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5. บทคัดย่อ 

เชื้อราบิวเวอเรีย Beauveria bassiana (Balsamo) ที่ใช้ศึกษาในห้องปฏิบัติการเป็นเชื้อราที่
ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชสวนชุมพร ซึ่งท าการแยกเชื้อจากมอดเจาะเมล็ดกาแฟ      และได้
เริ่มน ามาทดสอบประสิทธิภาพกับแมลงศัตรูพืชชนิดต่างๆ ในห้องปฏิบัติการของกลุ่มงานวิจัยการปราบ
ศัตรูพืชทางชีวภาพ ตั้งแต่ป ี2555 ต่อมาในปีงบประมาณ 2557 – 2558 ได้ศึกษาถึงวิธีการเลีย้งเชื้อราบวิเวอเรีย 
สายพันธุ์ชุมพร โดยอาศัยพ้ืนฐานวิธีการเลี้ยงเชื้อราเขียว Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin 
การศึกษาในครั้งนี้มีจุดประสงค์เพ่ือการคัดเลือกเมล็ดธัญพืชที่เหมาะสม การศึกษาความชื้นในอาหาร แหล่ง
คาร์โบไฮเดรต และไนโตรเจนที่เหมาะสม โดยการศึกษาเมล็ดธัญพืชที่เหมาะสมได้ใช้เมล็ดธัญพืชต่าง ๆ 4 ชนิด 
ได้แก่ ข้าวโพดบดหยาบ ข้าวฟ่าง ข้าวเปลือก และปลายข้าว พบว่า เชื้อบิวเวอเรียสามารถเจริญเติบโตและสร้าง
โคนิเดีย ได้มากที่สุดบนข้าวโพดบดหยาบ โดยจะให้โคนิเดียประมาณ 18.35 X 108 โคนิเดีย/มล. และมี
เปอร์เซ็นต์การงอก 9.46 X 108 cfu/มล. การศึกษาหาความชื้นที่เหมาะสมของข้าวโพดบดหยาบที่ใช้เลี้ยงเชื้อบิว
เวอเรีย โดยการใชส้ัดส่วนของข้าวโพดบดหยาบ (50 กรัม/ ถุง) ต่อปริมาณน้ าที่แตกต่างกัน 5 ระดับ คือ 10, 30, 
50, 70 และ 90 มล. พบว่า อัตราส่วนที่เหมาะสมอยู่ที่ข้าวโพดบดหยาบ 50 กรัม ต่อปริมาณน้ า 50 มล. หรือ 1: 1 
จะให้เปอร์เซ็นต์ความชื้นประมาณ 54% ซึ่งท าให้เชื้อราสร้างโคนิเดียได้ 28.55 X 108 โคนิเดีย/มล. และมี



เปอร์เซ็นต์การงอก 11.37 X 108 cfu/มล.  การศึกษาปริมาณโมลาสที่เหมาะสม มีการศึกษาที่ความเข้มข้น 2, 4, 
6, 8 และ 10% และไม่ใส่โมลาส พบว่าไม่ใส่โมลาส เชื้อสามารถสร้างโคนิเดียได้ดีที่ 14.58 X 108 โคนิเดีย/มล. 
และมกีารงอกของโคนิเดียที่ 8.27 X 108 cfu/มล.  ส่วนการศกึษาปริมาณยูเรียที่เหมาะสม มีการทดสอบยูเรียที่
ความเข้มข้น 0.5, 1, 1.5, 2 และไม่ใส่ยูเรีย พบว่า การไม่ใส่ยูเรียเชื้อบิวเวอเรียสามารถเจริญเติบโตและสร้างโค
นิเดียได้ดีที่ 34.07 X 108 โคนเิดีย/มล.  และมกีารงอกของโคนิเดียที่ 10.14 X 108 cfu/มล. 
 
Abstract 

Beauveria bassiana (Balsamo) in this study received from chumphon Horticultural 
Research Center. This fungus isolated from coffee berryborer: Hypothenemus hampei 
(Ferrari) and conducted of bioassay test with insect pests since 2012.  Techniques for 
mass production of Beauveria bassiana (Balsamo); Chumphon isolate were developed in 
the laboratory during October 2013 – September 2015 refer from basic study of 
Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin.  The objective in this study for investigate the 
suitable cereal grains and suitable conditions for example moisture content, suitable 
volume of molasses and urea for producing the highest numbers of fungal conidia and 
higher number of viable population. B. bassiana was cultured on four different types of 
cereal grains: ground corn, sorghum, paddy and ground rice. The results showed that 
ground corn produced higher number of fungal conidia and higher number of viable 
population of 18.35 X 108 conidia/ml. and 9.46 X 108 cfu/ml respectively. Moisture 
content (MC) of ground corn was tested at the rate of ground corn 50 gram reared on 5 
diferrent volume of water 10, 30, 50, 70 and 90 ml. and found that the suitable ratio of 
ground corn and water was1: 1 (w/v) which gave 54% MC and a higher number of conidia 
28.55 X 108 conidia/ml. and higher number of viable population of 11.37 X 108 cfu/ml. 
The suitable volume of molasses at 6 different volume 0, 2, 4, 6, 8 and 10% found that 
cultured B. bassiana without molasses produced the higher number of fungal conidia 
and higher number of viable population at 14.58 X 108 conidia/ml. and 8.27 X 108 cfu/ml. 
respectively.  Identically, the suitable volume of urea studied at 5 different level of urea 
0, 0.5, 1, 1.5, 2 found that the fungus produced the higher number of conidia without urea, 
34.07 X 108conidia/ml. and revealed viable population 10.14 X 108cfu/ml.   

   
6. ค าน า  

ปัจจุบันมีผู้ให้ความสนใจงานด้านการป้องกันและก าจัดศัตรูพืชทางชีวภาพมากข้ึน  วิธีการหนึ่งที่
ได้รับความสนใจคือการน าเชื้อจุลินทรีย์มาใช้ในการควบคุมแมลงศัตรูพืช  ซึ่งนอกจากมีความปลอดภัยต่อ



สุขภาพของตัวเกษตรกรผู้ใช้รวมทั้งผู้บริโภคแล้ว ยังไม่ท าให้เกิดพิษตกค้างของสารฆ่าแมลงใน
สภาพแวดล้อม  เชื้อรา Beauveria bassiana (Balsamo) เป็นจุลินทรีย์ ที่น ามาใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืชได้
หลายชนิดขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ จัดอยู่ใน Phylum Ascomycota    ซึ่งเชื้อราในกลุ่มนี้มักจะเป็นสาเหตุ
ก่อให้เกิดโรค “ muscadine” ในแมลง โดยใน B. bassiana  มีการเรียกเชื้อราชนิดนี้ว่า “white 
muscadine”  พบแพร่กระจายได้ทั่วไป  สามารถใช้ควบคุมแมลงในกลุ่ม Diptera, Lepidoptera, 
Orthoptera, Coleoptera, Hemiptera, Diptera และ Hymenoptera และ (Rosa และคณะ 2000; 
Tanada and Kaya, 1993)   ในเมืองไทยมีการศึกษาการน าเชื้อราบิวเวอเรียมาใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืช
มากมาย จากรายงานผลงานค้นคว้าวิจัยตั้งแต่ปี 2525 -2539 โดยมลิวัลย์  ปันยารชุน กลุ่มงานวิจัยการ
ปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ  กองกีฏและสัตววิทยา ได้ท าการศึกษาและทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา
ดังกล่าวกับแมลงศัตรูพืชชนิดต่างๆ พบว่าสามารถน ามาใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืชได้หลายชนิดได้แก่ เพลี้ย
กระโดดสีน้ าตาล และหนอนเจาะขั้วผลเงาะ เป็นต้น   ในปัจจุบันเชื้อรา B. bassiana ได้รับความสนใจ
จากเกษตรกรกลุ่มผู้ท าการเกษตรปลอดสารพิษเป็นจ านวนมาก เนื่องจากสามารถใช้ได้กับแมลงหลาย
ประเภททั้งกลุ่มแมลงปากกัด ได้แก่ หนอนผีเสื้อศัตรูพืชชนิดต่างๆ และกลุ่มแมลงปากดูดได้แก่ เพลี้ย
กระโดด, เพลี้ยไฟ, เพลี้ยแป้ง ฯลฯ ซึ่งศัตรูพืชเหล่านี้ท าความเสียหายให้กับพืชผลเกษตรเป็นจ านวนมาก   

สืบเนื่องจากงานวิจัยในปีงบประมาณ 2554 ห้องปฏิบัติการเชื้อราโรคแมลงได้รับความ
อนุเคราะห์เชื้อราบิวเวอเรีย B. bassiana จากคุณประภาพร ฉันทานุมัติ นักวิชาการเกษตรช านาญการ 
ศูนย์วิจัยพืชสวนชุมพร ซึ่งได้แยกเชื้อราชนิดนี้จากมอดเจาะเมล็ดกาแฟพันธุ์อาราบิก้า  ต. เทพเสด็จ  อ. 
ดอยสะเก็ด  จ.เชียงใหม่ และได้ทดสอบแล้วว่ามีประสิทธิภาพดีในการควบคุมมอดเจาะเมล็ดกาแฟ  ดังนั้น
ในปีงบประมาณ 2555 - 2556 ทางห้องปฏิบัติการเชื้อราโรคแมลง กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีว
วิธี จึงได้น าเชื้อราดังกล่าวมาท าการทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงศัตรูพืชชนิดต่างๆ ได้แก่ 
เพลี้ยแป้งสชีมพู หนอนกระทูผ้ัก, หนอนกระทู้หอม ด้วงหมดัผัก ตั๊กแตนผ ี และเพลี้ยกระโดดสีน้ าตาล  โดย
พบว่า เชื้อราชนดินี้มีแนวโน้มที่ดใีนการใช้ควบคุมตั๊กแตนผี เพลี้ยแป้งสีชมพู ดว้งหมัดผัก และเพลี้ยกระโดดสี
น้ าตาล   

จากข้อมูลเดิมของมลิวัลย์ และสุรพล (2525) ได้ท าการศึกษาและพัฒนาการผลิตเชื้อราเขียว 
Metarhizium anisopliae โดยการเลี้ยงเชื้อราเขียวในเมล็ดธัญพืชหลายชนิด ได้แก่ ข ้าวโพด, ข ้าวเปลือก, 
ข ้าวฟ่าง, ถ ั่วเขียว และถั่วเหลือง ซึ่งจากผลการทดลองได้สรุปว่า อาหารทั้ง 5 ชนิด สามารถผลิตราเขียวได้
ปริมาณมากทุกชนิด แต่เนื่องจากข ้าวโพด, ข ้าวเปลือก และข ้าวฟ่าง มีราคาประหยัดกว่าจึงมีความ
เหมาะสมที่จะใช้มากกว่าถ ั่วเขียว   และถั่วเหลือง  จากนั้นได้ทดลองเลี้ยงราเขียวเพ่ือเปรียบเทียบหา
อัตราส่วนที่เหมาะสมของอาหารและน้ า โดยใช้เมล็ดธัญพืช ได้แก่ ข ้าวโพด, ข ้าวเปลือก, ข ้าวฟ่าง, ถ ั่วเขียว 
และถั่วเหลือง ในปริมาณอย่างละ 40 กรัม จ านวน 5 ซ้ า บรรจุในถุงพลาสติกทนร้อน แล้วจึงเติมน้ าประปาใน
อัตรา 40, 50, 60 และ 70 มิลลิลิตร ตามล าดับ น าไปนึ่งฆ่าเชื้อ ปล่อยทิ้งไว้ให้เย็น แล้วเขี่ยเชื้อราเขียวลงไป
เลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส   จากผลการทดลองได้สรุปว่าราเขียวเจริญเติบโตได้ดีที่สุดในอัตราส่วน



ของ อาหารต่อน้ าประปา 40: 40 การใส่อัตราส่วน 40: 60 และ 40: 70 จะท าให้อาหารที่ได้แฉะเกินไปซึ่ง
จะมีผลท าให้เชื้อราอ่ืนๆ ขึ้นปะปนได้ง่าย จากข้อมูลการศึกษาการเลี้ยงเชื้อราเขียวที่ผ่านมาท าให้ทราบว่า
เชื้อราเขียวสามารถเจริญเติบโตได้บนเมล็ดธัญพืชหลายชนิด ได้แก่ ข ้าวโพด, ข ้าวเปลือก, ข ้าวฟ่าง, ถ ั่ว
เขียว และถ่ัวเหลือง แต่เนื่องจากข้อมูลเดิมยังไม่มีการชี้ชัดว่าเมล็ดธัญพืชชนิดใดท าให้เชื้อราเขียวสามารถ
สร้างโคนิเดียได้สูงสุด  ต่อมาเสาวนิตย์ และคณะ (2548) ไดท้ าการทดลองเพ่ิมเติมโดยใช้ ข้าวเปลือก, 
ข้าวโพดบดหยาบ, ข้าวฟ่าง  และปลายข้าว แทนการใช้ถั่วเขียว และถ่ัวเหลือง โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิห้อง
ประมาณ 28 – 30 องศาเซลเซียส  พบว่าข้าวโพดบดหยาบมีความเหมาะสมต่อราเขียวมากท่ีสุด 
เนื่องจากท าให้ราเขียวสร้างโคนิเดียได้มากท่ีสุด 8.13 X 1011 โคนิดีย/กรัม  และเกิดการงอกของเชื้อได้ดี
ที่สุดที่ 6.04 X 1010(cfu/กรัม) การศึกษาความชื้นในอาหารโดยใช้ข้าวโพดบดหยาบต่อปริมาณน้ าใน
อัตรา (1: 1) ท าให้อาหารมีความชื้น 54%  ราเขียวสรา้งโคนิเดียได้ดีที่ 8.50 X 1011 โคนิดีย/กรัม 
นอกจากนี้ได้ศึกษาการใช้โมลาสและยูเรียเพื่อกระตุ้นการสร้างโคนิเดียและพบว่าการเติมโมลาส 4% 
กระตุ้นให้สร้างโคนิเดียได้สูงสุดที่ 5.00 X 1011 โคนิดีย/กรัม ส่วนการใส่ยูเรียไม่มีผลต่อการเจริญเติบโต
ของเชื้อราเขียว     

ในปีงบประมาณ 2557 – 2558 ห้องปฏิบัติการเชื้อราโรคแมลงจะได้ศึกษาถึงวิธีการเลี้ยงเชื้อรา
บิวเวอเรีย โดยใช้สายพันธุ์ของ ศวส.ชุมพร ที่ได้ผ่านการทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมแมลงศัตรูพืช
แล้ว  โดยอาศัยพ้ืนฐานของวิธีการเลี้ยงเชื้อราเขียว Metarhizium anisopliae   การศึกษาในครั้งนี้มี
วัตถปุระสงค์เพ่ือการคัดเลือกเมล็ดธัญพืชที่เหมาะสม การศึกษาความชื้นในอาหาร แหล่งคาร์โบไฮเดรต 
และไนโตรเจนที่เหมาะสม ต่อเชื้อราบิวเวอเรียสายพันธุ์ชุมพร ผลที่ได้จากการศึกษาจะน ามาเป็นองค์
ความรู้ของหน่วยงาน และเป็นพื้นฐานในการต่อยอดงานวิจัยเพื่อประโยชน์ในเชิงพานิชย์ต่อไป  

 
7. วิธีด าเนินการ  

อุปกรณ ์ 
1.   เชื้อราบิวเวอเรีย B. bassiana สายพันธุ์ชุมพร  
2.   เมล็ดธัญพืชต่างๆ ได้แก่ ข้าวเปลือก, ปลายข้าว, ข้าวโพดบดหยาบ และข้าวฟ่าง 
3.   กากน้ าตาล (โมลาส) 
4.   ยูเรีย 
5.   Potato Dextrose Agar (PDA) 
6.   Potato Dextrose Broth (PDB) 
7.   กล่องเลี้ยงแมลง   
8.   ที่ดูดสปอร์ (Micropipet) 
9.   เครื่องนับสปอร์ (Hemacytometer) 
10.  ตู้เขี่ยเชื้อ 
11.  หม้อนึ่งความดัน (Autoclave) 



12.  กล้องจุลทรรศน์ 
13.  เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex) 
14.  บีกเกอร์ ขนาด 250, 500, 1000 มล. 
15.  กระบอกตวง ขนาด 250, 500, 1000 มล. 
16.  ฟลาสก์ ขนาด 250, 500 มล. 
17.  tween 80 (0.5%) 

 
วิธีการ    

วิธีการเตรียมหัวเชื้อ 
น าเชื้อ B. bassiana มาเลี้ยงบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ประมาณ 7 วัน ตัดชิ้น

วุ้นที่มีเชื้อข้ึนเป็นรูปสี่เหลี่ยมจัตุรัสกว้าง x ยาว = 1 x 1 ซม. ใส่ลงในอาหารเหลว Potato Dextrose 
Broth (PDB) ปริมาตร 200 มล./ฟลาสก์  ในอัตรา 1 ชิ้น/1 ฟลาสก์  น าไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่า (Rotary 
Shaker) ความเร็วรอบประมาณ 180 รอบ/นาที  ที่อุณหภูมิ 27-28oC  เป็นเวลาประมาณ 4 วัน  เมื่อ
ครบก าหนด น าเชื้อที่ได้มาตรวจหาการปนเปื้อนจากแบคทีเรีย  จากนั้น ดูดเชื้อจากขวดที่ผ่านการตรวจ
แล้วว่าไม่มีแบคทีเรียปนเปื้อน ถ่ายใส่ลงในขวดอาหาร PDB ใหม่ ปริมาตร 2 มล./ ฟลาสก์ แล้วน าไปเลี้ยง
ซ้ าบนเครื่องเขย่าต่ออีก 4 วัน วิธีการนี้ จะได้หัวเชื้อที่มีปริมาณตั้งต้นใกล้เคียงกันในแต่ละฟลาสก์ 

วิธกีารตรวจนับการงอกของเชื้อ  
-  โดยการเตรียมน้ าปริมาตร 100 มล. ผสม tween 80 (0.5%) 5 หยด น าไปนึ่งฆ่าเชื้อท่ี

อุณหภูมิ 121 oC  ความดัน 15 ปอนด์/ ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ีท ิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง  จากนั้น
น ามาเทใส่ถุงเลี้ยงเชื้อที่จะท าการตรวจสอบในอัตรา เชื้อรา 1 ถุง/น้ านึ่งฆ่าเชื้อ 100 มล. เขย่าประมาณ 1-2 
นาที เพ ื่อให้โคนิเดียหลุดออกจากเส้นใย แล้วจึงเทสารแขวนลอยโคนิเดียที่ได้ใส่ฟลาสก์ท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ
แล้ว เพ่ือเก็บเชื้อที่ได้เป็นสารแขวนลอยตั้งต้น (stock solution) ส าหรับการตรวจสอบในขั้นต่อไป  

-  เตรียมน้ าซึ่งผสม tween (0.5%) ใส่หลอดทดลองปริมาตร 9 มล./หลอด น าไปนึ่งฆ่าเชื้อ ก่อน
ท ิ้งไว้ให้เย็น จากนั้น เขย่าฟลาสก์สารแขวนลอยตั้งต้น เพ่ือให้โคนิเดียกระจายตัวทั่วทั้งฟลาสก์ แล้วจึงดูด
สารแขวนลอยดังกล่าวปริมาตร 1 มล. ใส่ในหลอดทดลองที่เตรียมไว้ เขย่าหลอดทดลองโดยใช้เครื่อง 
vortex เพ่ือท าให้โคนิเดียเจือจางลง (dilution) โดยถือว่า ค่าการเจือจางเท่ากับ 10-1 ท าการเจือจางใน
ลักษณะนี้จนถึงค่าท่ีต้องการนับ 

-   ใช้ micropipette ดูดสารแขวนลอยสุดท้ายที่ต้องการนับ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยดลง
บนอาหาร PDA ใช้แท่งแก้วเกลี่ยให้สารแขวนลอยโคนิเดียกระจายทั่วทั้งจานเลี้ยงเชื้อท า 10 ซ้ า (1 ซ้ า = 10 
จานเลี้ยงเชื้อ) ปิดฝาและวางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง ประมาณ 3 วัน เชื้อราจะเริ่มงอกเส้นใย  

-   ตรวจนับโคโลนีเชื้อราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ บันทึกข้อมูลเพื่อน าไปวิเคราะห์  
 
ขั้นตอนที่ 1  ศึกษาชนิดธัญพืชที่เหมาะสมส าหรับเลี้ยงเชื้อรา B. bassiana สายพันธุ์ชุมพร 



แบบและวิธีการทดลอง: วางแผนการทดลองแบบ CRD 10 ซ้ า 4 กรรมวิธี 
โดยใช้เมล็ดธัญพืชในการเพาะเลี้ยงเชื้อราบิวเวอเรีย 4 ชนิด ดังนี้ 
กรรมวิธีที่ 1  ข้าวเปลือก  
กรรมวิธีที ่2  ปลายข้าว 
กรรมวิธีที ่3  ข้าวโพดบดหยาบ 
กรรมวิธีที่ 4  ข้าวฟ่าง 

ชั่งเมล็ดธัญพืชต่าง ๆ 4 ชนิด ได้แก่ ข้าวเปลือก, ปลายข้าว, ข้าวโพดบดหยาบ และข้าวฟ่าง ใส่ใน
ถุงพลาสติกทนความร้อน ชนิดละ 10 ถุง ถุงละ 50 กรัม แต่ละถุงเติมน้ าในปริมาตร 50 มล. ปิดปากถุง
ด้วยจุกส าลีและหุ้มทับด้วยกระดาษ น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนด์/ ตารางนิ้ว 
เป็นเวลา 20 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าหัวเชื้อที่เตรียมไว้ถ่ายใส่ในอัตรา 1 มล./ถุง คลุก
เชื้อให้กระจายทั่วทั้งถุงอาหาร น าไปวางบนชั้นที่อุณหภูมิห้อง (27 +  3 oC) เป็นเวลา 7-14 วัน จึงน าเชื้อ
ที่ข้ึนมาตรวจนับจ านวนโคนิเดีย โดยนับทั้ง 10 ซ้ าๆ ละ 10 ครั้ง แล้วหาค่าเฉลี่ย และน าสารแขวนลอยโค
นิเดียมาตรวจหาการงอกของเชื้อ  บันทึกข้อมูลเพ่ือน าไปวิเคราะห์และเปรียบเทียบความเหมาะสมของ
ธัญพืชในการเป็นอาหารเพาะเลี้ยง โดยนับจ านวนโคนิเดีย และการงอกของเชื้อ 

ขั้นตอนที่ 2  ศึกษาความชื้นที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อรา B. bassiana สายพันธุ์ชุมพรบนเมล็ด
ธัญพืช 

แบบและวิธีการทดลอง:  วางแผนการทดลองแบบ CRD 10 ซ้ า 5 กรรมวิธี  
โดยเลือกเมล็ดธัญพืชที่เหมาะสมจากขั้นตอนที่ 1 ชั่งใส่ถุงปรมิาตร 50 กรัม เติมน้ าในอัตราต่างๆ 5 

กรรมวิธ ี  ดังนี้  
กรรมวิธีที่ 1 น้ าปริมาตร 10  มล.   
กรรมวิธีที่ 2 น้ าปริมาตร 30  มล.   
กรรมวิธีที่ 3 น้ าปริมาตร 50  มล.   
กรรมวิธีที่ 4 น้ าปริมาตร 70  มล.   
กรรมวิธีที่ 5 น้ าปริมาตร 90  มล.   

  วิธีปฏิบัติการทดลอง 
เลือกเมล็ดธัญพืชที่ดีที่สุดจากข้ันตอนที่ 1 น ามาชั่งปริมาตร 50 กรัม/ถุง เติมน้ าในปริมาณที่

แตกต่างกัน 5 ระดับ คือ 10, 30, 50, 70 และ 90 มล. ตามล าดับ (10 ถุง/กรรมวิธี) ปิดถุงด้วยจุกส าลีและ
หุ้มทับด้วยกระดาษ ก่อนน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนด์/ ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 
นาที ท ิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้น แบ่งอาหารที่เตรียมได้ออกเป็น 2 ส่วน  



- ส ่วนที่ 1 (5 ถุง/กรรมวิธี) น าอาหารในแต่ละถุงมาแบ่งชั่งน้ าหนักสดถุงละ 50 กรัม จากนั้นน าไป
อบในตู้ที่อุณหภูมิ 103 oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น น ามาชั่งหาน้ าหนักแห้ง แล้วเข้าสูตรเพื่อค านวน
หาเปอร์เซ็นต์ความชื้นของอาหารในแต่ละทรีทเมนต์ 

- ส ่วนที่ 2 (5 ถุง/กรรมวิธี) น าหัวเชื้อที่เตรียมไว้มาถ่ายใส่ในอัตรา 1 มล./ถุง คลุกให้เชื้อ 
กระจายทั่วอาหาร น าไปวางบนชั้นที่เตรียมไว้แบบสุ่ม ทิ้งไว้ 7 วัน น าเชื้อที่ได้มาตรวจนับปริมาณโคนิเดีย 
เพ่ือเปรียบเทียบหาความชื้นที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากความชื้นของอาหาร และปริมาณโคนิเดียที่ได้  

ขั้นตอนที่ 3  ศึกษาความเข้มข้นโมลาสที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อรา B. bassiana สายพันธุ์ชุมพร 
แบบและวิธีการทดลอง: วางแผนการทดลองแบบ CRD 10 ซ้ า 6 กรรมวิธี  
โดยใช้โมลาสที่ความเข้มข้นต่างๆ กัน ดังนี ้
กรรมวิธีที่ 1  โมลาส  2% 
กรรมวิธีที่ 2  โมลาส  4% 
กรรมวิธีที่ 3  โมลาส  6% 
กรรมวิธีที่ 4  โมลาส  8% 
กรรมวิธีที่ 5  โมลาส  10% 
กรรมวิธีที่ 6  ไม่ใส่โมลาส (control) 

วิธีปฏิบัติการทดลอง 
ท าการทดลองโดยเลือกวิธีการที่ดีที่สุดจากขั้นตอนที่ 2 คือการเตรียมอาหารธัญพืช 50 กรัม ต่อน้ า

อัตราที่เหมาะสม และเติมโมลาสในอัตราความเข้มข้นต่าง ๆ กัน  ดังกล่าว 6 กรรมวิธี ท าการทดลอง 10 
ซ้ า  คลุกให้โมลาส กระจายทั่วเมล็ดธัญพืช ปิดปากถุงด้วยจุกส าลีและหุ้มทับด้วยกระดาษ น าไปนึ่งฆ่าเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 121 oC  ความดัน 15 ปอนด์/ ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาที ปล่อยทิ้งไว้ให้เย็น แล้วจึงถ่ายหัว
เชื้อที่เตรียมไว้ใส่ในอัตรา 1 มล./ถุง คลุกให้เชื้อ กระจายทั่วอาหาร น าไปวางบนชัน้ที่อุณหภูมิห้อง (27 – 30 oC) 
เป็นเวลา 7-14 วัน จึงน าเชือ้ที่ได้มานับปริมาณโคนิเดีย และการงอกของเชื้อ จากนั้นบันทึกข้อมูลเพ่ือการ
วิเคราะห์ผลต่อไป 

 
ขั้นตอนที่ 4  ศึกษาปริมาณยูเรียท่ีเหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อรา B. bassiana สายพันธุ์ชุมพร  

แบบและวิธีการทดลอง:  วางแผนการทดลองแบบ CRD 10 ซ้ า 5 กรรมวิธี  
โดยใช้ความเข้มข้นยูเรียในระดับต่างๆ กัน ดังนี้ 

กรรมวิธีที่ 1  ยูเรีย 0.5% 
กรรมวิธีที่ 2  ยูเรีย 1.0% 
กรรมวิธีที่ 3  ยูเรีย 1.5% 
กรรมวิธีที่ 4  ยูเรีย 2.0% 
กรรมวิธีที่ 5  ไม่ใส่ยูเรีย (control)  



 
วิธีปฏิบัติการทดลอง 

เลือกวิธีการที่ดีที่สุดจากขั้นตอนที่ 3 มาศึกษาต่อเนื่อง คือการเตรียมอาหารธัญพืช 50 กรัม ต่ออัตรา
น้ าและโมลาสที่เหมาะสม จากนั้นเติมยูเรียตามกรรมวิธีต่างๆ คือ 0, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0%  เตรียม
อาหารใส่ถุงพลาสติกทนร้อนปดิปากถุงด้วยจุกส าลีและหุ้มทับด้วยกระดาษ แล้วนึ่งฆ่าเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121oC  
ความดัน 15 ปอนด์/ ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาที ปล่อยทิ้งไว้ให้เย็น แล้วถ่ายหัวเชื้อที่เตรียมไว้ใส่ในอัตรา 
1 มล./ถุง คลุกให้เชื้อกระจายทั่วอาหาร น าไปวางบนชั้นที่อุณหภูมิห้อง (27 – 30 oC) เป็นเวลา 7-14 วัน จึง
ท าการตรวจนับปริมาณโคนิเดีย และการงอกของเชื้อ บันทึกข้อมูลเพ่ือน าไปวิเคราะห์ 

     การบันทึกข้อมูล    
-  เก็บข้อมูลโดยการนับจ านวนโคนิเดียของเชื้อที่ผลิตได้ในอาหารแต่ละวิธีการเพ่ือเปรียบเทียบ

ปริมาณโคนิเดีย 
-  วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ  

      เวลาและสถานที่     
:  เริ่มต้น ตุลาคม 2556    สิ้นสุด กันยายน 2558 
   ห้องปฏิบัติการเชื้อราโรคแมลง  กลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา  

ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  กรุงเทพฯ 
 
8. ผลการทดลองและวิจารณ์   

จากการศึกษาหาเมล็ดธัญพืชที่เหมาะสม โดยใช้เมล็ดธัญพืช 4 ชนิด ได้แก่ ข้าวโพดบดหยาบ ข้าวฟ่าง 

ข้าวเปลือก และปลายข้าว พบวา่ เชื้อบิวเวอเรียสามารถเจริญเติบโตและสร้างโคนิเดีย ได้มากท่ีสุดบนข้าวโพด

บดหยาบ โดยจะให้โคนิเดีย 18.35 X 108 โคนิเดีย/มล. และมีเปอร์เซ็นต์การงอก 9.46 X 108 cfu/มล. 

รองลงมาคือ ข้าวฟ่าง ให้จ านวนโคนิเดีย 12.04 X 108 โคนิเดีย/มล. และมีเปอร์เซ็นต์การงอก 8.15 X 108 

cfu/มล. สว่นข้าวเปลือก และปลายข้าว พบว่าให้จ านวนโคนิเดีย และมีเปอร์เซ็นต์การงอกไม่แตกต่างกันในทาง

สถิติ โดยข้าวเปลือกให้จ านวนโคนิเดีย 8.48 X 108 โคนิเดีย/มล. และมีเปอร์เซ็นต์การงอก 5.84 X 108 cfu/

มล. ส่วนปลายข้าว พบว่าให้จ านวนโคนิเดีย 8.67 X 108 โคนิเดีย/มล. และมีเปอร์เซ็นต์การงอก 5.77 X 108 

cfu/มล. (Table 1)  ผลการเลีย้งเชื้อราบิวเวอเรียดว้ยเมล็ดธัญพืชพบว่ามีความคล้ายคลึงกับ เสาวนิตย์ และคณะ 

(2548) ที่ท าการทดลองโดยเลี้ยงเชื้อราเขียวเมตาไรเซียมบนเมล็ดธัญพืชต่างๆ พบว่า เชื้อราเขียวเมตาไรเซียม

เจริญเติบโตและสร้างโคนิเดียได้ดบีนข้าวโพดบดหยาบ ส่วนข้าวฟ่าง ข้าวเปลือก และปลายข้าว เชื้อราเขียวมี

การเจริญเติบโตและสร้างโคนิเดียได้ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  



การศึกษาหาความชื้นที่เหมาะสมของข้าวโพดบดหยาบที่ใช้เลี้ยงเชื้อบิวเวอเรีย โดยการใช้สัดส่วนของ

ข้าวโพดบดหยาบ (50 กรัม/ถุง) ต่อปริมาณน้ าที่แตกต่างกัน 5 ระดับ คือ 10, 30, 50, 70 และ 90 มล. พบว่า 

อาหารที่เตรียมมีความชื้นในอาหารอยู่ที่ 25, 43, 54, 61 และ 66% ตามล าดับ อัตราส่วนที่เหมาะสมในการ

สร้างโคนิเดียอยู่ที่ข้าวโพดบดหยาบ 50 กรัม ต่อปริมาณน้ า 50 มล. หรือ 1: 1 และข้าวโพดบดหยาบ 50 กรัม ต่อ

ปริมาณน้ า 70 มล. โดยจะให้เปอร์เซ็นต์ความชื้นประมาณ 54% และ 61% ตามล าดับ ซึ่งท าให้เชื้อรา

สร้างโคนิเดียได้ 28.55 X 108 โคนิเดีย/มล. และ 28.15 X 108 โคนิเดีย/มล.   และมีเปอร์เซ็นต์การงอก 11.37 

X 108 cfu/มล. และ 11.21 X 108 cfu/มล. ตามล าดับ การเพ่ิมอัตราส่วนน้ าที่มากเกินไปคือ 90 มล. หรือน้อย

เกินไป คือ 30 และ 10 มล. มีผลให้จ านวนโคนิเดีย และเปอร์เซ็นต์การงอกของเชื้อราบิวเวอเรียลดลง (Table 2) 

ผลการทดลองสอดคล้องกับ เสาวนิตย์ และคณะ (2548) ที่ทดสอบการเลี้ยงเชื้อราเขียวเมตาไรเซียมโดยใช้ปริมาณ

น้ าที่แตกต่างกัน 5 ระดับ คือ 10, 30, 50, 70 และ 90 มล. และพบว่า อาหารที่เตรียมมีความชื้นประมาณ 25, 

43, 54, 62 และ 69% ตามล าดับ และเชื้อราเขียวเจริญได้ดี เมื่อใส่อัตราน้ าที่ 50 - 90 โดยความชื้นในช่วง

ดังกล่าวให้ผลการทดลองที่ไม่แตกต่างกันในทางสถิติ โดยการทดลองครั้งนั้นเลือกใช้น้ าที่ปริมาตร 50 มล. ซึ่ง

วัดความชื้นได้ 54% แทนปริมาณน้ าที่ 70 และ 90 มล. เนื่องจากค านึงถึงต้นทุนการผลิต การประหยัดน้ า 

และประหยัดพลังงานในการท าเป็นผงแห้ง นอกจากนี้ ยังค านึงถึงการปนเปื้อนจากเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ การ

เลี้ยงเชื้อราที่ความชื้นสูงเกินไปมีโอกาสเสี่ยงต่อการปนเปื้อนจากเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆโดยเฉพาะอย่างยิ่งเชื้อ

แบคทีเรียได้มากกว่า   ผลการทดลองนี้ยังสอดคล้องกับกับงานวิจัยของมลิวัลย์ และสุรพล (2525)  ซึ่งมีการ

ใช้เมล็ดธัญพืช และน้ าในอัตราส่วนต่างๆกัน คือ 40: 40, 40:50, 40:60 และ 40:70 ผลการทดลองสรุปว่า

การใช้อัตราส่วน 40: 40 มีความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของราเขียวมากที่สุด  นอกจากนี้ยังคล้ายกับ

งานวิจัยของทรงศักดิ์ (2543) ที่ท าการเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus oligosporus บนกากมันส าปะหลังที่ระดับ

ความชื้นต่าง ๆ กัน ได้แก่ 20, 30, 40, 50, 60, 70 และ 80% โดยน้ าหนัก และผลการทดลอง สรุปว่า 

ตัวอย่างที่มีความชื้น 50% ท าให้มีการเจริญเติบโตของเชื้อราดีที่สุด 

การศึกษาปริมาณโมลาสที่เหมาะสม มีการศึกษาที่ความเข้มข้นโมลาสที ่2, 4, 6, 8 และ 10% และไม่ใส่

โมลาส พบว่าการไม่ใส่โมลาส เชื้อสามารถสร้างโคนิเดียได้ดีที่ 14.58 X 108 โคนิเดีย/มล. และมีการงอก

ของโคนิเดียเชื้อที่ 8.27 X 108 cfu/มล. จาก Table 3 แสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมปริมาณโมลาสมีผลท าให้จ านวน

โคนิเดีย และเปอร์เซ็นต์การงอกของเชื้อลดลง แสดงว่าการใช้โมลาสไม่สามารถกระตุ้นการสร้างโคนิเดียของเชื้อรา

บิวเวอเรียให้เพ่ิมขึ้นได้ ซึ่งผลการทดลองมีความแตกต่างจาก เสาวนิตย์ และคณะ (2548) ที่ทดสอบการเลี้ยงเชื้อรา

เขียวเมตาไรเซียมโดยใช้โมลาสเป็นตัวแทนของคาร์โบไฮเดรตเพ่ือกระตุ้นให้เกิดการสร้างโคนิเดีย โดยใช้ใน

อัตราความเข้มข้น ต่างกัน 6 ระดับ ตั้งแต ่0, 2, 4, 6, 8 และ 10% ตามล าดับ ผลการทดลองพบว่าที่ความ



เข้มข้นของโมลาส ท ี่ 4% สามารถกระตุ้นให้เชื้อราเขียวเมตาไรเซียมสร้างโคนิเดียได้สูงสุด การใส่โมลาสที่

ความเข้มข้นมากเกินไป จะท าให้ปริมาณการสร้างโคนิเดียลดลง 

การศึกษาปริมาณยูเรียที่เหมาะสม มีการทดสอบยูเรียที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 1.5, 2 และไม่ใส่ยูเรีย 

พบว่า การใส่ยูเรียในปริมาณน้อยคือที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1% และการไม่ใส่ยูเรียท าให้เชื้อราบิวเวอเรีย

สามารถเจริญเติบโตและสรา้งโคนิเดียได้ใกล้เคียงกันที่ 32.27 X 108, 31.83 X 108 และ 34.07 X 108 โคนิเดีย/

มล. ตามล าดับ และมีการงอกของโคนิเดียที่ 9.94 X 108, 9.63 X 108 และ 10.14 X 108 cfu/มล. ตามล าดับ 

(Table 4)  ผลการทดลองสอดคล้องกับ เสาวนิตย์ และคณะ (2548) ทีท่ดสอบการเลี้ยงเชื้อราเขียวเมตาไรเซียม

โดยใช้ปริมาณยูเรียในอัตราเข้มข้นแตกต่างกัน โดยท าการทดสอบ 2 ครั้ง ครั้งที่ 1 ใช้ยูเรียในอัตราเข้มข้น

ตั้งแต่ 0, 1, 2, 3, 4, และ 5% ตามล าดับ และครั้งที่ 2 ใช้ยูเรียในอัตราเข้มข้น 0, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 

ตามล าดับ ผลการทดลองครั้งที่ 1 พบว่าเชื้อราเขียวเมตาไรเซียมสามารถเจริญเติบโตและสร้างโคนิเดียได้ดี 

ในการใส่ยูเรียในช่วง 0 - 1% และผลการทดลองครั้งที่ 2 พบว่าการไม่ใส่ยูเรีย หรือการเติมยูเรียเพียง 

0.5% ให้ปริมาณโคนิเดียที่ไม่แตกต่างกัน ซึ่งการทดลองครั้งนั้นสรุปว่าเชื้อราเขียวเมตาไรเซียมมีความต้องการ

ยูเรียในปริมาณที่น้อยมาก หรอือาจจะไม่จ าเป็นเลยในการเจรญิเติบโต การเติมยูเรียมากเกินไป ท าให้การ

เจริญเติบโตของเชื้อราลดลง  เช่นเดียวกับงานวิจัยของทรงศักดิ์ (2543) ทีท่ าการเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus 

oligosporus บนกากมันส าปะหลัง พบว่า หากเติมยูเรียสูงกว่า 2.5% จะมีผลให้การเจริญเติบโตของเชื้อ

ราลดลงอย่างเห็นได้ชัด    

การศึกษาวิธีการเลี้ยงเพ่ิมปริมาณเชื้อราบิวเวอเรีย B. bassiana (Balsamo) สายพันธุ์ชุมพร 

โดยอาศัยพื้นฐานของวิธีการเลี้ยงเชื้อราเขียวเมตาไรเซียม M. anisopliae ในปี 2548 โดยมีการคัดเลือก

เมล็ดธัญพืชที่เหมาะสม การศึกษาความชื้นในอาหาร แหล่งคาร์โบไฮเดรต และไนโตรเจนที่เหมาะสม 

พบว่าผลที่ได้มีความใกล้เคียงกัน โดยเชื้อราบิวเวอเรียเลี้ยงได้ดีบนข้าวโพดบดหยาบ และใช้น้ าใน

อัตราส่วน 1: 1 เหมือนกัน แต่ต่างกันในเรื่องของการใช้โมลาส และยูเรีย 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

เชื้อราบิวเวอเรีย B. bassiana (Balsamo) สายพันธุ์ชุมพร สามารถเจริญเติบโตและสร้างโคนิเดีย 
ไดดี้บนข้าวโพดบดหยาบ 50 กรัม ต่อปริมาณน้ า 50 มล. (อัตราส่วน 1: 1) โดยไม่มีความจ าเป็นต้องใส่โมลาส 
หรือยูเรียเพ่ือกระตุ้นการเจริญเติบโต หรือสรา้งโคนเิดีย   

 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

10.1   เพ่ือพัฒนาต่อ     
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Table 1  Number of conidia and viable population of Beauveria bassiana (Balsamo) on 
4 different grains at room temperature for 7 days. 

Grains No. of conidia1/  
(conidia /ml.) 

Viable population  
(cfu/ml.) 

ground corn 
sorghum 
paddy 

18.35 X 108   a2/ 
12.04 X 108   b 
8.48 X 108   c 

9.46 X 108     a 
8.15 X 108     b 
5.84 X 108     c 

ground rice 8.67 X 108   c 5.77 X 108     c 
CV (%) 26.3 5.0 

1/  Average of 10 replications. 
2/  In column, means followed by the same letter were not significantly different at the 95% 

level by DMRT.  
 
  
 

Table 2  Number of conidia produced by Beauveria bassiana (Balsamo) at different 
percent moisture content of ground corn at the rate 50 gram reared on 5 
diferrent volume of water.  

water (ml.) % Moisture content 
(MC) 

No. of conidia1/   
(conidia /ml.) 

Viable population  
(cfu/ml.) 

10 25  7.66 X 108     d2/  6.81 X 108     c 
30 43 22.22 X 108     b 10.48 X 108     ab 
50 54 28.55 X 108     a 11.37 X 108     a 
70 61 28.15 X 108     a 11.21 X 108     a 
90 66 16.17 X 108     c 9.68 X 108      b 

CV (%) - 28.4 11.2 

1/  Average of 10 replications. 
2/  In column, means followed by the same letter were not significantly different at the 95% 

level by DMRT.   



Table 3  Number of conidia and viable population of Beauveria bassiana (Balsamo) on ground 
corn at 54%MC and 6 different volume of molasses.  

 
% Molasses No. of conidia1/   

(conidia /ml.) 
Viable population  

(cfu/ml.) 
0    14.58 X 108     a2/ 8.27 X 108       a  
2    13.44 X 108    ab 7.12 X 108      ab 
4 11.68 X 108     abc 6.47 X 108      bc 
6 12.46 X 108    abc 7.14 X 108      ab 
8   9.05 X 108    bc 5.16 X 108      cd 
10 7.59 X 108      c         4.03 X 108       d 

CV (%) 47.0 23.4 

1/  Average of 10 replications. 
2/  In column, means followed by the same letter were not significantly different at the 95% level by 

DMRT.   
 
 
Table 4  Number of conidia and viable population of Beauveria bassiana (Balsamo) on ground 

corn at 54%MC and 5 different level of urea. 

% Urea No. of conidia1/    
(conidia /ml.) 

Viable population  
(cfu/ml.) 

0   34.07 X 108     a2/ 10.14 X 108    a  
0.5  32.27 X 108     a         9.94 X 108       a 
1 31.83 X 108      a 9.63 X 108       ab 

1.5 20.84 X 108      b 9.03 X 108      b 
2 1.15 X 108       c 0.02 X 108      c 

CV (%) 36.8 10.0   

1/  Average of 10 replications. 
2/ In column, means followed by the same letter were not significantly different at the 95% level by 

DMRT.    


