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บทคัดย่อ 
  

โรคขอบใบแห้ง และโรคใบไหม้ในข้าว ที่มีสาเหตุจากแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae (Xoo) และเชื้อรา Pyricularia oryzae เป็นปัญหาสำคัญของการผลิตข้าวในประเทศ
ไทย การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีและ
ทองแดง โดยใช้ Bacillus ในการควบคุมโรคข้าว โดยศึกษาการยับยั้ง Xoo และ P. oryzae. ของ
แบคทีเรีย Bacillus จำนวน 79 ไอโซเลต ซึ่งรวมถึงแบคทีเรียในจีนัส Bacillus, Lysinibacillus, 
Paenibacillus และ Oceanobacillus การทดสอบเบื้องต้นพบว่า Bacillis velezensis ทั้งหมดที่
ทดสอบแสดงฤทธิ์ต้าน Xoo และ P. oryzae pv. oryzae เมื่อทดสอบโดยวิธี spot on lawn assay, 
agar well assay และ dual cultures method เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารยับยั้งยั้ง
การเจริญของจุลินทรีย์ที่สำคัญที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus ดังนั้นจึงตรวจสอบความสามารถในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยใช้ข้อบ่งชี้ได้แก่ความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง ความไม่
ชอบน้ำของเซลล์ กิจกรรมการเกิดอิมัลชัน และยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสาร cyclic lipopeptides 
(cLPs) ผลของการสลายเม็ดเลือดแดง การยึดเกาะของเซลล์แบคทีเรียกับเฮกซาเดเคน และการเกิด
อิมัลชันของน้ำมันมะกอกยืนยันว่าแบคทีเรีย B. velezensis ทั้ง 7 ไอโซเลต สามารถผลิตสารลดแรง
ตึงผิวทางชีวภาพได้ นอกจากนี้ยังตรวจพบ PCR product ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ cLPs 
หกชนิดซึ่งประกอบด้วย SUR3, srfA, ituD, ituC, fenD และ bmyB ที่ควบคุมการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวทางชีวภาพที่ยับยั้งจุลินทรีย์ ได้แก่ surfactin, iturin, fengycin และ bacillomycin 

เมื่อศึกษาการผลิตสารต้านแบคทีเรียของเชื้อ B. velezensis ไอโซเลต LC1, LC2, LC19, 
LC33, LC33.1, LC70 และ LC130 ที่ pH และอุณหภูมิคงที่โดยมีการแปรผันแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจน โดยนำน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์จากแต่ละสภาวะที่ศึกษามาวัดฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย  Xoo 
โดยวิธี agar well diffusion assay พบว่ากลูโคส และแอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่งคาร์บอนและ
แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุดตามลำดับ สำหรับการผลิตสารปฏิชีวนะของ B. velezensis LC19 
และ LC130 ซึ่ง B. velezensis LC130 เป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีศักยภาพมากที่สุด  ถูกนำมาใช้
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สำหรับการสร้างแบบจำลองพ้ืนผิวการตอบสนองทางสถิติตามการออกแบบของ  Box-Behnken ใน
การหาสภาวะที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นการศึกษาปริมาณกลูโคส และแอมโมเนียมคลอไรด์ 
รวมถึงค่า pH เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ แบบจำลองสรุปได้ว่าค่า E24 สูงสุด (59.58 %) เมื่อ pH 
เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ pH 7.65 และปริมาณเริ่มต้นของกลูโคส และแอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 
22.17 กรัม/ลิตร และ 2.55 กรัม/ลิตร ตามลำดับ 

เมื่อทำการสังเคราะห์อนุภาคนาโน ZnO และ CuO โดยใช้น้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์
ของ B. velezensis LC19, LC70 และ LC130 ขั้นตอนการสังเคราะห์ที่ใช้ในการศึกษานี้เหมาะสม
สำหรับการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีมากกว่าการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์
ของทองแดง เนื่องจากได้อนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดง ริมาณน้อยมาก ซึ่งวิธีการตกตะกอนร่วม
เป็นกระบวนการหลักในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนชีวภาพ สำหรับสัณฐานวิทยา และโครงสร้างของ
อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่สังเคราะห์ได้ ศึกษาโดยใช้ X-ray Diffraction (XRD) สเปกโทรสโก
ปีแบบกระจายพลังงาน (EDS) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) จากข้อมูลที่ได้
ระบุว่า อนุภาคนาโน ZnO มี hexagonal phase รูปทรงกลมและไร้รูปทรง มีเส้นผ่านศูนย์กลาง
อนุภาคเฉลี่ยอยู่ในช่วง 4-107 นาโนเมตร การทดลองฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์โดยเทคนิค spot on lawn 
และ agar dilution plate technique พบว่าอนุภาคนาโน ZnO มีผลยับยั้งแบคทีเรีย Xoo และเชื้อ
รา P. oryzae 

จากการศึกษาผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่คัดเลือกแล้ว  (SK6412-01) ต่อ
การงอกของเมล็ดข้าวและการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าว พบว่าอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีไม่มี
ผลต่อการลดลงของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดข้าว การเติมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี (500-
1,000 ppm) ทำให้ความยาวต้นและความยาวรากของข้าวลดลง และยังศึกษาผลของอนุภาคนาโน
ออกไซด์ของสังกะสี (500-1,000 ppm ในดิน) ที่ระยะเวลา 30 วัน ต่อจุลินทรีย์ในดินและเอนไซม์ใน
ดิน ด้วยการวัดจำนวนจุลินทรีย์ (แบคทีเรีย ยีสต์และรา แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน และแบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟต ) และกิจกรรมของเอนไซม์  (dehydrogenase, acid phosphatase, alkaline 
phosphatase, cellulase และ protease) ผลการทดลองแสดงให้ เห็นว่าการใส่อนุภาคนาโน
ออกไซด์ของสังกะสี ไม่มีผลกระทบทางลบต่อประชากรจุลินทรีย์ในดิน สำหรับดินที่มีการใส่อนุภาคนา
โนออกไซด์ของสังกะสีที่ความเข้มข้น  1,000 ppm กิจกรรมของ dehydrogenase, alkaline 
phosphatase และ cellulase ถูกยับยั้ง ในขณะที่ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี
นี้ทำให้กิจกรรมของ acid phosphatase และกิจกรรมของ protease เพ่ิมขึ้น การศึกษานี้แสดงใน
เห็นถึงวิธีการทางเลือกสำหรับการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี  และแสดง
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ประสิทธิภาพในการต้านจุลินทรีย์ที่ทำให้เกิดโรคในข้าว 
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ABSTRACT 
  

Rice bacterial leaf blight and rice blast caused by Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae and Pyricularia oryzae are the major problems for rice production in 
Thailand. The aims of this study were to study the Bacillus-based synthesis of ZnO 
and CuO nanoparticles for controlling rice diseases. Seventy-nine isolates of bacteria, 
including Bacillus, Lysinibacillus, Paenibacillus and Oceanobacillus were investigated 
for antagonistic activities against Xoo and P. oryzae. Preliminary testing showed that 
all isolates of B. velezensis showed antimicrobial activities against Xoo and P. oryzae 
according to spot on lawn assay, agar well assay and dual cultures method. The 
biosurfactant production by B. velezensis was screened by selected criteria including 
hemolytic assay, cell hydrophobicity, emulsification activity (E24) and specific genes 
for cyclic lipopeptides (cLPs). The results showed that the seven isolates of B. 
velezensis were able to produce biosurfactant. Furthermore, the PCR products of six 
cLPs synthesis-related genes comprising of SUR3, srfA, ituD, ituC, fenD and bmyB that 
regulated antibiotic biosurfactants production including surfactin, iturin, fengycin and 
bacillomycin, were detected. 

The production of antibacterial substances of B. velezensis isolates, LC1, 
LC2, LC19, LC33, LC33.1, LC70 and LC130, were investigated at constant pH and 
temperature with variations in carbon and nitrogen sources. Cell free supernatant 
from each condition was evaluated for antibacterial activity against Xoo according to 
agar well diffusion assay. It was found that glucose and ammonium chloride were the 
most suitable carbon source and nitrogen source, respectively, for antibiotic 
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substance production by B. velezensis LC19 and LC130. The most potent antagonist 
B. velezensis LC130 was used for construction of the statistical response surface 
model according to Box-Behnken design. To optimize the composition of culture 
medium in terms of glucose and ammonium chloride content including initial pH of 
culture medium were investigated. The model predicted that the maximum E24 
(59.58 %) was reached at pH 7.65 as initial pH of medium when the initial content of 
glucose and ammonium chloride were 22.17 g/L and 2.55 g/L, respectively. 

The supernatant of B. velezensis LC19, LC70 and LC130 were used for the 
synthesis of ZnO and CuO nanoparticles. Synthesis procedures that used in this study 
were more suitable for ZnO biosynthesis than CuO biosynthesis since small amount 
of CuO nanoparticles was obtained. Coprecipitation method was the main process 
for synthesis of ZnO nanoparticles. The morphology and structure of the 
biosynthesized ZnO nanoparticles were studied using X-ray Diffraction (XRD), Energy 
Dispersive Spectroscopy (EDS), and Transmission Electron Microscopy (TEM). The data 
indicated that. ZnO nanoparticles were hexagonal phase, spherical and amorphous 
with average particle diameter in the range of 4-107 nm. Antimicrobial activity 
experiments indicated that ZnO nanoparticles were effective against Xoo and P. 
oryzae according to spot on lawn and agar dilution plate technique. 

The effect of selected biogenic ZnO nanoparticle (SK6412-01) on rice seed 
germination and early seedling growth were investigated. The results showed that 
there was no reduction in the percentage of rice seed germination. ZnO nanoparticle 
at the ZnO NPs amendment (500-1,000 ppm) decreased shoot length and root 
length of rice. The effect of the ZnO nanoparticle (500-1,000 ppm in soil) and 
contact time for 30 days on soil microbes and soil enzyme was also carried out. 
Microbial population (bacteria, yeast and mold, nitrogen fixing bacteria and 
phosphate solubilizing bacteria) and enzyme activities (dehydrogenase, acid 
phosphatase, alkaline phosphatase, cellulase and protease) were measured. Results 
showed that ZnO nanoparticle treatments had no negative impact on soil microbial 
population. The soil treated with 1,000 ppm ZnO nanoparticle, activities of 
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dehydrogenase, alkaline phosphatase and cellulase were inhibited, whereas this 
ZnO-NPs dose produced an increase in acid phosphatase activity and protease 
activity. This study distributes evidence for an alternative method for biogenic 
synthesis ZnO nanoparticles and exhibits their efficacy against rice pathogenic 
microbes. 

 
Keywords : Bacterial leaf blight, Leaf blast, Bacillus velezensis, Nanoparticles 
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เสมอ และตรวจสอบวิทยานิพนธ์จนเสร็จสมบูรณ์ 

ขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. วราภรณ์ แสงทอง ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ปิยะนุช 
เนียมทรัพย์ และรองศาสตราจารย์ ดร. วิรันธชา เครือฟู อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วมที่ได้มอบ
โอกาสและประสบการณ์ในการทำงานพร้อมทั้งให้คำแนะนำ ความรู้ และการช่วยเหลือมาโดยตลอด 

ขอขอบพระคุณท่านผู้ทรงคุณวุฒิและคณะกรรมการทั้งในการสอบเค้าโครงวิทยานิพนธ์และ
การสอบวิทยานิพนธ์ทุกท่านที่ได้สละเวลาอันมีค่าเพ่ือดำเนินการสอบวิทยานิพนธ์  ตรวจสอบและให้
คำแนะนำ เพ่ือให้วิทยานิพนธ์นี้ฉบับนี้เสร็จสมบูรณ์ได้ 

ขอขอบพระคุณอาจารย์ทุกท่านในภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
แม่โจ้ ที่ได้เมตตามอบวิชาความรู้ให้แก่ข้าพเจ้าเป็นอย่างดี 

ขอขอบพระคุณบุคลากรศูนย์บริการวิชาการด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ และเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยา ที่ให้ความช่วยเหลือและ
อำนวยความสะดวกในการใช้อุปกรณ์และเครื่องมือในงานวิจัย 

สุดท้ายนี้ขอกราบขอบพระคุณ คุณพ่อ คุณแม่ ญาติพ่ีน้อง และกัลยาณมิตร ที่คอยสนับสนุน 
ให้คำปรึกษาและเป็นกำลังใจสำคัญให้แก่ข้าพเจ้าเสมอมา 

  
  

ธันย์ชนก  เอื้ออาจิน 
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บทที่ 1  
บทนำ 

 
ที่มาและความสำคัญของปัญหา 

ข้าว (Oryza sativa) เป็นพืชในวงศ์หญ้า เป็นอาหารหลักของหลายประเทศในเอเชีย โดย
ประเทศจีนเป็นผู้ผลิตข้าวรายใหญ่ของโลก ในอนาคตประชากรจะเพ่ิมขึ้นจาก 7.5 เป็น 9.5 พันล้าน
คนทั่วโลก ทำให้เกษตรกรต้องผลิตข้าวให้ได้ผลผลิตจำนวนมาก เพ่ือให้เพียงพอต่อประชากรที่เพ่ิมขึ้น 
(Ahmed et al., 2020) อุปสรรคสำคัญในการผลิตข้าวอย่างหนึ่ง คือ การเกิดโรคระบาดของข้าว 
และศัตรูพืชอ่ืน ๆ โดยสถิติของประเทศไทยจากทั้ง 4 ภาค มีโรคไหม้ข้าว โรคขอบใบแห้ง เพลี้ย
กระโดดสีน้ำตาล และโรคไหม้คอรวง (กองส่งเสริมการอารักขาพืชและจัดการดินปุ๋ย, 2562) 

โรคข้าวที่ทำให้ผลผลิตของข้าวลดลดมากคือ โรคไหม้และโรคขอบใบแห้ง (กรมส่งเสริม
การเกษตร, 2560) โดยโรคไหม้ทำให้ผลผลิตของข้าวลดลงกว่า 50 เปอร์เซนต์ สามารถเข้าทำลายข้าว
ได้ตั้งแต่ระยะกล้า จนถึงระยะออกรวง มีสาเหตุมาจากเชื้อรา Pyricularia grisea ซึ่งสามารถทำลาย
พืชตระกูลหญ้าได้หลายชนิด อาการของโรคไหม้จะเกิดแผลที่มีจุดสีน้ำตาลคล้ายรูปตา (พูนศักดิ์และ
วีณา, 2559)  ส่วนโรคขอบใบแห้งเกิดจากแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae สามารถ
เข้าทำลายข้าวได้ตั้งแต่ระยะต้นกล้า จนถึงออกรวง ลักษณะอาการของขอบใบแห้ง จะมีสีซีดเหมือนสี
ฟางข้าวมีแผลตามความยาวของใบ มีลายหยักที่ขอบแผล (ชลิดา, 2554) ในการป้องกันการเกิดโรค
ข้าว เกษตรกรมักใช้สารเคมีในการควบคุมโรค ซึ่งหากใช้ในปริมาณที่มาก และระยะเวลานาน จะเป็น
อันตรายต่อสิ่งแวดล้อมและเกษตรกรผู้ใช้เอง ดังนั้นจึงได้มีการหาวิธีลดการใช้สารเคมีที่สามารถให้ผล
ในระยะยาวได้ โดยการนำแบคทีเรีย Bacillus มาควบคุมการเกิดโรคข้าว นอกจากนี้ยังพบว่า
แบคทีเรีย Bacillus สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได้ ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์อ่ืนได้ 
รวมถึงจุลินทรีย์ก่อโรคข้าว (Shafi et al., 2017) 

ในปัจจุบันได้มีการนำอนุภาคนาโนมาใช้ทั้งทางการแพทย์ เภสัชกรรม สิ่งแวดล้อม และทาง
การเกษตรซึ่งรวมถึงการจัดการศัตรูพืช โดยการสังเคราะห์อนุภาคนาโนส่วนใหญ่ใช้วิธีการทางเคมี ซึ่ง
ใช้สารเคมีที่อาจเป็นพิษ และอาจมีของเสียอันตรายเกิดขึ้น จึงมีการพยายามนำเอาวิธีการทางชีวภาพ 
หรือวิธีการที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมมาใช้ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนโดยเฉพาะอนุภาคนาโน
ออกไซด์ของโลหะที่มีการใช้กันอย่างแพร่หลายและมีประสิทธิภาพสูงในการจัดการจุลินทรีย์ก่อโรค 
เพ่ือเป็นการลดปัญหาการใช้สารเคมี (Mittal et al., 2013) ซึ่งเชื้อแบคทีเรีย และเมแทบอไลท์จาก
แบคทีเรียถูกนำมาใช้เป็นตัวรีดิวส์ในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของโลหะ ตัวอย่างเช่น การ
นำ Bacillus amyloliquefaciens RAB14R มาสังเคราะห์อนุภาคนาโนเพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อ
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ราสาเหตุโรคใบไหม้ และยังมีการใช้อนุภาคนาโนเงิน (AgNPs) จากแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่ป้องกันการ
ติดเชื้อแบคทีเรียก่อโรคขอบใบแห้ง โรคใบจุดสีน้ำตาล ที่มีสาเหตุมาจากเชื้อ Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae และ Acidovorax oryzae ตามลำดับ อีกทั้งยังช่วยส่งเสริมการเจริญของพืช 
(Ibrahim et al., 2019) ในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของ
ทองแดงและสังกะสี ซึ่งมีราคาสารตั้งต้นถูกกว่าการสังเคราะห์อนุภาคนาโนเงินหรือทอง ด้วยการใช้
เชื้อแบคทีเรีย Bacillus ที่แยกได้จากไลเคน ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ เพ่ือใช้ในการควบคุม
จุลินทรีย์ก่อโรคในข้าวโดยเฉพาะ Pyricularia oryzae สาเหตุโรคไหม้ และ Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห้งที่เป็นปัญหาสำคัญในการผลิตข้าวของไทย โดยอนุภาคนา
โนออกไซด์ชีวภาพที่ได้จะสามารถเป็นทางเลือกสำหรับเกษตรกรเพ่ือใช้ในการจัดการโรคข้าว
นอกเหนือจากการใช้สารเคมีการเกษตร และชีวภัณฑ์ที่มีขายตามท้องตลาดในปัจจุบัน 

 
วัตถุประสงค์ 
1. เพ่ือศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพของแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์

ก่อโรคในข้าว 
2. เพ่ือศึกษาการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีและทองแดงด้วยแบคทีเรีย Bacillus sp. 
3. เพ่ือศึกษาการใช้อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีและทองแดงเพ่ือใช้ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคในข้าว 
4. เพ่ือศึกษาความเป็นพิษของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีและทองแดงต่อข้าว 
5. เพ่ือศึกษาผลกระทบของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีและทองแดงต่อจุลินทรีย์และเอนไซม์ใน

ดิน 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. สามารถนำความรู้ที่ ได้ไปประยุกต์ใช้ในการสร้างผลิตภัณฑ์เพ่ือควบคุมโรคข้าวที่ เกิดจาก

เชื้อจุลินทรีย์ 
2. สามารถช่วยเกษตรกรลดการใช้สารป้องกันเชื้อราหรือสารเคมี  
3. ได้อนุภาคนาโนที่สังเคราะห์จากสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อก่อโรคข้าว 
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บทที่ 2 
ทฤษฎีและการตรวจเอกสาร 

 
ปัญหาของโรคข้าว 
 โรคข้าวเกิดจากความผิดปกติของข้าว มีผลทำให้ผลผลิตหรือคุณภาพลดลง อาจเกิดจาก
สภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เชื้อสาเหตุของโรคและพืชอ่อนแอ โดยสาเหตุของโรค มีสาเหตุมาจาก
สิ่งมีชีวิตสาเหตุโรคพืช และสิ่งไม่มีชีวิต โดยสิ่งมีชีวิตสามารถเข้าไปทำลายต้นพืชให้เกิดการติดเชื้อและ
ระบาดไปยังต้นอ่ืนได้ หากอยู่ในสภาวะที่เหมาะสม สิ่งมีชีวิตนั้น ได้แก่ เชื้อรา แบคทีเรีย ราเมื อก 
ไวรัส ไวรอยด์ ไฟโตพลาสมา ไส้เดือนฝอย และสิ่งไม่มีชีวิต หมายถึงสิ่งแวดล้อมที่มีผลต่อการเจริญ
ของพืช เช่น สภาพดิน อากาศ น้ำไม่เพียงพอ ความเป็นกรดด่างในดิน  

โรคข้าวที่สำคัญของประเทศไทยมี 5 อันดับ โดยอันดับที่หนึ่ง เป็นโรคที่เกิดจากเชื้อรา เช่น 
โรคไหม้ โรคใบจุดสีน้ำตาล โรคกาบใบแห้ง โรคใบขี้สีน้ำตาล เป็นต้น รองลงมาคือโรคที่เกิดจากเชื้อ
แบคทีเรีย เช่น ขอบใบแห้ง ใบขีดโปร่งแสง โรคใบแถบแดง เป็นต้น ต่อมาคือโรคที่เกิดจากไวรัสและ
ไฟโตพลาสมา เช่น โรคใบสีส้ม ใบหงิก ใบสีแสดง เป็นต้น จากนั้นเป็นโรคที่เกิดจากไส้เดือนฝอย และ
โรคที่ไม่เกิดจากเชื้อ เช่น โรคเมาตอซัง (ดาราและคณะ, 2550)  

รายงานสรุปของกรมการข้าวพบว่า ในช่วงระยะเวลา ปี2555/56 -ปี 2559/60 มีพ้ืนที่การ
ปลูกข้าวโดยประมาณถึง 61 ล้านไร่ (กรมการข้าว, 2560) และจากรายงานสถานการณ์ศัตรูข้าวของ
กองส่งเสริมการอารักขาพืชและจัดการดินปุ๋ย กรมส่งเสริมการเกษตร ในปี 2562 พบว่าโรคท่ีมีสาเหตุ
จากเชื้อจุลินทรีย์ที่มีระบาดได้แก่ (กองส่งเสริมการอารักขาพืชและจัดการดินปุ๋ย, 2562) 

โรคขอบใบแห้ง (Bacterial leaf blight disease) (ชลิดา, 2554) 
โรคขอบใบแห้งมีสาเหตุจากเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae อาการโรค

นี้เป็นได้ตั้งแต่ระยะต้นกล้า แตกกอ จนถึงฺออกรวง โดยขอบใบจะมีสีซีดแล้วเปลี่ยนเป็นสีฟางข้าว แผล
จะขยายไปตามความยาวของใบ บางครั้งขยายเข้าไปข้างในตามความกว้างของใบ ขอบแผลมีลักษณะ
เป็นขอบลายหยัก หากเกิดโรครุนแรงต้นข้าวจะเหี่ยวเฉา และตายโดยเร็ว เรียกอาการของโรคแบบนี้
ว่า ครีเสก (kresek) 

โรคไหม้ (Rice blast disease) (ชลิดา, 2554) 
โรคไหม้มีสาเหตุมาจากเชื้อรา Pyricularia grisea หรือ Pyricularia oryzae โดยอาการ

ของโรค คือ ใบมีแผลจุดสีน้ำตาลคล้ายรูปตา มีสีเทาตรงกลางแผล ความกว้างประมาณ 2-5 mm 
และยาวประมาณ 10-15 mm พบโรคได้ที่ใบ กาบใบ ข้อต่อของใบ และลำต้น ในระยะคอรวงเมล็ด
จะลีบ ถ้ารวงข้าวแก่บริเวณคอรวงจะมีสีน้ำตาล ทำให้คอรวงเปราะง่าย 
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โรคกาบใบแห้ง (Sheath blight Disease)  
โรคกาบใบแห้งมีสาเหตุมาจากเชื้อรา Rhizoctonia solani พบโรคในระยะแตกกอจนถึง

ระยะใกล้ เก็บเกี่ยว โดยพบแผลสีเขียวปนเทา บริเวณกาบใบใกล้ระดับน้ำ แผลจะลุกลามขยายใหญ่
ขึ้นจนถึงใบข้าว ทาให้ใบและกาบใบเหี่ยวแห้ง ผลผลิตจะลดลง โรคจะระบาดรุนแรงในแปลงข้าวที่มี
ต้นข้าวหนาแน่น อากาศถ่ายเทไม่สะดวก การแพร่ระบาด เชื้อราสามารถสร้างส่วนขยายพันธุ์ ที่
สามารถอยู่ได้นานและปนเปื้อนไปกับเมล็ดพันธุ์  

โรคกาบใบเน่า (Sheath rot disease)  
โรคกาบใบเน่ามีสาเหตุมาจากเชื้อรา Sarocladium oryzae พบโรคนี้ ในระยะตั้งท้อง 

แผลเป็นสีน้ำตาลดำบนกาบห่อรวง ตรงกลางแผลมีกลุ่มเส้นใยสีขาวอมชมพู และแผลสามารถขยาย
ติดต่อกันทำให้บริเวณกาบหุ้มรวงมีสีน้ำตาลดำและรวงข้าวส่วนใหญ่โผล่ไม่พ้นกาบหุ้มรวงหรือโผล่ได้
บางส่วน ทำให้เมล็ดลีบและมีสีดำ เชื้อรานี้ติดอยู่บนเมล็ดได้นาน และมีไรขาวเป็นพาหะช่วยให้โรค
แพร่ระบาดได้รุนแรงมากยิ่งข้ึน  

โรคถอดฝักดาบ (Bakanae disease)  
โรคถอดฝักดาบมีสาเหตุมาจากเชื้อรา Fusarium fujikuroi พบอาการในระยะกล้า ต้นกล้า

จะแห้งตาย หลังจากปลูกได้ไม่เกิน 7 วัน ระยะเริ่มแตกกอ ข้าวเป็นโรคต้นจะผอมสูงมีสีเขียวอ่อนซีด 
หรือบางกรณีรากจะเน่าช้าเวลาถอนมักจะขาดตรงบริเวณโคนต้นถ้าอาการรุนแรงกล้าข้าวจะตาย การ
แพร่ระบาด เชื้อราจะติดไปกับเมล็ด และอาศัยในซากต้นข้าวและในดินได้เป็นเวลาหลายเดือน 
ตลอดจนมีหญ้าชันกาดเป็นพืชอาศัย 

โรคเมล็ดด่าง (Dirty panicle disease)  
โรคเมล็ดด่างมีสาเหตุมาจากเชื้อรา Curvularia lunata, C. oryzae, Bipolaris oryzae, 

Fusarium semitectum, Alternaria padwickii และ Sarocladium oryzae ลักษณ ะอาการ 
ระยะออกรวง พบแผลจุดสีน้าตาลดำหรือสีเทาปนชมพู ที่เมล็ดบนรวงข้าว เพราะมีเชื้อราหลายชนิดที่
สามารถเข้าทำลายและ ก่อให้เกิดอาการต่างกันไป โรคนี้มักจะเกิดในช่วงดอกข้าวเริ่มโผล่จากกาบหุ้ม
รวง จนถึงระยะเมล็ดข้าวเริ่มเป็นน้ำนม และอาการเมล็ดด่างจะปรากฏเด่นชัดในระยะใกล้เก็บเกี่ยว 
เชื้อราสามารถแพร่กระจายไปกับลม ติดไปกับเมล็ด และอาจสามารถแพร่กระจายในยุ้งฉางได้  

โรคใบขีดโปร่งแสง (Bacterial leaf streak disease)  
โรคใบขีดโปร่งแสงเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzicola โรคนี้เป็นได้ตั้งแต่แตก

กอจนถึงออกรวง ใบเป็นแผลขีดช้ำยาวไปตามเส้นใบ ต่อมาเปลี่ยนเป็นสีเหลืองหรือส้ม แผลสามารถ
ขยายรวมกันเป็นแผลใหญ่ แสงสามารถทะลุผ่านได้ ข้าวพันธุ์อ่อนแอแผลจะขยายจนใบไหม้ไปถึงกาบ
ใบ การแพร่ระบาด ในสภาพที่มีฝนตก ลมพัดแรงจะช่วยให้โรคแพร่ระบาดอย่างกว้างขวางรวดเร็ว  
(ดาราและคณะ, 2550)  
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การป้องกันและการควบคุมโรคข้าว (กรมการข้าว, 2560) 
ในการควบคุมโรคข้าวเหล่านี้ (กองวิจัยและพัฒนากรมการข้าว, 2559) แนะนำเกษตรกรให้

ใช้พันธุ์ข้าวต้านทาน การใช้สารเคมีทางการเกษตรด้วยการฉีดพ่น การคลุกเมล็ดหรือแช่เมล็ด (สมคิด, 
2554) ซึ่งการใช้สารเคมีส่งผลเสียต่อสิ่งแวดล้อมและสิ่งมีชีวิตทุกชนิด แม้ว่าสารเคมีจะมีประสิทธิภาพ
สูง แต่เชื้อก่อโรคอาจเกิดการพัฒนาในการก่อให้เกิดความรุนแรงของโรคที่มากขึ้น ทำให้ต้องใช้
สารเคมีในปริมาณที่มากขึ้น ส่งผลให้สารเคมีมีการตกค้างและเป็นอันตรายต่อมนุษย์ได้ นอกจากนี้ยัง
นำไปสู่การดื้อยาของเชื้อก่อโรคด้วย นอกจากนี้ยังมีการใช้ชีววิธีในการควบคุม โดยการใช้จุลินทรีย์
ปฏิปักษ์ ซึ่งเป็นทางเลือกในการควบคุมโรค โดยนำมาคลุกเมล็ดหรือพ่นด้วยจุลินทรีย์  Bacillus 
subtilis, Pseudomonas fluorescens หรือ Trichoderma ซึ่งแบคทีเรีย Bacillus เป็นแบคทีเรีย
ที่ถูกนำมาใช้งานทางการเกษตรค่อนข้างมากมีชีวภัณฑ์ที่หลากหลายในท้องตลาด  เช่น Serenade® 
ของบริษัท AgraQuest Inc., USA ซึ่งมีส่วนผสมของ B. subtilis มีงานวิจัยใช้ในการควบคุมเชื้อรา 
Alternaria solani (METZ, 2017), FZB 24®WG ข อ ง บ ริ ษั ท  ABiTEP GmbH, Germany มี
ส่วนผสมของ B. subtilis สามารถยั้งยั้งแบคทีเรียก่อโรคขอบใบแห้งได้ โดยไปเหนี่ยวนำให้เกิด
เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันโรคข้าว (Nagendran et al., 2013) และยังมีผลิตภัณฑ์ที่มีชื่อทาง
การค้าว่า Flick ของบริษัท Prathibha Biotech :ซึ่งมีส่วนผสมของ Pseudomonas fluorescens 
ใช้ควบคุมโรคไหม้ในข้าวได้ (Khan, 2012) 

การป้องกันโรคขอบใบแห้งมีการใช้พันธุ์ข้าวที่ต้านทาน เช่น พันธุ์สุพรรณบุรี 60 สุพรรณบุรี 
90 สุพรรณบุรี 1 สุพรรณบุรี 2 กข7 และ กข23 ในดินที่อุดมสมบูรณ์ไม่ควรใส่ปุ๋ยไนโตรเจนมาก และ
ไม่ควรระบายน้ำจากแปลงที่เป็นโรคไปสู่แปลง สารที่ใช้ป้องกันกำจัดโรคขอบใบแห้ง ไอโซโพรไทโอ
เลน คอปเปอร์ไฮดรอกไซด์ เช่น เสตร็พโตมัยซินซัลเฟต ออกซีเตทตราไซคลินไฮโดรคลอร์ไรด์ และ
ไตรเบซิคคอปเปอร์ซัลเฟต (กรมการข้าว, 2560) 

การป้องกันโรคไหม้มีการใช้พันธุ์ค่อนข้างต้านทานโรค สำหรับภาคกลาง เช่น สุพรรณบุรี 1 
สุพ รรณ บุ รี  60  ปราจีนบุ รี  1พลายงาม  ข้ าว เจ้ าหอมพิษณุ โลก  1  ส่ วนภาค เหนื อ  และ
ตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น ข้าวเจ้าหอมพิษณุโลก 1 สุรินทร์ 1 เหนียวอุบล 2 สันปาตอง 1 หางยี 71 กู้
เมืองหลวง ขาวโป่งไคร้ น้ำรู เป็นต้น และกำจัดโรคไหม้ในข้าวด้วยสารเคมี ได้แก่ สารป้องกันกำจัด
เชื้อรา เช่น ไตรไซคลาโซล (tricyclazole) คาซูกาไมซิน (kasugamycin) ไอโซโพรไทโอเลน 
(isoprothiolane) และคาร์เบนดาซิม (carbendazim) (กรมการข้าว, 2560) 
การควบคุมโรคข้าวโดยวิธีทางชีวภาพ 

การควบคุมโรคข้าวโดยวิธีทางชีวภาพเป็นการควบคุมโดยชีววิธีด้วยการใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 
ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ดีที่เป็นศัตรูของเชื้อสาเหตุโรคพืชมาลดจำนวนหรือควบคุมประชากรของเชื้อสาเหตุ
โรค  ด้ วย การยั บ ยั้ งกิ จ กรรม ห รือ ก ระบ วน การ เข้ าท ำล าย พื ช ขอ ง เชื้ อ ส า เห ตุ โรค เช่ น  



 6 

Pseudomonas spp. และ Bacillus spp. การควบคุมโรคข้าวโดยชีววิธีเป็นวิธีการทางเลือกในการ
ควบคุมโรคที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมมากกว่าการใช้สารเคมี (Fira et al., 2018) เนื่องจากการใช้
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เป็นจุลินทรีย์กลุ่มดีที่ไม่สามารถทำความเสียหายกับพืชได้ มีความสามารถในการ
เจริญหรือเพ่ิมจำนวนได้รวดเร็ว มีการสร้างสปอร์ช่วยให้ทนต่อสภาพแวดล้อมที่รุนแรง มีกลไกสำคัญ
ในการควบคุมโรคข้าวของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์แบ่งเป็น 2 ปฏิสัมพันธ์คือกลไกทางตรงและทางอ้อม 
(Olanrewaju et al., 2017) โดยกลไกทางตรงเป็นกลไกที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตให้กับพืชโดยตรง 
ได้แก่ ความสามารถในการผลิตฮอร์โมนออกซินซึ่งมีบทบาทด้านการโค้งงอของยอดในการตอบสนอง
ต่อแสง และการโค้งงอของยอดในการตอบสนองต่อแรงดึงดูดของโลก  ความสามารถผลิต ACC 
deaminase จะช่วยให้ระดับเอทิลีนลดลงช่วยให้พืชเครียดน้อยลง การผลิตฮอร์โมนไซไคนินซึ่งมี
บทบาทในนการควบคุมการสร้างเนื้อเยื่อส่วนของ meristematic มีผลต่อการแบ่งเซลล์ การยืดของ
ราก การงอกของเมล็ด การพัฒนาของดอกและผล และไซโตไคนินยังช่วยชะลอความแก่ได้โดยการ
สะสมของคลอโรฟิลล์ การผลิตฮอร์โมน Gibberellin (GA) มีบทบาทกระตุ้นการเจริญเติบโต การ
พัฒนาของยอด การยืดตัวของลำต้น การงอกของเมล็ด การออกดอก การติดผล และยับยั้งการ
เจริญเติบโตของราก ความสามารถในการตรึงไนโตรเจน การละลายฟอสเฟต และผลิตสารไซเดอโร
ฟอร์ สามารถป้องกันหรือลดการแพร่กระจายของเชื้อโรคเนื่องจากการขาดธาตุเหล็กทำให้สูญเสีย
ความสามารถในการเป็นเชื้อก่อโรค นอกจากนี้ไซด์ไรฟอร์ยังจับกับธาตุเหล็กเพ่ือเปลี่ยนไอออนของ
เหล็ก ทำให้อยู่ในรูปที่พืชดูดซึมง่าย ส่วนกลไกทางอ้อมเป็นกลไกที่แบคทีเรียไปยับยั้งการทำงานของ
เชื้อก่อโรค ในปัจจุบันได้ถูกนำไปใช้เป็นสารควบคุมทางชีวภาพในเชิงพาณิชย์ ได้แก่ ยาปฏิชีวนะ
สามารถต่อต้านกับเชื้อก่อโรคได้ตั้งแต่ 1 ชนิดขึ้นไป แต่อาจไม่ได้ผลกับเชื้อโรคอ่ืนในพืชเดียวกัน ซึ่งยา
ปฏิชีวนะส่วนใหญ่ได้มากจากแบคทีเรียในสกุล Bacillus และ Pseudomonas เอนไซม์ที่ไปย่อยผนัง
เซลล์ ความสามารถในการแข่งขันในการแย่งสารอาหารหรือที่อยู่บนพืช  ความสามารถสังเคราะห์ 
Hydrogen cyanide (HCN) โดยไปยับยั้ง Cytochrome c oxidase และกลไกทางอ้อมยังรวมไปถึง
การเหนี่ยวนำให้เกิดความต้านทาน (Induced systemic resistance; ISR) 
Bacillus 
ลักษณะทั่วไปของ Bacillus 

แบคทีเรียในจีนัส Bacillus พบได้ทั่วไป ทั้งในดิน น้ำ อากาศ บนพ้ืนผิว บริเวณรอบรากพืช
และในสภาวะแวดล้อมที่รุนแรง นอกจากนี้ยังพบในระบบทางเดินอาหารของสัตว์ โดยลักษณะโคโลนี
ของ Bacillus จะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับปัจจัยทางสภาพแวดล้อมเช่น ประเภทของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
อุณหภูมิที่ใช้ในการบ่ม เป็นต้น Bacillus จัดเป็นแบคทีเรียแกรมบวกเป็นส่วนใหญ่ มีรูปร่างเป็นท่อน 
เซลล์มีการเรียงตัวเป็นท่อนเดี่ยวหรือต่อกันเป็นสาย มีการสร้างเอนโดสปอร์ท่ีตำแหน่งต่างๆ ของเซลล์
แบ่งเป็น 3 ตำแหน่งได้แก่ บริเวณกลางเซลล์ บริเวณปลายเซลล์ และบริเวณค่อนข้างปลายหรือตรง
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ปลายเซลล์ รูปร่างของสปอร์มีทั้งรูปร่างกลมรี หรือรูปทรงกระบอก ซึ่งการสร้างเอนโดสปอร์ช่วยให้ 
Bacillus สามารถทนร้อน และสภาพแวดล้อมที่รุนแรงได้ (Castillo et al., 2013) ซึ่งการจำแนก
แบคทีเรียวิธีดั้งเดิมสามารถทำได้ด้วยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี เป็นการจำแนกแบคทีเรียใน
ระดับสปีชีส์  โดย Bacillus แต่ละสปีชีส์มีสมบัติทางชีวเคมีที่ ต่ างกันดังแสดงในตารางที่  1 
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ความสำคัญของ Bacillus ในการเกษตร 
บทบาทของแบคทีเรีย Bacillus ในกลุ่มของไรโซแบคทีเรียที่ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ

พืช หรือจุลินทรีย์ในกลุ่ม Plant Growth Promoting Rhizobacteria (PGPR) สามารถโดยช่วยให้
พืชทนต่อความเครียดที่เกิดจากสิ่งไม่มีชีวิต ช่วยตรึงธาตุอาหารมาให้พืชได้ดูดซับและนำไปใช้ได้ง่าย 
สามารถผลิตสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชหรือฮอร์โมนสังเคราะห์ช่วยทำให้พืชเจริญได้ดีขึ้น  
ผลิตสารไซเดอโรฟอร์ ผลิตสารประกอบอินทรีย์ระเหยง่าย (Volatile Organic Compounds; VOCs) 
และสามารถผลิตเอนไซม์เพ่ือช่วยป้องกันเชื้อก่อโรคพืช (Vejan et al., 2016) 

Bacillus เป็นแบคทีเรียที่สามารถส่งเสริมการเจริญของพืชได้ทั้งกลไกทางตรง และทางอ้อม 
โดยการสร้างฮอร์โมนพืช เช่น cytokine, ZR, DHZR, IPA และกลุ่มออกซิน ได้แก่ IAA ABA สร้าง
สารประกอบอินทรีย์ ระเหย Volatile organic compounds เช่น  2,3-butanediol, acetoin,  
1-octen-3-ol, butyrolactone ซึ่งอาจมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคพืช รวมทั้งสร้าง
สาร Lipopeptide เช่น bacillomycin, fengycin, iturin A ซึ่งมีฤทธิ์เป็นสารลดแรงตึงผิว และ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์อ่ืน โดยสรุปได้จากงานวิจัยของ (Shafi et al., 2017) จากข้อมูลที่
กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่าสารสำคัญที่ Bacillus ผลิตและมีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์อ่ืน คือ กลุ่ม
ของสารลดแรงตึงผิว (biosurfactants) สารลดแรงตึงผิวประกอบด้วยส่วนที่ชอบน้ำ (hydrophilic 
portion) และส่วนที่ไม่ชอบน้ำ (hydrophobic portion) (Santos et al., 2016) สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพผลิตได้จากจุลินทรีย์ที่หลากหลายมีโครงสร้างทางเคมี คุณสมบัติและหน้าที่ที่ต่างกันไป มีความ
เป็นพิษน้อย ย่อยสลายได้ง่ายเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม โดย B. subtilis, B. licheniformis, B. 
megaterium, B. thuringiensis และ B. methylotrophicus เป็น กลุ่ม Bacillus จากพืชที่ผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคพืช (Mora et al., 2015; Nanjundan et 
al., 2019; Rani et al., 2020) 

แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus แต่ละชนิดมีกลไกในการควบคุมเชื้อก่อโรคพืชได้ต่างกัน ซึ่งอาจ
เป็นสารสกัด ยีนหรือผลผลิตจากยีนและน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ (supernatant) ก็สามารถยับยั้ง
เชื้อโรคได้เนื่องจากจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีความสามารถผลิตสารปฏิชีวนะที่ทำลายเชื้อก่อโรคได้ มี
การศึกษากลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับสารทุติยภูมิของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Bacillus velezensis ที่สามารถ
สั งเค ราะห์ อยู่ ใน กลุ่ ม  Cyclic lipopeptide เช่ น  surfactin, bacillomycin-D, fengycin และ 
bacillibactin และยังสามารถสังเคราะห์กลุ่ม polyketide เช่น marcrolactin, bacilllaene และ 
difficidin และพบว่าสารทุติยภูมิที่ B. velezensis สังเคราะห์ไปกระตุ้นให้พืชเกิดการป้องกันตัวเอง
จากเชื้อโรค (Rabbee et al., 2019) นอกจากนี้ ยังมีรายงานเกี่ยวกับการเป็นสารควบคุมทางชีวภาพ
โดยการสังเคราะห์สารประกอบอินทรีย์ระเหยง่ายที่หลากหลายและยังสามารถผลิตสารทุติยภูมิที่ออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพได้แก่ surfactins fengycins และ iturin โดย surfactin ช่วยให้พืชต่อสู้กับเชื้อก่อ
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โรคได้ด้วยการที่ Bacillus ไปช่วยแย่งชิงพ้ืนที่และสารอาหารซึ่งเป็นกลไกในการป้องกันโรคจาก
แบคทีเรีย ส่วน fengycins และ iturin มีความสามารถในการต้านเชื้อราโรคพืช โดยไปรบกวนความ
สมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ทำให้เกิดการรั่วไหลของไซโตพลาสซึม ทำให้เส้นใยของเชื้อราตาย และยัง
ยับยั้งการงอกของสปอร์ด้วย (Andric et al., 2020) ในปัจจุบันจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่นิยมนำมาใช้และ
ผลิตขายมีทั้งแบคทีเรียและเชื้อรา เช่น Bacillus thuringiensis (BT) และ เชื้อรา Trichoderma 
spp. โดยมีรายงานของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่สามารถควบคุมโรคข้าวได้ดังตารางที่ 2 ในปัจจุบัน
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ยังได้รับการยอมรับว่าเป็นเครื่องมือสำคัญในการควบคุมโรคพืช จากการศึกษา
เหล่านี้สามารถนำจุลินทรีย์ปฏิปักษ์และ supernatant มาใช้ในการควบคุมโรคข้าวและนำไปพัฒนา
เป็นชีวภัณฑ์จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เพ่ือใช้ในการควบคุมโรคข้าวทางการค้าได้  
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อนุภาคนาโน 
อนุภาคนาโนเป็นเทคโนโลยีที่เกิดขึ้นมาใหม่ที่สร้างจากนาโนเทคโนโลยี ที่เกี่ยวข้องกับ

วิทยาศาสตร์ เกิดจากการนำเทคโนโลยีมาสังเคราะห์มวลรวมของอะตอมหรือโมเลกุลให้เข้าด้วยกันมี
ขนาดเล็ก 1 ถึง 100 nm  มีความแม่นยำและถูกต้องในระดับนาโนเมตร (สุเมธา, 2550) โดยการ
สังเคราะห์อนุภาคนาโนทำได้โดยวิธีการทางเคมีฟิสิกส์และวิธีทางชีวภาพ ซึ่งการสังเคราะห์โดยวิธีเคมี
ฟิสิกส์ ได้รับความนิยมอย่างมาก แต่มีข้อจำกัดคือไม่สามารถใช้งานทางการแพทย์ อันตราย ราคาแพง 
และวิธีทางชีวภาพ สามารถผลิตอนุภาคนาโนได้ในปริมาณที่มาก มีขนาดและรูปร่างแน่นอน เป็นมิตร
ต่อสิ่งแวดล้อม สังเคราะห์จากจุลินทรีย์ สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในงานทางด้านการแพทย์ เกษตร
สิ่งแวดล้อม อาหาร และอุตสาหกรรม เป็นต้น (Li et al., 2011) ต่อมา (Zhang et al., 2016) ได้
รายงานว่า อนุภาคนาโนเงิน (AgNPs) สามารถนำไปใช้งานทางด้านการแพทย์ได้ในการวินิจฉัยและ
การบำบัดโรคมะเร็ง นอกจากนี้ยังสามารถสังเคราะห์จากสารสกัดจากพืช มีข้อดีคือสามารถปรับ
ขนาดได้ง่ายและอาจมีราคาไม่แพง (Mittal et al., 2013) 

สุเมธา (2550) ได้รายงานว่าการเตียมอนุภาคนาโนออกไซด์ของโลหะมีการศึกษามากใน
ปัจจุบัน เนื่องจากอนุภาคนาโนมีพ้ืนที่ผิวและความหนาแน่นต่อหน่วยปริมาตรสูง มีความไวต่อ
ปฏิกิริยาเคมีและโปร่งแสงสูง โดยวิธีการเตรียมอนุภาคนาโนออกไซด์ของโลหะสามารถจำแนกได้ 2 
กลุ่มใหญ่ คือ  

การเตรียมจากบนลงล่าง (top-down approach) เป็นการทำให้วัสดุที่มีขนาดใหญ่แตก
ออกเป็นชิ้นหรืออนุภาคเล็ก ๆ โดยจะใช้วิธีการบดทำให้เกิดการประสานกันของอนุภาค การแตกหัก
ของอนุภาค การประสานเข้ากันใหม่ของอนุภาคเกิดขึ้นซ้ำ ๆ ซึ่งแบ่งเป็นการบดแบบธรรมดา และการ
บดด้วยพลังงานสูง ดังนั้นรูปร่างและขนาดของอนุภาคนาโนที่ต่างกัน เกิดจากการบดที่ต่างกัน โดย
การบดด้วยพลังงานสูงจะทำให้อนุภาคมีขนาดใหญ่แตกออกเป็นอนุภาคเล็ก ขนาดที่ได้ขึ้นกับ
อัตราส่วนโดยน้ำหนักของลูกบดต่อน้ำหนักสารที่ถูกบด ความเร็วรอบและเวลาที่ใช้บด  

การเตรียมจากล่างขึ้นบน (bottom-up approach) เป็นการสังเคราะห์อนุภาคที่มีขนาดเล็ก
จากระดับของอะตอมหรือโมเลกุลของสารตั้งต้น โดยใช้วิธีการทางเคมีสารละลาย เช่น วิธีโซล -เจล 
หรือการตกตะกอนจากสารละลาย โดยการตกตะกอนจะมีรูปร่างหลากหลาย ขึ้นกับองค์ประกอบของ
ระบบ 
การใช้อนุภาคนาโนในเกษตร  

ในปัจจุบันได้มีการนำนาโนเทคโนโลยีมาใช้ในทางการเกษตร ซึ่งถูกนำมาใช้ในรูปของอนุภาค
นาโน เพื่อเพ่ิมมูลค่าให้กับผลิตภัณฑ์ โลหะที่นำมาสังเคราะห์ เช่น โลหะเงิน โลหะทอง โลหะทองแดง 
อนุภาคนาโนเงิน มีคุณสมบัติต้านเชื้อจุลินทรีย์ ต้านอนุมูลอิสระ (เนตรนภาและคณะ, 2562)  
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Concha-Guerrero et al. (2015) ได้รายงานผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดง 
(CuO) ต่อแบคทีเรียในดิน โดยประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์ พบว่าเซลล์เกิดการแตกตัวเนื่องจาก
สูญเสียความสมดุลของเยื่อหุ้ม 
 Wang et al. (2016) ได้รายงานว่าการสังเคราะห์อนุภาคนาโนเงินสามารถสังเคราะห์ได้จาก
จุลินทรีย์หลายชนิด จึงได้ทำการการสังเคราะห์อนุภาคนาโนเงิน ที่ไม่เป็นอัตรายต่อสิ่งแวดล้อม โดยใช้
จุลินทรีย์ Bacillus methylotrophicus DC3 ได้อนุภาคที่มีรูปร่างกลม ขนาด 10-30 nm และยังมี
ฤทธิ์ต้านจุลชีพต่อจุลินทรีย์ที่ทำให้เกิดโรค ได้แก่ Candida albicans, Salmonella enterica, 
Escherichia coli และ Vibrio parahaemolyticus  

Pestovsky andMartínez-Antonio (2017) ได้รายงานว่ามีการประยุกต์ใช้อนุภาคนาโนใน
การเกษตร ได้แก่ การใช้ปุ๋ยอนุภาคนาโนเพื่อเป็นสารกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืช การใช้อนุภาคนา
โนเพ่ือกำจัดศัตรูพืช พาหะของสารกำจัดศัตรูพืช และเป็นสารต้านแบคทีเรีย หากใช้อนุภาคนาโนใน
ปริมาณมากจะช่วยให้เกษตรแม่นยำ เพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรได้ มีต้นทุนลดลง 
 Chhipa (2017) ได้รายงานว่าการใช้ปุ๋ยนาโนที่มาจากโลหะและสารกำจัดศัตรูพืชเพ่ือ
การเกษตรมีความเป็นไปได้ในการใช้เป็นทางเลือก โดยใช้แคลเซียม (Ca) และฟอสฟอรัส ไฮดรอกซีอะ
พาไทต์ (P hydroxyapatite), เหล็ก (Fe), ออกไซด์ของสังกะสี (ZnO), ไทเทเนียมไดออกไซด์ (TiO2), 
อนุภาคนาโนเงิน (Ag nanoparticles) และท่อนาโนคาร์บอน (Carbon nanotubes; CNT) รูปแบบ
ของอนุภาคนาโนโดยทั่วไป มีขนาดเฉพาะ ปล่อยสารออกฤทธิ์ที่สามารถรีดิวซ์ธาตุอาหารส่วนเกินออก 
และป้องกันปฏิกิรยิายูโทรฟิเคชัน (Eutrophication)  
การสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซดข์องโลหะด้วยวิธีทางชีวภาพ 

เนื่องจากการสังเคราะห์อนุภาคนาโนโดยทั่วไปใช้กระบวนการทางเคมี หรือฟิสิกส์ที่ค่อนข้าง
อันตราย และไม่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม การสังเคราะห์ทางชีวภาพจึงเป็นทางเลือกที่ดีในการ
สังเคราะห์ โดยเป็นวิธีการที่ใช้สารจากพืช หรือจุลินทรีย์ หรือสารออกฤทธิ์จากจุลินทรีย์เป็นตัวรีดิวซ์
เพ่ือให้เกิดอนุภาคนาโนออกไซด์ของโลหะ โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารกลุ่มหนึ่งที่มีรายงาน
การนำมาใช้เพ่ือสังเคราะห์อนุภาคนาโนโดยเฉพาะกลุ่มที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ทั้ งในกลุ่มของ 
lipopeptides และ glycolipid (Płaza et al., 2015) ซึ่งสามารถนำไปใช้ประโยชน์ทางการเกษตร 
โดยเฉพาะเพ่ือการควบคุมโรคพืช 
ดัชนีบ่งชี้คุณภาพดินทางชีวภาพ 

ดัชนีบ่งชี้ที่ใช้ในการบ่งบอกคุณภาพดินทางชีวภาพ ได้แก่ จุลินทรีย์ และเอนไซม์ในดิน โดย
จุลินทรีย์ที่พบในดิน มีทั้งแบคทีเรีย แอคติโนมัยซีท ฟังไจ ไซยาโนแบคทีเรีย และโปรโตซัว โดย
ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ที่อยู่ที่ประมาณ 108-109 CFU ต่อ ดิน 1 g โดยเชื้อแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์กลุ่มที่
พบมากที่สุดในดิน บทบาทของจุลินทรีย์ในดินคือ เป็นผู้ย่อยสลายสารอินทรีย์ และปลดปล่อยธาตุ
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อาหารให้แก่พืช และสิ่งมีชีวิตอ่ืน จึงเป็นกลุ่มสิ่งมีชิตที่มีบทบาทสำคัญในวัฏจักรของสารในดิน ทั้งวัฏ
จักรคาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และธาตุอ่ืน ๆ (Sylvia et al., 2005) นอกจากนี้จุลินทรีย์ยังมี
บทบาทต่อคุณสมบัติทางกายภาพของดินด้วย การที่จุลินทรีย์สามารถบ่งชี้สุขภาพของดินได้ เนื่องจาก
จุลินทรีย์จะมีการตอบสนองต่อสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงได้เร็วกว่าสิ่งมีชีวิตอ่ืน เนื่องจากมี
อัตราส่วนพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรสูงกว่าสิ่งมีชีวิตกลุ่มอ่ืน ๆ โดยที่การเปลี่ยนแปลงทางเคมี และกายภาพ
บางอย่างที่ตรวจวัดไม่สามารถบอกสุขภาพของดินได้ (Das and Varma, 2010) 

สำหรับเอนไซม์ในดิน (soil enzymes) คือกลุ่มของเอนไซม์ที่ปกติอยู่ในดิน และมีบทบาท
สำคัญต่อการรักษาระบบนิเวศในดิน คุณสมบัติทางเคมี เอนไซม์ที่ใช้ในการบ่งชี้ความสมบูรณ์ และ
สุขภาพดินเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกิจกรรมของจุลินทรีย์ และเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับวัฏจักรของสาร

ภายในดิน ได้แก่ วัฏจักรคาร์บอน คือ dehydrogenase, -glucosidase และ cellulose วัฏจักร
ไนโตรเจน คือ urease และ protease ส่วนเอนไซม์ phosphatase จะเกี่ยวข้องกับวัฏจักรของ
ฟอสฟอรัส โดยเอนไซม์เหล่านี้จะเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงสารอินทรีย์ในดิน ทำให้เกิดการ
ปลดปล่อยธาตุอาหารออกมาในดิน โดยแหล่งของเอนไซม์ภายในดินอาจมาจากจุลินทรีย์ พืช หรือ
สิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ที่อยู่ในดิน โดยดินที่ดีจะเกิดจากความสมดุลของคุณสมบัติทางเคมี กายภาพ และ
ชีวภาพซึ่งรวมถึงเอนไซม์ (Das and Varma, 2010) 

 



  

 

บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
1. อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
1.1 Cuvette (VWR, Germany) 
1.2 Hot plate stirrer รุ่น MS300HS (M Tops, Korea) 
1.3 PCR รุ่น Mastercycler-25  (Major science, Taiwan)  

1.4 Syringe filter ขนาดรู 0.22 µ 
(Nylon membrane, Labfil, 
China) 

1.5 Vernia caliper (BEC, ยูเนี่ยน ซายน์ จำกัด, ประเทศ
ไทย) 

1.6 เครื่อง Electrophoresis  (Labnet, USA) 
1.7 เครื่องเขย่า (Gallen Kamp, UK) 
1.8 เครื่องฆ่าเชื้อความดันไอ (Wise Cave, China) 
1.9 เครื่องชั่ง 2 ตำแหน่ง (Mettler-Toledo, Switzerland) 
1.10 เครื่องชั่ง 4 ตำแหน่ง (Mettler-Toledo, Switzerland) 
1.11 เครื่องบ่ม DNA (Major science, Taiwan)  
1.12 เครื่องปั่นเหวี่ยง รุ่น Scanspeed mini (Labogene, Denmark) 
1.13 เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated 

Centrifuge)  รุ่น MPW-380R 
(MPW MED.instruments, 
Poland) 

1.14 เครื่องผสมสาร (vortex mixer) (LMS, Japan) 

1.15 
เครื่องมองเจลแบบใช้แสง LED รุ่น UltraSlim LED 
illuminator 

(Maestrogen, Taiwan) 

1.16 เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง รุ่น pH100 (Ionix, India) 
1.17 เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง รุ่น SP-830  (Metertech, Taiwan) 
1.18 เครื่องวิเคราะห์การเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์(Bruker 

D2 Phaser X-ray Diffractometer) 
(Bruker AXS, Germany) 

1.19 ชุดทำ PCR Product ให้บริสุทธิ์สำเร็จรูป
TIANquick Midi Purification Kit  

(Tiangen Biotech, China)  



 18 

1.20 ชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป TIANamp Bacteria DNA 
Kit  

(Tiangen Biotech, China)  

1.21 ตะแกรงร่อน (No.80) (Endecotts, England) 

1.22 ตู้ดูดควัน 
(Elrctric service device, 
Thailand) 

1.23 ตู้บ่มเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Termaks, Norway) 
1.24 ตู้ปลอดเชื้อ  (AIRTECH, China) 
1.25 ตู้อบลมร้อน (Binder, Germany) 
1.26 เตาเผา รุ่นYR05272 (Kalstein, France)  
1.27 น้ำปราศจากอิออน (DI) (RCL Labscan, Thailand) 
1.28 พาสเจอร์ปิเปตแก้ว (glass pasture pipette) (Paul Marienfeld, Germany) 
1.29 อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 
 

2. สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
2.1 Absolute ethanol (RCL Labscan, Thailand) 
2.2 Absolute methanol (RCL Labscan, Thailand) 
2.3 Agar  (ยูเนี่ยน ซายน์ จำกัด, ประเทศ

ไทย) 
2.4 Agarose gel (Invitrogen, Canada)  
2.5 Ammonium chloride  (Merck, Germany) 
2.6 Ammonium nitrate  (QRëc, New Zealand) 
2.7 Ammonium sulfate  (RCL Labscan, Thailand) 
2.8 Anhydrous sodium carbonate (QRëc, New Zealand) 
2.9 Boric acid (Fisher Scientific, UK) 
2.10 Calcium chloride  (Merck, Germany) 
2.11 Carboxymethyl cellulose sodium sail 

solution  
(บริษัทกรุงเทพเคมี จำกัด, 
ประเทศไทย) 

2.12 Casein (Fluka, Germany) 
2.13 Citric acid (AnalaR, Ireland) 
2.14 Coper (II) sulfate anhydrous  (QRëc, New Zealand) 
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2.15 di-Potassium hydrogen orthophosphate  (Ajax Finechem, Australia) 
2.16 Ferric ammonium sulfate (Ajax Finechem, Australia) 
2.17 Ferrous sulfate heptahydrate  (Carlo Erba, Germany) 
2.18 Folin Ciocalteu's phenol reagent (Merck, Germany) 
2.19 Fructose (Fluka, Japan) 
2.20 Glucose (ยูเนียนซายด์, ประเทศไทย) 
2.21 Glucose anhydrous (Fisher scientific, UK) 
2.22 Glycerol (QRëc, New Zealand) 
2.23 Glacial acetic acid (RCL Labscan, Thailand) 
2.24 Hexadecane (Sigma-aldrich, USA) 
2.25 Hydrochloric acid (RCL Labscan, Thailand) 
2.26 L-Tyrosine (Fluka, Switzerland) 
2.28 Magnesium sulfate heptahydrate  (QRëc, New Zealand) 
2.29 Maleic acid (QRëc, New Zealand) 
2.30 Manganese (II) sulfate 1-hydrate  (Kemaus, Australia) 
2.31 p-Nitrophenol  (Sigma-aldrich, Japan) 
2.32 p-Nitrophenyl phosphate  (Sigma-aldrich, Austria) 
2.33 Potassium cyanide (Honeywell Research 

Chemicals, Germany) 
2.34 Potassium dihydrogen orthophosphate 

anhydrous  
(RCL Labscan, Thailand) 

2.35 Potassium ferric hexacyanide (Fisher scientific, UK) 
2.36 Streptomycin (Sigma-aldrich, Germany) 
2.37 Sodium acetate (QRëc, New Zealand) 
2.38 Sodium carbonate (QRëc, New Zealand) 
2.39 Sodium chloride  (RCL Labscan, Thailand) 
2.40 Sodium dihydrogen phosphate anhydrous  (QRëc, New Zealand) 
2.41 Sodium dodecyl sulfate  (Fisher scientific, Germany) 
2.42 Sodium hydroxide  (Kemaus, Australia) 
2.43 Sodium nitrate  (Merck, Germany) 
2.44 Sucrose (RCL Labscan, Thailand) 
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2.45 Sulfuric acid (RCL Labscan, Thailand) 
2.46 TAE buffer (Invitrogen, Canada)  
2.47 Trichloro acetic acid (AnalaR, Ireland) 
2.48 Triphenyl formazan  (Sigma-aldrich, Japan) 
2.49 Triphenyl tetrazolium chloride  (Merck, Germany) 
2.50 Tris (pH10-11.5) (Vivantis Technologies, 

Malaysia) 
2.51 Zinc nitrate hexahydrate (LOBA chemie, India) 
2.52 Zinc sulfate heptahydrate  (RCL Labscan, Thailand) 
2.53 น้ำมันมะกอก (Bertolli, USA) 
2.54 สีย้อมเจล SYBR® Safe DNA gel stain  (Invitrogen, Canada) 
 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาคผนวก ก) 
3.1 Ashby’s Mannitol Agar (Himedia, India) 
3.2 Blood agar (Biomedia,Thailand) 
3.3 Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol 

Agar (DRBC) 
(Himedia, India) 

3.4 Medium optimal of lipopeptide production ภาคผนวก ก 
3.5 Modified Potato Dextrose Agar (MPDA) ภาคผนวก ก 
3.6 Nutrient Glucose Agar (NGA) (Himedia, India) 
3.7 Nutrient Glucose Broth (NGB) (Himedia, India) 
3.8 Pikovskaya’s Agar (Himedia, India) 
3.9 Plate Count Agar (Himedia, India) 
3.10 Peptone (Criterion, Canada) 
3.11 Soyabean Casein Digest Medium หรือ 

Tryptone Soya Agar (TSA) 
(Himedia, India) 

3.12 Soyabean Casein Digest Medium หรือ 
Tryptone Soya broth (TSB) 

(Himedia, India) 

3.13 Tryptone Type-1 (Casitose Type-I) (Himedia, India) 
3.14 yeast extract (Himedia, India) 
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4. ยาปฏิชีวนะ (Susceptibility test discs) (Himedia, India) 
4.1 Ciprofloxacin (5 µg/disc)  
4.2 Penicilin (10 µg/disc)  
4.3 Tetracyclin (30 µg/disc)  
4.4 Tigecyclin (15 µg/disc)  
4.5 Vancomycin (30 µg/disc)   
 
5. Primers (Integrated DNA Technologies PTE, Singapore) 
5.1 srfA 
5.2 SUR3 
5.3 fenD 
5.4 ituD 
5.5 ituC 
5.6 bmyB 
 
6. พันธุ์ข้าวท่ีใช้ในงานวิจัย  
(ได้รับความอนุเคราะห์จากหน่วยความเป็นเลิศด้านการปรับปรุงพันธุ์ข้าวมหาวิทยาลัยแม่โจ้) 
6.1 ข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2 
6.2 ข้าวพันธุ์ กข 6 
6.3 ข้าวพันธุ์ กข 23 
6.4 ข้าวพันธุ์ ขาวดอกมะลิ 105 
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วิธีดำเนินการวิจัย 
1. จุลินทรีย์ที่ใช้ในการศึกษา  

1.1 แบคทีเรีย Bacillus sp. และกลุ่มที่เกี่ยวข้องจำนวน 79 ไอโซเลต ซึ่งแยกได้จากไลเคน  
(ศรีกาญจนาและคณะ, 2560) แสดงดังภาคผนวก ข 
1.2 จุลินทรีย์ก่อโรคข้าว ได้แก่ เชื้อรา Pyricularia oryzae สาเหตุโรคไหม้ และ เชื้อแบคทีเรีย 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae ไอโซเลต I3 สาเหตุโรคขอบใบแห้ง 
2. การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคข้าว 
2.1 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus ในการยับยั้งเชื้อก่อโรคข้าวโดยวิธี Spot on lawn  

ทำการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae ในอาหารเหลว 
Nutrient Glucose Broth (NGB) นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง และเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 rpm เป็น
เวลา 2-3 วัน นำมาปรับความขุ่นของเชื้อด้วย 0.85% NaCl วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 nm ให้มีค่าความขุ่น 0.2 จากนั้นนำไป  swab บนผิวหน้าอาหาร Nutrient glucose agar 
(NGA) ตั้งทิ้งไว้ 5-10 นาที นำเชื้อแบคทีเรีย Bacillus ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Tryptone Soya 
Broth (TSB) บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 3 วัน ปริมาตร 2 µl หยดลงบนผิวหน้าอาหาร รอให้ของเหลว
ซึมลงผิวหน้าวุ้นจนแห้ง บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 2-3 วัน สังเกตการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคจากการ
เกิดบริเวณใส (clear zone) รอบๆ โคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของวงใสและโคโลนี นำมาหาอัตราส่วนของเส้นผ่ านศูนย์กลางของวงใสและโคโลนีเพ่ือแสดง
ประสิทธิภาพในการยับยั้ง ซึ่งแต่ละการทดลองทำ 3 ซ้ำ หาค่าเฉลี่ย และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
จากนั้นนำเชื้อแบคที เรียที่ ให้ผลบวกในการทดสอบด้วยเทคนิค  spot on lawn มาทดสอบ

ประสิทธิภาพในการยับยั้ง X. oryzae pv. oryzae โดยสารทุติยภูมิด้วยวิธี agar well diffusion 

โดยนำสารแขวนลอยแบคทีเรีย Bacillus ที่เตรียมไว้เช่นเดียวกับข้างต้น นำมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว

รอบ 10,000 rpm เก็บส่วนใส ทำให้ปราศจากเชื้อโดยการกรองผ่านเมมเบรนรูพรุน 0.2 µ ก่อนนำไป

ทดสอบ และเตรียมเชื้อแบคทีเรียก่อโรคข้าว โดยเลี้ยงในอาหาร NGB นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง และ

เขย่าที่ความเร็วรอบ 120 rpm เป็นเวลา 2-3 วัน นำมาปรับความขุ่นของเชื้อด้วย 0.85% NaCl วัด

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 nm (A600) ให้มีค่าความขุ่น 0.2 จากนั้นนำไป swab บนผิวหน้าอาหาร 

NGA ตั้งทิ้งไว้ 5-10 นาที เจาะอาหารให้เป็นหลุมโดยใช้ glass pasteur pipette ด้านบน ให้ได้หลุม

ซึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 mm จากนั้นนำ supernatant ที่เตรียมไว้ ปริมาตร 25 µl เติมลงไป

ในหลุมที่เจาะไว้ บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 2-3 วัน สังเกตการยับยั้งจากบริเวณใสแล้ววัดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางของบริเวณใสที่เกิดขึ้นโดยรวมเส้นผ่านศูนย์กลางของหลุมด้วย นอกจากนี้ได้ทำการทดสอบ
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ฤทธิ์ยับยั้งของสารเคมีทางการเกษตรต่อเชื้อ X. oryzae pv. oryzae จำนวน 2 ชนิด ได้แก่  

streptomycin 50 µg/ml และสารเคมีทางการค้าซึ่งมีส่วนผสมของทองแดงและสังกะสี 

2.2 การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus ต่อเชื้อรา Pyricularia oryzae โดยวิธี 
Dual culture 

นำเชื้อแบคทีเรียที่ให้ผลบวกในการทดสอบด้วยเทคนิค spot on lawn มาเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลว NGB บ่มที่อุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 rpm เป็นเวลา 1-2 วัน 
จากนั้นนำเชื้อที่เตรียมไว้ หยดลงบนผิวหน้าอาหาร Modified Potato Dextrose Agar (MPDA) ให้มี
ระยะห่างระหว่างเชื้อแบคที เรีย Bacillus ที่ศึกษากับเชื้อรา P. oryzae 3 cm รอให้ผิวหน้า
อาหารแห้ง จากนั้นนำ glass pasteur pipette ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ใช้ด้านบนซึ่งมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 6 mm เจาะวุ้นที่มีเชื้อรา P. oryzae และนำเข็มเข่ียปลายตรง ย้ายเชื้อราไปวางบนอาหาร 
MPDA ด้านตรงข้ามกับที่หยด supernatant แบคทีเรีย Bacillus นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
5-7 วัน สังเกตการยับยั้งเชื้อราก่อโรคจากการเจริญของเส้นใยที่ไม่เข้าใกล้ Bacillus แต่ละการทดลอง 
ทำ 3 ซ้ำ วัดขนาดการเจริญของเส้นใย นำไปคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งตามสมการ (1) 

โดย d control = ขนาดการเจริญของเส้นใยที่ไม่เพาะเลี้ยงร่วมกับ Bacillus 
d assay = ขนาดการเจริญของเส้นใยที่เพาะเลี้ยงร่วมกับ Bacillus 

จากนั้นจึงนำไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง P. oryzae โดยสารทุติยภูมิ ด้วยวิธี agar 
well diffusion ด้วยการเจาะอาหาร MPDA ด้วย glass pasteur pipette ที่ฆ่าเชื้อแล้วและนำ 
supernatant ของเชื้อที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TSB นาน 3 วัน เช่นเดียวกับที่ทดสอบ X. oryzae 
pv. oryzae เมื่อใช้วิธี agar well diffusion โดยดูด supernatant ปริมาตร 25 µl เติมลงไปในหลุม
ที่เจาะไว้ รอให้ส่วนใสซึมลงไปในอาหาร จากนั้นจึงทำการเจาะวุ้นที่มีเชื้อรา P. oryzae มาวางไว้บน
อาหารด้านตรงข้าม ให้มีระยะห่างระหว่างเชื้อรากับหลุม 3 cm จึงนำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
3-5 วัน สังเกตการยับยั้งเชื้อราก่อโรคจากการเกิดบริเวณใส (clear zone) รอบๆหลุม และทำการวัด
ขนาดการเจริญของเส้นใยเพ่ือนำมาหาค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งตามสมการ (1) 
3. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus ลงในอาหารเหลว NGB นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง และเขย่าที่

ความเร็วรอบ 120 rpm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และนำมาปรับความขุ่นของเชื้อด้วย 0.85% NaCl วัด

ค่า A600 ให้มีค่าความขุ่น 0.1 จากนั้นนำไป swab บนผิวหน้าอาหาร Blood agar นำแผ่นยาแต่ละ

เปอร์เซ็นต์ยับยั้งเชื้อรา = 
(d control - d assay) X 100 (1) 

d control 
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ช นิ ด  ได้ แ ก่  Penicillin (10 µg/disc), Ciprofloxacin (5 µg/disc), Tetracyclin (30 µg/disc), 

Tigecyclin (15 µg/disc), และ Vancomycin (30 µg/disc) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 mm วาง

บนผิวหน้าอาหารที่ได้ทำการ swab ไว้แล้ว ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นาน 24-48 ชั่วโมง สังเกตบริเวณยับยั้งเชื้อแบคทีเรียและวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส นำมา

หาค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

4. การศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (biosurfactants) ของเชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus  
4.1 การทดสอบความสามารถในการย่อยเม็ดเลือดแดง (hemolytic activity) 
นำเชื้อแบคทีเรีย Bacillus ที่ต้องการทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงมา streak บนอาหาร 
Blood agar นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง สังเกตการเจริญบนอาหารว่าเป็น
กลุ่มที่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ์ จะมีลักษณะวงใสสีเหลืองรอบโคโลนีของเชื้อ 
(beta-hemolysis) หรือกลุ่มที่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้บางส่วน จะมีลักษณะวงใสสีเขียว
รอบโคโลนี (alpha-hemolysis) หรือกลุ่มที่ไม่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ ลักษณะโคโลนีของ
เชื้อและอาหารจะไม่มีการเปลี่ยนแปลง (gamma-hemolysis) เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวสามารถ
ย่อยเม็ดเลือดแดงได้  ดังนั้นถ้าเชื้อแบคที เรียสามารถย่อยเม็ดเลือดแดงได้  ดั งนั้นก็น่ าจะมี
ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวได้ด้วย (Rengathavasi et al., 2011) 
4.2 การวัด cell hydrophobicity ด้วย BATH assay (Pruthi and Cameotra, 1997; 
Rengathavasi et al., 2011) 

การทดสอบความไม่ชอบน้ำของเซลล์ (cell hydrophobicity) ด้วย Bacterial adhesion 
to hydrocarbons (BATH) assay โดยปรับความขุ่นของตะกอนเซลล์ด้วยการละลายสารแขวนลอย
แบคทีเรียด้วยบัฟเฟอร์ และปรับความขุ่นโดยวัด A610 ให้ได้ประมาณ 0.5 ± 0.05 และดูดใส่หลอด
ทดลองปริมาตร 1.2 ml เติม hydrocarbon โดยใช้  hexadecane ปริมาตร 2 ml ตั้ งทิ้ งไว้
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex 2 นาที ตั้งทิ้งไว้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
15 นาที นำส่วนน้ำที่อยู่ด้านล่างหลอดไปวัดค่า A610 ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ บันทึกผลความ
ไม่ชอบน้ำของแบคทีเรียขึ้นอยู่กับความสามารถของระดับการยึดเกาะของเซลล์กับไฮโดรคาร์บอน  
โดยเซลล์ที่ไม่ชอบน้ำจะจับกับไฮโดรคาร์บอน จึงต้องแยกส่วนน้ำไปวัดค่า A610 ถ้าความขุ่นในน้ำลดลง
แสดงว่าเซลล์ไม่ชอบน้ำ และคำนวณเซลล์ที่ยึดเกาะกับไฮโดรคาร์บอนโดยใช้สูตร 
% การยึดเกาะของเซลล์ = (A0-A) x 100 (2) 

A0 
โดย A = ค่า A610 ที่วัดได้หลังจากเติม hexadecane , A0 = ค่า A610 เริ่มต้น 
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4.3 การทดสอบความสามารถในการเกิด E24 ของเชื้อแบคทีเรียด้วยการหาค่า emulsification 
index (E24) 

การหาค่า E24 ของเชื้อแบคทีเรีย B. velezensis โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว ที่

อุณหภูมิห้อง เขย่าที่ 120 rpm นาน 3 วัน ปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บส่วนใสด้วยความเร็วรอบ 10,000 rpm 

นาน 5 นาที นำส่วนใส 2 ml ผสมน้ำมันมะกอก 2 ml โดย ใช้ 0.5% sodium dodecyl sulfate 

เป็น positive control และ ใช้น้ำกลั่น และอาหารเหลว TSB เป็น negative control ผสมให้เข้า

กันด้วย vortex mixer 2 นาที ตั้งทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง คำนวณหาค่าดัชนี E24 โดยสูตรต่อไปนี้ 

 

E24 (%) =
ความสูงของช้ันอิมัลช่ัน

ความสูงของของเหลว
 x 100    (3) 

 
4.4 การตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์ 

การสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียโดยใช้ชุดสกัด DNA สำเร็จรูป TIANamp Bacteria DNA Kit 
ทำตามขั้ น ตอนของบริษั ท ผู้ ผลิ ต  ตรวจสอบคุณ ภ าพของดี เอ็น เอที่ ส กั ด ได้ ด้ วยวิ ธี  gel 
electrophoresis โดยใช้ 1.5% agarose gel ใน 1% TAE buffer ที่ย้อมด้วยสี SYBR® Safe DNA 
gel stain และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่องตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ ทำการตรวจหายีนด้วย
เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยคัดเลือกยีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะจำนวน 
6 ยีน ได้แก่ srfA, SUR3, fenD, ituD, ituC และ bmyB โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อยีนทั้ง 6 
ยีน (ตารางที่ 3) เตรียมองค์ประกอบของปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 50 µl จากนั้นนำไปเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมด้วยเครื่อง PCR รุ่น Mastercycler-25 โดยมีขั้นตอนการทำปฏิกิริยา PCR ดังนี้  
- initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
- ตามด้วยปฏิกิริยาจำนวน 30 รอบ 
- denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  
- annealing ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
- extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  
- final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
จากนั้นทำการตรวจผลผลิต PCR ด้วยวิธี gel electrophoresis ตามวิธีที่กล่าวไว้ข้างต้น  
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ตารางที่ 3 Primers และสภาวะที่ใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR 
 

ยีน 
สารยับยั้ง
จุลินทรีย ์

Primer Sequence 
F (5’ -> 3’), R (3’ -> 5’) 

product size 
(bp) 

Ta 
(°C) 

Reference 

srfA Surfactin srfAF TCGGGACAGGAAGACATCAT 201 58 
(Mora et al., 2015) 
และ (Płaza et al., 

2015) 

  srfAR CCACTCAAACGGATAATCCTGA    

SUR3  SUR3F ACAGTATGGAGGCATGGTC 441 57 
(Nanjundan et al., 

2019) 

  SUR3R TTCCGCCACTTTTTCAGTTT    

fenD Fengycin fenDF GGCCCGTTCTCTAAATCCAT 269 58 
(Mora et al., 2015) 

และ (Zouari et al., 
2016) 

  fenDR GTCATGCTGACGAGAGCAAA    

ituD Iturin ituDF GATGCGATCTCCTTGGATGT 647 60 
(Nanjundan et al., 

2019) 

  ituDR ATCGTCATGTGCTGCTTGAG    

ituC  ituCF GGCTGCTGCAGATGCTTTAT 423 58 
(Mora et al., 2015) 
และ (Płaza et al., 

2015) 

  ituCR TCGCAGATAATCGCAGTGAG    

bmy
B 

Bacillomycin bmyBF GAATCCCGTTGTTCTCCAAA 370 55 
(Mora et al., 2015) 

และ (Frikha-Gargouri 
et al., 2017) 

  bmyBR GCGGGTATTGAATGCTTGTT    

หมายเหตุ : Ta = annealing temperature 
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5. การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับฺ Bacillus velezensis เพื่อผลิตสารยับยั้งแบคทีเรีย 
 X. oryzae pv. oryzae 

นำแบคทีเรีย B. velezensis มาศึกษาหาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธิ์
ยับยั้งแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae โดยทดสอบแหล่งคาร์บอน 4 ชนิด ได้แก่ น้ำตาลกลูโคส 
น้ำตาลซูโครส น้ำตาลฟรุกโตส และกลีเซอรอล และใช้แหล่งไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียมคลอไรด์  
จากนั้นนำมาศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับฺ  B. velezensis ที่จะผลิตสารยับยั้งแบคทีเรีย  
X. oryzae pv. oryzae เนื่องจาก lipopeptide เป็นสารทุติยภูมิ ซึ่งเชื้อจะผลิตได้มากขึ้นเมื่อมี
อุณหภูมิ ค่าพีเอช และแหล่งอาหารที่เหมาะสม ดังนั้นจึงต้องทำการหาสภาวะที่เหมาะสมของอาหาร
ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ โดยปัจจัยที่ศึกษาได้แก่ แหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน โดยใช้เทคนิค
พ้ืนผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology; RSM) ปัจจัยที่ใช้ในการทดลองเป็นปัจจัยที่มี
ผลต่อการผลิตสารยับยั้งแบคทีเรีย ซึ่งได้แก่ แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และค่าพีเอชเริ่มต้นของ
อาหาร ดังแสดงในตารางที่ 4 ออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken ด้วยโปรแกรม Design-
Expert version 13.05 (ดาริกาและคณะ, 2013) ซึ่งมี 3 ปัจจัย โดยแต่ละปัจจัยมี 3 ระดับ มีการ
ทำซ้ำท่ีจุดกึ่งกลาง 5 ซ้ำ และมีทั้งหมด 17 หน่วยการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 5 

 
ตารางที ่4 ปัจจัยและระดับที่ใช้ในการทดลอง 
 

ปัจจัย 
ระดับ 

-1 0 1 
ปริมาณแหล่งคาร์บอน (X1) (g/L) 10 25 40 
ปริมาณแหล่งไนโตรเจน (X2) (g/L) 1 4 7 
พีเอชของอาหารเริ่มต้น (X3) 5 7 9 
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ตารางที่ 5 การออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken  
 

std run glucose NH3Cl pH glucose NH3Cl pH 
1 14 -1 -1 0 10 1 7 
2 9 1 -1 0 40 1 7 
3 16 -1 1 0 10 5 7 
4 4 1 1 0 40 5 5 
5 8 -1 0 -1 10 4 5 
6 11 1 0 -1 40 4 5 
7 13 -1 0 1 10 4 9 
8 3 1 0 1 40 4 9 
9 17 0 -1 -1 25 1 5 
10 2 0 1 -1 25 5 5 
11 6 0 -1 1 25 1 9 
12 10 0 1 1 25 5 9 
13 7 0 0 0 25 4 7 
14 15 0 0 0 25 4 7 
15 1 0 0 0 25 4 7 
16 12 0 0 0 25 4 7 
17 5 0 0 0 25 4 7 

 
นำแบคที เรีย  Bacillus ที่ คัด เลือกแล้วมาเพาะเลี้ ยงในอาหาร Medium Optimal of 

Lipopeptide Production (MOLP) (ดัดแปลงจาก Abouseoud et al. (2008) และ Gu et al. 
(2005)) ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
นำส่วนใสไปกรองด้วย filter ที่ฆ่าเชื้อแล้วที่มีขนาดรูพรุน 0.22 µm จากนั้นนำส่วนใสมาวัดผลการ
ทดลองโดยการหาค่า E24 และนำไปทดสอบ Agar well diffusion assay ต่อเชื้อ X. oryzae pv. 
oryzae นำผลการทดลองที่ได้มาสร้างสมการทำนายค่า E24 จากการวิเคราะห์ทางสถิติเพ่ือหาความ
เหมาะสมของรูปแบบจำลองทางคณิตศาสตร์กับผลการทดลองที่ได้ในรูปของสมการต่อไปนี้  (สมการ 
(4)) 

𝑦 = 𝛽𝜊+ ∑ 𝛽𝒾 +𝑛
𝑖=1 ∑ 𝛽𝒾𝒾𝒳𝒾

2𝑛
𝑖=1 + ∑ 𝛽𝒾𝒾

𝓃
𝒾≠𝒿=1 𝒳𝒾𝒳𝒿    (4) 
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โดยที่  y คือตัวแปรผลตอบสนอง E24, Xi และ Xj คือตัวแปรอิสระ , ßo ßi และ ßii คือ
สัมประสิทธิ์การถดถอยของจุดตัดแกน y (Intercept) อิทธิพลเชิงเส้น (Linear) และอิทธิพลกำลังสอง 
(Quadratic) จากนั้นนำสมการที่ได้มาใช้ในการสร้างกราฟพ้ืนผิวตอบสนองและกราฟโครงร่างของ 
emulsification index เทียบกับปัจจัยที่ใช้ในการทดลอง 
6. การสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีและทองแดงด้วยเชื้อ Bacillus  

เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus ที่ต้องการทดสอบลงในอาหารเหลว นำไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 

120 rpm ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง นำไปปั่นเหวี่ยงด้วย Refrigerated Centrifuge ที่

ความเร็วรอบ 4 ,200 rpm เป็น เวลา 15 -20 นาที  ที่ อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  เก็บส่ วน 

supernatant ไว้สังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี โดยดัดแปลงจาก Alayande et al. 

(2019) และ Selim et al. (2020) สำหรับการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีใช้ Zinc 

nitrate ความเข้มข้น 0.25 M, 0.50 M และ 1 M ในการสังเคราะห์ โดยใช้ส่วนของ supernatant 

เป็นตัวรีดิวซ์ ใช้วิธีการตกตะกอนด้วย NaOH ความเข้มข้น 0.33 M และกวนด้วยเครื่อง hotplate 

stirrer ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ดังแสดงในตารางที่ 6 ส่วนการสังเคราะห์

อนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดงใช้วิธีการดัดแปลงจาก วชิรและคณะ. (2561) และ Kala et al. 

(2016) โดยใช้ copper sulfate ความเข้มข้น 0.01M กวนทิ้งไว้ด้วย hot plate stirrer ที่อุณหภูมิ 

95 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ดังแสดงในตารางที ่7 

 

ตารางที ่6 ส่วนประกอบในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี 
 

ช่ือตัวอย่าง เชื้อ อาหารเลี้ยงเช้ือ 
ความเข้มข้นของ Zinc nitrate 

hexahydrate (Molar) 

ความเข้มข้นของ 
NaOH 
(Molar) 

SK6412-01 LC70 TSB 0.25 0.33 

SK6511-01 LC33 NGB 0.50 0.33 

SK6511-02 LC33 NGB 0.50 0.33 

Bv19 LC19 TSB 1 0.33 

Bv130 LC130 TSB 1 0.33 

Bv130MOLP LC130 MOLP 1 0.33 

หมายเหตุ : TSB = Tryptone Soya Broth, MOLP = Medium Optimal of Lipopeptide 

Production 
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ตารางที7่ ส่วนประกอบในการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดง 
 

สูตร เชื้อ อาหารเลี้ยงเช้ือ ความเข้มข้นของ copper sulfate 

Cu LC70 1/2NGB 0.01 M 

Cu-1 LC70 TSB 1 mM  

Cu-2 LC70 TSB 0.01 M  

Cu-3 LC70 TSB 1 mM  

Cu-4 LC70 TSB 0.01M  

หมายเหตุ : TSB = Tryptone Soya Broth, 1/2NGB = ครึ่งสูตรของ Nutrient Glucose Broth 

 
หลังจากทำการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีและทองแดงสูตรต่างๆแล้ว 

จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงด้วย Refrigerated Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 4200 rpm เป็นเวลา 20 
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และล้างตะกอนด้วยน้ำปราศจากอิออน 3 ครั้ง ตามด้วย Ethanol 
2 ครั้ง เพ่ือกำจัดสารอินทรีย์ที่หลุดกระจายอยู่ จากนั้นนำอนุภาคไปอบด้วยตู้อบลมร้อน ที่อุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมงหรือจนกว่าตัวอย่างจะแห้ง จึงนำมาบดในโกร่งที่ปราศจากเชื้อให้
ได้ผงละเอียด นำไปร่อนด้วยตะแกรง No.80 ขนาดอนุภาค 180 µm แล้วนำไปเผาในเตาเผาที่
อุณหภูมิ 400 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมงเพ่ือกำจัดธาตุอ่ืนๆ และนำมาร่อนอีกครั้ง และเก็บไว้ใน
โถดูดความชื้น  

นำอนุภาคนาโนที่สังเคราะห์ได้ไปวิเคราะห์ตรวจสอบการเกิดอนุภาคนาโนด้วยการวิเคราะห์

ขนาดและรูปร่างโดยกล้องจุลทรรศน์ อิ เล็ กตรอนชนิดส่ องผ่ าน  (Transmission Electron 

Microscope; TEM) วิเคราะห์โครงสร้างผลึกด้วยเทคนิคการเลี้ยวเบนของอิเล็กตรอนในบริเวณที่

เลือก (Selected Area Electron Diffraction; SAED) ศึกษาการกระจายตัวของธาตุองค์ประกอบ

ด้วยเทคนิคการกระจายพลังงานรังสีเอกซ์ของอนุภาคองค์ประกอบทางเคมี (EDS mapping) โดยใช้

กล้องจุลทรรศน์ อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน  และวิเคราะห์การเลี้ยวเบนของรังสี เอกซ์ (X-ray 

diffractometer; XRD) ด้วยเครื่อง Bruker D2 Phase X-ray Diffractometer เพ่ือระบุชนิดและ

โครงสร้างผลึกของสารประกอบ 

7. การทดสอบฤทธิ์ของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคข้าว 
สำหรับเชื้อแบคทีเรียขอบใบแห้งใช้เทคนิค Spot on lawn โดย X. oryzae pv. oryzae ที่

ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนที่นำมาทดสอบมี 2 ความเข้มข้นได้แก่ 10,000 และ 20,000 ppm โดย
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เจือจางอนุภาคนาโนด้วยน้ำปราศจากอิออน และหยดลงบนผิวหน้าอาหาร  NGA ที่ swab เชื้อ  
X. oryzae pv. oryzae แล้ว ปริมาตร 10 µl บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน สังเกตลักษณะการ
ยับยั้งจากการเกิดบริเวณใส (clear zone) รอบๆ อนุภาคนาโนที่หยดลงไป และวัดขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของวงใส นำมาหาค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

สำหรับเชื้อรา P. oryzae ใช้เทคนิค Agar dilution plate ด้วยการผสมอนุภาคนาโนลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนที่นำมาทดสอบได้แก่ 1 ,250 และ 2,500 ppm 
จากนั้นเพาะเลี้ยงเชื้อรา P. oryzae ลงบนอาหารที่ผสมอนุภาคนาโน สูตรต่างๆ โดยกลุ่มควบคุมจะ
เพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA ที่ไม่ผสมอนุภาคนาโน บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 วัน บันทึกผลโดยดู
จากการเจริญของเชื้อราบนผิวหน้าอาหาร วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางและนำมาหาเปอร์เซ็นต์การ
ยับยั้ง 
8. การทดสอบความเป็นพิษของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีต่อข้าว (Ndeh et al., 2017) 

นำอนุภาคนาโนที่คัดเลือกมาทดสอบความเป็นพิษกับข้าวพันธุ์ กข -แม่โจ้ 2 กข 6 กข 23 
และขาวดอกมะลิ 105 โดยนำเมล็ดข้าวมาแช่ในสารละลายอนุภาคนาโนสังกะสีที่เลือก ที่ระดับ
ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 500 และ 1 ,000 ppm และใช้น้ำปราศจากอิออนเป็นชุดควบคุม ใช้
จำนวน 10 เมล็ดต่อซ้ำ นำเมล็ดข้าวที่แช่แต่ละพันธุ์เพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงที่ปราศจากเชื้อ โดย
ให้ความชื้นด้วยการให้น้ำกลั่นที่ปราศจากเชื้อปริมาตร 5 ml บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลา 7 
วัน และบันทึกผลโดยดูจากเปอร์เซ็นต์การงอก ความยาวราก และความสูงของยอด 

9. ศึกษาผลกระทบของอนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดงและสังกะสีต่อจุลินทรีย์ในดินและ
เอนไซม์ในดิน 
9.1 ผลกระทบของอนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดงและสังกะสีต่อจุลินทรีย์ในดิน 

เตรียมดิน 400 g/กระถาง ผสมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีความเข้มข้น 0 (ชุดควบคุม) 
500 และ 1,000 mg/ดิน 1 kg แบ่งเป็น 2 ชุดการทดลอง คือดินที่มีการปลูกข้าว และดินที่ไม่มีการ
ปลูกข้าว ควบคุมความชื้นให้อยู่ประมาณ 70% หลังจาก 30 วัน (Sillen et al., 2015) เก็บตัวอย่าง
ดิน นำมาตรวจนับปริมาณ Azotobacter และ Non-symbiotic microorganisms บนอาหาร 
Ashby’s Mannitol Agar (Chai et al., 2015) ตรวจนับปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดของตัวอย่างด้วย
อาหาร Plate count agar ตรวจนับปริมาณเชื้อราด้วยอาหาร Potato dextrose agar ตรวจนับ
ปริมาณยีสต์และราด้วยอาหาร Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC) และ 
ตรวจนับแบคทีเรียละลายฟอสเฟตด้วยอาหาร Pikovskaya’s Agar (Nautiyal, 1999)  
9.2 ผลกระทบของอนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดงและสังกะสีต่อเอนไซม์ในดิน 

ตรวจกิจกรรมของเอนไซม์ในดิน ได้แก่ dehydrogenase, protease, acid phosphatase, 
alkaline phosphatase และ cellulase (Pascual et al., 1998) แสดงดังภาคผนวก ค 
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10. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) 

และ Tukey's HSD ( honestly significant difference) test ที่ ระดับความเชื่ อมั่น  95% และ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของข้อมูลจากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน (Pearson correlation) 
โดยใช้โปรแกรม SPSS version 29.0 

 
 
 



  

บทที่ 4 
ผลการวิจัยและวิจารณ ์

 
1. ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง Xanthomonas oryzae pv. oryzae และ Pyricularia oryzae 
ของ Bacillus และ กลุ่มที่เกี่ยวข้องซึ่งแยกได้จากไลเคน 

จากการนำเชื้อแบคทีเรีย Bacillus และ กลุ่มท่ีเกี่ยวข้อง ซึ่งแยกได้จากไลเคน จำนวน 79 ไอ
โซเลตที่แยกได้จากไลเคน Parmotrema sp. ดังแสดงในรายละเอียดในภาคผนวก ข ซึ่งประกอบด้วย 
Bacillus amyloliquefaciens, B. aryabhattai, B. megaterium, B. pumilus, B. safensis,  
B. siamensis, B. velezensis, Lysinibacillus macrolides, Oceanobacillus sojae และ 
Paenibacillus favisporus มาทดสอบความสามารถ ในการยับยั้ง X. oryzae pv. oryzae 
แบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้ง เมื่อทดสอบโดยใช้วิธี spot on lawn มีแบคทีเรียจำนวน 54 ไอโซ
เลต ที่ให้ผลบวก สังเกตจากบริเวณยับยั้งที่เกิดขึ้น (ภาพท่ี 1) โดยมีดัชนีการยับยั้ง ตั้งแต่ 1.19-8.12 
ดังแสดงในตารางที่ 8 ซึ่ง Bacillus velezensis LC130 สามารถยับยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae 
ได้ดีที่สุด โดยมีดัชนีการยับยั้งคือ 8.12 

 

 
 

ภาพที่ 1 บริเวณยับยั้งของ B. velezensis LC130 ทีส่ามารถยับยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae  
ด้วยวิธี spot on lawn บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient glucose agar 
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ตารางที่ 8 ค่าเฉลี่ยดัชนีการยับยั้ง และจำนวนไอโซเลตของเชื้อแบคทีเรียที่ให้ผลบวก 
 

ค่าเฉลี่ยดัชนีการยับยั้ง จำนวนไอโซเลต ไอโซเลต 
>1.00-1.50 7 LC56, LC62, LC71, LC72, LC90, 

LC96, LC101 
>1.50-2.00 14 LC11, LC12, LC13, LC70, LC78, 

LC93, LC98, LC99, LC43, LC122, 
LC126, LC132, LC142, LC153 

>2.00-2.50 12 LC10, LC14, LC20, LC89, LC91, 
LC100, LC113, LC114, LC121, 
LC137, LC149 

>2.50-3.00 12 LC19, LC29, LC46, LC92, LC107, 
LC128, LC129, LC146, LC147, 
LC148, LC150, LC152  

>3.00-4.00 5 LC1, LC28, LC123, LC144, LC145 
>4.00-5.00 1 LC67 
>5.00-7.00 2 LC2, LC33 
>7.00-8.00 1 LC33.1 
>8.00 1 LC130 
 

หลังจากนั้นนำเชื้อแบคทีเรียที่ให้ผลบวกในการทดสอบเหล่านี้มาทดสอบประสิทธิภาพในการ
ยับยั้ง X. oryzae pv. oryzae โดยสารทุติยภูมิ โดยใช้ supernatant ของเชื้อที่เพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลว TSB นาน 3 วัน โดยวิธี agar well diffusion พบว่ามี supernatant เพียง 7 ไอโซเลต ซึ่งเป็น 
B. velezensis ทั้งหมด ได้แก่ LC1, LC2, LC19, LC33, LC33.1, LC70 และ LC130 ที่แสดงบริเวณ
ยับยั้งเกิดขึ้นรอบหลุมที่เติม supernatant (ภาพที่ 2 - ภาพที่ 3) ที่ช่วงค่าเฉลี่ยความกว้างของบริเวณ
ยับยั้ง 17.13-43.90 mm โดย LC1, LC2, LC19, LC70 และLC130 มีค่าสูงกว่า LC33 และ LC33.1 
อย่างมนีัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 หรือท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 

 
 

 



 35 

 
 

ภาพที ่2 ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคขอบใบแห้ง X. oryzae pv. oryzae ของ supernatant 
 B. velezensis (LC1) จากการทดสอบด้วยวิธี Agar well diffusion บนอาหาร Nutrient glucose 

agar 
 

 
 

ภาพที่ 3 ความกว้างของบริเวณยับยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae เมื่อทดสอบด้วยเทคนิค Agar 
well diffusion โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 



 36 

สำหรับการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Pyricularia oryzae สาเหตุโรคไหม้ในข้าว ใช้เชื้อ
แบคทีเรียที่ให้ผลบวกในการทดสอบการยับยั้ง X. oryzae pv. oryzae ด้วยเทคนิค spot on lawn 
ทั้ง 54 ไอโซเลต มาทดสอบด้วยวิธี dual culture พบว่าในจำนวนนี้มี 9 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้ง
การเจริญของเส้นใย P. oryzae (ภาพที่ 4) ประกอบด้วย B. megaterium จำนวน 1 ไอโซเลต 
(LC67) B. pumilus จำนวน 1 ไอโซเลต (LC28) ส่วนอีก 7 ไอโซเลต เป็น B. velezensis โดยคิดเป็น
เปอร์เซ็นต์ยับยั้ง 24.67-58.79% ดังแสดงในตารางที ่9 

 

 

 
ภาพที ่4 การยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรคไหม้ P. oryzae ของ B. velezensis LC1 เป็นเวลา  

7 วัน ด้วยวิธ ีDual culture บนอาหาร Modified potato dextrose agar 
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ตารางที่ 9 ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเส้นใย P. oryzae โดย Bacillus ที่แยกได้จากไลเคน 
 

สปีชีส ์ ชื่อไอโซเลต เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของ P. oryzae 

B. megaterium LC67 51.61ab 
B. pumilus LC28 51.71bc 
B. velezensis LC1 58.79a 

LC2 57.68ab 
LC19 33.16d 
LC33 56.19ab 

LC33.1 49.38c 
LC70 52.97abc 
LC130 24.67e 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แสดงในแต่ละแถวแสดงความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย
การวิเคราะห์แบบ Duncan’s multiple range test 
 

นอกจากนี้ได้มีการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง P. oryzae โดยสารทุติยภูมิ โดยใช้ 
supernatant ของเชื้อที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TSB นาน 3 วัน เช่นเดียวกับที่ทดสอบ X. oryzae 
pv. oryzae เมื่อใช้วิธี agar well diffusion พบว่าจาก 9 ไอโซเลตที่ให้ผลบวกในขั้นตอนการทดสอบ 
Dual culture มีเพียง 5 ไอโซเลต ที่ supernatant ของ Bacillus สามารถยับยั้งได้ (ภาพที่ 5) คือ  
B. pumilus จำนวน 1 ไอโซเลต ได้แก่ LC28 และ B. velezensis จำนวน 4 ไอโซเลต ได้แก่ LC2, 
LC19, LC33 และ LC33.1 โดยให้บริเวณยับยั้ง 17.85-47.67 mm ซึ่ง supernatant ของ Bacillus 
ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการทดสอบขั้นตอนนี้คือ B. velezensis LC19 โดยให้บริเวณยับยั้งถึง 
47.67 mm ดังแสดงในภาพที่ 6 
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ภาพที ่5 การยับยั้งของ supernatant แบคทีเรียของ B. velezensis LC19 ต่อเชื้อรา P. oryzae 
เป็นเวลา 7 วัน ด้วยวธิี Agar well diffusion บนอาหาร Modified potato dextrose agar 

 

 
 

ภาพที่ 6 ค่าเฉลี่ยบริเวณยับยั้งการเจริญของ P. oryzae โดย supernatant จาก Bacillus (Bp คือ 
B. pumilus และ Bv คือ B. velezensis) โดยตัวอักษรที่แสดงบนกราฟความแตกต่างทางสถิติที่

ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยการวิเคราะห์แบบ Duncan’s multiple range test 
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จากผลการทดลองการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคข้าวข้างต้น จะเห็นได้ว่า แบคทีเรีย Bacillus สปี

ชีส์ที่มีศักยภาพในการควบคุมจุลินทรีย์ก่อโรคข้าวได้ดี คือ B. velezensis ดังนั้นในการศึกษาขั้นตอน
ต่อไปในส่วนของการศึกษาสารทุติยภูมิที่เกี่ยวข้องกับการยับยั้งเชื้อก่อโรคจะใช้ B. velezensis LC1, 
LC2, LC19, LC33, LC33.1, LC70 และ LC130 เป็นเชื้อแบคทีเรียตัวอย่างในการศึกษา 
 
2. ผลการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 

ได้เปรียบเทียบชื่อเชื้อแบคทีเรียกับประกาศกระทรวงสาธารณสุข พบว่าเชื้อในกลุ่ม Bacillus 

ยกเว้น B. cereus ไม่ปรากฏในทะเบียนรายชื่อเชื้อก่อโรคในคนและสัตว์ และในการทดสอบความไว

ต่อยาปฏิชีวนะ ด้วย disc diffusion method ของ Bacillus ตามหลักการของ (Celandroni et al., 

2016) ใช้สาร Penicillin (10 µg/disc), Ciprofloxacin (5 µg/disc), Tetracyclin (30 µg/disc), 

Tigecyclin (15 µg/disc), และ Vancomycin (30 µg/disc) (ภาพที่ 7) ดังแสดงในตารางที่ 10 ไม่

พบว่าเชื้อ B. velezensis ที่ใช้ในการศึกษาดื้อต่อยาดังกล่าว 

 

 
 

ภาพที่ 7 ความไวต่อยาปฏิชีวนะของ B. velezensis LC70 
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ตารางที ่10 ความไวต่อยาปฏิชีวนะ ของ B. velezensis 
 

ไอโซเลต 
ค่าเฉลี่ยเส้นผ่าศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง ± SD (S/I/R) 

CIP5  
(S≥21 mm) 

TGC15  
(S≥19 mm) 

VA30  
(S≥12 mm) 

TE30  
(S≥15 mm) 

P10  
(S≥15 mm) 

LC1 28.73±1.46 (S) 19.97±0.95 (S) 19.87±0.59 (S) 27.33±0.15 (S) 23.37±1.10 (S)) 

LC2 31.87±0.58 (S) 20.93±0.61 (S) 19.93±0.81 (S) 25.10±0.35 (S) 23.07±0.98 (S) 

LC19 27.33±0.12 (S) 21.17±0.23 (S) 20.97±0.51 (S) 20.30±0.00 (S) 18.87±0.98 (S) 

LC33 26.13±0.50 (S) 21.87±0.92 (S) 19.70±0.00 (S) 19.77±0.50 (S) 22.80±0.00 (S) 

LC33.1 29.97±0.40 (S) 22.30±1.31 (S) 20.37±2.75 (S) 24.70±0.60 (S) 24.37±0.40 (S) 

LC70 26.70±0.80 (S) 21.30±0.26 (S) 20.00±0.00 (S) 20.50±0.52 (S) 18.03±1.22 (S) 

LC130 37.77±1.27 (S) 25.80±0.30 (S) 26.60±0.66 (S) 31.43±0.75 (S) 28.97±0.61 (S) 

หมายเหตุ  : SD หมายถึง ส่ วน เบี่ ยงเบนมาตรฐาน , S หมายถึง Susceptible ; I หมายถึ ง 
intermediate; R หมายถึง Resistant 
 

3. ผลการศึกษากิจกรรมของสารทุติยภูมิในกลุ่มสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
สร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
3.1 ผลการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Hemolysis activity) 

เมื่อนำแบคทีเรีย Bacillus ที่มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae 
และเชื้อรา P. oryzae จำนวน 7 ไอโซเลทมาทำการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพโดย
คัดเลือกจากความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง พบว่า Bacillus เกือบทั้งหมดให้ผลบวกต่อ
การย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ์ (beta-hemolysis) ดูจากลักษณะการเกิดวงใสรอบโคโลนี 
ดังแสดงในภาพที่ 8 และมี Bacillus เพียง 1 ไอโซเลท ที่ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (gamma-
hemolysis) ได้แก่ B. velezensis LC1 โดยในงานวิจัยของ Walter et al. (2010) ได้ทำการทดสอบ
เกี่ยวกับการคัดแยกสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่จุลินทรีย์สร้างขึ้นโดยทดสอบการย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงด้วยการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์บนอาหาร Blood agar พบว่าจุลินทรีย์ที่ทำให้เม็ดเลือดแดงแตก
จะมีบริเวณใสเกิดขึ้นรอบๆโคโลนี ซึ่งความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงสามารถเกิดขึ้นได้
ด้วยสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ นอกจากนี้ ในงานวิจัยของ Thavasi et al. (2011) ยังบอกว่าการ
ทดสอบด้วยการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงเป็นวิธีที่นิยมใช้ในการคัดเลือกการผลิตสารลดแรงตึงผิวทาง
ชีวภาพและไม่ใช่สารลดแรงตึงผิวทุกชนิดที่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ สารประกอบอ่ืนอาจ
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ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ จึงต้องทำการทดสอบเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันการผลิตสารลดแรงตึงผิวทาง
ชีวภาพ เช่น ทดสอบ BATH ทดสอบการแพร่กระจายของน้ำมัน การวัดแรงตึงผิว และทดสอบ 
Emulsification เป็นต้น 
 

  
(ก) (ข) 

ภาพที ่8 ลักษณะการย่อยเม็ดเลือดแดงของ B. velezensis LC1 (gamma-hemolysis) (ก) และ  
B. velezensis LC19 (beta-hemolysis) (ข) 

 

3.2 ผลการทดสอบ cell hydrophobicity ด้วย BATH assay  
ผลการทดสอบความไม่ชอบน้ำของเซลล์ (cell hydrophobicity) ด้วย Bacterial adhesion 

to hydrocarbons (BATH) assay โดยใช้ hexadecane เพ่ือยืนยันการผลิตสารลดแรงตึงผิวทาง
ชีวภาพ พบว่า B. velezensis ให้เปอร์เซ็นต์ความไม่ชอบน้ำของเซลล์ 4.10-46.86% (ภาพที่ 9) โดย
ไอโซเลตที่ให้ค่าความไม่ชอบน้ำของเซลล์สูงที่สุด คือ B. velezensis LC1 ซึ่งการไม่ชอบน้ำของเซลล์
สามารถใช้เป็นข้อบ่งชี้การผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพของแบคทีเรียได้ 
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ภาพที่ 9 ความไม่ชอบน้ำของเซลล์ (cell hydrophobicity) ของ B. velezensis เมื่อทดสอบโดย 
BATH assay ด้วย hexadecane โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% 
 
3.3 ผลการทำให้เกิด E24 ของ B. velezensis  

เมื่อนำเชื้อ B. velezensis ทั้ง 7 ไอโซเลต มาศึกษากิจกรรมการเกิด E24 (emulsification 
index, E24) โดยใช้น้ำมันมะกอก เพื่อตรวจสอบการปลดปล่อยสารในกลุ่ม cyclic lipopeptide โดย 
0.5% sodium dodecyl sulfate เป็น positive control และใช้น้ำกลั่น และอาหาร TSB เป็น 
negative control พบว่า B. velezensis จำนวน 6 ไอโซเลต มีค่าเฉลี่ยกิจกรรมการเกิด E24 สูงกว่า 
negative control ยกเว้น  B. velezensis LC2 ที่ มี ค่ าต่ ำกว่ า  คื อ  37 .30% ในขณ ะที่ อี ก  6  
ไอโซเลตนั้น มีค่าอยู่ในช่วง 38.97-51.92% ดังแสดงในภาพที่ 10 แต่อย่างไรก็ดี supernatant ของ 
B. velezensis ทั้งหมดมีค่าเฉลี่ยกิจกรรมการเกิด E24 ต่ำกว่า positive control คือ 0.5% SDS ที่มี
ค่าถึง 62.42% จากผลการทดลองนี้ B. velezensis ไอโซเลตที่แสดงค่าเฉลี่ยกิจกรรมการเกิด E24 สูง
กว่าไอโซเลตอ่ืนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 คือ LC1, LC19 และ LC70 ซึ่งอาจ
ระบุได้ว่าเชื้อ B. velezensis มีการปลดปล่อยสารในกลุ่ม cyclic lipopeptides ออกมา  
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ภาพที่ 10 ค่ากิจกรรมการเกิด E24 น้ำมันมะกอกโดยเชื้อ B. velezensis ไอโซเลตต่างๆ  
(LC1, LC2, LC19, LC33, LC33.1, LC70 และ LC130) โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความ

แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
 

3.4 ผลการตรวจยีนที่เก่ียวข้องกับการสร้างสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพในกลุ่ม Cyclic lipopeptides 
จากผลการทดสอบลักษณะเบื้องต้นในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งเป็นสารทุติยภูมิที่มี

บทบาทสำคัญในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคพืช ในขั้นตอนนี้จึงได้ทำการตรวจยีนที่เกี่ยวข้องที่ข้อง
กับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีรายงานการตรวจพบในแบคทีเรีย Bacillus โดยเฉพาะกลุ่มของ cyclic 
lipopeptides ได้แก่ srfA และ SUR3 ซึ่งเกี่ยวข้องกับการสร้าง surfactin ยีน fenD เกี่ยวข้องกับ
การสร้าง fengycin ยีน ituD และ ituC เกี่ยวข้องกับการสร้าง Iturin และ bmyB ที่สัมพันธ์กับการ
สร้าง Bacillomycin รวมเป็น 6 ยีน ที่ใช้ในการศึกษา พบว่า เชื้อ B. velenzensis ทั้ง 7 ไอโซเลต 
ตรวจพบยีน 5 ยีน ได้แก่ srfA (ภาพที่ 11), SUR3 (ภาพที่ 12), ituD (ภาพที่ 13), fenD (ภาพที่ 15) 
และ bmyB (ภาพที่ 16) โดยมีขนาดของ PCR products ที่ได้ดังแสดงในตารางที่ 11 ส่วน ยีน ituC 
นั้นตรวจพบเพียง 3 ไอโซเลต ได้แก่ B. velenzensis LC1, LC2 และ LC130 มีขนาดของ PCR 
product 423 bp (ภาพท่ี 14) 
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ภาพที่ 11 ขนาด PCR product ทีเ่พ่ิมปริมาณ DNA ด้วยไพรเมอร์ srfA  
M: Molecular marker และ – ve control: DNase free water 

 

 

 
ภาพที่ 12 ขนาด PCR product ทีเ่พ่ิมปริมาณ DNA ด้วยไพรเมอร์ SUR3 

M: Molecular marker และ – ve control: DNase free water 

441 bp 

201 bp 
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ภาพที่ 13 ขนาด PCR product ทีเ่พ่ิมปริมาณ DNA ด้วยไพรเมอร์ ituD 
M: Molecular marker และ – ve control: DNase free water 

 

 
 

ภาพที่ 14 ขนาด PCR product ทีเ่พ่ิมปริมาณ DNA ด้วยไพรเมอร์ ituC 
M: Molecular marker และ – ve control: DNase free water 

423 bp 

647 bp 
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ภาพที่ 15 ขนาด PCR product ทีเ่พ่ิมปริมาณ DNA ด้วยไพรเมอร์ fenD 

M: Molecular marker และ – ve control: DNase free water 
 

 

 
ภาพที่ 16 ขนาด PCR product ทีเ่พ่ิมปริมาณ DNA ด้วยไพรเมอร์ bmyB 

M: Molecular marker และ – ve control: DNase free water 

269 bp 

370 bp 
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ตารางที่ 11 ผลการตรวจยีนที่มีความเก่ียวข้องกับการสร้างสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพในกลุ่ม Cyclic 
lipopeptides 
 

Cyclic 
lipopeptides 

ยีน 
ขนาด PCR 
product  

(bp) 

B. velenzensis 

LC1 LC2 LC19 LC33 LC33.1 LC70 LC130 

Surfactin srfA 201 + + + + + + + 

 SUR3 441 + + + + + + + 

Fengycin fenD 269 + + + + + + + 

Iturin ituD 647 + + + + + + + 

 ituC 423 + + - - - - + 

Bacillomycin bmyB 370 + + + + + + + 

หมายเหตุ : + หมายถึง ตรวจพบ PCR Product 
 
4. ผลการศึกษาแหล่งของคาร์บอนและไนโตรเจนต่อฤทธิ์ยับย้ังแบคทีเรีย  
X. oryzae pv. oryzae ของเชื้อ B. velezensis 

เมื่อนำแบคทีเรีย B. velezensis ทั้ง 7 ไอโซเลต มาศึกษาหาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมใน

การผลิตสารออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae โดยจากการทดสอบแหล่งคาร์บอน  

4 ชนิด ได้แก่ น้ำตาลกลูโคส น้ำตาลซูโครส น้ำตาลฟรุกโตส และกลีเซอรอล โดยใช้แหล่งไนโตรเจน

เป็นแอมโมเนียมคลอไรด์ พบว่า B. velezensis LC19 และ LC130 ให้ผลการยับยั้ง X. oryzae pv. 

oryzae สูงสุดในทุกแหล่งคาร์บอน ดังแสดงในภาพที่ 17 
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ภาพที่ 17 การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae 
 ของเชื้อ B. velezensis โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิติ 

ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
 

เมื่อพิจารณาเชื้อแบคทีเรียคือ B. velezensis LC19 และ LC130 เป็นหลัก พบว่าแหล่ง
คาร์บอนที่ให้กิจกรรมการยับยั้งสูงสุดคือกลูโคส คือให้ค่าเฉลี่ยของบริเวณยับยั้งเท่ากับ 37.87 และ 
44.33 mm ตามลำดับ ถึงแม้ว่าในการใช้กลีเซอรอล เป็นแหล่งคาร์บอนของ LC130 จะให้ความกว้าง
มากกว่ากลูโคส คือ 45.20 mm แต่ไม่แตกต่างทางสถิติจากการใช้กลูโคส ดังนั้นจึงใช้กลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอนเพื่อศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมสำหรับ B. velezensis LC19 และ LC130 ต่อไป 

ในการศึกษาหาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม ประกอบด้วย แอมโมเนียมคลอไรด์, แอมโมเนียม
ไนเตรต, แอมโมเนียมซัลเฟต และโซเดียมไนเตรต จากกราฟในภาพที่ 18 จะเห็นได้ว่า แอมโมเนียม
คลอไรด์ เป็นแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมสำหรับ B. velezensis LC19 และ LC130 โดยให้ความ
กว้างของบริเวณยับยั้ง 33.50 และ 39.07 mm ตามลำดับ ในขณะที่ แอมโมเนียมซัลเฟต ให้ความ
กว้างของบริเวณยับยั้ง 33.10 และ 35.40 mm ตามลำดับ ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติ ดังนั้น กลูโคส 
และแอมโมเนียมคลอไรด์ จะเป็นสารเคมีที่ใช้ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการผลิตสารทุติย
ภูมิต่อไป 
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ภาพที่ 18 การศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae ของ
เชื้อ B. velezensis โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
 
5.ผลการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับฺ Bacillus velezensis เพื่อผลิตสารยับยั้งแบคทีเรีย  
X. oryzae pv. oryzae  

การทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับฺ Bacillus velezensis เพ่ือผลิตสารยับยั้งแบคทีเรีย 
X. oryzae pv. oryzae โดยใช้วิธี พ้ืนผิวตอบสนอง ด้วยการออกแบบการทดลองแบบ Box-
Behnken เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และค่า pH เริ่มต้นของ
อาหาร เมื่อทดลองตามลำดับและตามสภาวะที่กำหนดไว้และวัดการตอบสนองเป็น E24 ต่อน้ำมัน
มะกอก เนื่องจากคุณสมบัติในการเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) สัมพันธ์กับ
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคขอบใบแห้ง X. oryzae pv. oryzae ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 
12 
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ตารางที ่12 E24 ของแต่ละหน่วยการทดลองในการศึกษาปัจจัยในการผลิต 
 

การทดลอง 
ปัจจัยที่ใช้ในการศึกษา 

E24 ± SD* 
กลูโคส แอมโมเนียมคลอไรด์ pH 

1 10 1 7 67.15±24.37 

2 40 1 7 52.87±2.42 

3 10 5 7 54.71±6.81 

4 40 5 5 54.02±5.74 

5 10 4 5 50.57±6.80 

6 40 4 5 48.16±2.59 

7 10 4 9 60.21±4.01 

8 40 4 9 54.14±4.18 

9 25 1 5 49.00±2.47 

10 25 5 5 50.33±2.17 

11 25 1 9 59.54±9.41 

12 25 5 9 52.38±10.67 

13 25 4 7 50.11±1.55 

14 25 4 7 56.70±13.16 

15 25 4 7 59.77±8.68 

16 25 4 7 58.74±12.73 

17 25 4 7 57.20±4.44 

หมายเหตุ : * ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ำ  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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จ าก ข้ อ มู ล ผ ล ก ารท ด ส อ บ  E24 เท่ ากั บ  48.16±2.59 - 67.15±24.37% โด ย มี ค่ า  
R2 = 0.8327 หมายความว่า พีเอช แหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน สามารถอธิบายความผันแปร
ได้ 83.27% และ P-value เท่ากับ 0.0440 ซึ่งสามารถเขียนให้อยู่ในรูปของสมการดังต่อไปนี้   
(สมการที่ 5) 

%emulsion = 56.50 – 2.93X1 – 2.14X2 + 3.53X3 + 3.40X1X2 – 0.9143X1X3 – 2.12 X2X3  (5) 
โดยที่ X1 = ปริมาณกลูโคส , X2 = แอมโมเนียมคลอไรด์ และ X3 =pH เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เมื่อนำสมการทางคณิตศาสตร์ที่ได้มาสร้างกราฟพ้ืนผิวตอบสนองของ % emulsion และ
กราฟโครงร่าง (ภาพที่ 19-ภาพที่ 24) เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมอาหารเพาะเลี้ยง  
B. velezensis เพ่ือให้ได้สารยับยั้งที่มีฤทธิ์สูงที่สุด พบว่า ปริมาณกลูโคสที่เหมาะสมคือ 22.17 g/L 
ปริม าณ แอม โม เนี ยมคลอไรด์  2.55 g/L ที่  pH ของอาห ารเริ่ ม ต้ น  เท่ ากับ  7 .6 5  จะได้   
E24 = 59.58% 

 

ภาพที่ 19 พ้ืนผิวตอบสนองของ E24 ระหว่างปริมาณแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน พล็อตโดย
ใช้โปรแกรม Design-Expert 13.0.5.0 
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ภาพที่ 20 กราฟโครงร่างความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน พล็อตโดย
ใช้โปรแกรม Design-Expert 13.0.5.0 
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ภาพที่ 21 พ้ืนผิวตอบสนองของ E24 ระหว่างปริมาณแหล่งคาร์บอนและพีเอชเริ่มต้นของอาหาร 
พล็อตโดยใช้โปรแกรม Design-Expert 13.0.5.0 
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ภาพที่ 22 กราฟโครงร่างความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแหล่งคาร์บอนและและพีเอชเริ่มต้นของอาหาร 
พล็อตโดยใช้โปรแกรม Design-Expert 13.0.5.0 
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ภาพที่ 23 พ้ืนผิวตอบสนองของ E24 ระหว่างปริมาณแหล่งไนโตรเจนและพีเอชเริ่มต้นของอาหาร 
พล็อตโดยใช้โปรแกรม Design-Expert 13.0.5.0 
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ภาพที่ 24 กราฟโครงร่างความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแหล่งไนโตรเจนและและพีเอชเริ่มต้นของ
อาหาร พล็อตโดยใช้โปรแกรม Design-Expert 13.0.5.0 
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6. ลักษณะสัณฐานวิทยาของอนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดง และ สังกะสทีี่สังเคราะห์จาก 
Bacillus 

จากการวิเคราะห์ลักษณะสัณฐานวิทยา องค์ประกอบทางเคมี และโครงสร้างผลึกโดยใช้
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านโหมดไบรท์ฟิลด์ (Bright Field Transmission Electron 
Microscope, BF-TEM) พบว่าอนุภาคนาโนที่สังเคราะห์ได้มีหลายรูปทรงดังแสดงในตารางที่ 13 
(ภาพที่ 25 – ภาพที่ 28) เมื่อทำการวิเคราะห์รูปแบบการเลี้ยวเบนของอิเล็กตรอนในพ้ืนที่ที่เลือก 
(SAED) และวิเคราะห์รูปแบบการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ (XRD) พบว่าอนุภาคที่สังเคราะห์ได้มี
โครงสร้างผลึกเป็นเฮกซะโกนอลของอนุภาคออกไซด์ของสังกะสี โดยดูจากวงแหวนการเลี้ยวเบน มี
ระยะห่างระหว่างระนาบตรงกับตำแหน่งเดียวกันกับวงแหวนจากออกไซด์ของสังกะสี (JCPDS เลขที่ 
36-1454) ดังแสดงในภาพที่ 29 – ภาพที่ 30 สำหรับอนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดงไม่ได้ทำการ
วิเคราะห์ลักษณะสัณฐานวิทยา องค์ประกอบทางเคมี และโครงสร้างของผลึกเนื่องจากไม่สามารถ
สังเคราะห์ด้วยวิธี Co-precipitation ได ้
 
ตารางที ่13 รูปร่างและขนาดของอนุภาคนาโนที่สังเคราะห์ได้ 
 

ชื่อสูตร รูปร่าง 
ขนาดจาก TEM 

(nm) 
โครงสร้างผลึก 

(SAED) 
XRD 

SK6412-01 กลม, รี และไร้รูปทรง 20-60 Hexagonal ZnO 
SK6511-01 กลม, ร,ี และไร้รูปทรง 15-75 Hexagonal ZnO 
SK6511-02 กลม, ร,ี และไร้รูปทรง 11-60 Hexagonal ZnO 
Bv19-01 กลม และรี 5.7-78.3 Hexagonal ZnO 
Bv130-01 กลม 4-20 Hexagonal ZnO 
Bv130MOLP กลม, ร,ี และไร้รูปทรง 4.8-107.1 Hexagonal ZnO 
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(ก) 

  
(ข) 

  
(ค) 

 
ภาพที่ 25 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านโหมดไบรท์ฟิลด์ของอนุภาคนาโน

ออกไซด์ของสังกะสีแต่ละสูตร SK6412-01 (ก) SK6511-01 (ข) และSK6511-02 (ค) 
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(ก) 

  
(ข) 

  
(ค) 

 
ภาพที่ 26 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านโหมดไบรท์ฟิลด์ของอนุภาคนาโน

ออกไซด์ของสังกะสีแต่ละสูตร Bv19-01 (ก) Bv130-01 (ข) และBv130MOLP (ค) 
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(ก) (ข) 

  
(ค) (ง) 

  
(จ) (ฉ) 

 
ภาพที่ 27 ขนาดอนุภาคที่วิเคราะห์จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านโหมดไบรท์ฟิลด์ของ

อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีแค่ละสูตร SK6412-01 (ก) SK6511-01 (ข) SK6511-02 (ค) 
Bv19-01 (ง) Bv130-01 (จ) และBv130MOLP (ฉ) 
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(ก) (ข) 

  
(ค) (ง) 

  
(จ) (ฉ) 

 
ภาพที่ 28 ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคการกระจายพลังงานรังสีเอกซ์ของ 
อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีแต่ละสูตร SK6412-01 (ก) SK6511-01 (ข) SK6511-02 (ค) 

Bv19-01 (ง) Bv130-01 (จ) และBv130MOLP (ฉ) 
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(ก) (ข) 

  

(ค) (ง) 

  

(จ) (ฉ) 
 
ภาพที่ 29 รูปแบบการเลี้ยวเบนของอิเล็กตรอนในพ้ืนที่ที่เลือก (SAED) ของอนุภาคนาโนออกไซด์ของ

สังกะสีแค่ละสูตร SK6412-01 (ก) SK6511-01 (ข) SK6511-02 (ค) Bv19-01 (ง) Bv130-01 (จ) 
และBv130MOLP (ฉ) 



 63 

 

 
ภาพที่ 30 รูปแบบการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซ์ (XRD) ของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีแต่ละสูตร

SK6412-01 (ก) SK6511-01 (ข) SK6511-02 (ค) Bv19-01 (ง) Bv130-01 (จ)  
และBv130MOLP (ฉ) 
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7. ผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคข้าว 
จากการทดสอบผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่สังเคราะห์ต่อการยับยั้งแบคทีเรีย

ก่อโรคขอบใบแห้ง X. oryzae pv. oryzae โดยใช้ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนที่ทดสอบ 2 ความ
เข้มข้นได้แก่ 10,000 และ 20,000 ppm ด้วยวิธี Spot on lawn พบว่าอนุภาคนาโนออกไซด์ของ
สังกะสีสามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคขอบใบแห้ง X. oryzae pv. oryzae อนุภาคนาโนแต่ละสูตรสามารถ
ยับยั้งได้ดังแสดงในภาพที่ 31 โดยที่ความเข้มข้น 10,000 ppm และที่ความเข้มข้น 20,000 ppm 
อนุภาคนาโนแต่ละสูตรสามารถยับยั้ง X. oryzae pv. oryzae ได้ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติที่ระดับนัยสำคัญท่ี 0.01 หรือท่ีระดับความเชื่อม่ัน 99% ดังแสดงในภาพที่ 32 

นอกจากนี้ยังได้ทดสอบความฤทธิ์ยับยั้งของสารเคมีทางการเกษตรต่อเชื้อ X. oryzae pv. 
oryzae จำนวน 2 ชนิด ได้แก่ streptomycin และสารเคมีทางการค้าซึ่งมีส่วนผสมของทองแดงและ
สังกะสี โดยใช้ความเข้มข้นตามที่ผู้ผลิตแนะนำในฉลากผลิตภัณฑ์ พบว่ามีเพียง streptomycin 50 
µg/ml เท่านั้นที่สามารถยับยั้ง X. oryzae pv. oryzae ทั้งนี้ได้ทำการทดลองเพ่ิมเติมโดยใช้สารเคมี
ทางการค้าแบบไม่ เจือจาง ซึ่ งเกินกว่าที่บริษัทผู้ผลิ ตแนะนำให้ ใช้พบว่ามีฤทธิ์ ในการยับยั้ ง  
X. oryzae pv. oryzae ดังแสดงในภาพที่ 31 
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(ก) (ข) 

  
(ค) (ง) 

 
ภาพที่ 31 บริเวณยับยั้งของอนุภาคนาโนอออกไซด์ของสังกะสี สูตร SK11-02 และ Bv19-01 ที่ความ
เข้มข้น 10,000 และ 20,000 ppm ต่อ X. oryzae pv. oryzae (ก) บริเวณยับยั้งของอนุภาคนาโน
อออกไซด์ของสังกะสีแต่ละสูตร และอนุภาคนาโนอออกไซด์ของทองแดง ที่ความเข้มข้น 10,000 ต่อ 
X. oryzae pv. oryzae (ข) streptomycin 50 µg/ml (ค) และสารเคมีทางการค้าซึ่งมีส่วนผสมของ

ทองแดงและสังกะสี (ง) 
 

10,000 ppm 20,000 ppm 

SK6511-02 

Bv19-01 

SK6412-01 

SK6511-01 SK6511-02 

Bv130-01 
Cu 
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ภาพที่ 32 ผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีแต่ละสูตรต่อ X. oryzae pv. oryzae ที่ความ
เข้มข้น 10,000 และ 20,000 ppm โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิติที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% 
 

ผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่สังเคราะห์ต่อการยับยั้งเชื้อราโรคไหม้ข้าว  
P. oryzae โดยใช้ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนที่ทดสอบ 2 ความเข้มข้น ได้แก่ 1 ,250 และ 2,500 
ppm ด้วยเทคนิค agar dilution plate พบว่าอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีสูตร SK6511-02 ที่
ความเข้มข้น 1,250 ppm มีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยับยั้งได้มากที่สุด 58.56±2.27 mm และเมื่อ
นำไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมทางสถิติพบว่า อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีสูตร SK6511-02 ความ
เข้มข้น 1,250 ppm สามารถยับยั้งเชื้อราโรคไหม้ข้าว P. oryzae ได้ไม่แตกต่างจากสูตรฺ Bv30-01 
และสูตร Bv130-01 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญที่ 0.01 และที่ความเข้มข้น 2,500 
ppm อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีสูตร SK6412-01 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราโรคไหม้ข้าว
น้อยที่สุดและแตกต่างจากทุกสูตรอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญที่ 0.01  อนุภาคนาโน
ออกไซด์ของสังกะสีสูตร SK6511-01, SK6511-02, Bv19, Bv130-01 และ Bv130MOLP สามารถ
ยับยั้งเชื้อราโรคไหม้ข้าวได้ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญที่ 0.01 ดังแสดง ใน
ภาพที่ 33 - ภาพที่ 34 
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(ก) (ข) 

 
(ค) 

 
ภาพที่ 33 แสดงการเจริญของเชื้อรา P. oryzae บนอาหารที่ผสมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี 

สูตร SK6511-02 ที่ความเข้มข้น 1,250 ppm (ก) 2,000 ppm (ข) และ0 ppm (control) (ค) 
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ภาพที่ 34 ผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีแต่ละสูตรต่อ P. oryzae ที่ความเข้มข้น 1,250 
และ 2,500 ppm ด้วยเทคนิค Agar dilution plate โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่าง

ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
 

เมื่อนำข้อมูลความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี และค่าเฉลี่ยของเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของข้อมูล
จากค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน (Pearson correlation) โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS 
version 29.0 ในการวิเคราะห์ ได้ความสัมพันธ์ของความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี 
และบริเวณยับยั้ง ดังแสดงในตารางที่ 14 จะเห็นได้ว่าความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี มี
ความสัมพันธ์กับบริเวณยับยั้ง ในทิศทางเดียวกัน 60.10 mm และมีค่า R2 เท่ากับ 0.37 ที่ระดับ
นัยสำคัญ 0.01 หมายความว่าความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี มีผลต่อการเพ่ิมขึ้นหรือ
ลดลงของบริเวณยับยั้ง 37 mm นอกจากนี้ยังมีความสัมพันธ์กับเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งเชื้อรา  
P. oryzae ในทิศทางเดียวกัน 78.40% และมีค่า R2 เท่ ากับ 0.61 ที่ ระดับนัยสำคัญ  0.01 
หมายความว่า ความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี มีผลต่อการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของ
เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 61% 
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ตารางที่ 14 ความสัมพันธ์ของความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ขของสังกะสีต่อเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของบริเวณยับยั้ง X. oryzae pv. oryzae  
 

พารามิเตอร์ที่วัด 
ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน  

(Pearson correlation) 

เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง 
X. oryzae pv. oryzae 

0.601** 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง P. oryzae 0.784** 

** มีความสัมพันธ์กันที่ระดับนัยสำคัญ 0.01 
 
8. ผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีต่อการงอกของเมล็ด 

จากการทดสอบผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีต่อการงอกของเมล็ดข้าวพันธุ์  
กข-แม่โจ้ 2 กข 6 กข 23 และขาวดอกมะลิ 105 โดยการใช้ความเข้มข้น 0-1,000 ppm จากการใช้
เมล็ดข้าว 10 เมล็ดต่อซ้ำ พบว่า ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีไม่มีผลยับยั้งการ
งอกของเมล็ดข้าวที่ใช้ในการทดสอบ เมื่อพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์การงอก ดังแสดงในตารางที่ 15 
 
ตารางที่ 15 เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดข้าวในสารละลายอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่ระดับ
ความเข้มข้นต่างๆ 
 

พันธุ์ข้าว 
เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดข้าว 

0 ppm 500 ppm 1,000 ppm 

กข-แม่โจ้ 2 96.67 100 96.67 
กข 6 100 100 100 
กข 23 96.67 100 93.33 

ขาวดอกมะลิ 105 100 93.33 100 
 

ในขณะที่เมื่อพิจารณาผลอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีต่อความสูงของยอด ข้าวพันธุ์  
กข-แม่โจ้ 2 และ กข 6 พบว่า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี ส่งผลให้
ความสูงของยอดลดลง ดังแสดงในภาพที่ 35 ในขณะที่พันธุ์ กข 23 พบว่า อนุภาคนาโนออกไซด์ของ
สังกะสีไม่มีผลต่อความสูงของยอด โดยแต่ละความเข้มข้นให้ความสูงของยอดที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
สำหรับพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ในการทดลองที่มีการใช้ความเข้มข้น 500 ppm ให้ความสูงของยอด
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มากกว่าที่ไม่มีอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี และที่ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนออกไซด์ของ
สังกะสีที ่1,000 ppm  
 

 
 

ภาพที่ 35 ผลของการแช่เมล็ดข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2 กข 6 กข 23 และ ขาวดอกมะลิ 105 ใน
สารละลายอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี ความเข้มข้น 0-1,000 ppm นาน 24 ชั่วโมง ต่อความสูง

ของยอด โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 

สำหรับผลต่อความยาวราก พบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี 
ส่งผลให้ความยาวของรากของข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2 กข 6 และ กข 23 ลดลง ดังแสดงในภาพที่ 36 
โดยการใช้ความเข้ม 1,000 ppm แตกต่างจากที่ความเข้มข้น 0 ppm อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่
ระดับนัยสำคัญ 0.05 ซึ่งความเข้มข้น 1,000 ppm ทำให้ความยาวของรากของเมล็ดพันธุ์ข้าวทั้ง  
3 พันธุ์ ลดลง 44.78, 35.92 และ 40.85% ตามลำดับ ส่วนในการทดสอบกับข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 
จากภาพที่ 39 จะเห็นได้ว่าการใช้ความเข้มข้น 500 ppm มีผลทำให้ความยาวเฉลี่ยของรากเพ่ิมขึ้น 
7.61% แต่เมื่อใช้ความเข้มข้น 1,000 ppm กลับยับยั้งความยาวของรากไปถึง 40.75% จากการ
เทียบกับความเข้มข้น 0 ppm 
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ภาพที่ 36 ผลของการแช่เมล็ดข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2 กข 6 กข 23 และ ขาวดอกมะลิ 105 ใน
สารละลายอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีความเข้มข้น 0-1,000 ppm นาน 24 ชั่วโมง ต่อความ

ยาวราก โดยตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 

เมื่อนำข้อมูลความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี และค่าเฉลี่ยการงอกของเมล็ด 
ความยาวราก และความสูงของยอดของข้าวมาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของข้อมูลจากค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน (Pearson correlation) โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS version 29.0 ในการ
วิเคราะห์ ได้ความสัมพันธ์ของความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี และพารามิเตอร์ต่างๆ ที่
ใช้วัดการเจริญเติบโตของต้นข้าว ดังแสดงในตารางที่ 16 จะเห็นได้ว่าความเข้มข้นอนุภาคนาโน
ออกไซด์ของสังกะสี มีความสัมพันธ์กับความยาวรากในทิศทางตรงกันข้าม 68.90% ที่ระดับนัยสำคัญ 
0.01 และเมื่อคำนวณค่า R2 เท่ากับ 0.47 นอกจากนี้ยังมีความสัมพันธ์กับความสูงของยอดของข้าวใน
ทิศทางตรงกันข้าม 37.70% และมีค่า R2 เท่ากับ 0.14 ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 หมายความว่า ความ
เข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี มีผลต่อการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของความยาวราก และความสูง
ของยอด 47 และ 14% ตามลำดับ 
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ตารางที่ 16 ความสัมพันธ์ของความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี ต่อการงอกของเมล็ด 
ความยาวราก และความสูงของยอดของข้าว 
 

พารามิเตอร์ที่วัด 
ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน  

(Pearson correlation) 

การงอกของเมล็ด -0.086 
ความยาวราก    -0.689** 
ความสูงของยอดของข้าว   -0.377* 

* มีความสัมพันธ์กันที่ระดับนัยสำคัญ 0.05  
** มีความสัมพันธ์กันที่ระดับนัยสำคัญ 0.01 
 
9. ผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีต่อจุลินทรีย์ในดิน และ เอนไซม์ในดิน 
ผลการทดสอบอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีต่อจุลินทรีย์ในดิน 

เมื่อนำดินมาผสมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0 500 และ 
1,000 ppm หลังจาก 30 วัน เก็บตัวอย่างดิน นำมาตรวจนับปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด แบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟต ยีสต์และรา Azotobacter และแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระในดิน จากการทดสอบ
พบว่าอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่ความเข้มข้นต่างๆ ส่งผลให้ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดใน
อาหาร PCA ลดลง (ตารางที่ 17) โดยที่ความเข้มข้น 0-1,000 ppm มีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 และที่ความเข้มข้น 0 และ 500 ppm มี
ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดไม่แตกต่างกับดินเริ่มต้นซึ่งมีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดสูงสุด 2.37 x 104 
CFU/g ที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 

ส่วนในการตรวจนับปริมาณแบคทีเรียละลายฟอสเฟตพบว่ามีปริมาณเพ่ิมขึ้น เมื่อเพ่ิมความ
เข้มข้นของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี โดยที่ความเข้มข้น 0-1,000 ppm มีปริมาณแบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟตไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ซึ่งมีปริมาณแบคทีเรีย
ละลายฟอสเฟตเท่ากับ 2.02x103, 3.08x103 และ 3.15x103 CFU/g ตามลำดับ และในดินเริ่มต้นมี
ปริมาณแบคทีเรียละลายฟอสเฟตแตกต่างจากดินที่ผสมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่ความ
เข้มข้น 0-1,000 ppm อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05  

สำหรับการตรวจนับปริมาณแบคทีเรีย Azotobacter ในอาหาร Ashby พบว่ามีปริมาณ
ลดลง โดยที่ความเข้มข้น 0-1,000 ppm มีปริมาณ Azotobacter ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 โดยมีปริมาณ Azotobacter 1.22 x 103, 2.33 x 103 และ 1.87 x 103 
CFU/g ตามลำดับ และในดินเริ่มต้นมีปริมาณ Azotobacter 4.77 x 104 CFU/g ซึ่งแตกต่างจากดิน
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ที่ผสมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่ความเข้มข้น 0-1,000 ppm อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่
ระดับนัยสำคัญ 0.05 

การตรวจนับปริมาณแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระในดิน  พบว่ามีปริมาณเพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิม
ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี โดยที่ความเข้มข้น 0-1,000 ppm มีปริมาณ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระเท่ากับ 1.76 x 104, 2.90 x 104 และ 2.40 x 104  CFU/g และดินที่
ผสมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่ความเข้มข้น 0 และ 1,000 ppm มีปริมาณแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนอิสระไม่แตกต่างจากดินเริ่มต้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 ซึ่งมีปริมาณ
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระ 1.99 x 104 CFU/g 

ส่วนการตรวจนับปริมาณยีสต์และรา ในอาหาร DRBC agar พบว่าดินเริ่มต้นและดินที่ผสม
อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่ความเข้มข้น 0 -1,000 ppm มีปริมาณยีสต์และราไม่แตกต่างกัน
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05  โดยดินเริ่มต้นมีปริมาณยีสต์และรา 2.85 x 103 
CFU/g และดินที่ผสมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่ความเข้มข้น 0 -1,000 ppm มีปริมาณยีสต์
และรา 1.63 x 103, 2.97x103 และ 2.30x103 CFU/g ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 17 

 
ตารางที่ 17 ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่เพาะเลี้ยงในอาหาร PCA ที่ความเข้มข้นของอนุภาคนาโน
ออกไซด์ของสังกะสี SK3412-01 ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 
 

ความเข้มข้น
ของอนุภาค

นาโน 

ปริมาณจุลินทรีย์ (CFU/g) 

แบคทีเรีย
ทั้งหมด 

แบคทีเรีย
ละลาย

ฟอสเฟต 
Azotobacter 

แบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนอิสระ 

ยีสต์และรา 

1,000 ppm 1.14 x 104a 3.15 x 103a 1.87 x 103a 2.40 x 104ab 2.30 x 103a 
500 ppm 2.08 x 104ab 3.08 x 103a 2.33 x 103a 2.90 x 104b 2.97 x 103a 
0 ppm 1.53 x 104ab 2.02 x 103a 1.22 x 103a 1.76 x 104a 1.63 x 103a 
Initial 2.37 x 104b 1.57 x 104b 4.77 x 104b 1.99 x 104a 2.85 x 103a 
หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ยที่ตามหลังด้วยตัวอักษรที่เหมือนกันไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ
ตามวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) P<0.05 
 

เมื่อนำข้อมูลปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด แบคทีเรียละลายฟอสเฟต ยีสต์และรา Azotobacter 
และแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระในดินมาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของข้อมูลจากค่าสัมประสิทธิ์
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สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน (Pearson correlation) โดยใช้โปรแกรม IBM SPSS version 29.0 ในการ
วิเคราะห์ จะเห็นได้ว่าปริมาณแบคทีเรียละลายฟอสเฟต มีความสัมพันธ์กับแบคทีเรีย  Azotobacter
ในทิศทางเดียวกัน 89.90% และเมื่อคำนวณค่า R2 เท่ากับ 0.81 ที่ระดับนัยสำคัญ 0.01 หมายความ
ว่า ปริมาณแบคทีเรียละลายฟอสเฟตมีผลต่อการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของ Azotobacter 81% ดังแสดง
ในตารางที ่18 

 
ตารางที่ 18 ความสัมพันธ์ของปริมาณแบคทีเรียละลายฟอสเฟต ต่อปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด ยีสต์
และรา Azotobacter และแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระในดิน  
  

พารามิเตอร์ท่ีวัด 
แบคทีเรีย
ท้ังหมด 

แบคทีเรีย
ละลาย

ฟอสเฟต 
Azotobacter 

แบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจน

อิสระ 
ยีสต์และรา 

ความเข้มข้น 
ของอนุภาคนา

โนออกไซด์
ของสังกะสี 

แบคทีเรีย
ท้ังหมด 

1 0.204 0.360 -0.27 0.386 -0.429 

แบคทีเรียละลาย
ฟอสเฟต 

0.204 1 0.899** -0.57 0.531 -0.318 

Azotobacter 0.360 0.899** 1 0.159 0.579 -0.222 

แบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจนอิสระ 

-0.27 -0.57 0.159 1 0.496 0.499 

ยีสต์และรา 0.386 0.531 0.579 0.496 1 0.119 

ความเข้มข้นของ
อนุภาคนาโน
ออกไซด์ของ
สังกะสี 

-0.429 -0.318 -0.222 0.499 0.119 1 

หมายเหตุ : ** มีความสัมพันธ์กันที่ระดับนัยสำคัญ 0.01 
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ผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีต่อเอนไซม์ในดิน 
เมื่อศึกษาผลของการเติม อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีสูตร SK6412-01 ปริมาณ 1,000 

ppm ลงในดิน จากนั้น 30 วัน นำมาตรวจค่ากิจกรรมเอนไซม์ในดิน ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 19 
พบว่า Dehydrogenase, Alkaline phosphatase และ Cellulase มีแนวโน้มที่ลดลงในดินที่มีการ
เติมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี สำหรับ Acid phosphatase มีค่ากิจกรรมที่เพ่ิมขึ้น แต่จะเห็น
ได้ว่าเอนไซม์ในดิน 4 กลุ่มนี้ไม่แตกต่างกันทางสถิติ ในขณะที่ Protease มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ใน
ดินที่มีการเติมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีมีปริมาณสูงกว่าชุดควบคุมถึง 4 เท่าดังแสดงในตาราง
ที ่19 

 
ตารางที่ 19 ปริมาณเอนไซม์ในดินชุดควบคุม และดินชุดที่มีการเติมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี
สูตร SK6412-01 หลังเติมนาน 30 วัน 
 

เอนไซม์ในดิน ดินชุดควบคุม 
เติมอนุภาคนาโนออกไซด์

ของสังกะสี 

Dehydrogenase (µgTPF/g/h) 54.7513.62a 51.7711.32a 

Alkaline phosphatase (µgPNP/g/h) 101.111.21a 98.932.55a 

Acid phosphatase (µgPNP/g/h) 120.113.24a 121.354.93a 

Cellulase (µg glucose/g/h) 6.370.69a 4.720.65b 

Protease (µmole tyrosine/g/h) 79.4435.14a 338.1145.86b 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แสดงในแต่ละแถวแสดงความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย
การวิเคราะห์แบบ Tukey's HSD ( honestly significant difference) test 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

จากการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์สำคัญในการใช้แบคทีเรียบาซิลลัสในการสังเคราะห์อนุภาคนาโน
ออกไซด์ของสังกะสีและทองแดงเพ่ือควบคุมโรคข้าวโดยเน้นไปที่โรคขอบใบแห้งซึ่งมีสาเหตุจากชื้อ
แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) และ โรคไหม้ในข้าว ซึ่งเกิดจากเชื้อรา 
Pyricularia oryzae โดยเริ่มจากการคัดกรองแบคทีเรีย Bacillus ที่มีศักยภาพในการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ Xoo และ P. oryzae ซึ่งใช้ Bacillus และจีนัสที่มีความสัมพันธ์ ได้แก่ Lysinibacillus, 
Oceanibacillus และ Paenibacillus จากการทดสอบพบว่าแบคทีเรียที่มีศักยภาพสูงในการยั้งการ
เจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคพืชคือ Bacillus velezensis โดยในงานวิจัยนี้มี B. velezensis 7 ไอโซเลต 
ซึ่ง B. velezensis เป็นแบคทีเรียที่มีรายงานการใช้ประโยชน์ทางการเกษตรทั้งในส่วนของของการ
ควบคุมโรคพืช และการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชรวมถึงในข้าวด้วย โดย B. velezensis เป็น 
สปีชีส์ที่ถูกจัดจำแนกใหม่ของ B. methylotrophicus, B. amyloliqueciens subsp. plantarum 
และ B. oryzicola (Ye et al., 2018)  

สำหรับฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคพืชของ B. velezensis มีรายงานว่าเกิดจากการ
สร้างสารทุติยภูมิ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยในครั้งนี้คือ supernatant ของ B. velezensis อายุ 72 
ชั่วโมงท่ีมีฤทธิ์ยับยั้ง Xoo และ P. oryzae โดย Lim et al. (2017) ได้รายงานชนิดของสารละลายน้ำ
ของแบคทีเรีย B. velezensis G341 ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราก่อโรคพืช Alternaria panax, Botytris 
cinerea, Colletotrichum coccodes, Fusarium oxysporum, Magnaporthe oryzae, 
Pythium ultimum, Rhizoctoni solani และ Sclerotinia sclerotiorum จากการวิเคราะห์พบว่า
กลุ่มสารละลายน้ำได้ คือ bacillomycin L และ fengycin A ซึ่ง Chen et al. (2020) ได้รายงานว่า 
B. velezensis ZW-10 มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อรา Magnaporthe oryzae สาเหตุโรคไหม้ในข้าว 
โดยส่ วน  supernatant ของ B. velezensis ZW-10 สามารถยับยั้ งเชื้ อได้ โดยเมื่ อ พิจารณ า
ความสัมพันธ์จากกราฟการเจริญและฤทธิ์การยับยั้งแสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ยับยั้งนี้มีบทบาทจากสารทุติย
ภูม ิ

โดยสารทุติยภูมิจาก B. velezensis ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคพืช 
คื อ  ก ลุ่ ม ข อ ง  cyclic lipopeptides เช่ น  surfactin, bacillomycin-D, fengycin, iturin แล ะ 
bacillibactin และกลุ่มของ polyketides เช่น macrolactin, bacillaene และ difficidin ซึ่งสาร
เหล่านี้นอกจากมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์แล้วยังส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชด้วย (Rabbee et al., 
2019) อีกทั้งจากงานวิจัยของ Yu et al. (2022) ยังรายงานว่า B. velezensis YA215 ซึ่งแยกได้จาก
ป่าชายเลนมีการสารชีวโมเลกุลในกลุ่มของ lipopeptides ทั้ง surfactin. Iturin และ fengycin ซึ่ง
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สารในกลุ่มของ lipopeptides มีคุณสมบัติในการเป็นสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพด้วยในงานวิจัยนี้จึง
ได้มีการศึกษาความไม่ชอบน้ำ (BATH assay) และความสามารถในการเกิด E24 (emulsification 
index, E24) ซึ่งผลจาก BATH assay B. velezensis ให้เปอร์เซ็นต์ความไม่ชอบน้ำของเซลล์ 4.10-
46.86% ส่วน ค่า E24 มีค่าอยู่ในช่วง 38.97-51.92% ซึ่งจากงานวิจัยของ Syahriansyah and 
Hamzah (2016) และ Mouafi et al. (2016) ซึ่งตรวจสอบความสามารถในการเกิด E24 ของ  
B. subtilis และ B. brevis เพ่ือระบุความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ พบว่ามีค่า 
E24 เพียง 17% และ 46.6% ตามลำดับ  

นอกจากนี้จากการตรวจสอบยีนจำเพาะที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ cyclic lipopeptides 
ได้แก่ SUR3, srfA, ituD, ituC, fenD และ bmyB ที่ควบคุมการผลิต surfactin, iturin, fengycin 
และ bacillomycin พบว่า B. velezensis ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง Xoo และ P. oryzae ตรวจพบยีนทั้ง 6 นี้ 
เช่นเดียวกับงานวิจัย Zhou et al. (2022) ได้รายงานการศึกษาความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์
ก่อโรคในข้าว โดยเชื้อ B. velezensis ซึ่งแยกได้จากราก Boldostemmatis ในการยับยั้งจุลินทรีย์
ก่อโรคในข้าวที่สำคัญ Magnaporthe oryzae และ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ซึ่งตรวจ
พบยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง lipopeptides ได้แก่ ituA, ituD, bmyB, bmyC, srfAA, fenB, fenD, 
bacA และ bacD ดังนั้น B. velezensis จึงอาจมีการสร้าง lipopeptides ทั้ง 3 กลุ่มคือ surfactin, 
iturin และ fengycin นอกจากนี้  Niemhom and Kittiwongwattana (2023) ได้ รายงานการ
แสดงออกของยีนแบคทีเรีย B. velezensis 2211 ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยของเชื้อรา 
Pyricularia oryzae เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร potato dextrose broth มีการแสดงออกของยีน 
bmyA, fenB และ dhbE ซึ่งควบคุมการสร้างโปรตีน Bacillomycin D synthetase A, Fengycin 

ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพโดยจุลินทรีย์ นั้นส่วนประกอบของอาหารมีส่วนสำคัญ
ต่อปริมาณสารที่เชื้อจุลินทรีย์ผลิตได้ ซึ่ง Nurfarahin et al. (2018) ได้รายงานส่วนผสมของอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ ซึ่งที่สำคัญได้แก่ธาตุอาหารหลัก คือ แหล่ง
ของคาร์บอน และแหล่งของไนโตรเจน โดยแหล่งของคาร์บอนที่มีการใช้กันอย่างแพร่หลาย และให้
ปริมาณสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพสูง คือกลูโคส และซูโครส ส่วนของแหล่งไนโตรเจน ประเภทที่
เป็นสารประกอบไนโตรเจนอินทรีย์ได้แก่ yeast extract, urea และ peptone และประเภทที่เป็น
สารประกอบไนโตรเจนอนินทรีย์  ได้แก่  ammonium nitrate, sodium nitrate, ammonium 
sulfate และ potassium nitrate ซึ่งความเหมาะสมของส่วนผสมของอาหารเลี้ยงเชื้อ และปริมาณ
สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่ได้ขึ้นกับชนิดของจุลินทรีย์ด้วย สำหรับในงานวิจัยนี้ เมื่อศึกษาการผลิต
สารต้านแบคทีเรียของเชื้อ B. velezensis ไอโซเลตที่ LC1, LC2, LC19, LC33, LC33.1, LC70 และ 
LC130 ที่ pH และอุณหภูมิคงที่โดยมีการแปรผันแหล่งคาร์บอน และแหล่งของไนโตรเจน โดยศึกษา
ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย Xoo พบว่ากลูโคส และแอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่ง
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ไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุดตามลำดับ สำหรับการผลิตสารปฏิชีวนะของ B. velezensis LC19 และ 
LC130 ในขณะที่ Syahriansyah and Hamzah (2016) ระบุว่าแหล่งคาร์บอนคือ น้ำมันปาล์ม และ
แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมสำหรับ การผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพของเชื้อ B. subtilis UKMP-
4M5 คือ ammonium chloride และ yeast extract โดยการวัดจากแรงตึงผิว 

จากนั้นนำ B. velezensis LC130 เป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีศักยภาพมากที่สุด ถูกนำมาใช้
สำหรับการสร้างแบบจำลองพ้ืนผิวการตอบสนองทางสถิติตามการออกแบบของ Box-Behnken ใน
การหาสภาวะที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นการศึกษาปริมาณกลูโคส และแอมโมเนียมคลอไรด์ 
รวมถึงค่า pH เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ แบบจำลองสรุปได้ว่าค่า E24 สูงสุด (59.58 %) เมื่อ pH 
เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ pH 7.65 และปริมาณเริ่มต้นของกลูโคส และแอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 
22.17 g/L และ 2.55 g/L ตามลำดับ โดย Mouafi et al. (2016) ได้ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมใน
การผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ ของ B. brevis โดยคัดเลือกจากค่า emulsification index 
(E24) ซึ่งมีค่าเท่ากับ 46.6% สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตจากการใช้วิธีพ้ืนที่ผิวตอบสนองคือ การใช้
น้ำตาล glucose 8.5 g/L ค่า pH เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ pH8 ที่ อุณหภูมิ 33 องศา
เซลเซียส บ่มนาน 10 วัน ซึ่งได้ค่า E24 พยากรณ์จากสมการเท่ากับ 71.89% ได้สภาวะที่ใกล้เคียงกับ
งานวิจัยนี้ แต่ในงานวิจัยนี้ไม่ได้ควบคุมอุณหภูมิที่ใช้ในการศึกษา ส่วนงานวิจัยของ Liu et al. (2012) 
ได้ศึกษาการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต surfactin ของเชื้อ B. amyloliquefaciens โดยการใช้
วิธี พ้ืนที่ผิวตอบสนองเช่นกันแต่แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนที่ เหมาะสม คือ ซูโครส และ 
แอมโมเนียมไนเตรต นอกจากนี้ยังมีการเติม NaH2PO4.2H2O สภาวะของอาหารที่เหมาะสมคือ การ
ใช้น้ำตาลซูโครส 21.17 g/L, แอมโมเนียมไนเตรต 2.5 g/Lและ โมโนโซเดียมฟอสเฟต (โมโนไฮเดรต) 
(NaH2PO4.2H2O) 11.56 g/L ได้ปริมาณ surfactin เท่ากับ 88.6 mg/L 

ทำการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีและทองแดง โดยใช้ supernatant ของ 
B. velezensis LC19, LC70 และ LC130 ด้วยวิธีการตกตะกอนร่วม พบว่าวิธีนี้เหมาะสมสำหรับการ
สังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี มากกว่าการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดง 
เนื่องจากได้อนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดงปริมาณน้อยมาก สำหรับสัณฐานวิทยาและโครงสร้าง
ของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่สังเคราะห์ได้ โดยศึกษา X-ray Diffraction (XRD) สเปกโทรส
โกปีแบบกระจายพลังงาน (EDS) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) จากข้อมูลที่ได้
ระบุว่าอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี มี hexagonal phase รูปทรงกลมและไร้รูปทรง มีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางอนุภาคเฉลี่ยอยู่ในช่วง 4-107 nm เมื่อนำอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่สังเคราะห์ได้ 
มาทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์โดยเทคนิค spot on lawn และ agar dilution plate technique 
พบว่ามีผลยับยั้งกับแบคทีเรีย Xoo และเชื้อรา P. oryzae โดยให้บริเวณยับยั้งแบคทีเรีย Xoo 9.13-
18.23 mm และอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีทุกสูตรที่ทดสอบสามารถยับยั้งเชื้อรา P. oryzae 
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ได้มากกว่า 40% โดยสูตร SK6511-02 ที่ความเข้มข้น 1,250 ppm มีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง
ได้มากที่สุด 58.56% โดยในรายงานการวิจัยที่มีมาก่อนหน้าเกี่ยวกับการสังเคราะห์อนุภาคนาโนด้วย
วิธีชีวภาพจากเชื้อ Bacillus สปีชีส์ที่ไม่ก่อโรคในคนและสัตว์ และมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคพืช เช่น 
U et al. (2022) ได้สังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี  จาก supernatant ของเชื้อ
แบคทีเรีย B. subtilis ซึ่งได้อนุภาคนาโนทรงกลม มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางเฉลี่ย 32 nm และเมื่อใช้
ความเข้มข้นของอนุภาคนาโนนี้ 0.125% สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราก่อโรคพืชได้แก่ 
Collectrichum capsica, Sclerotium rolfsii, Alternaria solani และ Fusarium oxysporum 
ได้ 99% และยังสามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคพืช คือ Xanthomonas axonopodis pv. punicae 
และ X. oryzae pv. oryzae ได้ด้วย และ Ogunyemi et al. (2020) ซึ่งสังเคราะห์อนุภาคนาโน
ออกไซด์ของสังกะสี, ออกไซด์ของแมงกะนีส และออกไซด์ของแมกนีเซียม โดยใช้ Paenibacillus 
polymyxa เป็น reducing agent ได้ขนาดของอนุภาคเฉลี่ยเท่ากับ 62.8, 18.8 และ 10.9 nm โดย
อนุภาคนาโนเหล่านี้ที่ความเข้มข้น 16 µg/ml สามารถยับยั้งการเจริญและการสร้าง biofilm ของเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุของโรคขอบใบแห้ง X. oryzae pv. oryzae และยังสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของข้าวได้ นอกจากนี้ยังมีรายงานการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี จากสารสกัดจาก
พืช และสามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคพืชได้เช่นกัน ได้แก่ การสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี 
จากสารสกัดจากมะกอก (Olea europus) คาโมไมล์ (Matricaria chamomilla) และ มะเขือเทศ 
(Lycopersicon esculentum) ได้ขนาดของอนุภาคนาโน 40.5-124.0 nm โดยอนุภาคนาโนเหล่านี้
ที่ความเข้มข้น 4-16 µg/ml ซึ่งได้สรุปผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี ต่อเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุของโรคขอบใบแห้ง X. oryzae pv. oryzae ว่าสามารถยับยั้งการเจริญ การสร้าง biofilm 
การเคลื่อนที่ และเยื่อหุ้มเซลล์ (Ogunyemi et al., 2019)  

สำหรับผลกระทบของการใช้อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี ต่อพืช หรือความเป็นพิษนั้น 
พบว่าอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี (SK6412-01) ไม่มีผลต่อการลดลงของเปอร์เซ็นต์การงอกของ
เมล็ดข้าว การเติมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี (500-1,000 ppm) ทำให้ความยาวต้นและความ
ยาวรากของข้าวลดลง ซึ่ง Liu et al. (2022) ได้รวบรวมผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี ต่อ
พืช และสภาพแวดล้อมรอบราก โดยมีทั้งผลในด้านดี และด้านที่เป็นพิษ และรายงานไว้ว่าอนุภาคนา
โนสามารถเข้าสู่พืชโดยทางราก และทางใบ การใช้ความเข้มข้นระดับปานกลางสามารถส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช และทำให้พืชทนต่อความเครียด ในขณะที่ความเข้มข้นสูงอาจทำให้เกิดความเป็น
พิษกับพืชได้ แต่ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของพืชด้วย โดยทำให้การงอกของเมล็ดลดลง ลดอัตราการ
สังเคราะห์แสง ลดกิจกรรมการเกิดการถ่ายทอดอิเล็กตรอนในไมโทคอนเดรีย หรืออาจกระตุ้นให้เกิด
การตายของเซลล์รากได้ 
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ส่วนผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม นักวิจัยได้มีการเผยแพร่และสรุปไว้ในเบื้องต้นว่า ผลของอนุภาค
นาโนต่อกิจกรรมของเอนไซม์ในดิน มีความสัมพันธ์กับชนิดของเอนไซม์ และขึ้นกับขนาดของอนุภาค
นาโน ความเข้มข้นของอนุภาคนาโน และระยะเวลาที่สัมผัสกับอนุภาคนาโนนั้น  (Mishra et al., 
2021) ซึ่งการศึกษาผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี (500-1,000 ppm ในดิน) ที่ระยะเวลา 
30 วัน ต่อจุลินทรีย์ในดินและเอนไซม์ในดิน โดยการวัดจำนวนจุลินทรีย์ (แบคทีเรีย ยีสต์ และรา 
แบคที เรี ยต รึ งไน โตร เจน  และแบคที เรี ยละลายฟอส เฟต ) และกิ จกรรมของเอน ไซม์  
(dehydrogenase, acid phosphatase, alkaline phosphatase, cellulase และ protease) ผล
ทดลองแสดงให้เห็นว่าการใส่อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี ไม่มีผลกระทบทางลบต่อประชากร
จุลินทรีย์ในดิน สำหรับดินที่มีการใส่อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่ความเข้มข้น 1,000 ppm มี
ผลยับยั้งกิจกรรมของ dehydrogenase, alkaline phosphatase และ cellulase ในขณะที่ความ
เข้มข้นของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่ความเข้มข้นนี้ทำให้กิจกรรมของ acid phosphatase 
และกิจกรรมของ protease เพ่ิมขึ้น โดยกิจกรรมของ acid phosphatase มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นแต่ไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Jiang 
et al. (2021) ได้รายงานว่าการเติมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี ปริมาณ 500 ppm ในดิน 
ยับยั้งการหายใจของกลุ่ม heterotrophs ในดิน โดยกลุ่มของแบคทีเรียจะอ่อนไหวต่ออนุภาคนาโน

ออกไซด์ของสังกะสี มากกว่ากลุ่มของฟังไจ และที่ความเข้มข้นสูงยังยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ -
glucosidase, cellulase และ cellobiohydrolase แต่ในงานวิจัยของ (Du et al., 2011) กลับ
พบว่าในดินที่มีการเติมอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี มีผลทำให้กิจกรรมของเอนไซม์ protease 
ลดลง และงานวิจัยของ Kwak et al. (2017) ได้ศึกษาผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี 
กิจกรรมของเอนไซม์ในดินที่มีการเพาะปลูก พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์  acid phosphatase มีค่า

ลดลง แต่ dehydrogenase และ -glucosidase มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น ซึ่งความไม่สอดคล้องอาจเกิด
จากความแตกต่างทางกายภาพของตัวอย่างดินที่ใช้ในการศึกษา และสมบัติของอนุภาคนาโนออกไซด์
ของสังกะสี ที่ใช้ในการศึกษา 
 
 
 
 
 



  

บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย 

 
1. ในการศึกษาแบคทีเรีย Bacillus และจีนัสที่เกี่ยวข้อง จำนวน 79 ไอโซเลต การยับยั้ง

แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae และเชื้อรา Pyricularia oryzae มี B. velezensis 
7 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคในข้าวทั้ง 2 ชนิด ได้ดี และสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวทาง
ชีวภาพได้จากการตรวจสอบความสามารถในการสลายเม็ดเลือดแดง ความไม่ชอบน้ำของเซลล์ 
กิจกรรมการเกิดอิมัลชัน และยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสาร cyclic lipopeptides ซึ่งประกอบด้วย 
SUR3, srfA, ituD, ituC, fenD และ bmyB ที่ควบคุมการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่ยับยั้ง
จุลินทรีย์  ได้แก่  surfactin, iturin, fengycin และ bacillomycin และ B. velezensis มีความ
ปลอดภัยทางชีวภาพจากการศึกษาไวต่อยาปฏิชีวนะ penicillin, ciprofloxacin, tetracyclin, 
tigecyclin และvancomycin และการตรวจสอบทะเบียนรายชื่อเชื้อก่อโรคในคนและสัตว์  
พระราชบัญญัติเชื้อโรคและพิษจากสัตว์ พ.ศ. 2558 

2. ศึกษาหาแหล่งของคาร์บอน และไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทาง
ชีวภาพซึ่งแบคทีเรียของเชื้อ B. velezensis LC1, LC2, LC19, LC33, LC33.1, LC70 และ LC130 
พบว่ากลูโคส และแอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุด โดย 
B. velezensis LC19 และ LC130 ซึ่ง B. velezensis LC130 เป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีศักยภาพ
มากที่สุด  

3. การหาสภาวะที่ เหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพโดยการสร้าง
แบบจำลองพ้ืนผิวการตอบสนองทางสถิติตามการออกแบบของ Box-Behnken ในการหาสภาวะที่
เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นการศึกษาปริมาณกลูโคส (X1) และแอมโมเนียมคลอไรด์ (X2) 
รวมถึงค่า pH เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ (X3) แบบจำลองสรุปได้ว่าค่า E24 สูงสุด (59.58 %) เมื่อ 
pH เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ pH 7.65 และปริมาณเริ่มต้นของกลูโคส และแอมโมเนียมคลอไรด์
เท่ากับ 22.17 g/L และ 2.55 g/L ตามลำดับ ซึ่งได้สมการ  
%emulsion = 56.50 – 2.93X1 – 2.14X2 + 3.53X3 + 3.40X1X2 – 0.9143X1X3 – 2.12 X2X3 

4. ทำการสังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีและทองแดง โดยใช้ supernatant ของ  
B. velezensis LC19, LC70 และ LC130 ด้วยวิธีการตกตะกอนร่วม พบว่าวิธีนี้เหมาะสมสำหรับการ
สังเคราะห์อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีมากกว่าการสังเคราะห์ทางออกไซด์ของทองแดง 
เนื่องจากได้อนุภาคนาโนออกไซด์ของทองแดง ปริมาณน้อยมาก จึงศึกษาการสังเคราะห์อนุภาคนาโน
ออกไซด์ของสังกะสีเป็นหลัก โดยศึกษาโดยใช้ X-ray Diffraction (XRD) สเปกโทรสโกปีแบบกระจาย
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พลังงาน (EDS) และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) พบว่า อนุภาคนาโนออกไซด์
ของสังกะสีมี hexagonal phase รูปทรงกลมกลม รี เส้นใย และไร้รูปทรง มีเส้นผ่านศูนย์กลาง
อนุภาคเฉลี่ยอยู่ในช่วง 4-107 nm และอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่สังเคราะห์ได้มีผลยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae และเชื้อรา P. oryzae 

5. ศึกษาผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีที่คัดเลือกแล้ว (SK6412-01) ต่อการงอก
ของเมล็ดข้าว และการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าว จำนวนทั้งสิ้น 4 พันธุ์ พบว่าอนุภาคนาโนออกไซด์
ของสังกะสีไม่มีผลต่อการลดลงของเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดข้าว แต่มีผลทำให้ความยาวต้นและ
ความยาวรากของข้าวลดลง  

6 .ศึกษาผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีความเข้มข้น 0, 500 และ 1,000 ppm ใน
ดิน ต่อจุลินทรีย์ในดิน ที่ระยะเวลานาน 30 วัน ด้วยการนับจำนวนแบคทีเรียทั้งหมด ยีสต์ และรา 
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน และแบคทีเรียละลายฟอสเฟต ว่าการใส่อนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีไม่
มีผลกระทบทางลบต่อประชากรจุลินทรีย์ในดิน ในขณะที่การทดสอบผลของอนุภาคนาโนออกไซด์
ของสังกะสีต่อ กิจกรรมของเอนไซม์ในดินใช้ความเข้มข้น 1 ,000 ppm เมื่อตรวจวัดกิจกรรมของ
เ อ น ไ ซ ม์  dehydrogenase, acid phosphatase, alkaline phosphatase, cellulase แ ล ะ 
protease พบว่ากิจกรรมของ dehydrogenase, alkaline phosphatase และ cellulase ถูกยับยั้ง
โดยความเข้มข้นนี้เมื่อเทียบกับชุดควบคุม แต่ไม่มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ ในขณะที่ความเข้มข้น
ของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีนี้ทำให้กิจกรรมของ acid phosphatase และกิจกรรมของ 
protease เพ่ิมข้ึน  
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ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ 

 
Ashby’s Mannitol Agar  
Ashby’s Mannitol Agar 40.7 g/L 

 
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC) 
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar 31.63 g/L 

 
Nutrient Glucose Agar (NGA) 
Nutrient broth 13 g/L 
Glucose 5 g/L 
Agar 15 g/L 
 
Nutrient Glucose Broth (NGB) 
Nutrient broth 13 g/L 
Glucose 5 g/L 
 
Plate Count Agar 
Tryptone Type-1 (Casitose Type-I) 5 g/L 
yeast extract 2.5 g/L 
Glucose 1 g/L 
Agar 15 g/L 
 
Phosphate Agar 
Pikovskaya’s Broth 16.3 g/L 
Agar 15 g/L 
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Soyabean Casein Digest Medium หรือ Tryptone Soya Agar (TSA) 
Tryptone Soya broth 30 g/L 
Agar 15 g/L 
 
Soyabean Casein Digest Medium/Tryptone Soya broth (TSB) 
Tryptone Soya broth 30 g/L 
 
Medium optimal of lipopeptide production (MOLP)  
glucose 20 g/L 
NH4Cl  3 g/L 
KH2PO4 3.5 g/L 
Na2HPO4 5 g/L 
FeSO4·7H2O 8.5 µM/L 
ZnSO4·7H2O 0.04 mM/L 
MgSO4·7H2O 0.2 mM/L 
MnSO4·7H2O 0.02 mM/L 
yeast extract 0.5 g/L 
 
Modified Potato Dextrose Agar (MPDA) 
Peptone 5 g/L 
Tryptone Type-1 (Casitose Type-I) 5 g/L 
Potato Dextrose Broth 24 g/L 
Agar 15 g/L 
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ภาคผนวก ข 
รายชื่อเช้ือแบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษา 

 
เชื้อแบคทีเรีย Bacillus และ กลุ่มท่ีเกี่ยวข้อง ซึ่งแยกได้จากไลเคน จำนวน 79 ไอโซเลตที่

แยกได้จากไลเคน Parmotrema sp. (ศรีกาญจนาและคณะ, 2560) 
 
ตารางที่ 20 แบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษา 
 
ชื่อไอโซเลต ชนิดของแบคทีเรียที่จำแนกได้  Accession no. %homology  

LC1 Bacillus velezensis KY084550 100 
LC2 Bacillus velezensis KY084550 100 
LC3 Bacillus safensis KY174336 100 
LC5 Bacillus megaterium KX158859 100 
LC6 Bacillus aryabhattai KY098769 100 
LC8 Bacillus megaterium KX061100  100 
LC9 Bacillus megaterium KX061100 100 
LC10 Bacillus safensis KY174336 100 
LC11 Bacillus pumilus KY078801 100 
LC12 Bacillus safensis KY174336 100 
LC13 Bacillus pumilus KY078801 100 
LC14 Bacillus sp. KX021847 100 
LC16 Lysinibacillus sp. GU645030.1 99 
LC18 Paenibacillus sp. KR514535.1 99 
LC19 Bacillus velezensis CP014990 100 
LC20 Bacillus sp. KY203855 100 
LC23 Bacillus sp. AB243835 100 
LC24 Bacillus megaterium FJ174605 99 
LC25 Lysinibacillus macroides MF170826 100 
LC27 Lysinibacillus fusiformis KY435698 99 
LC28 Bacillus pumilus KU962124 100 
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ตารางที่ 20 (ต่อ) 
 

ชื่อไอโซเลต ชนิดของแบคทีเรียที่จำแนกได้  Accession no. %homology  

LC29 Bacillus sp. KY203855 100 

LC30 Bacillus siamensis KY218896 100 

LC33 Bacillus velezensis CP014990 100 

LC33.1 Bacillus velezensis  MT649755 100 

LC40 Lysinibacillus macroides  MF170826 99 

LC41 Lysinibacillus macroides   HG326429.1 99 

LC43 Bacillus sp. KP119610 99 

LC46 Lysinibacillus macroides MK942418 100 

LC49 Oceanobacillus sojae strain Y27  NR_112845.1 99 

LC56 Bacillus megaterium KX061100 100 

LC060 Bacillus licheniformis KX447652 99 

LC62 Bacillus pumilus KU962124 100 

LC67 Bacillus megaterium strain H2 JQ579631.1 99 

LC70 Bacillus velezensis KX673635 99 

LC71 Bacillus pumilus  CP012330 99 

LC72 Bacillus altitudinis KX023240 100 

LC78 Bacillus aryabhattai MT605509 100 

LC89 Bacillus pumilus KR010180 99 

LC90 Bacillus pumilus KT986126 99 

LC91 Bacillus pumilus CP012330 99 

LC92 Bacillus pumilus CP012330 100 

LC93 Bacillus safensis KX694275 98 

LC96 Bacillus pumilus KC355253 99 
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ตารางที่ 20 (ต่อ) 
 

ชื่อไอโซเลต ชนิดของแบคทีเรียที่จำแนกได้  Accession no. %homology  

LC97 Bacillus pumilus KC355253 99 

LC98 Bacillus safensis CP012330 99 

LC99 Bacillus safensis KY174336 100 

LC100 Bacillus pumilus KY078801 100 

LC101 Bacillus pumilus KX426046 100 

LC107 Bacillus invictae KT719707 100 

LC110 Bacillus megaterium KC414697 99 

LC113 Bacillus pumilus CP012330 100 

LC114 Bacillus megaterium  KX350034 99.6 

LC115 Bacillus megaterium  KX350034 99 

LC116.1 Bacillus flexus strain MT299668 100 

LC120 Bacillus megaterium KX061100 100 

LC121 Bacillus pumilus KJ870186 97 

LC122 Bacillus altitudinis KX023239 100 

LC123 Bacillus sp. KU866186 98 

LC124 Bacillus pumilus KU962124 100 

LC125 Bacillus sp. KY203855.1 100 

LC126 Bacillus safensis KU955620 100 

LC128 Bacillus safensis KY174336 100 

LC129 Bacillus sp. KX021854 100 

LC130 Bacillus velezensis KY084550 100 

LC131 Bacillus pumilus KY078813.1 100 

LC132 Bacillus sp. AM396932 100 
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ตารางที่ 20 (ต่อ) 
 

ชื่อไอโซเลต ชนิดของแบคทีเรียที่จำแนกได้  Accession no. %homology  

LC136 Bacillus megaterium  CP045272 100 

LC137 Bacillus subtilis KU551183 100 

LC142 Bacillus safensis KY174336 100 

LC144 Bacillus sp. KX021854 100 

LC145 Bacillus sp. AM396932 100 

LC146 Bacillus pumilus KY078801 100 

LC147 Bacillus sp. KX021854 100 

LC148 Bacillus safensis KY174336 100 

LC149 Bacillus sp. KX021849 100 

LC150 Bacillus sp. AM396932 100 

LC152 Bacillus sp. KP296490 99 

LC153 Paenibacillus favisporus LC127090.1 100 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะห์เอนไซม์และกราฟมาตรฐาน 

 
การวิเคราะห์ปริมาณความชื้นในดิน 
1) นำตัวอย่างดินชื้นไปร่อนผ่านตะแกรงขนาด 2 mm 
2) นำ moisture can ไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ขณะอบให้เปิดฝา 
3) นำ moisture can ที่อบแล้ว ปิดฝาใส่โถดูดความชื้น ทิ้งไว้ให้เย็น 
4) ชั่งน้ำหนัก moisture can ด้วยเครื่องชั่ง บันทึกน้ำหนัก (W1) 
5) ชั่งน้ำหนักดินประมาณ 5 g ใส่ moisture can บันทึกน้ำหนักที่แน่นอน(W2) 
6) นำไปอบที่ 105 องศาเซลเซียส ประมาณ 24 ชั่วโมง หรือข้ามคืน 
7) นำออกจากตู้อบ ใส่ในโถดูดความชื้นเพ่ือให้เย็นลง หลังจากนั้นทำการชั่งน้ำหนักและบันทึกผล 
(W3) 
8) คำนวณหาความชื้น 

นำ moisture can พร้อมฝาปิดมาชั่งน้ำหนักที่แน่นอน (W1) และชั่งดินใส่ลงใน moisture 
can 5 g โดยทำการชั่งน้ำหนักของดินรวมกับ moisture can พร้อมฝาปิดด้วย (W2) จากนั้นนำไป
อบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสนานข้ามคืน เมื่อครบเวลาแล้วนำออกมาใส่
โถดูดความชื้น พักให้อุณหภูมิเย็นลงและชั่งหาน้ำหนักที่แน่นอน (W3) จากนั้นทำการบันทึกข้อมูลและ
คำนวณหาความชื้นดังสมการที่ 6 

 
(6) 

 
โดย  W1 คือ น้ำหนัก moisture can พร้อมฝา (g) 
 W2 คือ น้ำหนัก moisture can พร้อมฝาและน้ำหนักตัวอย่างก่อนอบ (g) 
 W3 คือ น้ำหนัก moisture can พร้อมฝาและน้ำหนักตัวอย่างหลังอบ (g) 
 

 

 

 

 

ปริมาณความชื้น (%) =  W2 – W3 
W3 – W1 ˟ 100 
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การวิเคราะห์เอนไซม์ Dehydrogenase 
สารละลายสำหรับการวิเคราะห์ 
1. Tris buffer pH7.8  

1) ชั่ง Tris (hydroxy methyl) aminomethane 3.0275 g  
2) ละลายในน้ำปราศจากอิออนปริมาตร 150 ml 
3) ปรับ pH ให้ได้ 7.8 (acetic soil) 
4) ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากอิออนเป็น 250 ml 

2. 1% Triphenyl tetrazolium chloride (TTC) 
3. Triphenyl formazan (TPF) 

1) ชั่ง TPF 100 mg ละลายใน Absolute-Methanol ปรมิาตร 80 ml  
2) ปรับปริมาตรให้ได้ 100 mlจะได้ความเข้มข้น 1 mg/ml 
3) ดูดสารละลาย TPF ที่ละลายใน Absolute-Methanol ปริมาตร 10 ml  
4) ปรับปริมาตรด้วย Absolute-Methanol ปริมาตร 100 mlจะได้ความเข้มข้น 0.1 mg/ml เป็น 

working solution 
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การเตรียมกราฟมาตรฐานสำหรับวิเคราะห์เอนไซม์ Dehydrogenase 
 
วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานของ Triphenyl formazan (TPF)  
1. เติมสารละลายมาตรฐาน TPF และ Absolute-Methanol ในปริมาตรตามตาราง ลงในหลอด
ทดลองตามลำดับ 
 
ตารางที่ 21 การเตรียมกราฟมาตรฐานของ Triphenyl formazan (TPF) 
 

TPF (ml) MeOH (ml) conc. TPF (mg/ml) 

0.00 2 0 
0.10 1 5 
0.20 1.8 10 
0.30 1.7 15 
0.40 1.6 20 
0.50 1.5 25 
0.75 1.25 37.5 
1.00 1 50 
2.00 0 100 
0.00 2 0 
0.10 1 5 
2.00 0 100 

 
2. วัดค่า A485  
3. สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของ TPF กับค่าการดูดกลืนแสง A485 
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ภาพที่ 37 กราฟมาตรฐานของ Triphenyl formazan (TPF) สำหรับวิเคราะห์เอนไซม์ 
Dehydrogenase และค่า A485  

 

วิธีการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ Dehydrogenase 
1. ชั่งตัวอย่างดินชื้น 2 g 
2. เติมสารละลาย Substrate (1%TTC) ปริมาตร 2 ml โดย Blank จะเติม Tris buffer pH7.8 แทน 

Substrate ปริมาตร 2 ml  
3. ผสมให้เข้ากันและบ่มในที่มืด 24 ชั่วโมง 
4. เติม Absolute-Methanol ปริมาตร 10 ml ผสมให้เข้ากัน 
5. ดูดส่วนใสมา Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 4,500 rpm นาน 10 นาที 
6. วัดค่า A485  
7. เทียบหาความเข้มข้นของ TPF กับกราฟมาตรฐาน 
8. คำนวณค่ากิจกรรมเอนไซม์ 
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การวิเคราะห์เอนไซม์ Phosphatase 
 
สารละลายสำหรับการวิเคราะห์ 
1. Modified universal buffer (MUB) stock solution 
Tris (pH10-11.5) 12.1 g 

Maleic acid 11.6 g 

Citric acid 14 g 

Boric acid 6.3 g 

ละลายส่วนผสมลงในสารละลาย 1M sodium hydroxide ปริมาตร 500 ml ปรับปริมาตร
ด้วยน้ำปราศจากอิออนเป็น 1 L เก็บไว้ในที่เย็น 4 องศาเซลเซียส 
 2. MUB pH6.5 

นำ MUB stock solution ปริมาตร 200 ml มาปรับ pH ด้วยสารละลาย 0.1M hydrochloric 
acid ให้ได้ค่า pH เท่ากับ 6.5 จากนั้นนำมาปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากอิออนเป็น 1 L 
3. MUB pH11 

นำ MUB stock solution ปริมาตร 200 ml มาปรับ pH ด้วยสารละลาย 0.1M sodium 
hydroxide ให้ได้ค่า pH เท่ากับ 11 จากนั้นนำมาปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากอิออนเป็น 1 L 
4. สารละลาย p-Nitrophenyl phosphate (PNPP) ความเข้มข้น 15 mM ใน MUB pH6.5 หรือ 

MUB pH11 
5. สารละลาย 0.5M Calcium chloride (CaCl2) ปริมาตร 250 ml 
6. p-Nitrophenol (PNP) 
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การเตรียมกราฟมาตรฐานสำหรับวิเคราะห์เอนไซม์ Phosphatase 
 
วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานของ p-Nitrophenol (PNP)  
1. เตรียมสารละลาย PNP ความเข้มข้น 1 mg/ml เป็น Stock solution จากนั้นนำมาเจือจางเป็น 

working solution ให้ได้ความเข้มข้น 10 µg/ml 
2. นำ working solution ของ PNP ในปริมาตรตามตาราง ลงในหลอดทดลองตามลำดับ 
 
ตารางที่ 22 การเตรียมกราฟมาตรฐานของ p-Nitrophenol (PNP) สำหรับวิเคราะห์เอนไซม์ 
Phosphatase 
 

PNP (µl) MUB pH6.5 (µl) conc.(mg/ml) 

0 2,500 0 

250 2,250 1 

500 2,000 2 

750 1,750 3 

1,000 1,500 4 

1,250 1,250 5 

 
3. นำมาเติมสารละลาย 0.5M CaCl2 ปริมาตร 1 ml และสารละลาย 0.5M NaOH ปริมาตร 4 ml 

ผสมให้เข้ากัน 
4. นำไป Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 2,500 rpm นาน 5 นาที 
5. นำส่วนใสไปวัดค่า A420  



 106 

 

ภาพที่ 38 กราฟมาตรฐานของ p-Nitrophenol (PNP) สำหรับวิเคราะห์เอนไซม์ Acid 
Phosphatase และค่า A420 

 

 

ภาพที่ 39 กราฟมาตรฐานของ p-Nitrophenol (PNP) สำหรับวิเคราะห์เอนไซม์ Alkaline 
Phosphatase และค่า A420 
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วิธีการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ Phosphatase 
1. ชั่งตัวอย่างดินชื้น 0.5 g ลงในหลอดทดลอง เติม Toluene 0.125 ml 
2. เติมสารละลาย MUB pH6.5 หรือ MUB pH11 ปริมาตร 2 ml 
3. เติมสารละลาย 15 mM PNPP ปริมาตร 0.5 ml 
4. บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง 
5. เติม 0.5M CaCl2 ปริมาตร 0.5 ml และ 0.5M NaOH ปริมาตร 2 ml ผสมให้เข้ากัน 
6. นำไป Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 2,500 rpm นาน 5 นาที 
7. นำส่วนใสไปวัดค่า A420 
8. นำค่าไปเทียบกราฟมาตรฐาน p-Nitrophenyl 
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การวิเคราะห์เอนไซม์ Cellulase 
 
สารละลายสำหรับการวิเคราะห์ 
1. 2M acetate buffer pH5.5 

1) ชั่ง Sodium acetate 164.08 g ละลายในน้ำปราศจากอิออน 700 ml 
2) ปรับ pH ให้ได้ 5.5 ด้วย gratial acetic acid และปรับปริมาตรเป็น 1,000 ml 

2. Carboxymethyl cellulose sodium salt solution (0.7%w/v) 
1) ชั่ง CMC 7 g ละลายในสารละลาย 2M acetate buffer pH5.5 ปรับปริมาตรเป็น 1,000 ml 
2) กวนโดยใช้ Hot plate stirrer ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
3) สารละลายที่เตรียมได้ ใช้ได้ 1 สัปดาห์ โดยเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3. Reagent A 
1) ชั่ง anhydrous sodium carbonate ปริมาตร 16 g 
2) ชั่ง Potassium cyanide ปริมาตร 0.9 g 
3) ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากอิออนเป็น 1,000 ml 

4. Reagent B 
1) ชั่ง Potassium ferric hexacyanide ปริมาตร 0.5 g 
2) ปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 ml และเก็บสารละลายไว้ในขวดสีชา 

5. Reagent C 
1) ชั่ง Ferric ammonium sulfate ปริมาตร 1.5 g 
2) ชั่ง Sodium dodecyl sulfate ปริมาตร 1 g 
3) เติม Sulfuric acid ปริมาตร 4.2 ml ที่ละลายในน้ำปราศจากอิออนและอุ่นที่อุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส 
4) ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 1,000 ml 

6. สารละลายมาตรฐาน glucose 
1) ชั่ง glucose anhydrous 28 mg ละลายในน้ำปราศจากอิออน ปรับปริมาตรเป็น 1,000 ml 
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การเตรียมกราฟมาตรฐานสำหรับวิเคราะห์เอนไซม์ Cellulase 
 
วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐาน Glucose  
1) ปิเปตสารละลาย glucose anhydrous ลงในหลอดทดลองปริมาตร ดังนี้ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 
และ 1 ml 
2) ปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจากอิออนให้ครบ 1 ml (ใส่น้ำก่อน glucose) 
3) เติม Reagent A และ Reagent B ปริมาตร 1 ml ตามลำดับ 
4) ผสมสารละลายให้เข้ากัน และนำไปต้มในน้ำที่มีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
5) ย้ายมาตั้งทิ้งไว้ในน้ำอุณหภูมิห้องรอให้อุณหภูมิลงประมาณ 5 นาที 
6) เติม Reagent C ปริมาตร 5 ml ผสมให้เข้ากันตั้งทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง 
7) นำมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ระดับความเข้มข้นของแสงที่ 690 nm (A690) และนำไปทำกราฟ
มาตรฐาน Glucose 
 
การคำนวณ 
Glucose equivalent (µg/g dwf24/h) 

แทนค่าในสูตร 
C x V x f

Sw x swf
 

โดยที่  
C คือ ความเข้มข้นของ Glucose (µg/ml) 
V คือ ปริมาตรของสารละลายที่ใช้ทดสอบ (15 ml) 
f คือ dilution factor (20 ml) 
Sw คือ น้ำหนักดินชื้นที่ใช้ (5 g) 
dwf คือ น้ำหนักแห้งของตัวอย่างดิน 1 g 
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ภาพที่ 40 กราฟมาตรฐาน Glucose สำหรับวิเคราะห์เอนไซม์ Cellulase และค่า A690 
 
วิธีการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ Cellulase 
1) ชั่งตัวอย่างดินชื้น 5 g ใส่ในขวดรูปชมพู่ 125 ml 
2) เติมสารละลาย acetate buffer ปริมาตร 7.5 ml 
3) เติมสารละลาย CMC ปริมาตร 7.5 ml 
4) ปิด flask นำไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 rpm ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
5) กรองด้วยกระดาษกรอง Whatman No.42 เพ่ือแยกดินออกจากสารละลาย 
6) ดูดสารละลายที่กรองแล้ว ปริมาตร 1 ml เจือจางด้วยน้ำปราศจากอิออน 20 ml 
7) ปิเปตสารละลายที่เจือจางแล้ว 1 mlใส่ลงในหลอดทดลอง โดยที่ชุดควบคุมคือ ดินที่ไม่เติม CMC 
และ Blank ใช้น้ำปราศจากอิออน 
8) เติม Reagent A และ Reagent B ปริมาตร 1 ml ตามลำดับ ปิดฝาหลอด 
9) ผสมสารละลายให้เข้ากัน และนำไปต้มในน้ำที่มีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
10) ย้ายมาตั้งทิ้งไว้ในน้ำอุณหภูมิห้องรอให้อุณหภูมิลงประมาณ 5 นาที 
11) เติม Reagent C ปริมาตร 5 ml ผสมให้เข้ากันตั้งท้ิงไว้ 1 ชั่วโมง 
12) นำมาวัดค่า A690 บันทึกผลเทียบกราฟมาตรฐาน Glucose 
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การวิเคราะห์เอนไซม์ Protease 
 
สารละลายสำหรับการวิเคราะห์ 
1) Tris buffer (0.2mM, pH8.1) 
2) 2% sodium caseinate 

ละลาย  sodium caseinate 10  g ในสารละลาย  0 .2  mM Tris buffer pH8.1 ปรับ ด้ วย
สารละลาย 1M NaOH ให้ได้ pH8.1  ปรับปริมาตรด้วย Tris buffer (0.2mM, pH8.1) เป็น 500 ml
โดยขวดปรับปริมาตร 
3) 10% Trichloro acetate acid (TCA) 
4) Sodium carbonate 1.4M 
5) Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (33%) 
6) 1 mM Tyrosine  

ชั่ง L-Tyrosine 0.0181 g ละลายใน Tris buffer (0.2mM, pH8.1) และ stir ที่ 37 องศาเซลเซียส
เพ่ือให้ละลาย ปรับปริมาตรเป็น 100 mlด้วย Tris buffer (0.2mM, pH8.1) 
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การเตรียมกราฟมาตรฐานสำหรับวิเคราะห์เอนไซม์ Protease  
 
วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐาน Tyrosine 
1) เติมสารละลายมาตรฐาน 1 mM Tyrosine และ 0.2 M Tris buffer ในปริมาตรตามตาราง ลงใน
หลอดทดลองตามลำดับ 
2) เติมสารละลาย 10% TCA ปริมาตร 5 ml ผสมให้เข้ากัน 
3) นำไป Centrifuge ที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 
4) ดูดส่วนใสลงในหลอดทดลอง 0.5 ml 
5) เติม 1.4M Sodium carbonate ปริมาตร 0.75 ml 
6) Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (33%) ปริมาตร 0.25 ml ผสมให้เข้ากัน 
7) บ่มที่มืด 30 นาที 
8) วัดการดูดกลืนแสงที่ A700 
9) สร้างกราฟสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น Tyrosine และ A700 
 
ตารางการเตรียมกราฟมาตรฐาน Tyrosine 
 

1 mM Tyrosine (ml) 0.2M Tris buffer (ml) 
0 5 
0.025 4.975 
0.05 4.950 
0.25 4.750 
0.50 4.5 
1 4 
2.5 2.5 
5 0 
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ภาพที่ 41 กราฟมาตรฐาน Tyrosine สำหรับวิเคราะห์เอนไซม์ Protease และค่าการดูดกลืนแสง
ทีA่700  

 

วิธีการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ Protease 
1) ชั่งตัวอย่างดินชื้น 1 g 
2) เติม Tris buffer (0.2 mM, pH 8.1) ปริมาตร 2.5 ml และสารละลาย 2% sodium caseinate 
ปริมาตร 2.5 ml ส่วนชุดควบคุมดิน เติม Tris buffer (0.2 mM, pH 8.1) ปริมาตร 5 ml และชุด
ควบคุมสารตั้งต้นไม่มีดิน เติม Tris buffer (0.2 mM, pH 8.1) ปริมาตร 2.5 ml และสารละลาย 2% 
sodium caseinate ปริมาตร 2.5 ml 
3) เขย่าความเร็วรอบ 100 rpm ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง 
4) เติม 10% TCA ปริมาตร 5 ml และผสมให้เข้ากัน 
5) Centrifuge 12,000 rpm นาน 1 นาที 
6) ดูดส่วนใสใส่ลงในหลอดทดลอง ปริมาตร 0.5 ml โดย Blank ใช้ Tris buffer (0.2 mM, pH 8.1) 
7) เติม 1.4 M Sodium carbonate ปริมาตร 0.75 ml 
8) Folin-Ciocalteu’s phenol reagent reagent (33%) ปริมาตร 0.25 ml ผสมให้เข้ากัน 
9) บ่มที่มืด 5 นาที 
10) วัดการดูดกลืนแสงที่ A700 
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ภาคผนวก ง 
ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติ 

 
1. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติของค่าเฉลี่ยดัชนีการยับยั้ง X. oryzae pv. oryzae ด้วยวธิี spot on 
lawn โดย Duncan’s multiple range test 
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2. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติความกว้างของบริเวณยับยั้งเชื้อ X. oryzae pv. oryzae ด้วยวิธี Agar 
well diffusion โดย Duncan’s multiple range test 
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3. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติความกว้างของเปอร์เซ็นต์ยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรคไหม้ 
Pyricularia oryzae โดย Bacillus จากวิธี Dual culture ด้วย Duncan’s multiple range test 
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4. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติการยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรคไหม้ Pyricularia oryzae โดย 
supernatant ของ Bacillus จากวิธี agar well assay ด้วย Duncan’s multiple range test 
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5. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติเปอร์เซ็นต์ความไม่ชอบน้ำของเซลล์ ของ B. velezensis ด้วย Bacterial 
adhesion to hydrocarbons (BATH) assay ด้วย Duncan’s multiple range test 
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6. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติเปอร์เซ็นต์กิจกรรมการเกิด E24 (Emulsification activity, E24) ของ  
B. velezensis โดยใช้น้ำมันมะกอก ด้วย Duncan’s multiple range test 
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7. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติการทดสอบแหล่งคาร์บอน ได้แก่ น้ำตาลกลูโคส น้ำตาลซูโครส น้ำตาล 
ฟรุกโตส และกลีเซอรอล โดยใช้แหล่งไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียมคลอไรด์ ต่อ B. velezensis จำนวน 
7 ไอโซเลต ด้วย Duncan’s multiple range test 
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8. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae 
ของเชื้อ B. velezensis LC19 และ LC130 ด้วย Duncan’s multiple range test 
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9. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีในการยับยั้ง แบคทีเรีย  
X. oryzae pv. oryzae ด้วย Duncan’s multiple range test และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของ
ความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี และค่าเฉลี่ยของเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง 
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10. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
ก่อโรคไหม้ Pyricularia oryzae ด้วย Duncan’s multiple range test และวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ของความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี และเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ 
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11. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติผลของการแช่เมล็ดข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2 กข 6 กข 23 และ ขาวดอกมะลิ 
105 ในสารละลายอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสี ด้วย Duncan’s multiple range test และ
ความสัมพันธ์ของความเข้มข้นอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีต่อการงอกของเมล็ด ความยาวราก 
และความสูงของยอดของข้าว 
 

11.1 การงอกของเมล็ด 
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11.2 ความยาวราก 
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11.3 ความสูงของยอดของข้าว 
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12. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติผลการทดสอบอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีต่อจุลินทรีย์ในดินด้วย 
Duncan’s multiple range test  
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13. วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของปริมาณแบคทีเรียละลายฟอสเฟต ต่อปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด เชื้อรา
และยีสต์ และแบคทีเรียตรึงไนโตรเจนอิสระในดินทั้ง Azotobacter และ Non-symbiotic Nitrogen 
fixation 
 



  

14. ข้อมูลการวิเคราะห์สถิติผลของอนุภาคนาโนออกไซด์ของสังกะสีต่อเอนไซม์ในดิน  
ด้วยTukey's HSD ( honestly significant difference) test 
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