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การพัฒนาผลิตภัณฑ์ Bacillus subtilis สายพันธุ์ ดินรากยาสูบ No.4 
แบบเม็ดเพื่อควบคุมโรคเหี่ยวที่เกิดจากแบคทีเรียของขิง 

Development of tablets product of Bacillus subtilis Tobacco root 
No.4 strain for controlling  Ginger bacterial wilt disease  

 
ณัฎฐิมา  โฆษิตเจริญกุล บูรณี พั่ววงษ์แพทย์  ทิพวรรณ  กันหาญาติ  

รุ่งนภา  ทองเคร็ง 
กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

 
รายงานความก้าวหน้า 

 การเพาะเลี้ยงและผลิตสปอร์แบคทีเรีย Bacillus subtilis  สายพันธุ์ ดินรากยาสูบNo. 4 โดย
การทดสอบการสร้างสปอร์บนอาหารชนิดต่างๆ ได้แก่ TSB, NB และ YT พบว่า อาหารสูตร YT 
สามารถท าให้เเชื้อ BS สายพันธุ์ ดินรากยาสูบ 4  สามารถสร้างสปอร์ได้มากท่ีสุด  
  การเตรียมผลิตภัณฑ์ Bacillus subtilis  สายพันธุ์ ดินรากยาสูบNo. 4 แบบเม็ด โดย ใช้ 
เกาลินหรือดินขาวเป็นสารพา มีสูตรดังนี้ ดินขาว 400  กรัม,  MgSO4.7H2O  80  มิลลิลิตร, sodium 
carboxymethyl cellulose (SCMC)  40  มิลลิลิตร และ กากน้ าตาล  40 มิลลิลิตร  ทดสอบความ
สม่ าเสมอและการกระจายตัวพบว่ามีความสม่ าเสมอและการกระจายตัวของแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ์ดินรากยาสูบ no.4 อยู่ที่ นาทีละ 109 cfu/g   ทดสอบการปลดปล่อยของแบคทีเรีย B. 
subtilis พบว่า สามารถปล่อยเชื้อได้ 106 cfu/min น าสูตรเม็ดมาทดสอบความอยู่รอดและระยะเวลา
การเก็บรักษาโดยทดสอบการเก็บรักษาที่ 2 อุณหภูมิได้แก่ อุณหภูมิห้องและ อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสอยู่ในระหว่างการทดสอบ และน าสูตรแบบเม็ดของเชื้อ B. subtilis ไปการทดลอง
ประสิทธิภาพของในเรือนปลูกพืชทดลอง ผลการทดลองพบว่า สูตรเม็ด 1.0, 1.5 และ 2.0 กรัม/น้ า 5 
ลิตร ทุก 15 วัน สามารถควบคุมโรคเหี่ยวในเรือนปลูกพืชทดลองได้ตั้งแต่ 40-60% 

 
 

 
 
 
 

 
 
รหัสการทดลอง  03-04-54-01-03-01-02-54 
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ค าน า 
โรคเหี่ยวของขิงที่ เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum Syn.  

(Pseudomonas solanacearum)  เป็นโรคที่ท าความเสียหายอย่างสูงต่อการผลิตและการส่งออกขิง    
การป้องกันก าจัดโรคนี้ท าได้ยากเนื่องจากเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคสามารถมีชีวิตอยู่ในดินเป็นเวลานาน
และมีพืชอาศัยกว้าง  เป็นสาเหตุของโรคเหี่ยวกับพืชเศรษฐกิจอ่ืน ๆ เช่น ปทุมมา  มันฝรั่ง  ไม่มี
สารเคมีที่มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรค  มีรายงานการใช้พันธุ์ต้านทาน  การเขตกรรมและการ
ใช้ชีววิธีในการควบคุมโรค  ซึ่งพบว่าการใช้ชีววิธีควบคุมโรคเหี่ยวมีความเป็นไปได้สูง 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการป้องกันก าจัดโรคพืชที่ช่วยลด
ปัญหาการใช้สารเคมีทางการเกษตรที่ไม่ถูกต้องเหมาะสม และเป็นการน าเอาจุลินทรีย์ที่มีอยู่ใน
ธรรมชาติมาใช้ให้เกิดประโยชน์ โดยเฉพาะจุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติเป็น antagonist ซึ่งในปัจจุบันได้มี
การน ามาใช้ในการควบคุมโรคพืชทั้งเชื้อราและแบคทีเรีย จนกระทั่งแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ และ
จ าหน่ายเป็นการค้ากันอย่างแพร่หลาย เช่น เชื้อรา Trichoderma และแบคทีเรีย Bacillus subtilis  

จิระเดช (2534) ได้รายงานว่าการคลุกเมล็ดด้วยเชื้อแอนทาโกนิสต์ ไม่ ว่าจะอยู่ในรูปสปอร์
ผสมน้ าหรือในรูปผงฝุ่นก็ตาม นับเป็นวิธีที่ง่ายและประหยัดที่สุดเนื่องจากใช้เชื้อปริมาณน้อยและ
วิธีการไม่ยุ่งยาก 

Wassana et al. (2005)ได้ศึกษาการยืดอายุผลิตภัณฑ์ B. subtilis TISTR 001 เพ่ือใช้ใน
ฟาร์มเลี้ยงสัตว์ พบว่า ถ้าเติมสารตัวพา (carrier) ได้แก่ zeolite, talcum, และ calcium carbonate 
ลงไปในการแปรรูปผลิตภัณฑ์ชนิดผง แม้เพ่ิมอุณหภูมิถึง 150 องศาเซลเซียสในระหว่างขบวนการผลิต
ก็ตาม สปอร์ของแบคทีเรียก็สามารถทนอยู่ได้และจ านวนของเอ็นโดสปอร์ก็ไม่ลดลง และพบว่าความ
เข้มข้นของเอ็นโดสปอร์จะคงที่กว่าผลิตภัณฑ์ที่อยู่ในรูปของเหลว  

ณัฎฐิมา et al. (2547) ได้ศึกษาการใช้ประโยชน์จากเชื้อ Bacillus spp. ในการควบคุมโรค
เหี่ยวของขิงและมะเขือเทศ พบว่า เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยว
ของขิงถึง 60%  แต่การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ในการทดลองนี้เตรียมในรูปเซลล์แขวนลอย
ของแบคทีเรียแล้วน าไปจุ่มหัวพันธุ์และราดลงบนดินซึ่งเป็นการไม่สะดวกต่อเกษตรกรที่จะน าไปใช้ใน
สภาพแปลงและท าให้ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis  ไม่คงที่เปลี่ยนแปลงไปตาม
สภาพแวดล้อมซึ่งส่วนใหญ่ประสิทธิภาพมักจะลดลงอันเนื่องมาจากเซลแบคทีเรียตายลง  

ณัฎฐิมา et al. (2551)  ศึกษาการเตรียมผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus subtilis ดินราก
ยาสูบ no. 4 โดยเพ่ิมปริมาณ B. subtilis ดินรากยาสูบ no. 4 บนอาหารแข็ง Tryptic Soy Agar  
และ บนอาหารเหลว Tryptic Soy Broth ผสม  magnesium sulfate  ความเข้มข้น 0.1 M, 
methylcellulose  ความเข้มข้น  2.5 % และผง talcum 1:4 (V:W)  ได้ปริมาณแบคทีเรียในผงเชื้อ 
คือ1.1x1010 และ 0.7x 1010 CFU/กรัม ตามล าดับ  น าผงเชื้อ B. subtilis ดินรากยาสูบ no. 4 ที่ได้
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เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้องและท่ีอุณหภูมิ 4 oC มีชีวิตอยู่รอดได้ 12 เดือน และ15 เดือน ตามล าดับ  เมื่อ
น าผงเชื้อ B. subtilis ดินรากยาสูบ no. 4 ที่ผลิตได้ไปทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อ B.subtilis ใน
การควบคุมโรคเหี่ยวของขิงพบว่าสามารถควบคุมโรคเหี่ยวได้ 60 % ในเรือนทดลองและ 30-37 % ใน
แปลงทดลองปีที่ 1 และ 67.5-72.5% ในปีที่สอง 

วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ์
การแยกเชื้อแบคทีเรีย 

2. อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ เช่น ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ตู้เย็นส าหรับเก็บตัวอย่าง หม้อนึ่งความดัน
ไอ  เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
ตู้อบ (oven) 

3.  เครื่องแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องชั่ง, pH meter  เป็นต้น 
4. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
5.  วัสดุการเกษตร ได้แก่ ดิน  กระถางต้นไม้ ปุ๋ย หัวพันธุ์ขิง 
6.  โรงเรือนปลูกพืชทดลอง 

วิธีการ 
1. การเพาะเลี้ยงและผลิตสปอร์แบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ์ ดินรากยาสูบNo.4  
โดยการเลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus subtilis  สายพันธุ์ ดินรากยาสูบNo. 4 บนอาหาร Tryptic 

soy agar (TSA) ให้ได้โคโลนีเดี่ยวอายุ 18-24 ชั่วโมง แล้วน าไปเลี้ยงในอาหารเหลว Tryptic soy 
broth (TSB) ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 วัน ท าการ
เก็บสปอร์ของแบคทีเรีย  หลังจากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 
นาที น าสปอร์ท่ีได้ไปปั่นล้าง 2-3 ครั้ง เก็บเชื้อไว้ในตู้เย็น เพ่ือน าไปเตรียมสูตรส าเร็จต่อไป 

2. การเตรียมสูตรส าเร็จแบบเม็ด 
น าสารประกอบต่างๆ ได้แก่ kaolin tacumn alginate lactose hydrogenate vegetable 

oil (HVO) และกากน้ าตาล ในอัตราส่วนต่างๆ ผสมกับสารแขวนลอยของสปอร์เชื้อแบคทีเรีย B. 
subtilis  สายพันธุ์ ดินรากยาสูบ no. 4 จ านวน 1.0 x 1012หน่วยโคโลนี ผสมให้เข้ากันดีด้วยเครื่อง
ผสม จนได้เป็นก้อนหมาด น าส่วนผสมที่ได้ใส่ในแม่พิมพ์ยาเม็ด (triturate mold) จากนั้นกดเม็ดยา
ออกจากแม่พิมพ์ แล้วน าไปอบให้แห้งในตู้อบอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง  

3. ทดสอบความสม่ าเสมอและการกระจายตัวของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ์ดินราก
ยาสูบ no.4 

โดยตรวจนับจ านวนแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ์ดินรากยาสูบ no.4โดยสุ่มจากเม็ดที่ผลิต
ได้ จ านวน 3 ครั้ง มาวัดความสม่ าเสมอและการกระจายตัวของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ์ดินราก
ยาสูบ no.4 โดยน าสูตรส าเร็จแบบเม็ดที่ผสมเข้ากันดีจนเป็นก้อนหมาดๆ เล็กๆ มา drop plate บน
อาหารTSA น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง นับจ านวนโคโลนี 
ค านวณหาคา่เฉลี่ยจ านวนเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้งหมดในสูตรส าเร็จ (cfu/g) 
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4. การทดสอบความสามารถในการปลดปล่อยแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ์ดินราก
ยาสูบ no.4 ที่เวลาต่างๆ 

โดยท าการชั่งสูตรส าเร็จ สูตรละ 1 กรัม ใส่ขวดที่บรรจุน้ ากลั่นฆ่าเชื้อปริมาตร 99 มิลลิลิตร
แล้วเก็บเม็ดยาที่ลอยน้ าที่เวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที ออก โดยเตรียมตัวอย่างแต่ละเวลาแยกกัน 
เพ่ือป้องกันการปนเปื้อน จากนั้นน าสารละลายที่ได้ ณ เวลาต่างๆ มานับจ านวนแบคทีเรียปฏิปักษ์ โดย
วิธีการ drop plate บนอาหาร TSA ค านวณหาเปอร์เซ็นต์ความสามารถในการปลดปล่อยเชื้อที่เวลา
ต่างๆ จากสูตรดังนี้ 

เปอร์เซ็นต์ความสามารถในการปลดปล่อยเชื้อ = n x 100 / N 
n = ปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในสารละลายที่เวลาต่างๆ 
N = ปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์เริ่มต้นในสูตรส าเร็จ 
5. ทดสอบความอยู่รอดของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ์ดินรากยาสูบ no.4 และระยะเวลา

ในการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่างๆ 
 โดยทดสอบ 2 ระดับอุณหภูมิ ได้แก่ อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ

ทดสอบระยะเวลาในการเก็บรักษา 15  เดือน วางแผนการทดลอง factorial in CRD 2 ปัจจัย คือ 
ระดับอุณหภูมิ 15 กรรมวิธี ได้แก่ จ านวนเดือน จ านวน  4 ซ้ า 

6. ทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใช้สูตรส าเร็จชนิดเม็ดในโรงเรือนทดลอง โดยวาง
แผนการทดลองแบบ  RCB  4  กรรมวิธี ได้แก่ สูตรชนิดเม็ดที่ผลิตได้ จ านวน 5 กรัม, 7  กรัม, 10  
กรัม และ 12 กรัม พร้อมกรรมวิธีเปรียบเทียบ  จ านวน 4  ซ้ า  

7. ทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใช้สูตรส าเร็จชนิดเม็ดในแปลงทดลอง โดยวาง
แผนการทดลองแบบ  RCB  4 กรรมวิธี ได้แก่ สูตรชนิดเม็ดและอัตราการใช้ที่ให้ผลควบคุมโรคเหี่ยวดี
ที่สุด ในโรงเรือนทดลอง ในการระยะเวลาในการใช้ได้แก่ทุก 7 วัน, ทุก 15 วัน, ทุก 30 วัน และ 
กรรมวิธีเปรียบเทียบ จ านวน 4  ซ้ า 
เวลาและสถานที่ 

ต.ค.53 – ก.ย.58 ทีก่ลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และ แปลงปลูกขิงของ
เกษตรกร 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 การเพาะเลี้ยงและผลิตสปอร์แบคทีเรีย Bacillus subtilis  สายพันธุ์ ดินรากยาสูบNo. 4 โดย
การทดสอบการสร้างสปอร์บนอาหารชนิดต่างๆ ได้แก่ TSB, NB และ YT พบว่า อาหารสูตร YT 
สามารถท าให้เเชื้อ BS สายพันธุ์ ดินรากยาสูบ 4  สามารถสร้างสปอร์ได้มากท่ีสุด  
  การเตรียมผลิตภัณฑ์ B. subtilis  สายพันธุ์ ดินรากยาสูบNo. 4 แบบเม็ด โดย ใช้ เกาลินหรือ
ดินขาวเป็นสารพา มีสูตรดังนี้ ดินขาว 400  กรัม,  MgSO4.7H2O  80  มิลลิลิตร, sodium 
carboxymethyl cellulose (SCMC)  40  มิลลิลิตร และ กากน้ าตาล  40 มิลลิลิตร  ทดสอบความ
สม่ าเสมอและการกระจายตัวพบว่ามีความสม่ าเสมอและการกระจายตัวของแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ์ดินรากยาสูบ no.4 อยู่ที่ นาทีละ 109 cfu/g   ทดสอบการปลดปล่อยของแบคทีเรีย B. 
subtilis พบว่า สามารถปล่อยเชื้อได้ 106 cfu/min น าสูตรเม็ดมาทดสอบความอยู่รอดและระยะเวลา
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การเก็บรักษาโดยทดสอบการเก็บรักษาที่ 2 อุณหภูมิได้แก่ อุณหภูมิห้องและ อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสอยู่ในระหว่างการทดสอบ และน าสูตรเม็ดไปทดสอบประสิทธิภาพในสภาพแปลงทดลอง อยู่
ในระหว่างการทดสอบในสภาพแปลงทดลอง 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

การเตรียมผลิตภัณฑ์ B. subtilis  สายพันธุ์ ดินรากยาสูบNo. 4 แบบเม็ด โดย ใช้ เกาลินหรือ
ดินขาวเป็นสารพา มีสูตรดังนี้ ดินขาว 400  กรัม,  MgSO4.7H2O  80  มิลลิลิตร, sodium 
carboxymethyl cellulose (SCMC)  40  มิลลิลิตร และ กากน้ าตาล  40 มิลลิลิตร  มีความ
สม่ าเสมอและการกระจายตัวของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ์ดินรากยาสูบ no.4 อยู่ที่ นาทีละ 
109 cfu/g   สามารถปล่อยเชื้อได้ 106 cfu/min น าสูตรเม็ดมาทดสอบความอยู่รอดและระยะเวลา
การเก็บรักษาโดยทดสอบการเก็บรักษาที่ 2 อุณหภูมิได้แก่ อุณหภูมิห้องและ อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสอยู่ในระหว่างการทดสอบ และและน าสูตรแบบเม็ดของเชื้อ B. subtilis ไปการทดลอง
ประสิทธิภาพของในเรือนปลูกพืชทดลองโดยวางแผนการทดลองแบบ RCB 4 ซ้ า 5 กรรมวิธี ผลการ
ทดลองพบว่า สูตรเม็ด 1.0, 1.5 และ 2.0 กรัม/น้ า 5 ลิตร ทุก 15 วัน สามารถควบคุมโรคเหี่ยวใน
เรือนปลูกพืชทดลองได้ตั้งแต่ 40-60% 
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