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การพฒันาผลติภณัฑ�การพฒันาผลติภณัฑ�การพฒันาผลติภณัฑ�การพฒันาผลติภณัฑ�Bacillus subtilisBacillus subtilisBacillus subtilisBacillus subtilis    สายพนัธุ� ดนิรากยาสูบสายพนัธุ� ดนิรากยาสูบสายพนัธุ� ดนิรากยาสูบสายพนัธุ� ดนิรากยาสูบNo.No.No.No.4 4 4 4 แบบเมด็เพือ่ควบคุมแบบเมด็เพือ่ควบคุมแบบเมด็เพือ่ควบคุมแบบเมด็เพือ่ควบคุม
โรคเหีย่วทีเ่กดิจากแบคทเีรียของขงิโรคเหีย่วทีเ่กดิจากแบคทเีรียของขงิโรคเหีย่วทีเ่กดิจากแบคทเีรียของขงิโรคเหีย่วทีเ่กดิจากแบคทเีรียของขงิ    

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

ณฎัฐิมา  โฆษติเจณฎัฐิมา  โฆษติเจณฎัฐิมา  โฆษติเจณฎัฐิมา  โฆษติเจริญกลุริญกลุริญกลุริญกลุ                    บรูณ ีพัว่วงษ�แพทย�บรูณ ีพัว่วงษ�แพทย�บรูณ ีพัว่วงษ�แพทย�บรูณ ีพัว่วงษ�แพทย�        
ทิพวรรณทิพวรรณทิพวรรณทิพวรรณ        กนัหาญาติกนัหาญาติกนัหาญาติกนัหาญาติ            รุGงนภา  ทองเครง็รุGงนภา  ทองเครง็รุGงนภา  ทองเครง็รุGงนภา  ทองเครง็    

กลุGมวจิยัโรคพชืกลุGมวจิยัโรคพชืกลุGมวจิยัโรคพชืกลุGมวจิยัโรคพชื        สาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชื    
-------------------------------------------------------------------------------------------- 

รายงานความกKาวหนKารายงานความกKาวหนKารายงานความกKาวหนKารายงานความกKาวหนKา    

 การเพาะเลี้ยงและผลิตสปอร�แบคทีเรีย Bacillus subtilis  สายพันธุ� ดินรากยาสูบNo. 4 โดย

การทดสอบการสรKางสปอร�บนอาหารชนิดตGางๆ ไดKแกG TSB, NB และ YT พบวGา อาหารสูตร YT 

สามารถทําใหKเเชื้อ BS สายพันธุ� ดินรากยาสูบ 4  สามารถสรKางสปอร�ไดKมากท่ีสุด  

  การเตรียมสูตรสําเร็จแบบเม็ด ทําการทดสอบสGวนผสมตGางๆ ในการผลิตสูตรสําเร็จแบบเม็ด

โดยใชK ผงทาคัมและ อัลจิเนต และ โดยใชKสGวนผสมของsodium carboxymethyl cellulose 

(SCMC), microcrystalline cellulose (MCC), lactose, talcum และmagnesium stearate ใน

อัตราสGวน 2 : 40 : 20 : 37: 1 พบวGามีความสมํ่าเสมอและการกระจายตัวของแบคทีเรีย B. subtilis 

สายพันธุ�ดินรากยาสูบ no.4 อยูGในระหวGางการทดสอบความอยูGรอดของแบคทีเรียในสูตรเม็ด   
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

โรคเหี่ยวของขิงท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  Syn.  

(Pseudomonas solanacearum)  เปfนโรคท่ีทําความเสียหายอยGางสูงตGอการผลิตและการสGงออกขิง    

การปgองกันกําจัดโรคนี้ทําไดKยากเนื่องจากเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคสามารถมีชีวิตอยูGในดินเปfนเวลานาน

และมีพืชอาศัยกวKาง  เปfนสาเหตุของโรคเหี่ยวกับพืชเศรษฐกิจอ่ืน ๆ เชGน ปทุมมา  มันฝรั่ง  ไมGมี

สารเคมีท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรค  มีรายงานการใชKพันธุ�ตKานทาน  การเขตกรรมและการ

ใชKชีววิธีในการควบคุมโรค  ซ่ึงพบวGาการใชKชีววิธีควบคุมโรคเหี่ยวมีความเปfนไปไดKสูง 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีจึงเปfนอีกทางเลือกหนึ่งในการปgองกันกําจัดโรคพืชท่ีชGวยลด

ปlญหาการใชKสารเคมีทางการเกษตรท่ีไมGถูกตKองเหมาะสม และเปfนการนําเอาจุลินทรีย�ท่ีมีอยูGใน

ธรรมชาติมาใชKใหKเกิดประโยชน� โดยเฉพาะจุลินทรีย�ท่ีมีคุณสมบัติเปfน antagonist ซ่ึงในปlจจุบันไดKมี

การนํามาใชKในการควบคุมโรคพืชท้ังเชื้อราและแบคทีเรีย จนกระท่ังแปรรูปเปfนผลิตภัณฑ� และ

จําหนGายเปfนการคKากันอยGางแพรGหลาย เชGน เชื้อรา Trichoderma และแบคทีเรีย Bacillus subtilis  

จิระเดช (2534) ไดKรายงานวGาการคลุกเมล็ดดKวยเชื้อแอนทาโกนิสต� ไมGวGาจะอยูGในรูปสปอร�

ผสมน้ําหรือในรูปผงฝุnนก็ตาม นับเปfนวิธีท่ีงGายและประหยัดท่ีสุดเนื่องจากใชKเชื้อปริมาณนKอยและ

วิธีการไมGยุGงยาก 

Wassana et al. (2005)ไดKศึกษาการยืดอายุผลิตภัณฑ� B. subtilis TISTR 001 เพ่ือใชKใน

ฟาร�มเลี้ยงสัตว� พบวGา ถKาเติมสารตัวพา (carrier) ไดKแกG zeolite, talcum, และ calcium carbonate 

ลงไปในการแปรรูปผลิตภัณฑ�ชนิดผง แมKเพ่ิมอุณหภูมิถึง 150 องศาเซลเซียสในระหวGางขบวนการผลิต

ก็ตาม สปอร�ของแบคทีเรียก็สามารถทนอยูGไดKและจํานวนของเอ็นโดสปอร�ก็ไมGลดลง และพบวGาความ

เขKมขKนของเอ็นโดสปอร�จะคงท่ีกวGาผลิตภัณฑ�ท่ีอยูGในรูปของเหลว  

ณัฎฐิมา et al. (2547) ไดKศึกษาการใชKประโยชน�จากเชื้อ Bacillus spp. ในการควบคุมโรค

เหี่ยวของขิงและมะเขือเทศ พบวGา เชื้อแบคทีเรีย B. subtilisมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยว

ของขิงถึง 60%  แตGการเตรียมเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ในการทดลองนี้เตรียมในรูปเซลล�แขวนลอย

ของแบคทีเรียแลKวนําไปจุGมหัวพันธุ�และราดลงบนดินซ่ึงเปfนการไมGสะดวกตGอเกษตรกรท่ีจะนําไปใชKใน

สภาพแปลงและทําใหKประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis  ไมGคงท่ีเปลี่ยนแปลงไปตาม

สภาพแวดลKอมซ่ึงสGวนใหญGประสิทธิภาพมักจะลดลงอันเนื่องมาจากเซลแบคทีเรียตายลง  

ณัฎฐิมา et al. (2551)  ศึกษาการเตรียมผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปlกษ� Bacillus subtilis ดินราก

ยาสูบ no. 4 โดยเพ่ิมปริมาณ B. subtilis ดินรากยาสูบ no. 4 บนอาหารแข็ง Tryptic Soy Agar  
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และ บนอาหารเหลว Tryptic Soy Broth ผสม  magnesium sulfate  ความเขKมขKน 0.1 M, 

methylcellulose  ความเขKมขKน  2.5 % และผง talcum 1:4 (V:W)  ไดKปริมาณแบคทีเรียในผงเชื้อ 

คือ1.1x1010 และ 0.7x 1010 CFU/กรัม ตามลําดับ  นําผงเชื้อ B. subtilis ดินรากยาสูบ no. 4 ท่ีไดK

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหKองและท่ีอุณหภูมิ 4 oC มีชีวิตอยูGรอดไดK 12 เดือน และ15 เดือน ตามลําดับ  

เม่ือนําผงเชื้อ B. subtilis ดินรากยาสูบ no. 4 ท่ีผลิตไดKไปทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อ B.subtilis 

ในการควบคุมโรคเหี่ยวของขิงพบวGาสามารถควบคุมโรคเหี่ยวไดK 60 % ในเรือนทดลองและ 30-37 % 

ในแปลงทดลองป{ท่ี 1 และ 67.5-72.5% ในป{ท่ีสอง 

    
วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    

อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�    
1. อุปกรณ�มาตรฐานในหKองปฏิบัติการแบคทีเรีย ไดKแกG ตูKเข่ียเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ�

การแยกเชื้อแบคทีเรีย 
2. อุปกรณ�วิทยาศาสตร� เชGน ตูKควบคุมอุณหภูมิ ตูKเย็นสําหรับเก็บตัวอยGาง หมKอนึ่งความดัน

ไอ  เครื่องเขยGาชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดคGาดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
ตูKอบ (oven) 

3.  เครื่องแกKวและอุปกรณ�อ่ืนๆท่ีใชKในหKองปฏิบัติการ เชGน เครื่องชั่ง, pH meter  เปfนตKน 
4. สารเคมีท่ีใชKในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
5.  วัสดุการเกษตร ไดKแกG ดิน  กระถางตKนไมK ปุ}ย หัวพันธุ�ขิง 
6.  โรงเรือนปลูกพืชทดลอง 

    

วิธีการวิธีการวิธีการวิธีการ    
1. 1. 1. 1. การเพาะเลี้ยงและผลิตสปอร�แบคทีเรีย การเพาะเลี้ยงและผลิตสปอร�แบคทีเรีย การเพาะเลี้ยงและผลิตสปอร�แบคทีเรีย การเพาะเลี้ยงและผลิตสปอร�แบคทีเรีย Bacillus subtilisBacillus subtilisBacillus subtilisBacillus subtilis        สายพันธุ� ดินรากยาสูบสายพันธุ� ดินรากยาสูบสายพันธุ� ดินรากยาสูบสายพันธุ� ดินรากยาสูบNo. 4 No. 4 No. 4 No. 4     
โดยการเลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus subtilis  สายพันธุ� ดินรากยาสูบNo. 4 บนอาหาร Tryptic 

soy agar (TSA) ใหKไดKโคโลนีเด่ียวอายุ 18-24 ชั่วโมง แลKวนําไปเลี้ยงในอาหารเหลว Tryptic soy 
broth (TSB) ท่ีบรรจุในขวดรูปชมพูG นําไปบGมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปfนเวลา 3-4 วัน ทําการ
เก็บสปอร�ของแบคทีเรีย  หลังจากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 รอบตGอนาที เปfนเวลา 5 
นาที นําสปอร�ท่ีไดKไปปl�นลKาง 2-3 ครั้ง เก็บเชื้อไวKในตูKเย็น เพ่ือนําไปเตรียมสูตรสําเร็จตGอไป 

2. 2. 2. 2. การเตรียมสูตรสําเร็จแบบเม็ดการเตรียมสูตรสําเร็จแบบเม็ดการเตรียมสูตรสําเร็จแบบเม็ดการเตรียมสูตรสําเร็จแบบเม็ด    
นําสารประกอบตGางๆ ไดKแกG kaolin tacumn alginate lactose hydrogenate vegetable 

oil (HVO) และกากน้ําตาล ในอัตราสGวนตGางๆ ผสมกับสารแขวนลอยของสปอร�เชื้อแบคทีเรีย B. 
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subtilis  สายพันธุ� ดินรากยาสูบ no. 4 จํานวน 1.0 x 1012หนGวยโคโลนี ผสมใหKเขKากันดีดKวยเครื่อง
ผสม จนไดKเปfนกKอนหมาด นําสGวนผสมท่ีไดKใสGในแมGพิมพ�ยาเม็ด (triturate mold) จากนั้นกดเม็ดยา
ออกจากแมGพิมพ� แลKวนําไปอบใหKแหKงในตูKอบอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปfนเวลา 4 ชั่วโมง  

3. ทดสอบความสมํ่าเสมอและการกระจายตัวของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ�ดินราก
ยาสูบ no.4 

โดยตรวจนับจํานวนแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ�ดินรากยาสูบ no.4โดยสุGมจากเม็ดท่ีผลิต
ไดK จํานวน 3 ครั้ง มาวัดความสมํ่าเสมอและการกระจายตัวของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ�ดินราก
ยาสูบ no.4 โดยนําสูตรสําเร็จแบบเม็ดท่ีผสมเขKากันดีจนเปfนกKอนหมาดๆ เล็กๆ มา drop plate บน
อาหารTSA นําไปบGมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปfนเวลา 18-24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนี 
คํานวณหาคGาเฉลี่ยจํานวนเชื้อแบคทีเรียปฏิปlกษ�ท้ังหมดในสูตรสําเร็จ (cfu/g) 

4. การทดสอบความสามารถในการปลดปลGอยแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ�ดินรากยาสูบ 
no.4 ท่ีเวลาตGางๆ 

โดยทําการชั่งสูตรสําเร็จ สูตรละ 1 กรัม ใสGขวดท่ีบรรจุน้ํากลั่นฆGาเชื้อปริมาตร 99 มิลลิลิตร
แลKวเก็บเม็ดยาท่ีลอยน้ําท่ีเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที ออก โดยเตรียมตัวอยGางแตGละเวลาแยกกัน 
เพ่ือปgองกันการปนเป��อน จากนั้นนําสารละลายท่ีไดK ณ เวลาตGางๆ มานับจํานวนแบคทีเรียปฏิปlกษ� โดย
วิธีการ drop plate บนอาหาร TSA คํานวณหาเปอร�เซ็นต�ความสามารถในการปลดปลGอยเชื้อท่ีเวลา
ตGางๆ จากสูตรดังนี้ 

เปอร�เซ็นต�ความสามารถในการปลดปลGอยเชื้อ = n x 100 / N 
n = ปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปlกษ�ในสารละลายท่ีเวลาตGางๆ 
N = ปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปlกษ�เริ่มตKนในสูตรสําเร็จ 
5. ทดสอบความอยูGรอดของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ�ดินรากยาสูบ no.4 และระยะเวลาใน

การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตGางๆ 
 โดยทดสอบ 2 ระดับอุณหภูมิ ไดKแกG อุณหภูมิหKอง และอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ

ทดสอบระยะเวลาในการเก็บรักษา 15  เดือน วางแผนการทดลอง factorial in CRD 2 ปlจจัย คือ 
ระดับอุณหภูมิ 15 กรรมวิธี ไดKแกG จํานวนเดือน จํานวน  4 ซํ้า 

6. ทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใชKสูตรสําเร็จชนิดเม็ดในโรงเรือนทดลองโดยวาง
แผนการทดลองแบบ  RCB  4  กรรมวิธี ไดKแกG สูตรชนิดเม็ดท่ีผลิตไดK จํานวน 5 กรัม, 7  กรัม, 10  
กรัม และ 12 กรัม พรKอมกรรมวิธีเปรียบเทียบ  จํานวน 4  ซํ้า  

7. ทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใชKสูตรสําเร็จชนิดเม็ดในแปลงทดลองและแปลง
เกษตรกร โดยวางแผนการทดลองแบบ  RCB  4 กรรมวิธี ไดKแกG สูตรชนิดเม็ดและอัตราการใชKท่ีใหKผล
ควบคุมโรคเหี่ยวดีท่ีสุด ในโรงเรือนทดลอง ในการระยะเวลาในการใชKไดKแกGทุก 7 วัน, ทุก 15 วัน, ทุก 
30 วัน และ กรรมวิธีเปรียบเทียบ จํานวน 4  ซํ้า 
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เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    
ตตตต....คคคค....55553333    ––––    กกกก....ยยยย....55558888    ที่ทีท่ี่ที่กลุGมวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และ แปลงปลูกขิงของ

เกษตรกร 
 

ผผผผลลลลแแแแลลลละะะะวิววิิวิจจจจาาาารรรรณ�ณ�ณ�ณ�ผผผผลลลลกกกกาาาารรรรททททดดดดลลลลอออองงงง    

 การเพาะเลี้ยงและผลิตสปอร�แบคทีเรีย Bacillus subtilis  สายพันธุ� ดินรากยาสูบNo. 4 โดย

การทดสอบการสรKางสปอร�บนอาหารชนิดตGางๆ ไดKแกG TSB, NB และ YT พบวGา อาหารสูตร YT 

สามารถทําใหKเเชื้อ BS สายพันธุ� ดินรากยาสูบ 4  สามารถสรKางสปอร�ไดKมากท่ีสุด  

  การเตรียมสูตรสําเร็จแบบเม็ด ทําการทดสอบสGวนผสมตGางๆ ในการผลิตสูตรสําเร็จแบบเม็ด

โดยใชK ผงทาคัมและ อัลจิเนต และ โดยใชKสGวนผสมของsodium carboxymethyl cellulose 

(SCMC), microcrystalline cellulose (MCC), lactose, talcum และmagnesium stearate ใน

อัตราสGวน 2 : 40 : 20 : 37: 1 พบวGามีความสมํ่าเสมอและการกระจายตัวของแบคทีเรีย B. subtilis 

สายพันธุ�ดินรากยาสูบ no.4 อยูGในระหวGางการทดสอบความอยูGรอดของแบคทีเรียในสูตรเม็ด   
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