
 782 

การพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร Bacillus subtilis  
ควบคุมโรคเหี่ยวของขิง 

Formulation of Bacillus subtilis Endospore for Controlling 
Ginger Wilt 

 
  บุษราคัม  อุดมศักด์ิ      ณฏัฐิมา  โฆษิตเจริญกลุ  
กลุมวิจัยโรคพืช      สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 

__________________________________ 
บทคัดยอ 

ในปที ่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) ไดทําการพฒันารูปแบบผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร 
Bacillus subtilis ควบคุมโรคเหี่ยวของขิง เร่ิมจากการทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือที่เหมาะสมตอการ
สรางเอ็นโดสปอรของ B.subtilis จํานวน 21 สูตร  ทดสอบปจจยัที่เกี่ยวของกบัการสรางเอ็นโด
สปอร ไดแก ทดสอบความเร็วรอบในการเขยาเพื่อการบมเช้ือ อุณหภูมิ และแสงที่เหมาะสมตอการ
เล้ียงเชื้อเพื่อกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร ทดสอบความทนทานของ B.subtilis ที่อยูในระยะเอ็นโด
สปอรในสภาพอุณหภูมิตางๆ และศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑ  B.subtilis ในรูปเอ็นโดสปอร ผล
การทดลองพบวา อาหารสตูร  N1 B N2 N5 N4  N3 และ FFS1 สามารถกระตุนการสรางเอ็นโด
สปอรของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงถึง108  สปอรตอมิลลิลิตร โดยสูตร N3 สามารถกระตุนการ
สรางเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงสุดถึง 3.10 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร เมื่อเล้ียงเช้ือ
เปนเวลา 480 ชั่วโมง (20 วัน) และสูตร FFS1 สามารถสรางเอ็นโดสปอรได 2.1 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 120 ชัว่โมง (5 วัน) การเล้ียงแบคทีเรียในสภาพเขยาที่ความเร็ว
รอบ 150 และ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิปกติ (26 องศาเซลเซยีส) ภายใตแสงธรรมดา เปน
สภาพทีเ่หมาะสมตอการเล้ียงแบคทีเรีย B.subtilis ในการกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร และพบวา 
แบคทีเรีย B.subtilis สามารถทนอุณหภูมิไดตํ่าถึง 8 องศาเซลเซียสและสูงถงึ 100 องศาเซลเซยีส 
โดยที่อุณหภูม ิ 40 องศาเซลเซียสซึ่งเปนอุณหภูมทิีใ่กลเคียงกบัสภาพแปลงปลูกปริมาณเอ็นโด
สปอรไมลดลงเม่ือเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม (ที่อุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส) ในการทดสอบ
การแปรรูปผลิตภัณฑในรูปของเหลว ผลการทดลอง พบวา หลังการทดสอบ 3 เดือน ปริมาณ
แบคทีเรียที่มีชวีิตรอดในผลิตภัณฑที่ใสสารนําพา (หางนม) ลดลงเพียงเล็กนอย คือจาก 1.1 x 108 
โคโลนี/มิลลิลิตร เปน 0.2x 108 โคโลน/ีมลิลิลิตร แตหลังเก็บผลิตภัณฑเปนเวลา 5 เดือน ปริมาณ 
เซลแบคทีเรียที่มีชีวิตเร่ิมลดลงอยางรวดเร็ว จาก 107 เปน 106 โคโลนี/มิลลิลิตร การทดสอบการแปร  
_________________________ 
รหัสการทดลอง 07-01-49-06 
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รูปผลิตภัณฑในรูปผง พบวา หลังการแปรรูปปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตนมปีริมาณเทากนัคือ108 
โคโลนี/มิลลิลิตร แตการใชแปงขาวโพดเปนสารนาํพามีขอเสียคือ การเกาะติดคอนขางยาก
เนื่องจากแปงขาวโพดมีลักษณะมันล่ืน ตองใชเวลานานในการคลุกเคลา ขอดีคือ ผลิตภัณฑละลาย
น้ําไดดี ในขณะที่การใชสารทัลคัม การละลายน้าํจะมีตะกอนตกคาง  หลังการเก็บรักษาเปนเวลา 1 
เดือนพบวา ปริมาณเอ็นโดสปอรยังไมแตกตางกนัและยงัไมลดลง หลังการเก็บรักษา 7 เดือน พบวา 
ปริมาณแบคทเีรียจากทั้งสองผลิตภัณฑมปีริมาณเทากนัแตลดลงเหลือ 107 โคโลนี/มิลลิลิตร 
ในขณะที่ปริมาณแบคทีเรียจากผลิตภัณฑที่แปรรูปจากการเล้ียงแบคทีเรียบนอาหาร PSA ซึ่งไมมี
การกระตุนใหสรางเอ็นโดสปอร ไมมีแบคทีเรีย B.subtilis ที่มีชวีิตรอด เมื่อเปรียบเทียบตนทนุการ
ผลิตพบวา ราคาของสารนาํพาทั้งสองชนดิที่นาํมาใชแปรรูปไมแตกตางกนั ในป 2550-2551 ไดทํา
การปรับวิธกีารแปรรูปผลิตภัณฑเหลวโดยลดปริมาณหางนมซ่ึงใชเปนสารนําพา ลง 2 เทา ศึกษา
การเก็บรักษา และทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเหลวในโรงเรือนทดลอง ผลการทดลองพบวา 
การปรับวิธกีารแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยลดหางนมลง 2 เทา พบวา ปริมาณเซล Bs ที่มีชีวิตรอด
มีคาไมคงที ่ แตปริมาณกลับเพิ่มข้ึนจากปริมาณเซลเร่ิมตน เมื่อเกบ็เปนเวลา 5 เดือน และไมมี
ความแตกตางกับผลิตภัณฑที่ไมเติมหางนม แตจะมีปริมาณมากกวาในผลิตภัณฑที่ไดจากอาหาร 
PSB เปรียบเทียบการเก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมหิองปกติและในตูเยน็พบวาเมื่อเก็บเปนเวลา 
5 เดือนปริมาณเซล Bs ทีม่ชีีวิตรอดมีปริมาณเพิม่ข้ึนโดยในสภาพอุณหภูมิปกติมปีริมาณมากกวาที่
เก็บในตูเยน็แตสําหรับผลิตภัณฑผงปริมาณเซลBsที่มีชวีิตรอดมีปริมาณลดลงเทากนัทัง้2แหลงเกบ็ 
 ปที่ 4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)  ไดทาํการทดสอบการแปรรูปผลิตภัณฑเหลวเอ็นโดสปอร
โดยการเติมและไมเติมหางนมเปนสารนําพา  เก็บในสภาพอุณหภูมิปกติและอุณหภูมิตํ่า ผลการ
ทดลองพบวา การแปรรูปผลิตภัณฑ B. subtilis  จากการเล้ียง Bs ในอาหาร FFS1 การเติมหางนม
ลงเปนสารนาํพา ปริมาณการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียไมแตกตางกับการไมเติมหางนม เมื่อเก็บใน
สภาพอุณหภูมิปกติเปนเวลา 6 เดือน และพบวา ผลิตภัณฑเหลวทีผ่สมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs 
ในอาหาร FFS1 มีปริมาณแบคทีเรียที่มีชวีิตสูงกวาผลิตภัณฑที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs  ใน
อาหาร PSB การเก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมิตํ่า การมีชวีิตรอดของ Bs ในผลิตภัณฑ 
FFS1+SM และ PSB+SM มีปริมาณลดลงมากกวา การเก็บในสภาพอุณหภูมิปกติ ผลการทดสอบ
ประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในสภาพโรงเรือน พบวา การคลุกดินดวย
ผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรกอนปลูก มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวขิงตํ่าสุด และทุกกรรมวธิีสามารถ
ลดการเกิดโรคไดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ทัง้นีก้ารคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโด
สปอรพบเปอรเซ็นตการเกิดโรคตํ่ากวาการราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ  
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คํานํา 
เชื้อแบคทีเรีย  Ralstonia solanacearum เปนแบคทเีรียสาเหตุโรคพชืที่มีความสําคัญมาก 

กอใหเกิดโรคเหี่ยวในพืชเศรษฐกิจที่สําคัญหลายชนิด เชน มนัฝร่ัง ขิง ปทุมมา การควบคุมโรคดวย
สารเคมีคอนขางยาก และมักกอใหเกิดผลกระทบตอผูบริโภคและสภาพแวดลอมตามมา จึงไดมี
การศึกษาเพื่อหาวิธีควบคุมโรคเหี่ยวที่มีความปลอดภัยหลายวธิี เชน การเขตกรรม การปรับปรุง
พันธุ และการควบคุมโรคโดยชีววธิีโดยการนําเช้ือจุลินทรีย ที่มีคุณสมบัติเปนเช้ือจุลินทรียปฏิปกษ 
(antagonist) 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธจีึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการปองกนักาํจัดโรคพืชที่ชวยลด
ปญหาการใชสารเคมีทางการเกษตรที่ไมถูกตองเหมาะสม และเปนการนําเอาจุลินทรียที่มีอยูใน
ธรรมชาติมาใชใหเกิดประโยชน โดยเฉพาะจุลินทรียทีม่คุีณสมบัติเปนantagonist ซึ่งในปจจุบันได
มีการนาํมาใชในการควบคุมโรคพืชทัง้เช้ือราและแบคทีเรีย จนกระทัง่แปรรูปเปนผลิตภัณฑ และ
จําหนายเปนการคากันอยางแพรหลาย เชน เชื้อรา Trichoderma และแบคทีเรีย Bacillus subtilis  
ณัฏฐิมาและคณะ (2548) จึงไดทาํการศึกษาการใชประโยชนจากเชือ้ Bacillus spp. ในการ
ควบคุมโรคเหีย่วของขิงและมะเขือเทศ และพบวา เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis  มีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคเหีย่วของขิงถึง 60%  แตจากงานวิจัยที่ผานมาการนําเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis  ทําโดย
ใชสารละลายเชื้อที่เล้ียงในอาหารเหลวแลวนาํไปจุมหวัพันธุ และ/หรือราดลงบนดิน ซึ่งวิธีการ
ปฏิบัติเชนนี้ประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis  มักไมคงที่ เปล่ียนแปลงไปตาม
สภาพแวดลอม ซึ่งสวนใหญประสิทธิภาพมักจะลดลงอันเนื่องมาจากเซลแบคทีเรียตายลง 

เนื่องดวยแบคทีเรียในสกุลBacillus มีคุณสมบัติในการสรางสปอรที่เรียกวาเอ็นโดสปอร 
(endospore)  ซึ่งเปนอวัยวะที่อยูในเซลแบคทีเรีย (vegetative cell)  โดยเอ็นโดสปอรจะมีผนังหนา 
คงทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชน รังสี แรงกระแทก รอนจัดหรือเย็นจัดหรือสภาพขาด
แคลนอาหาร และเอ็นโดสปอรจะสามารถงอกกลับมาเปน vegetative cell ไดใหมเมื่อใสลงไปใน
ดิ น แ ล ะ ส ภ า พ แ ว ด ล อ ม เ ห ม า ะ ส ม แ ล ะ มี ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ค ว บ คุ ม เ ชื้ อ โ ร ค ไ ด ทั น ที 
(http://www.splammo. net/bact102/102/bacillus.html) โดยมหาวิทยาลัยนอททิ่งแฮม 
(University of Nottingham) ของประเทศอังกฤษไดทําการศึกษาและคัดเลือกแบคทีเรีย B. 
subtilis และรูปแบบผลิตภัณฑในรูปของเอ็นโดสปอรและไดรับการจดทะเบียนจาก EPA แลวในช่ือ 
MBI 600 โดย มีคุณสมบัติทนทานตอสภาพแวดลอม สามารถเก็บในสภาพแหงไดไมตํ่ากวา 2 ป 
สามารถใชรวมกับสารเคมีชนิดอ่ืนไดอยางกวางขวางและสปอรสามารถงอกกลับมาเปน 
vegetative cell และเขาครอบคลุม (colonise) รากพืชไดทันที เมื่อใสลงไปในดิน (http://www. 
microbiogroup.com/BS1.htm) 
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วาสนา และคณะ, 2547 ไดศึกษาการยืดอายุผลิตภัณฑ B. subtilis TISTR 001 เพื่อใชใน
ฟารมเล้ียงสัตว พบวา ถาเติมสารตัวพา (carrier) ไดแก zeolite, talcum, และ calcium 
carbonate ลงไปในการรูปแบบผลิตภัณฑชนิดผง แมเพิ่มอุณหภูมิถึง 150 องศาเซลเซยีสใน
ระหวางกระบวนการผลิตกต็าม สปอรของแบคทีเรียกส็ามารถทนอยูไดและจํานวนของเอ็นโดสปอร
ก็ไมลดลง และพบวาความเขมขนของเอ็นโดสปอรจะคงทีก่วาผลิตภัณฑที่อยูในรูปของเหลว 
(http://www.nowledge.biotec.or.th/doc_upload /200411495822 .doc) 

เพ็ญจันทร,2546 ไดศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมตอขบวนการหมักสปอรของ B.subtilis 
TISTR 001 เพื่อเปนโพรไบโอติก พบวา การใชโมลาสและกากถั่วเหลืองเปนองคประกอบของสูตร
อาหารที่ใชหมกั จะสามารถกระตุนการสรางสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis TISTR 001 ไดถึง 109 
สปอร/มิลลิลิตร 

งานวิจยันี้จงึเปนการศึกษาเพื่อพัฒนาสูตรสําเร็จของแบคทีเรีย B. subtilis  ใหอยูในรูป
ของเอ็นโดสปอร เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ ใหมีความคงทน เนื่องการมีชีวิตรอดในรูป
สปอรของเชื้อ และสามารถนาํไปใชไดทุกสภาพแมกระทัง่ในสภาพที่มีอุณหภูมสูิง โดยอาศัย
คุณสมบัติความทนทานของเอ็นโดสปอรและการงอกกลับมาเปนเซลใหมไดโดยงายของเอ็นโด
สปอรดังกลาว   

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. แบคทีเรีย B.subtilis 1 ไอโซเลท (ไอโซเลทท่ีผานการทดสอบประสิทธิภาพการควบคุม
โรคเหี่ยวของขิงที่เกิดจากเช้ือ R. solanacearum  (ณัฏฐิมาและคณะ, 2547) 

2. อาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย  PSA (Potato sucrose agar) 
 3. อุปกรณในหองปฏิบัติการ เชน จานอาหารเล้ียงเช้ือ หลอดทดสอบ ตูเข่ียเช้ือ เคร่ืองเขยา 
(incubator shaker) ฯลฯ 

4. สารเคมีในหองปฏิบัติการ 
5. สารที่ไดจากของเหลือภาคเกษตร เชน หางนม กากน้าํตาล กากถั่วเหลือง โปรตีนปลา 
(เศษปลาหมัก) ฯลฯ 

วิธีการ 
ปที่1-3  (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551)  
1. การทดสอบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยงเช้ือ B. subtilis เพื่อกระตุนการ 
    สรางเอ็นโดสปอร 
 สูตรอาหารทดสอบ (ภาคผนวก) ไดแก  

- ชุดที่ 1 สูตรอาหารทั่วไป 15 สูตร ไดแก : CA  MY   NGA  PSB (Wakimoto’broth)  
CPG  YP  NA   NTG  GMP  B   N1 N2 N3 N4  และ N5   



 786 

 - ชุดที่ 2 สูตรอาหารที่มีสวนผสมของสวนเหลือจากภาคเกษตร ไดแก :   SM1 SM2 FM1 
FM2 FFS1 และ FFS2 
ปฏิบัติดังนี ้

1.1 การเตรียมหัวเชื้อ : เล้ียงเชื้อแบคทีเรียทดสอบ B. subtilis บนอาหารแข็ง PSA เปน
เวลา 48 ชั่วโมง จากนัน้ถายเชื้อแบคทีเรียจาํนวน 1 ลูป (loop) มาตรฐานลงในอาหารเหลว 
PSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในฟาสกขนาด 25 มิลลิลิตร นําไปเล้ียงในสภาพเขยา
ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทเีปนเวลา 24 ชั่วโมง 
1.2 การทดสอบในสูตรอาหารตางๆ : ถายหัวเช้ือ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวที่ใชทดสอบ 
ซึ่งบรรจุอยูในฟาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 99 มิลลิลิตร นําไปบมเช้ือบนเคร่ืองเขยา
ที่อุณหภูมหิองที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี
1.3 การบันทึกผล : ตรวจผลโดยนบัจํานวนเอ็นโดสปอรโดยการยอมสีและนบัดวย 
counting chamber ภายใตกลองจุลทรรศน ทุก 24 ชั่วโมง  

2. การทดสอบความเรว็รอบที่เหมาะสมตอการเลีย้งเช้ือ B.subtilis เพื่อกระตุนการสราง 
    เอ็นโดสปอร 
ปฏิบัติดังนี ้

2.1  เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis ในอาหารสูตร N3 ( Parry,J.M. และคณะ,1988) โดย
ปฏิบัติการทดลองเชนเดียวกับการทดลองที ่1 
2.2  นําไปบมเชื้อบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบตางๆ ไดแก 50 100 150 และ 200 รอบตอ
นาทีเปนเวลา 360 ชั่วโมง ทีอุ่ณหภูมิหอง (26 องศาเซลเซียส) 
2.3 ตรวจผลโดยนับจํานวนเอ็นโดสปอรโดยการยอมสีและนับดวย counting chamber 
ภายใตกลองจลุทรรศน 

3. การทดสอบความทนทานของเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย B.subtilis สรางขึน้ ที่อุณหภูมิ
ตางๆ 
ปฏิบัติดังนี ้

3.1 เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย B.subtilis  ในอาหารเหลว N1 N2 N3 N4 และ N5 บนเคร่ืองเขยา
ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 240 ชั่วโมง  
3.2 นาํไปแชในน้าํรอนที่อุณหภูมิ 8 40 60 80 และ100 องศาเซลเซยีสเปรียบเทยีบกับที่
อุณหภูมิปกติ (26 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 30 นาที  
3.3 นาํไปเล้ียงบนอาหารแข็ง PSA  เพื่อนบัจํานวนเซลทีม่ีชีวิตรอด โดยวิธ ีserial dilution 
plate method 

4. ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทเีรีย B.subtilis   
 4.1 ศึกษาการแปรรูปผลติภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปของเหลว 
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4.1.1 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 4 เทา 
 1. เล้ียงแบคทเีรีย B.subtilisในอาหารเหลว FFS1 บนเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบ
ตอนาท ีเปนเวลา 72 ชัว่โมง  

2. เติมสารละลาย MgSO4.7H2O 0.1 M  10 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเหลว (ขอ1) อัตรา 
10 % ของปริมาตร 
 3. เติมหางนมลงไป 4 เทา เขยาใหเขากัน 
 4. บรรจุขวดแกว ปดฝา วางไวที่อุณหภูมหิอง 
 4.1.2 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 2 เทา 
 ปฏิบัติเชนเดียวกับ 4.1 แตลดปริมาณหางนมลงเหลือ 2 เทา 
ตรวจนับเซลแบคทีเรียเร่ิมตนและทกุ ๆ 1 เดือน เพื่อนับเซลที่มีชวีิต โดยวิธ ีserial dilution plate 
technique เปรียบเทียบกับ การเล้ียงบนอาหารเหลวFFS1 ที่ไมมีการแปรรูปและในอาหาร PSB 
 4.2 ศึกษาการแปรรูปผลติภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปผง 
 1. ปฎิบัติการทดลองเชนเดียวกับ การทดลอง 4.1 (ขอ1-2) 
 2. เติม Methyl cellulose 2.5 % อัตรา 1:1 ลงในสารละลาย (ขอ1) 
 3. เติมผงทัลคัม (Talcum) ลงไป 4 เทา คนใหเขากนั 
 4. นําไปผ่ึงในที่รม จนกระทัง่ผงแปงแหงสนิท (ประมาณ 2 สัปดาห) เก็บในถุงพลาสติกใส 
ปดปาก วางไวที่อุณหภูมิหอง 
 5. ตรวจนับเซลแบคทีเรียเร่ิมตนและทกุ ๆ 1 เดือน เพื่อนับเซลที่มีชีวติ โดยวิธ ีserial 
dilution plate technique เปรียบเทียบกบัผลิตภัณฑแปรรูปแบคทีเรีย B.subtilis ที่เล้ียงบนอาหาร 
PSA ซึ่งปฏิบัติดังนี ้
  - เล้ียงแบคทีเรีย B.subtilis บนอาหารแข็ง PSA เปนเวลา 48 ชัว่โมง 
  - เติมสารละลาย MgSO4.7H2O 0.1 M  10 มิลลิลิตร ขูดเซลแบคทีเรีย 
  - นําไปหมุนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7000 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูม ิ 18 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี
  - รินเอาสวนใสมาผสมกับ Methyl cellulose 2.5 % อัตรา 1:1  
  - เติมผงทัลคัม (Talcum) ลงไป 4 เทา คนใหเขากนั 
  - นําไปผ่ึงในทีร่ม จนกระทั่งผงแปงแหงสนทิ เก็บในถุงพลาสติกใส ปดปาก วางไว
ที่อุณหภูมหิอง  
5. ศึกษาเปรยีบเทียบการเก็บรักษาผลติภัณฑ 

5.1.  ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑเหลว 
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  นําผลิตภัณฑเหลวที่ไดแยกเก็บเปน 2 แหลง คือเก็บในตูเย็น (อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส)  และอีกสวนเก็บทีอุ่ณหภูมิปกติ (อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส) ตรวจผลจํานวนแบคทีเรีย
ที่มีชีวิตรอดโดยวิธ ีserial dilution plate method ทกุ ๆเดือน 
 5.2  ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑ 
  นําผลิตภัณฑผงที่ปรุงแตงโดยใชทัลคัมเปนสารนาํพา บรรจุในถุงพลาสติกปดฝา 
แยกเก็บเปน 2 แหลง คือเกบ็ในตูเย็น (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส)  และอีกสวนเกบ็ที่อุณหภูมิปกติ 
(อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส) ปฏิบัติเชนเดียวกับผลิตภัณฑเหลว (ขอ 5.1) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรชนิดผง 
 โดยวิธกีารแชหัวพันธุกอนปลูก 
 วิธีปฏิบัติ  
 1. นาํดินที่อบฆาเช้ือแลวมาผสมกับ cell suspension ของแบคทีเรีย R. solanacearum 
โดยใชปริมาณความเขมขนประมาณ 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร ทิ้งไว 24 ชม. 
 2. นาํหวัพนัธุขิงที่ลางทําความสะอาดแลว แชในผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis 
ปริมาณความเขมขนประมาณ 108 โคโลนตีอมิลลิลิตร เปนเวลา 1 ชม. 

3. ปลูกในดินที่เตรียมไว โดยมีกรรมวิธเีปรียบเทียบคือ   
 - ปลูกขิงในดินที่ราดแบคทเีรีย R. solanacearum (C+) 
 - ปลูกขิงในดินอบฆาเช้ือ (C-) 
 - ปลูกขิงที่แชในผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis ที่แปรรูปจากการเล้ียงเชื้อบน

อาหาร PSA ปกติ 
4. ตรวจผล โดยเช็คจํานวนตนเหีย่ว คิดเปนเปอรเซ็นตของการเกิดโรค 

ปที่ 4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)   
1. เปรียบเทียบการแปรรปูผลิตภัณฑเหลว (Bs)                            
 เปรียบเทยีบวธิีการแปรรูปผลิตภัณฑเหลว 3 รูปแบบ คือ 

1. FFS1+ Skimmed milk : เล้ียง Bs ลงในอาหาร FFS1 บมเช้ือเปนเวลา 5 วนั 
จากนั้นนําไปแปรรูปตามวิธกีารขอ 4.1.2 เติมหางนมเปนสารนาํพา  

2. PSB + Skimmed milk : เล้ียง Bs ลงในอาหาร PSB บมเช้ือเปนเวลา 2 วนั 
จากนั้นนําไปแปรรูปตามวิธกีารขอ 4.1.2 เติมหางนมเปนสารนาํพา 

3. FFS1 : เล้ียง Bs ลงในอาหาร FFS1 บมเช้ือเปนเวลา 5 วนั จากนั้นนาํไปแปร
รูปตามวิธีการขอ 4.1.2 แตไมมีการเติมหางนม 

2. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในโรงเรือนทดลอง 
 - เตรียมดินปลูกใสกระถาง ปริมาณ 700 กรัมตอกระถาง 
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 - เพาะชํากลาขิงในกระบะเพาะ ใหมีอายปุระมาณ 45 วัน  
- ทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในสภาพโรงเรือน

ทดลอง วางแผนการทดลองแบบ RCB 4 ซ้ํา 5 กรรมวธิ ีดังนี ้
กรรมวิธีที ่1 คลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอร อัตรา 70 กรัมตอดิน 700 กรัม 
กรรมวิธีที ่2 ราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ อัตรา 100 กรัมตอน้ํา 1 

ลิตร 50 มล. ตอกระถาง 
กรรมวิธีที ่3 ราดดินดวยสารละลายเช้ือ Bs* อัตรา 100 กรัมตอน้ํา 1 ลิตร 50 มล.ตอ

กระถาง 
กรรมวิธีที ่4 Control +  ราดดวยสารละลายเช้ือ Rs อัตรา 50 มล.ตอกระถาง (ปริมาณ 

Rs เทากับ 1.8 x 109 cfu/ml.) 
กรรมวิธีที ่5 Control -  ราดดินดวยน้ําเปลา 
 *  การเตรียมสารละลายเช้ือ Bs ปฏิบัติโดยการเล้ียง Bs บนอาหาร PSA โดยไมมี

การกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร จากนั้นนาํมาทําเปน cell suspension ดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ ปรับ
ความเขมขนจนไดปริมาณเซล Bs ประมาณ 108 cfu/ml. 

 - ตรวจผลโดยนับจํานวนตนที่เปนโรค คิดเปนเปอรเซ็นตการเกิดโรคเปรียบเทียบกับ
จํานวนตนทัง้หมด 

3. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในแปลงปลูก 
ทดสอบผลิตภัณฑผงในแปลงปลูกที่ศูนยวจิัยพืชสวนลําปาง อ.หางฉัตร จ.ลําปาง 

โดยวิธีรองกนหลุมและแชหวัพนัธุกอนปลูกวางแผนการทดลองแบบ RCBD 4 ซ้ํา 5 กรรมวิธ ี
ดังนี้  

กรรมวิธีที ่1 แชหัวพันธุขิงกอนปลูกอัตรา 15  กรัม/น้ํา 10 ลิตร   30 นาท ี
กรรมวิธีที ่2 แชหัวพันธุขิงกอนปลูกอัตรา 30 กรัม/น้าํ 10 ลิตร   30 นาท ี
กรรมวิธีที ่3 หยอดกนหลุมกอนปลูกอัตรา  15 กรัม/หลุม 
กรรมวิธีที ่4 หยอดกนหลุมกอนปลูกอัตรา  30 กรัม/หลุม 
กรรมวิธีที ่5 Control    

เวลาและสถานที ่    เริ่มตน  ตุลาคม     2548        สิ้นสดุ     กนัยายน      2552   
   กลุมวิจยัโรคพชื   สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
ปที่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) 
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1. การทดสอบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยงเช้ือ B.subtilis เพื่อกระตุนการ 
    สรางเอ็นโดสปอร 
 ผลการทดลองพบวา หลังการเล้ียงเชื้อ 240 วัน มีอาหาร 8 สูตรไดแก YP NB NTG GMP 
N1 B N2 และ N5 ที่แบคทเีรีย  B.subtilis สามารถสรางเอ็นโดสปอรประมาณ 102สปอรตอ
มิลลิลิตร หลังจากเล้ียงเช้ือเปนเวลา 360 ชั่วโมง พบวา B.subtilis  สามารถสรางเอ็นโดสปอรใน
อาหารทั้ง 15สูตร โดยที่ในสูตร N3 และ N4 แบคทีเรียสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุด เทากบั 2.13 x 106 
และ2.34 x 106สปอรตอมิลลิลิตรตามลําดับ และเมื่อเล้ียงเชื้อจนครบ 480 ชัว่โมง พบวา แบคทเีรีย
สามารถสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุดถึง108ในอาหาร 6 สูตร ไดแก N1 B N2 N5 N4 และ N3 โดยมี
ปริมาณเอ็นโดสปอรเทากับ 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 (ตารางที ่1) 
 การทดสอบสูตรอาหารทีม่ีสวนผสมของสวนเหลือจากภาคเกษตร 6 สูตร พบวา เมื่อเล้ียง
แบคทีเรีย B.subtilis ในอาหารที่มีสวนผสมของเศษปลาหมักผสมกับกากถัว่เหลืองอัตรา 1:1 (FFS) 
แบคทีเรียสามารถสรางเอ็นโดสปอรไดปริมาณสูงภายใน 5 วัน คือสรางเอ็นโดสปอรไดถึง 2.1 x 108

สปอรตอมิลลิลิตร (ตารางที ่2) 
 ดังนัน้สูตรอาหารทเีหมาะสมในการนําไปแปรรูปคือ สูตร FFS1 ซึ่งมีสวนผสมที่ราคาถูก หา
งาย และใชเวลาในการเล้ียงแบคทีเรียไมนานมาก 
2. การทดสอบความเร็วรอบที่เหมาะสมตอการเลีย้งเช้ือ B.subtilis เพื่อกระตุนการสราง 
    เอ็นโดสปอร 
 ผลการทดลอง พบวา หลังการเล้ียงเชื้อในอาหาร N3 เปนเวลา 360 วนั การเขยาบนเคร่ือง
เขยาที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบตอมิลลิลิตร แบคทีเรียสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุด โดยมี
ปริมาณเทากบั 7.1x108 และ 9.7x108 สปอรตอมลิลิลิตรตามลําดับ ทั้งนี้โดยพบวา การเพิ่ม
ความเร็วรอบของการเขยามากข้ึนซ่ึงเปนการเพิม่ปริมาณออกซิเจนลงในอาหารเล้ียงเชื้อ ก็จะทาํให
ปริมาณการสรางเอ็นโดสปอรเพิ่มมากข้ึนตามลําดับ (ตารางที่ 3) 
3. การทดสอบความทนทานของเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis  ที่อุณหภูมิตางๆ 
  ผลการทดลองพบวา แบคทเีรียทดสอบสามารถทนทานทั้งในสภาพอุณหภูมิตํ่า 8 องศา
เซลเซียส และอุณหภูมิสูงถงึ 100 องศาเซลเซียส เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหาร 5 สูตร  โดยพบวา เมื่อแช
ในน้าํเยน็อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส แบคทีเรียยงัคงมีชวีิตรอดถึงประมาณ 106 โคโลนีตอมิลลิลิตร 
ลดปริมาณลงเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม (อุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส) ซึง่มี
ปริมาณเทากบั 107 โคโลนตีอมิลลิลิตร และจากการทดสอบการทนทานในสภาพอุณหภูมิสูง พบวา 
ที่อุณหภูม ิ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิซึ่งใกลเคียงกับสภาพแปลงปลูก แบคทีเรียสามารถมี
ชีวิตรอดประมาณ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร โดยที่ปริมาณไมลดลงเมื่อเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม
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อุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส ซึง่มีปริมาณแบคทีเรียประมาณ  107โคโลนีตอมิลลิลิตร และใน
สภาพอุณหภูมิสูงถงึ 100 องศาเซลเซยีส แบคทีเรียกย็ังคงมีชีวิตรอดถึง 104 โคโลนีตอมิลลิลิตร 
(ตารางที ่4)  

 จากการทดลองน้ี การตรวจผลจําเปนตองใชวิธกีารนบัโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือโดยวธิ ี
serial dilution plate method เพื่อตรวจสอบเซลที่มีชวีติรอดเทานัน้ และจากลักษณะคุณสมบัติของ
แบคทีเรียในกลุม Bacillus ถาแบคทีเรียอยูในสภาพเปนเซลและยงัไมสรางเอ็นโดสปอร แบคทีเรีย
สามารถเติบโตไดดีที่อุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซยีส 
(http://yalor.yru.ac.th/~dolah/notes/4034605-2-48/MM_404652038_12.doc) และเมื่ออุณหภูมิ
สูงข้ึนเซลแบคทีเรียจะตายลงจนไมสามารถมีชีวิตรอดได โดยเฉพาะถาอุณหภูมิสูงถึง 40 องศา
เซลเซียส ดังนั้นการทีโ่คโลนีแบคทีเรียยงัสามารถเจริญอยูไดบนอาหารเล้ียงเชื้อ ทั้งที่แชในน้ํารอน
อุณหภูมิ 40-100 องศาเซลเซียส แสดงวา เอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis เทานัน้ทีย่ังทนตอ
ความรอนและเจริญกลับมาเปนเซลปกติไดตามเดิม  

4. ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทเีรีย B.subtilis   
 4.1 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปของเหลว 

 4.1.1 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 4 เทา 
 การทดลองแปรรูปผลิตภัณฑโดยเติมหางนมลงไป 4 เทา พบวา หลังจากเก็บผลิตภัณฑไว
เปนเวลา 2-3 เดือน ในสภาพอุณหภูมหิอง  ปริมาณเซลมีชีวิตของ  Bs ลดลงไมมากนัก แตหลังจาก 
3 เดือน ปริมาณเซลแบคทีเรียทีม่ีชีวิตเร่ิมลดลงอยางรวดเร็ว และเมื่อเก็บผลิตภัณฑเปนเวลา 5 
เดือน ปริมาณเซลแบคทีเรียลดลงจาก 107 เปน 106 โคโลนีตอมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ
เซลแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหาร FFS1 ซึ่งไมมีการแปรรูป พบวา ปริมาณเซลแบคทีเรียยังมีปริมาณถึง 
107 โคโลนีตอมิลลิลิตร  

 4.1.2 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 2 เทา 
การทดลองแปรรูปผลิตภัณฑโดยลดปริมาณหางนมลง 2 เทา ผลการทดลอง พบวา หลัง

การเก็บ 1 เดือน ปริมาณเซลมีชีวิตของแบคทีเรีย Bs ลดลงเหลือ 107 โคโลนีตอมลิลิลิตร แลวเพิ่ม
ปริมาณเปน 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร ในเดือนที ่ 2 จากนั้นลดลง เหลือ107 โคโลนีตอมิลลิลิตร ใน
เดือนที ่ 3 และ4 และเมื่อเกบ็ผลิตภัณฑเปนเวลา 5 เดือน พบวาปริมาณเซลที่มีชวีิตของ Bs กลับ
เพิ่มข้ึนเปน 1010 โคโลนีตอมิลลิลิตร และมีปริมาณเทากับในผลิตภัณฑที่ไดจากอาหาร FFS1 ที่ไมมี
การเติมหางนม แตเมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑที่ไดจากการเล้ียง Bs ในอาหารPSB ที่เติมหางนม
ลงไป 2 เทา เมื่อเก็บผลิตภัณฑครบ 5 เดือนปริมาณ Bs ลดลงเหลือ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร(ตาราง
ที่ 7) 

4.2 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปผง 
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 จากการทดลอง พบวา การแปรรูปผลิตภัณฑโดยใช ทลัคัมและแปงขาวโพดเปนสารพาหะ
เปรียบเทยีบกบักรรมวิธีควบคุมคือผลิตภัณฑที่แปรรูปจากแบคทีเรียทีล่างบนอาหาร PSA โดยไมมี
การกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร พบวา ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนไมแตกตางกนั คือเทากับ 108 
cfu/ml. แตเมื่อเก็บไว 5 เดือน พบวา  ไมพบปริมาณเซลแบคทีเรียทีม่ีชีวิตรอดในกรรมวิธีควบคุม 
ในขณะที่กรรมวิธทีี่แปรรูปจากการกระตุนเอ็นโดสปอรในอาหาร FFS1 ที่ใชทัลคัมและแปงขาวโพด
ลดลงเหลือ 107 cfu/ml. (ตารางที่ 6) 
 เมื่อเปรียบเทยีบข้ันตอนการผลิต พบวา การใชแปงขาวโพดจะคอนขางยุงยาก เนื่องจาก
แปงขาวโพดมีความมนัล่ืน การเกาะติดในข้ันตอนการผสมเช้ือคอนขางยาก  ใชเวลานาน แตขอดี
คือ ผลิตภัณฑที่ไดละลายน้ําไดดีกวาการใชสารทัลคัม ไมเหลือตะกอน และราคาไมตางกนั  
5. ศึกษาเปรยีบเทียบการเก็บรักษาผลติภัณฑ 

5.1.  ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑเหลว 
ผลการทดลองเปรียบเทยีบการเก็บผลิตภัณฑเหลวที่อุณหภูมิหอง และเก็บใน

ตูเย็น พบวา เมื่อเก็บผลิตภัณฑเปนเวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs จากทัง้ 2 แหลงเก็บ มีปริมาณ
เพิ่มข้ึนจากปริมาณเซลเร่ิมตน 108 โคโลนตีอมิลลิลิตรเปน1010 โคโลนตีอมิลลิลิตร และ109 โคโลนี
ตอมิลลิลิตร เมื่อเก็บในสภาพอุณหภูมหิองและในตูเยน็ ตามลําดับ (ตารางที่ 7) 

5.2 ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑผง 
 ผลการทดลองเปรียบเทยีบการเก็บผลิตภัณฑผงที่อุณหภูมิหอง และเก็บในตูเยน็ 

พบวา เมื่อเกบ็ผลิตภัณฑผงเปนเวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs จากทั้ง 2 แหลงเก็บ ลดลงเทา ๆ กนั 
คือ จากปริมาณเร่ิมตน 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร เหลือ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 8) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรชนิดผง 
 โดยวิธกีารแชหัวพันธุกอนปลูก 
  ในการทดสอบประสิทธิภาพผง ในโรงเรือน พบวา ในกรรมวิธเีปรียบเทยีบ (C-) 
ปริมาณตนขิงที่ปลูกเปรียบเทียบงอกเจริญเปนตนไมถงึ 50 เปอรเซน็ต ซึ่งไดทาํการทดสอบอีก 2 
คร้ัง ก็ยงัประสบปญหาเดิม จึงไมสามารถตรวจผลได ในปพ.ศ.2551 จะทาํการทดสอบอีกคร้ังโดย
ปรับวิธีการ โดยเพาะหวัพนัธุขิงใหงอกกอนทดสอบ และ อีกสวนหนึ่งจะไปทําการทดสอบในระดับ
แปลงปลูกที่จงัหวัดลําปาง    
 
ปที่4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)  

1. เปรียบเทียบการแปรรปูผลิตภัณฑเหลว (Bs)                            
  ผลการทดลอง พบวา เมื่อเก็บผลิตภัณฑเหลวในสภาพอุณหภูมิปกติ เปนเวลา 6 
เดือน ผลิตภัณฑเหลวที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs ในอาหาร FFS1ทั้งที่เติมหางนม (FFS1+SM) 
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และไมเติมหางนม (FFS) ในการแปรรูป มีปริมาณแบคทีเรียทีม่ีชีวติสูงกวาผลิตภัณฑที่ผสมปรงุ
แตงจากการเล้ียง Bs  ในอาหาร PSB (PSB+SM)  และพบวา  ในการแปรรูปเปนผลิตภัณฑเหลว
ของกรรมวิธทีีเ่ล้ียงในอาหาร FFS1 นัน้การเติมหางนมลงไปในการแปรรูป จะมปีริมาณแบคทเีรีย 
Bs ทีม่ีชีวิตรอดเทากับกรรมวิธีที่ไมเติมหางนม เมื่อเก็บไว 6 เดือนในสภาพอุณหภูมิปกติ และการ
เก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมิตํ่า การมีชวีิตรอดของ Bs ในผลิตภัณฑ FFS1+SM และ PSB+SM 
มีปริมาณลดลงมากกวา การเก็บในสภาพอุณหภูมิปกติ (ตารางที่  10) 

2. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในโรงเรือนทดลอง 
ผลการทดลอง พบวา หลังการทดสอบ 60 วนั กรรมวธิกีารคลุกดินดวยผลิตภัณฑ

ผงเอ็นโดสปอรกอนปลูก มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวขิงตํ่าสุดคือ 46.94% รองลงมาไดแก กรรมวิธี
การราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้ํา  และราดดินดวย cell suspension ของ Bs โดย
มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 62.74 และ65.26 ตามลําดับ และทกุกรรมวิธีสามารถลดการเกิดโรค
ไดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (Control+) ซึง่มเีปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 83.72  ทั้งนี้
การคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรพบเปอรเซ็นตการเกิดโรคตํ่ากวาการราดดินดวย
ผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ (ตารางท่ี 11) 

3. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในแปลงปลูก 
ผลการทดลอง พบวา หลังการตรวจผลที ่2 เดือนหลังการทดสอบ พบวา กรรมวธิทีี่

แชหัวพันธุกอนปลูก มีอัตราการเกิดโรคเหี่ยวตํ่า โดยการแชหัวพันธุในอัตรา 50 กรัมตอน้ํา 
10 ลิตร เปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 15.7  แตเมื่อนาํมาวิเคราะหสถติิ พบวาทุกกรรมวิธีไม
มีความแตกตางกนัทางสถิติ  

ทั้งนี้การตรวจผลยังไมส้ินสุด และจะสรุปรวบรวม และวิเคราะหผลอีกคร้ังหลังจาก
ส้ินสุดการเก็บเกี่ยวผลผลิต ประมาณเดือนกุมภาพนัธ 

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 
ปที่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) 
 
 จากผลการทดลองสรุปไดวา มีอาหารที่ชวยกระตุนการการสรางเอ็นโดสปอรของ 
B.subtilis  สูงสุด ไดแก N1 B N2 N5 N4  N3 และ FFS1 สามารถกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร
ของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงถึง108  สปอรตอมิลลิลิตร โดยสูตร N3 สามารถกระตุนการสรางเอ็น
โดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงสุดถึง 3.10 x 108 แตสูตรที่เหมาะสมตอการนาํมาใชใน
ขบวนการแปรรูปคือสูตร FFS1 เนื่องจากสวนผสมมีราคาถกู หาซ้ืองาย และใชเวลาการเล้ียงใน
ระยะส้ันที่สุด การเล้ียงแบคทีเรียในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบตอนาท ี เปน
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สภาพทีเ่หมาะสมตอการสรางเอ็นโดสปอรของแบคทีเรียทดสอบ และพบวา แบคทีเรีย B.subtilis 
สามารถทนอุณหภูมิไดตํ่าถงึ 8 องศาเซลเซียสและสูงถึง 100 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูม ิ 40 
องศาเซลเซยีสซ่ึงเปนอุณหภูมิที่ใกลเคียงกับสภาพแปลงปลูกปริมาณเอ็นโดสปอรไมลดลงเมื่อ
เปรียบเทยีบกบัชุดควบคุมคือที่อุณหภูมหิอง 25+2 องศาเซลเซียส  

การแปรรูปเปนผลิตภัณฑผงโดยใชสารทลัคัมและแปงขาวโพดเปนสารนําพาปริมาณเซล
แบคทีเรียที่มีชวีิตรอดหลังการเก็บ 7 เดือนไมมีความแตกตางกนั แตปริมาณลดลงประมาณ 10 
ลานเซล ในขณะที่การแปรรูปจากแบคทีเรียที่เล้ียงบนอาหาร PSA โดยไมมีการกระตุนการสรางเอ็น
โดสปอร ไมพบการรอดของเซลแบคทีเรีย B.subtilis หลังการเก็บผลิตภัณฑไว 5 เดือน 

การปรับวิธกีารแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยลดหางนมลง 2 เทา พบวา ปริมาณเซล Bs ที่มี
ชีวิตรอดมีคาไมคงที ่แตปริมาณกลับเพิ่มข้ึนจากปริมาณเซลเร่ิมตน เมือ่เก็บเปนเวลา 5 เดือน และ
ไมมีความแตกตางกับผลิตภัณฑที่ไมเติมหางนม แตจะมีปริมาณมากกวาในผลิตภัณฑที่ไดจาก
อาหาร PSB  

เปรียบเทยีบการเก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมิหองปกติและในตูเย็น พบวา เมือ่เก็บเปน
เวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs ที่มีชวีิตรอดมีปริมาณเพิม่ข้ึน โดยในสภาพอุณหภูมปิกติมีปริมาณ
มากกวาที่เก็บในตูเย็น แตสําหรับผลิตภัณฑผงปริมาณเซล Bs ที่มีชวีติรอด มีปริมาณลดลงเทากนั
ทั้ง 2 แหลงเกบ็ 

การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑผง จะทาํการปรับวิธีการทดสอบในระดับโรงเรือนใหม
ในและจะทดสอบในระดับแปลงปลูกในป พ.ศ.2551 
 
ปที่4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)  
 จากผลการทดลองสรุปไดวา ในการแปรรูปผลิตภัณฑ B. subtilis  จากการเล้ียง Bs ใน
อาหาร FFS1 นั้น การเติมหางนมลงไปเปนสารนําพาในผลิตภัณฑ ปริมาณการมีชีวิตรอดของ
แบคทีเรียไมแตกตางกับการไมเติมหางนม เมื่อเก็บในสภาพอุณหภูมปิกติเปนเวลา 6 เดือน และ
พบวา ผลิตภัณฑเหลวที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs ในอาหาร FFS1 มีปริมาณแบคทีเรียที่มีชวีิต
สูงกวาผลิตภัณฑที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs  ในอาหาร PSB การเก็บผลิตภัณฑในสภาพ
อุณหภูมิตํ่า การมีชีวติรอดของ Bs ในผลิตภัณฑ FFS1+SM และ PSB+SM มีปริมาณลดลง
มากกวา การเก็บในสภาพอุณหภูมิปกติ  

ผลการทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในโรงเรือนทดลอง พบวา 
การคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรกอนปลูก มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวขิงตํ่าสุด รองลงมา
ไดแก กรรมวิธีการราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้ํา  และราดดินดวย cell 
suspension ของ Bs และทุกกรรมวิธีสามารถลดการเกิดโรคไดเมื่อเปรียบเทียบกบักรรมวธิีควบคุม 
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ทั้งนี้การคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรพบเปอรเซ็นตการเกิดโรคตํ่ากวาการราดดินดวย
ผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ  

คําขอบคุณ 
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ปที่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) 
 
ตารางที ่1  ปริมาณเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สรางข้ึนในอาหาร 15 สูตร 

     หลังการเล้ียงเชื้อ 240 360 และ 480 ชั่วโมง ตามลําดับ 

ปริมาณเอ็นโดสปอรที่เวลาตางๆ (สปอร/มิลลิลิตร) 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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ตารางที ่2 ปริมาณเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สรางข้ึนในอาหารทีม่ีสวนผสมของ 
     สวนเหลือจากภาคเกษตร 6 สูตร หลังการเล้ียงเชื้อ 72 และ120 ชั่วโมง ตามลําดับ 

ปริมาณเอ็นโดสปอรที่เวลาตางๆ (สปอร/มิลลิลิตร) 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 สรางข้ึนในอาหาร N3 ( Parry,J.M. 

          และคณะ,1988) ในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบตางๆ เปนเวลา 360 วัน  
ณ อุณหภูมิหอง (26 องศาเซลเซียส) 

ความเรว็รอบ (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 ที่มีชวีิตรอด ในอาหาร N3  

(Parry,J.M.และคณะ,1988) ที่แชในน้ําอุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 30 นาท ี
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 ปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนิดเหลวท่ีใชหาง 
นมเปนสารนําพา 2 เทา เปรียบเทยีบกับผลิตภัณฑที่เล้ียงในอาหารเศษปลาหมักผสม          
กากถั่วเหลือง (FFS1) ที่ไมมกีารแปรรูป  เก็บที่อุณหภูมหิอง (25+ 2 0C) 
เปนเวลา 5    เดือน 

ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 
ในอาหาร FFS1 
+หางนม 4 เทา 

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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป 

ตารางที่ 6  ปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑที่ใชสารทัลคัม และแปง 
       ขาวโพดเปนสารนําพาเปรียบเทียบกบัผลิตภัณฑทีเ่ล้ียงบนอาหาร PSA กอนแปรรูป  

      เก็บที่อุณหภูมิหอง (25+ 2 0C) เปนเวลา 7 เดือน 
ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 

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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป       2/ ผลิตภัณฑแปรรูปที่เล้ียงบนอาหาร FFS1 กอน
แปรรูป 
3/ ผลิตภัณฑแปรรูปที่เล้ียงบนอาหาร PSA กอนแปรรูป 



 799 

ตารางที่ 7. ปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนิดเหลวท่ีใช 
หางนมเปนสารนําพา 2 เทา เปรียบเทยีบกบัผลิตภัณฑทีเ่ล้ียงในอาหารเศษปลาหมกั      
ผสมกากถั่วเหลือง (FFS1) ที่ไมมีการแปรรูป และในอาหาร PSB เก็บที่อุณหภูมหิอง 
(25+ 2 0C) เปนเวลา  5 เดือน 

ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 
ในอาหารFFS1 +
หางนม 2 เทา 

ในอาหารFFS1 ในอาหาร PSB + 
หางนม 2 เทา 

01/ 5.3 x 108  5.5 x 108 8.5 x 108 
1 1.0 x 107 8.3 x 108 1.0 x 106 
2 7.5 x 108 4.0 x 108 2.0 x 105 
3 1.0 x 107 5.0 x 109 4.0 x 106 
4 5.0 x 107 1.1 x 1010 1.0 x 107 
5 6.1 x 1010 1.0 x 1010 1.0 x 107 
1/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป        
 
ตารางที่ 8  เปรียบเทียบปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีิตรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนดิ 

      เหลว ที่เกบ็ที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC) โดยใชหางนม 2 เทาเปน 
      สารนาํพา 

ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 
อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC) 

01/ 5.3 x 108  5.3 x 108 
1 1.0 x 107 2.5 x 108 
2 7.5 x 108 1.5 x 1010 
3 1.0 x 107 2.6 x 105 
4 5.0 x 107 4.9 x 1010 
5 6.1 x 1010 6.5 x 109 
1/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป        
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ตารางที่ 9  เปรียบเทียบปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนิด
ผง ที ่

      เก็บที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเย็น (4 oC)    โดยใชทลัคัมเปนสารนาํพา 
ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 

อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC) 
01/ 6.7 x 108 6.7 x 108 
1 6.0 x 108 1.2 x 108 
2 7.5 x 107 1.5 x 108 
3 2.2 x 107 1.7 x 107 
4 4.3 x 107 1.1 x 107 
5 1.0 x 107 1.7 x 107 
1/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป        
 
ตารางที่ 10  เปรียบเทยีบปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูป 
          ชนิดเหลว ที่เก็บที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC)  ทีเ่ติมและไมเติม 

หางนมเปนสารนําพา 
ปริมาณเซล Bacillus subtilis  (cfu/ml.) 

อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC) 
 เดือนที่ 

FFS1+SM FFS1 PSB+SM FFS1+SM FFS1 PSB+SM 
0 1.4 x 109 1.7 x 109 1.0 x 109 1.4 x 109 1.7 x 109 1.0 x 109 
1 4.0 x 108 2.0 x 108 1.0 x 107 1.0 x 107 6.0 x 106 3.6 x 107 
2 1.0 x 107 9.0x 107 5.0 x 106 4.0 x 107 1.1 x 107 2.1 x 107 
3 5.0 x 107 2.0 x 107 5.0 x 106 1.0 x 107 3.0 x 106 1.2 x 107 
4 2.0 x 107 7.0 x 108 8.0 x 106 9.0 x 106 8.0 x 107 3.2 x 106 
5 5.0 x 107 8.2 x 108 4.0 x 106 8.5 x 106 3.0 x 107 2.0 x 106 
6 1.5 x 107 9.0 x 107 5.0 x 106 2.0 x 106 1.0 x 107 2.0 x 106 
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ตารางที่ 11  เปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวของขิงทีเ่กิดจากแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ที ่
         ทดสอบการควบคุมดวยผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร ที ่15 30 45 และ60 วัน หลังการ 
         ทดสอบ 

เปอรเซ็นตการเกิดโรค กรรมวธิ ี
 15 DAI 30  DAI 45 DAI 60 DAI 
T1 34.88 44.44 45.83 46.94 
T2 42.50 65.85 67.39 67.74 
T3 43.53 56.32 67.77 68.26 
T4 52.08 68.75 76.19 83.72 
T5 0.00 0.00 0.00 0.00 
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ภาคผนวก 
สูตรอาหารทดสอบ 15 สตูร 
Malt-yeast extract (MY) 
 Malt extract    3  กรัม 
 Yeast extract    3  กรัม 
 Peptone    5  กรัม 
 Glucose    10.00  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
Peptone-calcium carbonate 
 Peptone    5  กรัม 
 CaCO3     3  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
CPG 
 Casamino acid    1  กรัม 
 Peptone    10  กรัม 
 Glucose    10  กรัม 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
NGA 
 Beef extract    3  กรัม 
 Peptone    5  กรัม 
 Glucose    2.5  กรัม 
 น้ํากล่ัน     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 
 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
B 
 Yeast extract    1  กรัม 

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

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



 804 

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

 
…………………………………………. 
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Figure 1   Bacillus subtilis ,  on potato sucrose agar, 48 hours   

Figure 2  Endospore of  Bacillus subtilis ,  malachite green stained 
                (green color), 100 X 
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Figure 4  Wettable powder products of  Bacillus subtilis endospore,  talcum added  use for carrier 

Figure 3  Liquid products of  Bacillus subtilis endospore, skim milk added  use for carrier 


