศกึษาผลของสารสแีดงต่อค่า hydrophobic ความสามารถในการยดึเกาะกบัพื้นผวิ
และการเกาะกลุ่มของเซลล์แบคทเีรยี X. axonopodis pv. citri พบว่าสารสแีดงที่ระดบัความ
เขม้ขน้ MIC (25 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) สามารถเพิม่สมบตัคิวามเป็น hydrophobic ให้กบัเซลล ์
แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิส่งผลท าให้เซลล์แบคทเีรยีสามารถยดึเกาะ
กบัพืน้ผวิไดส้งูขึน้เมื่อเทยีบกบักลุ่มควบคุม แต่ไม่มผีลท าให้เซลล์แบคทเีรยีเกดิการเกาะกลุ่ม 
กนัเป็นกอ้นทีส่ามารถมองเหน็ไดด้ว้ยตาเปล่า 
 การศกึษาผลของสารสแีดงต่อการเกาะกลุ่มภายใต้กล้องจุลทรรศน์และความมชีวีติของ
เซลล์ X. axonopodis pv. citri ด้วยการยอ้มด้วยส ีmethylene blue พบว่าเมื่อสงัเกตลกัษณะ
ของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ สารสแีดงมผีลท าให้เซลล์มกีารเกาะกลุ่ม เมื่อเปรยีบเทยีบกบั
กลุ่มควบคุม และสารสแีดงมฤีทธิย์บัย ัง้การเจรญิของเชื้อแต่ไม่มฤีทธิฆ์่าเชื้อ เนื่องจากเมื่อยอ้ม
ดว้ยส ีmethylene blue เซลลแ์บคทเีรยียอ้มไม่ตดิส ีแสดงวา่เซลลย์งัคงมชีวีติอยู่ 
 ศกึษาผลการทดสอบประสทิธภิาพของสารสกดัหยาบขา้วแดงในการควบคุมโรคเหี่ยว
ของมะเขอืเทศที่มสีาเหตุจากเชื้อ R. solanacearum พบว่า สารสกดัหยาบข้าวแดงสามารถ
ยบัย ัง้การเกดิโรคเหีย่วในตน้มะเขอืเทศได ้โดยเปอรเ์ซน็ต์การรอดตายของต้นมะเขอืเทศที่ราด
ด้วยสารสกดัหยาบข้าวแดง มคี่าเท่ากบั 33.3 ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิตกิบักลุ่ม
ควบคุมที่ราดด้วยตวัท าละลายผสมระหว่างเอทานอลกบัน ้า (สดัส่วน (1:10) ซึ่งมเีปอร์เซน็ต ์
การรอดตายของตน้มะเขอืเทศ มคี่าเท่ากบั 13.3 ส่วนระดบัความรุนแรงของโรค พบว่าในช่วง
ระยะเวลา 3 สปัดาห์แรก ต้นมะเขอืเทศที่ราดสารสกดัหยาบขา้วแดงสามารถลดระดบัความ
รุนแรงของโรคไดแ้ตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม แต่หลงัจาก
นัน้ระยะสปัดาห์ที่ 4-6 ความรุนแรงของโรค กลุ่มที่ราดด้วยสารสกดัหยาบข้าวแดงและกลุ่ม
ควบคุมทีร่าดตวัท าละลายไม่มคีวามแตกต่างอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิโดยความรุนแรงของโรค
ที ่6 สปัดาห ์มคี่าเท่ากบั 4.7 และ 4.9 ตามล าดบั อาจเนื่องมาจากฤทธิข์องสารสกดัหยาบขา้ว
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แดงน้อยลงหรอืหมดไป และ/หรอืประกอบกบัเชือ้ยงัคงมชีวีติและสามารถปรบัตวัเพื่อทนทานต่อ
สารสกดัหยาบขา้วแดงได ้
 การศกึษาปรมิาณเชื้อ R. solanacearum จากดนิบรเิวณรากของต้นมะเขอืเทศ พบว่า 
สารสกดัหยาบข้าวแดงสามารถลดปรมิาณเชื้อได้แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม โดยสปัดาหท์ี ่6 พบวา่ปรมิาณเชือ้ของกลุ่มทดลองที่มกีารปลูกเชื้อ 
ร่วมกบัราดสารสกดัหยาบขา้วแดงลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ เมื่อเปรยีบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมที่มกีารปลูกเชื้อร่วมกบัราดตวัท าละลายผสมระหว่างเอทานอลกบัน ้าเพียงอย่างเดยีว 
โดยมปีรมิาณเชือ้เท่ากบั 1.29 และ 1.64 Log CFU/g ตามล าดบั 
 ศกึษาประสทิธภิาพของสารสกดัหยาบขา้วแดงในการควบคุมโรคแคงเกอรบ์นใบของต้น
มะนาวเป็นระยะเวลานาน 4 สปัดาห ์พบวา่สารสกดัหยาบขา้วแดงมปีระสทิธภิาพในการควบคุม
โรคแคงเกอรท์ีม่สีาเหตุมาจากเชื้อ X. axonopodis pv. citri ได้ โดยเปอร์เซน็ต์การเกดิโรคของ
ตน้มะนาวกลุ่มที่มกีารฉีดพ่นด้วยสารสกดัหยาบขา้วแดงมคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทาง
สถิต ิเมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมที่มีการฉีดพ่นด้วยตวัท าละลายน ้าผสมเอทานอล โดย
เปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิโรคมคี่าเท่ากบั 89.7 และ 95 ตามล าดบั แต่เมื่อศกึษาระดบัความรุนแรงของ
โรค พบวา่สารสกดัหยาบขา้วแดงไม่สามารถลดระดบัความรุนแรงของโรคได ้ 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 สายพนัธุเ์ชือ้ราโมแนสคสัทีใ่ชใ้นการศกึษาครัง้นี้ ไม่ใช่สายพนัธุ์ที่ให้ปรมิาณการ
ผลติสารสมีากทีสุ่ด ดงันัน้การเลอืกสายพนัธุท์ ีจ่ะน ามาใชใ้นการผลติสารส ีควรจะเป็นสายพนัธุท์ ี่
ดใีหป้รมิาณการผลติสารสมีากทีสุ่ด 
 5.2.2 ควรจะมีการพัฒนาวธิีการสกัด เช่น วิธีการสกดั ระยะเวลา อุณหภูมิที่ใช ้
ความเรว็รอบในการเขยา่ รวมถงึศกึษาอตัราส่วนตวัท าละลายผสมที่เหมาะสมต่อการสกดั อาทิ
เช่น ตวัท าละลายเอทานอลทีค่วามเขม้ขน้ต่าง ๆ 
 5.2.3 ควรท า scanning wavelength ดว้ยเครื่อง spectrophotometer เพื่อหาค่า max  
 5.2.4 การท าบรสิุทธิส์ารสแีดงไม่ควรจะมสีารอื่น ๆ เจอืปน 
 5.2.5 ในการศกึษาหาความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดัหยาบขา้วแดงและสารสแีดงทีผ่่าน
การท าบรสิุทธิท์ ีส่ามารถยบัย ัง้เชือ้ได ้(MIC) พบว่าสารสกดัหยาบมคี่า MIC ต ่ากว่าสารสแีดงที่
ผ่านการท าบรสิุทธิ ์ดงันัน้ควรจะมกีารศกึษาฤทธิข์องสารชนิดอื่นทีม่รีายงานว่ามคีุณสมบตัติ้าน
เชือ้แบคทเีรยี อาทเิช่น สารสสีม้ และสารซติรนิิน เป็นตน้ เพื่อเป็นสนบัสนุนขอ้มลูทีไ่ด้ 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเช้ือ 

 
1. อาหารส าหรบัเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสาเหตโุรคพืช  NGA (nutrient glucose agar) 
  Peptone           5.0  กรมั  
     Glucose           10.0  กรมั  
     Beef extract      3.0  กรมั  
      Agar            15.0  กรมั  
      น ้ากลัน่           1000  มลิลลิติร 
 
 ละลายส่วนผสมในน ้า น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ที ่121 องศาเซลเซยีส นานเป็นเวลา 15 นาท ี
 
2. อาหาร Tetrazolium chloride medium (TTC) ส าหรบัเพาะเลี้ยงเช้ือ R. solanacearum   
 ส่วนที ่1 (basal medium)  
      Peptone           10.0  กรมั  
     Glucose           5.0  กรมั  
     Casein hydrolysate     1.0  กรมั  
      Agar            15.0  กรมั  
      น ้ากลัน่           1000  มลิลลิติร  
 
 ละลายส่วนผสมในน ้า แบ่งใส่ขวด ๆ ละ 200 มล. น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ที ่121 องศาเซลเซยีส 
ความดนั 1.1 กโิลกรมัต่อตารางเซนตเิมตรเป็นเวลา 15 นาท ี
 
 สว่นที ่2 (aqueous solution tetrazolium)   
  
      2,3,5 – triphenyl tetrazolium chloride     1    กรมั  
    น ้ากลัน่                100     มลิลลิติร  
 
 ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปผ่านการฆ่าเชือ้โดยการกรอง (filtration) หลอมอาหารจากส่วนที่ 1  
ปรมิาตร 200 มลิลลิติร แลว้เตมิส่วนที ่2 ปรมิาตร 1 มลิลลิติร ก่อนเทลงจานเลีย้งเชือ้ 
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3. อาหาร SM-1 ใช้ส าหรบัการคดัเลือก (selective media) เฉพาะเช้ือ R. solanacearum   
   ส่วนที ่1 (basal medium) ใชอ้าหาร TZC  
   ส่วนที ่2 (aqueous solution) ของสารต่าง ๆ คอื  
      Crystal  violet**    50   ไมโครกรมั/มลิลลิติร  
      Thimerosal*      5   ไมโครกรมั/มลิลลิติร  
      Polymycin  sulfate*   100   ไมโครกรมั/มลิลลิติร 
      Tyrothrycin*      20  ไมโครกรมั/มลิลลิติร  
      Chloromycetin*    5   ไมโครกรมั/มลิลลิติร  
      Cycloheximide*    50   ไมโครกรมั/มลิลลิติร หรอื  
      Chlotothalonil*     80   ไมโครกรมั/มลิลลิติร  
  
 ท าการฆ่าเชือ้โดยละลายในเอทลิแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซน็ต์ 1 มลิลลิติร นาน 30 นาท ี
แลว้เจอืจางดว้ยน ้ากลัน่ นึ่งฆ่าเชือ้เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส  
 ** ฆ่าเชือ้โดยการกรอง หรอืน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ที ่121 องศาเซลเซยีส นาน 7 นาท ี
 ส าหรบัอาหาร mSM-1 ที่ใช้ในการทดลองครัง้นี้ใช้อาหาร TZC เป็น basal medium 
เตมิ crystal violet 50 ppm และ polymyxin B sulfate 50 ppm ผสมใหเ้ขา้กนั ก่อนเทอาหารลง
จานเลีย้งเชือ้ 
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เปรียบเทียบกิจกรรมท่ีวางแผนไว้  กิจกรรมท่ีด าเนินการ  และผลท่ีได้รบัตลอดโครงการ 
 
วตัถปุระสงค ์ กิจกรรม (ตามแผน) ผลท่ีคาดว่าจะ

ได้รบั (ตามแผน) 
ผลท่ีได้รบั หมายเหตุ 

1. เพื่อทดสอบ
ประสทิธภิาพเบือ้ง 
ตน้ของสารสสีแีดง
ทีผ่ลติไดใ้นการยบั 
ยัง้แบคทเีรยีเป้า 
หมายทีเ่ป็นสาเหตุ
โรคพชื 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. ศกึษากลไกของ
สารสีแดงในระดับ
ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ที่
ก าหนดต่ อ เซลล์
แบคทีเรยี X. axo 
nopodis pv. citri 
 
 
 
 
 
 
 

1.1 การผลติสารสสีี
แดงจาก Monascus 
purpureus โดยใชข้า้ว
หอมมะลเิป็นวตัถุดบิ 
1.2 การสกดัหยาบ
ขา้วแดงและท าบรสิทุธิ ์
สารสสีแีดง 
 
 
 
 
 
 
 
1.3 การหาความ
เขม้ขน้ต ่าสดุของสารสี
สแีดงทีส่ามารถยบัยัง้
แบคทเีรยีเป้าหมาย
ส าคญัทีเ่ป็นสาเหตุโรค
พชื 
2.1 ผลของสารสสีแีดง
ต่ อ ค่ า  hydrophobic 
ความสามารถในการ
ยึดเกาะกบัพื้นผวิและ
ก า ร เ ก า ะ กลุ่ ม ข อ ง
เซลล์ 
2.2 ผลของสารสสีแีดง
ต่อการเกาะกลุ่มของ
เซลล์และความมีชีวิต
ของ เซลล์  โดยการ
ย้อมดว้ยส ีmethylene 
blue 
 

1. ไดข้อ้มลูชนิดและ
ปรมิาณสารสสีแีต่ละ
ส ี(เหลอืง สม้ แดง) 
 
2. ไดท้ราบอตัราส่วน
ทีเ่หมาะสมของตวัชะ
ส าหรบัท า Column 
chromatography 
3. ไดส้ารสสีแีดงทีม่ ี
ความบรสิทุธิม์ากขึน้ 
4.  ไดท้ราบประสทิธ ิ
ภาพของสารสสีแีดง
ในการยบัยัง้แบคท ี
เรยีสาเหตุโรคพชื 
5. ทราบความเขม้ขน้
ต ่าสดุทีส่ามารถยบั 
ยัง้การเจรญิของเชือ้
ได ้
 
 
1. ทราบผลของสารสี
สแีดงต่อเซลล์แบคท ี
เรยี  
2. ทราบฤทธิข์องสาร
สสีแีดง วา่มฤีทธิ ์
ยบัยัง้การเจรญิของ
เชือ้หรอืมฤีทธิฆ์า่เชือ้ 
 
 
 
 
 
 

ท าใหท้ราบประสทิธ ิ
ภาพของสารสสีแีดง
ทีผ่า่นการท าบรสิทุธิ ์
แลว้ต่อแบคทเีรยี
สาเหตุโรคพชื 
เพื่อทีจ่ะศกึษากลไก
ของสารสสีแีดงใน
การยบัยัง้เชือ้
แบคทเีรยี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ไดท้ราบว่าสารสสีี
แดงมฤีทธิย์บัยัง้การ
เจรญิเตบิโตของเชือ้ 
(ไมม่ฤีทธิฆ์า่เชือ้) 
โดยการไปเพิม่คา่ 
hydrophobicity ท า
ใหเ้ซลล์เกดิการเกาะ
กลุ่มเพิม่มากขึน้ 
สง่ผลต่อการถ่ายเท
ออกซเิจนเขา้สูเ่ซลล์ 
 
 
 

บรรลุตามแผน 
 
 
 
บรรลุตามแผน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
บรรลุตามแผน 
 
 
 
 
 
บรรลุตามแผน 
 
 
 
 
 
บรรลุตามแผน 
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3. ศึกษาผลของ
สารสกดัหยาบขา้ว
แดงในการควบคุม
การ เกิดโ รคแคง
เกอร ์(canker) และ
โรคเหี่ ยว  ( ralsto 
nia wilt) ภายใน
เรอืนทดลอง 
 

 
 
3.1 ศกึษาผลของสาร
สกดัหยาบขา้วแดงใน
การควบคุมโรคแคง
เกอร์ของต้นมะนาว 
เป็นเวลานาน 6 สัป  
ดาห์ โดยสังเกตใบที่
เกิด โรค  แล ะร ะดับ
ความรนุแรงของโรค 
3.2 ศกึษาผลของสาร
สกดัหยาบขา้วแดงใน
การควบคุมโรคเหี่ยว
เป็นเวลานาน 6 สัป  
ด า ห์  โ ด ย สั ง เ ก ต
จ านวนต้นที่เหี่ยวและ
ระดบัความรุนแรงของ
โ ร ค  พ ร้ อ ม ทั ้ง นั บ
ปรมิาณเชือ้ในดนิ 
 
 

 
 
ทราบผลของสารสกดั
หยาบในการยบัยัง้
โรคพชื ในเรอืน
ทดลอง 

 
 
สามารถประยุกต์ใช้
สารสกดัหยาบในการ
ควบคมุโรคแคงเกอร์
และโรคเหีย่ว ในพชื
ทดแทนการใช้
สารเคมไีด ้

 
 
บรรลุตามแผน 

 
ข้อคิดเห็นและข้อเสนอแนะอ่ืน ๆ ต่อ สกว. 

............................................................................................................................. ........................
............................................................................................................................   

 
 

      ลงนาม...................................................... 
       (หวัหน้าโครงการวจิยัผูร้บัทุน) 
      วนัที.่......................................................... 
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เปรียบเทียบ output ท่ีเสนอในข้อเสนอโครงการ และท่ีได้จริง 
 

Output ในกรณีล่าช้า (ผลส าเรจ็ไม่ถึง 100%)  
ให้ท่านระบสุาเหต ุและการแก้ไขท่ีท่าน

ด าเนินการ 
กิจกรรมในข้อเสนอโครงการ ผลส าเรจ็ 

(%) 
1. ศกึษาหาความเขม้ขน้ต ่าสุดของ
สารสแีดงทีส่ามารถยบัย ัง้แบคทเีรยี
เป้าหมายส าคญัทีเ่ป็นสาเหตุโรคพชื 

100 %  

2. ศกึษากลไกของสารสแีดงต่อเซลล์
แบคทเีรยี X. axonopodis pv. citri 

100%  

3. ศกึษาผลของสารสแีดงในการ
ควบคุมการเกดิโรคแคงเกอร ์
(canker) และโรคเหีย่วภายในเรอืน
ทดลอง 

100%  

 
 
 
 
  ลงนาม. (หวัหน้าโครงการวจิยัผูร้บัทุน) 
          (..................................................) 
     วนัที.่.................................................... 

 

59 

22 ธนัวาคม 2557 
นายจาตุรนต ์ ทพิยว์งศ ์


