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5. บทคัดย่อ 

การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis  ที่ผลิตด้วยวิธีต่างๆ โดยทดสอบการ

เพาะขยายเชื้อแบคทีเรีย บีที จากการใช้อาหารเหลว (submerged culture) และ อาหารแข็ง (solid state 

fermentation)   ด้วยอาหารชนิดต่างๆที่หาได้ทั่วไป ผลการทดลองพบว่า การเพาะขยายเชื้อด้วยอาหารแข็ง 

ได้แก่ ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์, ข้าวฟ่าง, ชานอ้อยผสมร า และข้าวสุก มี Toatal cell count และ Spore count สูง

กว่าการใช้อาหารเหลว โดยการเพาะขยายเชื้อด้วยอาหารแข็ง มี Toatal cell count และ Spore count เฉลี่ย

ระหว่าง 8.8x107-2.9x108  และ 2.4x107-8.4x107 CFU/ml ตามล าดับ ส่วนการใช้อาหารเหลว ได้แก่ น้ ามะพร้าว

ผสมไข่ไก่, น้ ามะพร้าว, นมข้นหวาน และหางนม มี Toatal cell count และ Spore count เฉลี่ยระหว่าง 

4.5x106-3.2x107  และ 3.3x105-1.2x107 CFU/ml ตามล าดับ โดยเชื้อแบคทีเรียบีทีมาตรฐาน มี Toatal cell 

count และ Spore count เฉลี่ย 1.8x1010  และ 5.1x109 CFU/ml เมื่อน าผลผลิตที่ได้ไปทดสอบประสิทธิภาพ

กับหนอนกระทู้ผัก วัย 2 ด้วย Feeding method บนอาหารเทียม พบว่า เชื้อแบคทีเรียที่ได้จาการเพาะขยายมี

ประสิทธิภาพต่ ากว่าเชื้อแบคทีเรีย มาตรฐานอย่างชัดเจน มีเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนเฉลี่ยระหว่าง 2.0-36.7 

เปอร์เซ็นต์ โดยเชื้อแบคทีเรียบีทีมาตรฐาน มีเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนเฉลี่ย 100 เปอร์เซ็นต์  

6. ค าน า 

การน าแบคทีเรีย บีที Bacillus thuringiensis มาใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืชก็เป็นอีกวิธีหนึ่งที่นิยมใช้กัน

อย่างแพร่หลายประเทศ นอกจากมีประสิทธิภาพในการก าจัดตัวอ่อนของผีเสื้อชนิดต่างๆ แล้วมีความปลอดภัยสูง



ต่อมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อม และท่ีส าคัญแบคทีเรียชนิดนี้ไม่มีพิษตกค้างอยู่บนพืชเหมือนสารเคมีก าจัดแมลง 

(Dulmage, 1981; อัจฉรา, 2534)  แบคทีเรียชนิดนี้เป็นแกรมบวก (gram positive) ที่กอโรคในแมลง อยูในกลุ

มแบคทีเรีย facultative anaerobe มีรูปรางเซลลเปน  ทอน (rod shape) เคลื่อนที่ดวยแฟลกเจลลาที่มีหลายเส

นรอบเซลล (peritrichous flagella) และ สราง endospore  อยู่ภายในเซลล์ สิ่งที่แตกตางจากกลุมแบคทีเรีย 

spore forming คือ ระหวางการสรางสปอรจะเกิด parasporal protein crystal ใน sporangium โดยผลึก

โปรตีนที่เรียกวา delta-endotoxin ซึ่งเป็นพิษกับแมลง (Entwistle และคณะ, 1993) จากข้อตกลงขององค์การ

ค้าโลกประเทศไทยต้องปฏิบัติตามมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช ดังนั้นการผลิตพืชให้ได้คุณภาพและมี

ความปลอดภัยตามมาตรฐานที่ถูกก าหนดขึ้น ส่งผลให้ไม่สามารถใช้สารเคมีก าจัดแมลงได้ตามท่ีเคยปฏิบัติในบาง

พืช โดยเฉพาะพืชส่งออกทั้งหลาย  ดังนั้นการพัฒนาการใช้เชื้อจุลินทรีย์ที่ผลิตได้ในประเทศมาใช้ก าจัดโดยเฉพาะ

เชื้อแบคทีเรีย บีที จึงเป็นอีกวิธีหนึ่งของการแก้ปัญหานี้ เพ่ือใช้ทดแทนสารเคมีก าจัดแมลงในพืชชนิดต่างๆที่

ประสบปัญหาการระบาดท าลายของแมลงศัตรูพืช (อัจฉราและคณะ, 2537) แต่ปัจจุบันพบว่ามีการแนะน าอย่าง

กว้างขวางให้เกษตรกรผลิตเชื้อไว้ใช้เองทั้งภาคเอกชนและภาครัฐ รวมถึงจากเกษตรกรด้วยกันเอง แม้ว่าจะเป็นสิ่ง

ที่เป็นประโยชน์และสอดคล้องกับวิถีเกษตรพอเพียง แต่ก็เป็นไปในลักษณะลองผิดลองถูก ขาดข้อมูลวิชาการท่ี

เพียงพอในการสนับสนุนวิธีปฏิบัติดังกล่าว ท าให้เกษตรกรสูญเสียทั้งเวลาและทรัพย์สินโดยไม่จ าเป็น ดังนั้นจึงมี

ความจ าเป็นต้องศึกษาการเพาะขยายเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธีต่างๆ รวมทั้งชนิดของสารอาหารที่ใช้เพาะขยาย เพ่ือให้

ได้ข้อมูลที่ถูกต้อง มีประสิทธิภาพ ช่วยให้เกษตรกรสามารถน าไปปรับใช้ได้ด้วยตนเอง ซึ่งจะช่วยให้เกษตรกรสา

มารผลิตแบคทีเรีย บีที โดยวิธีง่ายๆ จากวัสดุอุปกรณ์ท่ีมีในท้องถิ่นได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

7. วิธีด าเนินการ 

    อุปกรณ์  

 1. ปั้มลมเป่าอากาศขนาด 16 W (ความดัน 0.02Mpa, Output 25 L/min) 

 2. อาหารเลี้ยงเชื้อ และสารเคมีต่างๆ ได้แก่ TSA, NA และ Nacl 0.85% w/v 

 3. วัตถุดิบที่ใช้ในการเพาะขยายเชื้อ ได้แก่ หางนม, นมข้นหวาน, น้ ามะพร้าว, ชานอ้อยอบแห้ง. ร า, ข้าว

ฟ่าง, ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ และข้าวสุก 

 4. อุปกรณ์ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการต่างๆ ได้แก่ ถ้วยแก้ว กระบอกตวง Flask และ Plate เป็นต้น 

 5. เชื้อแบคทีเรีย บีที (Bacillus thuringiensis) มาตรฐาน ได้แก่ Bacillus thuringiensis var. kurstaki  

53,000 SU/mg (เดลฟินR),  และ เชื้อทั่วไป ได้แก่ หัวเชื้อจุลินทรีย์ชนิดหมักขยาย (พลายแก้วR ) 

           6. หนอนกระทู้หอมวัย 2  

   วิธีการ   การศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเชื้อแบคทีเรีย Bt สูตรต่างๆ 



            1.  ท าการผลิตเชื้อแบคีเรีย Bt  ด้วยวิธีต่างๆ ดังนี้ 
                 การเพาะขยายเชื้อแบคทีเรีย บีที โดยใช้ชีวภัณฑ์ที่จ าหน่ายในท้องตลาด คือ เชื้อ Bacillus 
thuringiensis  (เดลฟินTM) ผสมลงในสารอาหารชนิดต่างๆด้วยวิธีที่เกษตรกรปฏิบัติ ซึ่งแบ่งตามชนิดของอาหารที่ใช้
เพาะขยายเชื้อเป็น 2 ประเภท คือ 

1.1  ชนิดอาหารเหลว (submerged culture)  ได้แก่ น้ ามะพร้าวอ่อน 1 ผลผสมไข่ไก่ 1 ฟอง และเชื้อ   
พลายแก้ว 45 กรัม และใช้ หางนม, นมข้นหวาน และน้ ามะพร้าว ผสมน้ ากลั่นสะอาดอัตราส่วนผสม
โดยผสมอาหารต่อเชื้อแบคที่เรีย บีที (เดลฟินR) ในอัตราส่วนน้ า 10 ส่วนต่อเชื้อแบคทีเรีย บีที 1 
ส่วน ใส่ในขวดพลาสติก ขนาด 2 ลิตร เป่าอากาศที่ผ่านการฆ่าเชื้อเป็นเวลา 48 ชม.  

1.2  ชนิดอาหารแข็ง (solid state fermentation) ได้แก่ ชานอ้อยผสมร าข้าว ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ ข้าว
ฟ่าง และข้าวสุก  แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อเป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นแล้วจึง  ผสมน้ ากลั่นสะอาดเพ่ือ
เพ่ิมความชื้นในอาหารอัตราส่วน 1:1 แล้วน าไปผสมกับเชื้อแบคที่เรีย บีที ในอัตราส่วนน้ า 5 ส่วนต่อ
เชื้อแบคทีเรีย บีที 1 ส่วน คลุกเคล้าให้เข้าใส่ในถาดแล้วหุ้มด้วยถุงพลาสติกใส มัดปากไม่ต้องแน่น 
เพ่ือให้อากาศผ่านได้ หมักเป็นเวลา 48 ชม. แล้วจึงน าไปแยกเอาเชื้อที่หมักได้ออกมา โดยผสมน้ า
สะอาดในอัตราส่วน 1 : 1 

    2.  น าเชื้อที่สกัดได้ไปตรวจนับจ านวนเซลล์ (Total cell count) โดยน าตัวอย่างเชื้อมาเจือจางแบบ 

serialiy dilution กับ sterile saline solution (0.85% w/v Nacl) ดูดสารละลายที่เจือจางนี้มา 0.1 ml แล้ว 

spread plate บนอาหร TSA บ่มเชื้อที่ 30 °C เป็นเวลา 24 ชม. เพ่ือให้เชื้อเจริญเติบโตอย่างสมบูรณ์ แล้วจึง

ตรวจนับ colony  หลังจากนั้นจึงตรวจนับจ านวนสปอร์ (Spore count) โดยน า dilution ของเชื้อ Bt ที่ได้จาก

การนับโคโลนี มาให้ความร้อนบน water bath ที่อุณหภูมิ 80 °C นาน 10 นาที แล้วน าขึ้นแช่ในน้ าแข็งทันทีนาน 

5 นาที และจึงท า spread plate บนอาหร TSA บ่มเชื้อที่ 30 °C เป็นเวลา 24 ชม. เพ่ือให้เชื้อเจริญเติบโตอย่าง

สมบูรณ์ เช่นเดียวกัน แล้วจึงตรวจนับ colony  

              3.  ตรวจสอบเชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนเข้ามาในระหว่างขบวนการผลิต 
    4.  ท าการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ Bt ที่ผลิตได้กับหนอนผีเสื้อศัตรูพืชที่ส าคัญ ได้แก่หนอนกระทู้ผัก 
ในห้องปฏิบัติการด้วยวิธี Bioassay บนอาหารเทียม  
  การบันทึกข้อมูล  

 - บันทึกอัตราการเจริญของเชื้อ Bt ในแต่ละวิธีการผลิต 

 - ตรวจสอบและวิเคราะห์ปริมาณของ crystal toxin ทีเ่ชื้อ Bt สร้างขึ้น 

 - บันทึกปริมาณและชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในระหว่างขบวนการผลิต 

 - บันทึกประสิทธิภาพของเชื้อ Bt ที่ท าการทดสอบกับหนอนทดลองชนิดต่างๆ 

  เวลาและสถานที่ 

       ระยะเวลา : ตุลาคม 2553 – กันยายน 2555 



        สถานที่   :  ห้องปฏิบัติการอาคารวิจัยและพัฒนาศัตรูธรรมชาติ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัย

พัฒนาการอารักขาพืช  

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

   การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ที่ผลิตด้วยวิธีต่างๆนี้ พบว่าการเพาะ

ขยายเชื้อที่แนะน าให้ใช้กันในกลุ่มของเกษตรกรนั้น ส่วนใหญ่ให้ผลผลิตของเชื้อค่อนข้างต่ า โดยเชื้อแบคทีเรีย บีที 

มาตรฐาน ที่ใช้ในการทดลอง มีจ านวนโคโลนีสูงสุดเฉลี่ยเท่ากับ 1.8x1010 CFU/ml และเมื่อน าเชื้อแบคทีเรีย บีที มา

เพาะขยายด้วยอาหารชนดิต่างๆ พบว่า ได้จ านวนโคโลนนี้อยลงทุกชนิด โดยพบว่าเมื่อเพาะขยายเชื้อด้วย ข้าวฟา่ง, ชาน

อ้อยผสมร า และข้าวโพดเลี้ยงสตัว์   มีจ านวนโคโลนีเฉลี่ยเท่ากับ 2.9x108 , 1.9xx108  และ 1.7x108 CFU/ml 

ตามล าดับ รองลงมาได้แก่ ข้าวสุก นมข้นหวาน หางนม และน้ ามะพร้าว มีจ านวนโคโลนีเฉลีย่เท่ากับ 8.8x107, 3.2x107, 

7.4x106  และ 4.5x106 CFU/ml ตามล าดบั  ส่วนน้ ามะพรา้วผสมไข่ไก่และเชื้อพลายแก้ว ไมส่ามารถตรวจนบัโคโลนไีด้

เนื่องจากมีการปนเปื้อนค่อนข้างสูง 

 เมื่อน าไปตรวจนับจ านวนสปอร์พบว่า เชื้อทีไ่ด้จากการเพาะขยายด้วยอาหารชนิดตา่งๆมีจ านวนสปอร์ค่อนข้าง

ต่ ากว่ามาตรฐานอยา่งชดัเจน โดยเชื้อแบคทีเรีย บีที มาตรฐาน มีจ านวนสปอร์เฉลี่ย 5.1x109 CFU/ml   รองลงมา คือ 

ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ ข้าวสุก ข้าวฟา่ง น้ ามะพร้าว ชานอ้อยผสมร า นมข้นหวาน หางนม และน้ ามะพร้าวผสมไข่ไก่ มีจ านวน

สปอร์เฉลี่ย 8.4x107, 2.4x107, 1.8x107, 1.2x107, 1.1x107, 6.5x106, 4.0x106 และ 3.3x105 CFU/ml ตามล าดับ 

(ตารางที่ 1) 

           ตารางที่ 1 จ านวนโคโลนีและสปอร์ของเชื้อ Bacillus thuringiensis ที่มักด้วยอาหารชนิดต่างๆ 

กรรรมวิธ ี Total cell count (CFU/ml) Spore count (CFU/ml) 

1. 1. น้ ามะพร้าว+ไข่ไก+่เชื้อพลายแก้ว Con. 3.3x105 

2. 2. น้ ามะพร้าว 4.5x106 1.2x107 

2. 3. นมข้นหวาน 3.2x107 6.5x106 

3. 4.หางนม 7.4x106 4.0x106 

4. 5.ข้าวโพดเลี้ยงสัตว ์ 1.7x108 8.4x107 

5. 6.ข้าวฟ่าง 2.9x108 1.8x107 

6. 7.ชานอ้อย + ร า 1.9xx108 1.1x107 

7. 8.ข้าวสุก 8.8x107 2.4x107 

8. 9.ชีวภัณฑ์แบคทีเรีย บีที (เดลฟินR) 1.8x1010 5.1x109 

           Con. = Contaminate 

 เมื่อน าผลผลิตจาการเพาะขยายเชื้อไปทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย บีที กับหนอนกระทู้ผักวัย 2 

พบว่า ทุกกรรมวิธีมีประสิทธิภาพในการก าจัดหนอนกระทูผ้ักค่อนข้างต่ า เม่ือเทียบกับแบคทีเรีย บีที มาตรฐาน โดย



แบคทีเรีย บีที มาตรฐาน ที่มจี านวนหนอนตายสงูที่สุดเฉลี่ย 30 ตัวต่อกรรมวิธี เมื่อครบ 7 วัน และแตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิตติกับกรรมวิธทีี่เหลือที่มีจ านวนหนอนตายค่อนข้างต่ าอย่างชัดเจน โดยพบวา่เชื้อแบคทีเรียที่เพาะขยาย

จากข้าวโพดเลี้ยงสัตว์มีจ านวนหนอนกระทู้ผักตายรองลงมาเฉลี่ย 11.0 ตัว ซึ่งไม่แตกตา่งทางสถิติกับเชื้อแบคทีเรียที่เพาะ

ขยายจากน้ ามะพรา้ว, น้ ามะพรา้วผสมไข่ไก่, ข้าวสุก และ ชานอ้อยผสมร า ที่พบจ านวนหนอนตายเฉลี่ย 6.7, 5.0, 4.0, 

และ 2.0 ตัวต่อกรรมวิธีตามล าดับ ส่วนเชื้อแบคทีเรียที่เพาะขยายจาก นมขน้หวาน, หางนม และ ข้าวฟา่ง มีจ านวนหนอน

ตายเฉลี่ย  1.0 ตัวเท่ากันหมดและไม่แตกตา่งทางสถิติกับกรรมวิธีควบคุมที่ไม่พบหนอนตาย (ตารางที่ 2) 

              ตารางท่ี 2  จ านวนและเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนกระทู้ผักวัย 2 จากแบคทีเรีย บีที ที่ผลิตโดย 

                            วิธีต่างๆ 

กรรรมวิธ ี อัตรา 

(มล./น้ า 20 ลิตร) 

จ านวนหนอนตาย

เฉลี่ย 1/ (ตัว) 

เปอร์เซ็นต์หนอนตาย 

(%) 

1. น้ ามะพร้าว+ไข่ไก+่เชื้อพลายแก้ว 200 5.0 c 16.7 

2. น้ ามะพร้าว 200 6.7 bc 2.0 

3. นมข้นหวาน 200 1.0 d 3.3 

4. หางนม 100 1.0 d 3.3 

5. ข้าวโพดเลี้ยงสัตว ์ 200 11.0 b 36.7 

6. ข้าวฟ่าง 150 1.0 d 3.3 

7. ชานอ้อย + ร า 200 2.0 cd 6.7 

8. ข้าวสุก 200 4.0 c 13.3 

9. ชีวภัณฑ์แบคทีเรยี บีที (เดลฟินR) 80 30.0 a 100.0 

10. น้ ากลั่น - 0 d 0 

         C.V. (100 %) - 32.52 - 

                   1/ ค่าเฉลีย่ที่ตามด้วยอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไมม่ีความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี DMRT ที่ระดับ                      

                       ความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์

 จากการทดลองเห็นได้วา่การเพาะขยายเชื้อแบคทีเรีย บีที ที่เกษตรกรปฏิบัติกัน ไดผ้ลผลิตของเชื้อที่ค่อนข้างต่ า 

เมื่อพิจารณาจากจ านวนโคโลนแีละสปอร์หลังการหมักนาน 48 ชม. พบว่าจ านวนโคโลนีและสปอร์จากการหมักด้วยสูตร

อาหารต่างๆแตกต่างจากเชื้อมาตรฐานถึง 100 เท่า (ตารางที ่1) และจากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ พบว่าการ

เพาะขยายเชื้อด้วยอาหารชนิดต่างๆมีประสิทธิภาพต่ ากวา่ 50 เปอร์เซ็นต์ทุกกรรมวิธี (ตารางที ่2)  นอกจากนี้การ

ด าเนินการเพาะขยายเชื้อในการทดลองนี้ ไดป้ฏิบัตงิานในห้องปฏิบัติการที่ค่อนข้างปลอดเชื้อ แต่ส าหรับเกษตรกรทั่วไป

อาจไม่สามารถด าเนนิการเช่นนีไ้ด้ จึงมีโอกาสเกิดการปนเปื้อนเชื้อชนิดอื่นค่อนขา้งสูง 

 



9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

เชื้อแบคทีเรีย บีที Bacillus thuringiensis  ที่ผลิตแบบชนิดอาหารเหลว (submerged culture)  และ

ชนิดอาหารแข็ง (solid state fermentation)  ด้วยอาหารชนิดต่างๆ พบว่ามีผลผลิตของเชื้อและประสิทธิภาพใน

การก าจัดหนอนกระทู้ผักค่อนข้างต่ า เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียบีทีมาตรฐาน ที่จ าหน่ายเป็นการค้า ดังนั้น

การน าเชื้อไปเพาะขยายต่อไว้ใช้เองอาจไม่คุ้มค่าการลงทุน แต่อาจท าให้เกิดการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนที่ไม่

พึงประสงค์ได้ 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

     เป็นข้อมูลให้เกษตรกรและผู้สนใจทั่วไปทราบถึงวิธีการเพาะเชื้อบีที ที่เผยแพร่แนะน าทั่วไป ทั้งจากภาครัฐ 
และภาคเอกชน ว่ามีประสิทธิภาพอย่างไร เพ่ือให้เกษตรกรสามารถตัดสินใจได้ถูกต้องก่อนน าไปผลิตใช้เอง ท าให้ไม่
ต้องสูญเสียทั้งเวลาค่าใช้จ่ายโดยไม่จ าเป็น  
11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี) 

      ขอขอบคุณ คุณธนศักดิ์ ตั้งผาติ เกษตรกรอ าเภอแม่สอด จังหวัดตาก และบริษัท แองโกล ไทย เคมีคัล ซัพ

พลายส์ จก. ที่ให้ความอนุเคราะห์สูตรการเพาะขยายเชื้อด้วยหางนม และ ชีวภัณฑ์แบคทีเรีย บีที 
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