
 782 

การพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร Bacillus subtilis  
ควบคุมโรคเหี่ยวของขิง 

Formulation of Bacillus subtilis Endospore for Controlling 
Ginger Wilt 

 
  บุษราคัม  อุดมศักด์ิ      ณฏัฐิมา  โฆษิตเจริญกลุ  
กลุมวิจัยโรคพืช      สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช 

__________________________________ 
บทคัดยอ 

ในปที ่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) ไดทําการพฒันารูปแบบผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร 
Bacillus subtilis ควบคุมโรคเหี่ยวของขิง เร่ิมจากการทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือที่เหมาะสมตอการ
สรางเอ็นโดสปอรของ B.subtilis จํานวน 21 สูตร  ทดสอบปจจยัที่เกี่ยวของกบัการสรางเอ็นโด
สปอร ไดแก ทดสอบความเร็วรอบในการเขยาเพื่อการบมเช้ือ อุณหภูมิ และแสงที่เหมาะสมตอการ
เล้ียงเชื้อเพื่อกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร ทดสอบความทนทานของ B.subtilis ที่อยูในระยะเอ็นโด
สปอรในสภาพอุณหภูมิตางๆ และศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑ  B.subtilis ในรูปเอ็นโดสปอร ผล
การทดลองพบวา อาหารสตูร  N1 B N2 N5 N4  N3 และ FFS1 สามารถกระตุนการสรางเอ็นโด
สปอรของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงถึง108  สปอรตอมิลลิลิตร โดยสูตร N3 สามารถกระตุนการ
สรางเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงสุดถึง 3.10 x 108 สปอรตอมิลลิลิตร เมื่อเล้ียงเช้ือ
เปนเวลา 480 ชั่วโมง (20 วัน) และสูตร FFS1 สามารถสรางเอ็นโดสปอรได 2.1 x 108 สปอรตอ
มิลลิลิตร เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา 120 ชัว่โมง (5 วัน) การเล้ียงแบคทีเรียในสภาพเขยาที่ความเร็ว
รอบ 150 และ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิปกติ (26 องศาเซลเซยีส) ภายใตแสงธรรมดา เปน
สภาพทีเ่หมาะสมตอการเล้ียงแบคทีเรีย B.subtilis ในการกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร และพบวา 
แบคทีเรีย B.subtilis สามารถทนอุณหภูมิไดตํ่าถึง 8 องศาเซลเซียสและสูงถงึ 100 องศาเซลเซยีส 
โดยที่อุณหภูม ิ 40 องศาเซลเซียสซึ่งเปนอุณหภูมทิีใ่กลเคียงกบัสภาพแปลงปลูกปริมาณเอ็นโด
สปอรไมลดลงเม่ือเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม (ที่อุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส) ในการทดสอบ
การแปรรูปผลิตภัณฑในรูปของเหลว ผลการทดลอง พบวา หลังการทดสอบ 3 เดือน ปริมาณ
แบคทีเรียที่มีชวีิตรอดในผลิตภัณฑที่ใสสารนําพา (หางนม) ลดลงเพียงเล็กนอย คือจาก 1.1 x 108 
โคโลนี/มิลลิลิตร เปน 0.2x 108 โคโลน/ีมลิลิลิตร แตหลังเก็บผลิตภัณฑเปนเวลา 5 เดือน ปริมาณ 
เซลแบคทีเรียที่มีชีวิตเร่ิมลดลงอยางรวดเร็ว จาก 107 เปน 106 โคโลนี/มิลลิลิตร การทดสอบการแปร  
_________________________ 
รหัสการทดลอง 07-01-49-06 
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รูปผลิตภัณฑในรูปผง พบวา หลังการแปรรูปปริมาณแบคทีเรียเร่ิมตนมปีริมาณเทากนัคือ108 
โคโลนี/มิลลิลิตร แตการใชแปงขาวโพดเปนสารนาํพามีขอเสียคือ การเกาะติดคอนขางยาก
เนื่องจากแปงขาวโพดมีลักษณะมันล่ืน ตองใชเวลานานในการคลุกเคลา ขอดีคือ ผลิตภัณฑละลาย
น้ําไดดี ในขณะที่การใชสารทัลคัม การละลายน้าํจะมีตะกอนตกคาง  หลังการเก็บรักษาเปนเวลา 1 
เดือนพบวา ปริมาณเอ็นโดสปอรยังไมแตกตางกนัและยงัไมลดลง หลังการเก็บรักษา 7 เดือน พบวา 
ปริมาณแบคทเีรียจากทั้งสองผลิตภัณฑมปีริมาณเทากนัแตลดลงเหลือ 107 โคโลนี/มิลลิลิตร 
ในขณะที่ปริมาณแบคทีเรียจากผลิตภัณฑที่แปรรูปจากการเล้ียงแบคทีเรียบนอาหาร PSA ซึ่งไมมี
การกระตุนใหสรางเอ็นโดสปอร ไมมีแบคทีเรีย B.subtilis ที่มีชวีิตรอด เมื่อเปรียบเทียบตนทนุการ
ผลิตพบวา ราคาของสารนาํพาทั้งสองชนดิที่นาํมาใชแปรรูปไมแตกตางกนั ในป 2550-2551 ไดทํา
การปรับวิธกีารแปรรูปผลิตภัณฑเหลวโดยลดปริมาณหางนมซ่ึงใชเปนสารนําพา ลง 2 เทา ศึกษา
การเก็บรักษา และทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเหลวในโรงเรือนทดลอง ผลการทดลองพบวา 
การปรับวิธกีารแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยลดหางนมลง 2 เทา พบวา ปริมาณเซล Bs ที่มีชีวิตรอด
มีคาไมคงที ่ แตปริมาณกลับเพิ่มข้ึนจากปริมาณเซลเร่ิมตน เมื่อเกบ็เปนเวลา 5 เดือน และไมมี
ความแตกตางกับผลิตภัณฑที่ไมเติมหางนม แตจะมีปริมาณมากกวาในผลิตภัณฑที่ไดจากอาหาร 
PSB เปรียบเทียบการเก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมหิองปกติและในตูเยน็พบวาเมื่อเก็บเปนเวลา 
5 เดือนปริมาณเซล Bs ทีม่ชีีวิตรอดมีปริมาณเพิม่ข้ึนโดยในสภาพอุณหภูมิปกติมปีริมาณมากกวาที่
เก็บในตูเยน็แตสําหรับผลิตภัณฑผงปริมาณเซลBsที่มีชวีิตรอดมีปริมาณลดลงเทากนัทัง้2แหลงเกบ็ 
 ปที่ 4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)  ไดทาํการทดสอบการแปรรูปผลิตภัณฑเหลวเอ็นโดสปอร
โดยการเติมและไมเติมหางนมเปนสารนําพา  เก็บในสภาพอุณหภูมิปกติและอุณหภูมิตํ่า ผลการ
ทดลองพบวา การแปรรูปผลิตภัณฑ B. subtilis  จากการเล้ียง Bs ในอาหาร FFS1 การเติมหางนม
ลงเปนสารนาํพา ปริมาณการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียไมแตกตางกับการไมเติมหางนม เมื่อเก็บใน
สภาพอุณหภูมิปกติเปนเวลา 6 เดือน และพบวา ผลิตภัณฑเหลวทีผ่สมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs 
ในอาหาร FFS1 มีปริมาณแบคทีเรียที่มีชวีิตสูงกวาผลิตภัณฑที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs  ใน
อาหาร PSB การเก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมิตํ่า การมีชวีิตรอดของ Bs ในผลิตภัณฑ 
FFS1+SM และ PSB+SM มีปริมาณลดลงมากกวา การเก็บในสภาพอุณหภูมิปกติ ผลการทดสอบ
ประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในสภาพโรงเรือน พบวา การคลุกดินดวย
ผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรกอนปลูก มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวขิงตํ่าสุด และทุกกรรมวธิีสามารถ
ลดการเกิดโรคไดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ทัง้นีก้ารคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโด
สปอรพบเปอรเซ็นตการเกิดโรคตํ่ากวาการราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ  
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คํานํา 
เชื้อแบคทีเรีย  Ralstonia solanacearum เปนแบคทเีรียสาเหตุโรคพชืที่มีความสําคัญมาก 

กอใหเกิดโรคเหี่ยวในพืชเศรษฐกิจที่สําคัญหลายชนิด เชน มนัฝร่ัง ขิง ปทุมมา การควบคุมโรคดวย
สารเคมีคอนขางยาก และมักกอใหเกิดผลกระทบตอผูบริโภคและสภาพแวดลอมตามมา จึงไดมี
การศึกษาเพื่อหาวิธีควบคุมโรคเหี่ยวที่มีความปลอดภัยหลายวธิี เชน การเขตกรรม การปรับปรุง
พันธุ และการควบคุมโรคโดยชีววธิีโดยการนําเช้ือจุลินทรีย ที่มีคุณสมบัติเปนเช้ือจุลินทรียปฏิปกษ 
(antagonist) 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธจีึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการปองกนักาํจัดโรคพืชที่ชวยลด
ปญหาการใชสารเคมีทางการเกษตรที่ไมถูกตองเหมาะสม และเปนการนําเอาจุลินทรียที่มีอยูใน
ธรรมชาติมาใชใหเกิดประโยชน โดยเฉพาะจุลินทรียทีม่คุีณสมบัติเปนantagonist ซึ่งในปจจุบันได
มีการนาํมาใชในการควบคุมโรคพืชทัง้เช้ือราและแบคทีเรีย จนกระทัง่แปรรูปเปนผลิตภัณฑ และ
จําหนายเปนการคากันอยางแพรหลาย เชน เชื้อรา Trichoderma และแบคทีเรีย Bacillus subtilis  
ณัฏฐิมาและคณะ (2548) จึงไดทาํการศึกษาการใชประโยชนจากเชือ้ Bacillus spp. ในการ
ควบคุมโรคเหีย่วของขิงและมะเขือเทศ และพบวา เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis  มีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคเหีย่วของขิงถึง 60%  แตจากงานวิจัยที่ผานมาการนําเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis  ทําโดย
ใชสารละลายเชื้อที่เล้ียงในอาหารเหลวแลวนาํไปจุมหวัพันธุ และ/หรือราดลงบนดิน ซึ่งวิธีการ
ปฏิบัติเชนนี้ประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis  มักไมคงที่ เปล่ียนแปลงไปตาม
สภาพแวดลอม ซึ่งสวนใหญประสิทธิภาพมักจะลดลงอันเนื่องมาจากเซลแบคทีเรียตายลง 

เนื่องดวยแบคทีเรียในสกุลBacillus มีคุณสมบัติในการสรางสปอรที่เรียกวาเอ็นโดสปอร 
(endospore)  ซึ่งเปนอวัยวะที่อยูในเซลแบคทีเรีย (vegetative cell)  โดยเอ็นโดสปอรจะมีผนังหนา 
คงทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชน รังสี แรงกระแทก รอนจัดหรือเย็นจัดหรือสภาพขาด
แคลนอาหาร และเอ็นโดสปอรจะสามารถงอกกลับมาเปน vegetative cell ไดใหมเมื่อใสลงไปใน
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) โดยมหาวิทยาลัยนอททิ่งแฮม 
(University of Nottingham) ของประเทศอังกฤษไดทําการศึกษาและคัดเลือกแบคทีเรีย B. 
subtilis และรูปแบบผลิตภัณฑในรูปของเอ็นโดสปอรและไดรับการจดทะเบียนจาก EPA แลวในช่ือ 
MBI 600 โดย มีคุณสมบัติทนทานตอสภาพแวดลอม สามารถเก็บในสภาพแหงไดไมตํ่ากวา 2 ป 
สามารถใชรวมกับสารเคมีชนิดอ่ืนไดอยางกวางขวางและสปอรสามารถงอกกลับมาเปน 
vegetative cell และเขาครอบคลุม (colonise) รากพืชไดทันที เมื่อใสลงไปในดิน (http://www. 
microbiogroup.com/BS1.htm) 
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วาสนา และคณะ, 2547 ไดศึกษาการยืดอายุผลิตภัณฑ B. subtilis TISTR 001 เพื่อใชใน
ฟารมเล้ียงสัตว พบวา ถาเติมสารตัวพา (carrier) ไดแก zeolite, talcum, และ calcium 
carbonate ลงไปในการรูปแบบผลิตภัณฑชนิดผง แมเพิ่มอุณหภูมิถึง 150 องศาเซลเซยีสใน
ระหวางกระบวนการผลิตกต็าม สปอรของแบคทีเรียกส็ามารถทนอยูไดและจํานวนของเอ็นโดสปอร
ก็ไมลดลง และพบวาความเขมขนของเอ็นโดสปอรจะคงทีก่วาผลิตภัณฑที่อยูในรูปของเหลว 
(http://www.nowledge.biotec.or.th/doc_upload /200411495822 .doc) 

เพ็ญจันทร,2546 ไดศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมตอขบวนการหมักสปอรของ B.subtilis 
TISTR 001 เพื่อเปนโพรไบโอติก พบวา การใชโมลาสและกากถั่วเหลืองเปนองคประกอบของสูตร
อาหารที่ใชหมกั จะสามารถกระตุนการสรางสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis TISTR 001 ไดถึง 109 
สปอร/มิลลิลิตร 

งานวิจยันี้จงึเปนการศึกษาเพื่อพัฒนาสูตรสําเร็จของแบคทีเรีย B. subtilis  ใหอยูในรูป
ของเอ็นโดสปอร เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ ใหมีความคงทน เนื่องการมีชีวิตรอดในรูป
สปอรของเชื้อ และสามารถนาํไปใชไดทุกสภาพแมกระทัง่ในสภาพที่มีอุณหภูมสูิง โดยอาศัย
คุณสมบัติความทนทานของเอ็นโดสปอรและการงอกกลับมาเปนเซลใหมไดโดยงายของเอ็นโด
สปอรดังกลาว   

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 

1. แบคทีเรีย B.subtilis 1 ไอโซเลท (ไอโซเลทท่ีผานการทดสอบประสิทธิภาพการควบคุม
โรคเหี่ยวของขิงที่เกิดจากเช้ือ R. solanacearum  (ณัฏฐิมาและคณะ, 2547) 

2. อาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย  PSA (Potato sucrose agar) 
 3. อุปกรณในหองปฏิบัติการ เชน จานอาหารเล้ียงเช้ือ หลอดทดสอบ ตูเข่ียเช้ือ เคร่ืองเขยา 
(incubator shaker) ฯลฯ 

4. สารเคมีในหองปฏิบัติการ 
5. สารที่ไดจากของเหลือภาคเกษตร เชน หางนม กากน้าํตาล กากถั่วเหลือง โปรตีนปลา 
(เศษปลาหมัก) ฯลฯ 

วิธีการ 
ปที่1-3  (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551)  
1. การทดสอบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยงเช้ือ B. subtilis เพื่อกระตุนการ 
    สรางเอ็นโดสปอร 
 สูตรอาหารทดสอบ (ภาคผนวก) ไดแก  

- ชุดที่ 1 สูตรอาหารทั่วไป 15 สูตร ไดแก : CA  MY   NGA  PSB (Wakimoto’broth)  
CPG  YP  NA   NTG  GMP  B   N1 N2 N3 N4  และ N5   
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 - ชุดที่ 2 สูตรอาหารที่มีสวนผสมของสวนเหลือจากภาคเกษตร ไดแก :   SM1 SM2 FM1 
FM2 FFS1 และ FFS2 
ปฏิบัติดังนี ้

1.1 การเตรียมหัวเชื้อ : เล้ียงเชื้อแบคทีเรียทดสอบ B. subtilis บนอาหารแข็ง PSA เปน
เวลา 48 ชั่วโมง จากนัน้ถายเชื้อแบคทีเรียจาํนวน 1 ลูป (loop) มาตรฐานลงในอาหารเหลว 
PSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในฟาสกขนาด 25 มิลลิลิตร นําไปเล้ียงในสภาพเขยา
ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทเีปนเวลา 24 ชั่วโมง 
1.2 การทดสอบในสูตรอาหารตางๆ : ถายหัวเช้ือ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวที่ใชทดสอบ 
ซึ่งบรรจุอยูในฟาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 99 มิลลิลิตร นําไปบมเช้ือบนเคร่ืองเขยา
ที่อุณหภูมหิองที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี
1.3 การบันทึกผล : ตรวจผลโดยนบัจํานวนเอ็นโดสปอรโดยการยอมสีและนบัดวย 
counting chamber ภายใตกลองจุลทรรศน ทุก 24 ชั่วโมง  

2. การทดสอบความเรว็รอบที่เหมาะสมตอการเลีย้งเช้ือ B.subtilis เพื่อกระตุนการสราง 
    เอ็นโดสปอร 
ปฏิบัติดังนี ้

2.1  เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis ในอาหารสูตร N3 ( Parry,J.M. และคณะ,1988) โดย
ปฏิบัติการทดลองเชนเดียวกับการทดลองที ่1 
2.2  นําไปบมเชื้อบนเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบตางๆ ไดแก 50 100 150 และ 200 รอบตอ
นาทีเปนเวลา 360 ชั่วโมง ทีอุ่ณหภูมิหอง (26 องศาเซลเซียส) 
2.3 ตรวจผลโดยนับจํานวนเอ็นโดสปอรโดยการยอมสีและนับดวย counting chamber 
ภายใตกลองจลุทรรศน 

3. การทดสอบความทนทานของเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย B.subtilis สรางขึน้ ที่อุณหภูมิ
ตางๆ 
ปฏิบัติดังนี ้

3.1 เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย B.subtilis  ในอาหารเหลว N1 N2 N3 N4 และ N5 บนเคร่ืองเขยา
ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 240 ชั่วโมง  
3.2 นาํไปแชในน้าํรอนที่อุณหภูมิ 8 40 60 80 และ100 องศาเซลเซยีสเปรียบเทยีบกับที่
อุณหภูมิปกติ (26 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 30 นาที  
3.3 นาํไปเล้ียงบนอาหารแข็ง PSA  เพื่อนบัจํานวนเซลทีม่ีชีวิตรอด โดยวิธ ีserial dilution 
plate method 

4. ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทเีรีย B.subtilis   
 4.1 ศึกษาการแปรรูปผลติภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปของเหลว 
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4.1.1 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 4 เทา 
 1. เล้ียงแบคทเีรีย B.subtilisในอาหารเหลว FFS1 บนเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบ
ตอนาท ีเปนเวลา 72 ชัว่โมง  

2. เติมสารละลาย MgSO4.7H2O 0.1 M  10 มิลลิลิตร ลงไปในอาหารเหลว (ขอ1) อัตรา 
10 % ของปริมาตร 
 3. เติมหางนมลงไป 4 เทา เขยาใหเขากัน 
 4. บรรจุขวดแกว ปดฝา วางไวที่อุณหภูมหิอง 
 4.1.2 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 2 เทา 
 ปฏิบัติเชนเดียวกับ 4.1 แตลดปริมาณหางนมลงเหลือ 2 เทา 
ตรวจนับเซลแบคทีเรียเร่ิมตนและทกุ ๆ 1 เดือน เพื่อนับเซลที่มีชวีิต โดยวิธ ีserial dilution plate 
technique เปรียบเทียบกับ การเล้ียงบนอาหารเหลวFFS1 ที่ไมมีการแปรรูปและในอาหาร PSB 
 4.2 ศึกษาการแปรรูปผลติภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปผง 
 1. ปฎิบัติการทดลองเชนเดียวกับ การทดลอง 4.1 (ขอ1-2) 
 2. เติม Methyl cellulose 2.5 % อัตรา 1:1 ลงในสารละลาย (ขอ1) 
 3. เติมผงทัลคัม (Talcum) ลงไป 4 เทา คนใหเขากนั 
 4. นําไปผ่ึงในที่รม จนกระทัง่ผงแปงแหงสนิท (ประมาณ 2 สัปดาห) เก็บในถุงพลาสติกใส 
ปดปาก วางไวที่อุณหภูมิหอง 
 5. ตรวจนับเซลแบคทีเรียเร่ิมตนและทกุ ๆ 1 เดือน เพื่อนับเซลที่มีชีวติ โดยวิธ ีserial 
dilution plate technique เปรียบเทียบกบัผลิตภัณฑแปรรูปแบคทีเรีย B.subtilis ที่เล้ียงบนอาหาร 
PSA ซึ่งปฏิบัติดังนี ้
  - เล้ียงแบคทีเรีย B.subtilis บนอาหารแข็ง PSA เปนเวลา 48 ชัว่โมง 
  - เติมสารละลาย MgSO4.7H2O 0.1 M  10 มิลลิลิตร ขูดเซลแบคทีเรีย 
  - นําไปหมุนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7000 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูม ิ 18 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาท ี
  - รินเอาสวนใสมาผสมกับ Methyl cellulose 2.5 % อัตรา 1:1  
  - เติมผงทัลคัม (Talcum) ลงไป 4 เทา คนใหเขากนั 
  - นําไปผ่ึงในทีร่ม จนกระทั่งผงแปงแหงสนทิ เก็บในถุงพลาสติกใส ปดปาก วางไว
ที่อุณหภูมหิอง  
5. ศึกษาเปรยีบเทียบการเก็บรักษาผลติภัณฑ 

5.1.  ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑเหลว 
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  นําผลิตภัณฑเหลวที่ไดแยกเก็บเปน 2 แหลง คือเก็บในตูเย็น (อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส)  และอีกสวนเก็บทีอุ่ณหภูมิปกติ (อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส) ตรวจผลจํานวนแบคทีเรีย
ที่มีชีวิตรอดโดยวิธ ีserial dilution plate method ทกุ ๆเดือน 
 5.2  ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑ 
  นําผลิตภัณฑผงที่ปรุงแตงโดยใชทัลคัมเปนสารนาํพา บรรจุในถุงพลาสติกปดฝา 
แยกเก็บเปน 2 แหลง คือเกบ็ในตูเย็น (อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส)  และอีกสวนเกบ็ที่อุณหภูมิปกติ 
(อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส) ปฏิบัติเชนเดียวกับผลิตภัณฑเหลว (ขอ 5.1) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรชนิดผง 
 โดยวิธกีารแชหัวพันธุกอนปลูก 
 วิธีปฏิบัติ  
 1. นาํดินที่อบฆาเช้ือแลวมาผสมกับ cell suspension ของแบคทีเรีย R. solanacearum 
โดยใชปริมาณความเขมขนประมาณ 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร ทิ้งไว 24 ชม. 
 2. นาํหวัพนัธุขิงที่ลางทําความสะอาดแลว แชในผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis 
ปริมาณความเขมขนประมาณ 108 โคโลนตีอมิลลิลิตร เปนเวลา 1 ชม. 

3. ปลูกในดินที่เตรียมไว โดยมีกรรมวิธเีปรียบเทียบคือ   
 - ปลูกขิงในดินที่ราดแบคทเีรีย R. solanacearum (C+) 
 - ปลูกขิงในดินอบฆาเช้ือ (C-) 
 - ปลูกขิงที่แชในผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis ที่แปรรูปจากการเล้ียงเชื้อบน

อาหาร PSA ปกติ 
4. ตรวจผล โดยเช็คจํานวนตนเหีย่ว คิดเปนเปอรเซ็นตของการเกิดโรค 

ปที่ 4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)   
1. เปรียบเทียบการแปรรปูผลิตภัณฑเหลว (Bs)                            
 เปรียบเทยีบวธิีการแปรรูปผลิตภัณฑเหลว 3 รูปแบบ คือ 

1. FFS1+ Skimmed milk : เล้ียง Bs ลงในอาหาร FFS1 บมเช้ือเปนเวลา 5 วนั 
จากนั้นนําไปแปรรูปตามวิธกีารขอ 4.1.2 เติมหางนมเปนสารนาํพา  

2. PSB + Skimmed milk : เล้ียง Bs ลงในอาหาร PSB บมเช้ือเปนเวลา 2 วนั 
จากนั้นนําไปแปรรูปตามวิธกีารขอ 4.1.2 เติมหางนมเปนสารนาํพา 

3. FFS1 : เล้ียง Bs ลงในอาหาร FFS1 บมเช้ือเปนเวลา 5 วนั จากนั้นนาํไปแปร
รูปตามวิธีการขอ 4.1.2 แตไมมีการเติมหางนม 

2. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในโรงเรือนทดลอง 
 - เตรียมดินปลูกใสกระถาง ปริมาณ 700 กรัมตอกระถาง 
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 - เพาะชํากลาขิงในกระบะเพาะ ใหมีอายปุระมาณ 45 วัน  
- ทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในสภาพโรงเรือน

ทดลอง วางแผนการทดลองแบบ RCB 4 ซ้ํา 5 กรรมวธิ ีดังนี ้
กรรมวิธีที ่1 คลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอร อัตรา 70 กรัมตอดิน 700 กรัม 
กรรมวิธีที ่2 ราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ อัตรา 100 กรัมตอน้ํา 1 

ลิตร 50 มล. ตอกระถาง 
กรรมวิธีที ่3 ราดดินดวยสารละลายเช้ือ Bs* อัตรา 100 กรัมตอน้ํา 1 ลิตร 50 มล.ตอ

กระถาง 
กรรมวิธีที ่4 Control +  ราดดวยสารละลายเช้ือ Rs อัตรา 50 มล.ตอกระถาง (ปริมาณ 

Rs เทากับ 1.8 x 109 cfu/ml.) 
กรรมวิธีที ่5 Control -  ราดดินดวยน้ําเปลา 
 *  การเตรียมสารละลายเช้ือ Bs ปฏิบัติโดยการเล้ียง Bs บนอาหาร PSA โดยไมมี

การกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร จากนั้นนาํมาทําเปน cell suspension ดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ ปรับ
ความเขมขนจนไดปริมาณเซล Bs ประมาณ 108 cfu/ml. 

 - ตรวจผลโดยนับจํานวนตนที่เปนโรค คิดเปนเปอรเซ็นตการเกิดโรคเปรียบเทียบกับ
จํานวนตนทัง้หมด 

3. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในแปลงปลูก 
ทดสอบผลิตภัณฑผงในแปลงปลูกที่ศูนยวจิัยพืชสวนลําปาง อ.หางฉัตร จ.ลําปาง 

โดยวิธีรองกนหลุมและแชหวัพนัธุกอนปลูกวางแผนการทดลองแบบ RCBD 4 ซ้ํา 5 กรรมวิธ ี
ดังนี้  

กรรมวิธีที ่1 แชหัวพันธุขิงกอนปลูกอัตรา 15  กรัม/น้ํา 10 ลิตร   30 นาท ี
กรรมวิธีที ่2 แชหัวพันธุขิงกอนปลูกอัตรา 30 กรัม/น้าํ 10 ลิตร   30 นาท ี
กรรมวิธีที ่3 หยอดกนหลุมกอนปลูกอัตรา  15 กรัม/หลุม 
กรรมวิธีที ่4 หยอดกนหลุมกอนปลูกอัตรา  30 กรัม/หลุม 
กรรมวิธีที ่5 Control    

เวลาและสถานที ่    เริ่มตน  ตุลาคม     2548        สิ้นสดุ     กนัยายน      2552   
   กลุมวิจยัโรคพชื   สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
ปที่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) 
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1. การทดสอบสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการเลี้ยงเช้ือ B.subtilis เพื่อกระตุนการ 
    สรางเอ็นโดสปอร 
 ผลการทดลองพบวา หลังการเล้ียงเชื้อ 240 วัน มีอาหาร 8 สูตรไดแก YP NB NTG GMP 
N1 B N2 และ N5 ที่แบคทเีรีย  B.subtilis สามารถสรางเอ็นโดสปอรประมาณ 102สปอรตอ
มิลลิลิตร หลังจากเล้ียงเช้ือเปนเวลา 360 ชั่วโมง พบวา B.subtilis  สามารถสรางเอ็นโดสปอรใน
อาหารทั้ง 15สูตร โดยที่ในสูตร N3 และ N4 แบคทีเรียสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุด เทากบั 2.13 x 106 
และ2.34 x 106สปอรตอมิลลิลิตรตามลําดับ และเมื่อเล้ียงเชื้อจนครบ 480 ชัว่โมง พบวา แบคทเีรีย
สามารถสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุดถึง108ในอาหาร 6 สูตร ไดแก N1 B N2 N5 N4 และ N3 โดยมี
ปริมาณเอ็นโดสปอรเทากับ 1.10 x 108 1.38 x 108 1.40 x 108 1.43 x 108 2.48 x 108 และ 3.10 x 
108สปอรตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (ตารางที ่1) 
 การทดสอบสูตรอาหารทีม่ีสวนผสมของสวนเหลือจากภาคเกษตร 6 สูตร พบวา เมื่อเล้ียง
แบคทีเรีย B.subtilis ในอาหารที่มีสวนผสมของเศษปลาหมักผสมกับกากถัว่เหลืองอัตรา 1:1 (FFS) 
แบคทีเรียสามารถสรางเอ็นโดสปอรไดปริมาณสูงภายใน 5 วัน คือสรางเอ็นโดสปอรไดถึง 2.1 x 108

สปอรตอมิลลิลิตร (ตารางที ่2) 
 ดังนัน้สูตรอาหารทเีหมาะสมในการนําไปแปรรูปคือ สูตร FFS1 ซึ่งมีสวนผสมที่ราคาถูก หา
งาย และใชเวลาในการเล้ียงแบคทีเรียไมนานมาก 
2. การทดสอบความเร็วรอบที่เหมาะสมตอการเลีย้งเช้ือ B.subtilis เพื่อกระตุนการสราง 
    เอ็นโดสปอร 
 ผลการทดลอง พบวา หลังการเล้ียงเชื้อในอาหาร N3 เปนเวลา 360 วนั การเขยาบนเคร่ือง
เขยาที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบตอมิลลิลิตร แบคทีเรียสรางเอ็นโดสปอรไดสูงสุด โดยมี
ปริมาณเทากบั 7.1x108 และ 9.7x108 สปอรตอมลิลิลิตรตามลําดับ ทั้งนี้โดยพบวา การเพิ่ม
ความเร็วรอบของการเขยามากข้ึนซ่ึงเปนการเพิม่ปริมาณออกซิเจนลงในอาหารเล้ียงเชื้อ ก็จะทาํให
ปริมาณการสรางเอ็นโดสปอรเพิ่มมากข้ึนตามลําดับ (ตารางที่ 3) 
3. การทดสอบความทนทานของเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis  ที่อุณหภูมิตางๆ 
  ผลการทดลองพบวา แบคทเีรียทดสอบสามารถทนทานทั้งในสภาพอุณหภูมิตํ่า 8 องศา
เซลเซียส และอุณหภูมิสูงถงึ 100 องศาเซลเซียส เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหาร 5 สูตร  โดยพบวา เมื่อแช
ในน้าํเยน็อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส แบคทีเรียยงัคงมีชวีิตรอดถึงประมาณ 106 โคโลนีตอมิลลิลิตร 
ลดปริมาณลงเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม (อุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส) ซึง่มี
ปริมาณเทากบั 107 โคโลนตีอมิลลิลิตร และจากการทดสอบการทนทานในสภาพอุณหภูมิสูง พบวา 
ที่อุณหภูม ิ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิซึ่งใกลเคียงกับสภาพแปลงปลูก แบคทีเรียสามารถมี
ชีวิตรอดประมาณ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร โดยที่ปริมาณไมลดลงเมื่อเปรียบเทยีบกับชุดควบคุม
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อุณหภูมิหอง 26 องศาเซลเซียส ซึง่มีปริมาณแบคทีเรียประมาณ  107โคโลนีตอมิลลิลิตร และใน
สภาพอุณหภูมิสูงถงึ 100 องศาเซลเซยีส แบคทีเรียกย็ังคงมีชีวิตรอดถึง 104 โคโลนีตอมิลลิลิตร 
(ตารางที ่4)  

 จากการทดลองน้ี การตรวจผลจําเปนตองใชวิธกีารนบัโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือโดยวธิ ี
serial dilution plate method เพื่อตรวจสอบเซลที่มีชวีติรอดเทานัน้ และจากลักษณะคุณสมบัติของ
แบคทีเรียในกลุม Bacillus ถาแบคทีเรียอยูในสภาพเปนเซลและยงัไมสรางเอ็นโดสปอร แบคทีเรีย
สามารถเติบโตไดดีที่อุณหภูมิประมาณ 30 องศาเซลเซยีส 
(http://yalor.yru.ac.th/~dolah/notes/4034605-2-48/MM_404652038_12.doc) และเมื่ออุณหภูมิ
สูงข้ึนเซลแบคทีเรียจะตายลงจนไมสามารถมีชีวิตรอดได โดยเฉพาะถาอุณหภูมิสูงถึง 40 องศา
เซลเซียส ดังนั้นการทีโ่คโลนีแบคทีเรียยงัสามารถเจริญอยูไดบนอาหารเล้ียงเชื้อ ทั้งที่แชในน้ํารอน
อุณหภูมิ 40-100 องศาเซลเซียส แสดงวา เอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis เทานัน้ทีย่ังทนตอ
ความรอนและเจริญกลับมาเปนเซลปกติไดตามเดิม  

4. ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทเีรีย B.subtilis   
 4.1 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปของเหลว 

 4.1.1 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 4 เทา 
 การทดลองแปรรูปผลิตภัณฑโดยเติมหางนมลงไป 4 เทา พบวา หลังจากเก็บผลิตภัณฑไว
เปนเวลา 2-3 เดือน ในสภาพอุณหภูมหิอง  ปริมาณเซลมีชีวิตของ  Bs ลดลงไมมากนัก แตหลังจาก 
3 เดือน ปริมาณเซลแบคทีเรียทีม่ีชีวิตเร่ิมลดลงอยางรวดเร็ว และเมื่อเก็บผลิตภัณฑเปนเวลา 5 
เดือน ปริมาณเซลแบคทีเรียลดลงจาก 107 เปน 106 โคโลนีตอมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ
เซลแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหาร FFS1 ซึ่งไมมีการแปรรูป พบวา ปริมาณเซลแบคทีเรียยังมีปริมาณถึง 
107 โคโลนีตอมิลลิลิตร  

 4.1.2 การแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยใชหางนมเปนสารนําพา 2 เทา 
การทดลองแปรรูปผลิตภัณฑโดยลดปริมาณหางนมลง 2 เทา ผลการทดลอง พบวา หลัง

การเก็บ 1 เดือน ปริมาณเซลมีชีวิตของแบคทีเรีย Bs ลดลงเหลือ 107 โคโลนีตอมลิลิลิตร แลวเพิ่ม
ปริมาณเปน 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร ในเดือนที ่ 2 จากนั้นลดลง เหลือ107 โคโลนีตอมิลลิลิตร ใน
เดือนที ่ 3 และ4 และเมื่อเกบ็ผลิตภัณฑเปนเวลา 5 เดือน พบวาปริมาณเซลที่มีชวีิตของ Bs กลับ
เพิ่มข้ึนเปน 1010 โคโลนีตอมิลลิลิตร และมีปริมาณเทากับในผลิตภัณฑที่ไดจากอาหาร FFS1 ที่ไมมี
การเติมหางนม แตเมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑที่ไดจากการเล้ียง Bs ในอาหารPSB ที่เติมหางนม
ลงไป 2 เทา เมื่อเก็บผลิตภัณฑครบ 5 เดือนปริมาณ Bs ลดลงเหลือ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร(ตาราง
ที่ 7) 

4.2 ศึกษาการแปรรูปผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรแบคทีเรีย B.subtilis ในรูปผง 
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 จากการทดลอง พบวา การแปรรูปผลิตภัณฑโดยใช ทลัคัมและแปงขาวโพดเปนสารพาหะ
เปรียบเทยีบกบักรรมวิธีควบคุมคือผลิตภัณฑที่แปรรูปจากแบคทีเรียทีล่างบนอาหาร PSA โดยไมมี
การกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร พบวา ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนไมแตกตางกนั คือเทากับ 108 
cfu/ml. แตเมื่อเก็บไว 5 เดือน พบวา  ไมพบปริมาณเซลแบคทีเรียทีม่ีชีวิตรอดในกรรมวิธีควบคุม 
ในขณะที่กรรมวิธทีี่แปรรูปจากการกระตุนเอ็นโดสปอรในอาหาร FFS1 ที่ใชทัลคัมและแปงขาวโพด
ลดลงเหลือ 107 cfu/ml. (ตารางที่ 6) 
 เมื่อเปรียบเทยีบข้ันตอนการผลิต พบวา การใชแปงขาวโพดจะคอนขางยุงยาก เนื่องจาก
แปงขาวโพดมีความมนัล่ืน การเกาะติดในข้ันตอนการผสมเช้ือคอนขางยาก  ใชเวลานาน แตขอดี
คือ ผลิตภัณฑที่ไดละลายน้ําไดดีกวาการใชสารทัลคัม ไมเหลือตะกอน และราคาไมตางกนั  
5. ศึกษาเปรยีบเทียบการเก็บรักษาผลติภัณฑ 

5.1.  ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑเหลว 
ผลการทดลองเปรียบเทยีบการเก็บผลิตภัณฑเหลวที่อุณหภูมิหอง และเก็บใน

ตูเย็น พบวา เมื่อเก็บผลิตภัณฑเปนเวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs จากทัง้ 2 แหลงเก็บ มีปริมาณ
เพิ่มข้ึนจากปริมาณเซลเร่ิมตน 108 โคโลนตีอมิลลิลิตรเปน1010 โคโลนตีอมิลลิลิตร และ109 โคโลนี
ตอมิลลิลิตร เมื่อเก็บในสภาพอุณหภูมหิองและในตูเยน็ ตามลําดับ (ตารางที่ 7) 

5.2 ศึกษาการเก็บรักษาผลิตภัณฑผง 
 ผลการทดลองเปรียบเทยีบการเก็บผลิตภัณฑผงที่อุณหภูมิหอง และเก็บในตูเยน็ 

พบวา เมื่อเกบ็ผลิตภัณฑผงเปนเวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs จากทั้ง 2 แหลงเก็บ ลดลงเทา ๆ กนั 
คือ จากปริมาณเร่ิมตน 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร เหลือ 107 โคโลนีตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 8) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑเอ็นโดสปอรชนิดผง 
 โดยวิธกีารแชหัวพันธุกอนปลูก 
  ในการทดสอบประสิทธิภาพผง ในโรงเรือน พบวา ในกรรมวิธเีปรียบเทยีบ (C-) 
ปริมาณตนขิงที่ปลูกเปรียบเทียบงอกเจริญเปนตนไมถงึ 50 เปอรเซน็ต ซึ่งไดทาํการทดสอบอีก 2 
คร้ัง ก็ยงัประสบปญหาเดิม จึงไมสามารถตรวจผลได ในปพ.ศ.2551 จะทาํการทดสอบอีกคร้ังโดย
ปรับวิธีการ โดยเพาะหวัพนัธุขิงใหงอกกอนทดสอบ และ อีกสวนหนึ่งจะไปทําการทดสอบในระดับ
แปลงปลูกที่จงัหวัดลําปาง    
 
ปที่4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)  

1. เปรียบเทียบการแปรรปูผลิตภัณฑเหลว (Bs)                            
  ผลการทดลอง พบวา เมื่อเก็บผลิตภัณฑเหลวในสภาพอุณหภูมิปกติ เปนเวลา 6 
เดือน ผลิตภัณฑเหลวที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs ในอาหาร FFS1ทั้งที่เติมหางนม (FFS1+SM) 
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และไมเติมหางนม (FFS) ในการแปรรูป มีปริมาณแบคทีเรียทีม่ีชีวติสูงกวาผลิตภัณฑที่ผสมปรงุ
แตงจากการเล้ียง Bs  ในอาหาร PSB (PSB+SM)  และพบวา  ในการแปรรูปเปนผลิตภัณฑเหลว
ของกรรมวิธทีีเ่ล้ียงในอาหาร FFS1 นัน้การเติมหางนมลงไปในการแปรรูป จะมปีริมาณแบคทเีรีย 
Bs ทีม่ีชีวิตรอดเทากับกรรมวิธีที่ไมเติมหางนม เมื่อเก็บไว 6 เดือนในสภาพอุณหภูมิปกติ และการ
เก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมิตํ่า การมีชวีิตรอดของ Bs ในผลิตภัณฑ FFS1+SM และ PSB+SM 
มีปริมาณลดลงมากกวา การเก็บในสภาพอุณหภูมิปกติ (ตารางที่  10) 

2. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในโรงเรือนทดลอง 
ผลการทดลอง พบวา หลังการทดสอบ 60 วนั กรรมวธิกีารคลุกดินดวยผลิตภัณฑ

ผงเอ็นโดสปอรกอนปลูก มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวขิงตํ่าสุดคือ 46.94% รองลงมาไดแก กรรมวิธี
การราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้ํา  และราดดินดวย cell suspension ของ Bs โดย
มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 62.74 และ65.26 ตามลําดับ และทกุกรรมวิธีสามารถลดการเกิดโรค
ไดเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (Control+) ซึง่มเีปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 83.72  ทั้งนี้
การคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรพบเปอรเซ็นตการเกิดโรคตํ่ากวาการราดดินดวย
ผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ (ตารางท่ี 11) 

3. ทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในแปลงปลูก 
ผลการทดลอง พบวา หลังการตรวจผลที ่2 เดือนหลังการทดสอบ พบวา กรรมวธิทีี่

แชหัวพันธุกอนปลูก มีอัตราการเกิดโรคเหี่ยวตํ่า โดยการแชหัวพันธุในอัตรา 50 กรัมตอน้ํา 
10 ลิตร เปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 15.7  แตเมื่อนาํมาวิเคราะหสถติิ พบวาทุกกรรมวิธีไม
มีความแตกตางกนัทางสถิติ  

ทั้งนี้การตรวจผลยังไมส้ินสุด และจะสรุปรวบรวม และวิเคราะหผลอีกคร้ังหลังจาก
ส้ินสุดการเก็บเกี่ยวผลผลิต ประมาณเดือนกุมภาพนัธ 

 
สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 
ปที่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) 
 
 จากผลการทดลองสรุปไดวา มีอาหารที่ชวยกระตุนการการสรางเอ็นโดสปอรของ 
B.subtilis  สูงสุด ไดแก N1 B N2 N5 N4  N3 และ FFS1 สามารถกระตุนการสรางเอ็นโดสปอร
ของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงถึง108  สปอรตอมิลลิลิตร โดยสูตร N3 สามารถกระตุนการสรางเอ็น
โดสปอรของแบคทีเรีย B.subtilis ไดสูงสุดถึง 3.10 x 108 แตสูตรที่เหมาะสมตอการนาํมาใชใน
ขบวนการแปรรูปคือสูตร FFS1 เนื่องจากสวนผสมมีราคาถกู หาซ้ืองาย และใชเวลาการเล้ียงใน
ระยะส้ันที่สุด การเล้ียงแบคทีเรียในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบตอนาท ี เปน
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สภาพทีเ่หมาะสมตอการสรางเอ็นโดสปอรของแบคทีเรียทดสอบ และพบวา แบคทีเรีย B.subtilis 
สามารถทนอุณหภูมิไดตํ่าถงึ 8 องศาเซลเซียสและสูงถึง 100 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูม ิ 40 
องศาเซลเซยีสซ่ึงเปนอุณหภูมิที่ใกลเคียงกับสภาพแปลงปลูกปริมาณเอ็นโดสปอรไมลดลงเมื่อ
เปรียบเทยีบกบัชุดควบคุมคือที่อุณหภูมหิอง 25+2 องศาเซลเซียส  

การแปรรูปเปนผลิตภัณฑผงโดยใชสารทลัคัมและแปงขาวโพดเปนสารนําพาปริมาณเซล
แบคทีเรียที่มีชวีิตรอดหลังการเก็บ 7 เดือนไมมีความแตกตางกนั แตปริมาณลดลงประมาณ 10 
ลานเซล ในขณะที่การแปรรูปจากแบคทีเรียที่เล้ียงบนอาหาร PSA โดยไมมีการกระตุนการสรางเอ็น
โดสปอร ไมพบการรอดของเซลแบคทีเรีย B.subtilis หลังการเก็บผลิตภัณฑไว 5 เดือน 

การปรับวิธกีารแปรรูปผลิตภัณฑเหลว โดยลดหางนมลง 2 เทา พบวา ปริมาณเซล Bs ที่มี
ชีวิตรอดมีคาไมคงที ่แตปริมาณกลับเพิ่มข้ึนจากปริมาณเซลเร่ิมตน เมือ่เก็บเปนเวลา 5 เดือน และ
ไมมีความแตกตางกับผลิตภัณฑที่ไมเติมหางนม แตจะมีปริมาณมากกวาในผลิตภัณฑที่ไดจาก
อาหาร PSB  

เปรียบเทยีบการเก็บผลิตภัณฑในสภาพอุณหภูมิหองปกติและในตูเย็น พบวา เมือ่เก็บเปน
เวลา 5 เดือน ปริมาณเซล Bs ที่มีชวีิตรอดมีปริมาณเพิม่ข้ึน โดยในสภาพอุณหภูมปิกติมีปริมาณ
มากกวาที่เก็บในตูเย็น แตสําหรับผลิตภัณฑผงปริมาณเซล Bs ที่มีชวีติรอด มีปริมาณลดลงเทากนั
ทั้ง 2 แหลงเกบ็ 

การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑผง จะทาํการปรับวิธีการทดสอบในระดับโรงเรือนใหม
ในและจะทดสอบในระดับแปลงปลูกในป พ.ศ.2551 
 
ปที่4 (ต.ค. 2551 – ก.ย. 2552)  
 จากผลการทดลองสรุปไดวา ในการแปรรูปผลิตภัณฑ B. subtilis  จากการเล้ียง Bs ใน
อาหาร FFS1 นั้น การเติมหางนมลงไปเปนสารนําพาในผลิตภัณฑ ปริมาณการมีชีวิตรอดของ
แบคทีเรียไมแตกตางกับการไมเติมหางนม เมื่อเก็บในสภาพอุณหภูมปิกติเปนเวลา 6 เดือน และ
พบวา ผลิตภัณฑเหลวที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs ในอาหาร FFS1 มีปริมาณแบคทีเรียที่มีชวีิต
สูงกวาผลิตภัณฑที่ผสมปรุงแตงจากการเล้ียง Bs  ในอาหาร PSB การเก็บผลิตภัณฑในสภาพ
อุณหภูมิตํ่า การมีชีวติรอดของ Bs ในผลิตภัณฑ FFS1+SM และ PSB+SM มีปริมาณลดลง
มากกวา การเก็บในสภาพอุณหภูมิปกติ  

ผลการทดสอบประสิทธิภาพผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร B. subtilis  ในโรงเรือนทดลอง พบวา 
การคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรกอนปลูก มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวขิงตํ่าสุด รองลงมา
ไดแก กรรมวิธีการราดดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้ํา  และราดดินดวย cell 
suspension ของ Bs และทุกกรรมวิธีสามารถลดการเกิดโรคไดเมื่อเปรียบเทียบกบักรรมวธิีควบคุม 
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ทั้งนี้การคลุกดินดวยผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรพบเปอรเซ็นตการเกิดโรคตํ่ากวาการราดดินดวย
ผลิตภัณฑผงเอ็นโดสปอรละลายน้าํ  

คําขอบคุณ 
- 
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ปที่ 1-3 (ต.ค. 2548 – ก.ย. 2551) 
 
ตารางที ่1  ปริมาณเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สรางข้ึนในอาหาร 15 สูตร 

     หลังการเล้ียงเชื้อ 240 360 และ 480 ชั่วโมง ตามลําดับ 

ปริมาณเอ็นโดสปอรที่เวลาตางๆ (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 ปริมาณเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สรางข้ึนในอาหารทีม่ีสวนผสมของ 
     สวนเหลือจากภาคเกษตร 6 สูตร หลังการเล้ียงเชื้อ 72 และ120 ชั่วโมง ตามลําดับ 

ปริมาณเอ็นโดสปอรที่เวลาตางๆ (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 ปริมาณเอ็นโดสปอรที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สรางข้ึนในอาหาร N3 ( Parry,J.M. 

          และคณะ,1988) ในสภาพเขยาที่ความเร็วรอบตางๆ เปนเวลา 360 วัน  
ณ อุณหภูมิหอง (26 องศาเซลเซียส) 

ความเรว็รอบ (รอบตอนาที) 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  ปริมาณเอ็นโดสปอรของแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีิตรอด ในอาหาร N3  

(Parry,J.M.และคณะ,1988) ที่แชในน้ําอุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 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 ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนิดเหลวท่ีใชหาง 
นมเปนสารนําพา 2 เทา เปรียบเทยีบกับผลิตภัณฑที่เล้ียงในอาหารเศษปลาหมักผสม          
กากถั่วเหลือง (FFS1) ที่ไมมกีารแปรรูป  เก็บที่อุณหภูมหิอง (25+ 2 0C) 
เปนเวลา 5    เดือน 

ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 
ในอาหาร FFS1 
+หางนม 4 เทา 

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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป 

ตารางที่ 6  ปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑที่ใชสารทัลคัม และแปง 
       ขาวโพดเปนสารนําพาเปรียบเทียบกบัผลิตภัณฑทีเ่ล้ียงบนอาหาร PSA กอนแปรรูป  

      เก็บที่อุณหภูมิหอง (25+ 2 0C) เปนเวลา 7 เดือน 
ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 

ทัลคัม 
(อาหาร FFS1)2/ 

แปงขาวโพด 
(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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป       2/ ผลิตภัณฑแปรรูปที่เล้ียงบนอาหาร FFS1 กอน
แปรรูป 
3/ ผลิตภัณฑแปรรูปที่เล้ียงบนอาหาร PSA กอนแปรรูป 
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ตารางที่ 7. ปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนิดเหลวท่ีใช 
หางนมเปนสารนําพา 2 เทา เปรียบเทยีบกบัผลิตภัณฑทีเ่ล้ียงในอาหารเศษปลาหมกั      
ผสมกากถั่วเหลือง (FFS1) ที่ไมมีการแปรรูป และในอาหาร PSB เก็บที่อุณหภูมหิอง 
(25+ 2 0C) เปนเวลา  5 เดือน 

ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 
ในอาหารFFS1 +
หางนม 2 เทา 

ในอาหารFFS1 ในอาหาร PSB + 
หางนม 2 เทา 

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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป        
 
ตารางที่ 8  เปรียบเทียบปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีิตรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนดิ 

      เหลว ที่เกบ็ที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC) โดยใชหางนม 2 เทาเปน 
      สารนาํพา 

ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 
อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป        
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ตารางที่ 9  เปรียบเทียบปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูปชนิด
ผง ที ่

      เก็บที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเย็น (4 oC)    โดยใชทลัคัมเปนสารนาํพา 
ปริมาณแบคทีเรีย (โคโลนี/มิลลลิิตร) เดือนที่ 

อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (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/ ปริมาณเซลแบคทีเรียเร่ิมตนหลังการแปรรูป        
 
ตารางที่ 10  เปรียบเทยีบปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis ที่มีชวีติรอดในผลิตภัณฑแปรรูป 
          ชนิดเหลว ที่เก็บที่อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (4 oC)  ทีเ่ติมและไมเติม 

หางนมเปนสารนําพา 
ปริมาณเซล Bacillus subtilis  (cfu/ml.) 

อุณหภูมิปกติ (25+2 oC) อุณหภูมิตูเยน็ (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  เปอรเซ็นตการเกิดโรคเหี่ยวของขิงทีเ่กิดจากแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ที ่
         ทดสอบการควบคุมดวยผลิตภัณฑเอ็นโดสปอร ที ่15 30 45 และ60 วัน หลังการ 
         ทดสอบ 

เปอรเซ็นตการเกิดโรค 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 
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 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 
 ปลาปน     10  กรัม 
 กากน้ําตาล (โมลาสส;cane molass) 10  มิลลิลิตร 
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 น้ํากล่ัน     1,000  มิลลิลิตร 
FM2 
 ปลาปน     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 


