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อิทธิพลของแหลงคารบอนตอกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายจากเชื้อรา Trichoderma spp. 
 

Effect of carbon source on degrading enzyme activities derived from Trichoderma spp. 
 

ศุภลักษณา หลาจันทึก1 และ วีระศักดิ์ ศักดิ์ศิริรัตน1, 2* 
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บทคัดยอ: เชื้อรา Trichoderma spp. เปนเชื้อราปฏิปกษที่มีเอนไซมยอยสลายเปนกลไกสําคัญในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
ซ่ึงจากการทดลองนําเชื้อรา Trichoderma spp. จํานวน 35 ไอโซเลต มาตรวจสอบอิทธิพลของแหลงคารบอนตอกิจกรรมของ
เอนไซม β-1,3-glucanase, chitinase และ protease ในเชิงปริมาณ พบวาไอโซเลต 38 ที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอนมีกจิกรรมของ
เอนไซม β-1,3-glucanase สูงสุดคือ 619.70 μmol(glucose equivalent)/mg protein/hr กิจกรรมของเอนไซม chitinase สูงคือ 
146.61 μmol(GlcNAc equivalent)/mg protein/hr เม่ือใช colloidal chitin เปนแหลงคารบอนสําหรับในกิจกรรมของเอนไซม 
protease นั้นไอโซเลต T4 ที่มี colloidal chitin เปนแหลงคารบอนมกีิจกรรมของเอนไซมสูงคือ 12.32 μmol(tyrosine 
equivalent)/mg protein/hr การศึกษานีช้ีใ้หเห็นวาแหลงคารบอนมีผลตอกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายของเชื้อราปฏิปกษ 
Trichoderma spp.  
คําสําคัญ: แหลงคารบอน, เอนไซมยอยสลาย, เชื้อรา Trichoderma spp. 
 
Abstract: Degrading enzymes are major mechanism of biological control property of Trichoderma spp. The degrading enzyme 
activity of β-1,3-glucanase, chitinase and protease derived from 35 isolates of Trichoderma spp. cultured on different carbon 
sources were investigated. Among different carbon sources, glucose was suitable carbon source for isolate 38 which producing 
highest β-1,3-glucanase activity of 619.70 μmol(glucose equivalent)/mg protein/hr. The same isolate was cultivated in medium 
containing colloidal chitin as sole carbon source. This isolate secreted highest chitinolytic activity of 146.61 μmol (GlcNAc 
equivalent)/mg protein/hr. For protease activity, colloidal chitin was suitable carbon source for cultivation of isolate T4, which 
expressing highest protease activity of 12.32 μmol(tyrosine equivalent)/mg protein/hr. This study suggests the effect of carbon 
sources on degrading enzyme activities of antagonistic fungus, Trichoderma spp. 
Key words: carbon source, degrading enzyme, Trichoderma spp. 
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บทนํา 
 

เช้ือรา Trichoderma spp. เปนเช้ือราปฏิปกษ 
ที่สามารถเจริญแขงขันกับเช้ือราสาเหตุโรคพืชไดดี 
(Johnson et al., 1987) และมีกลไกในการควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคพืชหลายกลไก เชน การสรางสารปฏิชีวนะ 
(antibiosis) เชน สาร gliotoxin และ trichodermin ที่
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา Sclerotium 
mericana และ Pythium ultimum สาเหตุโรคเนาคอดิน 
(damping-off) ของตนบานช่ืนเปนตน (Lumsden et al., 
1992) เช้ือราปฏิปกษน้ีมีการเจริญเติบโตสรางเสนใย
และสปอรไดคอนขางเร็ว จึงมีความสามารถในการ
แกงแยงแขงขันกับเช้ือสาเหตุโรคพืช ดานการใชอาหาร
และแรธาตุตางๆ จากแหลงอาหารในธรรมชาติ  และยัง
มีกลไกการเปนปรสิตที่มีการสรางเอนไซมยอยสลาย 
(extracellular degrading enzymes) เชน chitinase, 
protease และβ-1,3-glucanase ทําหนาที่ในการสลาย
พันธะที่เช่ือมตอกันของ chitin, protein, β-1,3-glucan 
สารเหลาน้ีเปนองคประกอบหลักของผนังเซลลของเช้ือ
ราสาเหตุโรคพืชหลายชนิดเชน S. rolfsii, Fusarium 
oxysporum f.sp. lycopersici, Pythium ultimum และ 
Sclerotium mericana เปนตน ทําใหผนังเซลลของเช้ือ
ราสาเหตุโรคพืชไดรับความเสียหาย เน่ืองจากเอนไซม
ดังกลาวมีความสําคัญตอประสิทธิภาพของเช้ือรา 
Trichoderma spp. การศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ
เปรียบเทียบอิทธิพลของแหลงคารบอนตอกิจกรรมของ
เอนไซม β-1,3-glucanase, chitinase, protease เพ่ือเปน
แนวทางในการประยุกตใชในแงการผลิตมวลชีวภาพ 
หรือเปนขอมูลในการวิเคราะหหาคุณสมบัติอื่นๆของ
เอนไซมยอยสลายตอไป 
 

วิธีการศึกษา 
 
การรวบรวมเช้ือราปฏิปกษ Trichoderma spp. 

รวบรวมเชื้อราปฏิปกษ Trichoderma spp. 
จากการศึกษาท่ีมีมากอนหนาน้ี (สุวิตา, 2549) ซึ่งเปน

ไ อ โ ซ เ ล ต ที่ ต ร ว จ ส อ บ เ บ้ื อ ง ต น แ ล ว พ บ ว า มี
ความสามารถในการเปนเช้ือราปฏิปกษตอเช้ือราสาเหตุ
โรคพืชไดดี มีจํานวน 35 ไอโซเลต 
การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายในเชิง
ปริมาณ 

เตรียม culture filtrate โดยเลี้ยงเชื้อรา 
Trichoderma spp. จํานวน 35 ไอโซเลต ในอาหาร PDB 
เปนเวลา 7 วัน กรองเอาเสนใยออกดวยกระดาษกรอง 
นํา culture filtrate ของเช้ือรา Trichoderma  มา
ตกตะกอนโปรตีน จากนั้นทําการวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) เปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยใช bovine 
serum albumin เปนโปรตีนมาตรฐาน และทําการ
ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมในเชิงปริมาณของ
เอนไซม -1,3-glucanase, chitinase โดยการวิเคราะห
นํ้าตาลรีดิวซที่ถูกยอยออกจาก substrate ซึ่งใชวิธีการ
ของ Somogyi (1952) และ protease ดัดแปลงตามวิธี
ของ Yang and Wang (1999) และคัดเลือกเช้ือรา 
Trichoderma spp. 3 ไอโซเลตที่มีกิจกรรมเอนไซม β-
1,3-glucanase, chitinase และ protease สูงสุด เพื่อ
นําไปศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมนี้ตอไป 
การศึกษาอิทธิพลของแหลงคารบอนตอกิจกรรมของ
เอนไซมยอยสลาย 

โดยนําเช้ือราปฏิปกษ Trichodrma ไอโซเลต
ที่คัดเลือกแลว เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ TM medium 
(ประยุกตตามวิธีของ Noronha and Ulhoa, 2000) ที่มี
สวนผสมของกลูโคส, colloidal chitin, เสนใยเช้ือรา 
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, S. rolfsii, 
Pythium sp. และเห็ดฟาง (Volvariella volvacea) เปน
แหลงคารบอนตางๆอยูในอัตราสวน 0.5% ของ อาหาร 
ซึ่งอาหารเลี้ยงเช้ือ TM ประกอบดวย 0.1% 
bactopeptone, 0.03% ยูเรีย, 0.2% KH2PO4, 1.4% 
(NH4)2SO4, 0.03% MgSO4.7H2O และ 0.1% 
สารละลายของธาตุอาหาร (Fe2+, Zn2+, Mn2+, Cu2+) 
เลี้ยงนาน 7 วัน กรองเอาเสนใยเช้ือรา Trichoderma 
ออก นํา culture filtrate ไปตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม
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ใ น เ ชิ ง ป ริ ม า ณ ข อ ง เ อ น ไ ซ ม  β-1,3-glucanase,   
chitinase และ protease วางแผนการทดลองแบบ CRD 
3 ซ้ํา  

 
ผลการศึกษาและวิจารณ 

 
 จากการทดลองพบวาไอโซเลต 38, T13 และ 
103 มีกิจกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase สูงคือ 
596.32, 111.23 และ 73.09 μmol(glucose 
equivalent)/mg protein/hr (Table 1) กิจกรรมของ
เอนไซม chitinase สูงในไอโซเลต 38, 90, 122 คือ 
144.21, 100.24 และ 93.50 μmol(GlcNAc 
equivalent)/mg protein/hr (Table 2) สวนกิจกรรมของ
เอนไซม protease สูงในไอโซเลต T4, T10 และ T9 มี
กิจกรรมของเอนไซมสูงคือ 11.82, 10.51 และ 9.62 
μmol(tyrosine equivalent)/mg protein/hr ตามลําดับ 
(Table 3) และเมื่อนํามาตรวจสอบอิทธิพลของแหลง
คารบอนตอกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายน้ันพบวา
ในไอโซเลต 38 ที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน ไอโซ
เลต T13 ที่มี S. rolfsii เปนแหลงคารบอน และไอโซ
เลต 103 กลูโคสเปนแหลงคารบอนน้ันมีกิจกรรมของ
เอนไซม β-1,3-glucanase สูงคือ 619.70, 166.16 และ 
116.19 μmol(glucose equivalent)/mg protein/hr 
ตามลําดับ (Table 4) กิจกรรมของเอนไซม chitinase 
สูงในไอโซเลต 38 ที่มี colloidal chitin เปนแหลง
คารบอน ไอโซเลต 90 ที่มี Pythium sp. เปนแหลง
คารบอน และ ไอโซเลต 122 ที่มีเห็ดฟางเปนแหลง
คารบอนน้ัน มีกิจกรรมของเอนไซม chitinase สูงคือ 
146.61, 86.00 และ 100.36 μmol(GlcNAc 
equivalent)/mg protein/hr (Table 5) สวนกิจกรรมของ
เอนไซม protease สูงในไอโซเลต T4, T10 และ T9 ที่มี 
colloidal chitin เปนแหลงคารบอนเทากับ 12.32, 11.50 
และ 10.09 μmol(tyrosine equivalent)/mg protein/hr 
ตามลําดับ (Table 6) 
 

 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซมยอยสลาย
ในเชิงปริมาณของเช้ือรา  Trichoderma  spp. ทั้งหมด 
35 ไอโซเลต พบวาเช้ือรา Trichoderma spp. ไอโซเลต 
38, T13 และ 103 มีกิจกรรมของเอนไซม β-1,3-
glucanase สูง กิจกรรมของเอนไซม chitinase สูงในไอ
โซเลต 38, 90, 122 และกิจกรรมของเอนไซม protease 
น้ันเช้ือรา Trichoderma  spp. แทบทุก ไอโซเลตมี
กิจกรรมของเอนไซม protease สูง แตจะพบสูงมากใน
ไอโซเลต T4, T10 และ T9 ตามลําดับ และเมื่อนําเช้ือรา 
Trichoderma  spp.  ไอโซเลตที่คัดเลือกแลวมาศึกษาถึง
อิทธิพลของแหลงคารบอนตอกิจกรรมเอนไซมยอย
สลายพบวา ไอโซเลต 38 ที่มีกลูโคสเปนแหลง
คารบอนนั้นมีกิจกรรมของเอนไซม β-1,3-glucanase 
สูงสุดคือ 619.70 μmol(glucose equivalent)/mg 
protein/hr คือมีความสามารถในการยอยกลูโคสไดดี 
กิจกรรมของเอนไซม chitinase สูง ในไอโซเลต 38 ที่มี 
colloidal chitin เปนแหลงคารบอนคือมีความสามารถ
ในการยอย colloidal chitin ได 146.61 μmol(GlcNAc 
equivalent)/mg protein/hr สวนกิจกรรมของเอนไซม 
protease น้ันพบไดสูงในทุกแหลงคารบอนแตจะสูงสุด
ในไอโซเลต T4 ที่มี colloidal chitin เปนแหลง
คารบอนคือมีความสามารถในการยอย tyrosine ได 
12.32 μmol(tyrosine equivalent)/mg protein/hr จึงทํา
ใหทราบแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอกิจกรรมของ
เอนไซม เนื่องจากเอนไซมดังกลาวมีความสําคัญตอ
ประสิทธิภาพของเชื้อรา Trichoderma spp. และเปน
แนวทางในการประยุกตใชในดานการผลิตมวลชีวภาพ 
หรือเปนขอมูลในการวิเคราะหหาคุณสมบัติอื่นๆของ
เอนไซมยอยสลายตอไป  
 

คําขอบคุณ 
 
 งานวิจัยน้ีไดรับการสนับสนุนจากศูนยความ
เป น เ ลิ ศ ด า น เ ทค โนโลยี ชี ว ภ าพ เ กษตร  ( AG-
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BIO/PERDO-CHE) สํานักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัย
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เศรษฐกิจที่ยั่งยืน มหาวิทยาลัยขอนแกน 
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T1 0.11 g T25 4.46 fg 90 51.75 d 
T4 26.51 e T30 31.27 e 103 73.09 c 
T9 26.67 e T35 27.78 e 106 0.46 g 
T10 60.21 d 38 596.32 a 111 1.2 g 
T13 111.23 b 57 0.65 g 115 0.29 g 
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T1 0.11 g T25 4.46 fg 90 51.75 d 
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T10 60.21 d 38 596.32 a 111 1.2 g 
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Table 2 Chitinase activity of 35 isolates of Trichoderma spp.  

isolate enzyme activity 
[GlcNAc-μmol/mg 

isolate enzyme activity 
[GlcNAc-μmol/mg 

isolate enzyme activity [GlcNAc-
μmol/mg protein/hr] 

T1 4.56 jk  T25 9.51 bc  90 8.98 cd  
T4 11.82 a T30 9.40 bc  103 9.52 bc  
T9 9.62 bc  T35 9.03 bd  106 9.36 bc  
T10 10.51 ab  38 7.49 defg  111 9.45 bc  
T13 7.45 efg  57 1.60 mno  115 9.50 bc  
T14 7.16 fgh  67 9.58 bc  119 8.30 cdef  
T17 8.27 cdef  74 8.98 cd  122 5.76 hij  
T18 6.37 ghi  77 6.88 fghi  133 5.56 ij  
T19 3.96 kl  78 0.81 no 139 2.67 lm 
T20 9.53 bc  85 9.52 bc  162 2.39 m 
T21 0.52 o  88 4.05 kl  177 8.83 cde  
T24 9.41 bc  89 2.04 mn   C.V. (%)   9.84  

Means in the same column followed by different letters are significantly different at P≤0.01 by DMRT 

 
Table 4 Effect of carbon source on β-1,3-glucanolytic activity of 3 isolates of Trichoderma spp. 

carbon source 
Trichoderma spp. isolate
38 T13 103 

Pythium sp. 9.01 b 7.11 d 2.27 d 
S. rolfsii 43.33 b 166.16 a 47.40 b 
colloidal chitin 19.17 b 1.78 e 0.00 d 
glucose 619.70 a 59.56 b 116.19 a 
V. volvacea 21.83 b 5.51 d 32.05 c 
Fol 1.37 b 10.42 c 2.39 d 
C.V. (%) 25.16 2.16 7.17 

Means in the same column followed by different letters are significantly different at P≤0.01 by DMRT 

 
 
 
 
 
Table 5 Effect of carbon source on chitinolytic activity of 3 isolates of Trichoderma spp. 

carbon source 
Trichoderma spp. isolate
38 90 122 

Pythium sp. 34.21 c 86.00 a 75.36 b 
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Table 5 Effect of carbon source on chitinolytic activity of 3 isolates of Trichoderma spp. 

carbon source 
Trichoderma spp. isolate
38 90 122 

Pythium sp. 34.21 c 86.00 a 75.36 b 

protein/hr] protein/hr]

T1 1.18 o T25 0.79 o 90 100.24 b 
T4 27.10 fg T30 25.26 fgh 103 24.63 fgh 
T9 29.09 fg T35 14.90 ijk 106 63.47 d 

T10 66.39 d 38 144.21 a 111 43.38 e 
T13 25.96 fg 57 4.84 mno 115 32.44 f 
T14 4.51 mno 67 32.30 f 119 1.03 o 
T17 8.28 klmno 74 13.20 jkl 122 93.50 bc 
T18 28.01 fg 77 88.59 c 133 86.49 c 
T19 3.28 no 78 43.19 e 139 22.65 ghi 
T20 17.61 hij 85 9.85 jklmn 162 13.77 jkl 
T21 4.52 mno 88 23.22 gh 177 12.42 jklm 
T24 28.70 fg 89 6.32 lmno C.V. (%) 11.40 

Means in the same column followed by different letters are significantly different at P≤0.01 by DMRT 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 3 Protease activity of 35 isolates of Trichoderma spp.  

isolate 
enzyme activity [tyrosine-
μmol/mg protein/hr] isolate 

enzyme activity [tyrosine-
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enzyme activity [tyrosine-
μmol/mg protein/hr] 
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protein/hr] protein/hr]

T1 1.18 o T25 0.79 o 90 100.24 b 
T4 27.10 fg T30 25.26 fgh 103 24.63 fgh 
T9 29.09 fg T35 14.90 ijk 106 63.47 d 

T10 66.39 d 38 144.21 a 111 43.38 e 
T13 25.96 fg 57 4.84 mno 115 32.44 f 
T14 4.51 mno 67 32.30 f 119 1.03 o 
T17 8.28 klmno 74 13.20 jkl 122 93.50 bc 
T18 28.01 fg 77 88.59 c 133 86.49 c 
T19 3.28 no 78 43.19 e 139 22.65 ghi 
T20 17.61 hij 85 9.85 jklmn 162 13.77 jkl 
T21 4.52 mno 88 23.22 gh 177 12.42 jklm 
T24 28.70 fg 89 6.32 lmno C.V. (%) 11.40 

Means in the same column followed by different letters are significantly different at P≤0.01 by DMRT 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 3 Protease activity of 35 isolates of Trichoderma spp.  

isolate 
enzyme activity [tyrosine-
μmol/mg protein/hr] isolate 

enzyme activity [tyrosine-
μmol/mg protein/hr] isolate 

enzyme activity [tyrosine-
μmol/mg protein/hr] 

S. rolfsii. 4.48 d 3.29 cd 3.82 d 
colloidal chitin 146.61 a 2.63 d 4.35 d 
glucose 33.28 c 8.58 bc 6.30 d 
V. volvacea 85.57 b 10.25 b 100.36 a 
Fol 23.97 c 4.39 cd 38.40 c 
C.V. (%) 8.65 11.48 6.01 

Means in the same column followed by different letters are significantly different at P≤0.01 by DMRT 

Table 6 Effect of carbon source on proteolytic activity of 3 isolates of Trichoderma spp. 

carbon source 
Trichoderma spp. isolate
T4 T10 T9 

Pythium sp. 6.54 bc 5.10 c 2.12 c 
S. rolfsii 4.62 c 5.48 c 2.72 c 
colloidal chitin 12.32 a 11.50 a 10.09 a 
glucose 6.87 bc 9.16 b 7.39 b 
V. volvacea 8.18 b 8.60 b 7.58 b 
Fol 4.58 c 4.25 c 2.89 c 
C.V. (%) 16.23 8.03 10.63 

Means in the same column followed by different letters are significantly different at P≤0.01 by DMRT 

 
 


