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บทคัดย่อ: การทดสอบฤทธ์ิต้านราของแบคทีเรียแลคตกิจ�ำนวน 6 ไอโซเลท: TMP28, TMP04, TNP06, TOP01, TOP04 
และ TNN01 ในการยบัยัง้ Aspergillus sp. จ�ำนวน 3 ไอโซเลท(BP01, BP03 และ BG04) พบวา่แบคทีเรียแลคตกิทัง้ 
6 ไอโซเลทสามารถยบัยัง้การเจริญของ Aspergillus sp. ทัง้3 ไอโซเลทได้ และเม่ือใช้สว่นใสของอาหารเหลวปราศจาก
เซลล์มาทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การงอกของสปอร์Aspergillussp.พบวา่สว่นใสของอาหารเหลวปราศจากเซลล์ของแบคทีเรีย
แลคตกิทกุไอโซเลทสามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์รา BP01, BP03 และ BG04 ได้ในชว่ง 85.0-97.7%, 88.5-97.4% 
และ 74.1-98.5% ตามล�ำดบั เม่ือทดสอบการยบัยัง้การเจริญ Aspergillus sp. บนเมลด็ข้าวเปลือกพบวา่สว่นใสของ
อาหารเหลวปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียแลคตกิ ทัง้ 6 ไอโซเลทสามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ Aspergillus sp. ทัง้ 
3 ไอโซเลทได้ โดยไมพ่บการเจริญของเส้นใยราในระยะเวลา 7 วนั
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ABSTRACT: The anti-fungal abilities of 6 isolates of Lactic acid Bacteria (LABs): TMP28, 
TMP04, TNP06, TOP01, TOP04andTNN01 isolated from fermented Soybean were evaluated 
against Aspergillus sp. (BP01, BP03 and BG04). The results indicated 6 isolates of LABs were 
found to possess inhibition against all 3 Aspergillus sp. The effect on spore germination of cell free 
supernatants (CFS) of LABs over Aspergillus sp. were evaluated. The effect on spore germination 
of BP01, BP03 and BG04 showed the inhibition range from 85.0 to 97.7%, 88.5 to 97.4% and 
74.1 to 98.5%, respectively. The anti-fungal assay on rice grains investigated that CFS from 6 
isolates of LABs showed the anti-fungal effect over all 3 Aspergillus sp. isolates since the hyphal 
growth were not investigated in 7 days of the experiment.
Keywords: antifungal activity, lactic acid bacteria, rice grain
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บทน�ำ

ราเป็นสาเหตสุ�ำคญัท่ีท�ำให้เกิดการเนา่เสยีและ
เสื่อมคณุภาพของผลติผลทางการเกษตรโดยเฉพาะ
อย่างย่ิงธญัพืช ซึง่ราท่ีมกัพบวา่เป็นสาเหตขุองการ
เนา่เสยีของธญัพืช ได้แก่ Penicillium, Aspergillus, 
Rhizopus, Fusarium และ Mucor (Gerez et al., 
2013; Gupta and Srivastava, 2014) นอกจากท�ำให้
เกิดการเนา่เสยีแล้ว ราบางชนิดยงัผลติสารพิษท่ีเป็น
อนัตราย เชน่ aflatoxins, fumonisins, ochratoxins 
และ zearalenone เป็นต้น (Dalié, et al., 2010) การ
ปอ้งกนัการเน่าเสียของธญัพืชจากราท�ำได้หลายวิธี 
ทัง้วิธีทางกายภาพ เชน่ การฉายรังส ีการท�ำแห้ง และ
วิธีทางเคมีโดยใช้สารเคมี เชน่ ฟอร์มาลดีไฮด์และสาร
ในกลุม่ปรอทอินทรีย์ ซึง่การใช้สารเคมีนอกจากจะสง่
ผลกระทบต่อสขุภาพและสิ่งแวดล้อมแล้ว ยงัอาจ
ชกัน�ำให้ราเกิดการต้านทานต่อสารเคมีดงักล่าวได้ 
(Gupta and Srivastava, 2014) ปัจจบุนัจงึมีผู้สนใจ
ใช้วิธีทางชีวภาพโดยน�ำแบคทีเรียแลคติก (Lactic 
Acid Bacteria) มาใช้เพ่ือควบคมุการเจริญและลด
การสร้างสารพิษของรา (Guimarães, et al., 2018) 
แบคทีเรียแลคติกเป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีไม่สร้าง 
สปอร์ ไม่เคลื่อนท่ี เจริญได้ทัง้สภาวะท่ีมีและไม่มี
อากาศ และผลติกรดแลคตกิเป็นผลติภณัฑ์หลกัจาก
การหมกัคาร์โบไฮเดรตแบคทีเรียแลคตกิมีคณุสมบตัิ
เป็นโปรไบโอติก และสามารถสร้างสารประกอบซึง่ 
มีฤทธ์ิยับยัง้การเจริญของราได้ เช่น กรดอินทรีย์  
แบคเทอริโอซนิและรอยเทอริน เป็นต้น (Dalié, et al., 
2010) โดยมีรายงานการใช้แบคทีเรียแลคติกใน 

การยบัยัง้ Aspergillus spp. และ Penicillium spp. 
บนเมลด็ข้าวสาล ีและสามารถยืดอายผุลติภณัฑ์จาก
ข้าวสาลไีด้ (Gerez et al., 2013) แตก่ารประยกุต์ใช้
แบคทีเรียแลคติกในการยบัยัง้ราในด้านการเกษตร
รวมถึงการปอ้งกนัการเน่าเสียท่ีมีสาเหตจุากราของ
เมลด็ข้าวและธญัพืชยงัมีรายงานไมม่ากนกั จงึเป็นท่ี
นา่สนใจในการน�ำแบคทีเรียแลคตกิมาประยกุต์ใช้เพ่ือ
ยบัยัง้ราท่ีเป็นสาเหตขุองการเนา่เสยีของเมลด็พืช ใน
งานวิจยันีไ้ด้น�ำแบคทีเรียแลคตกิท่ีแยกได้จากถัว่เนา่
ซึ่งเป็นอาหารหมักพืน้บ้านมาศึกษาคุณสมบัติใน 
การยบัยัง้ Aspergillus sp. และทดสอบการยบัยัง้ 
การเจริญของ Aspergillus sp. บนเมลด็ข้าวเปลอืก

วธีิการศกึษา

การยับยัง้ Aspergillus sp. ของแบคทเีรียแลคตกิ 
ด้วย Agar plate overlay assay

น�ำแบคทีเรียแลคตกิท่ีแยกจากถัว่เนา่จ�ำนวน 6 
ไอโซเลท ได้แก่ TMP04, TMP28, TNP06, TOP01, 
TOP04 และ TNN01 มาทดสอบการยับยัง้ 
Aspergillus sp. BP01, BP03 และ BG04 ด้วย Agar 
plate overlay assay (Cheong et al.,2014) โดยน�ำ
แบคทีเรียแลคติกท่ีเลีย้งใน de Man Rogosa and 
Sharpe broth (MRS broth) (106spore/ml) ปริมาตร 
5 µl หยดลงบน de Man Rogosa and Sharpe agar 
(MRS agar) บม่ท่ีอณุหภมิู 30°C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
จากนัน้นบัสปอร์รวม 100 สปอร์ โดยใช้ MRS broth 
แทน CFS เป็นชดุควบคมุค�ำนวณเปอร์เซน็ต์ในการ
ยบัยัง้การงอกของสปอร์ดงันี ้

จ�ำนวนของสปอร์ท่ีงอกในชดุควบคมุ – จ�ำนวนของสปอร์ท่ีงอกในชดุการทดลอง
X100

จ�ำนวนของสปอร์ท่ีงอกของชดุควบคมุ

การยับยัง้การเจริญของ Aspergillus sp. บนเมลด็
ข้าวเปลือกของ CFS จากแบคทเีรียแลคตกิ

ฆ่าเชือ้บริเวณผิวของเมล็ดข้าวเปลือกด้วย 
0.1% NaClO แล้วล้างด้วยน�ำ้กลัน่ปลอดเชือ้ 3 - 4 
ครัง้ แชเ่มลด็ข้าวเปลือกใน CFS ท่ีเติม Tween 80 
(0.01%) เป็นเวลา 3 ชัว่โมง น�ำเมลด็ข้าวเปลือกวาง
บนจานเพาะเชือ้รอให้แห้ง จากนัน้หยดสารแขวน

ลอยสปอร์ (104spore/ml) ปริมาตร 10 µl บนเมลด็
ข้าวเปลอืกน�ำไปเก็บท่ีอณุหภมิู 25°C เป็นเวลา 7 วนั
ท�ำการทดลองซ�ำ้ละ 10 เมลด็ จ�ำนวน 5 ซ�ำ้ สงัเกต
จ�ำนวนเมลด็ข้าวเปลอืกท่ีมีการเจริญของเส้นใยราใน
วนัท่ี 2 และ 7 น�ำมาค�ำนวณเปอร์เซน็ต์การพบเส้นใย
ราบนเมลด็ข้าวเปลือก ดงันี ้
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จ�ำนวนของเมลด็ข้าวเปลือกท่ีพบเส้นใยรา
X100

จ�ำนวนของเมลด็ข้าวเปลือกทัง้หมดในชดุทดลอง

การวเิคราะห์ทางสถติิ
วิเคราะห์ผลทางสถิติโดยการทดสอบแบบ 

Completely Randomized Design (CRD) และ
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s Multiple 
range Test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
(P<0.05) และ 99% (P<0.01)ด้วยโปรแกรม SPSS 
(Statistical Package for the Social Sciences)

ผลการศกึษาและวจิารณ์

การยับยัง้ Aspergillus sp. ของแบคทเีรียแลคตกิ 
ด้วย Agar plate overlay assay

ผลการทดสอบความสามารถของ CFS จาก
แบคทีเรียแลคตกิจ�ำนวน 6 ไอโซเลทในการยบัยัง้การ
เจริญของเส้นใย Aspergillus sp. จ�ำนวน 3 ไอโซเลต 
ซึ่งแยกได้จากถั่วเหลืองได้แก่ BP01, BP03 และ 
BG04 พบวา่ CFS จากแบคทีเรียแลคติก TMP04, 
TMP28, TNP06, TOP01, TOP04 และ TNN01 
สามารถยบัยัง้การเจริญของ Aspergillus sp. ทัง้ 3 
ไอโซเลทได้ (Table1 and Figure 1)

Table 1 Antifungal activity of lactic acid bacteria against Aspergillus sp. Results are expressed as 
the clear inhibition halo is visible around bacteria colony. MRS broth was used as a control 
experiment

LABs Aspergillus sp.
BP01 BP03 BG04

TMP04 + + +
TMP28 + + +
TNP06 + + +
TOP01 + + +
TOP04 + + +
TNN01 + + +

MRS broth - - -

(+) Clear inhibition halo, (-) No clear inhibition halo

จาการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้  Aspergi l lus , 
Fusarium และ Penicillium ของแบคทีเรียแลคติก
จ�ำนวน 95 ไอโซเลต (Gerez et al., 2009) พบวา่สาร
ท่ีท�ำหน้าท่ีในการยบัยัง้รา ได้แก่ กรดอะซิติกและฟี
นิลแลคติกจากการทดสอบการยบัยัง้การเจริญของ
ราท่ีแยกได้จากผลิตภัณฑ์จากข้าวโพด ได้แก่ 
Aspergillus, Fusarium, Penicillium และ Rhizopus 
ด้วยแบคทีเ รียแลคติก จ�ำนวน 53 ไอโซเลต 
(Tatsadjieu et al., 2016) พบวา่ราถกูยบัยัง้ได้โดย
กรดอินทรีย์และสารประกอบอ่ืน ๆ ท่ีผลิตโดย
แบคทีเรียแลคตกิ เชน่ คาร์บอนไดออกไซต์ ไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซต์ เอทานอล และแบคเทอริโอซนิ และใน
ทดสอบการยบัยัง้ราด้วย Lactobacillus plantarum 
CE42, L.pantarum CE60, L.pantarum CE84, 
Lactobacillus curvatus และ Pediococcus 
pentosaceus (Maninia et al.,2016) พบว่า
แบคทีเรียแลคตกิดงักลา่วสามารถยบัยัง้ Aspergillus 
oryzae และ A. niger ได้ ซึ่งการยบัยัง้เกิดจาก
สารประกอบท่ีแบคทีเรียแลคติกสร้างขึน้ ได้แก่  
กรดแลคติก, กรดอะซิติก, ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์, 
แบคเทอริโอซนิ, กรดฟอร์มิค, ฟีนิลแลคตกิ, carpronic 
acid, สารกลุม่ diacetyl ethanol และสารปฏิชีวนะ
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Figure 1 Antifungal activity against Aspergillus sp. BP01 (A), BP03 (B) and BG04 (C) by lactic acid 
bacteria TMP28. No effect is noticeable using MRS broth as a control experiment (D)

การยับยัง้การงอกของสปอร์ Aspergillus sp. ของ 
CFS จากแบคทเีรียแลคตกิ

จากผลทดสอบความสามารถของ CFS ในการ
ยบัยัง้การงอกของสปอร์ Aspergillus sp. พบวา่ CFS 
จากแบคทีเรียแลคตกิทกุไอโซเลทสามารถยบัยัง้การ
งอกของสปอร์ Aspergillus sp. ทัง้ 3 ไอโซเลทได้  
โดยมีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้อยู่ในช่วง 74.1-98.5% 
(Table 2) จากการทดสอบการยบัยัง้การงอกของ 
สปอร์ A. niger CH

101
, Penicillium sp. CH

102
, 

Fusarium graminearum CH
103

, Penicillium 
digitatum INTA2 และ Geotrichum sp.โดย 
Lactobacillus fermentum CRL251 (Gerez et al., 
2013) พบวา่สามารถยบัยัง้การงอกสปอร์ Penicillium 
sp. CH

102
 และ P. digitatum INTA2 ได้ถงึ 62% และ 

96% ตามล�ำดบั ทัง้นีก้ารยบัยัง้การงอกของสปอร์อาจ
เกิดจากกรดอินทรีย์ท่ีแบคทีเรียแลคตกิสร้างขึน้ มีผล
ท�ำให้ pH ของ CFS ลดต�ำ่กวา่ 3.50 ซึง่เป็นชว่ง pH ท่ี
สามารถยบัยัง้การเจริญของราและแบคทีเรียบางชนิด
ได้และจากการศึกษาการใช้ CFS ท่ีได้จากจาก  
L. plantarum MYS44 ในการยบัยัง้งอกของสปอร์ 
Aspergillus parasiticus พบวา่ L. Plantarum MYS44 
ผลติสาร 8-Octadecanoic acid และ methyl ester 

ซึง่สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ A.parasiticus ได้ 
(PoornachandraRao et al., 2017)

การยับยัง้การเจริญของ Aspergillus sp. บนเมลด็
ข้าวเปลือกของ CFS จากแบคทเีรียแลคตกิ

เม่ือน�ำCFS จากแบคทีเรียแลคตกิทัง้ 6ไอโซเลท
มายบัยัง้การเจริญของ Aspergillus sp. ทัง้ 3 ไอโซ
เลทบนเมล็ดข้าวเปลือก พบว่าสามารถยบัยัง้ได้ดี 
โดยไมพ่บเส้นใยราตลอดระยะเวลา 7 วนั ท่ีใช้ในการ
ทดลอง (Table 3) ขณะท่ีในชดุควบคมุพบเส้นใยรา
บนเมลด็ข้าวเปลือกในวนัท่ี 2 (28±8.4- 32±8.4%)
และในวนัท่ี 7 พบเส้นใยราบนเมล็ดข้าวเปลือกทกุ
เมล็ด (100%) จากรายงานของ Quattrinia et al. 
(2018) ได้ใช้ L. plantarum ITEM17215 ในการ
ยบัยัง้การเจริญของ Fusarium verticillioides พบวา่ 
L. plantarum ITEM17215 สามารถยบัยัง้การเจริญ
ของ F. verticillioides บนเมลด็ข้าวสาลีได้ ทัง้นีก้าร
ยบัยัง้การงอกของสปอร์บนเมล็ดข้าวสาลี เกิดจาก  
L. plantarum ITEM17215 ผลติสารซึง่มีฤทธ์ิยบัยัง้
รา ได้แก่ กรดเบนโซอิก, 1,2-dihydroxybenzene, 
p-hydroxyphenyllacticacid และ 3-phenyllactic 
acid
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Table 2 Percent of spore germination inhibition of Aspergillus sp. (BP01, BP03 and BG04) by CFS 
from LABs after48 hr. of incubation

LABs Inhibition (%)
BP01 BP03 BG04

TMP04 91.8± 2.0a 97.4± 2.2a 94.1 ± 5.1a

TMP28 95.3± 4.1a 88.5± 0.0b 97.1± 2.5a

TNP06 97.7± 4.1a 97.4 ± 4.4a 98.5 ± 2.5a

TOP01 94.3± 5.4a 97.4 ± 4.4a 97.1± 2.5a

TOP04 97.7± 5.5a 97.4 ± 4.4a 95.6± 3.5a

TNN01 85.0 ± 0.0b 92.3 ± 3.9a 74.1± 3.5a

p – value * * ns

Values are expressed as mean±SD. Mean value with different letters in the same column are significantly different 

(P<0.05).

Table 3 Antifungal activity of tested LABs against Aspergillus sp. (BP01, BP03 and BG04) on rice 
grain. The table shows incidence of hyphal growth onrice grains on the 2 and 7 days after 
fungal spore inoculation and control experiment with MRS broth

LABs Incidence (%)
BP01 BP03 BG04

2 days 7 days 2 days 7  days 2  days 7 days

TMP04 0a 0a 0a 0a 0a 0a

TMP28 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a

TNP06 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a

TOP01 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a

TOP04 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a

TNN01 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a

MRS broth 28±8.4 b 100 b 24±5.5 b 100 b 32±8.4 b 100 b

P-value ** ** ** ** ** **

Values are expressed as mean±SD. Mean value with different letters in the same column are significantly different 

(P<0.01).

สรุป
จากการทดสอบฤทธ์ิต้านราของแบคทีเรีย 

แลคตกิ TMP04, TMP28, TNP06, TOP01, TOP04 
และ TNN01 ในการยบัยัง้การเจริญของ Aspergillus 
sp. (BP01, BP03 และ BG04) แสดงให้เห็นว่า
แบคทีเรียแลคติกทุกไอโซเลตสามารถยับยัง้การ

เจริญของ Aspergillus sp. ทัง้ 3 ไอโซเลตได้ทัง้การ
ทดลองในอาหารเลีย้งเชือ้และบนเมลด็ข้าวเปลอืกซึง่
ผลการทดลองท่ีได้สามารถน�ำไปสู่การประยุกต์ใช้
แบคทีเรียแลคตกิในการยืดอายกุารเก็บรักษาธญัพืช
เพ่ือลดการใช้สารเคมีซึ่งเป็นประโยชน์ต่อเกษตร 
และสง่ผลดีตอ่สขุภาพผู้บริโภคและสิง่แวดล้อม
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