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รายการตาราง 

ตารางท่ี  หน้า 
   

1 การทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ระดับในการทดลอง และ
ปริมาณปัจจัยท่ีใช้ ของสภาวะในการผลิตเอนไซมไ์คตเินสโดย Metarhizium 
guizouense PSUM04 
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2 การทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ระดับในการทดลอง และ
ปริมาณปัจจัยท่ีใช้ ของปัจจัยในการใช้เอนไซมไ์คตเินสเพ่ือควบคุมการเจรญิของ
เช้ือราก่อโรคบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
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3 สถานท่ีเก็บตัวอย่างผลลองกอง และเช้ือราก่อโรคผลเน่าของลองกองท่ีพบในแต่
ละพ้ืนท่ี 
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4 ดัชนีความหลากหลายของชนิดเช้ือราสาเหตุโรคผลเน่าของลองกองในแต่ละพ้ืนท่ี
เก็บตัวอย่าง 
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5 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface 
quadratic model  ท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไคติเนส 
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guizhouense PSUM04 
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7 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface 
quadratic model  ท่ีมีผลต่อการยัยยั้งการเจริญของเช้ือรา Botrytis sp. บน
อาหารเลี้ยงเช้ือ PDA 
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8 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface 
quadratic model  ท่ีมีผลต่อการยัยยั้งการเจริญของเช้ือรา Fusarium sp. บน
อาหารเลี้ยงเช้ือ PDA 
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9 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของตัวแปร/ปัจจัย แบบ response surface 
quadratic model  ท่ีมีผลต่อการยัยยั้งการเจริญของเช้ือรา Pestalotiopsis sp. 
บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA 
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รายการภาพประกอบ 

ภาพท่ี  หน้า 
   

1 ไคตินท่ีผลิตเป็นการค้า (a) และ ไคตินท่ีได้จากการวิจัยครั้งน้ี (b) 6 
   

2 รา Botrytis sp.; (a) โคโลนีอายุ 3 วัน บนอาหาร PDA (b) conidia บนก้าน 
conidiophore และ (c) conidia (bar = 10 µm) 
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3 รา Fusarium sp.; (a) โคโลนีอาย ุ3 วัน บนอาหาร PDA (b) macroconidia บน
ก้าน conidiophore และ (c) microconidia และ macroconidia (bar = 40 
µm) 
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4 รา Pestalotiopsis sp.; (a) โคโลนีอายุ 7 วัน บนอาหาร PDA (b) acervular 
conidiomata with young conidia และ (c) mature conidia (bar = 10 µm) 

 
14 

   

5 วงใส (clear zone) บนอาหาร colloidal chitin agar โดยเช้ือรา Metarhizium 
guizhouense PSUM04 
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6 ปัจจัยท่ีมีผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซม์ไคติเนส; (a) อุณหภูมิ (b) ระยะเวลาในการบ่ม 
(c) อัตราส่วนระหว่างของแข็งและของเหลว และ (d) pH 
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7 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อค่าการทํางานของเอนไซม์ไคติเนส; (a) 
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารตั้งต้น และเวลา เมื่อกําหนด pH และ
อุณหภูมิเท่ากับ 7.0 และ 30 oC ตามลําดับ ; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น และค่า pH เมื่อกําหนดอุณหภูมิ และเวลา เท่ากับ 30 oC 
และ 216 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
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8 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อค่าการทํางานของเอนไซม์ไคติเนส; (a) 
ความสัมพันธ์ระหว่างค่า pH และ เวลา เมื่อกําหนดความเข้มข้นของสารตั้งต้น 
และอุณหภูมิเท่ากับ 1.5% และ 30 oC ตามลําดับ ; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่าง
อุณหภูมิ และเวลา เมื่อกําหนดความเข้มข้นของสารตั้งต้น และค่า pH และ 
เท่ากับ 1.5% และ 7.0 ตามลําดับ 
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9 ผลของอุณหภูมิ (a) และ pH (b) ต่อความเสถียร (stability) ของเอนไซม์ไคติเนส 19 
   

10 ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดจากการทําปฏิกริยาของสารละลายเอนไซม์ไคติเนส 19 
   

11 แถบโปรตีน ท่ีปรากฏบนเจลของ SDS-PAGE (M = protein marker, 1 = 
control, 2 และ3 = นํ้ า ค้ันจาก เปลื อกลองกองหลั ง ถูกกระตุ้ นด้ วย  M. 
guizhouense PSUM04 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และ 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ) 
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12 การยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราก่อโรคผลเน่า โดยใช้นํ้าค้ันจากผลลองนํ้าค้ัน
จากเปลือกลองกองหลังถูกกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 (สีเทา) และ 
potassium phosphate buffer pH 7.0 (สีดํา) 
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13 เช้ือรา Botrytis sp. ท่ีเจริญตามปกติบนอาหาร PDA (ภาพขวา) และ inhibition 
zone บนอาหาร PDA ท่ีเกิดจากการยับยั้งการเจริญของรา Botrytis sp. โดยการ
ใช้สารละลายเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบ (E) นํ้ากลั่นฆ่าเช้ือ (C) และ extraction 
buffer (B) (ภาพซ้าย) 
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 รายการภาพประกอบ (ต่อ)  

ภาพท่ี  หน้า 
   

14 เช้ือรา Fusarium sp. ท่ีเจริญตามปกติบนอาหาร PDA (ภาพขวา) และ ihibition 
zone บนอาหาร PDA ท่ีเกิดจากการยับยั้งการเจริญของรา Fusarium sp. โดย
การใช้สารละลายเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบ (E) นํ้ากลั่นฆ่าเ ช้ือ (C) และ 
extraction buffer (B) (ภาพซ้าย) 
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15 เช้ือรา Pestalotiopsis sp. ท่ีเจริญตามปกติบนอาหาร PDA (ภาพขวา) และ 
inhibition zone บนอาหาร  PDA ท่ี เ กิดจากการยับยั้ งการ เจริญของรา 
Pestalotiopsis sp. โดยการใช้สารละลายเอนไซม์ไคติเนสสกัดหยาบ (E) นํ้ากลั่น
ฆ่าเช้ือ (C) และ extraction buffer (B) (ภาพซ้าย) 
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16 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของรา Botrytis sp. บน
อาหาร PDA; (a) ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และ
อุณหภูมิ เมื่อกําหนดเวลาในการบ่มเท่ากับ 35 นาที; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่าง
อุณหภูมิ และเวลาในการบ่มเอนไซม์ เมื่อกําหนดความเข้มข้นของเอนไซม์ 20 
U/ml และ (c)  ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และเวลา 
เมื่อกําหนดอุณหภูมิไว้ท่ี 35 oC 
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17 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของรา Fusarium sp. บน
อาหาร PDA; (a) ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และ
อุณหภูมิ เมื่อกําหนดเวลาในการบ่มเท่ากับ 35 นาที; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่าง
อุณหภูมิ และเวลาในการบ่มเอนไซม์ เมื่อกําหนดความเข้มข้นของเอนไซม์ 20 
U/ml และ (c)  ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และเวลา 
เมื่อกําหนดอุณหภูมิไว้ท่ี 35 oC 
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18 ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อการยับยั้งการเจริญของรา Pestalotiopsis sp. 
บนอาหาร PDA (a) ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และ
อุณหภูมิ เมื่อกําหนดเวลาในการบ่มเท่ากับ 35 นาที; (b)  ความสัมพันธ์ระหว่าง
อุณหภูมิ และเวลาในการบ่มเอนไซม์ เมื่อกําหนดความเข้มข้นของเอนไซม์ 20 
U/ml และ (c)  ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของเอนไซม์ไคติเนส และเวลา 
เมื่อกําหนดอุณหภูมิไว้ท่ี 35 oC 
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19 เส้นใยของรา Botrytis sp. ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด; (a) และ 
(c) กระตุ้นด้วยนํ้าเปล่า (control) และภาพ (b) และ (d) กระตุ้นด้วยนํ้าค้ันจาก
ลองกองท่ีกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 
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20 เส้นใยของรา Fusarium sp. ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด; (a) 
และ (c) กระตุ้นด้วยนํ้าเปล่า (control) และภาพ (b) และ (d) กระตุ้นด้วยนํ้าค้ัน
จากลองกองท่ีกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 
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21 เส้นใยของรา Pestalotiopsis sp. ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด; 
(a) และ (c) กระตุ้นด้วยนํ้าเปล่า (control) และภาพ (b) และ (d) กระตุ้นด้วยนํ้า
ค้ันจากลองกองท่ีกระตุ้นด้วย M. guizhouense PSUM04 
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 รายการภาพประกอบ (ต่อ)  

ภาพท่ี  หน้า 
   

22 การเจริญของของ Botrytis sp. บนผลลองกอง; (a-c) ชุดควบคุม หลังจากปลูก
เช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง ตามลําดับ, (d-f) พ่นสารละลายเอนไซม์
ก่อนปลูกเช้ือราก่อโรค หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ และ (g-i) ปลูกเช้ือราก่อโรคก่อนจากน้ันจึงพ่นสารละลายเอนไซม์ 
หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
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23 การเจริญของของ Fusarium sp. บนผลลองกอง; (a-c) ชุดควบคุม หลังจากปลูก
เช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง ตามลําดับ, (d-f) พ่นสารละลายเอนไซม์
ก่อนปลูกเช้ือราก่อโรค หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ และ (g-i) ปลูกเช้ือราก่อโรคก่อนจากน้ันจึงพ่นสารละลายเอนไซม์ 
หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 48, 96 และ 120 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
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24 การเจริญของของ Pestalotiopsis sp. บนผลลองกอง; (a-c) ชุดควบคุม หลังจาก
ปลูกเช้ือราทดสอบ 24, 48 และ 96 ช่ัวโมง ตามลําดับ, (d-f) พ่นสารละลาย
เอนไซม์ก่อนปลูกเช้ือราก่อโรค หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 24, 48 และ 96 
ช่ัวโมง ตามลําดับ และ (g-i) ปลูกเช้ือราก่อโรคก่อนจากน้ันจึงพ่นสารละลาย
เอนไซม์ หลังจากปลูกเช้ือราทดสอบ 24, 48 และ 96 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
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25 ร้อยละของการเกิดโรคผลเน่าของลองกองหลังจากปลกูเช้ือ; (a) Botrytis sp., (b) 
Fusarium sp. และ (c) Pestalotiopsis sp.   
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26 ร้อยละของการเกิดโรคผลเน่าของลองกองเมื่อบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง (30 oC) 33 
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บทคัดย่อ 

 ลองกอง (Lansium domesticum) เป็นผลไมเ้มืองร้อนท่ีมีความสาํคัญทางเศรษฐกิจของภาคใต้ ประเทศไทย แต่สาเหตุ
ท่ีทําให้คุณภาพของลองกองลดลงเกิดข้ึนเน่ืองจากโรคหลังการเก็บเก่ียว ซ่ึงหน่ึงในโรคหลังการเก็บเก่ียวท่ีสําคัญของลองกอง
ได้แก่โรคผลเน่า การวิจัยครั้งน้ีจึงเกิดข้ึนโดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพการใช้เอนไซม์ไคติเนส ท่ีผลติโดยราแมลง 
Metarhizium guizhouense PSUM04 โดยใช้เปลือกกุ้งและกระดองปูท่ีเหลือใช้เป็นวัตถุดิบ ในการยับยั้งเช้ือราสาเหตโุรคผล
เน่าของลองกองหลังการเก็บเก่ียว พร้อมท้ังหาศึกษาคุณสมบัตติ่างๆของเอนไซมไ์คติเนสท่ีผลิตได้ และสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การทํางานของเอนไซมไ์คติเนส ผลการศึกษาพบว่าเมื่อเลี้ยงเช้ือราบนอาหารแบบแข็ง (solid state cultivation) ด้วยรําข้าว
สาล ีกระดองปูบดละเอียด และ colloidal chitin ในอัตราส่วน 1.5: 1.5: 1 ท่ีมีอัตราส่วนระหว่างอาหารแข็งและเหลว (S/L 
ratio) 3:1 และ 4:2 pH 7.4 และสภาพท่ีเหมาะสมในการบ่มเช้ือ คืออุณหภูมิ 32oC เป็นเวลา 11 วัน มีค่ากิจกรรมไคติเนสสูง
สุด 2.51 U/ml โดยค่ากิจกรรมมคีวามเสถียรท่ีอุณหภูมิ 20-40 oC และ pH 5.0-8.0 ไคติเนสท่ีผลิตได้สามารถยับยั้งการเจริญ
ของรา Botrytis sp., Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp. ท่ีเป็นสาเหตุโรคผลเน่าหลังการเก็บเก่ียวของลองกองบนจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือ โดยมเีปอร์เซ็นตก์ารยับยั้ง 44.7, 42.9 และ 43.6% ตามลําดบั และสปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense 
PSUM04 ท่ีความเข้มข้น 1 x 104 สปอร์/มล ยังกระตุ้นให้ผลลองกองสร้าง pathogenesis- related protein (PR protein) 
ขนาด 25-27 และ 43 kDa ได้แก่ไคติเนส และ บีตา-1,3- กลูคาเนส และสามารถยับยั้งการเจริญของราก่อโรคผลเน่าบนจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือไดเ้ช่นกัน เมื่อตรวจสอบลักษณะเส้นใยของเช้ือราก่อโรคภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบอิเล็กตรอนชนิดส่องกราด 
(SEM) พบว่าเส้นใยของ Botrytis sp., Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp.  มีรูปร่างผดิปกตไิป บิดเบ้ียว และฉีกขาด 
นอกจากน้ีเส้นใยของ Fusarium sp. และ Pestalotiopsis sp.  ยังมีความหนาแน่นลดลงอีกด้วย เมื่อพ่นสารละลายเอนไซมไ์ค
ติเนสบนผลลองกอง สามารถชะลอการเกิดโรคผลเน่าเน่ืองจากเช้ือรา Botrytis sp. ได้ 48.8 % และชะลอการเกิดผลเน่า
เน่ืองจากรา Pestalotiopsis sp. ได้ 24.3% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (p<0.05)  แต่ไมส่ามารถชะลอการเกิดโรคผลเน่า
ท่ีเกิดจากเช้ือรา Fusarium sp. ได้ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (p>0.05) เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมห้ิอง (30oC) เป็นเวลา 7 
วัน นอกจากน้ีเมื่อเปรียบเทียบการใช้สารละลายเอนไซมไ์คติเนส กับการใช้สปอร์แขวนลอยของ M. guizhouense PSUM04 
โดยตรง และการใช้สารคาร์เบนดาซิม พบว่าท่ี 24 ช่ัวโมง ลองกองท่ีจุ่มในสปอร์เช้ือราแขวนลอย และสารเคมี ไม่แสดงอาการ
ผลเน่า ส่วนลองกองท่ีจุ่มในสารละลายเอนไซม์ เกิดผลเน่าเล็กน้อยท่ี 12% ต่างจากชุดควบคุมท่ีเกิดผลเน่า 40% แต่หลังจาก
น้ันลองกองแสดงอาการผลเน่าอยา่งรวดเร็ว จนเน่าสมบูรณ์ 100% หลังจากบ่มไว้ 120 ช่ัวโมง มีเพียงลองกองท่ีจุ่มในสปอร์ของ
เช้ือรา และท่ีใช้สารเคมเีท่าน้ัน ท่ีแสดงอาการผลเน่า 79 และ 20% ตามลําดับ  
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Abstract 

 Longkong (Aglaia dookkoo Griff.) is an important economically tropical fruit of southern Thailand. One 

reason of the reduction of fruit quantity and quality occur by postharvest diseases. Fruit rot is one of the 

most serious postharvest diseases of longkong. The objectives of this research was to control postharvest 

fruit rot of longkong by using chitinase produced from shrimp and crab industrial wastes by 

entomopathogenic fungus, Metarhizium guizouense PSUM04. Moreover, factors effecting on chitinase 

production, optimization condition for enzyme production and enzyme characterization are included. The 

results indicated that obtimal substrate for solid state cultivation was rice bran: crab shell powder: colloidal 

chitin in ratio 1.5: 1.5: 1. The optimal factors for enzyme production was solid to liquid ratio (S/L ratio) 3:1 

and 4:2, pH of liquid media was 7.4 and incubation temperature at 32oC for 11 days. The highest chitinase 

activity was 2.51 U/ml. For enzyme characteristic, the temperature stability was 20-40 oC and pH stability 

was 5.0-8.0. The chitinase produced from M. guizouense PSUM04 inhibited mycelial growth of three fruit 

rot pathogens, Botrytis sp., Fusarium sp. and Pestalotiopsis sp. on culture plate with percentage of inhibition 

44.7, 42.9 and 43.6%, respectively. Moreover, spore suspension of M. guizhouense PSUM04 in concentration 

of 1 x 104 spore/ml exhibited the induction of pathogenesis- related protein (PR protein) in longkong fruit. 

These proteins were 25-27 kDa of chitinase and 43 kDa of ß-1,3-glucanase. The PR proteins also inhibited 

mycelial growth of three pathogenic fungi on culture plate. The observation from scanning electron 

microscope (SEM) showed abnormal shapes, swisting and cracking in Botrytis sp., Fusarium sp. and 

Pestalotiopsis sp. and less dense mycelial growth for Fusarium sp. and Pestalotiopsis sp. In addition, crude 

enzyme produced from M. guizouense PSUM04 could delayed rotting of longkong fruit from Botrytis sp. for 

48.8% and Pestalotiopsis sp. for 24.3% with significantly different from distilled water control (p<0.05). 

However, crude enzyme could not delayed rotting of longkong fruit from Fusarium sp. compared with 

control (p>0.05) when incubated at room temperature (30oC) for 7 days. In addition, the effect of crude 

chitinase, spore of M. guizhouense PSUM04 and Carbendazim, chemical fungicide for controlling fruit rot 

were compared. Longkong fruits were treated with fungal spores and Carbendazim were not found any fruit 

rot, but the fruits treated with crude chitinase and control (distilled water) presented fruit rot 12 and 40%, 

respectively at 24 h. After that the enzyme-treated longkong fruits rotting rapidly. However, longkong fruits 

were treated with fungal spores and Carbendazim showed fruit rot 79 and 20%, respectively at 120 h. 

 

 

 

 

 

 


