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การพัฒนารปูแบบผลติภณัฑ์เอ็นโดสปอร์ Bacillus subtilis   
ควบคุมโรคเห่ียวของขิง 

Formulation of Bacillus subtilis Endospore for Controlling 
Ginger Wilt 

 

บุษราคัม อุดมศักด์ิ  และ ณฏัฐิมา โฆษิตเจริญกุล 
           กลุ่มวิจัยโรคพืช สาํนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

บทคัดย่อ 

การพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์ Bacillus subtilis (Bs) ควบคุมโรคเหี่ยวของขิง เริ่ม
จากการทดสอบอาหารเลี้ยงเช้ือ ปัจจัยที่เก่ียวข้องต่อการสร้างเอ็นโดสปอร์ ได้แก่  อุณหภูมิ ความเร็ว
รอบในการเขย่าระหว่างการบ่มเช้ือ ความทนทานของ Bs ที่อยู่ในระยะเอ็นโดสปอร์ในสภาพอุณหภูมิ
ต่างๆ  ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑ์  Bs  ในรูปเอ็นโดสปอร์ และทดสอบประสิทธิภาพ  ผลการทดลอง
พบว่า  สูตร N3 และสูตร FFS1 สามารถกระตุ้นการสร้างเอ็นโดสปอร์ของ Bs ได้สูงสุดถึง 3.10 x 108 
และ  2.1 x 108 สปอร์/มล. เมื่อเลี้ยงเช้ือเป็นเวลา 480 และ120 ช่ัวโมง ตามลําดับ การเลี้ยง Bsใน
สภาพเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิปกติ ภายใต้แสงธรรมดา เป็นสภาพท่ี
เหมาะสมต่อการเลี้ยง Bs ในการสร้างเอ็นโดสปอร์ และพบว่า Bs สามารถทนอุณหภูมิสูงถึง 100 oC  
โดยที่ 40 oC ซึ่งใกล้เคียงกับสภาพแปลงปลูก ปริมาณเอ็นโดสปอร์ไม่ลดลง การทดสอบการแปรรูป
ผลิตภัณฑ์ในรูปของเหลว พบว่า หลังการเก็บ 3 เดือน ปริมาณ Bs ที่มีชีวิตรอดในผลิตภัณฑ์ที่ใส่หาง
นมเป็นสารนําพา ลดลงเพียงเล็กน้อย คือจาก 1.1 x 108 โคโลนี/มล. เป็น 0.2 x 108 โคโลนี/มล. แต่
หลังจากเก็บผลิตภัณฑ์ 5 เดือน ปริมาณ Bs เริ่มลดลง จาก 107 เป็น 106 โคโลนี/มล. ในผลิตภัณฑ์ผง 
พบว่า ทั้งที่ใช้ทัลคัมและแป้งข้าวโพดเป็นสารนําพา ปริมาณ Bs เริ่มต้นมีปริมาณเท่ากันคือ108 โคโลนี/
มล. โดยการใช้แป้งข้าวโพด ผลิตภัณฑ์ที่ได้ละลายน้ําได้ดี ในขณะที่การใช้สารทัลคัมน้ัน การละลายนํ้า
จะมีตะกอน หลังการเก็บรักษา 7 เดือน พบว่า ปริมาณ Bs ทั้งสองผลิตภัณฑ์ลดลงเหลือ 107 โคโลนี/
มล. ในขณะทีป่ริมาณ Bs จากผลิตภัณฑ์ทีแ่ปรรูปจากอาหาร PSA ซึ่งไม่มีการกระตุ้นให้สร้างเอ็นโด
สปอร์ ไม่ม ี Bs ที่มีชีวิตรอด เมื่อเปรียบเทียบต้นทุนการผลิต พบว่า ราคาของสารนําพาทั้งสองชนิดที่
นํามาใช้แปรรปูไม่แตกต่างกัน ในปี 2550-2551 ได้ทาํการปรับวิธีการแปรรูปผลิตภัณฑ์เหลวโดยลด
ปริมาณหางนมลง 2 เท่า ศึกษาการเก็บรักษา และทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑ์เหลวในโรงเรือน
ทดลอง พบว่า  ปริมาณ Bs ที่มีชีวิตรอดมีค่าไม่คงที่ และมีปริมาณเพ่ิมขึน้จากปริมาณเซลเริ่มต้น เมื่อ
เก็บ 5 เดือน และไม่มีความแตกต่างกับผลิตภัณฑ์ที่ไม่เติมหางนม แต่จะมีปริมาณ 
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มากกว่าในผลติภัณฑ์ที่ได้จากอาหาร PSB เปรียบเทียบการเก็บผลิตภัณฑ์ในสภาพอุณหภูมิห้องปกติ
และในตู้เย็น พบว่า เมื่อเก็บ 5 เดือน ปริมาณเซล Bs เพ่ิมขึ้น โดยในสภาพอุณหภูมิปกติมีปริมาณ
มากกว่าที่เก็บในตู้เย็น แต่สําหรับผลิตภัณฑ์ผงปริมาณเซล Bs ที่มีชีวิตรอด มีปริมาณลดลงเท่ากันทั้ง 2 
แหล่งเก็บ การแปรรูปผลิตภัณฑ์เหลวจากการเลี้ยง Bs ในอาหาร FFS1โดย เปรียบเทียบการเติมหาง
นมและไม่เติมหางนมเป็นสารนําพา พบว่า ปริมาณการมชีีวิตรอดของ Bsไม่แตกต่างกัน เมื่อเก็บไว้ 6 
เดือน ในอุณหภูมิปกติ และพบว่า ผลิตภัณฑ์เหลวที่ผสมปรุงแต่งจากการเลี้ยง Bs ในอาหาร FFS1 มี
ปริมาณ Bs ที่มีชีวิตสูงกว่าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเลี้ยง Bs ในอาหาร PSB  การเก็บผลิตภัณฑ์ใน
อุณหภูมิตํ่า การมีชีวิตรอดของ Bs ในผลติภัณฑ์ FFS1+SM และ PSB+SM มีปริมาณลดลงมากกว่า
การเก็บในอุณหภูมิปกติ ผลการทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์ Bs  ในโรงเรือน พบว่า 
การคลุกดินด้วยผลิตภัณฑ์ผงก่อนปลูก มีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเห่ียวขิงตํ่าสุด และทุกกรรมวิธีสามารถ
ลดการเกิดโรคได้เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม  การทดสอบในแปลงปลูก พบว่า การแช่หัวพันธ์ุ
ก่อนปลูกและการคลุกดินก่อนปลูกเปอร์เซน็ต์การเกิดโรคไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

 
คํานาํ 

เช้ือแบคทีเรีย  Ralstonia solanacearum เป็นแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่มีความสําคญัมาก 
ก่อให้เกิดโรคเห่ียวในพืชเศรษฐกิจทีส่ําคัญหลายชนิด เช่น มันฝรั่ง ขิง ปทุมมา การควบคุมโรคด้วย
สารเคมีค่อนขา้งยาก และมักก่อให้เกิดผลกระทบต่อผู้บริโภคและสภาพแวดล้อมตามมา จึงได้มี
การศึกษาเพ่ือหาวิธีควบคุมโรคเหี่ยวที่มีความปลอดภัยหลายวิธี เช่น การเขตกรรม การปรับปรุงพันธ์ุ 
และการควบคมุโรคโดยชีววิธีโดยการนําเช้ือจุลินทรีย์ ที่มคีุณสมบัติเป็นเช้ือจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 
(antagonist) 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีจึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการป้องกันกําจัดโรคพืชที่ช่วยลด
ปัญหาการใช้สารเคมีทางการเกษตรที่ไม่ถูกต้องเหมาะสม และเป็นการนําเอาจุลินทรีย์ทีม่ีอยู่ใน
ธรรมชาติมาใช้ให้เกิดประโยชน์ โดยเฉพาะจุลินทรีย์ทีม่ีคณุสมบัติเป็นantagonist ซึง่ในปัจจุบันได้มี
การนํามาใช้ในการควบคุมโรคพืชทั้งเช้ือราและแบคทีเรีย จนกระทั่งแปรรูปเป็นผลติภัณฑ์ และ
จําหน่ายเป็นการค้ากันอย่างแพร่หลาย เช่น เช้ือรา Trichoderma และแบคทีเรีย Bacillus subtilis  
ณัฏฐิมาและคณะ (2548) จึงได้ทําการศึกษาการใช้ประโยชน์จากเช้ือ Bacillus spp. ในการควบคุม
โรคเหี่ยวของขิงและมะเขือเทศ และพบว่า เช้ือแบคทีเรีย Bs  มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยว
ของขิงถึง 60%  แต่จากงานวิจัยที่ผ่านมาการนําเช้ือแบคทีเรีย Bs  ทาํโดยใช้สารละลายเช้ือที่เลี้ยงใน
อาหารเหลวแล้วนําไปจุ่มหัวพันธ์ุ และ/หรือราดลงบนดิน ซึ่งวิธีการปฏิบัติเช่นน้ีประสิทธิภาพของเช้ือ
แบคทีเรีย Bs  มักไม่คงที่ เปลี่ยนแปลงไปตามสภาพแวดล้อม ซึ่งส่วนใหญ่ประสิทธิภาพมักจะลดลงอัน
เน่ืองมาจากเซลแบคทีเรียตายลง 

เน่ืองด้วยแบคทีเรียในสกุลBacillus มีคุณสมบัติในการสร้างสปอร์ที่เรียกว่าเอ็นโดสปอร์ 
(endospore)  ซึ่งเป็นอวัยวะท่ีอยู่ในเซลแบคทีเรีย (vegetative cell)  โดยเอ็นโดสปอร์จะมีผนังหนา 
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คงทนต่อสภาพแวดล้อมที่ไมเ่หมาะสม เช่น รังสี แรงกระแทก ร้อนจัดหรือเย็นจัดหรือสภาพขาดแคลน
อาหาร และเอ็นโดสปอร์จะสามารถงอกกลับมาเป็น vegetative cell ได้ใหม่เมื่อใส่ลงไปในดินและ
สภาพแวดล้อมเหมาะสมและมีประสิทธิภาพควบคุมเช้ือโรคได้ทันที (http://www.splammo. 
net/bact102/102/bacillus.html) โดยมหาวิทยาลัยน้อททิ่งแฮม (University of Nottingham) 
ของประเทศอังกฤษได้ทําการศึกษาและคัดเลือกแบคทีเรยี Bs และรูปแบบผลิตภัณฑ์ในรูปของเอ็นโด
สปอร์และได้รบัการจดทะเบียนจาก EPA แล้วในช่ือ MBI 600 โดย มีคณุสมบัติทนทานต่อ
สภาพแวดล้อม สามารถเก็บในสภาพแห้งได้ไม่ตํ่ากว่า 2 ปี สามารถใช้รว่มกับสารเคมชีนิดอ่ืนได้อย่าง
กว้างขวางและสปอร์สามารถงอกกลับมาเป็น vegetative cell และเข้าครอบคลุม (colonise) ราก
พืชได้ทันที เมื่อใส่ลงไปในดิน (http://www. microbiogroup.com/BS1.htm) 

วาสนา และคณะ, 2547 ได้ศึกษาการยืดอายุผลิตภัณฑ์ Bs TISTR 001 เพ่ือใช้ในฟาร์มเลี้ยง
สัตว์ พบว่า ถา้เติมสารตัวพา (carrier) ได้แก่ zeolite, talcum, และ calcium carbonate ลงไปใน
การรูปแบบผลติภัณฑ์ชนิดผง แม้เพ่ิมอุณหภูมิถึง 150 องศาเซลเซียสในระหว่างกระบวนการผลิตก็
ตาม สปอร์ของแบคทีเรียก็สามารถทนอยูไ่ด้และจํานวนของเอ็นโดสปอร์ก็ไม่ลดลง และพบว่าความ
เข้มข้นของเอ็นโดสปอร์จะคงที่กว่าผลิตภัณฑ์ที่อยู่ในรูปของเหลว 
(http://www.nowledge.biotec.or.th/doc_upload /200411495822 .doc) 

เพ็ญจันทร์,2546 ได้ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อขบวนการหมักสปอร์ของ B.subtilis 
TISTR 001 เพ่ือเป็นโพรไบโอติก พบว่า การใช้โมลาสและกากถั่วเหลืองเป็นองค์ประกอบของสูตร
อาหารท่ีใช้หมกั จะสามารถกระตุ้นการสร้างสปอร์ของแบคทีเรีย B. subtilis TISTR 001 ได้ถึง 109 
สปอร์/มล. 

งานวิจัยน้ีจึงเป็นการศึกษาเพ่ือพัฒนาสูตรสําเร็จของแบคทีเรีย Bs  ให้อยู่ในรูปของเอ็นโด
สปอร์ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์ ให้มคีวามคงทน เน่ืองจากการมีชีวิตรอดในรูปสปอร์ของ
เช้ือ และสามารถนําไปใช้ได้ทุกสภาพแมก้ระทั่งในสภาพที่มีอุณหภูมสิูง โดยอาศัยคุณสมบัติความ
ทนทานของเอ็นโดสปอร์และการงอกกลับมาเป็นเซลใหม่ได้โดยง่ายของเอ็นโดสปอร์ดังกล่าว   

วิธีดําเนนิการ 
อุปกรณ ์

1. แบคทีเรีย B.subtilis 1 ไอโซเลท (ไอโซเลทท่ีผ่านการทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรค
เหี่ยวของขิงที่เกิดจากเช้ือ R. solanacearum  (ณัฏฐมิาและคณะ, 2547) 

2. อาหารเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย  PSA (Potato sucrose agar) และสารเคมใีนห้องปฏิบัติการ 
 3. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ เช่น จานอาหารเลี้ยงเช้ือ หลอดทดสอบ ตู้เขี่ยเช้ือ เครื่องเขย่า 
(incubator shaker)  

4. สารที่ได้จากของเหลือภาคเกษตร เช่น หางนม กากนํ้าตาล กากถ่ัวเหลือง โปรตีนปลา 
(เศษปลาหมัก) ฯลฯ 

วิธีการ 
1. การทดสอบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B. subtilis เพื่อกระตุ้นการสร้าง
เอ็นโดสปอร ์
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 สูตรอาหารทดสอบ (ภาคผนวก) ได้แก่  

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

1.1 การเตรียมหัวเช้ือ : เลีย้ง Bs บนอาหารแข็ง PSA เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันถ่ายเช้ือ
จํานวน 1 ลูป มาตรฐานลงในอาหาร PSB ปริมาตร 50 มล. ที่บรรจุในฟาสก์ขนาด 25 มล. 
นําไปเลี้ยงในสภาพเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
1.2 การทดสอบในสูตรอาหารต่างๆ : ถ่ายหัวเช้ือ 1 มล. ลงในอาหารเหลวที่ใช้ทดสอบ ซึ่ง
บรรจุอยู่ในฟาสก์ขนาด 250 มล. ปริมาตร 99 มล. นําไปบ่มเช้ือบนเคร่ืองเขย่าที่อุณหภูมิห้อง
ที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
1.3 การบันทึกผล : ตรวจผลโดยนับจํานวนเอ็นโดสปอร์โดยการย้อมสีและนับด้วย counting 
chamber ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ทุก 24 ช่ัวโมง  

2. การทดสอบความเร็วรอบที่เหมาะสมต่อการเลี้ยงเชือ้ B. subtilis เพื่อกระตุ้นการสร้างเอ็นโด
สปอร ์

2.1  เลี้ยง Bs ในอาหารสูตร N3 ( Parry,J.M. และคณะ,1988) โดยปฏิบัติการทดลอง
เช่นเดียวกับการทดลองที่ 1 
2.2  นําไปบ่มเช้ือบนเคร่ืองเขย่าที่ความเร็วรอบต่างๆ ได้แก่ 50 100 150 และ 200 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 360 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิปกติ (26 oC) 
2.3 ตรวจผลโดยนับจํานวนเอ็นโดสปอร์โดยการย้อมสีและนับด้วย counting chamber ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ 

3. การทดสอบความทนทานของเอ็นโดสปอร์ที่แบคทีเรยี B.subtilis สร้างขึ้น ที่อุณหภูมิต่างๆ 
3.1 เลี้ยง Bs  ในอาหารเหลว N1 N2 N3 N4 และ N5 บนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/
นาที เป็นเวลา 240 ช่ัวโมง  
3.2 นําไปแช่ในนํ้าร้อนที่อุณหภูมิ 8 40 60 80 และ100 oC เปรียบเทียบกับที่อุณหภูมิปกติ เป็น
เวลา 30 นาที  
3.3 นําไปเลี้ยงบนอาหารแข็ง PSA  เพ่ือนับจํานวนเซลท่ีมชีีวิตรอด โดยวิธี serial dilution 
plate method 

4. ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอรแ์บคทีเรีย B. subtilis   
 4.1 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์แบคทีเรีย B. subtilis ในรูปของเหลว 

4.1.1 การแปรรูปผลิตภัณฑ์เหลว โดยใช้หางนมเป็นสารนําพา 4 เท่า 
  - เลี้ยง Bsในอาหารเหลว FFS1 บนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที เป็น
เวลา 72 ช่ัวโมง  

- เติมสารละลาย MgSO4.7H2O 0.1 M  10 มล. ลงไปในอาหารเหลว (ขอ้1) อัตรา 
10 % ของปริมาตร 

  - เติมหางนมลงไป 4 เท่า เขย่าให้เข้ากัน 
  -บรรจุขวดแก้ว ปิดฝา วางไว้ที่อุณหภูมิปกติ 
 4.1.2 การแปรรูปผลิตภัณฑ์เหลว โดยใช้หางนมเป็นสารนําพา 2 เท่า 
 ปฏิบัติเช่นเดียวกับ 4.1 แต่ลดปริมาณหางนมลงเหลือ 2 เท่า 
ตรวจนับเซลแบคทีเรียเริ่มต้นและทุก ๆ 1 เดือน เพ่ือนับเซลทีม่ีชีวิต โดยวิธี serial dilution plate 
technique เปรียบเทียบกับ การเลี้ยงบนอาหารเหลวFFS1 ที่ไม่มีการแปรรูปและในอาหาร PSB 
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 4.2 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์แบคทีเรีย B. subtilis ในรูปผง 
  - ปฎิบัติการทดลองเช่นเดียวกับ การทดลอง 4.1 (ข้อ1-2) 
  - เติม Methyl cellulose 2.5 % อัตรา 1:1 ลงในสารละลาย (ข้อ1) 
  - เติมผงทัลคัม (Talcum) ลงไป 4 เท่า คนให้เข้ากัน 
  -นําไปผึ่งในที่รม่ จนกระทั่งผงแป้งแห้งสนิท (ประมาณ 2 สัปดาห์) เก็บในถุงพลาสติก
ใส ปิดปาก วางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
  - ตรวจนับเซลแบคทีเรียเริ่มต้นและทุก ๆ 1 เดือน เพ่ือนับเซลที่มีชีวิต โดยวิธี serial 
dilution plate technique เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ์แปรรูป Bs ที่เลี้ยงบนอาหาร PSA ซึ่งปฏิบัติ
ดังน้ี 
  - เลี้ยง Bs บนอาหารแข็ง PSA เป็นเวลา 48 ชม. 
  - เติมสารละลาย MgSO4.7H2O 0.1 M  10 มล. ขูดเซลแบคทีเรีย 
  - นําไปหมุนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 18 oC เป็นเวลา 
20 นาท ี
  - รินเอาส่วนใสมาผสมกับ Methyl cellulose 2.5 % อัตรา 1:1  
  - เติมผงทัลคัม (Talcum) ลงไป 4 เท่า คนให้เข้ากัน 
  - นําไปผึ่งในทีร่่ม จนกระทั่งผงแป้งแห้งสนิท เก็บในถุงพลาสติกใส ปิดปาก วางไว้ที่
อุณหภูมิห้อง  
5. ศึกษาเปรียบเทียบการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ 

5.1.  ศึกษาการเก็บรักษาผลติภัณฑ์เหลว 
  นําผลิตภัณฑ์เหลวที่ได้แยกเก็บเป็น 2 แหล่ง คือเก็บในตู้เย็น (อุณหภูมิ 4 oC )  และ
อีกส่วนเก็บที่อุณหภูมิปกติ  ตรวจนับจํานวน Bs ที่มีชีวิตรอดโดยวิธี serial dilution plate method 
ทุก ๆเดือน 
 5.2  ศึกษาการเก็บรักษาผลติภัณฑ์ 
  นําผลิตภัณฑ์ผงที่ปรุงแต่งโดยใช้ทัลคัมเป็นสารนําพา บรรจุในถุงพลาสติกปิดฝา แยก
เก็บเป็น 2 แหล่ง คือเก็บในตู้เย็น และอีกสว่นเก็บที่อุณหภูมิปกติ  ปฏิบัติเช่นเดียวกับผลิตภัณฑ์เหลว 
(ข้อ 5.1) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอรช์นิดผง 
 โดยวิธีการแช่หัวพันธ์ุก่อนปลูก 
 1. นําดินที่อบฆ่าเช้ือแล้วมาผสมกับ cell suspension ของแบคทีเรีย R. solanacearum 
โดยใช้ปริมาณความเข้มข้นประมาณ 108 โคโลนีต่อมล. ทิง้ไว้ 24 ชม. 
 2. นําหัวพันธ์ุขิงที่ล้างทําความสะอาดแล้ว แช่ในผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์ Bs ปริมาณความ
เข้มข้นประมาณ 108 โคโลนีต่อมล. เป็นเวลา 1 ชม. 

3. ปลูกในดินทีเ่ตรียมไว้ โดยมีกรรมวิธีเปรียบเทียบคือ   
 - ปลูกขิงในดินที่ราดแบคทีเรยี R. solanacearum (C+) 
 - ปลูกขิงในดินอบฆ่าเช้ือ (C-) 
 - ปลูกขิงทีแ่ช่ในผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์ Bs ที่แปรรูปจากการเลี้ยงเช้ือบนอาหาร PSA 

ปกติ 
4. ตรวจผล โดยเช็คจํานวนต้นเหี่ยว คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ของการเกิดโรค 

7. เปรียบเทียบการแปรรปูผลิตภัณฑ์เหลว  
 เปรียบเทียบวิธีการแปรรูปผลิตภัณฑ์เหลว 3 รูปแบบ คือ 

1. FFS1+ Skimmed milk : เลี้ยง Bs ลงในอาหาร FFS1 บ่มเช้ือเป็นเวลา 5 วัน 
จากน้ันนําไปแปรรูปตามวิธีการข้อ 4.1.2 เติมหางนมเป็นสารนําพา  
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2. PSB + Skimmed milk : เลี้ยง Bs ลงในอาหาร PSB บ่มเช้ือเป็นเวลา 2 วัน 
จากน้ันนําไปแปรรูปตามวิธีการข้อ 4.1.2 เติมหางนมเป็นสารนําพา 

3. FFS1 : เลี้ยง Bs ลงในอาหาร FFS1 บ่มเช้ือเป็นเวลา 5 วัน จากน้ันนําไปแปรรูป
ตามวิธีการข้อ 4.1.2 แต่ไม่มีการเติมหางนม 

8. ทดสอบประสิทธิภาพผลติภัณฑ์เอ็นโดสปอร์ B. subtilis  ในโรงเรอืนทดลอง 
 - เตรียมดินปลกูใส่กระถาง ปริมาณ 700 กรมัต่อกระถาง 
 - เพาะชํากล้าขิงในกระบะเพาะ ให้มอีายุประมาณ 45 วัน  

- ทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์ Bs  ในสภาพโรงเรือนทดลอง วางแผนการ
ทดลองแบบ RCB 4 ซ้ํา 5 กรรมวิธี ดังน้ี 

กรรมวิธีที่ 1 (T1) คลุกดินด้วยผลติภัณฑ์ผงเอ็นโดสปอร์ อัตรา 70 กรัมต่อดิน 700 กรมั 
กรรมวิธีที่ 2 (T2) ราดดินด้วยผลิตภัณฑ์ผงเอ็นโดสปอร์ละลายน้ํา อัตรา 100 กรัมต่อนํ้า 1 ลิตร 50 มล. 
ต่อกระถาง 
กรรมวิธีที่ 3 (T3) ราดดินด้วยสารละลายเช้ือ Bs* อัตรา 100 กรัมต่อนํ้า 1 ลติร 50 มล.ต่อกระถาง 
กรรมวิธีที่ 4 (T4) Control +  ราดด้วยสารละลายเช้ือ Rs อัตรา 50 มล.ต่อกระถาง (ปริมาณ Rs เท่ากับ 
1.8 x 109 cfu/ml.) 
กรรมวิธีที่ 5 (T5) Control -  ราดดินด้วยนํ้าเปล่า 

*  การเตรียมสารละลายเช้ือ Bs ปฏิบัติโดยการเลี้ยง Bs บนอาหาร PSA โดยไม่มีการกระตุ้น
การสร้างเอ็นโดสปอร์ จากน้ันนํามาทําเป็น cell suspension ด้วยนํ้าน่ึงฆ่าเช้ือ ปรับความเข้มข้นจนได้
ปริมาณเซล Bs ประมาณ 108 cfu/ml. 

- ตรวจผลโดยนับจํานวนต้นที่เป็นโรค คิดเป็นเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเปรียบเทียบกับจํานวนต้น
ทั้งหมด 
9. ทดสอบประสิทธิภาพผลติภัณฑ์ผงเอ็นโดสปอร์ B. subtilis  ในแปลงปลูก 

ทดสอบผลิตภัณฑ์ผงในแปลงปลูกที่ศูนย์วิจยัพืชสวนลําปาง อ.ห้างฉัตร จ.ลําปาง โดยวิธีรองก้น
หลุมและแช่หวัพันธ์ุก่อนปลูกวางแผนการทดลองแบบ RCBD 4 ซ้ํา 5 กรรมวิธี ดังน้ี  
กรรมวิธีที่ 1 (T1) แช่หัวพันธ์ุขงิก่อนปลูกอัตรา 15  กรัม/นํ้า 10 ลิตร   30 นาที 
กรรมวิธีที่ 2 (T2) แช่หัวพันธ์ุขิงก่อนปลูกอัตรา 30 กรัม/นํ้า 10 ลิตร   30 นาที 
กรรมวิธีที่ 3 (T3) หยอดก้นหลุมก่อนปลูกอัตรา  15 กรมั/หลมุ 
กรรมวิธีที่ 4 (T4) หยอดก้นหลุมก่อนปลูกอัตรา  30 กรมั/หลมุ 
กรรมวิธีที่ 5 (T5) Control  
 
เวลาและสถานท่ี     เริ่มต้น ตุลาคม     2548        สิ้นสดุ     กันยายน      2553   
   กลุ่มวิจัยโรคพืช   สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
1. การทดสอบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ B.subtilis เพื่อกระตุ้นการสร้างเอ็น
โดสปอร ์
 พบว่า หลังการเลี้ยงเช้ือ 240 วัน มีอาหาร 8 สูตรได้แก่ YP NB NTG GMP N1 B N2 และ 
N5 ทีB่s สามารถสร้างเอ็นโดสปอร์ประมาณ 102สปอร์/มล. หลังจากเลี้ยงเช้ือเป็นเวลา 360 ช่ัวโมง 
พบว่า Bs  สามารถสร้างเอ็นโดสปอร์ในอาหารทั้ง 15สูตร โดยที่ในสูตร N3 และ N4  Bs สร้างเอ็นโด
สปอร์ได้สูงสุด เท่ากับ 2.13 x 106 และ2.34 x 106สปอร์/มล.ตามลําดับ และเมื่อเลี้ยงเช้ือจนครบ 
480 ช่ัวโมง พบว่า Bsสามารถสร้างเอ็นโดสปอร์ได้สูงสุดถึง108ในอาหาร 6 สูตร ได้แก่ N1 B N2 N5 
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N4 และ N3 โดยมีปริมาณเอ็นโดสปอร์เท่ากับ 1.10 x 108 1.38 x 108 1.40 x 108 1.43 x 108 2.48 
x 108 และ 3.10 x 108สปอร์/มล. ตามลําดับ (ตารางที่ 1) 
 การทดสอบสูตรอาหารที่มีส่วนผสมของส่วนเหลือจากภาคเกษตร 6 สูตร พบว่า เมื่อเลีย้ง Bs 
ในอาหารที่มีสว่นผสมของเศษปลาหมักผสมกับกากถั่วเหลืองอัตรา 1:1 (FFS) Bsสามารถสร้างเอ็นโด
สปอร์ได้ปริมาณสูงภายใน 5 วัน คือได้ถึง 2.1 x 108สปอร์/มล. (ตารางที ่2)  ดังน้ันสูตรอาหารที
เหมาะสมในการนําไปแปรรูปคือ สูตร FFS1 ซึ่งมีส่วนผสมท่ีราคาถูก หาง่าย และใช้เวลาในการเลี้ยง
แบคทีเรียไม่นานมาก 
2. การทดสอบความเร็วรอบที่เหมาะสมต่อการเลี้ยงเชือ้ B.subtilis เพื่อกระตุ้นการสร้างเอ็นโด
สปอร ์
 พบว่า หลังการเลี้ยงเช้ือในอาหาร N3 เป็นเวลา 360 วัน การเขย่าบนเคร่ืองเขย่าที่ความเร็ว
รอบ 150 และ 200 รอบต่อมล. Bs สร้างเอ็นโดสปอร์ได้สูงสุด โดยมีปริมาณเทา่กับ 7.1x108 และ 
9.7x108 สปอร/์มล.ตามลําดับ (ตารางที่ 3) 
3. การทดสอบความทนทานของเอ็นโดสปอร์ของแบคทีเรีย B.subtilis  ที่อุณหภูมิต่างๆ 
  พบว่า Bs สามารถทนทานทั้งในสภาพอุณหภูมิตํ่า 8 oC  และอุณหภูมิสูงถึง 100 oC  เมื่อ
เลี้ยงเช้ือในอาหาร 5 สูตร  โดยพบว่า เมื่อแช่ในนํ้าเย็นอุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส Bs ยังคงมีชีวิตรอด
ถึงประมาณ 106 โคโลนีต่อมล. ลดปริมาณลงเพียงเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่
อุณหภูมิห้อง 26 oC  ซึ่งมปีริมาณเท่ากับ 107 โคโลนีต่อมล. และ พบว่า ที่อุณหภูมิ 40 oC ซึ่งเป็น
อุณหภูมิซึ่งใกล้เคียงกับสภาพแปลงปลูก Bs สามารถมชีีวิตรอดประมาณ 107 โคโลนีต่อมล. โดยที่
ปริมาณไม่ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งมีปริมาณ Bs ประมาณ  107โคโลนีต่อมล. และใน
สภาพอุณหภูมิสูงถึง 100 oC  Bs ก็ยังคงมีชีวิตรอดถึง 104 โคโลนีต่อมล. (ตารางที่ 4)  

 จากการทดลองน้ี การตรวจผลจําเป็นต้องใช้วิธีการนับโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือโดยวิธี serial 
dilution plate method เพ่ือตรวจสอบเซลท่ีมีชีวิตรอดเท่าน้ัน และจากลักษณะคุณสมบัติของ
แบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus ถ้าแบคทีเรียอยู่ในสภาพเป็นเซลและยังไม่สร้างเอ็นโดสปอร์ แบคทีเรีย
สามารถเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิประมาณ 30 oC (http://yalor.yru.ac.th/~dolah/notes/4034605-2-
48/MM_404652038_12.doc) และเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นเซลแบคทีเรียจะตายลงจนไม่สามารถมีชีวิตรอด
ได้ โดยเฉพาะถ้าอุณหภูมิสูงถึง 40 องศาเซลเซียส ดังน้ันการที่โคโลนีแบคทีเรียยังสามารถเจริญอยู่ได้บน
อาหารเลี้ยงเช้ือ ทั้งที่แช่ในนํ้าร้อนอุณหภูมิ 40-100 oC แสดงว่า เอ็นโดสปอร์ของ Bs เท่าน้ันที่ยังทนต่อ
ความร้อนและเจริญกลับมาเป็นเซลปกติได้ตามเดิม  

4. ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอรแ์บคทีเรีย B.subtilis   
 4.1 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์แบคทีเรีย B.subtilis ในรูปของเหลว 

 4.1.1 การแปรรูปผลิตภัณฑ์เหลว โดยใช้หางนมเป็นสารนําพา 4 เท่า 
 พบว่า หลังจากเก็บผลิตภัณฑ์ไว้เป็นเวลา 2-3 เดือน ในสภาพอุณหภูมิห้อง  ปริมาณ Bs ที่มี
ชีวิตลดลงไม่มากนัก แต่หลังจาก 3 เดือน ปริมาณ Bs เริ่มลดลงอย่างรวดเร็ว และเมื่อเก็บผลิตภัณฑ์
เป็นเวลา 5 เดือน ปริมาณ Bsลดลงจาก 107 เป็น 106 โคโลนีต่อมล. เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ Bs ที่
เลี้ยงในอาหาร FFS1 ซึ่งไมม่ีการแปรรูป พบว่า ปริมาณเซลแบคทีเรยียังมีปริมาณถึง 107 โคโลนี
ต่อมล.  

 4.1.2 การแปรรูปผลิตภัณฑ์เหลว โดยใช้หางนมเป็นสารนําพา 2 เท่า 
พบว่า หลังการเก็บ 1 เดือน ปริมาณย Bs ลดลงเหลือ 107 โคโลนีต่อมล. แล้วเพ่ิมปริมาณเป็น 

108 โคโลนีต่อมล. ในเดือนที ่2 จากน้ันลดลง เหลือ107 โคโลนีต่อมล. ในเดือนที่ 3 และ4 และเมื่อเก็บ
ผลิตภัณฑ์เป็นเวลา 5 เดือน พบว่าปริมาณเซลทีม่ีชีวิตของ Bs กลับเพ่ิมขึ้นเป็น 1010 โคโลนีต่อมล. 
และมีปริมาณเท่ากับในผลิตภัณฑ์ที่ได้จากอาหาร FFS1 ที่ไม่มีการเติมหางนม แต่เมื่อเปรียบเทียบกับ



995 
 
ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเลี้ยง Bs ในอาหารPSB ที่เติมหางนมลงไป 2 เท่า เมื่อเก็บผลิตภัณฑ์ครบ 5 
เดือนปริมาณ Bs ลดลงเหลือ 107 โคโลนีต่อมล.(ตารางที่ 7) 

4.2 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์แบคทีเรีย B.subtilis ในรูปผง 
 พบว่า การแปรรูปผลิตภัณฑ์โดยใช้ ทัลคัมและแป้งข้าวโพดเป็นสารนําพาเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคุมคือผลิตภัณฑ์ที่แปรรูปจากแบคทีเรียที่เลี้ยงบนอาหาร PSA โดยไม่มกีารกระตุ้นการ
สร้างเอ็นโดสปอร์ พบว่า ปริมาณ Bsไม่แตกต่างกัน คือเท่ากับ 108 cfu/ml. แต่เมื่อเก็บไว้ 5 เดือน 
พบว่า  ไม่พบ Bs ที่มีชีวิตรอดในกรรมวิธีควบคุม ในขณะที่กรรมวิธีที่แปรรูปจากอาหาร FFS1 ที่
ใช้ทัลคัมและแป้งข้าวโพดลดลงเหลือ 107 cfu/ml. (ตารางที่ 6) 
 เมื่อเปรียบเทียบขั้นตอนการผลิต พบว่า การใช้แป้งข้าวโพดจะค่อนข้างยุ่งยาก เน่ืองจากแป้ง
ข้าวโพดมีความมันลื่น การเกาะติดในขั้นตอนการผสมเช้ือค่อนข้างยาก  ใช้เวลานาน แต่ข้อดีคือ 
ผลิตภัณฑ์ที่ได้ละลายน้ําได้ดีกว่าการใช้สารทัลคัม ไม่เหลอืตะกอน และราคาไม่ต่างกัน  
5. ศึกษาเปรียบเทียบการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ 

5.1.  ศึกษาการเก็บรักษาผลติภัณฑ์เหลว 
ผลการทดลองเปรียบเทียบการเก็บผลิตภัณฑ์เหลวที่อุณหภูมิห้อง และเก็บในตู้เย็น 

พบว่า เมื่อเก็บผลิตภัณฑ์เป็นเวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs จากทั้ง 2 แหล่งเก็บ มีปรมิาณเพ่ิมขึ้นจาก
ปริมาณเซลเริม่ต้น 108 โคโลนีต่อมล.เป็น1010 โคโลนีต่อมล. และ109 โคโลนีต่อมล. เมื่อเก็บในสภาพ
อุณหภูมิห้องและในตู้เย็น ตามลําดับ (ตารางที่ 7) 

5.2 ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผง 
 ผลการทดลองเปรียบเทียบการเก็บผลิตภัณฑ์ผงที่อุณหภูมหิ้อง และเก็บในตู้เย็น 

พบว่า เมื่อเก็บผลิตภัณฑ์ผงเป็นเวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs จากทั้ง 2 แหล่งเก็บ ลดลงเท่า ๆ กัน คือ 
จากปริมาณเริ่มต้น 108 โคโลนีต่อมล. เหลอื 107 โคโลนีต่อมล. (ตารางที่ 8) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอรช์นิดผง 
 โดยวิธีการแช่หัวพันธ์ุก่อนปลูก 
  ในการทดสอบประสิทธิภาพผง ในโรงเรือน พบว่า ในกรรมวิธีเปรียบเทียบ (C-) 
ปริมาณต้นขิงที่ปลูกเปรียบเทียบงอกเจริญเป็นต้นไม่ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งได้ทําการทดสอบอีก 2 ครั้ง 
ก็ยังประสบปัญหาเดิม จึงไม่สามารถตรวจผลได้ ในปีพ.ศ.2551 จะทําการทดสอบอีกคร้ังโดยปรับ
วิธีการ โดยเพาะหัวพันธ์ุขิงให้งอกก่อนทดสอบ และ อีกส่วนหน่ึงจะไปทําการทดสอบในระดับแปลง
ปลูกที่จังหวัดลําปาง    
 
7. เปรียบเทียบการแปรรปูผลิตภัณฑ์เหลว (Bs)                            
 พบว่า เมื่อเก็บผลิตภัณฑ์เหลวในสภาพอุณหภูมิปกติ เป็นเวลา 6 เดือน ผลิตภัณฑ์เหลวที่ผสม
ปรุงแต่งจากการเลี้ยง Bs ในอาหาร FFS1ทั้งที่เติมหางนม (FFS1+SM) และไม่เติมหางนม (FFS) ใน
การแปรรูป มีปริมาณ Bs ที่มีชีวิตสูงกว่าผลิตภัณฑ์ที่ผสมปรุงแต่งจากการเลี้ยง Bs  ในอาหาร PSB 
(PSB+SM)  และพบว่า  ในการแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์เหลวของกรรมวิธีที่เลี้ยงในอาหาร FFS1 น้ันการ
เติมหางนมลงไป จะมีปริมาณ Bs ที่มีชีวิตรอดเท่ากับกรรมวิธีที่ไม่เติมหางนม เมื่อเก็บไว้ 6 เดือนใน
สภาพอุณหภูมิปกติ และการเก็บผลิตภัณฑ์ในสภาพอุณหภูมิตํ่า การมีชีวิตรอดของ Bs ในผลิตภัณฑ์ 
FFS1+SM และ PSB+SM มีปริมาณลดลงมากกว่า การเก็บในสภาพอุณหภูมิปกติ (ตารางที่  10) 
8. ทดสอบประสิทธิภาพผลติภัณฑ์เอ็นโดสปอร์ B. subtilis  ในโรงเรอืนทดลอง 

พบว่า หลังการทดสอบ 60 วัน กรรมวิธีการคลุกดินด้วยผลติภัณฑ์ผงเอ็นโดสปอร์ก่อนปลูก มี
เปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเห่ียวขิงตํ่าสุดคือ 46.94% รองลงมาได้แก่ กรรมวิธีการราดดินด้วยผลิตภัณฑ์ผง
เอ็นโดสปอร์ละลายนํ้า  และราดดินด้วย cell suspension ของ Bs โดยมีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 
62.74 และ65.26 ตามลําดับ และทุกกรรมวิธีสามารถลดการเกิดโรคได้เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
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ควบคุม (Control+) ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 83.72  ทั้งน้ีการคลุกดินด้วยผลิตภัณฑ์ผงเอ็นโด
สปอร์พบเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคตํ่ากว่าการราดดินด้วยผลิตภัณฑ์ผงเอ็นโดสปอร์ละลายน้าํ (ตารางที่ 11) 
9. ทดสอบประสิทธิภาพผลติภัณฑ์ผงเอ็นโดสปอร์ B. subtilis  ในแปลงปลูก 

พบว่า หลังการตรวจผลที่ 2 เดือนหลังการทดสอบ พบว่า กรรมวิธีที่แช่หัวพันธ์ุด้วยผลิตภัณฑ์
เอ็นโดสปอร์ของ Bs มีอัตราการเกิดโรคเห่ียวตํ่ากว่าการคลุกดินก่อนปลูก โดยการแช่หัวพันธ์ุในอัตรา 
30 กรัมต่อนํ้า 10 ลิตร เปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 15.7  แต่เมือ่นํามาวิเคราะห์สถิติ พบว่าทุก
กรรมวิธีไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (ตารางที่ 12 ) 

 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 จากผลการทดลองสรุปได้ว่ามีอาหารท่ีช่วยกระตุ้นการการสร้างเอ็นโดสปอร์ของ Bs   สูงสุด 
ได้แก่ N1 B N2 N5 N4  N3 และ FFS1 สามารถกระตุ้นการสร้างเอ็นโดสปอร์ของ Bs ได้สูงถึง108  
สปอร์/มล. โดยสูตร N3 สามารถกระตุ้นการสร้างเอ็นโดสปอร์ของ Bs ได้สูงสุดถึง 3.10 x 108 แต่สูตร
ที่เหมาะสมต่อการนํามาใช้ในขบวนการแปรรูปคือสูตร FFS1 เน่ืองจากส่วนผสมมีราคาถูก หาซื้อง่าย 
และใช้เวลาการเลี้ยงในระยะสั้นที่สุด การเลี้ยงแบคทีเรียในสภาพเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 
รอบต่อนาที เป็นสภาพที่เหมาะสมต่อการสร้างเอ็นโดสปอร์ของ Bs และพบว่า Bs  สามารถทน
อุณหภูมิได้ตํ่าถึง 8 oC และสูงถึง 100 oC โดยที่อุณหภูมิ 40 oC ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่ใกล้เคียงกับสภาพ
แปลงปลูกปริมาณเอ็นโดสปอร์ไม่ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือที่อุณหภูมิห้อง 25+2 oC   

การแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ผงโดยใช้สารทัลคัมและแป้งข้าวโพดเป็นสารนําพาปริมาณ Bs  ที่มี
ชีวิตรอดหลังการเก็บ 7 เดือนไม่มีความแตกต่างกัน แต่ปริมาณลดลงประมาณ 10 ล้านเซล ในขณะที่
การแปรรูปจาก Bs  ที่เลี้ยงบนอาหาร PSA โดยไม่มีการกระตุ้นการสร้างเอ็นโดสปอร์ ไม่พบการรอด
ของเซล Bs  หลังการเก็บผลติภัณฑ์ไว้ 5 เดือน 

การปรับวิธีการแปรรูปผลิตภัณฑ์เหลว โดยลดหางนมลง 2 เท่า พบว่า ปริมาณเซล Bs ที่มี
ชีวิตรอดมีค่าไม่คงที่ แต่ปริมาณกลับเพ่ิมขึน้จากปริมาณเซลเริ่มต้น เมื่อเก็บเป็นเวลา 5 เดือน และไม่มี
ความแตกต่างกับผลิตภัณฑ์ทีไ่ม่เติมหางนม แต่จะมีปริมาณมากกว่าในผลิตภัณฑ์ที่ได้จากอาหาร PSB  

เปรียบเทียบการเก็บผลิตภัณฑ์ในสภาพอุณหภูมิห้องปกติและในตู้เย็น พบว่า เมื่อเก็บเป็น
เวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs ที่มีชีวิตรอดมีปริมาณเพ่ิมขึ้น โดยในสภาพอุณหภูมิปกติมีปริมาณ
มากกว่าที่เก็บในตู้เย็น แต่สําหรับผลิตภัณฑ์ผงปริมาณเซล Bs ที่มีชีวิตรอด มีปริมาณลดลงเท่ากันทั้ง 2 
แหล่งเก็บ 

การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑ์ผง จะทําการปรับวิธีการทดสอบในระดับโรงเรือนใหม่ใน
และจะทดสอบในระดับแปลงปลูกในปี พ.ศ.2551 
 ในการแปรรูปผลิตภัณฑ์ Bs  จากการเลี้ยง Bs ในอาหาร FFS1 น้ัน การเติมหางนมลงไปเป็น
สารนําพาในผลิตภัณฑ์ ปริมาณการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียไม่แตกต่างกับการไม่เติมหางนม เมื่อเก็บ
ในสภาพอุณหภูมิปกติเป็นเวลา 6 เดือน และพบว่า ผลิตภัณฑ์เหลวที่ผสมปรุงแต่งจากการเลี้ยง Bs ใน
อาหาร FFS1 มีปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตสูงกว่าผลิตภัณฑ์ที่ผสมปรุงแต่งจากการเลี้ยง Bs  ในอาหาร 
PSB การเก็บผลิตภัณฑ์ในสภาพอุณหภูมิตํ่า การมีชีวิตรอดของ Bs ในผลิตภัณฑ์ FFS1+SM และ 
PSB+SM มีปรมิาณลดลงมากกว่า การเก็บในสภาพอุณหภูมิปกติ  

การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์ Bs  ในโรงเรือนทดลอง พบว่าการคลุกดินด้วย
ผลิตภัณฑ์ผงเอ็นโดสปอร์ก่อนปลูก มีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเห่ียวขิงตํ่าสุด รองลงมาได้แก่ กรรมวิธีการ
ราดดินด้วยผลิตภัณฑ์ผงเอ็นโดสปอร์ละลายน้ํา  และราดดินด้วย cell suspension ของ Bs และทกุ
กรรมวิธีสามารถลดการเกิดโรคได้เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ทั้งน้ีการคลุกดินด้วยผลิตภัณฑ์ผง
เอ็นโดสปอร์พบเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคตํ่ากว่าการราดดินด้วยผลิตภัณฑ์ผงเอ็นโดสปอร์ละลายน้ํา  
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 การทดสอบประสิทธิภาพในแปลงปลูกไม่สามารถสรุปผลได้ชัดเจน เน่ืองจากกรรมวิธี
เปรียบเทียบมีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเห่ียวตํ่า แต่อย่างไรก็ดีพบว่า การแช่หัวพันธ์ุด้วยผลิตภัณฑ์เอ็นโด
สปอร์ Bs มีแนวโน้มลดการเกิดโรคได้ดีกว่า การคลุกดินก่อนปลูก  
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ตารางที ่1  ปริมาณเอ็นโดสปอร์ที่แบคทีเรยี Bacillus subtilis สร้างขึ้นในอาหาร 15 สูตร 

    หลังการเลีย้งเช้ือ 240 360 และ 480 ช่ัวโมง ตามลําดับ 

สูตรอาหาร ปริมาณเอ็นโดสปอร์ทีเ่วลาต่างๆ (สปอร/์มิลลลิิตร) 

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 

 
ตารางที ่2  ปริมาณเอ็นโดสปอร์ Bacillus subtilis สร้างขึ้นในอาหารทีม่ีส่วนผสมของส่วน 

    เหลือจากภาคเกษตร 6 สตูร หลังการเลีย้งเช้ือ 72 และ120 ช่ัวโมง ตามลําดับ 

สูตรอาหาร ปริมาณเอ็นโดสปอร์ทีเ่วลาต่างๆ (สปอร/์มิลลลิิตร) 

 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 
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ตารางที่ 3  ปริมาณเอ็นโดสปอร์ Bacillus subtilis สร้างขึ้นในอาหาร N3  ในสภาพเขย่าที่ 

    ความเร็วรอบต่างๆ เป็นเวลา 360 วัน ณ อุณหภูมิห้อง (26 องศาเซลเซียส) 
ความเร็วรอบ (รอบต่อนาที) ปริมาณเอ็นโดสปอร ์(สปอร/์มิลลลิิตร) 
50 4.10 x 106 
100 5.60 x 106 
150 7.10 x 108 
200 9.70 x 108 
 
ตารางที่ 4  ปริมาณเอ็นโดสปอร์ของแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชีวิตรอด ในอาหาร N3  

    ที่แช่ในนํ้าอุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 30 นาที 
อุณหภูมิ (0C) ปริมาณเอ็นโดสปอร ์(สปอร/์มิลลลิิตร) 
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 
 
ตารางที่ 5  ปริมาณ Bacillus subtilis ที่มชีีวิตรอดในผลิตภัณฑ์แปรรูปชนิดเหลวที่ใช้หางนม 

    เป็นสารนําพา เท่า เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ์ที่เลี้ยงในอาหารเศษปลาหมักผสม 
    กากถ่ัวเหลอืง (FFS1) ที่ไม่มีการแปรรูป เก็บที่อุณหภูมิห้อง (25+ 2 0C) เป็นเวลา 
    5 เดือน 

เดือนที ่ ปริมาณแบคทเีรีย (โคโลน/ีมิลลลิิตร) 
ในอาหาร FFS1+หางนม 4 
เท่า 

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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเริ่มต้นหลังการแปรรูป 
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ตารางที่ 6  ปริมาณ Bacillus subtilis ที่มชีีวิตรอดในผลิตภัณฑ์ที่ใช้สารทัลคัม และแป้ง 

    ข้าวโพดเป็นสารนําพาเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ์ที่เลี้ยงบนอาหาร PSA ก่อน 
    แปรรูป เก็บที่อุณหภูมิหอ้ง (25+ 2 0C) เป็นเวลา  7 เดือน 

เดือนที ่ ปริมาณแบคทเีรีย (โคโลน/ีมิลลลิิตร) 
ทัลคัม 

(อาหาร FFS1)2/ 
แป้งข้าวโพด 

(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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเริ่มต้นหลังการแปรรูป       2/ ผลิตภัณฑ์แปรรปูที่เลี้ยงบนอาหาร FFS1 ก่อน
แปรรูป 3/ ผลติภัณฑ์แปรรูปที่เลี้ยงบนอาหาร PSA ก่อนแปรรูป 
 
ตารางที่ 7  ปริมาณ Bacillus subtilis ที่มชีีวิตรอดในผลิตภัณฑ์แปรรูปชนิดเหลวที่ใช้หางนม 

เป็นสารนําพา 2 เท่า เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ์ที่เลี้ยงในอาหารเศษปลาหมักผสม  
กากถ่ัวเหลือง (FFS1) ที่ไม่มีการแปรรูป และในอาหาร PSB เก็บที่อุณหภูมิห้อง  
(25+ 2 0C) เป็นเวลา  5 เดือน 

เดือนที ่ ปริมาณแบคทเีรีย (โคโลน/ีมิลลลิิตร) 
ในอาหารFFS1 +หาง
นม  

ในอาหารFFS1 ในอาหาร PSB + หาง
นม  

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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเริ่มต้นหลังการแปรรูป        
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ตารางที่ 8  เปรียบเทียบปริมาณ Bacillus subtilis ที่มีชีวิตรอดในผลิตภัณฑ์แปรรูป 

    ชนิดเหลว ที่เก็บที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตู้เย็น (4 oC) โดยใช้หางนม  
    2 เท่าเป็น สารนําพา 

เดือนที ่ ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลน/ีมิลลลิิตร) 
อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตู้เย็น (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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเริ่มต้นหลังการแปรรูป        
 
ตารางที่ 9  เปรียบเทียบปริมาณ Bacillus subtilis ที่มีชีวิตรอดในผลิตภัณฑ์แปรรูปชนิดผง 

   เก็บที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมตู้ิเย็น (4 oC) โดยใช้ทัลคัมเป็นสารนําพา 
เดือนที ่ ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลน/ีมิลลลิิตร) 

อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตู้เย็น (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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเริ่มต้นหลังการแปรรูป        
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ตารางที่ 10  เปรียบเทียบปริมาณ Bacillus subtilis ที่มีชีวิตรอดในผลิตภัณฑ์แปรรูป 

ชนิดเหลว เก็บที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตู้เย็น (4 oC) ที่เติมและ 
ไม่เติมหางนมเป็นสารนําพา 

 เดือนที ่ ปริมาณเซล Bacillus subtilis  (cfu/ml.) 
อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตู้เย็น (4 oC) 

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 

 
ตารางที่ 11  เปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเห่ียวของขิงที่เกิดจากแบคทีเรีย Ralstonia  
      solanacearum ที่ทดสอบการควบคุมด้วยผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์ ที่ 15 30 45 

      และ 60 วัน หลังการทดสอบ ในโรงเรือน 
กรรมวิธ ี
 

เปอรเ์ซ็นต์การเกิดโรค 
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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ตารางที่ 12  เปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเห่ียวของขิงที่เกิดจากแบคทีเรีย Ralstonia 

      solanacearum ที่ทดสอบการควบคุมด้วยผลิตภัณฑ์เอ็นโดสปอร์ ที่  60 วัน 
      หลังการทดสอบในแปลงปลูก 

กรรมวิธ ี
 

เปอรเ์ซ็นต์การเกิดโรค 
60 DAI 

T1 15.70 
T2 36.77 
T3 49.65 
T4 49.65 
T5 16.52 
F = 4.2722*  
Treatments = 2.3672 ns  
CV.  =  65.12% 

 
......................................... 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1004 
 

 
ภาคผนวก 

 
สูตรอาหารทดสอบเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมในการเลี้ยงเช้ือ B subtilis เพื่อกระตุ้นการสร้างเอนโดสปอร์ 
15 สูตร 
1. Malt-yeast extract (MY) 

Malt extract 3 ก., Yeast extract 3 ก., Peptone 5 ก., Glucose 10 ก., นํ้ากลั่น  
1,000 มล. 

2. Peptone-calcium carbonate 
 Peptone 5 ก., CaCO3  3 ก., นํ้ากลั่น  1,000 มล. 
3. CPG 
 Casamino acid 1 ก., Peptone  10 ก., Glucose 10 ก., นํ้ากลั่น 1,000 มล. 
4. NGA 
 Beef extract 3 ก., Peptone 5 ก., Glucose 2.5 ก. นํ้ากลั่น 1,000 มล. 
5. PSB (wakimoto’broth) 
 Potato 300 ก., Sucrose 20 ก., Ca(Na3)24H2O 0.5ก., NaHPO412H2O  

2 ก.,Peptone 5 ก., นํ้ากลัน่ 1,000 มล. 
6. B 
 Yeast extract 1 ก., Beef extract 3 ก.,Peptone 5 ก., MnSO4H2O 50 มก., 

CaCl22H2O 100 มก., MgSO47H2O  500 มก., นํ้ากลั่น 1,000 มล. 
7. GMP 
 Glucose  15 ก., Peptone 6 ก., Meat  extract 3 ก., Yeast extract 3 ก. 
 ,NaCl  5 ก., MgSO47H2O  0.25 ก., นํ้ากลั่น  1,000 มล. 
8. YP 
 Yeast extract  5 ก., Peptone  10 ก., นํ้ากลั่น  1,000 มล. 
9. NB 
 Peptone 5 ก., Beef extract 3 ก., นํ้ากลั่น 1,000 มล. 
10. NTG 
 Glucose  20 ก., KH2PO4 0.4ก., MgSO47H2O 0.2 ก., NaCl 1 ก., นํ้ากลั่น  

1,000 มล. 
11. N 1 :Norris J.R และคณะ (1981) 
 Peptone  5 ก., Meat  extract 3 ก., Mn 2SO4H2O 0.005 ก., นํ้ากลั่น  

1,000 มล. 
12. N 2 : Parry J.M และคณะ (1988) 
 Mn 2SO4H2O 0.03 ก., KH2PO4 0.25 ก.,Beef extract 3 ก., Peptone 5 ก., 

นํ้ากลั่น 1,000 มล. 
13. N 3 : Parry J.M และคณะ (1988) 
 Peptone 15 ก., Yeast extract  3 ก., NaCl 6 ก., นํ้ากลั่น 1,000 มล. 
14. N 4 
 Ca(Na3)24H2O 0.5ก., NaHPO412H2O  2 ก., Peptone  15 ก., นํ้ากลั่น  
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1,000 มล. 
15. N 5 
 Ca(Na3)24H2O 0.5 ก., NaHPO412H2O 0.5 ก., Peptone 5ก., นํ้ากลั่น  

1,000 มล. 
16. SM 1  

กากถ่ัวเหลือง 10 ก., กากนํ้าตาล (โมลาสส;์ cane molass) 10 มล., นํ้ากลั่น  
1,000 มล. 

17. SM 2 
 กากถ่ัวเหลือง  10 ก., กากนํ้าตาล (โมลาสส์; cane molass) 5.0 มล.,  

นํ้ากลั่น 1,000 มล. 
18. FM 1 
 ปลาป่น 10 ก.,กากนํ้าตาล (โมลาสส;์ cane molass) 10 มล.,นํ้ากลั่น 1,000 มล. 
19. FM 2 
 ปลาป่น  10 ก., กากนํ้าตาล (โมลาสส;์ cane molass) 5.0 มล., นํ้ากลั่น 1,000 มล. 
20. FFS 1 
 โปรตีนปลา (เศษปลาหมัก) 10 มล., กากถ่ัวเหลือง 10 ก.,นํ้ากลั่น 1,000 มล. 
21. FFS 2 
 โปรตีนปลา (เศษปลาหมัก)10 มล., กากถ่ัวเหลือง 5.0 ก., นํ้ากลั่น 1,000 มล. 


