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บทคัดย่อ 

 
 

ท ำกำรส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงแมลงที่ติดเชื้อรำ ในบริเวณอุทยำนแห่งชำตนิ้ ำตกโยง ร่วมกับ
กำรเก็บตัวอยำ่งดินจำกแปลงเกษตรกรรมรอบนอกอุทยำนแห่งชำติน้ ำตกโยง และ ดินแปลง
เกษตรกรรมที่ไม่มีประวตัิกำรใช้สำรเคมีก ำจัดแมลงศัตรพูืช มำแยกเชื้อรำสำเหตุของโรคแมลง ได้
ทั้งหมด 105 ไอโซเลท เพื่อประเมินกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนสและเอนไซม์โปรติเอสของเชื้อรำสำเหตุ
โรคแมลง และฤทธิ์ตำ้นแบคทีเรีย ยีสต ์ รำเส้นใย พบวำ่เชื้อรำสำเหตุโรคแมลง Metarhizium sp. 
PS15G1, Gliocladium spp.PS22G2, Nomuraea sp. VS51W5, Beaveria sp. PS61W1, 
Paecilomyces spp.PS72G1, Cordyceps sp.PI32W2, Ophiocordyceps sp.PP91W1 และ 
Hirsutella sawsurei PC131G1จัดอยู่ในกลุ่มที่มีระดับศักยภำพในกำรผลิตไคติเนสและโปรติเอสสูง
สุด (High/High) และมีกิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองในช่วงพีเอช 4-9 และอุณหภูมิในช่วง 40 – 60 
องศำเซลเซียส มีประสิทธิภำพในกำรต้ำนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกได้บำงส่วน และมฤีทธิ์
ในกำรต้ำนเชื้อรำเส้นใยได้เกือบทุกชนิด เชื้อรำ Beauveria sp. PS61W1 ให้มดคันไฟชนิด 
Solenopsis geminata มีอัตรำกำรตำยที่แทจ้ริงเฉลี่ยมำกที่สุดเท่ำกับร้อยละ 95.43 ± 1.83 
รองลงมำคือ Metarhizium sp. PS15G1, Ophiocordyceps sp PP91W1, Hirsutella sawsurei 
PC131G1,  Gliocladium spp. PS22G2, Cordyceps sp.PI32W2,  Paecilomyces sp. PS72G1 
และ Nomuraea sp. VS51W5 อัตรำกำรตำยที่แท้จริงเฉลี่ยร้อยละ 56.02 ± 15.67, 37.19 ± 
25.96, 48.62±12.23,  46.62±13.31,  23.87±8.63,  17.47 ± 2.66 และ 5.13 ± 8.04 ตำมล ำดับ 
แสดงให้เห็นว่ำเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่แยกได้มีประสิทธิภำพในกำรควบคุมแมลงอันดับ 
Hymenoptera ได้ 
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Abstract 
The objective of this research was to evaluation of chitinase, proteinase 

production, antimicrobial of entomopathogenic fungi were isolated from mummy 
insect at Nam ToK Yong Natural National Park area and organic agricultural soil at 
Thumyai sub-district, Thungsong district, Nakhon Si Thammarat province. The 
evaluation chitinase producing on Colloidal chitin agar (CCA) medium supplemented 
with bromocresol purple and protease producing on Sabouraud dextrose agar (SDA) 
medium supplemented with skim milk and bromocresol green. The results showed 
that only 8 of 105 isolates strains : Metarhizium sp. PS15G1, Gliocladium spp.PS22G2, 
Nomuraea sp. VS51W5, Beaveria sp. PS61W1, Paecilomyces spp. PS72G1, Cordyceps 
sp.PI32W2, Ophiocordyceps sp.PP91W1 and Hirsutella sawsurei PC131G1 were 
classified in the High / High group producing. All of selected strains were produced 
the enzyme maximally, the thermal stability on the enzyme activity was between 40 
– 60๐C. The optimal pH on the enzyme production on the enzyme activity was 4 – 9. 
All of 8 entomopathogenic fungi were active against Bacterial and test fungal. The 
evaluation of controlling fire ant (Solenopsis geminata), the results showed that 
Beauveria sp. PS61W1 had the cumulative mortality percentage on 95.43 ± 1.83 in 30 
days., followed by Metarhizium sp. PS15G1, Ophiocordyceps sp PP91W1, Hirsutella 
sawsurei PC131G1,  Gliocladium spp. PS22G2, Cordyceps sp.PI32W2,  Paecilomyces 
sp. PS72G1 and Nomuraea sp. VS51W5 had the cumulative mortality percentage on 
56.02 ± 15.67, 37.19 ± 25.96, 48.62±12.23,  46.62±13.31,  23.87±8.63,  17.47 ± 2.66 
and 5.13 ± 8.04 respectively. Our results suggest that 5 selected entomopathogenic 
fungi might be useful as a source for Hymenoptera biocontrol. 
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บทที่ 1 
บทน า (Introduction) 

 
ความส าคัญและท่ีมาของงานวิจัย 
 ปัจจุบันมีผู้ให้ควำมสนใจงำนด้ำนกำรป้องกันก ำจัดศัตรูพืชทำงชีวภำพมำกขึ้นวิธีกำรหนึ่งที่
ได้รับควำมสนใจคือกำรน ำเชื้อจุลินทรีย์มำใช้ในกำรควบคุมแมลงศัตรูพืชซึ่งนอกจำกมีควำมปลอดภัย
ของตัวเกษตรกรผู้ใช้รวมทั้งผู้บริโภคแล้วยังไม่ท ำให้เกิดกำรฆ่ำแมลงในสภำพแวดล้อมรำก่อโรคใน
แมลง  (insect fungi)  เป็นเชื้อรำที่มีควำมสัมพันธ์กับแมลงคือด ำรงชีพแบบก่อโรคโดยเจริญและ
สร้ำงเส้นใยอยู่ ในร่ำงของหนอนแมลงเป็นเชื้อรำที่ก่อโรคในแมลงตำมธรรมชำติ (entomo 
pathogenic fungi) นอกจำกจะมีประโยชน์ในกำรควบคุมสมดุลของแมลงในธรรมชำติแล้วยังมีหลำย
ชนิดที่น ำมำใช้ประโยชน์ทำงด้ำนกำรแพทย์ในกำรผลิตสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพรำก่อโรคในแมลงมี
มำกกว่ำ 700 ชนิด แต่มีไม่กี่ชนิดที่พบได้บ่อย และเป็นก่อโรคของแมลงประเทศไทยนั้นจัดอยู่ในเขต
ร้อนชื้นลักษณะของป่ำมีควำมอุดมสมบูรณ์มีควำมหลำกหลำยด้ำนชนิดของแมลง อุทยำนแห่งชำติ
น้ ำตกโยง จังหวัดนครศรีธรรมรำช มีลักษณะภูมิประเทศเป็นป่ำดงดิบชื้นที่อุดมสมบูรณ์สูง จึงเป็น
แหล่งที่จะส ำรวจเพื่อศึกษำเชื้อรำก่อโรคในแมลงได้อย่ำงดี 

กำรศึกษำเชื้อรำก่อโรคในแมลงที่ผ่ำนมำส่วนใหญ่จะเน้นทำงด้ำนอนุกรมวิธำนมำกว่ำจะ
ศึกษำเพื่อหำคุณสมบัติทำงด้ำนอื่นๆจึงมีควำมเป็นไปได้ที่เชื้อรำกลุ่มนี้จะมีควำมสำมำรถในกำรสร้ำง
สำรทุติยภูมิได้อีกหลำยชนิด งำนวิจัยนี้มุ่งเน้นในกำรส ำรวจเชื้อรำที่เป็นก่อโรคแมลงจำกแหล่ง
ธรรมชำติในเขตอุทยำนแห่งชำติน้ ำตกโยง และตัวอย่ำงจำกดินในสวนส้ม มะนำว ในนำข้ำว มำแยก
เชื้อและจ ำแนกชนิด เพื่อน ำมำศึกษำคัดกรองหำควำมสำมำรถในกำรผลิตสำรทุติยภูมิที่มีแนวโน้มใน
กำรเป็นสำรก ำจัดแมลง และสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพของเชื้อรำก่อโรคในแมลงจึงเป็นอีกแนวทำงหน่ึง
ที่จะเพิ่มพูนควำมรู้เกี่ยวกับควำมสำมำรถในกำรผลิตสำรของเชื้อรำกลุ่มนี้รวมถึงจะได้น ำไปใช้เป็น
ข้อมูลพื้นฐำนในกำรศึกษำวิจัยต่อไปในเชิงลึกและน ำไปประยุกต์ใช้ให้เป็นประโยชน์ทำงด้ำนอื่นๆ
ต่อไป 
   
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1. เพื่อแยกและบ่งชนิดเชื้อรำก่อโรคในแมลงบำงชนิดจำกอุทยำนแห่งชำติน้ ำตกโยง และ
ตัวอย่ำงจำกดินแปลงเกษตรกรรม คือ ในสวนส้ม สวนมะนำว และดินนำข้ำว 

2. เพื่อศึกษำกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนส เอนไซม์โปรติเนส และฤทธิ์ต้ำนแบคทีเรีย เชื้อรำ และ
ยีสต์ของสำรสกัดหยำบจำกเชื้อรำก่อโรคในแมลงที่แยกได้ 

3. เพื่อศึกษำประสิทธิภำพในกำรควบคุมมดคันไฟของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่ได้คัดเลือก 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

ท ำกำรส ำรวจชนิดของรำก่อโรคในแมลง ในเขตอุทยำนแห่งชำติน้ ำตกโยง จังหวัด
นครศรีธรรมรำช ร่วมกับกำรเก็บตัวอย่ำงดินจำกดินในสวนส้ม สวนมะนำว และดินในนำข้ำวที่คำดว่ำ
จะมีกำรระบำดของแมลงศัตรูพืช และเป็นพื้นที่ที่ไม่มีประวัติกำรใช้ยำปรำบศัตรูพืชที่เป็นสำรเคมีน ำ
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ตัวอย่ำงมำแยกเชื้อรำก่อโรคในแมลง แล้วศึกษำกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนส เอนไซม์โปรติเนส และฤทธิ์
ต้ำนแบคทีเรีย เชื้อรำ และยีสต์ของสำรสกัดหยำบจำกเชื้อรำก่อโรคในแมลงที่แยกได้ 

 
ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ  
 1. เพื่อทรำบควำมหลำกหลำยทำงชีวภำพของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงในเขตอุทยำนแห่งชำติ
น้ ำตกโยง 
 2. เพื่อได้สำยพันธุ์เชื้อรำสำเหตุโรคแมลง ที่มีประสิทธิภำพ และมีประโยชน์ในกำรใช้ควบคุม
แมลงศัตรูพืช 
 3. เพื่อเป็นแนวทำงในกำรศึกษำงำนวิจัยต่อไปในเชิงลึก และน ำไปใช้ประโยชน์ในด้ำนต่ำงๆ 
ต่อไป 
 
ทฤษฏี 
เช้ือราสาเหตุโรคแมลง  

เชื้อรำจัดเป็นเชื้อจุลินทรีย์กลุ่มใหญ่ที่มีรูปร่ำงและลักษณะแตกต่ำงจำกเชื้อจุลินทรีย์อื่นๆ คือ 
ผนังเซลล์ประกอบด้วย โพลีแซคคำไรด์ และไคติน มีโครงสร้ำงเป็นเส้นใยและส่วนใหญ่ขยำยพันธุ์ด้วย
กำรสร้ำงสปอร์ เชื้อรำสำเหตุโรคแมลงเป็นกลุ่มเชื้อรำที่มีควำมเฉพำะเจำะจงกับแมลง เช่น แมงมุม ไร 
เห็บ ตั๊กแตน เป็นต้น  โดยเชื้อรำที่เป็นสำเหตุของโรคแมลงนี้  สำมำรถเข้ำสู่ร่ำงกำยของแมลงได้  โดย
แทงทะลุผ่ำนเข้ำไปทำงผิวหนังและไปเจริญเติบโตภำยในตัวแมลงโดยจะสร้ำงสำรพิษ (Toxin) ท ำลำย
เน้ือเยื่อ และระบบต่ำงๆ  ท ำให้แมลงตำยได้หรือบำงครั้งเชื้อรำอำจเข้ำไปทำงปำกแต่ไม่มีผลต่อแมลง
เพรำะจะถูกถ่ำยออกทำงอุจจำระ  กำรเกิดโรคของแมลงจะเกิดได้ดีและรวดเร็วเมื่อแมลงอ่อนแอและ
ได้สัมผัสโดยตรงกับเชื้อรำที่มีควำมรุนแรงในสภำพแวดล้อมที่พอเหมำะแก่กำรเจริญเติบโตของเชื้อรำ
นั้นๆ   กำรติดเชื้อโรคของแมลงจะเป็นไปด้วยดี รวดเร็ว  มีประสิทธิภำพ   
 เชื้อรำที่เป็นสำเหตุโรคแมลง (Insect fungi หรือ entomopathogenic fungi) หมำยถึงเชื้อ
รำที่สำมำรถเจริญเติบโตได้ในแมลง ซึ่งอำจจะอยู่ร่วมกับแมลงที่มีชีวิตหรือท ำให้เกิดโรคและสำมำรถ
ฆ่ำแมลงได้   ซึ่ งเชื้อรำกลุ่มนี้มีควำมสัมพันธ์กับแมลงในลักษณะที่อำจเป็นทั้ ง saprophytic 
commensalistic parasitic หรือ pathogenic  
 
 กำรด ำรงชีวิตแบบปรสิตของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงมี 2 รูปแบบ (ชฎำรัตน์, 2556) 

1. เชื้อรำปรสิตภำยนอก (extoparasitic fungi)  พบเจริญอยู่เฉพำะผิวชั้นนอกของแมลง ดัง
ภำพที่ 1 เชื้อรำกลุ่มนี้จะไม่ก่อโรคจนส่งผลให้แมลงตำย แต่จะมีผลท ำให้แมลงอ่อนแอลงในระดับ
ควำมรุนแรงที่แตกต่ำงกันไป 
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ภาพที่  1 ลักษณะการด ารงชีวิตแบบ extoparasite ของสปอร์ของเชื้ อรา Aegeritella 

tuberculata บนตัวมด Formica pressilabris (ศรชี้) 
ที่มา : Espadaler and Santamaria (2012) 
 

2. endoparasite เชื้อรำกลุ่มนี้จะสร้ำงสปอร์เข้ำไปเกำะยึดติดกับผิวชั้นนอกของแมลง 
จำกนั้นจะผลิตเอนไซม์ต่ำงๆ มำย่อยสลำยผนังชั้นนอก และสร้ำงอวัยวะพิเศษเพื่อใช้ส ำหรับแทงผ่ำน
ผิวชั้นนอกเข้ำไปภำยในตัวแมลง เมื่อเข้ำไปภำยในตัวแมลง เส้นใยของเชื้อรำบำงชนิดอำจมีกำร
เปลี่ยนแปลงรูปร่ำงให้มีลักษณะคล้ำยกับเซลล์ของยีสต์ จำกนั้นจึงเจริญและเพิ่มจ ำนวนอย่ำงรวดเร็ว
ภำยในตัวแมลง (haemocoel) สำรอำหำรต่ำงๆ ที่มีอยู่ในเลือดของแมลง ถูกน ำไปใช้เพื่อกำร
เจริญเติบโตของเชื้อรำ นอกจำกนี้เชื้อรำอำจเข้ำไปท ำลำยเนื้อเยื่อส่วนอื่น ๆ หรือปล่อยสำรที่มีฤทธิ์
ทำงชีวภำพไปรบกวนพัฒนำกำร และกระบวนกำรเมตำมอร์ฟอซิส (matamorphosis) ของแมลง 
ลักษณะแมลงในระยะนี้จะคล้ำยมัมมี่ เหลือเพียงเปลือกหุ้มชั้นนอกเท่ำนั้น ดังภำพที่ 2 เมื่อสภำวะ
แวดล้อมเหมำะสม สเคอโรเตรียม (sclerotium) จะพัฒนำไปเป็นสโตรมำ (stroma) เจริญออกมำบน
ผิวนอกของแมลง และมีผลท ำให้แมลงตำยในที่สุด ดังภำพที่ 3 

 

 
ภาพที่ 2 ลักษณะการด ารงชีวิตแบบ endoparasitic ของเชื้อรา Myrmicinosporidium sp. 

ภายในตัวมดชนิด Pheidole pallidula (ศรชี้) 
ที่มา : Espadaler and Santamaria (2012) 
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ภาพที่ 3 ลักษณะเส้นใยเช้ือรา Beauveria basiana แทงทะลุบนผิวชั้นนอกของด้วง 

Cyclocephala lunulata (ก) และการพัฒนาเป็นสโตรมา(ข) (ศรชี้) 
ที่มา : Lydia et al. (2014) 
 
การจัดจ าแนกเช้ือราสาเหตุโรคแมลง (Classification of entomopathogenic fungi) 

เชื้อรำสำเหตุโรคแมลงมีมำกกวำ่ 700 ชนิด แต่มีไม่กี่ชนิดทีพ่บได้บ่อยและมีบทบำทส ำคัญ 
ทำงกำรเกษตร ได้แก ่Beauveria sp., Metarhizium sp., Verticillium sp., Nomuraraea sp., 
และ Paecilomyces sp. (Lydia et al., 2014) โดยสำมำรถจ ำแนกเชื้อรำสำเหตุโรคแมลง ดังนี ้
 
Phylum  Class  Order  Family  Genus  
Oomycota  Oomycetes  Lagenidiales   Lagenidium 
  Saprolegniales   Aphanomycopsi  

Atkinsiella  
Couchia  
Leptolegnia 

Chytridiomycota Chytridiomycetes Blastocladiales Coelomomycetaceae Coelomomyces 
Coelomycidium  
Catenaria  

   Chytridiales Myriophagus 
Zygomycota Zygomycotes Entomophthorales Ancylistaceae Conidiobolus  

Basidiobolus 
   Entomopthoraceae Entomophthora 

Entomophaga  
Erynia  
Eryniopsis  
Furia  
Massospora  
Strongwellsea  
Pandora  
Orthomyces  
Tarichium  
Zoophthora 

(ก) (ข) 
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   Neozygitaceae  Neozygites  
Thaxterosporium  

  Mucorales  Mucoraceae  Sporodiniella  
 Trichomycetes  Amoebidiales   Amoebiales 
Basidiomycota  Phragmobasidiomycetes  Septobasidiales   Septobasidium  

Uredinella 
Ascomycota  Plectomycetes  Ascosphaerales   Ascoaphaera 
 Sordariomycetes  Hypocreales  Hypocreaceae  Cordycepioideus  

Hypocrella  
   Nectriacea  Nectria  
  Clavicipitales  Clavicipitaceae  Hypocrella  

Metacordyceps  
Regiocrella  
Torrubiella  

   Cordycipitaceae  Cordyceps  
   Ophiocordycipitaceae  Ophiocordyceps 

Elaphocordceps 
Deuteromycota  Coelomycetes  Sphaeropsidles   Aschersonia 

Tetranacrium 
 Hyphomycetes  Monilliales   Akanthomyces 

Aschersonia 
Aspergillus 
Beauveria 
Culicinomyces 
Fusarium 
Gibellula 
Hirsutella 
Hymenostilbe 

   Moniliaceae  Metarhizium 
Nomuraea 
Paecilomyces 
Paraisaria 
Pseudogibellula 
Sorosporella 
Sporothrix 
Tetracrium 
Tilachlidiopsis 
Tolypocladium 
Verticillium 

 
เชื้อรำสำเหตุโรคแมลง แบ่งอย่ำงกว้ำง ๆ เป็น 2 ประเภท คือ 

1. General, opportunistic pathogens เป็นเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่สำมำรถก่อโรคกับ
แมลงได้หลำยชนิด สำมำรถเจริญบนอำหำรเลี้ยงเชื้อได้ดี  ง่ำยต่อกำรเพำะเลี้ยงในห้องปฏิบัติกำร
โดยทั่วไป เช่น B. bassiana, M. metarhizium, I. fumosorosea และ I. farinose 
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2. Fasidious pathogens เป็นเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่มีควำมจำ เพำะกับแมลงบำงชนิด
ยำกต่อกำรแยกเชื้อและเพำะเลี้ยงในห้องปฏิบัติกำร ส่วนใหญ่เป็นเชื้อรำใน family Clavicipitaceae 
 
แหล่งที่พบเชื้อราก่อโรคในแมลง 

แหล่งที่พบเชื้อรำกลุ่มนี้มักจะแตกต่ำงกันไปตำมบริเวณที่อยู่อำศัยของแมลงซึ่ งอำจจะฝังอยู่
ในดินซำกพืชที่ทับถมหรือไม้ผุ (Arora, 1986)  หรือแม้กระทั่งบนกิ่งไม้ใบไม้ที่ติดกับต้น ชนิดที่พบตำม
พื้นดินส่วนใหญ่มักพบในฤดูฝนเนื่องจำก เชื้อรำต้องกำรควำมชื้นสูงในกำรเจริญเติบโตเพื่อเจริญผ่ำน
ชั้นดินขึ้นมำส่วนชนิดที่เจริญบนแมลงที่อำศัยอยู่ตำมผิวหน้ำดินขึ้นไปก็จะพบตำมผิวหน้ำดินโดย
ที่สโตรมำไม่ได้เจริญผ่ำนชั้นดินขึ้นมำแต่จะเจริญผ่ำนชั้นของใบไม้ที่ปกคลุมแมลงอยู่ส่วนชนิดที่พบ
ตำมส่วนต่ำงๆของพืชที่แมลงอำศัยอยู่มักจะพบได้ตลอดทั้งปีโดยส่วนใหญ่พบตำมใต้ใบไม้เนื่องจำก
แมลงจะอำศัยอยู่เพื่อกำรพรำงตัวจำกศัตรูตำมธรรมชำติ ( Benjamin et al., 2000)   

 
ควำมหลำกหลำยของเชื้อรำก่อโรคในแมลง 

 เชื้อรำในกลุ่มนี้เริ่มศึกษำในประเทศจีนเมื่อ 2000 ปีก่อนมีกำรน ำมำใช้เป็นยำสมุนไพรบ ำรุง
ก ำลังบ ำรุงประสำท บ ำบัดวัณโรค แก้อำกำรผิดปกติของโรคไต ซึ่งเป็นเชื้อ Cordycep sinensis หรือ
ที่รู้จักกันในนำมถั่งเช่ำหรือหนำวหนอนร้อนหญ้ำเป็นเชื้อรำก่อโรคในแมลงที่เจริญบนหนอนผีเสื้อชนิด
หนึ่ ง  (Isaka  et al.,  2005; Benjamin, 2000; Jianzhe et al., 1987) มีควำมพยำยำมที่ จะ
เพำะเลี้ยงเนื่องจำกเป็นที่ต้องกำรของตลำดมำกแต่ยังไม่ประสบควำมส ำเร็จนอกจำกนี้ยังน ำไปใช้ ใน
กำรควบคุมแมลงซึ่งท ำให้เกิดผลเสียหำยทำงกำรเกษตรและแมลงที่ก่อโรคบำงชนิด  (Boucias and 
Pendland, 1988; Churchill, 2001) ซึ่งเชื้อ Beauveria  bassianaจะถูกเลือกน ำมำใช้ในกำร
ควบคุมแมลงที่ก่อให้เกิดควำมเสียหำยในกำรเกษตรแทนกำรใช้สำรเคมีที่ก่อให้เกิดสำรพิษตกค้ำง 
(Churchill,  2001)    เชื้อรำก่อโรคในแมลงที่มีกำรศึกษำส่วนใหญ่จะอยู่ในจีนัส Cordyceps ซึ่งมี
รำยงำนกำรค้นพบอย่ำงกว้ำงขวำง Dennis (1978) รำยงำนกำรพบ Cordyceps จ ำนวน 8 ชนิด
ได้แก่  C. canadensis, C. capitata และ C. ophioglossoides เจริญบน ascocarp ของเห็ ด 
truffle, C. gracilis  เจริญบนตัวอ่อนของผีเสื้อ, C. militaris  เจริญบนตัวอ่อนและดักแด้ของผีเสื้อที่
ฝังอยู่ในดิน, C. forquinoni เจริญบนแมลงวัน Order Diptera, C. sphecocephala เจริญบนตัว
ต่อและผึ้งใน Order Hymenoptera และ C. tuberculata เจริญบนตัวอ่อนหรือตัวเต็มวัยของผีเสื้อ
กลำงคืน Bramley (1985) ส ำรวจและเก็บรวบรวมเชื้อรำ  Cordyceps จำกแคว้น Yorkshire 
ป ระ เท ศ อั งก ฤ ษ พ บ  6 ช นิ ด ได้ แ ก่  C. capitata, C. forquinoni, C. gracilis, C. militaris,             
C. ophioglossoides และ C. entomorrhiza เจริญอยู่บนตัวอ่อนของด้วงในปี ค.ศ. 1986 Arora 
ได้รำยงำนกำรค้นพบ Cordyceps ที่เจริญบนมดเป็นครั้งแรกในรัฐแคลิฟอร์เนียประเทศสหรัฐอเมริกำ
ในปี 1988 Samson et al. ได้รำยงำนกำรพบ Cordyceps จ ำนวน 8 สปีชีส์ ได้แก่ C. australis,    
C. curculionum, C. dipterigena, C. locustiphila, C. militaris, C. tuberculata,                
C. unilateralis และ C. variabilis ปี1989 Evans ศึกษำ Cordyceps ที่เจริญบนมดในเขตร้อนและ
พฤติกรรมที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อเกิดกำรติดเชื้อพบว่ำมดที่ติดเชื้อ C. australis และ C. unilateralis 
จะเคลื่อนที่อย่ำงไร จุดหมำยเมื่อถูกรบกวนโดยกำรไต่ขึ้นไปบนต้นพืชที่เป็นแหล่งอำหำรและแสดง



7 
 

 
 

อำกำรกระตุกของขำหน้ำและหนวดไปพร้อมกันมดเหล่ำนี้จะตำยโดยเกำะยึดติดแน่นกับกิ่งก้ำนหรือ
ใบของพืชและพบสโตรมำเจริญออกมำจำกทำงช่องเปิดหรือรอยต่อระหว่ำงล ำคัวของมดท ำให้มีผู้
ศึกษำเชื้อรำในกลุ่มนี้มำกขึ้นและมีกำรรำยงำนจำกหลำยประเทศเช่นในประเทศจีนญี่ปุ่นเกำหลี
อินโดนีเซียเป็นต้น 

ในประเทศไทยกำรศึกษำเกี่ยวกับเชื้อรำก่อโรคในแมลงเริ่มเมื่อ Schumacher ซึ่งเป็นบุคคล
แรกๆที่ได้เข้ำมำศึกษำและเก็บรวบรวม Ascomycetes ทำงภำคเหนือของประเทศไทยได้รำยงำนกำร
ค้นพบ C. nutans ที่เก็บรวบรวมได้จำกป่ำก่อและป่ำเบญจพรรณในเขตอุทยำนแห่งชำติดอยสุเทพ – 
ปุย  (Schumacher, 1982) ท ำให้ Hywell-Jones สนใจที่จะศึกษำและเก็บรวบรวมเชื้อรำที่เจริญบน
แมลงในประเทศไทยโดยได้รำยงำนกำรพบเชื้อรำชนิดใหม่ที่พบเป็นครั้งแรกจำกตัวอ่อนของผีเสื้อ  2 
ชนิดคือ C. khaoyaiensis จำกอุทยำนแห่งชำติเขำใหญ่ และ C. pseudomilitaris จำกเขำสำมหลั่น 
(Hywell-Jones,  1994) ในปีต่อมำก็ได้พบเชื้อรำก่อโรคแมลงชนิดใหม่อีกซึ่งชนิดนี้พบบนตัวอ่อนของ
ด้วงใน  family  Elateridae คือ  C. brunneapunctata   (Hywell-Jones, 1995)  และมีกำร
ส ำรวจเชื้อรำในกลุ่มนี้จนพบอีกจ ำนวนมำกและได้ท ำกำรเก็บรักษำเชื้อรำไว้ที่ศูนย์  BIOTEC  ของ
ประเทศไทย 

นอกจำกนี้ เมื่อน ำรำก่อโรคในแมลงมำเลี้ยงในอำหำรเลี้ยงเชื้อที่สภำวะเหมำะสม พบว่ำรำก่อ
โรคในแมลงบำงชนิดสร้ำงสำรโพลิเมอร์ชวีภำพที่มีประโยชน์ตอ่มนุษย์ เช่น โพลิเมอร์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งกำร
เจริญของเซลล์มะเร็ง กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน และลดน้ ำตำลในเลือด บำงชนิดใช้เป็นสำรประกอบกำร
น ำพำยำ หรือใช้ขึ้นรูปอำหำรให้มีควำมคงตัวมำกขึ้น โพลิเมอร์ชีวภำพจำกรำก่อโรคในแมลงบำงชนิด
มีศักยภำพในกำรพัฒนำเป็นวัสดุปิดแผล เพื่อใช้ทดแทนกำรน ำเข้ำวัสดุปิดแผลจำกต่ำงประเทศที่มี
รำคำสูงได้ รำก่อโรคในแมลงจึงเป็นจุลินทรีย์อีกกลุ่มหนึ่งที่น่ำสนใจ 
 
กลไกการก่อโรคของเช้ือราสาเหตุโรคแมลง 
 ชฎำรัตน์ (2552)  Urquiza และ Keyhani (2013) กล่ำวว่ำเชื้อรำท ำให้เกิดโรคในแมลงได้
โดยกำรแทงเข้ำสู่แมลงทำงผนังล ำตัว หรือรูหำยใจ หรือ บำดแผลที่ผนังล ำตัว โดยสปอร์ของเชื้อรำ
หรือคอนิเดีย (conidia) ตกลงบนผนังล ำตัวของแมลง ชั้นคิวติเคิล เมื่อมีควำมชื้นที่พอเหมำะ เชื้อรำ
เจริญ โดยพยำยำมยึดเกำะกับผนังล ำตัวของแมลงด้วยกำรสร้ำงปุ่มยึด หรือ appressorium  พร้อม
สร้ำง germ tube  
 กำรแทงทะลุผ่ำนผนังล ำตัวแมลงจะอำศัยเอนไซม์ต่ำงๆ ที่เชื้อรำสร้ำงขึ้น เช่น Lipase ช่วย
ย่อยสลำยชั้นไขมัน ที่เคลือบอยู่บนผนังล ำตัว หรือเอนไซม์  Chitinase และ Proteinase ช่วยย่อย
สลำยชั้นต่ำงๆ ของผนังล ำตัว โดยปกติเข้ำบริเวณที่มีผนังบำงๆ เช่น รอยต่อระหว่ำงปล้องหรือข้อต่อ
ของรยำงค์ต่ำงๆ เมื่อเชื้อรำเข้ำไปในช่องว่ำงภำยในตัวแมลง จะเจริญสร้ำงเส้นใยจนเต็มตัวแมลง แย่ง
แร่ธำตุอำหำร เบียดเบียนและท ำลำยอวัยวะต่ำงๆ ในตัวแมลง เมื่อแมลงตำยเชื้อรำจะแทงทะลุผนัง
ล ำตัวแมลงออกมำ โดยทั่วไปจะออกมำตรงจุดที่เชื้อรำแทงเข้ำไป เชื้อรำจะสร้ำงก้ำนชูสปอร์บนผนัง
ล ำตัวของแมลงและเริ่มสร้ำงสปอร์ ซึ่งในที่สุดจะคลุมทั่วตัวแมลง ท ำให้แมลงมีลักษณะคล้ำยมัมมี่ คือ
เป็นซำกแห้งแข็งและมีสปอร์ ขึ้นปกคลุมทั้งตัว เรียกอำกำรเช่นนี้ว่ำ Mummified ซำกแห้งนี้จะแตก
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ละเอียดเป็นผงเมื่อถูกสัมผัส โคนิเดียหรือสปอร์บนผนังล ำตัวแมลง จะปลิวกระจำยไป เพื่อเข้ำท ำลำย
แมลงตัวอื่นต่อไป ดังภำพที่ 4 

นอกจำกกำรเข้ำเบียดเบียนและท ำลำยเนื้อเยื่อต่ำงๆ ของแมลงแล้ว เชื้อรำหลำยชนิดสร้ำง
สำรพิษท ำลำยแมลงด้วย เช่น เชื้อรำ Beauveria bassiana ผลิตสำรพิษบิววิริซิน (beauvericin) 
และเชื้อรำ Metarhizium anisopliae ผลิตสำรพิษเดสตรักซิน (Destruxin) เป็นต้น สำรพิษเหลำ่นี้มี
พิษรุนแรงต่อแมลงมำกน้อยแตกต่ำงกัน (ทิพย์วดี, 2535) สปอร์เชื้อรำเป็นส่วนส ำคัญที่ท ำให้เกิดโรค
แพร่กระจำย กำรเข้ำท ำลำยของเชื้อรำผ่ำนทำงระบบหำยใจ และระบบทำงเดินอำหำร ส่วนใหญ่เข้ำ
ก่อโรคทำงผนังล ำตัว (มลิวัลย์ , 2539) แต่ตัวแมลงก็มีกลไกในกำรป้องกันเชื้อรำ ได้แก่ กำรสร้ำง
สำรประกอบ antifungal และมีพฤติกรรมต่ำง ๆ เช่น กำรขุดและอำศัยอยู่ภำยในโพรง (burrowing) 
เพื่อท ำให้ร่ำงกำยอบอุ่น กำรขนย้ำยซำกแมลงที่ตำยออกจำกรัง (corpse removal) ร่วมถึงกำรท ำ
ควำมสะอำดตัวเองและท ำควำมสะอำดให้กันระหว่ำงสมำชิกภำยในรัง (grooming) 

 

 
 
ภาพที่ 4 การแทงทะลุผ่านผนังล าตัวของเชื้อรา  
ที่มา : Thomas และ Read (2007)  
 
ขบวนการท าให้แมลงเกิดโรค แบ่งได้ 4 ระยะดังนี้ (ภำพที่ 5) 

1. ระยะประชิดกับผนังล ำตัวแมลง เชื่อกันว่ำแรงทำงเคมีและแรงไฟฟ้ำสถิตมี ส่วนร่วมด้วย 
ปฏิกิริยำร่วม (Interaction) ระหว่ำง lipopylic บนผิวของ spore และ lipids บนผิวล ำตัวแมลง
อำศัย อำจมีส่วนส ำคัญในกำรงอกของ spore  
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2. ระยะกำรงอก โดยทั่วไปสปอร์ของเชื้อรำที่เป็นสำเหตุโรคแมลงจะฟักตัวในสภำพแวดล้อม
ที่อุดมสมบูรณ์ เช่น ดิน เป็นต้น ถึงแม้ว่ำควำมชื้นและอุณหภูมิ จะพอเหมำะกับกำรงอกก็ตำม spore 
เหล่ำนี้จะงอกทันทีภำยหลังที่ได้ประชิดติดล ำตัวแมลงอำจเป็นเพรำะมีกำรกระตุ้นทำงเคมี โดยสำรบน
ผิวล ำตัวแมลง และกำรกระตุ้นทำงสรีระซึ่งสัมพันธ์กับขบวนกำรประชิดตัว หรืออำจเป็นเพรำะกำร
ประชิดผิวแมลงท ำให้เชื้อรำสร้ำงสำรที่ท ำให้กำรงอก ดีขึ้น และกระตุ้นท ำให้เกิดกำรงอกของ spore 

3. ระยะแทงทะลุผิว โดยรำจะงอก germ tube สั้นๆและใช้ germ tube หรือ Injection 
Pegs ที่รำสร้ำงขึ้นจำก spore แทงทะลุผนังล ำตัวแมลงเข้ำไปภำยใน โดยมี appressoria เป็นส่วนที่
ช่วยยึดผิวล ำตัวแมลงไว้ (Madelin et al., 1967) เข้ำใจว่ำมีแรงทำงเคมีและฟิสิกส์เข้ำมำเกี่ยวข้องใน
ขบวนกำรนี้โดยเอนไซม์มีควำมส ำคัญช่วยในกำรแทงทะลุผนังล ำตัวแมลงที่ประกอบด้วยไขมัน โปรตีน
และคำร์โบไฮเดรตที่ซับซ้อน โดยเฉพำะไคตินมีเอนไซม์บำงชนิดที่จำเป็นในกำรแทงผนังล ำตัวแมลง 

4. ระยะกำรพัฒนำในตัวแมลง เมื่อเข้ำไปแล้วเชื้อรำจะสร้ำงเส้นใยเข้ำไป ตำมทำงเดินโลหิต 
และเข้ำไปขยำยจ ำนวนในเลือดโดยเส้นใยหักออกเป็นท่อนสั้นๆ และเข้ำท ำลำยอวัยวะต่ำงๆ เช่น ชั้น
ไขมัน เป็นต้น ภำยหลังที่แมลงตำยลง หรือก่อนตำยเล็กน้อย จะพบว่ำ เส้นใยขยำยไปทั่วภำยในล ำตัว
แมลงจนเต็มไปด้วยเชื้อรำหนำแน่นและแข็ง ในระยะต่อมำเชื้อรำจะสร้ำง conidiophores และแทง
ทะลุออกมำภำยนอกล ำตัวแมลงสร้ำง conidia ตรงปลำย (ทิพย์วดี, 2535)  

 

 
 
ภาพที่ 5 ขบวนการท าให้แมลงเกิดโรค 
ที่มำ : Source:www.researchgate.net/publication/277017477 A Review of Bio pesticides 

and Their Mode of Action Against Insect Pests. 
 
ปัจจัยทีม่ีผลต่อการเกิดโรคของแมลงโดยเช้ือรา (นรำดร, 2549) 
 กำรก่อโรคของเชื้อรำกับแมลงนั้นจะมีควำมรุนแรงมำกน้อยต่ำงกันขึ้นอยู่กับควำมสัมพันธ์
ของเชื้อรำและแมลง ดังนั้นเชื้อรำบำงชนิดไม่สำมำรถใช้ควบคุมแมลงได้เนื่องจำกปัจจัยที่มีผลต่อกำร
เกิดโรคดังนี้ 
 1. สำยพันธุ์ของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลง เชื้อรำแต่ละสำยพันธุ์มีควำมสำมำรถในกำรท ำให้เกิด
โรคกับแมลงได้แตกต่ำงกัน ซึ่งเป็นลักษณะทำงพันธุกรรม เชื้อรำสำยพันธุ์ใดท ำให้แมลงเกิดโรคได้
ขึ้นอยู่กับ 
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1.1 ควำมสำมำรถในกำรท ำให้แมลงเกิดโรค (pathogenicity) คือ เชื้อรำสำมำรถเข้ำ
ท ำลำยแมลงได้ และท ำลำยระบบภูมิคุ้มกันในตัวแมลงท ำให้แมลงเป็นโรคตำย เชื้อรำบำงชนิดผลิต
สำรพิษที่รุนแรงท ำให้แมลงตำยเร็วขึ้น บำงชนิดเพียงแค่ใช้แร่ธำตุ และสำรอำหำรในตัวแมลงเพื่อกำร
เจริญเติบโตเท่ำนั้น หรือบำงชนิดแมลงสำมำรถก ำจัดเชื้อรำออกจำกตัวแมลงได้ ซึ่งควำมแตกต่ำงนี้
ขึ้นอยู่กับสกุล และชนิดของเชื้อรำนั้นๆ  

1.2 ควำมรุนแรงของเชื้อรำ (virulence) คือ เชื้อรำที่สำมำรถท ำให้แมลงเกิดโรคและท ำ
ให้แมลงตำยได้มำก หรือน้อยแตกต่ำงกัน ซึ่งขึ้นอยู่กับ สกุล ชนิด และสำยพันธุ์ ดังนั้นเชื้อรำในสกุล
เดียวกันแต่ต่ำงชนิดกันจึงท ำให้แมลงเกิดโรค และตำยได้แตกต่ำงกัน 
 2. ชนิดของแมลง ผนังล ำตัวของแมลงประกอบด้วยไคติน และโปรตีน ในปริมำณที่แตกต่ำง
กันไปในแมลงแต่ละชนิด ซึ่งสำรเหล่ำนี้มีผลต่อกำรงอกของคอนิเดีย และกำรแทงทะลุผ่ำนผนังล ำตัว
แมลง นอกจำกนี้สำรอำหำรที่อยู่ภำยในตัวแมลงที่มีปริมำณแตกต่ำงกันจะมีผลต่อกำรเจริญเติบโตต่อ
เชื้อรำ องค์ประกอบเหล่ำนี้จึงเป็นตัวก ำหนดควำมจ ำเพำะเจำะจงของเชื้อรำต่อแมลงชนิดนั้น ๆ 
 3. ต ำแหน่ง และวิธีกำรเข้ำสู่ตัวแมลง ลักษณะกำรเข้ำท ำลำยของเชื้อรำจะแตกต่ำงจำก
เชื้อจุลินทรีย์ชนิดอื่นๆ โดยไม่สำมำรถเข้ำสู้ตัวแมลงได้ทำงผนังล ำตัว และเข้ำได้ทุกส่วนของตัวแมลง 
เช่น หัว ตำ ขำ ปีก โดยเฉพำะตำมรอยต่อของข้อ ปล้องของแมลง เช่น ปล้องอก ปล้องท้อง ปล้องขำ 
และปล้องหนวด เป็นต้น แมลงที่มีผนังล ำตัวแข็งจะทนทำนต่อกำรเข้ำท ำลำยของเชื้อรำได้ดีกว่ำแมลง
ที่มีผนังล ำตัวอ่อนนุ่ม 
 4. สภำพแวดล้อม ได้แก่ สภำวะของฤดูกำล อุณหภูมิ ควำมชื้นสัมพัทธ์ในอำกำศ ปริมำณฝน 
และแสงอัลตรำไวโอเลต ล้วนมีผลต่อกำรท ำให้แมลงเกิดโรค 
 
 
เชื้อราก่อโรคในแมลงกับการผลิตเอนไซม์  (Lluvia et al., 2014 และ Subhoshmita et al., 
2016) 

1. ไลเพส จะถูกสร้ำงขึ้นเพื่อตัดพันธะเอสเตอร์ (ester bonds) ย่อยสลำยไขมัน (lipids) 
และไข (waxes) ที่เป็นส่วนประกอบในผนังชั้น epicuticle 

2. โปรติเอส จะถูกสร้ำงขึ้นหลังจำกกำรย่อยสลำยผนังชั้น epicuticle เพื่อสลำยโปรตีน  
โดยตัดพันธะ peptide ของโปรตีนเป็นสำยเปปไทด์ที่สั้นลง และกรดอะมิโน เพื่อใช้เป็นสำรอำหำรใน 
กำรเจริญเติบโตของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลง โดยควำมสำมำรถในกำรก่อโรคและระดับควำมรุนแรง 
ขึ้นอยู่กับศักยภำพในกำรผลิตเอนไซม์โปรติเอส  

3. ไคติเนส จะถูกสร้ำงขึ้นเพื่อสลำยไคตินโดยตัดพันธะ β-1,4 glycosidic ของ β-1,4  
N-acetyl glucosamine เป็น N-acetyl glucosamine (GlcNAc) โดยเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงจะ 
น ำไปใช้เป็นสำรอำหำรส ำหรับกำรสร้ำงผนังเซลล์ กำรสร้ำงเส้นใยในกำรเจริญเติบโต 

St Leger et al. (1993) ได้ศึกษำเอนไซม์ในกลุ่มย่อยไคตินจำกเชื้อ Metarhizium 
anisopliae ME1  ซึ่งเป็นเชื้อรำก่อโรคใน แมลงโดยท ำกำรเพำะเลี้ยงในสภำวะห้องปฏิบัติกำร พบว่ำ
เชื้อรำสำมำรถ ผลติเอนไซม์ย่อยไคตินได้ 2 ชนิดคือ endochitinase (CHI1, CHI2 และ CHI3) ซึ่งมี
มวลโมเลกุล 33, 43.5 และ 45 กิโลดำลตัน ตำมล ำดับ และ exochitinase (N-acetyl 
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glucosamonidase) มีมวลโมเลกุล 110 กิโลดำลตันนอกจำกนี้ในกำรผลิตเอนไซม์อื่นๆพบว่ำเชื้อรำ
สำมำรถผลิตเอนไซม์ที่ยอ่ยโปรตีน (proteolytic) โดยสำมำรถผลิตไดท้ั้ง endoprotease ได้แก ่
serine protease subclass subtilisin (Pr1), trypsin like serine protease (Pr2), cysteine 
protease (Pr3-4) และ metalloprotease ในส่วน exoprotease ได้แก่ aminopeptidase, 
dipeptidylpeptidase และ carboxypeptidase ตำมล ำดับ และเอนไซม์ protease ยังพบในเชื้อรำ
ก่อโรคแมลงชนิดอื่นๆเชน่ Beauveria bassiana สำมำรถผลิตเอนไซม์ protease ในกลุ่ม serine 
protease เชื้อEntomophthora coronata, Nomuraea rileyi (El-Sayed et al., 1989), 
Verticillium lecanii (Jackson et al., 1985) มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอนไซม์ protease เพื่อใช้
ในกำรเข้ำก่อโรคในแมลง 

Hsiao (1998) ได้ใช้ชดุทดสอบ API ZYM กับเชื้อ Beauveria bassina, Metarihizium  
anisoplia, Verticillium lecanii พบว่ำสำมำรถผลิตเอนไซม์ phosphoamidase, α-
mannosidase, leucine aminopeptidase, acid phosphatase, β-glucosaminidase  และ
esteraselipase เป็นต้น 

 
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราก่อโรคในแมลง 

เชื้อรำสำเหตุโรคแมลงหลำยชนิดสร้ำงสำรพิษท ำลำยแมลง (bioinsecticide) เช่น เชื้อรำ 
Beauveria bassiana ผลิตสำรพิษบิววิริซิน (Beauvericin) และเชื้อรำ Metarhizium anisopliae
ผลิตสำรพิษเดสตรักซิน (Destruxin) เป็นต้น Hypocrellins A (HA) และ B (HB) คือรงควัตถุที่แยก
ได้ จ ำก เชื้ อ ร ำก่ อ โรค ใน แม ล ง  Hypocrella bambusae และ  Shiraia bambusicola โด ย             
H. bambusae เป็นก่อโรคของ Sinarundinaria  sp. quinonoid hypocrellin สำมำรถน ำมำใช้
เป็น phototherapeutic agent รักษำแผลที่ผิวหนังได้  (Nenghui and Zhiyi, 1992) สกัดสำรจำก
ส่วนน้ ำเลี้ยงเชื้อ Aschersonia sp. น ำมำประเมินฤทธิ์กำรฆ่ำแมลง Drosophila melanogaster 
พบว่ำสำรที่แยกได้คือ  destruxins  A4  และ  A5 มีฤทธิ์ฆ่ำแมลงโดยมี ค่ำLC เท่ำกับ 41  ppm 
และ 52 ppm ตำมล ำดับ (Krasnoff   et  al., 1996)   Boonphong et al. (2001) น ำเส้นใยของ
เชื้อ Aschersonia tubulata BCC1785 ที่เพำะเลี้ยงในอำหำรเลี้ยงเชื้อมำสกัดแยกสำร พบว่ำ สำรที่
แยกได้คือ dustanin และ 3β-acetoxy-15α , 22dihydroxyhopane  มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อวัณโรค
Mycobacterium  tuberculosis  H37R9 โดย ให้ค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่สำมำรถยับยั้งเชื้อได้ 
(minimum inhibitory concentration, MIC) เท่ำกับ12.5  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

สำรพิษเหล่ำนี้มีพิษรุนแรงต่อแมลงมำกน้อยแตกต่ำงกัน (ทิพย์วดี, 2535) แต่ตัวแมลงก็มี
กลไกในกำรปกป้องตนเอง (self-medication) จำกเชื้อรำ ได้แก่  กำรสร้ำงสำรต้ ำนเชื้อรำ 
(antifungal) และมีพฤติกรรมต่ำง ๆ เช่น กำรขุดและอำศัยอยู่ภำยในโพรง (burrowing) เพื่อท ำให้
ร่ำงกำยอบอุ่น กำรขนย้ำยซำกแมลงที่ตำยออกจำกรัง (corpse removal) ร่วมถึงกำรท ำควำมสะอำด
ตัวเอง (grooming) และท ำควำมสะอำดให้กันระหว่ำงสมำชิกภำยในรัง (allogrooming) (Okuno et 
al., 2012 และ Qiu et al., 2016)  
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ภาพที่ 6 กระบวนการติดเชื้อของเชื้อราก่อโรคในแมลงในแมลง ตัวอย่างของเอนไซม์ย่อยสลาย 
คิวติเคิลและออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เป็นพิษจากเชื้อราที่หลั่งออกมาใน hemolymph 
รวมทั้งองค์ประกอบที่ผิวของแมลงและระบบภูมิคุ้มกันตอบสนองต่อการบุกรุกของเช้ือรา 

ที่มำ : Pedrini (2018) 
 

เช้ือราก่อโรคในแมลงกับการผลิตสารปฏิชีวนะ 
 ควำมพิเศษในคุณสมบัติของกำรเป็นสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพของรำก่อโรคในแมลงที่สำมำรถ
น ำไปประยุกต์ใช้ได้ในงำนหลำยๆด้ำนที่มีควำมส ำคัญเช่นทำงกำรแพทย์ใช้เพื่อรักษำหรือป้องกันกำร
ติด เชื้อจำกเชื้อก่อโรคชนิดต่ำงๆเป็นต้นเชื้อรำก่อโรคในแมลงนั้นถือเป็นแหล่งของสำรออกฤทธิ์ทำง
ชีวภำพแหล่งใหญ่ที่ได้จำกธรรมชำติ นับแต่อดีตที่แพทย์ชำวจีนสมัยโบรำณได้มีกำรน ำไปใช้ในกำร
รักษำโรคต่ำงๆจนมีกำรพัฒนำปรับปรุงและสังเครำะห์เป็นตัวยำใช้ในปัจจุบัน ( Isaka et al., 2005) 
กำรศึกษำเกี่ยวกับควำมสำมำรถในกำรเป็นสำรปฏิชีวนะของเชื้อรำก่อโรคในแมลงเริ่มมีกำรศึกษำ 
เพิ่มมำกขึ้นเรื่อยๆ ดังรำยงำนที่มีกำรค้นพบของ รัชดำและคณะ (2547) ได้รำยงำนกำรค้นพบสำร 
ใหม่ในกลุ่มอัลคำลอยด์ (alkaloids) จำกกำรหำโครงสร้ำงสำรโดยอำศัยข้อมูลทำงสเปกโทรสโกปี       
(spectroscopy) ซึ่งสำรนี้แยกได้จำกเชื้อรำก่อโรคในแมลงสำยพันธุ์ Isaria tenuipes BCC7831 

Lee et al. (2005) ท ำกำรศึกษำฤทธิ์ต้ำนจุลินทรีย์ (antibacterial/antifungal) ของสำร
สกัดจำกเชื้อรำที่เป็นสำเหตุโรคในแมลงจ ำนวน 47 ตัวอย่ำง ที่อยู่ในสกุลต่ำงๆพบว่ำมีฤทธิ์ต้ำน 
Bacillus subtilis จ ำนวน 38 ตัวอย่ำง, มีฤทธิ์ต้ำน Staphylococcus aureus จ ำนวน 30 ตัวอย่ำง
และมีฤทธิ์ต้ำน Saccharomyces cerevisiae จ ำนวน 10 ตัวอย่ำง 
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บทที่ 2 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

วัสดุ อุปกรณ์ 
1. ตัวแมลง 

ตัวอย่ำงเชื้อรำแมลง (Samples of insect fungi) ได้จำกกำรแยกจำกตัวอย่ำงแมลง และ
กำรแยกจำกตัวอย่ำงดิน 

หนอนผีเสื้อกินไขผึ้งขนำดใหญ่ (Galleria mellonella L.)  
2. เครื่องแก้ว อุปกรณ์ และเครื่องมือ 

กระดำษกรอง (Filter paper) เบอร์ 1 
จำนเพำะเชื้อ (Petri dishes) 
กล่องพลำสติก (Plastic box) 
กระจกปิดสไลด์ (Cover Slide) แผ่นสไลด์ (Slide) 
แท่งแก้วเกลี่ยเชื้อ (Spreader glass) 
บีกเกอร์ (Beaker) 
ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) 
เข็มเข่ียเชื้อ (Needle) 
ที่เจำะจุกคอร์ก (Cork borer)  
ฮีโมไซโตมิเตอร์ (Hemocytometer) 
venire caliper 
กล้องจุลทรรศน์แบบ compound microscope และแบบ stereo microscope 
กล้องถ่ำยภำพ (Camera) 
ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) : ยี่ห้อ Memmert ประเทศเยอรมณี 
หม้อนึ่งฆ่ำเชื้อด้วยควำมดันไอน้ ำ (Autoclave) : ยี่ห้อ Hirayama รุ่น HICLAVE HG – 

50 ประเทศญี่ปุ่น 
ตู้ปลอดเชื้อ (Safety Cabinet) : ยี่ห้อ Heal Force 1200 ประเทศจีน 
เครื่องเขย่ำผสมสำร (Vortex) : ยี่ห้อ  Mixer Uzusio VTX – 300 ประเทศเยอรมณี 
ตู้อบลมร้อน (hot air oven) 
 

3. สำรเคม ี
โบรโมครีซอล เพอร์เพิล (Bromocresol purple) 
โบรโมครีซอล กรีน (Bromocresol green)  
ยำปฏิชีวนะสเตรปโตมัยซิน (Streptomycin)  
ยำปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol) 
โดดีน (Dodine) 
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (Sodium hypochlorite) 
กรดทำร์ทำริก (Tartaric acid) 
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นมขำดมันเนย (Skim milk) 
สีย้อมเชื้อรำ Lactophenol cotton blue 
แอลกอฮอล์ (Alcohol) ควำมเข้มข้น ร้อยละ 70 และร้อยละ 95 
ทวีน 80 (Tween-80) 
น้ ำตำล (Sugar) 

4. สูตรอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
อำหำรสูตร PDA (potato dextrose agar) 
อำหำรสูตร VSM (Veens semiselective medium) 
อำหำรสูตร SDAY (Sabouraud Dextrose Agar plus Yeast) 
อำหำรสูตร SDA (Sabouraud dextrose agar) 
อำหำรสูตร colloidal chitin agar  
อำหำรสูตร Emnzyme prosuction medium  

 
วิธีการด าเนินการวิจัย 
 
1. การเก็บตัวอย่าง และการแยกเชื้อราก่อโรคในแมลง 

1.1 ส ารวจหาตัวอย่างแมลงในป่าบริเวณเขตอุทยานแห่งชาติน้ าตกโยง 
เก็บตัวอย่ำงจำกแหล่งส ำรวจด้วยควำมระมัดระวังเนื่องจำกตัวอย่ำงมีขนำดเล็กและ บอบ

บำงอำจเสียหำยได้ง่ำยตัวอย่ำงที่เป็นแมลงฝังอยู่ในดินจะใช้พลั่วมือช่วยในกำรขุดขึ้นมำตัวอย่ำงที่ติด
อยู่กับใบไม้หรือกิ่งไม้เล็กๆจะใช้มีดค่อยๆตัดเพื่อแยกตัวอย่ำงออกจำกใบไม้และกิ่งไม้นั้นออกมำ
ตัวอย่ำงรำก่อโรคบนแมลงที่ส ำรวจพบจะแยกเก็บลงกลองพลำสติกตัวอย่ำงแต่ละชนิดถูกเก็บแยก
ออกจำกกันทั้งนี้เพื่อป้องกันกำรปนเปื้อนของสปอร์ บันทึกข้อมูลต่ำงๆของเชื้อรำได้แก่ สี ชนิดของ
แมลงที่รำก่อโรค น ำมำแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ในห้องปฏิบัติกำรโดยกำรน ำมำวำงบนอำหำร PDA (Potato 
Dextrose Agar) (วำรุณี, 2554) 

 
1.2  การแยกราก่อโรคแมลง 

1) การแยกราก่อโรคในแมลงจากตัวแมลง 
น ำรำบนตัวแมลง (จำกข้อ 1.1) มำแยกเชื้อรำก่อโรคในแมลง วิธีกำรแยกเชื้อรำก่อโรค

บนตัวแมลงนั้นมีหลำยวิธีกำรทั้งนี้ขึ้นอยู่กับลักษณะรูปร่ำงและหน้ำที่ของสปอร์ของเชื้อรำก่อโรคบน
แมลงโดยแบ่งวิธีกำรที่ใช้ตำมควำมเหมำะสมได้ดังต่อไปนี้ 

แมลงที่เก็บรวบรวมได้น ำมำล้ำงที่ผิวด้วยสำรละลำย 2% sodium hypochlorite  
เป็นเวลำ 3 นำที ล้ำงออกด้วยน้ ำกลั่น วำงบนกระดำษกรอง ซับให้แห้ง น ำมำวำงบนอำหำร PDA ที่
เติม 0.25 mg/ml chloramphenicol เป็นปฏิชีวนะยับยั้งกำรเจริญของแบคทีเรีย (Lazgeen et al., 
2011) 

- กำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยกำรใช้ส่วนของเชื้อรำที่มีสปอร์ปำดไปโดยตรงบนอำหำร
เลี้ยงเชื้อ PDA  
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- กำรใช้ส่วนของเชื้อรำที่มีสปอร์จุ่มลงในน้ ำกลั่นเพื่อให้สปอร์ของรำปล่อยออกมำเอง
หลังจำกนั้นใช้เข็มเข่ียเชื้อแตะสปอร์และปำดลงบนผิวหน้ำของอำหำรเลี้ยงเชื้อน ำตัวอย่ำงมำแยกให้ได้
เสน้ใยบริสุทธิ์ด้วยวิธี single spore isolation (Kalika et al., 2004) 

- กำรปล่อยให้สปอร์รำปล่อยออกมำเองโดยกำรใช้ส่วนของก้ำนสโตรมำ วำงอยู่ด้ำนบน
ของอำหำรเลี้ยงเชื้อแล้วทิ้งไว้ข้ำมคืนสังเกตใต้กล้องจุลทรรศน์จะพบว่ำเชื้อรำมีกำรปล่อยสปอร์
ออกมำเป็นจ ำนวนมำกวิธีนี้เหมำะสมกับรำในสกุล Cordyceps,  Torrubiella,  Hypocrella 

น ำไปบ่มเป็นที่ 25oC เป็นเวลำ 6 วัน 
 

2) การแยกราก่อโรคในแมลงจากดิน (Asensio et al., 2003) 
เก็บตัวอย่ำง ดินจำกอุทยำนแห่งชำติน้ ำตกโยง โดยให้มีส่วนของเศษใบไม้ด้วย สุ่ม

ตัวอย่ำงดินในแต่ละที่ประมำณ 1.5-2 กิโลกรัม เก็บ 3 จุดแต่ละจุดเก็บให้ลึก 0-20 ซม. ผสมให้
ตัวอย่ำงที่เป็นเน้ือเดียวกันแล้วใช้ตะแกรงขนำด 2 มิลลิเมตร ร่อนเอำเศษใบไม้ออกและเก็บไว้ที่ 4ºC 
ในที่มืดก่อนกำรใช้งำน (ไม่เกิน12 เดือน) 
  1) น ำตัวอย่ำงดินจ ำนวน 0.2 กรัม ใส่ในหลอดไมโครที่มีสำรละลำย Tween-80 
ควำมเข้มข้น 0.02% ปริมำตร 1.3 มิลลิลิตร น ำไปเขย่ำ เป็นเวลำ 15 นำที น ำมำท ำกำรเจือจำงที่
ระดับควำมเจือจำง 10-1 
  2) น ำมำวำงบนจำนอำหำรที่ใช้ในกำรคัดเลือก (selective medium) 2 ชนิด คือ  

 - PDA ซึ่งมีส่วนประกอบดังนี้ potato dextrose agar น้ ำกลั่น 1,000 มล.ปรับ
ค่ำ pH เท่ำกับ 4.0 ด้วย HCl (Shimazu and Sato, 1996)  

- Veens semiselective medium (VSM) ซึ่ ง ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  Dodine 40
ไม โค รกรั ม /มิ ล ลิ ลิ ต ร , Chloramphenicol 100 ไม โค รกรั ม /มิ ล ลิ ลิ ต ร , Streptomycin 50 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, SDA (sabouraud dextrose agar) 32.5 กรัมในน้ ำกลั่น 500 มิลลิลิตร (Veen 
and Ferron, 1996) จำกนั้นน ำไปบ่มเป็นที่ 25oC เป็นเวลำ 6 วัน 
 
 3) การแยกราก่อโรคในแมลงโดยการใช้เหยื่อปฏิปักษ์ (Zimmermann, 1986) 
 ใช้หนอนผีเสื้อกินไขผึ้งขนำดใหญ่ (Galleria mellonella L.) เป็นแมลงปฏิปักษ์ที่
เหมำะสมที่สุดของรำจำกดินแปลงเกษตร น ำดินที่เก็บสดๆหรือดินที่เก็บที่  4๐C ไม่เกิน 12 เดือน
จ ำนวน 40 กรัม น ำมำร่อนด้วยตะแกรงร่อนขนำดรู 1มิลลิเมตร น ำไปใส่ในจำนเพำะเชื้อขนำดเส้น
ผ่ำนศูนย์กลำง 90 มิลลิเมตร  (ท ำกำรทดลอง 3 ซ้ ำ) น ำตัวหนอนในระยะ L1-L3 มำฝัง 3 ตัวต่อจำน
เพำะเชื้อ ปิดขอบจำนด้วยพำรำฟิล์ม บ่มจำนที่อุณหภูมิ 25  ๐C เป็นเวลำ 15 วัน ในที่มืด จำกนั้นน ำ
แมลงออกมำตัดเป็นชิ้นภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ก ำลังขยำย 40x ท ำกำรฆ่ำเชื้อที่ผิวแมลงด้วย 1% 
sodium hypochlorite เป็นเวลำ 1 นำที ด้วยควำมระมัดระวัง ล้ำงออกด้วยน้ ำกลั่นปลอดเชื้อ 3 
ครั้ง ครั้งละ 5 นำที น ำแมลงที่ปลอดเชื้อมำวำงในจำนเพำะเชื้อที่มีกระดำษซับที่ปลอดเชื้อ ซับให้แห้ง 
แลว้วำงใน moist chambers เป็นเวลำ 1 สัปดำห์ ที่อุณหภูมิ 25ºC ในที่มืด ซึ่งสภำวะดังกล่ำวจะท ำ
ให้มีกำรเจริญของเส้นใยรำก่อโรคในแมลง และมีกำรสร้ำงสปอร์ ซึ่งจะสังเกตเห็นเป็นเส้นใยสีขำว
คล้ำยส ำลี น ำตัวอ่อนที่มีเชื้อรำมำวำงบนอำหำร corn meal agar (CMA) ที่มี penicillin 50 µg/ml, 
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streptomycin 50 µg/ml, rose bengal 50 µg/ml แ ล ะ Triton X-100 ป ริ ม ำ ณ  1 mg/ml. 
จำกนั้นน ำไปบ่มเป็นที่ 25oC เป็นเวลำ 6 วัน 
 ท ำกำรคัดเลือกรำก่อโรคในแมลงทั้งหมดที่แยกได้ โดยดูลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ
ของโคโลนี เช่น สี ขนำด และ รูปร่ำงของสปอร์ เส้นผ่ำศูนย์กลำงโคโลนีและเน้ือของเส้นใย(mycelia 
texture) เมื่อแยกได้เชื้อบริสุทธิ์แล้วส่วนหนึ่งส่งให้นักอนุกรมวิธำนเชื้อเพื่อกำรจ ำแนก ใช้เปรียบเทียบ
กับเอกสำรงำนวิจัยอนุกรมวิธำนของรำก่อโรคบนแมลง ที่รำยงำนมำก่อนเพื่อระบุชื่อทำงวิทยำศำสตร์
ของรำชนิดนั้น (Hywel-Jones, 1995a, 1995b, 1996, 1997a, 1997b และ Hywel-Jones, 1998)   
 
2 การประเมินการผลิตเอนไซม์ 
  2.1 การประเมินการผลิตเอนไซม์ไคติเนสบนอาหารแข็ง (Agrawal and  Kotasthane, 
2012) 
       น ำเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่แยกได้ซึ่งมีอำยุ 5 วัน โดยกำร subculture ด้วยกำรเจำะจุก
คอร์กขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 8 มิลลิเมตร ไปเลี้ยงบนอำหำร colloidal chitin agar ที่มีไคตินควำม
เข้มข้น 5.0 กรัมต่อลิตร และเติม bromocresol purple ควำมเข้มข้น 0.15 กรัมต่อลิตร ปรับ pH 
เท่ำกับ 4.7 ซึ่งถ้ำมีกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนส เอนไซม์นี้จะสำมำรถตัดพันธะ-(1-4)-glycosidic ของ 
ไคตินที่ผสมอยู่ในอำหำรให้เป็นหน่วยเล็ก ๆ คือ N-acetylglucosamine (GlcNAc) เพื่อน ำไปใช้เป็น
แหล่งคำร์บอนและไนโตรเจน จะท ำ ให้ เกิดกำรเปลี่ยนแปลง pH จะเกิดกำรเปลี่ยนสีของ 
bromocresol purple จำกสีเหลืองเป็นสีม่วง โดยกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนสในปริมำณที่แตกต่ำงกัน
จะเกิดโซนของสีม่วงขึ้นบนอำหำรขนำดแตกต่ำงกันไป ท ำกำรวัดขนำดของโซนสีหลังจำกกำรบ่มเชื้อ
เป็นระยะเวลำ 3 วัน ท ำกำรวัดขนำดของโคโลนี และขนำดของ clear zone ของเชื้อท ำทุก ๆ วัน 
เป็นเวลำ 7 วัน  
 
  2.2 การประเมินการผลิตเอนไซม์ โปรติ เอสบนอาหารแข็ง  (Vijayaraghavan and  
Vincent, 2013) 
           น ำเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่แยกได้ซึ่งมีอำยุ 5 วัน โดยกำร subculture ด้วยกำรเจำะจุก
คอร์กขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 8 มิลลิเมตร ไปเลี้ยงบนอำหำร sabouraud dextrose agar ผสม 
skim milk ควำมเข้มข้น 10.0 กรัมต่อลิตร และเติม bromocresol green ควำมเข้มข้น 0.015 กรัม
ต่อลิตร ปรับ pH เท่ำกับ 4.7 ซึ่งถ้ำมีกำรผลิตเอนไซม์โปรติเอสจะท ำให้เกิดกำรเปลี่ยนแปลง pH จะ
เกิดกำรเปลี่ยนสีของ bromocresol green จำกสีฟ้ำปนเขียว (greenish-blue) เป็นสีเขียวเหลือง 
(yellow-green) โดยกำรผลิตเอนไซม์โปรติเอสในปริมำณที่แตกต่ำงกันจะเกิดโซนของสีเขียวเหลือง
ขึ้นบนอำหำรขนำดแตกต่ำงกันไป ท ำกำรวัดขนำดของโซนสีหลังจำกกำรบ่มเชื้อเป็นระยะเวลำ 3 วัน 
 
  2.3 การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ (Kanlayakrit et al., 2004) 

การเตรยีม crude enzyme จากเชื้อราก่อโรคแมลง 
เชื้อรำก่อโรคแมลงที่แยกได้มำ subculture ด้วย ที่ เจำะจุกคอร์กขนำด เส้นผ่ำน

ศูนย์กลำง 5 มิลลิเมตรจ ำนวน 10 ชิ้นใส่ลงไปในขวดรูปชมพู่ ขนำด 500 มิลลิลิตรที่มีอำหำรเหลว 



17 
 

 
 

enzyme producing medium (EPM) pH 5.0 ปริมำตร 250 มิลลิลิตรแล้วน ำไปเขย่ำที่อุณหภูมิ 30 
องศำเซลเซียสควำมเร็วรอบ/นำที เป็นเวลำ 25 วัน 

 
 2.3.1 การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส (chitinase activity) 
  เก็บตัวอย่ำง crude enzyme จำกขวดรูปชมพู่ โดยกำรดูดสำรละลำยในอำหำร
เหลวปริมำตร 1.5 มิลลิลิตรทุกๆ 48 ชั่วโมงเป็นเวลำ 25 วันจำกนั้นน ำไปป่ันเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 10,000 
รอบ/นำที เป็นเวลำ 10 นำที เพื่อน ำส่วนของเหลวใสซึ่งเป็น crude enzyme  มำหำกิจกรรมของ
เอนไซม์ไคติเนสซึ่งเป็นกำรวัดปริมำณน้ ำตำล(reducing sugar) ที่เกิดจำกกำรย่อยไคติน โดยเอนไซม์
ไคติเนส ด้วยวิธี 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) ของ Miller (1959)  ซึ่งN-acetylglucosamine 
(GlcNAc) เป็นตัวมำตรฐำนโดยเอนไซม์ 1 ยูนิต (IU) หมำยถึงปริมำณของเอนไซม์ที่สำมำรถย่อยไคติน
ไปเป็น N-acetylglucosamine (GlcNAc) 1 ไมโครโมล ภำยในเวลำ 1 นำทีที่อุณหภูมิ 37 องศำ
เซลเซียส 
 2.3.2 การวัดกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส (Proteinase activity)  
  ตัวอย่ำงของเหลวใสซึ่งเป็น crude enzyme ที่เหลือจำกกำรทดลองที่ 3.3.1 น ำมำ
ศึกษำกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสซึ่งเป็นกำรวัดกำรท ำงำนของเอนไซม์โปรติเอสโดยกำรวัดปริมำณ
โปรตีนที่เกิดจำกกำรย่อยเคซีน (casein) โดยเอนไซม์โปรติเอสตำมวิธีกำรของ  Sundararajan et al. 
(2010) ด้วยวิธี Folin-Lowry ของ Lowry et al. (1951) ซึ่งใช้ไทโรซีน (tyrosine) เป็นตัวมำตรฐำน
โดยเอนไซม์ 1 ยูนิต (IU) หมำยถึงปริมำณของเอนไซม์ที่สำมำรถย่อยเคซีนไปเป็นไทโรซีน 1 ไมโคร
โมลภำยในเวลำ 1 นำที ที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 
 
3. การศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซม์ (Kanlayakrit et al., 2004) 

การท าให้เอนไซม์บริสุทธิ์บางส่วนโดยการใช้แอมโมเนียมซัลเฟต  
เติมผงแอมโมเนียมซัลเฟตที่บดให้ละเอียดลงใน crude enzyme ที่มีปริมำตร 100 มิลลิลิตร

ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส กวนอย่ำงต่อเน่ืองจนสำรละลำยแอมโมเนียมซัลเฟต มีควำมเข้มข้นอิ่มตัว
ร้อยละ 20 หลังจำกนั้นกวนทิ้งไว้ค้ำงคืนที่อุณหภูมิ  4 องศำเซลเซียส น ำไปปั่นแยกเก็บตะกอนที่
เกิดขึ้นด้วยควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำทีนำน 15 นำทีแล้วละลำยตะกอนด้วย 50 มิลลิโมลำร์ Tris-
HCl บัฟเฟอร์   pH 8.0 หลังจำกนั้นบรรจุลงในถุงไดอะไลซีส แล้วน ำไปไดอะไลซีสใน 50 มิลลิโมลำร์ 
Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 8.0 น ำสำรละลำยเอนไซม์ไปวัดปริมำตร  ปริมำณโปรตีน และ กิจกรรมของ
เอนไซม์ 

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 
 การเตรียมกราฟมาตรฐานของโปรตีน (ศิริลำภำ, 2544) 

เตรียมสำรละลำย bovine serum albumin (BSA) ที่ควำมเข้มข้น 0, 50, 100, 200, 250, 
400, 500, 700 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บรรจุในหลอดทดลองหลอดละ 1 มิลลิลิตรเติม 
reagent C หลอดละ 5 มิลลิลิตรผสมให้เข้ำกันทิ้งไว้เป็นเวลำ 10 นำที หลังจำกนั้นเติมสำรฟอลินรีเอ
เจนต์ (Folin-ciocalteu reagent) ลงไปหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกันทิ้งไว้ 30 นำที จำกนั้น
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น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 660 นำโนเมตร ด้วยเครื่องวัดกำรดูดกลืนคลื่นแสงสร้ำง
กรำฟมำตรฐำนระหว่ำงค่ำกำรดูดกลืนแสงกับควำมเข้มข้นของสำรละลำย BSA ที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ 

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนจากสารละลายตัวอย่าง 
 น ำตัวอย่ำงของสำรละลำยที่ต้องกำรทดสอบมำบรรจุในหลอดทดลองหลอดละ 1 มิลลิลิตร
หลังจำกนั้นท ำกำรทดลองเช่นเดียวกับกำรเตรียมกรำฟมำตรฐำนของโปรตีน มื่อวัดค่ำกำรดูดกลืนแสง
แล้วน ำไปเปรียบเทียบกับกรำฟมำตรฐำนเพื่อหำปริมำณโปรตีน 

 
3.1 การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์โดยเจือจำงเอนไซม์ให้มีควำม

เข้มข้นที่เหมำะสมด้วยสำรละลำยบัฟเฟอร์ช่วงพีเอชระหว่ำง 4-12 จำกนั้นวิเครำะห์กิจกรรมของ
เอนไซม์ 

3.2 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ โดยเจือจำงเอนไซม์ให้มีควำม
เข้มข้นที่เหมำะสมด้วยสำรละลำยบัฟเฟอร์ จำกนั้นน ำมำวิเครำะห์กิจกรรมของเอนไซม์ ทดลองในช่วง
อุณหภูมิ 30-80 องศำเซลเซียสโดยเปลี่ยนอุณหภูมิเป็น 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศำเซลเซียส 
ตำมล ำดับ 

3.3 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ที่พีเอชต่างๆ โดยเจือจำงเอนไซม์ให้มีควำมเข้มข้นที่
เหมำะสมด้วยบัฟเฟอร์ช่วงพีเอช ระหว่ำง 4-12 น ำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 24 
ชั่วโมง แล้วน ำสำรละลำยเอนไซม์มำปรับพีเอชให้ได้  7.0 จำกนั้นวิเครำะห์กิจกรรมของเอนไซม์ที่
เหลืออยู่ (residual activity) 

3.4 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ที่อุณหภูมิต่างๆ คือ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 
องศำเซลเซียสตำมล ำดับโดยเจือจำงเอนไซม์ให้มีควำมเข้มข้นที่เหมำะสมด้วยบัฟเฟอร์ที่เหมำะสม
น ำไปบ่มในช่วงอุณหภูมิ 30-80 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 30 นำทีแล้วท ำให้เย็นลงที่อุณหภูมิ 4 องศำ
เซลเซียสทันทีจำกนั้นวิเครำะห์กิจกรรมของเอนไซม์ที่เหลืออยู่ 
 
 
4. การประเมินฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์เบ้ืองต้น  (ดัดแปลงมำจำก  Lorian, 1996)  

การเพาะเลี้ยงเช้ือรา 
น ำเชื้อรำก่อโรคในแมลงที่แยกได้เป็นเชื้อบริสุทธิ์เพำะเลี้ยง บนอำหำรเลี้ยงเชื้อ  PDA  เป็น

เวลำ 5 วันใช้ที่เจำะจุกคอร์กขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 6 มิลลิเมตรเจำะวุ้นรอบโคโลนีของเชื้อรำก่อ
โรคในแมลงน ำมำประเมินฤทธิ์ต้ำนจุลินทรีย์เบื้องต้น 

4.1 การประเมินฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย เชื้อที่น ำมำทดสอบได้แก่ Staphylococcus aureus,            
S. epidermidis,  Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa ท ำกำรทดสอบเบื้องต้น
ด้วยวิธี agar diffusion 

วิธีการเตรียมเชื้อที่ใช้ทดสอบ เขี่ยเชื้อแบคทีเรียจำก stock  culture ที่เก็บไว้ในอำหำร  
nutrient  agar (NA) slant มำ  streak  บนอำหำร  Mueller Hinton agar (MHA)  ให้ได้โคโลนี
เดี่ยวๆบ่มที่  25 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 18 - 24  ชั่วโมงแล้วน ำโคโลนีเดี่ยวๆมำ  2-3  โคโลนีใส่ใน 
0.85% NaCl   ปลอดเชื้อและปรับควำมขุ่นของเชื้อให้ได้เท่ำกับ  0.5  McFarland standard  



19 
 

 
 

วิธีการทดสอบ ใช้ cotton  swab ปลอดเชื้อจุ่มแบคทีเรียที่เตรียมไว้บิดข้ำงหลอดพอ
หมำดๆน ำมำป้ำยให้ทั่วบนอำหำร MHA  โดยป้ำย  3  แนวท ำมุม  60  องศำจำกนั้นน ำชิ้นวุ้นที่เจำะ
รอบ โคโลนีรำวำงลงบนวุ้นอำหำรใน  1  plate วำงประมำณ  4  จุดโดยมีชุดควบคุมเป็นวุ้นอำหำร
ปลอดเชื้อและแผน่ยำมำตรฐำนที่เหมำะสมต่อเชื้อทดสอบดังนี้ 

- S.aureus, S. epidermidis ใช้แผ่นยำมำตรฐำน vancomycin , amikacin หรือ 
ampicillin 

- E. coli  ใช้แผ่นยำมำตรฐำน ampicillin amikacin หรือ tetracycline  
- P. aeruginosa ใช้แผ่นยำมำตรฐำน tetracycline  
- น ำไปเพำะเลี้ยงที่ 27 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ  24 ชั่วโมง ท ำกำรทดสอบ 2 ซ้ ำ วัด

ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของ  inhibition zone  ที่เกิดขึ้นด้วย  venire caliper 
 

4.2  การประเมินฤทธิ์ตา้นยีสต์และรา 
    4.2.1 การประเมินฤทธิ์ต้านยีสต์เชื้อยีสต์ที่น ำมำทดสอบได้แก่ Candida albicans 

ท ำกำรทดสอบแบบ  agar diffusion  เช่นเดียวกับกำรทดสอบแบคทีเรีย 
   วิธีการเตรียมเชื้อที่ใช้ทดสอบ เขี่ยเชื้อยีสต์จำก stock culture ที่เก็บไว้ในอำหำร 

Sabouraud’s dextrose agar (SDA) slant มำ streak บนอำหำร SDA plate ให้ได้โคโลนีเดี่ยว ๆ 
บ่มที่ 35 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 18 - 24 ชั่วโมง แล้วน ำโคโลนีเดี่ยวๆมำ 2-3 โคโลนีใส่ใน 0.85% 
NaCl  ปลอดเชื้อและปรับควำมขุ่นของเชื้อให้ได้เท่ำกับ 0.5 McFarland standard  

   วิธีการทดสอบ 
   ใช้ cotton swab ปลอดเชื้อจุ่มเชื้อยีสต์ที่เตรียมไว้บิดข้ำงหลอดพอหมำดๆน ำมำป้ำยให้

ทั่วบนอำหำร SDA โดยป้ำย 3 แนวท ำมุม 60 องศำจำกนั้นน ำชิ้นวุ้นที่เจำะรอบโคโลนีรำมำวำงลงบน
วุ้นอำหำรใน 1 plate วำงประมำณ 4 จุดโดยมีชุดควบคุมเป็นวุ้นอำหำรปลอดเชื้อและยำ 
amphotericin B (10 ไมโครกรัมต่อแผ่นdisc) ส ำหรับเชื้อ C. albicans น ำไปเพำะเลี้ยงที่ 35 องศำ
เซลเซียสเป็นเวลำ 24 ชั่วโมง วัดขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของ inhibition zone  ที่ เกิดขึ้นด้วย 
venire caliper  

   4.2.2 การประเมินฤทธิ์ต้านเชื้อราชนิดเส้นใย ท ำกำรประเมินฤทธิ์ต้ำนรำเบ้ืองต้นต่อเชื้อ 
Aspergillus flavus, A. niger, Rhizopus sp., Mucor sp., Cladosporium sp., Alternaria sp. 
และ Curvularia sp. โดยวิธี dual culture ดังนี้ 

   วิธีการเตรียมเชื้อที่ใช้ทดสอบ เขี่ยเชื้อรำจำก  stock  culture มำเพำะเลี้ยงบนอำหำร 
PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 4  วัน  ให้มีขนำดโคโลนี ประมำณ 1-2 เซนติเมตร  

   วิธีการทดสอบ น ำชิ้นวุ้นที่เจำะรอบโคโลนีรำก่อโรคในแมลงที่แยกได้วำงให้ห่ำงจำกขอบ
จำนเพำะเชื้อ 2 เซนติเมตร และวำงให้ห่ำงจำกขอบโคโลนีรำที่ทดสอบ 5 เซนติเมตร น ำไปบ่มไว้ที่
อุณหภูมิ  25  องศำเซลเซียส สังเกตผลที่เกิดขึ้นทุกวันเป็นเวลำ 7 วัน เชื้อรำทดสอบที่เพำะในอำหำร
ที่ไม่เพำะเชื้อรำก่อโรคในแมลงเชื้อเป็นชุดควบคุม  สังเกตผลที่เกิดขึ้นหำกสำมำรถยับยั้งเชื้อรำได้สำย
รำบริเวณที่อยู่ใกล้กับชิ้นวุ้นที่วำงจะไม่เจริญหรือเจริญช้ำลงเปรียบเทียบกับด้ำนที่ไม่ได้อยู่ใกล้ชิ้นวุ้น
และชุดควบคุม 
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 บันทึกผลดังนี้  

-  ไม่มีกำรยับย้ังเชื้อรำเจริญเลย  
+  มีกำรยับย้ังเพียงเล็กน้อย  
++  มีกำรยับย้ังเห็น  inhibition zone ชัดเจน 

 
5. การศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงที่แยกได้ในการก าจัดมดคันไฟ 

เพำะเลี้ยงมดคันไฟ (Solenopsis geminata) จำกพื้นที่ท ำกำรเกษตร ในต ำบลควนกรด 
อ ำเภอทุ่งสง จังหวัดนครศรีธรรมรำช จ ำนวน 2 รัง ในกล่องพลำสติก (15 x 15  x 35 เซนติเมตร) 
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส ควำมชื้นสัมพัทธ์ 85% และให้หนอนนกระยะตัวหนอนเป็น
อำหำร (Qiu et al., 2016)  

เพำะเชื้อรำสำเหตุโรคแมลง 14 วัน มำละลำยสปอร์ด้วย Tween 80 ควำมเข้มข้นร้อยละ 
0.1 ในน้ ำกลั่น ตรวจนับปริมำณสปอร์ ด้วย Hemocytometer และปรับควำมเข้มข้นของสปอร์ให้
เท่ำกับ 5 x 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร (ธัญมน, 2557) 

น ำมดคันไฟวรรณะมดงำนมำศึกษำประสิทธิภำพของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่แยกได้ โดย
ดัดแปลงตำมวิธีกำรของ Okuno et al. (2012) และ Qiu et al. (2016) จุ่มมดงำน ในสำรแขวนลอย
สปอร์ของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงแต่ละไอโซเลต เป็นเวลำนำน 10 วินำที แล้วซับให้แห้งด้วยกระดำษ
กรอง แล้วน ำไปใส่ในหลอดทดสอบซึ่งมีน้ ำตำล ควำมเข้มข้น 25 % ปริมำตร 5 มิลลิลิตร เก็บที่
อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส ควำมชื้นสัมพัทธ์ในอำกำศ  80 - 90 % นับจ ำนวนกำรตำยของมดคันไฟ
ทุก 7 และ14 วัน มำค ำนวณเปอร์เซ็นต์กำรตำยที่แท้จริง  โดยใช้ Abbott’s formula (Abbott, 
1925)  

สูตร เปอร์เซ็นต์กำรตำยที่แท้จริง =  (A-B) X 100 / (100-B ) 

 A = อัตรำกำรตำยของกลุ่มทดลอง 

B = อัตรำกำรตำยของชุดควบคุม 

โดย อัตรำกำรตำย = จ ำนวนมดที่ตำย x 100 / จ ำนวนมดทดลอง 

วำงแผนกำรทดลองแบบสุ่มอย่ำงสมบูรณ์ Completely Randomized Design (CRD) ท ำ
กำรทดลอง 3ซ้ ำ ๆ ละ 10 ตัว จะใช้มดงำนที่ไม่จุ่มสปอร์ของเชื้อรำเป็นชุดควบคุมและเปรียบเทียบ
ค่ำเฉลี่ยด้วยวิธีกำร DMRT 
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บทที่ 3 
ผล และอภิปรายผลการทดลอง 

 
1. การเก็บตัวอย่าง และการแยกเชื้อราก่อโรคในแมลง 

1.1 ส ารวจหาตัวอย่างแมลงในป่าบริเวณเขตอุทยานแห่งชาติน้ าตกโยง 
จำกกำรส ำรวจรำก่อโรคในแมลง ในป่ำบริเวณเขตอุทยำนแห่งชำติน้ ำตกโยง โดยเก็บ

ตัวอย่ำงจำกพื้นที่ป่ำที่สำมำรถเดินส ำรวจได้ จ ำนวน 3 พื้นที่ คือ 
1. ป่ำบริเวณน้ ำตกโยง (เฉพำะในเขตน้ ำตกเท่ำนั้น) ซึ่งเป็นเส้นทำงเดินป่ำส ำหรับ

นักท่องเที่ยว ลักษณะผิวดินจะถูกปกคลุมด้วยใบไม้หนำประมำณ 5 เซนติเมตร มีทั้งไม้ยืนต้นขนำด
ใหญ่และไม้ขนำดเล็ก 

2. ป่ำบริเวณน้ ำตกวังปริง เป็นเส้นทำงที่ชำวบ้ำนใช้เดินป่ำ โดยลักษณะพื้นที่เป็นภูเขำสูง
ชัน ต้นไม้ใหญ่ถูกบุกรุก มีเพียงต้นไม้ขนำดเล็กเป็นส่วนใหญ่ พื้นดินมีใบไม้ไม่เยอะ 

3. ป่ำบริเวณน้ ำตกปลิว เป็นเส้นทำงเดินป่ำ โดยลักษณะพื้นที่เป็นภูเขำสูงชัน และเป็นผำ
หินยำกต่อกำรเดินส ำรวจ ต้นไม้ใหญ่ปกคลุม มีไม้ขนำดเล็กเล็กน้อย 

พบรำท ำลำยแมลงจำกบริเวณที่ศึกษำ จ ำนวน  13 ตัวอย่ำง คือ บนตัวมดสีด ำ, แมลงวัน, 
ผีเสื้อ, ตัวแตน, ผึ้ง ที่อยู่ใต้ใบไม้ และหนอนด้วง, มวนบริเวณท่อนไม้ที่ก ำลังผุ  ซึ่งสำมำรถจ ำแนก
เบื้องต้นเป็นรำในจีนัส Hirsutella sp. , Cordyceps sp., Ophiocordyceps sp., Beauveria sp.,  
Erynia sp. และ Paecilomyces sp.  (ตำรำงที่ 1)  

ตารางที่ 1  ตัวอย่างราท าลายแมลงในป่าบริเวณเขตอุทยานแห่งชาติน้ าตกโยง 

ตัวอย่างแมลง 
แหล่งที่พบ 

อันดับของแมลงอาศัย การจัดจ าแนกชนิดราแมลง 

IA1 
น้ ำตกโยง 

มดสีด ำ อันดับ 
Hymenoptera 

 Hirsutella sp.  
IF2 
น้ ำตกวังปริง 

แมลงวัน อันดับ Diptera 
ลักษณะเส้นใยคลุมทั้งตัว แต่
ไม่มีก้ำน stoma 

 Erynia sp. 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

ตัวอย่างแมลง 
แหล่งที่พบ 

อันดับของแมลงอาศัย การจัดจ าแนกชนิดราแมลง 

IA3 
น้ ำตกวังปริง 

มดสีด ำ Hymenoptera 

 Cordyceps sp. 
 

IC4 
น้ ำตกวังปริง 

แมลงอันดับ Coleoptera พบ
บริเวณผิวดิน มีลักษณะเป็น
เส้นใยเส้นเดียวและส่วนที่
เหนือดินมีลักษณะสโตรมำสี
ขำว  Ophiocordyceps sp.  

IC5 
น้ ำตกวังปริง 

แมลงอันดับ Coleoptera 
บริเวณท่อนไม้ที่ก ำลังผุ เชื้อรำ
เจริญขึ้นมำเป็นก้ำน สโตรมำสี
เทำ มสีปอร์สีขำวปกคลมุ
บริเวณด้ำนบน  Beauveria sp.  

IC6 
น้ ำตกโยง 

แมลงอันดับ Coleopteraเชื้อ
รำเจริญมีลักษณะเส้นใยคล้ำย
เขำกวำง 
 

 Paecilomyces sp.  
IA7 
น้ ำตกโยง 

มด อันดับ Hymenoptera 

 Ophiocordyceps sp.  
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

ตัวอย่างแมลง 
แหล่งที่พบ 

อันดับของแมลงอาศัย การจัดจ าแนกชนิดราแมลง 

IF8 
น้ ำตกโยง 

เชื้อรำเจริญบนผีเสื้ออันดับ 
Lepidoptera ยังไม่มี stoma 
 

 Isaria sp.  
IF9 
น้ ำตกวังปริง 
 

พบบริเวณกิ่งไม้ เชื้อรำเจริญ
บนตัวแตนอันดับ 
Hymenoptera  มีstoma สี
ครีม 

Hirsutella saussurei 
IA10 
น้ ำตกวังปริง 

มด อันดับ Hymenoptera 

 Hirsutella sp.  
IC11 
น้ ำตกปลิว 

หนอนด้วงอันดับ 
Coleoptera เชื้อรำมีลักษณะ
เส้นใยคล้ำยเขำกวำง 
  

 Beauveria sp.  
IC12 
น้ ำตกปลิว 

พบบริเวณผิวดิน กับแมลง
อันดับ Coleoptera มี
ลักษณะเส้นใยแตกเป็นแฉก
คล้ำยเขำกวำง   

 Paecilomyces sp.  
I13 
น้ ำตกปลิว 

ผึ้ง 
 

 Hirsutella saussurei 
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1.2  การแยกเช้ือราสาเหตุโรคแมลง 
1) การแยกเช้ือราสาเหตุโรคแมลงจากตัวแมลง 

จำกกำรน ำตัวอย่ำงแมลงที่ติดเชื้อรำที่ส ำรวจจำกน้ ำตกโยง น้ ำตกปลิว และน้ ำตกวังปริง จ ำนวน 11 
ตัวอย่ำง ประกอบด้วย IA1, IF2, IA3, IC4, IC5, IC6, IA7, IF8, IF9, IA10, IC11 และ IC13 มำแยก
เชื้อรำให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี single spore isolation โดยใช้อำหำรเลี้ยงเชื้อสูตร PDA ที่เติมคลอแรมเฟนิ
คอล ควำมเข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สำมำรถแยกเชื้อรำได้จ ำนวน 45 ไอโซเลท ดังตำรำงที่ 
2 

 

ตารางที ่2  เช้ือราสาเหตุโรคแมลงที่แยกได้ 45 ไอโซเลท จากตัวอย่างแมลง 11 ตัวอย่าง 
 

ตัวอย่าง ต าแหน่งแยกเชื้อ รหัสเชื้อ 
มด IA1 จำกน้ ำตกโยง จำกสปอร ์ PC11W1,  PP11W1, PP11W2 

แมลงวัน IF2 จำกน้ ำตกวังปริง จำกตวัแมลง PI21W1, PI21W2,  PI22W1   

แมลง IA3 จำกน้ ำตกวังปริง 
 

จำกสปอร ์ PC31W1, PC32Y1, PP31W1, PP32W1 
จำกตวัแมลง PI31W1,  PI32W2 

แมลง IC4 จำกน้ ำตกวังปริง จำกสปอร ์ PP42W1,  PP43W1, PP43W2 

แมลง IC5 จำกน้ ำตกวังปริง จำกสปอร ์ PP51W1, PP51W2,  PP52W1,  PP53Y1 

แมลง IC6 จำกน้ ำตกโยง 
จำกสปอร ์
 

PP61W1, PP61W2, PP61S1,  PP62G1,  
PP63W1,  PP63D1   

มดสีด ำ IA7 จำกน้ ำตกโยง จำกตวัแมลง PI72W1 

ผีเสื้อ IF8 จำกน้ ำตกโยง จำกตวัแมลง PI81S1,  PI83G1 

แตน IF9 จำกน้ ำตกวังปริง 
จำกตวัแมลง PI91W2, PI91W1, PI92W1 
จำกสปอร ์ PP91W1,  PP93W1  

มด IA10 จำกน้ ำตกวังปริง จำกตวัแมลง PI101W1, PC101R1, P101W2 

แมลง IC11 จำกน้ ำตกวังปริง จำกตวัแมลง PI111G1   

แมลง IC12 จำกน้ ำตกปลิว จำกตวัแมลง PI121D1 

ผึ้ง IF13 จำกน้ ำตกปลิว 
จำกตวัแมลง PI131W1,  PI131W2,PI132W1, 

PT131W1 
จำกสปอร ์ PC131G1,PC131W1,PC131W2 

 

หมายเหตุ   PC = แยกเชื้อโดยใช้ส ำลีป้ำยจำกสปอร์ 

      PI = แยกเชื้อจำกตัวแมลง 

      PP= แยกเชื้อจำกสปอร์ 
เช่น PP91W1 คือ ตัวอย่ำงแมลงที ่9 แยกเชื้อจำกสปอร์ มีสีขำวตัวที ่1 
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 2) การแยกราก่อโรคในแมลงจากดิน  
 

 ตัวอย่ำงดิน 7 ตัวอย่ำงที่เก็บในบริเวณที่พบตัวอย่ำงแมลงที่ติดเชื้อรำจำกน้ ำตกโยง, น้ ำตก
ปลิว และน้ ำตกวังปริง น ำมำแยกเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงด้วยวิธี spread plate บนอำหำร PDA ที่เติม
ยำปฏิชีวนะ คลอแรมเฟนิคอล ปริมำณ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ได้ทั้งหมด 31 ไอโซเลท (ตำรำงที่ 
3) ประกอบด้วยเชื้อที่แยกจำกตัวอย่ำงดินบริเวณน้ ำตกโยงจ ำนวน 8 ไอโซเลท น้ ำตกปลิว จ ำนวน 8 
ไอโซเลท และน้ ำตกวังปริง จ ำนวน 15 ไอโซเลท โคโลนีหลังจำกกำรบ่มเชื้อเป็นเวลำ 6 วัน ส่วนใหญ่มี
ลักษณะเส้นใยสีขำว ฟูเล็กน้อยและมีกำรสร้ำงสปอร์สีเขียว ส่วนบนอำหำร VSM ที่เติมยำปฏิชีวนะ
คลอแรมเฟนิคอล ปริมำณ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สเตรปโตมัยซิน ปริมำณ 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และโดดีน ปริมำณ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ได้ทั้งหมด 19 ไอโซเลท) ประกอบด้วย เชื้อที่
แยกจำกตัวอย่ำงดินบริเวณน้ ำตกโยงจ ำนวน 4 ไอโซเลท น้ ำตกปลิว จ ำนวน 13 ไอโซเลท และน้ ำตก
วังปริง จ ำนวน 2 ไอโซเลท โคโลนีหลังจำกกำรบ่มเชื้อเป็นเวลำ 6 วัน ส่วนใหญ่มีลักษณะเส้นใยสีขำว 
ฟูเล็กน้อยและมีกำรสร้ำงสปอร์สีเหลือง  

 
ตารางที่ 3 เชื้อราสาเหตุโรคแมลงที่แยกจากตัวอย่างดินที่ท าการเก็บตัวอย่างราแมลง จากบริเวณ

น้ าตกโยง และน้ าตกวังปริง ด้วยสูตรอาหาร PDA และ VSM 

แหล่งแยกเช้ือ 
จ านวนไอโซเลทของเชื้อราสาเหตุโรคแมลง 

อาหาร PDA อาหาร VSM 

ดินจำกน้ ำตก
โยง 

PS22G2, PS24W1, PS27W1, 
PS34W1, PS35W1, PS51G3, 
PS51D1, PS51W2 

VS22W1, VS32W1, 
VS51W2, VS51W5 
 

ดินจำกน้ ำตก
ปลิว 

PS61S1, PS61W1, PS61G2,PS61G3, 
PS62G1, PS71W2, PS72R1, PS72G1  

VS61S1,VS61G1,VS61G2, VS61W1, 
VS61W2, VS62W1,VS71W2, 
VS71W3, S71D1,VS72W1,VS72W2, 
VS73W1, VS73D1 

ดินจำกน้ ำตก
วังปริง 

PS11R1, PS12W1, PS12G2,PS12G3, 
PS15G1, PS15Y1,PS16W1, PS17G1, 
PS17D1,PS41D1, PS41W2, PS41R1, 
PS42D1, PS42W1, PS42G2 

VS12W1, VS42W1 
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3) การแยกราก่อโรคในแมลงโดยการใช้เหยื่อปฏิปักษ์ 
 ใช้หนอนผีเสื้อกินไขผึ้งขนำดใหญ่ (Galleria mellonella L.) เป็นแมลงปฏิปักษ์ที่เหมำะสม
ที่สุดของรำจำกดินแปลงเกษตร อ.ทุ่งสง และ อ.ชะอวด ได้ทั้งสิ้น 10 ไอโซเลท ดังตำรำงที่ 4 

ตารางที่ 4 เช้ือราสาเหตุโรคแมลงที่แยกจากตัวอย่างดินแปลงเกษตร 

ตัวอย่างดิน ไอโซเลท 
ดินในสวนส้ม อ.ทุ่งสง SOT11, SOT 13, SOT 14, SOT 16 
ดินสวนมะนำว อ.ทุ่งสง SLT21, SLT22, SLT23, SLT26 
ดินนำข้ำว อ.ชะอวด SRC41, SRC44 

 
นรำดร (2549) กล่ำวว่ำชนิดของแมลง ผนังล ำตัวของแมลงประกอบด้วยไคติน และโปรตีน 

ในปริมำณที่แตกต่ำงกันไปในแมลงแต่ละชนิด ซึ่งสำรเหล่ำนี้มีผลต่อกำรงอกของคอนิเดีย และกำรแทง
ทะลุผ่ำนผนังล ำตัวแมลง นอกจำกนี้สำรอำหำรที่อยู่ภำยในตัวแมลงที่มีปริมำณแตกต่ำงกันจะมีผลต่อ
กำรเจริญเติบโตต่อเชื้อรำ องค์ประกอบเหล่ำนี้จึงเป็นตัวก ำหนดควำมจ ำเพำะเจำะจงของเชื้อรำต่อ
แมลงชนิดนั้น ๆ 

จำกกำรศึกษำแสดงให้เห็นว่ำสูตรอำหำรที่น ำมำใช้ในกำรแยกเชื้อรำสำเหตุโรคแมลง จำกดิน
ขึ้นอยู่กับควำมเหมำะสมของผู้วิจัยในกำรเลือกใช้สูตรอำหำรและสำรยับย้ังกำรเจริญของจุลชีพอื่นที่ไม่
ต้องกำร ซึ่งสอดคล้องกับผลกำรศึกษำของแก้วบัวสอน และ สุกัญญำ (2560) Tuining et al. (2010) 
และ Lucila et al. (2011) ที่สำมำรถแยกเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงจำกดิน ด้วยอำหำร PDA และเมื่อ
น ำเชื้อรำที่แยกได้มำศึกษำลักษณะสัณฐำนวิทยำเบื้องต้นและจ ำแนกชนิด ตำมวิธีของ Humber 
(1998) และ Lydia et al. (2017) พบว่ ำ เป็ น เชื้ อ รำ  Beauveria sp., Metarhizium sp. และ 
Paecilomyces spp. นอกจำกนี้ยังพบว่ำเป็นเชื้อรำ Nomuraea sp. อีก 1 ไอโซเลท ที่แยกจำกดิน
ในน้ ำตกโยงแต่มีรำยงำนกำรค้นพบเชื้อรำชนิดนี้จำกดินอยู่น้อยมำก ซึ่งจำกกำรสังเกตลักษณะพื้นที่
เก็บตัวอย่ำงดิน พบว่ำมีผีเสื้อจ ำนวนมำก ซึ่งเป็นแมลงอำศัย (Host) ของเชื้อรำชนิดนี้ 

จะเห็นได้ว่ำอำหำร PDA สำมำรถแยกรำจำกตัวอย่ำงดินได้มำกกว่ำอำหำร VSM แต่จำกกำร
สังเกตเชื้อรำที่เจริญบนอำหำร VSM จะมีกำรปนเปื้อนของเชื้อรำทั่วไปน้อยกว่ำบนอำหำร PDA กำร
เติมสำรก ำจัดเชื้อรำทั่วไปที่เจริญได้ในดิน เป็นกำรพัฒนำสูตรอำหำรส ำหรับกำรแยกเชื้อรำสำเหตุโรค
แมลง ซึ่งเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงเป็นจุลินทรีย์ที่มีควำมจ ำเพำะเจำะจงกับแมลงในกำรเจริญเติบโต กำร
แยกเชื้อรำชนิดนี้จ ำเป็นต้องใช้อำหำรที่เหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโต  มีเพียบบำงชนิดเท่ำนั้นที่
สำมำรถแยกด้วยอำหำรสังเครำะห์ในห้องปฏิบัติกำร จึงมีกำรพัฒนำสูตรอำหำรให้มีควำมจ ำเพำะต่อ
กำรเจริญของเชื้อรำสำเหตุโรคแมงด้วยกำรเติมสำรยับยังกำรเจริญของแบคทีเรีย เช่น คลอแรม      
เฟนิคอล , สเตรปโตมัยซิน หรือ เตตรำไซคลีน (tetracycline) (Goetted and Inglis, 1997) ในกำร
ทดลองของแก้วบัวสอนและสุกัญญำ (2560) แยกเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงได้ 3 ชนิด คือ Metarhizium 
spp., Beauveria spp., และ Paecilomyces spp. จำกตัวอย่ำงดินในแปลงปลูกพืชเกษตรกรรม 
และ ป่ำธรรมชำติ ด้วยอำหำร PDA ที่เติม สเตรปโตมัยซิน 350 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร, เตตรำไซคลีน 
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50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และไซโคลเฮกซิไมด์ (cycloheximide) 125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร Tuining 
et al. (2010) แ ยก เชื้ อ ร ำ  Beauveria sp., Metarhiziun sp. แ ล ะ  Paecilomyces sp. จ ำก
ตัวอย่ำงดินด้วยอำหำร PDA ที่เติม เพนิซิลลิน10 มิลลิกรัมต่อลิตร และสเตรปโตมัยซิน 10 มิลลิกรัม
ต่อลิตร สิริฉัตร (2546) แยกเชื้อรำ Hypocrella scutata จำกเพลี้ยหอยที่ตำย ด้วยอำหำร PDA ที่
เติม สเตรปโตมัยซิน 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร, คลอแรมเฟนิคอล 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ     
เพนิซิลลิน (penicillin) 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร Lucila et al. (2011) แยก B. bassiana, M. 
anisopliae และ I. fumosorosea จำกดิน ด้วยอำหำร PDA ที่เติม คลอแรมเฟนิคอล 0.5 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร นอกจำกนี้ยังมีรำยงำนกำรเติมสำรยับยั้งกำรเจริญของรำชนิดอื่นที่ไม่ใช่เชื้อรำสำเหตุโรค
แมลง Tae-Young et al. (2010) น ำโดดีน ซึ่งเป็นสำรก ำจัดเชื้อรำทั่วไปมำใช้ศึกษำกำรเจริญเติบโต
ของเชื้อรำสำเหตุโรคพืชและเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงบำงชนิดที่แยกจำกดิน พบว่ำ ปริมำณของโดดีนที่
เหมำะสมในกำรแยกเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงคือ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ถ้ำหำกปริมำณโดดีนต่ ำกวำ่ 
40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สำมำรถเพิ่มกำรเจริญของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงได้มำกขึ้น แต่ก็อำจจะมี
กำรเจริญของกลุ่มเชื้อรำอื่นเจริญได้ เช่น เชื้อรำสกุล Alternaria, Aspergillus, Cladosporium และ
Penicillium (Humber, 1998)  
 

2 การประเมินการผลิตเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเนสบนอาหารแข็ง 
   

กำรผลิตเอนไซม์ไคติเนส (ตำรำงที่ 5) เชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่แยกได้จำกข้อ 1 ทั้งหมด 105 
ไอโซเลท มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอนไซม์ไคติเนสบนอำหำรแข็ง colloidal chitin agar ที่เติม 
โบรโมครีซอล เพอร์เพิล โดยเปลี่ยนสีอำหำรรอบโคโลนีจำกสีเหลืองเป็นสีม่วง (ภำพที่ 7  ) 
 

 
  
 
 
 
 
 

ภาพที่ 7  ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์ไคติเนสบนอาหารแข็ง colloidal chitin agar ที่เติม 
โบรโมครีซอล เพอร์เพิล 

 
 ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงวงสีมำกที่สุด เท่ำกับ 90.00 ± 0.00 มิลลิเมตร ที่ระยะ 3 วันของกำร

เจริญ จ ำนวน 6 ไอโซเลท ประกอบด้วย PS15G1, PS17G1, PS22G2, VS51W5, PS61W1 และ
VS71W2 รองลงมำคือ PS72G1 เท่ำกับ 86.50 ± 0.71 มิลลิเมตร หำอัตรำส่วนระหว่ำงขนำด
เส้นผ่ำศูนย์กลำงวงสีกับขนำดโคโลนี  มีค่ำสูงสุด จ ำนวน 5 ไอโซเลท คือ PS61W1, VS51W5, 
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PS22G2, PS15G1 และ PS72G1 เท่ำกับ 1.88 ± 0.00, 1.88 ± 0.00, 1.88 ± 0.00, 1.87 ± 0.01, 
1.84 ± 0.04 ตำมล ำดับ รองลงมำคือ VS71W2 เท่ำกับ 1.64 ± 0.00 รำยงำนวิจัยก่อนหน้ำนี้
กำรศึกษำศักยภำพในกำรผลิตเอนไซม์    ไคติเนสเบ้ืองต้น จะใช้อำหำร colloidal chitin agar ที่ไม่
เติมอินดิเคเตอร์ (นรำดร, 2554, Murthy and Bleakley, 2012 และ Methanee et al., 2016) 
จำกกำรวิจัยนี้เบื้องต้นพบว่ำ กำรตรวจผลอำจผิดพลำดได้จำกโซนใส (clear zone) ที่ไม่ได้เกิดขึ้น
อย่ำงชัดเจน จึงมีกำรปรับปรุงสูตรอำหำรด้วยกำรเติมอินดิเคเตอร์ โบรโมครีซอล เพอร์เพิล ท ำให้ง่ำย
และมีควำมแม่นย ำมำกขึ้นต่อกำรตรวจผลไคติเนสจะสลำยพันธะ β-1,4 glycosidic บริเวณ β-1,4 
N-acetylglucosamine ของไคตินได้เป็น N-acetylglucosamine (Subhoshmita et al., 2016) 
ส่งผลต่อค่ำพีเอชในอำหำรท ำให้เกิดกำรเปลี่ยนสีของโบรโมครีซอล เพอร์เพิล จำกสีเหลืองเป็นสีม่วง
รอบโคโลนีที่มีกำรผลิตเอนไซม์ โดย Agrawal and Kotasthane (2012) รำยงำนกำรผลิตไคติเนส 
ของเชื้อรำ Trichoderma spp. ด้วยอำหำร colloidal chitin agar ที่เติม โบรโมครีซอล เพอร์เพิล 
ปริมำณ 0.15 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอช เท่ำกับ 4.7 เช่นเดียวกับ เบญจวรรณและนริศ (2561) โดย
ประเมินกำรผลิตไคติเนสของเชื้อแอคติโนมัยซีส ด้วยอำหำร Glucose Yeast Malt extract agar ที่
เติม colloidal chitin 10 กรัมต่อลิตร และโบรโมคลีซอล เพอร์เพิล 0.15 กรัมต่อลิตร พบว่ำกำรผลิต
เอนไซม์ไคติเนสจะท ำให้เกิดกำรเปลี่ยนแปลงสีของอำหำรรอบ ๆ โคโลนีที่มีกำรผลิตเอนไซม์  

กำรผลิตเอนไซม์โปรติเอส (ตำรำงที่ 5) เชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่แยกได้จำกข้อ 1 ทั้ง 105 ไอ
โซเลท มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอนไซม์โปรติเอสบนอำหำรแข็ง sabouraud dextrose agar ผสม 
skim milk และเติม โบรโมครีซอล กรีน โดยเปลี่ยนสีอำหำรรอบโคโลนีจำกสีฟ้ำปนเขียวเป็นสีเขียว
เหลือง ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงวงสีมำกที่สุด เท่ำกับ 90.00 ± 0.00 มิลลิเมตร ที่ระยะ 3 วันของกำร
เจริญ  จ ำนวน 16 ไอโซเลท ประกอบด้วย PS12W1, PS15G1, PS22G2, PS34W1, VS32W1, 
PS41W2, PS42D1, PS42W1, PS42G2, VS42W1, VS51W5, PS61S1, PS61W1, PS72G1, 
VS71W3 และVS72W1 รองลงมำคือ VS71D1 เท่ำกับ 84.50 ± 0.71 มิลลิเมตร หำอัตรำส่วน
ระหว่ำงขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำงวงสีกับขนำดโคโลนี  มีค่ำสูงสุด จ ำนวน 5 ไอโซเลท คือ PS72G1, 
PS61W1, VS51W5, PS22G2 และPS15G1 เท่ ำกั บ  1.96 ± 0.00, 1.96 ± 0.00, 1.94 ± 0.00, 
1.94 ± 0.04, 1.94 ± 0.04 ตำมล ำดับ รองลงมำคือ PS12W1 และ VS22W1 เท่ำกับ 1.58 ± 0.04
รำยงำนกำรวิจัยก่อนหน้ำนี้กำรศึกษำศักยภำพในกำรผลิตโปรติเอสเบื้องต้นบนอำหำร sabouraud 
dextrose agar ผสม skim milk ที่ไม่เติมอินดิเคเตอร์ (นรำดร, 2554 และ Alnahdi, 2012) จำก
กำรวิจัยนี้เบื้องต้นพบว่ำกำรตรวจผลอำจผิดพลำดได้จำกโซนใส (clear zone) ที่ไม่ได้เกิดขึ้นอย่ำง
ชัดเจน จึงมีกำรปรับปรุงสูตรอำหำรด้วยกำรเติมอินดิเคเตอร์  โบรโมครีซอล กรีน ท ำให้ง่ำยและมี
ควำมแม่นย ำมำกขึ้นต่อกำรตรวจผล โปรติเอสจะสลำยพันธะเปปไทด์ ของโปรตีนเป็นเปปไทด์สำยสั้น
ลง และกรดอะมิโน (Subhoshmita et al., 2016) ส่งผลต่อกำรเปลี่ยนแปลงค่ำพีเอชในอำหำรท ำให้
เกิดกำรเปลี่ยนสีของ โบรโมครีซอล กรีน จำกสีฟ้ำปนเขียวเป็นสีเขียวเหลืองรอบโคโลนีที่มีกำรผลิต
เอนไซม์ โดย Vijayaraghavan and Vincent (2013) รำยงำนกำรศึกษำประสิทธิภำพกำรผลิต
เอนไซม์โปรติเอสของเชื้อ Bacillus subtilis สำยพันธุ์ VV บนอำหำร sabouraud dextrose agar 
ผสม skim milk และเติมอินดิเคเตอร์ โบรโมครีซอล กรีน 0.015 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอชเท่ำกับ 8.0 
พบว่ำกำรผลิตเอนไซม์ โปรติเอสจะท ำให้เกิดกำรเปลี่ยนแปลงสีของอำหำรรอบ ๆ โคโลนีที่มีกำรผลิต
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เอนไซม์ เอนไซม์ที่ผลิตโดยเชื้อรำก่อโรคในแมลงค่อนข้ำงโดดเด่นมักเป็นกลุ่มของเอนไซม์ที่สำมำรถ
ย่อยไคตินได้ (chitinolytic enzyme) เนื่องจำกกลไกกำรเข้ำก่อโรคในแมลงของเชื้อรำในขั้นเริ่มต้น
ในเชื้อรำที่เป็น endoparasite จะเกิดขึ้นโดย  germinating conidia มีกำรผลิต extracellular 
enzyme ได้แก่ chitinase, lipase และ protease เพื่อใช้ย่อยผนังชั้นนอกของแมลงท ำให้เชื้อรำ
สำมำรถเข้ำไปเพิ่มจ ำนวนภำยในแมลงได้ (Isaka et al., 2005) 

จำกกำรสังเกตเชื้อรำทดสอบบำงไอโซเลทมีกำรเจริญของโคโลนีได้รวดเร็ว  แต่มีกำร
เปลี่ยนแปลงสีในอำหำรจำกกำรผลิตเอนไซม์ได้น้อย หำระดับศักยภำพกำรผลิตเอนไซม์ โดยกำรแบ่ง
ออกเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 มีระดับศักยภำพในกำรผลิตเอนไซม์ต่ ำ (Low) (มีค่ำเส้นผ่ำนศูนย์กลำง
น้อยกว่ำหรือเท่ำกับ60 มม.), กลุ่มที่ 2 มีระดับศักยภำพในกำรผลิตเอนไซม์ปำนกลำง (Medium) (มี
ค่ำเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 60 - 80มม.) และกลุ่มที่ 3 มีระดับศักยภำพในกำรผลิตเอนไซม์สูง (High) (มีค่ำ
เส้นผ่ำนศูนย์กลำง มำกกว่ำหรือเท่ำกับ 81) พบว่ำเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่แยกได้มีศักยภำพในกำร
ผลิตเอนไซม์ทั้ ง 2 ชนิด อยู่ ในกลุ่ม  High/High มีจ ำนวน 8 ไอโซเลท คือ PS15G1, PS22G2, 
VS51W5, PS61W1 และ PS72G1 ดังภำพที่ 4 จึงคัดเลือกเชื้อรำทั้ง 8 ไอโซเลทนี้ไปใช้ในกำรศึกษำ
ขั้นตอนต่อไป  
   
ตารางที่ 5 ประเมินศักยภาพการผลิตเอนไซม์ของเชื้อราสาเหตุโรคแมลงเบื้องต้นบนอาหารแข็ง

หลังจากการบ่มเชื้อเป็นระยะเวลา 3 วัน 

ล าดับที ่ รหัส 
ขนาดของโซนสีจาก 

การผลิตเอนไซม์ไคติเนส  
(มิลลิเมตร ± S.D.1) 

ขนาดของโซนสีจาก 
การผลิตเอนไซม์โปรติเอส  

(มิลลิเมตร ± S.D.1) 

ระดับศักยภาพ 
การผลิตเอนไซม ์

1 PC11W1 0.00 ± 0.00w 0.00±0.00q Low/Low 
2 PP11W1 0.00 ± 0.00w 8.33±0.58 pq Low/ Low 
3 PP11W2 0.00 ± 0.00w 0.00±0.00 q Low/Low 
4 PI21W1 15.00 ± 0.00u 0.00±0.00 q Low /Low 
5 PI21W2 0.00±0.00w 0.00±0.00 q Low/Low 
6 PI22W1 51.67±0.58e 0.00±0.00 q Low/Low 
7 PC31W1 9.67±0.58v 0.00±0.00 q Low/Low 
8 PC32Y1 0.00±0.00w 0.00±0.00 q Low/Low 
9 PP31W1 0.00±0.00w 0.00±0.00 q Low/Low 
10 PP32W1 0.00±0.00w 0.00±0.00 q Low/Low 
11 PI_31W1 12.33±1.15u 0.00±0.00 q Low/Low 
12 PI32W2 89.00±1.73a 83.3±0.58a High/High 
13 PP42W1 20.00±1.00t 0.00±0.00 q Low/Low 
14 PP43W1 0.00±0.00w 0.00±0.00 q Low/Low 
15 PP43W2 31.50±0.50q 5.67±0.58 q Low/Low 
16 PP51W1 0.00±0.00w 0.00±0.00 q Low/Low 
17 PP51W2 0.00±0.00w 0.00±0.00 q Low/Low 
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ตารางที่ 5 (ต่อ) 

ล าดับที ่ รหัส 
ขนาดของโซนสีจาก 

การผลิตเอนไซม์ไคติเนส  
(มิลลิเมตร ± S.D.1) 

ขนาดของโซนสีจาก 
การผลิตเอนไซม์โปรติเอส  

(มิลลิเมตร ± S.D.1) 

ระดับศักยภาพ 
การผลิตเอนไซม ์

18 PP52W1 9.33±1.15v 10.67±0.58 p Low/Low 
19 PP53Y1 0.00±0.00w 0.00±0.00 q Low/Low 
20 PP61W1 0.00±0.00w 12.00±1.00 p Low/Low 
21 PP61W2  8.00±0.00v 10.33±0.58 p Low/Low 
22 PP61S1 0.00±0.00w 0.00±0.00 q Low/Low 
23 PP62G1 19.33±0.58tu 6.00±1.00 q Low/Low 
24 PP63W1 0.00±0.00w 0.00±0.00q Low/Low 
25 PP63D1 0.00±0.00w 0.00±0.00q Low/Low 
26 PI72W1 2.50±0.00v 0.00±0.00q Low/Low 
27 PI81S1 0.00±0.00w 0.00±0.00q Low/Low 
28 PI83G1 0.00±0.00w 0.00±0.00q Low/Low 
29 PP91W1 95.00±0.00a 91.47±0.06a High/High 
30 PP93W1 0.00±0.00w 1.07±0.06q Low/Low 
31 PI91W1 6.93±0.06v 0.00±0.00q Low/Low 
32 PI91W2 1.53±0.06v 1.17±0.06q Low/Low 
33 PI92W1 0.70±0.00v 0.00±0.00q Low/Low 
34 PC101W1 0.00±0.00w 0.50±0.00q Low/Low 
35 PC101R1 6.70±0.20v 0.63±0.12q Low/Low 
36 PP101W2 0.00±0.00 w 0.00±0.00q Low/Low 
37 PI111G1 0.00±0.00 w 0.57±0.06q Low/Low 
38 PI121D1 0.00±0.00 w 0.00±0.00q Low/Low 
39 PT131W1 1.43±0.12v 1.07±0.06q Low/Low 
40 PC131G1 91.63±0.12a 89.07±0.06a High/High 
41 PC131W1 0.00±0.00 w 0.57±0.15q Low/Low 
42 PC131W2 0.00±0.00 w 0.00±0.00q Low/Low 
43 PI131W1 0.00±0.00 w 0.43±0.12q Low/Low 
44 PI131W2 0.00±0.00 w 0.27±0.06q Low/Low 
45 PI132W1 0.00±0.00w 1.03±0.06q Low/Low 
46 PS11R1  08.00 ± 0.00v 13.50 ± 0.71p Low/Low 
47 PS12W1  63.50 ± 0.71ef 90.00 ± 0.00a Medium/High 
48 PS12G2  22.50 ± 0.00rs 38.00 ± 2.12l Low/Low 
49 PS12G3  30.00 ± 1.41mno 33.00 ± 1.41m Low/Low 
50 PS15G1  90.00 ± 0.00a 90.00 ± 0.00a High/High 
51 PS15Y1  39.00 ± 0.00kl 51.00 ± 0.00fgh Low/ Medium 
52 PS16W1  54.00 ± 0.00hij 61.00 ± 0.00e Medium/ Medium 
53 PS17G1  90.00 ± 0.00a 55.00 ± 0.00f High/ Medium 
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ตารางที่ 5 (ต่อ) 

ล าดับที ่ รหัส 
ขนาดของโซนสีจาก 

การผลิตเอนไซม์ไคติเนส  
(มิลลิเมตร ± S.D.1) 

ขนาดของโซนสีจาก 
การผลิตเอนไซม์โปรติเอส  

(มิลลิเมตร ± S.D.1) 

ระดับศักยภาพ 
การผลิตเอนไซม์ 

54 PS17D1  32.00 ± 1.41mn 80.00 ± 0.00bc Low / Medium 
55 VS12W1  31.00 ± 0.00mn 77.00 ± 0.00c Low / Medium 
56 PS22G2  90.00 ± 0.00a 90.00 ± 0.00a High/High 
57 PS24W1 75.00 ± 0.00c 80.00 ± 0.00bc Medium/ Medium 
58 PS27W1  09.00 ± 0.00v 29.50 ± 0.71mn Low/Low 
59 VS22W1  28.00 ± 4.24nopq 30.00 ± 1.41mn Low/Low 
60 PS34W1  49.00 ± 0.00j 90.00 ± 0.00a Low/ High 
61 PS35W1  21.00 ± 0.00rst 31.00 ± 0.00m Low/ Low 
62 VS32W1  61.00 ± 0.00fg 90.00 ± 0.00a Medium/ High 
63 PS41D1  29.00 ± 1.41nop 26.00 ± 1.41no Low/Low 
64 PS41W2  59.00 ± 0.00fgh 90.00 ± 0.00a Medium/High 
65 PS41R1  00.00 ± 0.00w 00.00 ± 0.00q Low/Low 
66 PS42D1  51.00 ± 0.00ij 90.00 ± 0.00a Medium / High 
67 PS42W1  56.00 ± 1.41ghi 90.00 ± 0.00a Medium/ High 
68 PS42G2  54.00 ± 0.00hij 90.00 ± 0.00a Medium/ High 
69 VS42W1  68.50 ± 0.71de 90.00 ± 0.00a Medium/ High 
70 PS51G3  17.00 ± 0.00tu 26.00 ± 2.83no Low/Low 
71 PS51D1  39.50 ± 2.12kl 72.00 ± 0.00d Low/ Medium 
72 PS51W2  20.00 ± 2.83stu 31.00 ± 0.00m Low/Low 
73 VS51W2  14.75 ± 0.35u 22.50 ± 3.54o Low/Low 
74 VS51W5  90.00 ± 0.00a 90.00 ± 0.00a High/High 
75 PS61S1  68.00 ± 1.41de 90.00 ± 0.00a Medium/ High 
76 PS61W1  94.00 ± 0.00a 93.00 ± 0.00a High/High 
77 PS61G2  30.00 ± 0.00mnp 47.00 ± 0.00hij Low/Low 
78 PS61G3  41.00 ± 2.82k 29.00 ± 0.00mn Low/Low 
79 PS62G1  32.00 ± 1.41mn 45.50 ±  0.71ij Low/Low 
80 VS61S1  15.00 ± 1.41u 30.50 ± 3.54mn Low/Low 
81 VS61G1  22.50 ± 1.41rs 31.75 ± 0.35m Low/Low 
82 VS61G2  32.00 ± 1.41mn 30.00 ± 1.41mn Low/Low 
83 VS61W1  25.50 ± 0.00opqr 40.25 ± 0.35kl Low/Low 
84 VS61W2  24.50 ± 0.71pqrs 31.50 ± 0.71m Low/Low 
85 VS62W1  28.00 ± 0.00nopq 46.00 ± 0.00ij Low/Low 
86 PS71W2  42.00 ± 1.41k 76.00 ± 0.00cd Low/ Medium 
87 PS72R1  25.25 ± 2.47opqrs 39.50 ± 2.12kl Low/Low 
88 PS72G1  86.50 ± 0.71ab 90.00 ± 0.00a High/High 
89 VS71W2  90.00 ± 0.00a 52.00 ± 1.41fg High/Low 
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ตารางที่ 5 (ต่อ) 

ล าดับที ่ รหัส 
ขนาดของโซนสีจาก 

การผลิตเอนไซม์ไคติเนส  
(มิลลิเมตร ± S.D.1) 

ขนาดของโซนสีจาก 
การผลิตเอนไซม์โปรติเอส  

(มิลลิเมตร ± S.D.1) 

ระดับศักยภาพ 
การผลิตเอนไซม ์

90 VS71W3  73.00 ± 2.83cd 90.00 ± 0.00a Medium/ High 
91 VS71D1  53.00 ± 0.00ij 84.50 ± 0.71b Medium/ High 
92 VS72W1  74.00 ± 0.00b 90.00 ± 0.00a Medium/ High 
93 VS72W2  29.00 ± 1.41nop 43.00 ± 1.41jk Low/Low 
94 VS73W1  34.50 ± 0.71lm 50.00 ± 0.00ghi Low/Low 
95 VS73D1  23.00 ± 0.00qrs 17.00 ± 0.00f Low/Low 
96 SOT11 60.10± 0.00 fg 18.00± 0.00f Medium /Low 
97 SOT 13 53.00 ± 0.00ij 52.00 ± 1.41fg Low/Low 
98 SOT 14 24.50 ± 1.41rs 82.50 ± 0.71b Low/ High 
99 SOT 16 85.53±0.12ab 60.00 ± 0.00e High/ Medium 
100 SLT21 87.50 ± 0.71a 31.50 ± 0.71m High/Low 
101 SLT22 74.00 ± 2.83cd 61.00 ± 0.00e Medium/ Medium 
102 SLT23 60.15± 0.00 fg 83.50 ± 0.71b Medium/ High 
103 SLT26 74.98 ± 0.00b 76.00 ± 0.00cd Medium/ Medium 
104 SRC41 71.98 ± 0.00b 75.00 ± 0.00cd Medium/ Medium 
105 SRC44 75.98 ± 0.00b 74.00 ± 0.00cd Medium/ Medium 
 

3 ลักษณะทางสัณฐานวทิยาเบื้องต้นของเช้ือราสาเหตุโรคแมลง  
  

น ำเชื้อรำที่ผ่ำนกำรคัดเลือกจำกข้อ 2 ที่มีประสิทธิภำพสูงสุดในกำรผลิตเอนไซม์ จ ำนวน 8 
ไอโซเลท ประกอบด้วย PS15G1, PS22G2, VS51W5, PS61W1, PS72G1, PI32W2, PP91W1และ 
PC131G1 ศึกษำลักษณะโคโลนีบนอำหำร SDAY เป็นเวลำ 14 วัน และศึกษำลักษณะสัณฐำนวิทยำ
ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ เทียบเคียงเป็น Metarhizium sp. PS15G1, Gliocladium spp.PS22G2, 
Nomuraea sp. VS51W5, Beaveria sp. PS61W1, Paecilomyces spp.PS72G1, Cordyceps 
sp.PI32W2, Ophiocordyceps sp.PP91W1 และ  Hirsutella sawsurei PC131G1 ตำมล ำดั บ 
(ตำรำงที่ 6) (Humber, 1998 และ Lydia et al., 2017) 
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ตารางที ่6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของเช้ือราสาเหตุโรคแมลง  
 

ลักษณะโคโลนีและสัณฐานวิทยาภายใตก้ล้องจลุทรรศน ์ การเทียบเคียง(Humber, 1998 
และ Lydia et al., 2017) 

  
ไอโซเลท PS15G1 

Metarhizium sp.  
 

  
ไอโซเลท PS22G2 

Gliocladium spp.  
 

  
ไอโซเลท VS51W5 

Nomuraea sp.  

  
ไอโซเลท PS61W1 

Beaveria sp.  
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ตารางที ่6 (ต่อ)  
 

ลักษณะโคโลนีและสัณฐำนวิทยำภำยใตก้ล้องจุลทรรศน ์ กำรเทียบเคียง 

  
ไอโซเลท PS72G1 

Paecilomyces spp 

  
ไอโซเลท PI32W2 

Cordyceps sp. 

  
ไอโซเลท PP91W1 

Ophiocordyceps sp. 

  
ไอโซเลท PC131G1 

Hirsutella sawsurei 
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4. การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ (enzyme activity) 
 

รำยงำนกำรวิจัยก่อนหน้ำนี้ เกี่ยวกับกำรผลิตเอนไซม์ของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงโดย 
Draganova et al. (2010) ได้แสดงให้เห็นถึงควำมผันแปรของขนำดโคโลนีในเชื้อรำ Beauveria 
spp. มีควำมผันแปรของขนำด โคโลนี ตั้งแต่ 17.7 - 34 มิลลิเมตร ในอำหำรเลี้ยงเชื้อ PDA ที่
อุณหภูมิ 23 องศำเซลเซียส เช่นเดียวกับในเชื้อรำ M. anisopliae มีควำมผันแปรของขนำดโคโลนี
ตั้งแต่ 4.69 - 6.33 มิลลิเมตร ในอำหำรเลี้ยงเชื้อ mungbean agar (MU) ที่อุณหภูมิ 25 องศำ
เซลเซียส (สุภัสสำ, 2550) ในขณะที่ Shah et al. (2005) ได้รำยงำนถึงอัตรำกำรเจริญเติบโตของ
โคโลนี (growth rate) ในเชื้อรำ M. anisopliae อยู่ในช่วง 4.1 - 4.19 มิลลิเมตร/วัน ในอำหำรเลี้ยง
เชื้อ PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส เช่นเดียวกับ Parker et al. (2003) ได้แสดงถึงอัตรำกำร
เจริญเติบโตของโคโลนีในเชื้อรำ Beauveria spp. ซึ่งอยู่ในช่วง 0.36 - 1.18 มิลลิเมตร/วัน (เฉลี่ย 
0.87 มิลลิเมตร/วัน) ในอำหำรเลี้ยงเชื้อ PDA ที่อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส  

กำรแสดงปริมำณกำรผลิตเอนไซม์โดยกำรวัดขนำดโซนสีที่เปลี่ยนแปลงในอำหำรและขนำด
โคโลนีอำจจะไม่สำมำรถบ่งชี้ปริมำณเอนไซม์ที่แท้จริงได้ จึงได้ท ำกำรกำรวัดกิจกรรมของเอนไซม์      
ไคติเนสในอำหำรเหลว EPM พบว่ำเชื้อรำในกลุ่ม highefficacy มีกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสอยู่
ในช่วง 6.58-181.05 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร โดยเชื้อรำ PP91W1 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสสูงสุด
คือ 181.05 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร ในวันที่ 11 ของกำรเพำะเลี้ยง (ภำพที่ 8) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8 กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสของเชื้อราสาเหตุโรคแมลงที่ผลติเอนไซม์ในระดับ High ใน

อาหารเหลว Enzyme Producing Medium (EPM) ทุก ๆ 2 วัน ให้อากาศ 200 
รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

PC131G1 
PI32W2 
PS61W1 
PS72G1 
PS22G2 
VS51W5 
PS15G1 
PP91W1 
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ในขณะที่กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสของเชื้อรำกลุ่ม high efficacy เริ่มมีกิจกรรมของ
เอนไซม์โปรติเอสตั้งแต่วันที่ 1 และมีกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสสูงสุดอยู่ในช่วงวันที่ 9-10 โดยเชื้อ
รำในกลุ่ม high efficacy มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสอยู่ในช่วง 50.24-55.24 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร 
พบว่ำเชื้อรำ ไอโซเลท PS61W1 มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสสูงสุดคือ 55.24 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร 
นอกจำกนี้ พบว่ำ กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสจะเกิดขึ้นหลังจำกเอนไซม์โปรติเอสมีกิจกรรมสูงสุดใน
วันที่ 9-10 ของกำรเพำะเลี้ยง  (ภำพที่ 9 ) ซึ่งแตกต่ำงกับผลกำรทดลองของ Dhar and Kaur (2010) 
ที่เลี้ยงเชื้อรำ B. bassiana ในอำหำรที่มีเคซีนเป็นส่วนประกอบ พบว่ำมีกิจกรรมสูงสุดในช่วงวันที่ 4-6 
แสดงให้เห็นว่ำส่วนประกอบในอำหำรสำมำรถชักน ำกำรผลิตเอนไซม์โปรติเอส นอกจำกนี้ยังพบ
แนวโน้มว่ำกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสจะเกิดขึ้นหลังจำกกำรมีกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส 
เนื่องจำกส่วนประกอบของผนังล ำตัวแมลงประกอบไปด้วยโปรตีนมำกกว่ำครึ่งหนึ่งของน้ ำหนักแห้ง
ของผนังล ำตัว (Klowden, 2002; Nation, 2008) และยังประกอบไปด้วย ไคติน ฟีนอล และไขมัน 
(Nation, 2008) ดังนั้น เอนไซม์โปรติเอสน่ำจะเกี่ยวข้องโดยตรงในกระบวนกำรย่อยโปรตีนบริเวณ
ผนังล ำตัวแมลงและอำจจะมีบทบำทส ำคัญในกำรช่วยหรือส่งเสริมกำรท ำงำนของเอนไซม์               
ไคติเนสท ำลำยผนังเซลล์ล ำตัวของแมลง ซึ่งสอดคล้องกับกำรรำยงำนของ  St. Leger et al. (1986b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 9 กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเนสของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงที่ผลิตเอนไซม์ในระดับ High 

ในอาหารเหลว Enzyme Producing Medium (EPM) ทุก ๆ 2 วัน ให้อากาศ 200 
รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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5 การศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซม์ 
5.1 การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 

 น ำเชื้อรำไอโซเลท PS61W1 และ เชื้อรำไอโซเลท PP91W1 มำศกึษำสมบัติบำงประกำรของ
เอนไซม์โดยเจือจำงเอนไซม์ให้มีควำมเข้มข้นที่เหมำะสมด้วยสำรละลำยบัฟเฟอร์ชว่งพีเอชระหวำ่ง 4-
12 
 จำกผลที่ได้ในตำรำงที่ 7 เห็นได้ชัดว่ำเชื้อรำทั้งสองไอโซเลทสำมำรถผลิตเอนไซม์โปรติเนสทั้ง 
acid และ alkaline proteinase ในช่วงของ pH ระหว่ำง 4 ถึง 9.0 มีรำยงำนว่ำกำรผลิตโปร        
ตีเนสจำกจุลินทรีย์สำมำรถผลิตได้ทั้งโปรตีเนสเป็นกรดหรือด่ำง ส่วนทั้งนี้ข้ึนอยู่กับชนิดสิ่งมีชีวิตและ
แหล่งที่มำของกำรแยกเชื้อ (Pagare et al., 2009) ค่ำ pH ที่เหมำะสมส ำหรับกำรท ำงำนของเอนไซม์
โปรตีเนส คือ pHที่ 8-9 Nascimento and Martins (1996) และ Sookkheo et al. (2000) 
รำยงำนว่ำคำ่ pH ที่เหมำะสมส ำหรับกำรท ำงำนของเอนไซม์โปรติเนสอยู่ระหว่ำง 7.0 ถึง 8.5 
เช่นเดียวกับกำรผลิตอัลคำไลน์ โปรตีเนส พบว่ำมีค่ำสูงสุดที ่pH 9-13 (Borris, 1987)  

กำรผลิตเอนไซม์ไคติเนส พบว่ำเชื้อรำไอโซเลทPS61W1 และ PP91W1 สำมำรถผลิต
เอนไซม์ไคติเนสได้ในช่วง pH ระหว่ำง 4 ถึง 9.0 เช่นกัน โดยพีเอช 5 มีค่ำกิจกรรมเอนไซม์สูงสุด 7.8 
x 10-3 และ 13.3 x 10-3 mUnit/ml. ตำมล ำดับ สอดคล้องกับรำยงำนของ Farag et al. (2014) 
พบว่ำ พีเอช 5 เหมำะสมต่อกำรเร่งปฏิกิริยำเอนไซม์ไคติเนสที่ผลิตได้จำก Aspergillus terrus และ
จำกรำยงำนของ Mishra et al.(2013) ศึกษำคุณสมบัติเอนไซม์ที่ได้จำกรำ  Beaveria bassiana 
(HQ917687) พบว่ำ พีเอช 5 เหมำะสมต่อกำรเร่งปฏิกิริยำเอนไซม์ไคติเนส ควำมเหมำะสมของพีเอช
ที่มีผลต่อกำรเร่งปฏิกิริยำเอนไซม์ไคติเนสนั้นขึ้นอยู่กับควำมแตกต่ำงของอำหำรที่ใช้ในกำรผลิต , 
พำรำมิเตอร์ รวมทั้งสำยพันธุ์ของรำ (Kang, 1999; Kim et al., 2010; Mustafa and Kaur, 2010) 
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ตารางที่ 7 ผลของพีเอชที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเนสของเชื้อรา 
Beaveria sp. PS61W1 และ Ophiocordyceps sp. PP91W1 

 

pH 

กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส
(mUnit/ml.) 

กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเนส 
(mUnit/ml.) 

Beaveria sp. 
PS61W1 

Ophiocordyceps sp. 
PP91W1 

Beaveria sp. 
PS61W1 

Ophiocordyceps sp. 
PP91W1 

4 7.4 x 10-3 11.4 x 10-3 11.7 x 10-3 2.6 x 10-3 
5 7.8 x 10-3 13.3 x 10-3 10.6 x 10-3 2.8 x 10-3 
6 7.0 x 10-3 11.1 x 10-3 10.9 x 10-3 7.7 x 10-3 
7 6.7 x 10-3 10.7 x 10-3 12.4 x 10-3 7.8 x 10-3 
8 5.4 x 10-3 6.95 x 10-3 13.2 x 10-3 8.1 x 10-3 
9 7.6 x 10-3 11.1 x 10-3 16.1 x 10-3 8.3 x 10-3 
10 6.7 x 10-3 9.3 x 10-3 12.9 x 10-3 6.6 x 10-3 
11 6.4 x 10-3 9.9 x 10-3 12.8 x 10-3 6.6 x 10-3 
12 6.6 x 10-3 9.3 x 10-3 12.3 x 10-3 6.7 x 10-3 

 
 
5.2 การศึกษาอุณหภูมทิี่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 
น ำเชื้อรำไอโซเลท PS61W1 และ เชื้อรำไอโซเลท PP91W1 ศึกษำอณุหภูมิที่เหมำะสมต่อ

กิจกรรมของเอนไซม์โดยเจือจำงเอนไซม์ให้มีควำมเข้มข้นที่เหมำะสมด้วยสำรละลำยบัฟเฟอร์ จำกนั้น
น ำมำวิเครำะห์กิจกรรมของเอนไซม์ ทดลองในช่วงอุณหภูมิ 30-80 องศำเซลเซียส 
 
ตารางที ่ 8 ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกจิกรรมของเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเนสของเช้ือรา 

Beaveria sp. PS61W1 และ Ophiocordyceps sp. PP91W1 
 

อุณหภูมิ  
(๐C) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส 
(mUnit/ml.) 

กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเนส 
(mUnit/ml.) 

Beaveria sp. 
PS61W1 

Ophiocordyceps sp. 
PP91W1 

Beaveria sp. 
PS61W1 

Ophiocordyceps sp. 
PP91W1 

30 9 x 10-4 3.5 x 10-3 1.1 x 10-3 3.2 x 10-3 
40  8 x 10-4 3.6 x 10-3 9.0 x 10-3 3.8 x 10 
50  3 x 10-4 6.8 x 10-3 9.3 x 10-3 2.1 x 10 
60  6.1x 10-3 4.2 x 10-3 4.0 x 10-3 9.5 x 10 
70  7 x 10-4 2.5 x 10-3 2.1 x 10-3 1.7 x 10 
80  0.0 2.4 x 10-3 2.5 x 10-3 1.5 x 10 
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ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเนสจำกเชื้อรำทั้งสองชนิด โดยกำรบ่มเอนไซม์
ในช่วงอุณหภูมิระหว่ำง 30 องศำเซลเซียส และ 80 องศำเซลเซียส ในกำรศกึษำนี้เพื่อตรวจสอบ
อุณหภูมิที่เหมำะสมส ำหรับกิจกรรมโปรตีเนสของเชื้อรำพบวำ่ PS61W1 มีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุดที่ 
60 องศำเซลเซียส เท่ำกับ 6.1x 10-3 U / มิลลิลิตร / นำท;ี PP91W1 ทีม่ีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุดที่ 50 

องศำเซลเซียส เท่ำกับ 6.8 x 10-3 U / มิลลิลิตร /นำที และกิจกรรมของเอนไซม์ทั้งสองชนิดจะลดลง
หำกอุณหภูมิสูงกว่ำ 60 องศำเซลเซียส 

 
5.3 การศึกษาความเสถยีรของเอนไซม์ที่อุณหภูมิต่างๆ 
กำรศกึษำควำมเสถียรของเอนไซม์ที่อุณหภูมิต่ำงๆคือ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศำ

เซลเซียสตำมล ำดับโดยเจือจำงเอนไซม์ให้มีควำมเข้มข้นที่เหมำะสมด้วยบัฟเฟอร์ที่เหมำะสมน ำไปบ่ม
ในช่วงอุณหภูมิ 30-80 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 30 นำที แล้วท ำให้เย็นลงที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส
ทันที จำกนั้นวิเครำะห์กจิกรรมของเอนไซม์ที่เหลืออยู่  

จำกตำรำงที่ 8 จะสังเกตว่ำอุณหภูมิที่เหมำะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์จำกเชื้อรำจะอยู่
ในช่วง   40-60 องศำเซลเซียส สอดคล้องกับรำยงำนที่ได้เคยรำยงำนไว้ก่อนหน้ำนี้ ที่พบว่ำกิจกรรม
ของโปรตีเอสเพิ่มขึ้นถึง 60 องศำเซลเซียสและกำรลดลงของกิจกรรมโปรตีเอสยังพบได้ที่อุณหภูมิสูง
กว่ำ 60 องศำเซลเซียส (Pagare et al., 2009) เช่นเดียวกับเอนไซม์ไคติเนสที่มีคุณสมบัติโดยทั่วไป
คือ ทนควำมร้อนที่ 50°C และมีช่วงกำรท ำงำนที่ pH กว้ำงคือที่ pH 4.0 - 9.0 จึงเป็นเอนไซม์ที่มี
คุณสมบัติทำงกำยภำพเหมำะสมที่จะน ำไปใช้เป็นสำรชีวภำพ ในกำรก ำจัดและป้องกันเชื้อรำ 

ผลของอุณหภูมิต่อควำมเสถียรของเอนไซม์จำกเชื้อรำทั้งสองชนิด พบว่ำ เชื้อรำ PS61W1 มี
กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสสูงสุด ที่ 40องศำเซลเซียส   (1.0 x 10-3 U/ml/min) เชื้อรำ PP91W1 
มีกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสสูงสุด ที่ 30 องศำเซลเซียส (4.6 x 10-3 U/ml/min)  ขณะที่เชื้อรำ 
PS61W1 มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเนสสูงสุด ที่ 50 องศำเซลเซียส (6.2 x 10-3 U/ml/min) และ 
เชื้อรำ PP91W1 มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรติเนสสูงสุด ที่ 40 องศำเซลเซียส (4.6 x 10-3 U/ml/min) 
ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 9) ซึ่งควำมเสถียรของเอนไซม์ที่อุณหภูมิต่ำงๆต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส
และโปรติเนสของเชื้อรำที่ทดสอบ แสดงให้เห็นว่ำเอนไซม์ทั้งสองชนิดมีควำมทนทำนต่ออุณหภูมิได้ใน
ช่วงกว้ำง จำกกำรศึกษำคุณสมบัติในกำรสร้ำงเอนไซม์สำมำรถน ำเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่มีคุณสมบัติ
ในกำรฆ่ำแมลงและสำมำรถผลิตเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอสได้ไปประยุกต์และศึกษำเพิ่มเติมเพื่อ
น ำไปใช้ในกำรควบคุมแมลงศัตรูพืชต่อไป อีกทั้งกำรใช้ประโยชน์จำกจุลินทรีย์กลุ่มสำยพันธุ์ที่ผลิต
เอนไซม์โปรติเอสและมีประสิทธิภำพในกำรฆ่ำแมลง โดยมีกำรน ำประโยชน์เป็นสำรก ำจัดศัตรูพืชที่มี
ศักยภำพทดแทนกำรสำรเคมีได้ 
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ตารางที่ 9 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ที่อุณหภูมิต่างๆต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนสและ
โปรติเนสของเชื้อรา Beaveria sp. PS61W1 และ Ophiocordyceps sp. 
PP91W1 

 

อุณหภูมิ 
(๐C) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไคติเนส กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเนส 
Beaveria sp. 

PS61W1 
Ophiocordyceps sp. 

PP91W1 
Beaveria sp. 

PS61W1 
Ophiocordyceps sp. 

PP91W1 
30 0.2 x 10-3 4.6 x 10-3 1.7 x 10-3 2.3 x 10-3 
40 1.0 x 10-3 2.8 x 10-3 1.4 x 10-3 4.7 x 10-3 
50 0.2 x 10-3 2.3 x 10-3 6.2 x 10-3 3.2 x 10-3 
60 0.3 x 10-3 1.4 x 10-3 4.1 x 10-3 1.6 x 10-3 
70 0.9 x 10-4 1.9 x 10-3 2.3 x 10-3 2.6 x 10-4 
80 0.3 x 10-4 2.1 x 10-4 0.8 x 10-3 1.2 x 10-4 

 

6. การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์เบ้ืองต้น   
จำกกำรน ำเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่แยกได้ที่มีค่ำกิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส และโปรติเนสสูง

สุด  8 ไอโซเลท คือ  Metarhizium sp. PS15G1, Gliocladium spp.PS22G2, Nomuraea sp. 
VS51W5, Beaveria sp.PS61W1, Paecilomyces spp.PS72G1, Cordyceps sp.PI32W2, 
Ophiocordyceps sp.PP91W1 และ Hirsutella sawsurei PC131G1 มำท ำกำรทดสอบฤทธิ์ตำน 
จุลินทรียเบ้ืองตน ผลแสดงในตำรำงที่ 10 

ฤทธิ์ต้ำนแบคทีเรียทดสอบ ผลกำรทดสอบพบว่ำเชื้อรำส่วนใหญ่ไม่สำมำรถยับยั้งกำรเจริญ
ของแบคทีเรียทดสอบได้ ยกเว้น Beaveria sp. PS61W1 ที่สำมำรถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได้ด ี
และยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได้บำงส่วน ขณะที่ Ophiocordyceps sp. PP91W1 สำมำรถยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกได้ และยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได้บำงส่วน 

ฤทธิ์ต้ำนเชื้อรำเส้นใยผลกำรทดสอบพบว่ำ เชื้อรำส่วนใหญ่สำมำรถตำ้นกำรเจริญของรำเส้น
ใยได้เกือบทุกชนิด ลักษณะกำรยับย้ังรำเส้นใย พบว่ำเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงบำงไอโซเลทสำมำรถ
ยับย้ังกำรเจริญของเส้นใย บำงไอโซเลทยับยั้งกำรสร้ำงของสปอร์หรือท ำให้สีของสปอร์เปลี่ยนไป หรือ
เจริญปกคลุมเชื้อรำทดสอบดังกล่ำว บำงไอโซเลทสำมำรถสร้ำงบริเวณยบัยั้งรำเส้นใยได้ สอดคลอ้งกับ
รำยงำนกำรผลติเอนไซม์ทั้งในกลุ่ม chitinase และ -1,3-/exo-1,4-glucanase ร่วมกับกำรผลิต
สำรยับย้ังจุลินทรีย์ (secondary metabolites) ของ Streptomyces ซึ่งเป็นกลไกส ำคัญในกำร
ยับย้ังกำรเจริญของเส้นใยเชื้อรำและแบคทีเรียที่ก่อโรคในพืชในระดับห้องปฏิบัติกำรและแปลงทดลอง 
(Souza et al., 2008; Harikrishnan et al., 2014) ผลของเอนไซม์ไคติเนสจำกรำ Trichoderma 
ซึ่งสำมำรถต้ำนกำรเจริญของเชื้อรำ Fusarium และ A. flavus ได ้ (Sonawane et al., 2015)โดย
เอนไซม์ไคติเนสจะย่อยสลำยผนังเซลล์ของรำเส้นใยซึ่งมีองค์ประกอบหลักคือ chitin และ β-1,3 
glucan (Parker, 2000) เพื่อน ำมำเป็นองค์ประกอบของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลง ซึ่งมีผลโดยตรงในกำร
ต้ำนเชื้อก่อโรคได้ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอส 
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ตารางที่ 10  การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์เบ้ืองต้นของเช้ือราสาเหตุโรคแมลง 8 ไอโซเลท 

 

ไอโซเลท 
ฤทธิ์ตำนจุลินทรีย 

SA SE E PA CA AF AN R M CL AL CU 
Metarhizium sp. PS15G1 - - - + + + + + + + - - 
Gliocladium spp PS22G2 - - + - + + + + ++ + ++ + 
Nomuraea sp. VS51W5 - - - - + - + + - + - + 
Beaveria sp.PS61W1 ++ ++ ++ - + + + + ++ + + + 
Paecilomyces spp.PS72G1 - - + - + + + ++ ++ + ++ ++ 
Cordyceps sp.PI32W2 - - - - + + + ++ + + ++ + 
Ophiocordyceps sp PP91W1 - + + + + + + + - + - + 
Hirsutella sawsurei PC131G1 - - - - + + + ++ + + ++ + 
Standard 
drug 

Inhibition zone (mm.) 
 

Va 30 µg 13.3 17.8 0.0 16.5         
Tet 30 µg 22.8 28.6 20.6 17.5         

 
หมำยเหตุ  - ไม่มีกำรยับย้ังเชื้อรำเจริญเลย + มีกำรยับย้ังเพียงเล็กน้อย ++ มีกำรยับย้ังเห็น  inhibition zone ชัดเจน 

Va=Vancomycin,  Tet=Tetracycline 
SA=Staphylococcus aureus, SE= S. epidermidis,  E= Escherichia coli  PA= Pseudomonas aeruginosa, CA= Candida albicans, 
AF= Aspergillus flavus, AN = A. niger, R= Rhizopus sp., M= Mucor sp., CL= Cladosporium sp., A= Alternaria sp. และ               
CU= Curvularia sp. 
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7. ประสิทธิภาพในการควบคุมมดคันไฟของเชื้อราสาเหตุโรคแมลงที่ได้คัดเลือก 
 

กำรทดสอบประสิทธิภำพในกำรควบคุมมดคันไฟของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่ได้คัดเลือกได้ 8 
ไอโซเลท โดยกำรน ำมดคันไฟวรรณะมดงำนที่มำเลี้ยงทดสอบในหลอดทดลอง ให้สำรละลำยน้ ำตำล
ร่วมกับกำรให้สปอร์เชื้อรำเป็นอำหำรเป็นเวลำ 7 วัน สังเกตพฤติกรรมของมดคันไฟ หลังจำกสัมผัส
สำรแขวนลอยสปอร์ของเชื้อรำที่คัดเลือกทั้ง 8 ไอโซเลท พบว่ำ วันที่ 1 มดคันไฟทั้ง 5 ชุดกำรทดลอง
เริ่มแสดงพฤติกรรมท ำควำมสะอำดตัวเองและช่วยกันท ำควำมสะอำดระหว่ำงสมำชิก ดังภำพที่10 ใน
วันที่ 2 มดทุกตัวเกำะรวมกลุ่มกันอยู่ที่ก้นหลอดทดลองเพื่อดูดกินอำหำร ซึ่งเป็นน้ ำตำลปริมำณร้อย
ละ 25 ในวันที่ 3 มดทุกตัวมำรวมกลุ่มกันบริเวณกลำงหลอดทดลอง มดบำงตัวเริ่มมีอำกำรอ่อนแอลง 
คือไม่สำมำรถเดินบนหลอดทดลอง บำงตัวเริ่มไม่มีกำรเคลื่อนไหว วันที่ 5 เริ่มมีเชื้อรำเจริญบริเวณ
ส ำลีที่ติดกับแหล่งอำหำร ดังภำพที่ 11 ในขณะที่มดบำงตัวเริ่มเดินไปมำภำยในหลอดทดลอง ในวันที่ 
15 มดที่ติดเชื้อรำ Beauveria sp. PS61W1 เริ่มปรำกฏเชื้อรำเจริญบนล ำตัวมด มดที่ติดเชื้อรำ 
Nomuraea sp. VS51W5 เริ่มปรำกฏเชื้อรำเจริญบนล ำตัวมดในวันที่ 20 ดังภำพที่ 12 ส่วนมดที่ไม่
ติดเชื้อยังสำมำรถกินอำหำรและเคลื่อนไหวได้ปกติ เมื่อเทียบกับชุดควบคุม  มดที่ติดเชื้อรำ 
Metarhizium sp. PS15G1 , Paecilomyces sp. PS22G2 และ  Paecilomyces sp. PS72G1 
สังเกตไม่เห็นเส้นใยบนตัวมดแต่เมื่อครบ 30 วัน น ำมดคันไฟที่ตำยในแต่ละชุดกำรทดลองมำ
บันทึกภำพภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ก ำลังขยำย 100 เท่ำ ปรำกฏลักษณะกำรเจริญของเส้นใยรำ
แตกต่ำงกัน (ภำพที่13) 
 

 
 
ภาพที่ 10 ลักษณะพฤตกิรรมท าความสะอาดล าตัวของมดคันไฟ 

(ก) มดท ำควำมสะอำดตวัเอง (วงกลม) (ข) มดท ำควำมสะอำดระหวำ่งสมำชิก (วงกลม) 
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ภาพท่ี 11 แสดงลักษณะการกินอาหารและอาการที่อ่อนแอลงของมดคันไฟ 

(ก) มดก ำลังกินน้ ำตำลที่ซึมผ่ำนส ำลี (ข) เชื้อรำที่เจริญบนส ำลี (ศรชี้) มดที่มีมีอำกำรอ่อนแอ
ลง (วงกลม) 

 

 
 
 
ภาพที่ 12 ลักษณะเชื้อราเจริญบนตัวมดคันไฟ 

(ก) เชื้อรำ Beauveria sp. PS61W1 (วงกลม) (ข) เชื้อรำ Nomuraea sp. VS51W5 
(วงกลม) 
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ตารางที่ 11  ประสิทธิภาพการก าจัดมดคันไฟของเช้ือราสาเหตุโรคแมลงที่แยกได้ 

 
 

ล าดับ 

 
หน่วยทดลอง 

ร้อยละการตายที่แท้จริง (mean±S.D.) 

7 วัน 15 วัน 30 วัน ค่าเฉลี่ย 

1 ชุดควบคุม 00.00 ± 0.00c 00.00 ± 0.00d 00.00 ± 0.00c 00.00 ± 0.00d 
2 Metarhizium sp. PS15G1 44.44 ± 9.62b 48.15 ± 6.42b 75.46 ± 33.34a 56.02 ± 15.67b 
3 Gliocladium spp. PS22G2 38.89 ± 24.57b 37.04 ± 27.96bc 37.04 ± 27.96bc 37.04 ± 27.96bc 
4 Nomuraea sp. VS51W5 3.33 ± 5.77d 00.00 ± 11.11d 12.04 ± 12.53bc 5.13 ± 8.04c 
5 Beaveria sp.PS61W1 86.30 ± 5.48a 100.00 ± 0.00a 100.00 ± 0.00a 95.43 ± 1.83a 
6 Paecilomyces spp.PS72G1 7.04 ± 6.12d 18.52 ± 6.41cd 26.85 ± 5.78bc 17.47 ± 2.66cd 
7 Cordyceps sp.PI32W2 17.17±6.12c 48.70±6.33b 55.64±13.45b 23.87±8.63cd 
8 Ophiocordyceps sp PP91W1 22.67±7.84bc 50.76±11.33b 77.93±17.55a 48.62±12.23c 
9 Hirsutella sawsurei PC131G1 21.17±7.69 bc 48.83±13.65b 69.87±18.60ab 46.62±13.31c 

 
1ค่ำเฉลี่ยที่เกิดขึ้นจำกกำรวัด 3 ซ้ ำ 
ค่ำเฉลี่ยในคอลัมน์ที่ตำมด้วยอักษรที่เหมือนกันไม่มีควำมแตกต่ำงกันอยำ่งมีนัยส ำคัญทำงสถิติทีร่ะดับควำมเชื้อมั่นร้อยละ99 ด้วยวิธ ีDuncan’s 
Multiple Rang Test (DMRT) 
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ผลจำกกำรทดลองแสดงให้เห็นว่ำกำรตดิเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่คัดเลือกได้ สำมำรถชักน ำ
ให้มดคันไฟมีพฤติกรรมกำรกินอำหำรเพิ่มขึ้น มีควำมถี่ในกำรท ำควำมสะอำดตัวเองเพิ่มขึ้นและ
กระตุ้นพฤตกิรรมกำรเป็นแมลงสังคม ให้มดช่วยกันท ำควำมสะอำดระหว่ำงสมำชกิในชุดทดลอง ซึ่ง
สอดคล้องกับกำรศึกษำของ Okuno et al. (2012) รำยงำนว่ำ กำรติดเชื้อรำ Metarhizium 
anisopliae ในมดชนิด Lasius japonicas ส่งผลให้มดมีควำมถี่ในพฤติกรรมกำรท ำควำมสะอำด
ตัวเองและช่วยกันท ำควำมสะอำดระหว่ำงสมำชกิภำยในรัง Qui et al. (2016) รำยงำนวำ่ กำรตดิเชื้อ
ชนิดนี้ในมด Solenopsis invicta สำมำรถชักน ำให้มดมพีฤติกรรมกำรกินอำหำรเพิ่มขึ้นเพื่อน ำ
สำรอำหำรไปใช้ในกระบวนกำรสร้ำงสำรต้ำนเชื้อรำ 

ประสิทธิภำพกำรควบคมุมดคันไฟดว้ยร้อยละกำรตำยที่แท้จริง (ตำรำงที่ 11) เฉลี่ยพบว่ำ 
เชื้อรำ Beauveria sp. PS61W1 ท ำให้มดคันไฟมีอัตรำกำรตำยที่แท้จริงเฉลี่ยมำกที่สุดเท่ำกับรอ้ยละ 
95.43 ± 1.83 รองลงมำคือ Metarhizium sp. PS15G1, Ophiocordyceps sp PP91W1, 
Hirsutella sawsurei PC131G1,  Gliocladium spp. PS22G2, Cordyceps sp.PI32W2,  
Paecilomyces sp. PS72G1 และ Nomuraea sp. VS51W5 ร้อยละ 56.02 ± 15.67, 37.19 ± 
25.96, 48.62±12.23,  46.62±13.31,  23.87±8.63,  17.47 ± 2.66 และ 5.13 ± 8.04 ตำมล ำดับ 

ผนังล ำตัวของแมลงประกอบด้วย โครงสร้ำงไคตนิเป็นองค์ประกอบหลัก และถูกห่อหุ้มด้วย 
protein matrix กลไกกำรเข้ำก่อโรคในแมลงข้ันเริ่มต้นของเชื้อรำสำเหตุโรคแมลงที่เป็นเชื้อรำปรสิต
ภำยในจะเกิดขึ้นโดย germinating conidia มีกำรผลิต extracellular enzyme ได้แก่ ไคติเนส, โป
รติเอส และ ไลเพส เพื่อใช้ย่อยผนังชั้นนอกของแมลงท ำให้เชื้อรำสำมำรถเข้ำไปและเพิ่มจ้ำนวน
ภำยในตัวแมลง จนท ำให้แมลงตำยในที่สุด (Luvia et al., 2014) โดยเอนไซม์ไคติเนสจะสลำยพันธะ 
β-1,4 glycosidic บริเวณ β-1,4 N-acetylglucosamine ของไคตินได้เป็น N-acetylglucosamine 
(Subhoshmita et al., 2016) เอนไซม์โปรติเอสจะสลำยพันธะเปปไทด์ ของโปรตีนเป็นเปปไทด์สำย
สั้นลง และกรดอะมิโน (Subhoshmita et al., 2016) รำยงำนวจิัย โดย Siebeneicher et al. 
(1992) และ Li et al. (2016) แสดงให้เห็นว่ำเชื้อรำ Beauveria bassina สำมำรถก่อให้เกิดโรคใน
มดคันไฟชนิด Solenopsis invicta ในขณะที่ Qiu et al. (2016) พบว่ำ เชื้อรำ Metarhizium 
anisopliae สำมำรถก่อให้เกิดโรคในมดคันไฟชนิดนี้ได้เช่นกัน ซึ่งสอดคล้องกับผลกำรวิจัยนี้โดยน ำ
เชื้อรำที่คัดเลือกทั้ง 8 ไอโซเลท จัดอยู่ในกลุ่มที่มีระดับศักยภำพในกำรผลิตไคติเนสและโปรติเอสสูง
สุด (High/High) ทดสอบประสิทธิภำพกำรควบคุมมดคันไฟ S. geminata ที่ปริมำณ 5 x 106 สปอร์
ต่อมิลลิลิตร เป็นระยะเวลำ 30 วัน พบว่ำ เชื้อรำ Beauveria sp. PS61W1 มีประสิทธิภำพในกำร
ควบคุมมดคันไฟชนิด S. geminata สูงสุด รองลงมำคือ Metarhizium sp. PS15G1, 
Ophiocordyceps sp PP91W1, Hirsutella sawsurei PC131G1,  Gliocladium spp. PS22G2, 
Cordyceps sp.PI32W2,  Paecilomyces sp. PS72G1 และ Nomuraea sp. VS51W5 
ตำมล ำดับ 

นอกจำกนี้ในกำรวิเครำะห์หำกิจกรรมกำรผลิตเอนไซม์ในอำหำรเหลว EPM ของเชื้อรำ 
Beauveria sp. และ Metarhiziun sp. โดยนรำดร (2554) พบว่ำ ในวันที่ 11 เชื้อรำ Beauveria 
sp. มีกิจกรรมของไคติเนสสูงสุด 181.05 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร ส่วนเชือ้รำ Metarhiziun sp. มี
กิจกรรมของไคติเนสสูงสุด 68.58 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร ในขณะที่กิจกรรมของโปรติเอสโดยเชื้อรำ 
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Metarhiziun sp. มีกิจกรรมสูงสดุ 55.24 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร และเชื้อรำ Beauveria sp. มีกิจกรรม
สูงสุด 57.93 มิลลิยูนิต/มิลลิลิตร 

 

 
 
 
ภาพที่ 13 ลักษณะเชื้อราสาเหตุโรคแมลงเจริญบนตัวมดคันไฟ ท่ี 30 วัน ของการทดลอง 

(ก) เส้นใยเชื้อรำ Metarhizium sp. PS15G1 (ศรชี้) 
(ข) เส้นใยเชื้อรำ Paecilomyces sp. PS22G2 (ศรชี้) 
(ค) เส้นใยเชื้อรำ Nomuraea sp. VS51W5 (ศรชี้) 
(ง) เส้นใยเชื้อรำ Beauveria sp. PS61W1 (ศรชี้) 
(จ) เส้นใยเชื้อรำ Paecilomyces sp. PS72G1 (ศรชี้) 
(ฉ) เส้นใยเชื้อรำ Hirsutella sawsurei PC131G1 
(ช) เส้นใยเชื้อรำ Ophiocordyceps sp PP91W1 
(ซ) เส้นใยเชื้อรำ Cordyceps sp.PI32W2 
(ฌ) ลักษณะมดคันไฟที่ไม่ติดเชื้อ (ชุดควบคุม) 
 
จึงเป็นประเด็นที่น่ำสนใจ ส ำหรับ เป็นข้อมูลสนับสนุนและแสดงถึงคุณสมบัติในกำรฆำ่

แมลงของเชื้อรำได้รับกำรคัดเลือก ว่ำม ี บทบำทของเอนไซม์ไคติเนสและโปรติเอส ช่วยส่งเสริมกลไก
กำรฆ่ำแมลงรว่มดว้ยหรอืไม่ อีกทั้งเพื่อประโยชน์ ในกำรน ำเชื้อรำที่มีคณุสมบัติฆ่ำแมลงไปประยุกต์ใช้
ในกำรควบคุมแมลงศัตรทูำงกำรเกษตร 

 

ซช 

ฉ 

ช ฌ 
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง  

 
1. แยกเชื้อรำสำเหตุโรคแมลง จำกตัวอย่ำงแมลง, ตัวอยำ่งดินดิน ด้วยอำหำร PDA และ 

อำหำร VSM และกำรใชเ้หยื่อปฏิปักษ์ สำมำรถแยกเชื้อรำไดท้ั้งหมด 105 ไอโซเลท  
2. เชื้อรำสำเหตุโรคแมลง ไอโซเลท PS15G1, PS22G2, VS51W5, PS61W1 และPS72G1 

มีศักยภำพในกำรผลิต ไคติเนส และโปรติเอสบนอำหำรแข็งเบื้องต้นสูงสุด ประกอบด้วย PS15G1, 
PS22G2, VS51W5, PS61W1, PS72G1, PI32W2, PP91W1และ PC131G1 ศึกษำลักษณะโคโลนี
บนอำหำร SDAY เป็นเวลำ 14 วัน และศึกษำลักษณะสัณฐำนวทิยำภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ 
เทียบเคียงเป็น Metarhizium sp. PS15G1, Gliocladium spp.PS22G2, Nomuraea sp. 
VS51W5, Beaveria sp. PS61W1, Paecilomyces spp.PS72G1, Cordyceps sp.PI32W2, 
Ophiocordyceps sp.PP91W1 และ Hirsutella sawsurei PC131G1 ตำมล ำดับ  

3. เชื้อรำสำเหตุโรคแมลง Metarhizium sp. PS15G1, Gliocladium spp.PS22G2, 
Nomuraea sp. VS51W5, Beaveria sp. PS61W1, Paecilomyces spp.PS72G1, Cordyceps 
sp.PI32W2, Ophiocordyceps sp.PP91W1 และ Hirsutella sawsurei PC131G1จัดอยู่ในกลุม่ที่
มีระดับศักยภำพในกำรผลิตไคติเนสและโปรติเอสสูงสุด (High/High) แสดงกิจกรรมของเอนไซม์        
ไคติเนส และโปรติเนสได้ในช่วงพีเอช 4-9 อุณหภูมิ 40-60 องศำเซลเซียส มีฤทธิ์ในกำรต้ำนเชื้อรำได้
ดี และแบคทีเรียได้บำงส่วน  

3. ประสิทธิภำพกำรควบคุมมดคันไฟ ชนิด Solenopsis geminata ที่ปริมำณ 5 x 106 

สปอร์ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลำ 30 วัน พบว่ำ เชื้อรำ Beauveria sp. PS61W1 มีประสิทธิภำพในกำร
ควบคุมมดคันไฟชนิด S. geminata สูงสุด รองลงมำคือ Metarhizium sp. PS15G1, 
Ophiocordyceps sp PP91W1, Hirsutella sawsurei PC131G1,  Gliocladium spp. PS22G2, 
Cordyceps sp.PI32W2,  Paecilomyces sp. PS72G1 และ Nomuraea sp. VS51W5 
ตำมล ำดับ  
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ภาคผนวก  
 

วิธีเตรียมอาหารและ สารละลาย 
 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อ  

1.1 อำหำร อำหำรเลี้ยงเชื้อสูตร PDA (Potato dextrose agar) (นรำดร, 2554)  
มันฝรั่งปอกเปลือกแล้ว   200  กรัม  

 Dextrose (D-glucose)   20  กรัม  
ผงวุ้น     15  กรัม 

 น้ ำ   1,000  มิลลิลิตร  
 

ปอกเปลือกมันฝรั่ง และชั่งให้ได้ 200 กรัม แล้วหั่นมันฝรั่งเป็นชิ้นเล็ก ๆ คล้ำยลูกเต๋ำ
ประมำณ 1 - 2 ลูกบำศกเซนติเมตร ต้มกับน้ ำประมำณ 300 มิลลิลิตร จนสุก (ไม่ถึงกับเละ) กรองเอำ
เฉพำะส่วนน้ ำด้วยผ้ำขำวบำง เติมผง Dextrose ลงไปละลำยน้ ำมันฝรั่ง ปรับปริมำตรให้ได้ 1,000 
มิลลิลิตรคนให้เข้ำกัน จำกนั้นต้ม และเติมผงวุ้นน ำไปฆ่ำเชื้อด้วยหม้อนึ่งควำมดันไอน้ ำที่อุณหภูมิ 121 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที 

 
1.2 อำหำรเลี้ยงเชื้อสูตร CCA (Colloidal chitin agar) (Agrawal and Kotasthane, 2012)  

   
(NH4)2SO4  3  กรัม  
MgSO4.7H2O 0.3  กรัม  
KH2PO4  2  กรัม  
Citric acid  1  กรัม  
ผงวุ้น  15  กรัม  
Tween-80  200  ไมโครลิตร  
Colloidal chitin 4.5   กรัม 
Bromocresol purple  0.15  กรัม  
น้ ำ  1,000  มิลลิลิตร  
   

น ำสำรข้ำงต้นละลำยในน้ ำ 1,000 มิลลิลตร ปรับพีเอช เท่ำกับ 4.7 น ำไปต้ม เติมผงวุ้น คนให้
ผงวุ้นละลำย จำกนั้นน ำไปฆ่ำเชื้อด้วยหม้อนึ่งควำมดันไอน้ ำที่อุณหภูม ิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 
15 นำที  
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1.3 อำหำรศึกษำกำรผลติเอนไซม์โปรติเอส (Vijaayaraghavan and Vincent, 2013) 
 

Casein peptone  10  กรัม  
Dextrose  40  กรัม  
ผงวุ้น  15  กรัม  
Skim milk  10  กรัม  
Bromocresol green  0.015  กรัม  
น้ ำ  1,000  มิลลิลิตร  

ผสม Casein peptone, Dextrose, Skim milk และ Bromocresol green ในน้ ำ 1,000 
มิลลิลิตร ปรับพีเอช เท่ำกับ 8.0 จำกนั้นน้ ำไปต้ม เติมผงวุ้นและคนให้ละลำย น้ ำไปฆ่ำเชื้อด้วยหม้อนึ่ง
ควำมดันไอน้ ำที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที  

 
1.4 อำหำรเลี้ยงเชื้อสูตร SDAY (Sabouraud Dextrose Agar plus Yeast) (Toledo et al., 

2013) 
Casein peptone  10  กรัม  
Dextrose  40  กรัม  
ผงวุ้น  15  กรัม  
Yeast Extract  10  กรัม  
น้ ำ  1,000  มิลลิลิตร  

 
ผสม Casein peptone, Dextrose และ Yeast extract ในน้ ำ 1,000 มิลลิลิตร ปรับพี เอช 

เท่ำกับ 4.0 จำกนั้นน ำไปต้ม เติมผงวุ้นและคนให้ละลำย น ำไปฆ่ำเชื้อด้วยหม้อนึ่งควำมดันไอน้ ำที่
อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที 

 
1.4 อำหำรเลี้ยงเชื้อสูตร VSM (Veens semiselective medium) (Veen and Ferron, 1966) 
 

Casein peptone  10  กรัม  
Dextrose  40  กรัม  
ผงวุ้น  15  กรัม  
Chloramphenicol  0.1  กรัม  
Streptomycin  0.05  กรัม  
Dodine  0.04  กรัม  
น้ ำ  1,000  มิลลิลิตร  

 ผสม  Casein peptone, Dextrose, Chloramphenicol, Streptomycin และ  Dodine 
ในน้้ำ 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอช เท่ำกับ 4.0 จำกนั้นน ำไปต้ม เติมผงวุ้นและคนให้ละลำย น ำไปฆ่ำ
เชื้อด้วยหม้อนึ่งควำมดันไอน้ ำที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที 
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1.5 การเตรียม Colloidal Chitin Agar 
colloidal chitin  150  กรัม 
NaCl  0.250  กรัม 
KH2PO4  0.375  กรัม 
MgSO4•7H2O  0.125  กรัม 
(NH4)2C6H6O7  0.625  กรัม 
CaCO3  0.375  กรัม 
glycerol 87%   6.5  มิลลิลิตร 
ผงวุ้น    15  กรัม 
dH2O added   1,000  มิลลิลิตร 
ชั่งผงไคตินมำ 10 กรัม ละลำยในกรดฟอสฟอริก ควำมเข้มข้น 85 เปอร์เซ็นต์ ปริมำตร 100 

มิลลิลิตร (ค่อย ๆ คนให้ผงไคตินชุ่มไปด้วยกรดในบีกเกอร์ขนำด 2,000 มิลลิลิตร) แล้วปิดด้วย
กระดำษฟลอยด์ และน ำไปเก็บไว้ในตู้เย็นข้ำมคืนที่อุณหภูมิประมำณ 4 องศำเซลเซียส จำกนั้นล้ำง
กรดออกจำกไคตินด้วยน้ ำประปำ และค่อย ๆ คนจนเกิดลักษณะแขวนลอย (คล้ำยวุ้นสีขำวขุ่น) แล้ว
กรองด้วยผ้ำขำวบำงประมำณ 2 ชั้น ทำ เช่นนี้หลำย ๆ รอบจน pH ของน้ ำ ที่ผ่ำนกำรกรองด้วยผ้ำ
ขำวบำง เท่ำกับ 7 และน ำcolloidal chitin ที่ได้จำกกำรกรองไปอบฆ่ำเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศำ
เซลเซียสเป็นเวลำ 1 ชั่วโมงครึ่ง และน ำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
 

1.6 Enzyme Producing Medium (EPM) 
colloidal chitin  50  กรัม 
NaCl    0.250  กรัม 
KH2PO4    0.375  กรัม 
MgSO4•7H2O   0.125  กรัม 
 (NH4)2C6H6O7   0.625  กรัม 
 CaCO3    0.375  กรัม 
 glycerol 87%   6.5  มิลลิลิตร 
 dH2O added   1,000  มิลลิลิตร 
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กราฟมาตรฐานของสารละลาย N-acetylglucosamine (NAG) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



61 
 

 
 

กราฟมาตรฐานของสารละลาย Tyrosine 
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รูปวิธานในการจัดจ าแนกเชื้อราสาเหตุโรคแมลง (Humber, 1998) 
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