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บทคัดยอ 
 

การพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร Bacillus subtilis ควบคุมโรคเหี่ยวของขิง เริ่มจาก        
การทดสอบอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการสรางเอ็นโดสปอรของ B.subtilis จํานวน 21 สูตร ทดสอบ
ความเร็วรอบในการเขยาเพื่อการบมเชื้อเพื่อกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร ทดสอบความทนทานของ           
B.subtilis ที่อยูในระยะเอ็นโดสปอรในสภาพอุณหภูมิตางๆ และศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑ B subtilis     
ในรูปเอ็นโดสปอร ผลการทดลอง พบวา อาหารสูตร N1 B N2 N5 N4  N3 และ FFS1 สามารถกระตุน     
การสรางเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงถึง108  สปอรตอมิลลิลิตร โดยสูตร N3 กระตุนการสราง
เอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงสุดถึง 3.10 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 480 
ชั่วโมง (20 วัน) และสูตร FFS1 สามารถสรางเอ็นโดสปอรได 2.1 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร เมื่อเล้ียงเชื้อ    
เปนเวลา 120 ชั่วโมง (5 วัน) การเลี้ยงแบคทีเรียในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบตอนาที       
ที่อุณหภูมิปกติ (26 องศาเซลเซียส) ภายใตแสงธรรมดา เปนสภาพที่เหมาะสมตอการเลี้ยงแบคทีเรีย             
B.subtilis ในการกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร และพบวา แบคทีเรีย B.subtilis สามารถทนอุณหภูมิไดต่ํา   
ถึง 8 องศาเซลเซียสและสูงถึง 100 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสซึ่งเปนอุณหภูมิ               
ที่ใกลเคียงกับสภาพแปลงปลูก ปริมาณเอ็นโดสปอรไมลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ที่อุณหภูมิหอง 
26 องศาเซลเซียส) การทดสอบแปรรูปผลิตภัณฑในรูปของเหลว พบวา หลังการเก็บผลิตภัณฑไวเปนเวลา    
5 เดือน ปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตรอดในผลิตภัณฑที่ใสสารนําพา (หางนม) คงเหลือ 3.3 x 105 โคโลนี/
มิลลิลิตร และในอาหาร FFS1 ที่ไมเติมหางนม คงเหลือ 8.3 x 107 โคโลนี/มิลลิลิตร การทดสอบแปรรูป
ผลิตภัณฑในรูปผง พบวา หลังการแปรรูปปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตนมีปริมาณเทากันคือ108 โคโลนี/มิลลิลิตร 
แตการใชแปงขาวโพดเปนสารนําพามีขอเสีย คือ การเกาะติดคอนขางยากเนื่องจากแปงขาวโพดมีลักษณะ  
มัน ล่ืน ตองใชเวลานานในการคลุกเคลา ขอดีคือ ผลิตภัณฑละลายน้ําไดดี ในขณะที่การใชสารทัลคัม       
การละลายน้ําจะมีตะกอนตกคาง หลังการเก็บรักษาเปนเวลา 7 เดือน พบวา ปริมาณแบคทีเรียจากทั้งสอง
ผลิตภัณฑมีปริมาณเทากันแตลดลงเหลือ 107 โคโลนี/มิลลิลิตร ในขณะที่ปริมาณแบคทีเรียจากผลิตภัณฑ     
ที่แปรรูปจากการเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหาร PSA ซ่ึงไมมีการกระตุนใหสรางเอ็นโดสปอร ไมมีแบคทีเรีย       
B.subtilis ที่มีชีวิตรอด เมื่อเปรียบเทียบตนทุนการผลิตพบวา ราคาของสารนําพาทั้งสองชนิดที่นํามาใช     
แปรรูปไมแตกตางกัน 
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คํานํา 
 

Ralstonia solanacearum เปนแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่มีความสําคัญมาก กอใหเกิดโรคเหี่ยว        
ในพืชเศรษฐกิจที่สําคัญหลายชนิด เชน มันฝร่ัง ขิง ปทุมมา การควบคุมโรคดวยสารเคมีคอนขางยาก และ   
มักกอใหเกิดผลกระทบตอผูบริโภคและสภาพแวดลอม จึงไดมีการศึกษาหาวิธีควบคุมโรคเหี่ยวที่มีความ
ปลอดภัยหลายวิธี มาใชควบคุมโรค การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการปองกัน
กําจัดโรคพืชที่ชวยลดปญหาการใชสารเคมีทางการเกษตรที่ไมถูกตองเหมาะสม และเปนการนําเอาจุลินทรีย
ที่มีอยูในธรรมชาติมาใชใหเกิดประโยชน โดยเฉพาะจุลินทรียที่มีคุณสมบัติเปน antagonist ซ่ึงในปจจุบัน   
ไดมีการนํามาใชในการควบคุมโรคพืชทั้งเชื้อราและแบคทีเรีย จนกระทั่งแปรรูปเปนผลิตภัณฑ และจําหนาย
เปนการคากันอยางแพรหลาย เชน เชื้อรา Trichoderma และแบคทีเรีย Bacillus subtilis ณฏัฐิมาและคณะ 
(2548) จึงไดทําการศึกษาการใชประโยชนจากเชื้อ Bacillus spp. ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงและมะเขือเทศ 
และพบวา เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงถึง 60% แตจากงานวิจัย   
ที่ผานมาการนําเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ทําโดยใชสารละลายเชื้อท่ีเล้ียงในอาหารเหลวแลวนําไปจุมหัวพันธุ 
และ/หรือ ราดลงบนดิน ซ่ึงวิธีการปฏิบัติเชนนี้ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis มักไมคงที่ 
เปล่ียนแปลงไปตามสภาพแวดลอม ซ่ึงสวนใหญประสิทธิภาพมักจะลดลงอันเนื่องมาจากเซลลแบคทีเรีย  
ตายลง เนื่องดวยแบคทีเรียในสกุล Bacillus มีคุณสมบัติในการสรางสปอรที่เรียกวาเอ็นโดสปอร ซ่ึงมี       
ผนังหนา คงทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชน รังสี แรงกระแทก รอนจัดหรือเย็นจัดหรือสภาพ      
ขาดแคลนอาหาร และเอ็นโดสปอรจะสามารถงอกกลับมาเปน vegetative cell ไดใหมเมื่อใสลงไปในดินและ
สภาพแวดล อม เหมาะสม  และมี ป ระสิ ทธิ ภ าพควบคุ ม เ ชื้ อ โ รคได ทั นที ( http:/ / www.splammo. 
net/bact102/102/bacillus.html)โดยมหาวิทยาลัยนอททิ่งแฮม  ของประเทศอังกฤษไดคัดเลือกแบคทีเรีย              
B. subtilis และพัฒนาเปนรูปแบบผลิตภัณฑในรูปของเอ็นโดสปอรและไดรับการจดทะเบียนจาก EPA แลว
ในชื่อ MBI 600 โดยมีคุณสมบัติทนทานตอสภาพแวดลอม สามารถเก็บในสภาพแหงไดไมต่ํากวา 2 ป และ
ใชรวมกับสารเคมีชนิดอื่นไดอยางกวางขวาง และสปอรสามารถงอกกลับมาเปน vegetative cell และ         
เขาครอบคลุม (colonise) รากพืชไดทันที เมื่อใสลงไปในดิน (http://www.microbiogroup.com/BS1.htm) 
วาสนา และคณะ, 2547 ไดศึกษาการยืดอายุผลิตภัณฑ B.subtilis TISTR 001 เพื่อใชในฟารมเลี้ยงสัตว พบวา 
ถาเติมสารตัวพา (carrier) ไดแก zeolite, talcum, และ calcium carbonate ลงไปในผลิตภณัฑชนิดผง แมเพิ่ม
อุณหภูมิถึง 150 องศาเซลเซียสในระหวางกระบวนการผลิต สปอรของแบคทีเรียสามารถทนอยูไดและ
ปริมาณไมลดลง  และความเขมขนของเอ็นโดสปอรจะคงที่กว าผลิตภัณฑที่อยู ในรูปของเหลว 
(http://www.nowledge.biotec.or.th/doc_upload/200411495822.doc) เพ็ญจันทร, 2546 ไดศึกษาสูตรอาหาร 
ที่เหมาะสมตอขบวนการหมักสปอรของ B.subtilis TISTR 001 เพื่อเปนโพรไบโอติก พบวา การใชโมลาส
และกากถั่วเหลืองเปนองคประกอบของสูตรอาหารที่ใชหมัก  จะสามารถกระตุนการสรางสปอร               
ของแบคทีเรีย B.subtilis TISTR 001 ไดถึง 109 สปอร/มิลลิลิตร งานวิจัยนี้จึงเปนการศึกษาเพื่อพัฒนาสูตรสําเร็จ
ของแบคทีเรีย B.subtilis ใหอยูในรูปของเอ็นโดสปอร เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ ใหมีความคงทน 
เนื่องการมีชีวิตรอดในรูปสปอรของเชื้อ และสามารถนําไปใชไดทุกสภาพแมกระทั่งในสภาพที่มีอุณหภมูิสูง 
โดยอาศัยคุณสมบัติความทนทานของเอ็นโดสปอรและการงอกกลับมาเปนเซลลใหมไดโดยงายของเอ็นโด
สปอรดังกลาว   
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วิธีดําเนินการ 
 

อุปกรณ 
1. แบคทีเรีย B. subtilis 1 ไอโซเลท (ไอโซเลทที่ผานการทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคเหี่ยว

ของขิงที่เกิดจากเชื้อ R. solanacearum  (ณัฏฐิมาและคณะ, 2547) 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย PSA (Potato sucrose agar) 

 3. อุปกรณในหองปฏิบัติการ เชน จานอาหารเลี้ยงเชื้อ หลอดทดสอบ ตูเขี่ยเชื้อ เครือ่งเขยา 
(incubator shaker) ฯลฯ 

4. สารเคมีในหองปฏิบัติการ 
5. สารที่ไดจากของเหลือภาคเกษตร เชน หางนม กากน้ําตาล กากถั่วเหลือง โปรตีนปลา  

(เศษปลาหมัก) ฯลฯ 
 
วิธีกา 

1. การทดสอบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B. subtilis เพื่อกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร 
 สูตรอาหารทดสอบ (ภาคผนวก) ไดแก  

- ชุดท่ี 1 สูตรอาหารทั่วไป 15 สูตร ไดแก : CA  MY   NGA  PSB (Wakimoto’broth)  CPG  YP  NA   
NTG  GMP  B   N1 N2 N3 N4  และ N5   
 - ชุดท่ี 2 สูตรอาหารที่มีสวนผสมของสวนเหลือจากภาคเกษตร ไดแก :   SM1 SM2 FM1 FM2 FFS1 
และ FFS2 
 

ปฏิบัติดังนี ้
1.1 การเตรียมหัวเชื้อ : เล้ียงเชื้อแบคทีเรียทดสอบ B.subtilis บนอาหารแข็ง PSA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

จากนั้นถายเชื้อแบคทีเรียจํานวน 1 ลูป (loop) มาตรฐานลงในอาหารเหลว PSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุ
ในฟาสกขนาด 25 มิลลิลิตร นําไปเลี้ยงในสภาพเขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

1.2 การทดสอบในสูตรอาหารตางๆ : ถายหัวเชื้อ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวที่ใชทดสอบ           
ซ่ึงบรรจุอยูในฟาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 99 มิลลิลิตร นําไปบมเชื้อบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง   
ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 

1.3 การบันทึกผล : ตรวจผลโดยนับจํานวนเอ็นโดสปอรโดยการยอมสีและนับดวย counting 
chamber ภายใตกลองจุลทรรศน ทุก 24 ช่ัวโมง 
 
  
 
 



ผลงานวิจัยใช้ได้จริงจากหิ้งสู่ห้าง ครั้งที่ 2 

กรมวิชาการเกษตร  กระทรวงเกษตรและสหกรณ 106 

2. การทดสอบความเร็วรอบที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อ B.subtilis เพื่อกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร 
ปฏิบัติดังนี ้

2.1 เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis ในอาหารสูตร N3 ( Parry,J.M. และคณะ,1988) โดยปฏิบัติการ
ทดลองเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 

2.2 นําไปบมเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบตางๆ ไดแก 50 100 150 และ 200 รอบตอนาที      
เปนเวลา 360 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง (26 องศาเซลเซียส) 

2.3 ตรวจผลโดยนับจํานวนเอ็นโดสปอรโดยการยอมสีและนับดวย counting chamber ภายใตกลอง
จุลทรรศน 

3. การทดสอบความทนทานของเอ็นโดสปอรท่ีแบคทีเรีย B .subtilis สรางขึน้ ท่ีอุณหภูมิตางๆ 
ปฏิบัติดังนี้ 

3.1 เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis ในอาหารเหลว N1 N2 N3 N4 และ N5 บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 
200 รอบตอนาที เปนเวลา 240 ช่ัวโมง  

3.2 นําไปแชในน้ํารอนที่อุณหภูมิ 8 40 60 80 และ100 องศาเซลเซียสเปรียบเทียบกับที่อุณหภูมิปกติ 
(26 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 30 นาที  

3.3 นําไปเลี้ยงบนอาหารแข็ง PSA เพื่อนับจํานวนเซลลที่มีชีวิตรอด โดยวิธี serial dilution plate 
method 

4. ศึกษาการแปรรูปผลิตภณัฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis  
 4.1 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปของเหลว 

     1. เล้ียงแบคทีเรีย B. subtilisในอาหารเหลว FFS1 บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง   

     2. เติมสารละลาย MgSO4.7H2O 0.1 M  10 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเหลว (ขอ1) อัตรา 10 % ของ
ปริมาตร 
      3. เติมหางนมลงไป 4 เทา เขยาใหเขากัน 
      4. บรรจุขวดแกว ปดฝา วางไวที่อุณหภูมิหอง 

     5. ตรวจนับเซลลแบคทีเรียเร่ิมตนและทุก ๆ 1 เดือน เพื่อนับเซลลที่มีชีวิต โดยวิธี serial dilution 
plate technique เปรียบเทียบกับ การเลี้ยงบนอาหารเหลวที่ไมมีการแปรรูป 
 4.2 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปผง 

     1. ปฏิบัติการทดลองเชนเดียวกับ การทดลอง 4.1 (ขอ1-2) 
     2. เติม methyl cellulose 2.5 % อัตรา 1:1 ลงในสารละลายที่เตรียมไว (จากขอ 1)  
     3. เติมผงทัลคัม (Talcum) ลงไป 4 เทา คนใหเขากัน 
     4. นําไปผึ่งในที่รม จนกระทั่งผงแปงแหงสนิท (ประมาณ 2 สัปดาห) เก็บในถุงพลาสติกใส       

ปดปาก วางไวที่อุณหภูมิหอง 
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     5. ตรวจนบัเซลลแบคทีเรียเร่ิมตนและทุก ๆ 1 เดือน เพื่อนับเซลลที่มีชีวิต โดยวิธี serial dilution 
plate technique เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑแปรรูปแบคทีเรีย B.subtilis ที่เล้ียงบนอาหาร PSA ซ่ึงปฏิบัติ ดังนี ้

- เล้ียงแบคทีเรีย B.subtilis บนอาหารแข็ง PSA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
- เติมสารละลาย MgSO4.7H2O 0.1 M  10 มิลลิลิตร ขูดเซลลแบคทีเรีย 
- นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 7000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

20 นาที 
- รินเอาสวนใสมาผสมกับ Methyl cellulose 2.5 % อัตรา 1:1  
- เติมผงทัลคัม (Talcum) ลงไป 4 เทา คนใหเขากัน 
- นําไปผึ่งในที่รมจนกระทั่งผงแปงแหงสนิท เก็บในถุงพลาสติกใส ปดปาก วางไวที่

อุณหภูมิหอง  
 

ผลการทดลองและวจิารณ 
 

1. การทดสอบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B.subtilis เพื่อกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร 
 ผลการทดลอง พบวา หลังการเลี้ยงเชื้อ 240 ชั่วโมง มีอาหาร 8 สูตรไดแก YP NB NTG GMP N1 B 
N2 และ N5 ที่แบคทีเรีย B .subtilis สามารถสรางเอ็นโดสปอรประมาณ 102สปอรตอมิลลิลิตร หลังจากเลี้ยงเชื้อ
เปนเวลา 360 ชั่วโมง พบวา B. subtilis  สามารถสรางเอ็นโดสปอรในอาหารทั้ง 15 สูตร โดยที่ในสูตร N3 
และ N4 แบคทีเรียสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุด เทากับ 2.13 x 106 และ2.34 x 106สปอรตอมิลลิลิตรตามลําดับ 
และเมื่อเล้ียงเชื้อจนครบ 480 ชั่วโมง พบวา แบคทีเรียสามารถสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุดถึง108ในอาหาร 6 สูตร 
ไดแก N1 B N2 N5 N4 และ N3 โดยมีปริมาณเอ็นโดสปอรเทากับ 1.10 x 108 1.38 x 108 1.40 x 108 1.43 x 
108 2.48 x 108 และ 3.10 x 108สปอรตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (ตารางที่ 1) 
 การทดสอบสูตรอาหารที่มีสวนผสมของสวนเหลือจากภาคเกษตร 6 สูตร พบวา เมื่อเล้ียงแบคทีเรีย 
B.subtilis ในอาหารที่มีสวนผสมของเศษปลาหมักผสมกับกากถั่วเหลืองอัตรา 1:1 (FFS) แบคทีเรียสามารถ
สรางเอ็นโดสปอรไดปริมาณสูงภายใน 5 วัน คือ สรางเอ็นโดสปอรไดถึง 2.1 x 108สปอรตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 2) 
 ดังนั้นสูตรอาหารที่เหมาะสมในการนําไปแปรรูป คือ สูตร FFS1 ซ่ึงมีสวนผสมที่ราคาถูก หางาย 
และใชเวลาในการเลี้ยงแบคทีเรียไมนานมาก 

2. การทดสอบความเร็วรอบท่ีเหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อ B. subtilis เพื่อกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร 
 ผลการทดลอง พบวา หลังการเลี้ยงเชื้อในอาหาร N3 เปนเวลา 360 วัน การเขยาบนเครื่องเขยา         
ที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบตอมิลลิลิตร แบคทีเรียสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุด โดยมีปริมาณเทากับ 
7.1x108 และ 9.7x108 สปอรตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ทั้งนี้โดยพบวา การเพิ่มความเร็วรอบของการเขยามากขึ้น
ซ่ึงเปนการเพิ่มปริมาณออกซิเจนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ก็จะทําใหปริมาณการสรางเอ็นโดสปอรเพิ่มมากขึ้น
ตามลําดับ (ตารางที่ 3) 
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3. การทดสอบความทนทานของเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis  ท่ีอุณหภูมิตางๆ 
  ผลการทดลอง พบวา แบคทีเรียทดสอบสามารถทนทานทั้งในสภาพอุณหภูมิต่ํา 8 องศาเซลเซียส 
และอุณหภูมิสูงถึง 100 องศาเซลเซียส เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหาร 5 สูตร โดยพบวา เมื่อแชในน้ําเย็นอุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส แบคทีเรียยังคงมีชีวิตรอดถึงประมาณ 106 โคโลนีตอมิลลิลิตร ปริมาณลดลงเพียงเล็กนอย    
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (อุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส) ซ่ึงมีปริมาณเทากับ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร 
และจากการทดสอบการทนทานในสภาพอุณหภูมิสูง พบวา ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนอุณหภูมิ   
ซ่ึงใกลเคียงกับสภาพแปลงปลูก แบคทีเรียสามารถมีชีวิตรอดประมาณ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร โดยที่ปริมาณ
ไมลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมอุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีปริมาณแบคทีเรียประมาณ 107

โคโลนีตอมิลลิลิตร และในสภาพอุณหภูมิสูงถึง 100 องศาเซลเซียส แบคทีเรียก็ยังคงมีชีวิตรอดถึง 104 
โคโลนีตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 4)  

 จากการทดลองนี้ การตรวจผลจําเปนตองใชวิธีการนับโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวิธี serial 
dilution plate method เพื่อตรวจสอบเซลลที่มีชีวิตรอดเทานั้น และจากลักษณะคุณสมบัติของแบคทีเรียในกลุม 
Bacillus ถาแบคทีเรียอยูในสภาพเปนเซลลและยังไมสรางเอ็นโดสปอร แบคทีเรียสามารถเติบโตไดดีที่
อุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซียส (http://yalor.yru.ac.th/~dolah/notes/4034605-2-48/MM_404652038_12.doc) 
และเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นเซลลแบคทีเรียจะตายลงจนไมสามารถมีชีวิตรอดได โดยเฉพาะถาอุณหภูมิสูงถึง 40 
องศาเซลเซียส ดังนั้นการที่โคโลนีแบคทีเรียยังสามารถเจริญอยูไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ทั้งที่แชในน้ํารอน
อุณหภูมิ 40 - 100 องศาเซลเซียส แสดงวา เอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis เทานั้นที่ยังทนตอความรอน
และเจริญกลับมาเปนเซลลปกติไดตามเดิม  

4. ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B. subtilis   
 4.1 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B. subtilis ในรปูของเหลว 
 การทดลองแปรรูปผลิตภัณฑโดยใชหางนมเปนสารพาหะ เปนวิธีการที่งาย ไมยุงยาก หลังจาก    
เก็บผลิตภัณฑไวเปนเวลา 2 - 3 เดือน ในสภาพอุณหภูมิหอง พบวา ปริมาณเซลลมีชีวิตของ B. subtilis ลดลง
ไมมากนัก แตหลังจาก 3 เดือน ปริมาณเซลลแบคทีเรียที่มีชีวิตเริ ่มลดลงอยางรวดเร็ว และเมื ่อหลัง              
การเก็บผลิตภัณฑเปนเวลา 5 เดือน ปริมาณเซลลแบคทีเรียลดลงจาก 107 เปน 106 โคโลนีตอมิลลิลิตร               
เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณเซลลแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหาร FFS1 ซ่ึงไมมีการแปรรูป พบวา ปริมาณเซลล
แบคทีเรียยังมีปริมาณถึง 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 5) 

การแปรรูปเปนผลิตภัณฑเหลว จะตองมีการปรับปรุงกรรมวิธีตอไป เพื่อใหปริมาณเซลลแบคทีเรีย 
ที่ยังมีชีวิตรอดใหไดไมต่ํากวา 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร โดยอาจจะมีการปรับเปลี่ยนอัตราของหางนมที่ใช 
และ/หรือ เปล่ียนชนิดสารพาหะเพื่อใหเหมาะสมตอการดํารงอยูของเซลลแบคทีเรียตอไป 
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 4.2 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปผง 
 จากการทดลอง  พบวา การแปรรูปผลิตภัณฑโดยใช ทัลคัมและแปงขาวโพดเปนสารพาหะ
เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม คือ ผลิตภัณฑที่แปรรูปจากแบคทีเรียที่ลางบนอาหาร PSA โดยไมมี          
การกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร พบวา ปริมาณเซลลแบคทีเรียเร่ิมตนไมแตกตางกัน คือ เทากับ 108 โคโลนี
ตอมิลลิลิตร แตเมื่อเก็บไว 5 เดือน พบวา ไมพบปริมาณเซลลแบคทีเรียที่มีชีวิตรอดในกรรมวิธีควบคุม ในขณะ
ที่กรรมวิธีที่แปรรูปจากการกระตุนเอ็นโดสปอรในอาหาร FFS1 ที่ใชทัลคัมและแปงขาวโพดลดลงเหลือ 107 
โคโลนีตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 6) 
 เมื่อเปรียบเทียบขั้นตอนการผลิต พบวา การใชแปงขาวโพดจะคอนขางยุงยาก เนื่องจากแปงขาวโพด
มีความมัน ล่ืน การเกาะติดในขั้นตอนการผสมเชื้อคอนขางยาก ใชเวลานาน แตขอดีคือ ผลิตภัณฑที่ได
ละลายน้ําไดดีกวาการใชสารทัลคัม ไมเหลือตะกอน และราคาไมตางกัน  
 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากผลการทดลองสรุปไดวา มีอาหารที่ชวยกระตุนการสรางเอ็นโดสปอรของ B. subtilis สูงสุด 
ไดแก N1 B N2 N5 N4  N3 และ FFS1 สามารถกระตุนการสรางเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B. subtilis ไดสูง
ถึง 108  สปอรตอมิลลิลิตร โดยสูตร N3 สามารถกระตุนการสรางเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B. subtilis       
ไดสูงสุดถึง 3.10 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร แตสูตรที่เหมาะสมตอการนํามาใชในขบวนการแปรรูป คือ       
สูตร FFS1 เนื่องจากสวนผสมมีราคาถูก หาซื้องาย และใชเวลาการเลี้ยงในระยะสั้นที่สุด การเลี้ยงแบคทีเรีย
ในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบตอนาที เปนสภาพที่เหมาะสมตอการสรางเอ็นโดสปอร   
ของแบคทีเรียทดสอบ และพบวา แบคทีเรีย B.subtilis สามารถทนอุณหภูมิไดต่ําถึง 8 องศาเซลเซียสและ   
สูงถึง 100 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสซึ่งเปนอุณหภูมิที่ใกลเคียงกับสภาพแปลงปลูก
ปริมาณเอ็นโดสปอรไมลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือที่อุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส  

การใชหางนมในอัตราดังกลาวเปนสารนําพาในขบวนการแปรรูปเปนผลิตภัณฑชนิดเหลว             
ยังไมเหมาะสม เนื่องจากปริมาณเซลลแบคทีเรียที่มีชีวิตรอดลดลงรวดเร็วภายใน 5 เดือน การแปรรูปเปน
ผลิตภัณฑผงโดยใชสารทัลคัมและแปงขาวโพดเปนสารนําพาปริมาณเซลลแบคทีเรียที่มีชีวิตรอดหลังการเก็บ  
7 เดือนไมมีความแตกตางกัน โดยมีปริมาณเซลลที่มีชีวิตรอด 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร ในขณะที่การแปรรูป
จากแบคทีเรียที่เล้ียงบนอาหาร PSA โดยไมมีการกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร ไมพบการรอดของเซลล
แบคทีเรีย B. subtilis หลังการเก็บผลิตภัณฑไว 5 เดือน 
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การนําไปใชประโยชน 
 

1. ผลงานวิจัยที่ไดสามารถใชเปนตนแบบในการผลิตแบคทีเรีย B.subtilis ใหเปนผลิตภัณฑในรูป
ของเอ็นโดสปอร เพื่อใชในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี ตลอดจนเปนตนแบบในการพัฒนาผลิตภัณฑ     
เอ็นโดสปอรของ B. subtilis  เพื่อนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมอื่น ๆ เชน อุตสาหกรรมเพาะเลี้ยงกุง หรือ
อุตสาหกรรมเลี้ยงสัตว เปนตน 

2. ผลิตภัณฑที่พัฒนาได มีสวนชวยสนับสนุนการลดการใชสารเคมีของเกษตรกรในอนาคต        
เพื่อรักษาสิ่งแวดลอม และสงเสริมสุขอนามัยของเกษตรกร ซ่ึงสอดคลองกับนโยบายของกรมวิชาการเกษตรที่ให
มีการดําเนินงานในดานการลดการใชสารเคมี 

3. ชวยสนับสนุนภาคการสงออกพืชผัก ผลไม ซ่ึงการปองกันกําจัดโรคพืชโดยชีววิธี เปนหนทาง
หนึ่งในการแสดงเจตนาใหนานาประเทศไดรับรูวาประเทศไทยมีความตั้งใจที่จะแกปญหาการใชสารเคมีใน
การผลิตสินคาเกษตร ผลผลิตทางการเกษตรที่ผลิตจากประเทศไทย เปนสินคาที่มีคุณภาพ ปลอดภัย  

4. นักวิชาการที่เกี่ยวของสามารถนําผลงานวิจัย ไปตอยอดหรือประยุกตใชกับงานดานการพัฒนา
สารชีวภัณฑ เพื่อเพิ่มคุณภาพและประสิทธภิาพของผลิตภัณฑ เพื่อการควบคุมศัตรูพืชอยางยั่งยืน 

5. เผยแพรความรูของงานวิจัยสูนักวิชาการ นิสิต-นักศึกษา ภาคเอกชน เกษตรกร และผูสนใจ ในรูป
ของบทความทางวิชาการตีพิมพผลงานเผยแพรในวารสาร และเผยแพรผานทางเครือขาย Information 
technology (IT) ผานเว็ปไซตของกรมวิชาการเกษตร การบรรยายในงานประชุมวิชาการ ของหนวยงานตางๆ 
และอบรมแกผูสนใจและเกษตรกรโดยตรง 
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ตารางที่ 1 ปริมาณเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สรางขึ้นในอาหาร 15 สูตร 

   หลังการเลี้ยงเช้ือ 240 360 และ 480 ชั่วโมง ตามลําดับ 
 

ปริมาณเอ็นโดสปอรที่เวลาตางๆ (สปอร/มิลลลิิตร) 
สูตรอาหาร 

240 ชั่วโมง (10 วัน) 360 ชั่วโมง (15 วัน) 480 ชั่วโมง (20 วัน) 

CA 0 1.02 x 102 1.42 x 102 

MY 0 3.36 x 102 5.70 x 103 
NGA 0 7.28 x 103 2.60 x 105 
PSB 0 8.48 x 103 3.00 x 105 
CPG 0 8.97 x 103 7.00 x 105 
YP 0 1.36 x 104 1.04 x 106 
NB 1.3 x 102 6.45 x 104 1.46 x 106 

NTG 1.27 x 102 8.38 x 104 2.00 x 106 
GMP 1.63 x 102 3.94 x 105 1.04 x 107 
N1 2.23 x 102 7.33 x 105 1.10 x 108 
B 2.46 x 102 8.26 x 105 1.38 x 108 

N2 3.34 x 102 8.28 x 105 1.40 x 108 
N5 3.36 x 102 8.63 x 105 1.43 x 108 
N4 0 2.13 x 106 2.48 x 108 
N3 0 2.34 x 106 3.10 x 108 
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ตารางที่ 2 ปริมาณเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สรางขึ้นในอาหารที่มีสวนผสมของ 
     สวนเหลือจากภาคเกษตร 6 สูตร หลังการเลี้ยงเชื้อ 72 และ120 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
 

ปริมาณเอ็นโดสปอรที่เวลาตางๆ (สปอร/มิลลลิิตร) 
สูตรอาหาร 

72 ชั่วโมง (3 วัน) 120 ชั่วโมง (5 วัน) 

FFS1 1.9 x 106 2.1 x 108 
FFS2 1.1 x 106 9.6 x 107 
FM1 1.2 x 106 7.3 x 107 
FM2 8.5 x 105 8.2 x 106 
SM1 8.1 x 105 2.0 x 106 
SM2 2.8 x 105 1.9 x 106 

 
ตารางที่ 3 ปริมาณเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สรางขึ้นในอาหาร N3  

          (Parry,J.M. และคณะ,1988) ในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบตางๆ เปนเวลา 360 วนั  
    ณ อุณหภูมหิอง (26 องศาเซลเซียส) 

 

ความเร็วรอบ (รอบตอนาที) ปริมาณเอ็นโดสปอร (สปอร/มิลลิลิตร) 
50 4.10 x 106 

100 5.60 x 106 
150 7.10 x 108 
200 9.70 x 108 

 
ตารางที่ 4 ปริมาณเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชีวติรอด ในอาหาร N3  

    (Parry,J.M.และคณะ,1988) ที่แชในน้ําอุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 30 นาที 
 

อุณหภูมิ (0C) ปริมาณเอ็นโดสปอร (สปอร/มิลลิลิตร) 
8 9.20 x 106 
26 1.60 x 107 
40 1.90 x 107 
60 1.38 x 106 
80 1.43 x 104 

100 1.38 x 104 
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ตารางที่ 5 ปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนิดเหลวที่ใชหางนมเปนสารนําพา 
     เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑที่เล้ียงในอาหารเศษปลาหมกัผสมกากถั่วเหลือง (FFS1)  
     ที่ไมมีการแปรรูป  เก็บที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 เดือน 
 

ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลน/ีมิลลิลิตร) 
เดือนที ่

ในผลิตภัณฑแปรรูป ในอาหารFFS1 

0 1/ 1.1 x 108 1.0 x 108 
1 0.7 x 108 5.3 x 108 
2 0.2 x 108 5.9 x 107 
3 5.3 x 106 8.0 x 107 
4 2.8 x 106 8.6 x 107 
5 3.3 x 105 8.3 x 107 

1/ ปริมาณเซลลแบคทีเรียเริ่มตนหลังการแปรรูป 

 
ตารางที่ 6 ปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตรอดในผลิตภัณฑทีใ่ชสารทัลคัม และแปงขาวโพดเปนสารนําพา 
    เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑที่เล้ียงบนอาหาร PSA กอนแปรรูป เก็บที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 เดือน 
 

ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลน/ีมิลลิลิตร) 
เดือนที ่ ทัลคัม 

(อาหาร FFS1)2/ 
แปงขาวโพด 

(อาหาร FFS1)2/ 
ทัลคัม 

(อาหาร PSA)3/ 
0 1/ 1.2 x 108 1.5 x 108 2.1 x 108 
1 0.9 x 108 0.6 x 108 1.5 x 108 
2 1.7 x 107 1.5 x 107 2.0 x 108 
3 2.2 x 107 1.7 x 107 1.5 x 107 
4 1.3 x 107 1.5 x 107 4.3 x 107 
5 3.2 x 107 3.0 x 107 0 
6 1.0 x 107 9.0 x 107 0 
7 1.5 x 107 2.5 x 107 0 

1/ ปริมาณเซลลแบคทีเรียเริ่มตนหลังการแปรรูป 
 2/ ผลิตภัณฑแปรรูปที่เลี้ยงบนอาหาร FFS1 กอนแปรรูป 
3/ ผลิตภัณฑแปรรูปที่เลี้ยงบนอาหาร PSA กอนแปรรูป 
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ภาคผนวก 
 

สูตรอาหารทดสอบ 15 สูตร 
Malt-yeast extract (MY) 
 Malt extract    3  กรัม 
 Yeast extract    3  กรัม 
 Peptone     5  กรัม 
 Glucose     10.00  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
Peptone-calcium carbonate 
 Peptone     5  กรัม 
 CaCO3     3  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
CPG 
 Casamino acid    1  กรัม 
 Peptone     10  กรัม 
 Glucose     10  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
NGA 
 Beef extract    3  กรัม 
 Peptone     5  กรัม 
 Glucose     2.5  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
PSB (wakimoto’broth) 
 Potato     300  กรัม 
 Sucrose     20  กรัม 
 Ca(Na3)24H2O    0.5  กรัม 
 NaHPO4. 12H2O    2  กรัม 
 Peptone     5  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
B 
 Yeast extract    1  กรัม 

Beef extract    3  กรัม 
 Peptone     5  กรัม 
 MnSO4. H2O    50  มิลลิกรัม 
 CaCl2. 2H2O    100  มิลลิกรัม 
 MgSO4. 7H2O    500  มิลลิกรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
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GMP 
 Glucose     15  กรัม 
 Peptone     6  กรัม 
 Meat  extract    3  กรัม 
 Yeast extract    3  กรัม 
 NaCl     5  กรัม 
 MgSO4. 7H2O    0.25  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
YP 
 Yeast extract    5  กรัม 
 Peptone     10  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
NB 
 Peptone     5  กรัม 

Beef extract    3  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
NTG 
 Glucose     20  กรัม 
 KH2PO4     0.4  กรัม 
 MgSO4. 7H2O    0.2  กรัม 
 NaCl     1  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
N1 :Norris J.R และคณะ (1981) 
 Peptone     5  กรัม 
 Meat  extract    3  กรัม 
 Mn 2SO4. H2O    0.005  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
N2 : Parry J.M และคณะ (1988) 
 Mn 2SO4. H2O    0.03  กรัม 
 KH2PO4     0.25  กรัม 

Beef extract    3  กรัม 
 Peptone     5  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
N3 : Parry J.M และคณะ (1988) 
 Peptone     15  กรัม 
 Yeast extract    3  กรัม 
 NaCl     6  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
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N4 
 Ca(Na3)24H2O    0.5  กรัม 
 NaHPO4. 12H2O    2  กรัม 
 Peptone     15  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
N5 
 Ca(Na3)24H2O    0.5  กรัม 
 NaHPO4. 12H2O    0.5  กรัม 
 Peptone     5  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
SM1 กากถั่วเหลือง    10  กรัม 
 กากน้ําตาล (โมลาสส;cane molass) 10  มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
SM2 
 กากถั่วเหลือง    10  กรัม 
 กากน้ําตาล (โมลาสส;cane molass) 5.0  มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
FM1 
 ปลาปน     10  กรัม 
 กากน้ําตาล (โมลาสส;cane molass) 10  มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
FM2 
 ปลาปน     10  กรัม 
 โมลาสส (cane molass)   5.0  มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
FFS1 
 โปรตีนปลา (เศษปลาหมัก)  10  มิลลิลิตร 
 กากถั่วเหลือง    10  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
FFS2 
 โปรตีนปลา (เศษปลาหมัก)  10  มิลลิลิตร 
 กากถั่วเหลือง    5  กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
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แบคทีเรีย Bacillus subtilis  เอ็นโดสปอรของ Bacillus 

ผลิตภัณฑเหลวเอ็นโดสปอร Bacillus subtilis 

ผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอร Bacillus subtilis 


	พันธุ์
	สายพันธุ์/พันธุ์
	กรรมวิธี
	N 0

	พันธุ์
	ลักษณะ
	Khonkaen 80 : A Small Size-fruit Papaya for Table Consumption and Export 
	วิไล ปราสาทศรี1/  อุดม คำชา2/  เฉลิมชัย ปราสาทศรี3/ 
	รัชนี ศิริยาน1/  สุวิทย์ ชัยเกียรติยศ4/  Dennis Gonsalves5/ 
	คำนำ 
	วิธีดำเนินการ 

	เวลาและสถานที่ทำการทดลอง 
	ผลการทดลอง 
	การนำไปใช้ประโยชน์ 
	คำขอบคุณ 
	เอกสารอ้างอิง 


	ดอกที่พร้อมจะผสมเกสร 
	แผนภูมิที่ 1  วัฏจักรการเจริญเติบโตของมะลิ 

	ผลสำเร็จและการนำไปใช้ประโยชน์ 
	เอกสารอ้างอิง 

	ระบบการปลูกปาล์มน้ำมันทดแทนสวนปาล์มน้ำมันเดิม 
	Oil Palm Replanting System 
	คำนำ 
	วิธีการดำเนินงาน 
	 
	1. สิ่งที่ใช้ในการทดลอง 
	2. แบบและวิธีการทดลอง 
	3. วิธีปฏิบัติในการทดลอง 
	4. การบันทึกข้อมูล 
	5. ระยะเวลาและสถานที่ดำเนินการ 
	6. ประวัติพื้นที่การทดลอง 
	7. คุณสมบัติของดินในแปลงทดลอง 


	ผลการทดลองและวิจารณ์ 
	1. การเจริญเติบโตของต้นปาล์มน้ำมันที่ปลูกทดแทน 
	 1.2 ดัชนีพื้นที่ใบ (Leaf area index) 
	2. ผลผลิตของปาล์มน้ำมัน  
	     2.1 ผลผลิตปาล์มน้ำมัน 


	สรุปผลการทดลองและการแนะนำ 
	    
	การนำไปใช้ประโยชน์ 
	เอกสารอ้างอิง 




