
รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1. แผนงานวิจัย                        :  วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตขยายและการใช้ประโยชน์

ของชีวภัณฑ์สู่เชิงพาณิชย์ 

2. โครงการวิจัย                        :  วิจัยพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตขยายและการใช้ชีวภัณฑ์ในการ

ควบคุมศัตรูพืชที่ส าคัญทางเศรษฐกิจ 

กิจกรรม                              :  การผลิตขยายและการใช้ชีวภัณฑ์ในการควบคุมแมลง ไร และ

สัตว์ศัตรูพืช 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)        :  การเพาะขยายเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis เพ่ือ

ควบคุมแมลงศัตรูพืชด้วยอาหารสูตรต่างๆ 

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ)     :  Fermentation of Bacillus thuringiensis for Insect Pests 

Control on other media 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง   :นางสาวนันทนัช พินศรี ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

ผู้ร่วมงาน                            :นายสมชัย สุวงศ์ศักดิ์ศรี ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

นายอิศเรส เทียนทัด       ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

นางสาวภัทรพร สรรพนุเคราะห์ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

5. บทคัดย่อ  การศึ กษ าการ เพ าะขยาย เชื้ อ แบ คที เรี ย  Bacillus 

thuringiensis มีวัตถุประสงค์เพ่ือเป็นแนวทางให้เกษตรกรได้สูตร

อาหารที่หาง่ายและมีต้นทุนการผลิตต่ า ด าเนินการทดสอบใน

ห้องปฏิบัติการที่กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ระหว่างเดือนตุลาคม 2560 

ถึงเดือนกันยายน 2561 โดยใช้ B. thuringiensis subsp. kurstaki 

ของกรมวิชาการเกษตร ศึกษาคุณสมบัติวัตถุดิบที่ใช้เป็นอาหารเลี้ยง

เชื้อ B.thuringiensis ทั้ งหมด 20 ชนิด เพาะเลี้ ยงเป็นเวลา 72 

ชั่วโมง ท าการตรวจนับโคโลนีและตรวจสอบการปนเปื้อนของ

จุลินทรีย์ชนิดอ่ืน พบว่ามีสูตรอาหารเพียง 3 สูตร คือ สูตรซุปก้อน

สูตรหมู+ธาตุอาหารเสริมของพืช, สูตรซุปก้อนสูตรไก่+ธาตุอาหาร

เสริมของพืชและสูตรซุปก้อนสูตรเนื้อ+ธาตุอาหารเสริมของพืช 

สามารถเพาะเลี้ยงได้และมีจ านวนโคโลนีปริมาณใกล้เคียงกับวิธี



มาตรฐานที่เพาะเลี้ยงด้วย NB (Nutrient Broth) พบจ านวนโคโลนี

เฉ ลี่ ย  1.70x108, 3.30x108, 2.60x108 แล ะ  1 .73x109 CFU/ml 

ตามล าดับ ตรวจนับเซลล์  Total cell count พบจ านวนเซลล์

เท่ ากับ 3.50x108, 6.00 x108, 4.50x108 และ 7.20 x108 cell/ml 

ตามล าดับและตรวจนับสปอร์  Spore count มีจ านวนสปอร์ 

1.40x108,  1.20x108, 5.50x108 แ ล ะ  1.50x109 spore/ml 

ตามล าดับ โดยมีต้นทุนของอาหารต่อปริมาตร 200 มล. เท่ากับ 5.9, 

5.9, 6.3 และ 10.40 บาทตามล าดั บ  ทดสอบประสิ ทธิภาพ

เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานคือเชื้อแบคทีเรียที่ได้จากการเพาะขยาย

ด้วย NB (Nutrient Broth) ด้วยวิธี bioassay กับหนอนเจาะสมอ

ฝ้าย หนอนกระทู้หอม และหนอนกระทู้ผัก ในห้องปฏิบัติการ วาง

แผนการทดลองแบบ CRD มี 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซ้ า ผล

การทดสอบเมื่อครบ 7 วัน พบว่าการตายของหนอนกระทู้ผักมี

ค่าเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 3.30-60.00 เปอร์เซ็นต์ การตายของหนอน

กระทู้หอมตายเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 16.60-80.00 เปอร์เซ็นต์ และ

การตายของหนอนเจาะสมอฝ้ายตายเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 23.30-

66.60 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีประสิทธิภาพต่ ากว่า B. thuringiensis ที่

เพาะเลี้ยงด้วยวิธีมาตรฐานกับหนอนทั้ ง 3 ชนิด ถึงแม้ว่า

ประสิทธิภาพของเชื้อที่ได้จากการเพาะขยายจากอาหารอย่างง่าย

ทั้ง 3 สูตร มีเปอร์เซ็นต์การก าจัดหนอนต่ ากว่าสูตรมาตรฐาน ซึ่ง

มาจากการใช้ความเข้มข้นของเชื้อที่ต่ ากว่าสูตรมาตรฐานและ

ผลึกโปรตีนที่ได้มีจ านวนน้อยกว่าแต่เมื่อพิจารณาจากต้นทุนและ

ศักยภาพของสูตรอาหารสามารถน ามาพัฒนาต่อได้ 

Abstract:   This study aimed to develop a low-cost-

effective medium for culturing Bacillus thuringiensis 

subsp. kurstaki as pests control by using local raw 

materials. The present study was conducted at 

Entomology and Zoology group, Plant Protection 

Research and Development office, Department of 

Agriculture, Bangkok, Thailand. Twenty local raw 



materials were used to develop different B. 

thuringiensis media. Each medium was used to culture 

B. thuringiensis for 72 hours, and then the colonies 

were counted and checked for other types of 

microbial contamination. The results demonstrated 

that only 3 media including pork soup cubes + Trace 

Elements, chicken soup cubes + Trace Elements, beef 

soup cubes + Trace Elements can be used to culture 

B. thuringiensis and the number of colonies was 

closed to the standard method cultured with NB 

(Nutrient Broth). The average colonies count was 

1 . 7 0 x108, 3.3x108,  2.60x108,  and 1 . 73x109 CFU, 

respectively. Total cell counts were found 3.50x108, 

6.00 x108, 4.50x108, and 7.20 x108 cell/ml, respectively. 

Spore counts were found 1.40x108,  1.2x108, 5.50x108, 

and 1.50x109 spore/ml, respectively. The cost of each 

medium per 200 ml was 5.9, 5.9, 6.3, and 10.40 Bath, 

respectively. Moreover, the efficacy between 3 media 

and standard NB in bioassay using Spodoptera litura, 

Spodoptera exigua, Helicoverpa armigera cultures 

were performed in CRD with 5 treatments and 3 

replications using larvae age 3. The results showed 

that the mortality of Spodoptera litura was inbetween 

3.30-60.00 percent the mortality of Spodoptera exigua 

was inbetween 16 .6 0-80.00 percent. The mortality of 

Helicoverpa armigera was inbetween 2 3 . 3 0-66.60 

percent which showed less effective than B. 

thuringiensis when cultured in NB with regards to all 3 

types of worms. These results were caused from lower 

concentrations of 3 media than NB and the amount of 



protein crystals obtained were lesser than cultured in 

standard medium. However, local raw materials can 

be used for culturing B. thuringiensis as they 

contributed lower cost of medium and practicability of 

farmer utilization. 

6. ค าน า      การวิจัยการใช้เชื้อจุลินทรีย์ก าจัดแมลงในประเทศไทย

เป็นที่ยอมรับว่าเป็นแนวทางหนึ่งในการควบคุมแมลงศัตรูพืชที่มี

ประสิทธิภาพ มีวิธีการพ่นเหมือนสารฆ่าแมลงในลักษณะสารฆ่า

แม ล งที่ มี ชี วิ ต  (living insecticide) อย่ า ง ไรก็ ต าม ก าร ใช้

เชื้อจุลินทรีย์ก าจัดแมลงมีข้อได้เปรียบกว่าการใช้สารฆ่าแมลงใน

ด้านการมีความเฉพาะเจาะจงต่อศัตรูพืชเป้าหมาย ไม่ท าลาย

สิ่งแวดล้อม มีความปลอดภัยสูง และโอกาสในการต้านทานต่อ

ส ารฆ่ า แ ม ล งมี น้ อ ย  (Dulmage, 1981; อั จ ฉ ร า , 2534) มี

ประสิทธิภาพในการก าจัดแมลงศัตรูพืชสูงมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 

โดยเฉพาะแมลงศัตรูพืชที่กัดกินใบ สามารถก าจัดได้อย่างรวดเร็ว 

ดังนั้นการใช้จุลินทรีย์ก าจัดแมลงจึงประสิทธิภาพที่จะควบคุม

แมลงศัตรูพืชก่อนที่จะถึงระดับความเสียหายทางเศรษฐกิจ (ETL) 

ซึ่งแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis หรือที่ เรียกกันทั่วไปว่า 

แบคทีเรียบีทีได้รับการยอมและมีการแนะน าส่งเสริมให้ใช้ก าจัด

แมลงศัตรู พืชผักอย่ างกว้างขวาง แต่การใช้แบคที เรีย  B. 

thuringiensis ก าจัดแมลงศัตรูพืชก็มีข้อจ ากัดอยู่หลายประการ 

เช่น ออกฤทธิ์ช้า เกษตรกรต้องมีความรู้ ความเข้าใจในคุณสมบัติ

ของเชื้อ B. thuringiensis เทคนิคการพ่นสารที่ถูกต้องและข้อ

ส าคัญคือ ค่าใช้จ่ายของ B. thuringiensis ค่อนข้างสูง เมื่อเทียบ

กับการใช้สารเคมีก าจัดแมลงต่อต้นทุนในการผลิตแบคทีเรียบีที  

สูตรอาหารเพ่ือเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบีทีเป็นสิ่งจ าเป็น

อย่างยิ่ง เนื่องจากบางสายพันธุ์ของ B. thuringiensis จะไม่เจริญ

ใน mineral glucose media นอกจากจะเติมกรดอะมิโนบาง

ชนิดซึ่งมาจากแหล่งต่างๆ บางสายพันธุ์การเจริญเติบโตจะต้อง

ถูกกระตุ้นโดย yeast extract ปริมาณเล็กน้อย ซึ่งในการสร้าง



สปอร์บีทีจะถูกกระตุ้นโดย inorganic ions ได้แก่ Ca2+ และ 

Mn2+ phosphate salts แต่จะเติมในปริมาณมากกว่าที่ต้องการ

ส าหรับการเจริญเติบโตเพราะท าหน้าที่เป็นบัฟเฟอร์ ส่วนการ

ปรับ Mg2+, Cu2+, Fe3+, Co2+ และ Zn2+ ไอออนจะส่งเสริมการ

เจริญเติบโตและการสร้างสปอร์ (Entwistie และคณะ,1993) 

จ าก ก ารราย งาน ขอ ง  Singer and Rogoff (1968) พ บ ว่ า                             

B. thuringiensis จะเติบโตช้าและสร้างสปอร์น้อยถ้าธาตุอาหาร

ที่ใช้เพาะเลี้ยงเชื้อและมีน้ าตาลกลูโคสและเกลือมากเกินไป ซึ่ง

สามารถแก้ไขได้โดยการเติมกรดอะมิโนจะช่วยท าให้เชื้อ  B. 

thuringiensis กลับมาเจริญเติบโตได้จะเห็นได้ว่าองค์ประกอบ

ต่ า งๆ ใน สู ต รอ าห ารจึ งมี ส่ ว น ส าคั ญ ใน การผลิ ต เชื้ อ  B. 

thuringiensis อย่างมาก ประเทศไทยมีการศึกษาการใช้สูตร

อาหารอย่ างง่ายที่ มี ราคาถูก เช่น  ตับหมูบดผสมร่วมกับ

กากน้ าตาลกากถั่วเหลืองและ CaCO2 ตับวัวบดผสมร่วมกับกาก

ถั่วเหลือง กากน้ าตาลและCaCO2,  ตับไก่บดผสมร่วมกับกากถั่ว

เขียว กากน้ าตาลและ CaCO2 สูตรสุดท้ายปลาป่นผสมร่วมกับ

กากน้ าตาล กากถั่วเหลืองและ CaCO2 เป็นต้น โดยศึกษาและ

เปรียบเทียบในแต่สูตรอาหาร น ามาใช้เลี้ยงเชื้อ B. thuringiensis 

โดยท าการฆ่าเชื้ออาหารแล้วปรับ ค่า pH ด้วยในทุกๆสูตร ซึ่ง

พบว่า B. thuringiensis มีการเจริญเติบโตและสร้างสปอร์ใน

ระดับที่ดี (Sothorn, 1975) นอกจากนี้ในปี 2553 อิศเรสและ

คณะ ท าการศึกษาชนิดและปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อที่หาได้

ง่ายในประเทศไทย คือ นมถั่วเหลืองและนมผงส าเร็จรูปเป็น

อาหารเลี้ยงเชื้อในอัตราส่วนต่างๆ โดยใช้วิธีการผลิตแบบ

มาตรฐาน พบว่ากรรมวิธีที่ดีที่สุด คือ นมถั่วเหลืองอัตรา 60 

มิลลิลิตรต่อน้ า 1 ลิตร ได้ปริมาณเฉลี่ยเชื้อ B. thuringiensis 

1.29 x109 CFU/ml น อก นี้ ได้ ท าก ารท ดล องผลิ ต เชื้ อ  B. 

thuringiensis ด้วยวิธีการพ้ืนบ้าน โดยใช้นมถั่วเหลืองอัตรา 60 

มิลลิลิตรต่อน้ า 1 ลิตร พบว่าในการผลิตมีการปนเปื้อนของ

จุลินทรีย์ชนิดอ่ืน โดยมีปริมาณเชื้อที่ได้เฉลี่ย 6.49 x 104cfu/ml 



อีกท้ังน ามาทดสอบประสิทธิภาพกับหนอนกระทู้หอมวัย 2 พบว่า

มีเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนค่อนข้างต่ า พบหนอนตายเฉลี่ย 

31.10 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของสมชัยและคณะ

(2555) ได้ท าการศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคที เรีย  B. 

thuringiensis ที่ผลิตด้วยวิธีต่างๆ ท าการทดสอบด้วยอาหาร

เหลว (submerged culture) ได้แก่ น้ ามะพร้าวผสมไข่ไก่, น้ า

มะพร้าว, นมข้นหวาน และหางนม และอาหารแข็ง (solid state 

fermentation) ที่ได้แก่ ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์, ข้าวฟ่าง, ชานอ้อย

ผสมรา และข้าวสุกเป็นวัตถุดิบที่ สามารถหาได้ทั่วไป พบว่าการ

เพาะขยายเชื้อด้วยอาหารแข็ง สามารถเพาะขยายเชื้อได้ดีกว่า

การใช้อาหารเหลว และได้น าผลผลิตที่ได้ไปทดสอบประสิทธิภาพ

กับหนอนกระทู้ผัก วัย 2 ด้วย Feeding method บนอาหาร

เทียม แต่พบว่าเชื้อแบคทีเรียที่ได้จาการเพาะเลี้ยงจากเหลวและ

อาหารแข็งมีประสิทธิภาพต่ ากว่าเชื้อแบคทีเรียมาตรฐานซึ่งเกิด

จากสูตรอาหารเหล่านี้ขาดแร่ธาตุที่จ าเป็นในการสร้างสปอร์และ

ผลึกโปรตีน นอกจากนี้ในต่างประเทศมีการน าผลิตภัณฑ์ที่มีราคา

ถูก เช่น ธัญพืช ถั่วน้ ามัน เพ่ือเป็นแหล่งไนโตรเจน แหล่งโปรตีน 

รวมกับกากน้ าตาลที่ เป็ นแหล่ งคาร์ โป ไฮเดรต เพ่ือ ให้  B. 

thuringiensis ส ร้ า งผ ลึ ก โป รตี น  (Abdel-Hameed et al., 

1990, Mummigatti and Raghunathan, 1990)  ในปี  1991 

Desai and Shethna ยังใช้นมผง น้ ามะพร้าวและถั่วเหลืองเป็น

อาหารส าหรับเพาะเลี้ยง B. thuringiensis subsp. islariensis 

ได้ด้วย  

จากการทดลองที่ผ่านมาดังกล่าวจะเห็นได้ว่าสูตรอาหารที่

ใช้เลี้ยงเชื้อ B. thuringiensis เป็นสิ่งส าคัญและมีบทบาทต่อการ

เพ่ิมจ านวนเซลล์และสร้างสปอร์ที่ให้สร้างพิษส าหรับก าจัดแมลง

แต่สูตรอาหารชนิดต่างๆที่น ามาใช้ยังขาดข้อมูลด้านธาตุอาหารที่

เป็นส่วนส าคัญในการเพาะขยายเชื้อ รวมถึงวิธีการเพาะขยายเชื้อ

ที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพ ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นต้องศึกษา

การเพาะขยายเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธีต่างๆ  รวมทั้งชนิดของ



สารอาหารที่ ใช้ เพ าะขยาย  เพ่ื อ ให้ ได้ ข้ อมู ลที่ ถู กต้ อ ง  มี

ประสิทธิภาพ ช่วยให้เกษตรกรสามารถน าไปปรับใช้ได้ด้วยตนเอง 

ซึ่งจะช่วยให้เกษตรกรสามารผลิตแบคทีเรีย  B. thuringiensis 

โดยวิธีง่ายๆ จากวัสดุอุปกรณ์ที่มีอยู่แล้วในท้องถิ่นได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ 

7. วิธีด าเนินการ                         

   อุปกรณ์ 1.เชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki                    
สายพันธุ์กรมวิชาการเกษตร  
2. หนอนกระทู้หอม หนอกระทู้ผัก หนอนเจาะสมอฝ้าย 
3. อาหารเทียมเลี้ยงแมลง 
4. อาหารเหลว Nutrient Broth 
5. เครื่องเขย่า (Shaker) 
6. ตู้บ่มเชื้อ 
7. ตู้เขีย่เชื้อ 
8. Micropipette, eppendorp tube  
9. ถ้วยพลาสติกขนาด 2 ออนซ์ 
10. กล้องจุลทรรศน์ 

วิธีการ  ขั้นตอนที่ 1. การศึกษาคุณสมบัติวัตถุดิบที่ใช้เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Bacillus thuringiensis  

น าวัตถุดิบที่มีรายงานการใช้ประโยชน์และมีองค์ประกอบ
ที่คาดว่าสามารถน ามาเป็นวัตถุดิบในการเพาะขยายเชื้อแบคทีเรีย
มาวิเคราะห์หาธาตุอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย แร่ธาตุหลักที่ส าคัญ ได้แก่ organic carbon, N, K, 
เพ่ือใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการคัดเลือกอาหารส าหรับน าไปเพาะ
ขยายเชื้อบีทีต่อไป โดยเปรียบเทียบกับอาหารเหลวมาตรฐานที่ใช้
ในการเพาะขยายเชื้ออยู่เดิม คือ Nutrient Broth โดยจะเน้นการ
ใช้วัตถุดิบจากแหล่งต่างๆที่เกษตรกรสามารถหาซื้อได้ง่ายหรือน า
ของเสียที่ได้จากอุตสาหกรรมทางการเกษตรชนิดต่างๆ ที่คาดว่า
จะมีธาตุอาหารที่ เหมาะสมในการเพาะขยายเชื้อแบคทีเรีย
กลับมาใช้ใหม่ให้เกิดประโยชน์ นอกจากจะช่วยลดมลภาวะที่เกิด
จากของเสียแล้วยังเป็นการประหยัดต้นทุนในการผลิตได้เป็น
อย่างดี ทั้งหมด 20 สูตรอาหาร ดังนี้  



อาหารสูตรที่ 1 ประกอบด้วย นมถั่วเหลือง 100 มิลลิลิตร+อาหาร
แมว 100 มิลลิลิตร 

อาหารสูตรที่  2 ประกอบด้วย นมถั่วเหลือง 100 มิลลิลิตร+
อาหารสุนัข 100 มิลลิลิตร 

อาหารสูตรที่ 3 ประกอบด้วย นมถั่วเหลือง 80 มิลลิลิตร+ตับไก่ 
80 มิลลิลิตร+กากน้ าตาล                40 มิลลิลิตร  

อาหารสูตรที่ 4 ประกอบด้วย นมถั่วเหลือง 80 มิลลิลิตร+นมข้น
หวานหวาน 40 มิลลิลิตร+อาหารแมว  80 มิลลิลิตร+เกลือ 1 
กรัม+ผงฟู 2 กรัม+ปุ๋ย(18-18-18) 1 กรัม 

อาหารสูตรที่ 5 ประกอบด้วย นมถั่วเหลือง 80 มิลลิลิตร+นมข้น
หวาน 40 มิลลิลิตร+อาหารสุนัข 80 มิลลิลิตร+เกลือ 1 กรัม+ผง
ฟู 2 กรัม+ปุ๋ย(18-18-18) 1 กรัม 

อาหารสูตรที่ 6 ประกอบด้วย นมถั่วเหลือง 60 มิลลิลิตร+นมวัว 
60 มิลลิลิตร+นมข้นหวานหวาน 20 มิลลิลิตร+อาหารแมว 60 
มิลลิลิตร+เกลือ 1 กรัม+ผงฟู 2 กรัม+ปุ๋ย(18-18-18) 1 กรัม 

อาหารสูตรที่ 7 ประกอบด้วย นมถั่วเหลือง 100 มิลลิลิตร+นมผง 
100 กรัม+แป้งมัน 2 กรัม+เกลือ 1 กรัม+ผงฟู 2 กรัม+ปุ๋ย(18-
18-18) 1 กรัม 

อาหารสูตรที่ 8 ประกอบด้วย นมวัว 100 มิลลิลิตร+นมผง 100 
กรัม+แป้งมัน 2 กรัม +เกลือ 1 กรัม+ผงฟู 2 กรัม+ปุ๋ย(18-18-
18) 1 กรัม 

อาหารสูตรที่ 9 ประกอบด้วย นมวัว 80 มิลลิลิตร+นมข้นหวาน 
40 มิลลิลิตร+อาหารแมว 80 มิลลิลิตร+เกลือ 1 กรัม+ผงฟู 2 
กรัม+ปุ๋ย(18-18-18) 1 กรัม 

อาหารสูตรที่ 10 ประกอบด้วย อาหารแมว 100 มิลลิลิตร+นมผง 
100 กรัม 

อาหารสูตรที่ 11 ประกอบด้วย อาหารแมว 100 มิลลิลิตร+นม
ข้นหวาน 100 มิลลิลิตร 

อาหารสูตรที่ 12 ประกอบด้วย น้ าเต้าหู้ 100 มิลลิลิตร+น้ าผึ้ง 90 
มิลลิลิตร+เกลือ 1 กรัม                 +ครีมเทียม 10 กรัม 



อาหารสูตรที่  13 ประกอบด้วย ซุปก้อนสูตรหมู  10 กรัม+
น้ าเปล่า 200 มิลลิลิตร 

อาหารสูตรที่ 14 ประกอบด้วย ซุปก้อนสูตรไก่ 10 กรัม+น้ าเปล่า 
200 มิลลิลิตร 

อาหารสูตรที่  15 ประกอบด้วย ซุปก้อนสูตรเนื้อ  10 กรัม+
น้ าเปล่า 200 มิลลิลิตร 

อาหารสูตรที่ 16 ประกอบด้วย ซุปก้อนสูตรหมู 10 กรัม+ธาตุ
อาหารเสริมของพืช (เหล็ก+สังกะสี+แมงกานีส+โบรอน+
ทองแดง+โมลิดินัม) 0.1 กรัม +น้ าเปล่า 200 มิลลิลิตร 

อาหารสูตรที่ 17 ประกอบด้วย ซุปก้อนสูตรไก่ 10 กรัม+ธาตุ
อาหารเสริมของพืช (เหล็ก+สังกะสี+แมงกานีส+โบรอน+
ทองแดง+โมลิดินัม) 0.1 กรัม + น้ าเปล่า 200 มิลลิลิตร 

อาหารสูตรที่ 18 ประกอบด้วย ซุปก้อนสูตรเนื้อ 10 กรัม+ธาตุ
อาหารเสริมของพืช (เหล็ก+สังกะสี+แมงกานีส+โบรอน+
ทองแดง+โมลิดินัม) 0.1 กรัม+ น้ าเปล่า 200 มิลลิลิตร 

อาหารสูตรที่ 19 ประกอบด้วยน้ าเสียจากโรงงานมันส าปะหลัง 
200 มิลลิลิตร 

อาหารสูตรที่  20 ประกอบด้วยอาหารเหลว Nutrient Broth 
200 มิลลิลิตร 

โดยจัดเตรียมวัตถุดิบทุกอย่างให้อยู่ในรูปของของเหลว 
ในปริมาตร 200 มิลลิลิตรในทุกสูตร หลังจากนั้นท าการฆ่าเชื้อที่
อยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อทุกสูตรด้วยเครื่องมือที่ใช้ส าหรับนึ่งฆ่าเชื้อ
(Autoclave) เพ่ือก าจัดและป้องกันการปนเปื้อน  แล้วจึงส่ง
วิเคราะห์องค์ประกอบและแร่ธาตุอาหารจากวัตถุดิบต่อไป  

บันทึกข้อมูล  

- ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบและธาตุอาหารในวัตถุดิบชนิด
ต่างๆ 

ขั้นตอนที่  2. ศึกษาการเพาะขยายแบคที เรีย  Bacillus 
thuringiensis จากสูตรอาหารชนิดต่างๆ  

2.1 น าเชื้อ B. thuringiensis มาเพาะกล้าเชื้อ แล้วน าไป
ปลูกเชื้อลงในวัตถุดิบชนิดต่างๆ ในขั้นตอนที่ 1 หลังจากนั้นเพ่ิม



ปริมาณเชื้อด้วยวิธีการใช้เครื่องเขย่า (Shaker) เพ่ือให้เกิดการ
หมุนเวียนของอาหารและเชื้อ B. thuringiensis ได้รับออกซิเจน
อย่างเพียงพอ โดยใช้กล้าเชื้อ 5 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักวัตถุดิบ 
ในปริมาตร 200 มิลลิลิตร ใส่ในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตรเขย่า
ทีอั่ตรา 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ทีอุ่ณหภูมิห้อง 

2.2 ศึกษาการเจริญ เติบโตและการสร้างสปอร์โดย
ตรวจวัดการเจริญเติบโตของ B. thuringiensis และปริมาณของ 
crystal toxin ที่เชื้อ B. thuringiensis ผลิตขึ้นมาจากข้อ 2.1 
โดยเก็บตัวอย่างที่ 72 ชั่วโมง ตรวจนับจ านวนเซลล์ (Total cell 
count) ด้ วยการน าตั วอย่ าง เชื้ อมาเจื อจางแบบ  serialiy 
dilution ดูดสารละลายที่ เจือจางนี้มา 0.1 ml แล้ว spread 
plate บนอาหาร NA บ่มเชื้อที่ 30 °C เป็นเวลา 24 ชม. เพ่ือให้
เชื้อเจริญเติบโตอย่างสมบูรณ์ แล้วจึงตรวจนับโคโลนี 
2.3 ตรวจสอบเชื้ อจุลิ นทรีย์ที่ ปน เปื้ อน เข้ ามาในระหว่าง
ขบวนการผลิต 
บันทึกข้อมูล  

- บันทึกการเจริญของเชื้อ B. thuringiensis ในแต่ละวิธีการ
ผลิต 

- ตรวจสอบและนับปริมาณของเซลล์และสปอร์ที่ เชื้อ B. 
thuringiensis สร้างข้ึน 

- บันทึกปริมาณและชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนในระหว่าง
ขบวนการผลิต 

ขั้นตอนที่ 3 ศึกษาประสิทธิภาพของ Bacillus thuringiensis ที่
เจริญในสูตรอาหารต่างๆ ในห้องปฏิบัติการ 

น า B. thuringiensis ที่เจริญในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
ต่างๆ น ามาทดสอบในห้องปฏิบัติการ ใช้หนอนผีเสื้อศัตรูพืชที่
ส าคัญคือ หนอนกระทู้หอม หนอนกระทู้ผักและหนอนเจาะสมอ
ฝ้ายที่เก็บจากแหล่งปลูกพืชต่างๆ มาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการด้วย
อาหารเทียมจนได้หนอนรุ่นที่  1 หรือ 2  น ามาทดสอบหา
ประสิทธิภาพของเชื้อ B. thuringiensis ที่เพาะเลี้ยงด้วยสูตร
อาหารอย่างง่ายตามอัตราความเข้มข้นต่างๆ โดยวางแผนการ
ทดลองแบบ CRD มี 3 ซ้ า 5 กรรมวิธี ดังนี้ 

กรรมวิธีที่ 1 ซุปก้อนสูตรไก่+ธาตุอาหารเสริมของพืช 



x 100 

กรรมวิธีที่ 2 ซุปก้อนสูตรหมู+ธาตุอาหารเสริมของพืช 

กรรมวิธีที่ 3 ซุปกอ้นสูตรเนื้อ+ธาตุอาหารเสริมของพืช   

กรรมวิธีที่ 4 Nutrient broth(NB)  

กรรมวิธีที่ 5 ควบคุม (control) 

ทดสอบความเป็นพิษ โดยหยดสูตรอาหารที่มี เชื้อ B. 
thuringiensis แล้ วบนผิ วห น้ าของอาห าร เที ยม  (surface 
layered) ที่เจาะโดยอุปกรณ์เจาะจุกคอร์ก (Cork borer) เบอร์ 
2 ใช้สารละลาย 5 ไมโครลิตรต่อชิ้นอาหาร ปล่อยทิ้งให้แห้ง 
หลังจากนั้นน าไปใส่ในหลอดพลาสติก ขนาด 3 มิลลิลิตร หลอด
ละ 1 ชิ้นต่อหนอนวัยสอง 1 ตัว ใช้หนอนทดลองซ้ าละ 10 ตัว 
บันทึกข้อมูล 
- ตรวจนับจ านวนหนอนที่ตายในแต่ละกรรมวิธีทุก 24 ชั่วโมงหลัง
การทดลองจนครบ 7 วัน 
- ข้อมูลที่น ามาค านวณหาอัตราการตายของหนอน ถ้าเปอร์เซ็นต์
การตายในกรรมวิธี  Control (น้ าเปล่า)  ตายมากกว่า 20 
เปอร์เซ็นต์ ไม่สามารถใช้ผลการทดลองนี้ได้และถ้าเปอร์เซ็นต์การ
ตายในกรรมวิธี  Control (น้ าเปล่า)  ตายอยู่ ระหว่าง 5-20 
เปอร์เซ็นต์ต้องน าอัตราการตายทั้งหมดมาปรับด้วย Abbott’s 
formula (Abbott, 1925)  แต่ถ้าเปอร์เซ็นต์การตายในกรรมวิธี 
Control (น้ าเปล่า) น้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ สามารถใช้เปอร์เซ็นต์
การตายจริง โดย Abbott’s formula ค านวณได้ดังนี้:  

เปอร์เซ็นต์การตายจริง = เปอร์เซ็นต์การตายของหนอนท่ีได้รับบีที-เปอร์เซ็นต์การตายของหนอนในชุดควบคุม 
100 เปอร์เซ็นต์การตายของหนอนในชุดควบคุม  
- น าข้อมูลจ านวนหนอนวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

เวลาและสถานที่   : ตุลาคม 2560 – กันยายน 2561 
   : ห้องปฏิบัติการของกลุ่มงานวิจัยการปราบศัตรูพืชทางชีวภาพ  

    กลุ่มกีฏและสัตว วิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 

11. ผลการทดลองและวิจารณ์ ขั้นตอนที่ 1 การศึกษาคุณสมบัติอาหารเพ่ือใช้ในการเลี้ยงเชื้อ 

Bacillus thuringiensis 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ B. thuringiensis น าวัตถุดิบที่

จัดหามาได้มาผสมกันเป็นสูตรอาหารต่างๆ ให้เป็นของเหลวที่

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร แล้วท าการนึ่งฆ่าเชื้อโรค(autoclave) 



เมื่อเสร็จท าการลงกล้าเชื้อ B. thuringiensis ที่ความเข็มข้น 109 

cfu/ml ปริมาณ 10 มิลลิลิตรต่อหนึ่งสูตรอาหาร หลังจากนั้น

น ามาวิเคราะห์  ที่ห้องปฏิบัติการเคมีและสิ่งแวดล้อม ฝ่าย

เครื่องมือและวิจัยทางวิทยาศาสตร์ สถาบันวิจัยและพัฒนาแห่ง

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ซึ่งธาตุอาหารหลัก ส าหรับการ

เจ ริ ญ เติ บ โ ต ข อ ง เชื้ อ  B. thuringiensis ใ ช้ มี  Nutrient 

broth(NB) เป็นตัวเปรียบเทียบ คือ 1.คาร์บอน(C) วิธีวิเคราะห์

และวิธีตรวจสอบ ด้วย Oxidation, titration (ตารางที่ 1) พบว่า 

NB มีปริมาณคาร์บอนอยู่ที่ 0.21 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งมีปริมาณ

ใกล้เคียงกับ สูตรที่ 14 ซุปก้อนสูตรไก่ สูตรที่ 13 ซุปก้อนสูตรหมู

และสูตรที่ 15 ซุปก้อนสูตรเนื้อ มีปริมาณคาร์บอนอยู่ที่ 1.19, 

1.48 และ 2.96 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ  

นอกจากนี้สูตรอาหารอ่ืนๆ ที่พบปริมาณคาร์บอน คือ 

สูตรที่ 17 ซุปก้อนสูตรไก่+หัวธาตุอาหารเสริม สูตรที่ 16 ซุปก้อน

สูตรหมู+หัวธาตุอาหารเสริม สูตรที่18 ซุปก้อนสูตรเนื้อ+หัวธาตุ

อาหารเสริม สูตรที่ 9 นมวัว+นมข้นหวาน+อาหารแมว+เกลือ+

ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 4 นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+อาหารแมว+

เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 8 นมวัว+นมผงเด็ก+แป้งมัน+เกลือ+ผง

ฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 5 นมถ่ัวเหลือง+นมข้นหวาน+อาหารหมา+เกลือ+

ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 6 นมถั่วเหลือง+นมวัว+นมข้นหวาน+อาหาร

แมว+ผงฟู+ปุ๋ย+เกลือ สูตรที่ 7 นมถั่วเหลือง+นมผงเด็ก+แป้ง

มัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 3 นมถั่วเหลือง+ตับไก่+กากน้ าตาล 

สูตรที่ 1 นมถั่วเหลือง+อาหารแมว สูตรที่ 2 นมถั่วเหลือง+

อาหารสุนัข สูตรที่ 11 อาหารแมว+นมขันหวาน สูตรที่ 12 น้ า

เต้าหู้+น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียม สูตรที่ 10 อาหารแมว+นมผงเด็ก 

และสูตรที่ 19 น้ าเสียจากโรงงานมันส าปะหลัง พบปริมาณ

คาร์บอน 4.35, 4.54, 5.07, 9.26, 9.62, 9.98, 10.51, 10.87, 

18.17, 272, 293, 333, 391, 503, 582 และ ไม่พบปริมาณ

คาร์บอน มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ 



ธาตุอาหารหลักตัวที่ สองที่น าไปวิเคราะห์  คือ ธาตุ

ไนโตรเจน(N) วัดปริมาณไนโตรเจน โดย Kjeldahl method(

ตารางที่ 1 ) พบว่า NB มีไนโตรเจน 1,029 มิลลิลิตรกรัมต่อลิตร 

ซึ่งมีสูตรอาหารที่ใกล้เคียง คือ สูตรที่ 19 น้ าเสียจากโรงงานมัน

ส าปะหลัง สูตรที่ 14 ซุปก้อนสูตรไก่และสูตรที่ 17 ซุปก้อนสูตร

ไก่+หัวธาตุอาหารเสริมพบปริมาณไนโตเจน 1110.6, 880 และ 

790 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ 

นอกจากนี้สูตรอาหารอ่ืนๆที่พบปริมาณไนโตเจน คือ สูตร

ที่ 16 ซุปก้อนสูตรหมู+หัวธาตุอาหารเสริม สูตรที่ 13 ซุปก้อน

สูตรหมู สูตรที่ 11 อาหารแมว+นมขันหวาน สูตรที่ 1 นมถั่ว

เหลือง+อาหารแมว สูตรที่ 2 นมถั่วเหลือง+อาหารสุนัข สูตรที่ 

18 ซุปก้อนสูตรเนื้อ+หัวธาตุอาหารเสริม สูตรที่ 3 นมถ่ัวเหลือง+

ตับไก่+กากน้ าตาล สูตรที่ 12 น้ าเต้าหู้+น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียม 

สูตรที่ 8 นมวัว+นมผงเด็ก+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 10 

อาหารแมว+นมผงเด็ก สูตรที่ 5 นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+

อาหารหมา+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 7 นมถ่ัวเหลือง+นมผงเด็ก+

แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 15 ซุปก้อนสูตรเนื้อ สูตรที่ 4 

นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 

6 นมถั่วเหลือง+นมวัว+นมข้นหวาน+อาหารแมว+ผงฟู+ปุ๋ย+

เกลือ สูตรที่ 9 นมวัว+นมข้นหวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+

ปุ๋ย พบปริมาณไนโตรเจน 521, 593, 1,295, 1,695, 1,761, 

2,550, 2,570, 2,580, 2,589, 3,265, 3,408, 3,484, 4,471, 

4,493, 5,093 และ 5,236 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ 

ธ าตุ อ าห ารห ลั ก ตั ว ที่ ส าม ที่ น า ไป วิ เค ร าะห์  คื อ 

โพแทสเซียม(K) วัดปริมาณโพแทสเซียมด้วย Atom Emission 

Spectrophotometer (ตารางที่ 1) พบว่า NB มีโพแทสเซียม 

213 มิลลิลิตรกรัมต่อลิตร ซึ่งมีสูตรอาหารที่ใกล้เคียง คือ สูตรที่ 

15 ซุปก้อนสูตรเนื้อ สูตรที่ 13 ซุปก้อนสูตรหมูและสูตรที่ 14 ซุป

ก้อนสูตรไก่  พบปริมาณโพแทสเซียม คือ 170 , 78 และ 2 

มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ  



นอกจากนี้ยังมีสูตรอาหารอื่นๆ ที่พบปริมาณโพแทสเซียม 

คือ สูตรที่ 2 นมถั่วเหลือง+อาหารสุนัข สูตรที่ 1 นมถั่วเหลือง+

อาหารแมว สูตรที่ 16 ซุปก้อนสูตรหมู+หัวธาตุอาหารเสริม สูตร

ที่ 12 น้ าเต้าหู้+น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียม สูตรที่ 17 ซุปก้อนสูตร

ไก่+หัวธาตุอาหารเสริม สูตรที่ 11 อาหารแมว+นมขันหวาน สูตร

ที่ 18 ซุปก้อนสูตรเนื้อ+หัวธาตุอาหารเสริม สูตรที่ 10 อาหาร

แมว+นมผงเด็ก สูตรที่ 5 นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+อาหาร

หมา+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 8 นมวัว+นมผงเด็ก+แป้งมัน+

เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 4 นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+อาหาร

แมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 6 นมถั่วเหลือง+นมวัว+นมข้น

หวาน+อาหารแมว+ผงฟู+ปุ๋ย+เกลือ สูตรที่ 7 นมถั่วเหลือง+นม

ผงเด็ก+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 9 นมวัว+นมข้นหวาน+

อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 3 นมถั่วเหลือง+ตับไก่+

กากน้ าตาล สูตรที่ 19 น้ าเสียจากโรงงานมันส าปะหลัง พบ

ปริมาณโพแทสเซียม 704, 742, 1,038, 1,086, 1,113, 1,120, 

1,137, 1,347, 1,668, 1,950, 1,998, 2,111, 2,200, 2,503, 

5,720 และ 7,814 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ 

อีกทั้งน าสูตรอาหารทุกสูตรตรวจค่า pH วัดด้วยเครื่องวัด 

pH (EUTECH pH700) (ตารางที่ 1) พบว่า NB มีค่า pH ที่ 6.69 

ซึ่งมีค่าใกล้ความเป็นกลางเหมือนที่  ไมตรี(2539) อ้างไว้ว่า

แบคทีเรียสกุล Bacillus sp. นี้สามารถเจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 37   C 

หรืออุณหภูมิห้อง ในชวงพีเอช(pH) ระหว่าง 6.5-7.0 พร้อมกับ

สภาวะที่มีออกซิเจนอย่างเต็มที่และในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ าตาล 

กรดอินทรียเป็นแหล่งคาร์บอนและแอมโมเนียเป็นแหล่ง

ไนโตรเจน แต่ มีบีทีบางสายพันธุ์ที่ ตองการวิตามินในการ

เจริญเติบโตด้วย ซึ่งมีสูตรอาหารที่ใกล้เคียง คือ สูตรที่ 2 นมถั่ว

เหลือง+อาหารสุนัข สูตรที่ 5 นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+อาหาร

หมา+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 1 นมถั่วเหลือง+อาหารแมว พบค่า 

pH คือ 6.67, 6.66 และ 6.86 



นอกจากนี้มีสูตรอาหารต่างๆ ที่มีค่า pH เป็นกลางไป

จนถึงเป็นด่าง คือ สูตรที่ 4 นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+อาหาร

แมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 8 นมวัว+นมผงเด็ก+แป้งมัน+

เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 9 นมวัว+นมข้นหวาน+อาหารแมว+

เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 7 นมถั่วเหลือง+นมผงเด็ก+แป้งมัน+

เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 10 อาหารแมว+นมผงเด็ก สูตรที่ 6 นม

ถั่วเหลือง+นมวัว+นมข้นหวาน+อาหารแมว+ผงฟู+ปุ๋ย+เกลือ 

สูตรที ่11 อาหารแมว+นมขันหวาน สูตรที่ 19 น้ าเสียจากโรงงาน

มันส าปะหลัง สูตรที่ 15 ซุปก้อนสูตรเนื้อ สูตรที่ 14 ซุปก้อนสูตร

ไก่ สูตรที่ 12 น้ าเต้าหู้+น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียม สูตรที่ 3 นมถั่ว

เหลือง+ตับไก่+กากน้ าตาล สูตรที่17 ซุปก้อนสูตรไก่+หัวธาตุ

อาหารเสริม สูตรที ่18 ซุปก้อนสูตรเนื้อ+หัวธาตุอาหารเสริม สูตร

ที่ 13 ซุปก้อนสูตรหมู สูตรที่ 16 ซุปก้อนสูตรหมู+หัวธาตุอาหาร

เสริม พบค่า pH คือ 6.52, 6.46, 6.46, 6.37, 6.28, 6.27, 6.05, 

6.04, 5.74, 5.69, 5.42, 4.94, 4.67, 4.67, 4.58 และ 4.27 

ตามล าดับ  

 อีกทั้งได้น ามาเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Fernando 

Hercos Valicente และคณะ (2010) ท าการทดลองเพาะเลี้ยงบี

ทีในอาหาร ได้แก่ กลูโคส1.5%+แป้งถั่วเหลือง0.5%+เกลือ 

สามารถเพาะเลี้ ย งบีที ได้  2 .0x10 8 CFU /ml พบธาตุพบ

ไนโตรเจน คาร์บอนและโพแทสเซียม 544.71, 12.971, และ 

77.33 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ  ซึ่ งพบว่าสูตรอาหารนี้มี

คุณสมบัติ แร่ธาตุ วัสดุและองค์ประกอบอย่างง่าย ใกล้เคียงกับ 

NB และสูตรอาหารอีก 4 สูตร คือ 1. ซุปก้อนสูตรหมู 2. ซุปก้อน

สูตรไก่ 3. ซุปก้อนสูตรหมู+ธาตุอาหารเสริมของพืช 4. ซุปก้อน

สูตรไก่+ธาตุอาหารเสริมของพืช แต่สุรางค์ (2561) ได้ท าการ

ทดสอบ pH ระหว่างการเพาะเลี้ยงเชื้อ B. thuringiensis ใน

อาหาร V-broth จะมีค่าอยู่ระหว่าง 4.3-5.6 ตลอดระยะการ

เจ ริญ  ซึ่ ง เป็ น ส ภ าวะที่ เห ม าะส ม ต่ อ ก าร เจ ริญ ขอ ง  B. 

thuringiensis ด้วย ซึ่งสอดคล้องกันกับสูตรอาหารในการทดลอง



นี้มี 7 สูตรอาหารที่มี pH เหมะสม คือ 1.ตับไก่+นมถั่วเหลือง+

กากน้ าตาล 2. น้ าเต้าหู้+น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียม 3. ซุปก้อนสูตร

หมู 4.ซุปก้อนสูตรไก่ 5. ซุปก้อนสูตรหมู+ธาตุอาหารเสริมของพืช 

6. ซุปก้อนสูตรไก่+ธาตุอาหารเสริมของพืช 7.ซุปก้อนสูตรเนื้อ+

ธาตุอาหารเสริมของพืช ซึ่งน ามาเป็นตัวเลือกในการเพาะเลี้ยง

สูตรอาหารอย่างง่ายต่อไป  

  ใน ปี 1998 Wuhan ได้แนะน าว่าอาหารที่เหมาะส าหรับ

เพาะเลี้ยงเชื้อ B. thuringiensis ต้องมีไนโตรเจนและคาร์บอนที่

เหมาะสมเป็น พ้ืนฐานและยั งต้องมีอาหารธาตุรองที่ เป็ น

ส่วนประกอบส าคัญในการเจริญเติบโตและการสร้างสปอร์ คือ 

แม็กนีเซียม(Mg) แมงกานีส(Mn) เหล็ก(Fe) สังกะสี(Zn) และ

แคลเซียม(Ca) ดังนั้นเมื่อได้สูตรอาหารที่คิดว่าเหมาะสมแล้ว

น่าจะน าไปวิเคราะห์ธาตุอาหารรองดังกล่าวเพ่ิมเติมเพ่ือช่วยใน

การตั ด สิ น ใจที่ จ ะ ใช้ สู ต รอ าห ารต่ า งๆม าเพ าะ เลี้ ย ง  B. 

thuringiensis ต่อไป และเนื่องจากความต้องการธาตุอาหารของ 

B. thuringiensis ยังไม่มีมาตรฐานที่แน่ชัด มีความต้องการที่

แตกต่างกันออกไป ขึ้นอยู่กับชนิดและสายพันธุ์ของเชื้อที่น ามาใช้

เพาะเลี้ยงด้วย อีกทั้ งหากมีการศึกษาการเพาะเลี้ยง เชื้อ B. 

thuringiensis เพ่ิมเติมอาจจะน าผงเกลือแร่หรือเครื่องดื่มส าหรับ

ผู้ออกก าลังกายเพ่ิมเติมลงไปในสูตรอาหารนี้ด้วยเพราะมีงานวิจัย

ของ ปทุมพร(2541) ได้ท าการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญ

และการสร้างสปอร์ของ B. thuringiensis JC121 พบว่าการเติม

เกลือแร่หรือกลู โคสลงในอาหารเลี้ ยงเชื้ อ nutrient broth 

สามารถช่วยเพิ่มปริมาณสปอร์ได้อย่างดี 

ขั้นตอนที่ 2. ศึกษาการเพาะขยายแบคทีเรีย Bacillus 

thuringiensis จากสูตรอาหารชนิดต่างๆ  

 น าเชื้อ B. thuringiensis มาปลูกลงในวัตถุดิบ ทั้ง 20 

ชนิด น าไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าเป็นเวลา 72 ชั่วโมง เนื่องมาจาก 

B. thuringiensis เป็นแบคทีเรียเมื่ออยู่ในสภาพไม่มีออกซิเจน

หรือในสภาวะไร้อากาศจะมีการเจริญช้าและไม่มีการสร้างสปอร์



จึงต้องให้ออกซิเจนที่ เพียงพอด้วยการเขย่า (Wuhan,1998) 

หลังจากนั้นน าไปตรวจนับจ านวนเซลล์ (Total cell count) ด้วย

การน าตัวอย่างเชื้อมาเจือจางแบบ serially dilution พบว่าใน

สูตรอาหารอย่างง่าย ส่วนใหญ่ให้ผลผลิตของเชื้อค่อนข้างต่ า เมื่อ

เปรียบเทียบกับ Nutrient both (NB) (ตารางที่ 2) ซึ่งเป็นอาหาร

หลักที่ใช้เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในห้องปฏิบัติการ มีจ านวน

โคโลนีเฉลี่ยเท่ากับ 1.73x109 CFU/ml รองลงมาคือ สูตรที่ 17. 

ซุปก้อนสูตรไก่+ธาตุอาหารเสริมของพืช สูตรที่ 18. ซุปก้อนสูตร

เนื้อ+ธาตุอาหารเสริมของพืช สูตรที่ 15. ซุปก้อนสูตรเนื้อ สูตรที่ 

14. ซุปก้อนสูตรไก่ สูตรที่ 16. ซุปก้อนสูตรหมู+ธาตุอาหารเสริม

ของพืช  สูตรที่  13. ซุปก้อนสูตรหมู  มีจ านวนโคโลนี เฉลี่ ย 

3 . 3 0x108, 2.60x108 , 2.1 0x108 , 2.00x108, 1.43x108 

CFU/ml ตามล าดับ 

 ในสูตรอาหารอย่างง่ายสูตรอ่ืนๆ พบจ านวนเซลล์ค่อนข้าง

ต่ า คือ สูตรที่ 12. น้ าเต้าหู้+น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียม สูตรที่ 19 

น้ าเสียจากโรงงานมันส าปะหลัง สูตรที่ 11. อาหารแมว+นมขัน

หวาน สูตรที่ 4. นมถั่วเหลือง+นมข้นหวานหวาน+อาหารแมว+

เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 6. นมถั่วเหลือง+นมวัว+นมข้นหวาน+

อาหารแมว+ผงฟู+ปุ๋ย+เกลือ สูตรที่ 1. นมถั่วเหลือง+อาหารแมว 

สูตรที่ 7. นมถั่วเหลือง+นมผงเด็ก+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 

สูตรที่ 10. อาหารแมว+นมผง สูตรที่ 3. นมถั่วเหลือง+ตับไก่+

กากน้ าตาล สูตรที่ 2. นมถั่วเหลือง+อาหารสุนัข สูตรที่ 5. นมถั่ว

เหลือง+นมข้นหวาน+อาหารหมา+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 9. 

นมวัว+นมข้นหวานหวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 

8. นมวัว+นมผง+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย มีจ านวนโคโลนีเฉลี่ย 

3.87x107, 2 .4 6 x1 0 7 , 2 .3 2 x107, 2.28x107, 2 .0 4 x107, 

1 .88 x10 7 , 1 .6 5 x107, 1 .23 x10 7 , 1 .2 x10 7 , 2 .77 x106, 

2.09x106, 6.30x105, 1.61x105 CFU/ml ตามล าดับ 

อีกทั้งได้ท าการตรวจนับจ านวนเซลล์และสปอร์ โดยวิธี 

Total count ด้วย Haemacytometer (ตารางที่ 3) ซึ่งให้ผล



คล้ายคลึงกันกับการน าไปตรวจนับจ านวนเซลล์ (Total cell 

count) ด้วยวิธีการน าตัวอย่างเชื้อมาเจือจางแบบ serially 

dilution พบว่าสูตรอาหารที่ดีที่สุด คือ Nutrient both (NB) มี

จ านวนเซลล์ 7.2x108 cell/ml และจ านวนสปอร์ 1.5 x109 

spore/ml รองลงมา คือ สูตรที่  18. ซุปก้อนสูตรเนื้อ+ธาตุ

อาหารเสริมของพืช มีจ านวนเซลล์  4.5 x108 CFU/ml และ

จ านวนสปอร์ 5.50x108 CFU/ml สูตรที่ 17. ซุปก้อนสูตรไก่+

ธาตุอาหารเสริมของพืช มีจ านวนเซลล์ 6.0x108 CFU/ml และ

จ านวนสปอร์ 1.20 x108 CFU/ml สูตรที่ 16 ซุปก้อนสูตรหมู+

ธาตุอาหารเสริมของพืช มีจ านวนเซลล์ 3.5 x108 CFU/ml และ

จ านวนสปอร์ 1.40x108 CFU/ml  

ในส่วนของสูตรอาหารอ่ืนๆ คือ สูตรที่ 6 นมถั่วเหลือง+

นมวัว+นมข้นหวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย มีจ านวนเซลล์ 

4.5x108 CFU/ml แ ล ะ จ า น ว น ส ป อ ร์  5.1x107 CFU/ml                     

สูตรที่ 14. ซุปก้อนสูตรไก ่มีจ านวนเซลล์ 7.7x107 CFU/ml และ

จ านวนสปอร์ 1.1x107 CFU/ml     สูตรที่ 15. ซุปก้อนสูตรเนื้อ 

มีจ านวนเซลล์ 6.3x107 CFU/ml และจ านวนสปอร์ 5.6x107 

CFU/ml  สูตรที่ 4. นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+อาหารแมว+

เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย มีจ านวนเซลล์ 5.1x107 CFU/ml และจ านวน

สปอร์  5.0x107 CFU/ml สูตรที่  3 . นมถั่ วเหลือง+ตับไก่+

กากน้ าตาล มีจ านวนเซลล์ 5.0x107 CFU/ml และจ านวนสปอร์ 

5.0x107 CFU/ml สูตรที่ 10. อาหารแมว+นมผง มีจ านวนเซลล์ 

2.5x107 CFU/ml และจ านวนสปอร์ 1.5x107 CFU/ml สูตรที่ 

13. ซุปก้อนสูตรหมู  มีจ านวนเซลล์ 2.3x107 CFU/ml และ

จ านวนสปอร์ 1.7x107 CFU/ml สูตรที่ 7 นมถั่วเหลือง+นมผง

เด็ก+แป้ งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ ย  พบจ านวนเซลล์  1.1x107 

CFU/ml  และจ านวนสปอร์  1 .8x10 8 CFU/ml  สู ตรที่  8. 

นมวัว+นมผง+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย มีจ านวนเซลล์ 5.5x108 

CFU/ml และไม่พบจ านวนสปอร์ สูตรที่ 1. นมถ่ัวเหลือง+อาหาร

แมว ไม่พบจ านวนเซลล์และจ านวนสปอร์ 1.8x108 CFU/ml  



สูตรที่ 2. นมถั่วเหลือง+อาหารสุนัข ไม่พบจ านวนเซลล์และ

จ านวนสปอร์ 5.7x107 CFU/ml สูตรที่ 9. นมวัว+นมข้นหวาน+

อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย ไม่พบจ านวนเซลล์และจ านวน

สปอร์ 5.0x107 CFU/ml  

เมื่อพิจารณาจากจ านวนเซลล์และสปอร์ที่ผลิตได้ มา

เทียบกับวิธีการมาตรฐาน พบว่าสูตรที่ 16 ซุปก้อนสูตรหมู+ธาตุ

อาหารเสริมของพืช  สูตรที่ 17 ซุปก้อนสูตรไก่+ธาตุอาหารเสริม

ของพืชและสูตรที่ 18 ซุปก้อนสูตรเนื้อ+ธาตุอาหารเสริมของพืช 

มีจ านวนเซลล์และสปอร์ในปริมาณที่ใกล้เคียง อีกทั้งพบว่าไม่มี

ปัญหาเรื่องการปนเปื้อนระหว่างการเพาะเลี้ยงและการเกิดฟอง

ด้วย ทั้งยังสามารถเตรียมสูตรอาหารได้ง่าย ส่วนผสมสามารถหา

ได้ในท้องตลาดทั่วไป   

นอกจากนี้ได้ท าการตรวจนับผลึกโปรตีนภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ในปริมาณ 5 ไมโครลิตร ทั้งหมด 20 สูตรอาหาร

(ตารางที่ 3) พบว่า สูตรที่ 20. Nutrient broth พบผลึกโปรตีน

จ านวน 179 ผลึก ซึ่งพบมากที่สุด ซึ่งสอดคล้องกันกับงานวิจัย

ของ Lisansky และคณะ (1993) พบว่าบีทีสรางผลึกโปรตีนใน

ระยะ Sporulation phase และสิ้นสุดในระยะสุดทายของการ

สรางสปอร ผนังของ sporangium จะแตกออกปลดปลอยผลึก

โปรตีน ซึ่งสภาวะ Sporulation phase นี้จะเกิดขึ้นเมื่อ สภาวะ

ที่มีอาหารสมบูรณ์ เชน ในอาหาร Nutrient broth การสราง

ผลึกโปรตีนจะเกิดขึ้นภายในระยะเวลาเพียง24 ชั่วโมง หลังจาก

เริ่มเลี้ยงเชื้อและใชเวลาในการปลดปลอยโปรตีนออกจาก 

sporangium 24-48 ชั่วโมง 

รองลงมา คือ สูตรที่ 17. ซุปก้อนสูตรไก่+หัวธาตุอาหาร 

สูตรที่ 18. ซุปก้อนสูตรเนื้อ+ธาตุอาหารเสริมของพืช สูตรที่ 16 

ซุปก้อนสูตรหมู+ธาตุอาหารเสริมของพืช สูตรที่ 12. น้ าเต้าหู้+

น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียมและสูตรที่ 7. นมถั่วเหลือง+นมผงเด็ก+

แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย พบผลึกโปรตีนจ านวน 7, 6, 5, 2 และ 

2 ผลึก ตามล าดับ  



ในส่วนของสูตรที่ 1. นมถั่วเหลือง+อาหารแมว สูตรที่ 11. 

อาหารแมว+นมขันหวาน สูตรที่ 9. นมวัว+นมข้นหวาน+อาหาร

แมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 6. นมถั่วเหลือง+นมวัว+นมข้น

หวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 14. ซุปก้อนสูตรไก่

และสูตรที่ 15. ซุปก้อนสูตรเนื้อ พบผลึกโปรตีนจ านวน 1 ผลึกใน

ทุกสูตร และในส่วนของสูตรอาหาร สูตรที่ 2. น้ านมถั่วเหลือง+

อาหารสุนัข สูตรที่ 3. นมถั่วเหลือง+ตับไก่+กากน้ าตาล สูตรที่ 4. 

นมถั่วเหลือง+นมข้นหวานหวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 

สูตรที่ 5. นมถั่วเหลือง+นมข้นหวานหวาน+อาหารหมา+เกลือ+

ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 8. นมวัว+นมผง+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตร

ที่10. อาหารแมว+ นมผง สูตรที่ 13. ซุปก้อนสูตรหมู สูตรที่ 19. 

น้ าเสียจากโรงงานมันส าปะหลัง ไม่พบผลึกโปรตีนในทุกสูตร

ตามล าดับ 

 ส าหรับต้นทุนของสูตรอาหารแต่ละชนิด ทั้งหมด 20 สูตร

(ตารางท่ี 4) ในปริมาตร 200 มิลลิลิตร พบว่าสูตรที่ 20.Nutrient 

broth มีต้นทุน 10.4 บาท ซึ่งมีราคาสูงกว่า สูตรที่ 13.ซุปก้อน

สูตรหมู สูตรที่ 14. ซุปก้อนสูตรไก่ สูตรที่ 15. ซุปก้อนสูตรเนื้อ 

สูตรที่ 19. น้ าเสียจากโรงงานมันส าปะหลัง สูตรที่ 16 ซุปก้อน

สูตรหมู+ธาตุอาหารเสริมของพืช สูตรที่ 17. ซุปก้อนสูตรไก่+ธาตุ

อาหารเสริมของพืช สูตรที่ 18. ซุปก้อนสูตรเนื้อ+ธาตุอาหารเสริม

ของพืช สูตรที่ 2. นมถั่วเหลือง+อาหารสุนัข มีต้นทุน 2.8, 2.8, 

3, 4, 5.9, 5.9, 6.3 และ 9.44 บาทตามล าดับ  

 ในส่วนของสูตรอาหารที่มีราคาแพงกว่า NB คือ สูตรที่ 

12. น้ าเต้าหู้+น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียม สูตรที่ 3. นมถั่วเหลือง+

ตับไก่+กากน้ าตาล สูตรที่ 11. อาหารแมว+นมข้นหวาน สูตรที่ 

1. นมถั่วเหลือง+อาหารแมว สูตรที่ 5. นมถั่วเหลือง+นมข้น

หวาน+อาหารหมา+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 9. นมวัว+นมข้น

หวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 4. นมถั่วเหลือง+นม

ข้นหวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย สูตรที่ 6. นมถั่วเหลือง+

นมวัว+นมข้นหวาน+อาหารแมว+ผงฟู+ปุ๋ย+เกลือ สูตรที่ 8. 



น้ านมวัว+นมผง+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย  สูตรที่ 7. นมถั่ว

เหลือง+นมผง+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย และสูตรที่ 10. อาหาร

แมว+นมผง มีต้นทุน 11.87 12.08  12.46 12.81 12.85 14.94 

16.22 19.46 บาท 38.8 40.08 43.7 บาท ตามล าดับ 

 ทั้งนี้จากการศึกษาของ Wuhan (1998) ได้แนะน าว่าการ

ผลิตขยายเชื้อ B. thuringiensis มีเรื่องที่ต้องค านึงถึง 3 ข้อใหญ่ 

คือ 1. อาหารที่น ามาใช้ในการผลิตสามารถหาได้ง่ายในท้องถิ่น 2. 

ราคาถูกและ 3. ความสามารถของเชื้อ B. thuringiensis ที่จะใช้

สารอาหารชนิดนั้นๆได้อย่างเหมาะสม ซึ่งต้นทุนในการผลิตสูตร

อาหารอย่างง่ายหลายสูตร มีราคาต่ ากว่าวิธีมาตรฐานเกือบ 50 

เปอร์เซ็นต์ แต่มีเพียง 3 สูตร ที่มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกันด้วย 

คือ 1. ซุปก้อนสูตรหมู+ธาตุอาหารเสริมของพืช 2. ซุปก้อนสูตร

ไก่+ธาตุอาหารเสริมของพืช 3.ซุปก้อนสูตรเนื้อ+ธาตุอาหารเสริม

ของพืช พบว่ามีต้นทุนที่  5.9, 5.9 และ 6.3 บาทต่อสองร้อย

มิลลิลิตร ในขณะที่วิธีมาตรฐานมีต้นทุนสูงถึง 10.4 บาทต่อสอง

ร้อยมิลลิลิตร  

ขั้นตอนที่ 3 ศึกษาประสิทธิภาพของ Bacillus thuringiensis ที่

เจริญในสูตรอาหารต่างๆ ในห้องปฏิบัติการ 

ท าการศึกษา B. thuringiensis ที่ เจริญในสูตรอาหาร

ต่างๆ ทั้งหมด 20 สูตร เมื่อน าทั้งผลการวิเคราะห์ธาตุอาหาร 

จ านวนเซลล์ สปอร์ และต้นทุน มาเปรียบเทียบกันแล้ว พบว่า

สูตรที่ 16 ซุปก้อนสูตรหมู+ธาตุอาหารเสริมของพืช สูตรที่ 17 

ซุปก้อนสูตรไก่+ธาตุอาหารเสริมของพืช และสูตรที่ 18 ซุปก้อน

สูตรเนื้อ+ธาตุอาหารเสริมของพืช ทั้งหมด 3 สูตรอาหารที่คาดว่า

สามารถเพาะเลี้ยง B. thuringiensis ได้เพราะมีธาตุอาหารที่มี

ปริมาณเหมาะสม มีจ านวนเซลล์และจ านวนสปอร์พบมากที่สุด 

จึงน ามาทดสอบประสิทธิภาพกับหนอนผีเสื้อศัตรูพืชในอัตรา เชื้อ 

1 ส่วนและน้ า 1 ส่ วน เพ่ือเป็นข้อมูล พ้ืนฐานส าหรับการ

พัฒนาการเพาะเลี้ยง B. thuringiensis subsp. kurstaki สาย

พันธุ์ของกรมวิชาการเกษตรต่อไป 



ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ B. thuringiensis ที่

เพาะเลี้ยงด้วยสูตรอาหารอย่างง่ายกับหนอนกระทู้ผัก วัย 2 มี

ประสิทธิภาพต่ ากว่าเชื้อ B. thuringiensis ที่ผลิตจากสูตรอาหาร

มาตรฐาน โดยเมื่อครบ 7 วัน พบว่าสูตร Nutrient broth พบ

หนอนกระทู้ผักตายเฉลี่ย 6.3 ตัวต่อกรรมวิธีตามล าดับ ซึ่ง

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับสูตรที่ 16 ซุปก้อนสูตรหมู+

ธาตุอาหารเสริมของพืช สูตรที่ 17 ซุปก้อนสูตรไก่+ธาตุอาหาร

เสริมของพืชและกรรมวิธีควบคุมพบหนอนกระทู้ผักตายเฉลี่ย 

0.3, 1 และ 0 ตัวตามล าดับ และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับสูตร

ที่ 18 ซุปก้อนสูตรเนื้อ+ธาตุอาหารเสริมของพืชพบหนอนกระทู้

ผักตายเฉลี่ย 4.3 ตัวตามล าดับ(ตารางที่ 5) 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ B. thuringiensis ที่

เพาะเลี้ยงด้วยสูตรอาหารอย่างง่ายกับหนอนกระทู้หอม วัย 2 มี

ประสิทธิภาพต่ ากว่าเชื้อ B. thuringiensis ที่ผลิตจากสูตรอาหาร

มาตรฐาน โดยเมื่อครบ 7 วัน พบว่าสูตร Nutrient broth ท าให้

หนอนหนอนกระทู้หอมตายมากที่สุดเฉลี่ย 8 ตัวต่อกรรมวิธี ซึ่ง

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับสูตรที่ 16 ซุปก้อนสูตรหมู+

ธาตุอาหารเสริมของพืช สูตรที่ 18 ซุปก้อนสูตรเนื้อ+ธาตุอาหาร

เสริมของพืช และกรรมวิธีควบคุมพบหนอนหนอนกระทู้หอมตาย

เฉลี่ย 1.6, 1.6 และ 0 ตัวต่อกรรมวิธีตามล าดับและยังแตกต่าง

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับสูตรที่ 17 ซุปก้อนสูตรไก่+ธาตุ

อาหารเสริมของพืชพบหนอนกระทู้หอมตายเฉลี่ย 2.6 ตัวต่อ

กรรมวิธีตามล าดับ(ตารางที ่6) 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ B. thuringiensis ที่

เพาะเลี้ยงด้วยสูตรอาหารอย่างง่ายกับหนอนเจาะสมอฝ้าย วัย 2 มี

ประสิทธิภาพเท่ากับเชื้อ B. thuringiensis ที่ผลิตจากสูตรอาหาร

มาตรฐาน โดยเมื่อครบ 7 วัน พบว่าสูตร Nutrient broth และสูตร

ที่ 17 ซุปก้อนสูตรไก่+ธาตุอาหารเสริมของพืชท าให้หนอนเจาะสมอ

ฝ้ายตายมากท่ีสุดเฉลี่ย 6.6 และ 6.3 ตัวต่อกรรมวิธีตามล าดับ ซึ่ง

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับสูตรที่ 16 ซุปก้อนสูตรหมู+



ธาตุอาหารเสริมของพืช สูตรที่ 18 ซุปก้อนสูตรเนื้อ+ธาตุอาหารและ

กรรมวิธีควบคุม พบหนอนเจาะสมอฝ้ายตายเฉลี่ย 2.3, 4 และ 1 ตัว

ต่อกรรมวิธีตามล าดับ (ตารางที่ 7) 

จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าประสิทธิภาพของเชื้อ B. 

thuringiensis subsp. kurstaki สาย พันธุ์ ของกรมวิช าการ

เกษตรที่เพาะเลี้ยงด้วยสูตรอาหารอย่างง่ายกับหนอน 3 ชนิด

ให้ ผ ลที่ แ ต กต่ างกั น  ถึ งแม้ ว่ า เชื้ อ  B. thuringiensis จ ะมี

ประสิทธิภาพต่ ากว่าเชื้อที่เพาะเลี้ยงด้วยสูตรมาตรฐาน แต่สูตร

มาตรฐานก็ไม่สามารถควบคุมหนอนทั้ ง 3 ชนิดได้ เกิน 80 

เปอร์เซ็นต์ ทั้งนี้มีสาเหตุหลากหลายสาเหตุ เช่น พฤติกรรมการ

กินอาหารของแมลงมีผลต่อการได้รับเชื้อ  B. thuringiensis 

(Berdegue และคณะ 1996) พบว่าในบางกรณีสูตรหรือผลึก

โปรตีนเป็นสารไล่แมลง โดยทดสอบกับหนอนกระทู้หอม ใช้

หนอนแรกฟักและหนอนวัย 3 พบว่าหนอนกระทู้หอมหลีกเลี่ยง

หรือไม่กินอาหารที่ผสมกับบีทีท าให้หนอนไม่ตายได้ หรือใน

สาเหตุที่ปัจจัยของพืชหรืออาหารมีต่อแมลง ซึ่งมีหลายการ

ทดลองพบว่าการเปลี่ยนแปลงอาหารของหนอนผีเสื้อส่งผลต่อ

การเข้าท าลายของบีทีด้วย เช่น จริยา 2554 ได้อ้างถึงงานวิจัย

ข อ ง  Apple แ ล ะ  Schutz, 1994 ว่ า ห น อ น ผี เ สื้ อ ยิ บ ซี 

Lymantria dispar พ บ ว่ า เมื่ อ ใช้  B. thuringiensis subsp. 

kurstaki หลายๆสูตร ความเป็นพิษของบีทีที่มีต่อผีเสื้อยิบซีนั้น

จะขึ้นอยู่กับพืชอาหารที่ใช้ทดสอบด้วย ซึ่งสอดคล้องกับ Hwang 

และคณ ะ (1995 ) เมื่ อท ดสอบ  B. thuringiensis subsp. 

kurstaki ของผลิตภัณฑ์ Foray 48B ให้กินใบพืชที่ต่างชนิดกัน

ท าให้หนอนยิบซีอ่อนแอต่อบีทีแตกต่างกันได้ถึง 100 เท่า  

ถึงแม้ว่าสูตรอาหารทั้ง 4 กรรมวิธีมีปริมาณเซลล์และสปอร์

ใกล้เคียงกัน แต่มีประสิทธิภาพต่อหนอนผีเสื้อแตกต่างกันอาจ

เนื่องมาจากสารพิษเอ็กโซท๊อกซิน ซึ่งผลิตในระหว่างขบวนการ

เจริญเติบโตในสูตรอาหารมาตรฐาน(NB) สามารถเพาะเลี้ยงได้

ดีกว่าท าให้มีสารพิษนี้มากกว่าจึงไปเสริมพิษของสปอร์และผลึก



โปรตีนที่มีปริมาณใกล้เคียงกันได้ อีกทั้งการใช้ B. thuringiensis 

สายพันธุ์เดียวกันอาจพบความแตกต่างของประสิทธิภาพการเข้า

ท าลาย เนื่องจากแมลงแต่ละชนิดอ่อนแอต่อส่วนประกอบของ

เชื้อต่างกันขึ้นอยู่กับ อายุ ความแข็งแรงของแมลง พฤติกรรมการ

กินอาหารของแมลง นิเวศวิทยาของแมลง ซึ่งมีความสัมพันธ์กัน

กับความเข้มข้นของบีทีที่ใช้ ระดับการได้รับเชื้อบีทีของแมลง 

สภาวะการเพาะเลี้ยง อัตราส่วนระหว่างสปอร์และผลึกโปรตีน

หรือทุกๆปัจจัยรวมกัน 

12. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ การเพาะขยายเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis subsp. 

kurstaki สายพันธุ์ของกรมวิชาการเกษตรเพ่ือควบคุมแมลง

ศัตรูพืชด้วยอาหารสูตรต่างๆ จ านวน 20 ชนิด พบว่ามีสูตร

อ าห ารอย่ า ง ง่ า ย  3 ช นิ ด ที่ ค าด ว่ า ส าม ารถ เลี้ ย ง เชื้ อ                         

B. thuringiensis ได้ คือ 1. สูตรซุปก้อนสูตรไก่+ธาตุอาหาร

เสริมของพืช 2. สูตรซุปก้อนสูตรเนื้อ+ธาตุอาหารเสริมของพืช. 

3. สูตรซุปก้อนสูตรหมู+ธาตุอาหารเสริมของพืช เมื่อน าเชื้อ                 

B. thuringiensis ที่ผลิตได้จากสูตรอาหารทั้ง 3 สูตร ท าการ

ทดสอบประสิทธิภาพเปรียบเทียบกับอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรียที่ ใช้ในห้องปฏิบัติการ NB (Nutrient Broth) โดย

ทดสอบกับหนอนกระทู้ผัก หนอนกระทู้หอม และหนอนเจาะ

สมอฝ้ายในห้องปฏิบัติการพบว่าในวันที่ 7 ของการทดลองมี

เปอร์เซ็นต์การตายของหนอนเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 3.3-60, 16.6-

80 และ 23.3-66.6 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ดังนั้นทั้ง 3 สูตรนี้ จึง

ควรน าไปพัฒนาให้มีสวนประกอบของสารอาหารคารบอน 

ไนโตรเจนและโพแทสเซียม ในอัตราสวนที่เหมาะสมส าหรับ 

การเจริญเติบโตพร้อมกับการผลิตผลึกโปรตีน  นอกจากนี้ยังต

องมีวิตามินและแรธาตุตางๆ ที่จ าเปนต่อการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียบีทีและต้องมีการควบคุมอุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง 

หรือพีเอช (pH) ของอาหาร อีกทั้งการถ่ายเทอากาศภายในถัง

หมักเป็นสิ่งส าคัญอย่างยิ่ง 
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หรือพัฒนาสูตรอาหารส าหรับเลี้ยงเชื้อ B. thuringiensis อย่าง

ง่ายให้แก่เกษตรกรผู้สนใจในการผลิตขยาย  
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16. ภาคผนวก 

ตารางท่ี 1  ผลการวิเคราะห์ธาตุ N K C และ pH ในสูตรอาหารต่างๆ  

 
สูตรอาหาร 

C 
(Mg/L) 

 N 
(Mg/L) 

K 
(Mg/L) 

pH 

1 นมถั่วเหลือง+อาหารแมว 293 1,695 742 6.86 
2 นมถั่วเหลือง+อาหารสุนัข 333 1,761 704 6.67 
3 นมถั่วเหลือง+ตับไก่+กากน้ าตาล 272 2,570 5,720 4.94 
4 นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 9.62 4,493 1,998 6.52 
5 นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+อาหารหมา+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 10.51 3,408 1,668 6.66 
6 นมถั่วเหลือง+นมวัว+นมข้นหวาน+อาหารแมว+ผงฟู+ปุ๋ย+เกลือ 10.87 5,093 2,111 6.27 
7 นมถั่วเหลือง+นมผงเด็ก+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 18.17 3,484 2,200 6.37 
8 นมวัว+นมผงเด็ก+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 9.98 2,589 1,950 6.46 
9 นมวัว+นมข้นหวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 9.26 5,236 2,503 6.46 
10 อาหารแมว+นมผงเด็ก  582 3,265 1,347 6.28 
11 อาหารแมว+นมขันหวาน 391 1,295 1,120 6.05 
12 น้ าเต้าหู้+น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียม 503 2,580 1,086 5.42 
13 ซุปก้อนสูตรหมู 1.48 593 78 4.58 
14 ซุปก้อนสูตรไก่ 1.19 880 2 5.69 
15 ซุปก้อนสูตรเนื้อ 2.96 4,471 170 5.74 
16 ซุปก้อนสูตรหมู+หัวธาตุอาหารเสริม 4.54 521 1,038 4.27 
17 ซุปก้อนสูตรไก่+หัวธาตุอาหารเสริม 4.35 790 1,113 4.67 
18 ซุปก้อนสูตรเนื้อ+หัวธาตุอาหารเสริม 5.07 2,550 1,137 4.67 
19 น้ าเสียจากโรงงานมันส าปะหลัง  ND 1110.6 7,814 6.04 
20 Nutrient Broth 0.21 1,029 213 6.69 
 



ตารางที่ 2 จ านวนโคโลนีของ Bacillus thuringiensis หลังจากเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงชนิดต่างๆ โดยนับด้วย
วิธีการ Total cell count dilution ten-fold count บนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง Nutrient Agar (NA)  

 
สูตรอาหาร(200 มิลลิลิตร) 

ค่าเฉลี่ยจ านวนโคโลนี1/ 
(CFU/ml) 

1 นมถั่วเหลือง+อาหารแมว 1.88x107 
2 นมถั่วเหลือง+อาหารสุนัข 2.77x106 
3 นมถั่วเหลือง+ตับไก่+กากน้ าตาล 1.20x107 
4 นมถั่วเหลือง+นมข้น+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 2.28x107 
5 นมถั่วเหลือง+นมข้น+อาหารหมา+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 2.09x106 
6 นมถั่วเหลือง+นมวัว+นมข้น+อาหารแมว+ผงฟู+ปุ๋ย+เกลือ 2.04x107 

7 นมถั่วเหลือง+นมผงเด็ก+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 1.65x107 

8 น้ านมวัว+นมผง+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 1.61x105 
9 น้ านมวัว+นมข้น+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 6.30x105 
10 อาหารแมว+นมผง 1.23x107 
11 อาหารแมว+นมขันหวาน 2.32x107 
12 น้ าเต้าหู้+น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียม 3.87x107 
13 ซุปก้อนสูตรหมู 1.43x108 
14 ซุปก้อนสูตรไก่ 2.00x108 
15 ซุปก้อนสูตรเนื้อ 2.10x108 
16 ซุปก้อนสูตรหมู+หัวธาตุอาหารเสริม 1.70x108 
17 ซุปก้อนสูตรไก่+หัวธาตุอาหารเสริม 3.30x108 
18 ซุปก้อนสูตรเนื้อ+หัวธาตุอาหารเสริม 2.60x108 
19 น้ าเสียจากโรงงานมันส าปะหลัง 2.46x107 
20 Nutrient broth 1.73x109 
1/ ค่าเฉลี่ยจากการท าซ้ า 2 ครั้ง ในแต่ละครั้ง เจือจางที่ระดับ -5,-6,-7 ท า 3 ซ้ าซ้ าละ 3 จานเพลท 



ตารางท่ี 3 จ านวนเซลล์ สปอร์และผลึกโปรตีน หลังจากเพาะเลี้ยงหลังจากเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงชนิดต่างๆ 
โดยนับด้วยวิธีการ Total count ด้วย Haemacytometer   
 

 
สูตรอาหาร(200 มิลลิลิตร) 

จ านวนเซลล์ 
(cell/ml) 

จ านวนสปอร์
(spore/ml) 

จ านวนผลึก
โปรตีน               

(ต่อ5ไมโครลิตร) 

1 นมถั่วเหลือง+อาหารแมว - 1.8x108 1 
2 นมถั่วเหลือง+อาหารสุนัข - 5.7x107 - 
3 นมถั่วเหลือง+ตับไก่+กากน้ าตาล 5.0x107 5.0x107 - 
4 นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 5.1x107 5.0x107 - 
5 นมถั่วเหลือง+นมข้นหวาน+อาหารหมา+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย - - - 
6 นมถั่วเหลือง+นมวัว+นมข้น+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 4.5x108 5.1x107 1 
7 นมถั่วเหลือง+นมผงเด็ก+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 1.1x107 1.8x108 2 
8 นมวัว+นมผง+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 5.5x108 - - 
9 นมวัว+นมข้นหวาน+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย - 5.0x107 1 
10 อาหารแมว+นมผง 6.5x107 1.5x107 - 
11 อาหารแมว+นมขันหวาน - - 1 
12 น้ าเต้าหู้+น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียม - - 2 
13 ซุปก้อนสูตรหมู 2.3x107 1.7x107 - 
14 ซุปก้อนสูตรไก่ 7.7x107 1.1x107 1 
15 ซุปก้อนสูตรเนื้อ 6.3x107 5.6x107 1 
16 ซุปก้อนสูตรหมู+หัวธาตุอาหารเสริม 3.5 x108 1.4x108 5 
17 ซุปก้อนสูตรไก่+หัวธาตุอาหารเสริม 6.0x108 1.2x108 7 
18 ซุปกอ้นสูตรเนื้อ+หัวธาตุอาหารเสริม 4.5 x108 5.5x108 6 
19 น้ าเสียจากโรงงานมันส าปะหลัง  - - - 
20 Nutrient broth  7.2x108 1.5 x109 179 



ตารางท่ี 4 ต้นทุนการผลิตสูตรอาหารอย่างง่ายในปริมาตร 200 มิลลิลิตร  
 

 สูตรอาหาร ต้นทุน(บาท) 
1 นมถั่วเหลือง+อาหารแมว 12.81 
2 นมถั่วเหลือง+อาหารสุนัข 9.44 
3 นมถั่วเหลือง+ตับไก่+กากน้ าตาล 12.08 
4 นมถั่วเหลือง+นมข้น+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 16.22 
5 นมถั่วเหลือง+นมข้น+อาหารหมา+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 12.85 
6 นมถั่วเหลือง+นมวัว+นมข้น+อาหารแมว+ผงฟู+ปุ๋ย+เกลือ 19.46 
7 นมถั่วเหลือง+นมผง+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 40.08 
8 นมวัว+นมผง+แป้งมัน+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 38.8 
9 นมวัว+นมข้น+อาหารแมว+เกลือ+ผงฟู+ปุ๋ย 14.94 
10 อาหารแมว+นมผง 43.7 
11 อาหารแมว+นมขันหวาน 12.46 
12 น้ าเต้าหู้+น้ าผึ้ง+เกลือ+ครีมเทียม 11.87 
13 ซุปก้อนสูตรหมู 2.8 
14 ซุปก้อนสูตรไก่ 2.8 
15 ซุปก้อนสูตรเนื้อ 3 
16 ซุปก้อนสูตรหมู+หัวธาตุอาหารเสริม 5.9 
17 ซุปก้อนสูตรไก่+หัวธาตุอาหารเสริม 5.9 
18 ซุปก้อนสูตรเนื้อ+หัวธาตุอาหารเสริม 6.3 
19 น้ าเสียจากโรงงานมันส าปะหลัง  4 
20 Nutrient broth  10.4 



 
ตารางที่ 5 จ านวนและเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนกระทู้ผักวัย 2 จากแบคทีเรียบีทีที่ผลิตโดยสูตรอาหาร
ต่างๆ 

กรรรมวิธี 
อัตรา 

เชื้อ:น้ า 

จ านวนหนอนตายเฉลี่ย1/(ตัว) เปอร์เซ็นต์
หนอนตาย

(%) 
วันท่ี 1 วันท่ี 3 วันท่ี 5 วันท่ี 7 

ซุปก้อนสูตรหมู+หัวธาตุอาหารเสริม 1:1 0 0c 0b 0.3c 3.3 
ซุปก้อนสูตรไก่+หัวธาตุอาหารเสรมิ 1:1 0.3 0.6c 1b 1c 10.0 
ซุปก้อนสูตรเนื้อ+หัวธาตุอาหารเสริม   1:1 0.6 2.6ab 4.3a 4.3b 43.3 
Nutrient broth 1:1 1 5a 5.6a 6.3a 60.0 
ควบคุม(control)  0 0c 0b 0c 0.0 
C.V.(%)   5.5   19.7 51.0 40.2 34.7  

1/ จ านวนหนอนกระทู้ผักจาก 3 ซ้ าซ้ าละ 10 ตัว 
2/ ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี DMRT ที่ระดับ ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

ตารางท่ี 6 จ านวนและเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนกระทู้หอมวัย 2 จากแบคทีเรียบีทีที่ผลิตโดยสูตรอาหารต่างๆ 

กรรรมวิธี 
อัตรา 

เชื้อ:น้ า 

จ านวนของหนอนตายเฉลีย่1/(ตัว) เปอร์เซ็นต์
หนอนตาย

(%) 
วันท่ี 1 วันท่ี 3 วันท่ี 5 วันท่ี 7 

ซุปก้อนสูตรหมู+หัวธาตุอาหารเสริม 1:1 0.3b 0.6b 1.6b 1.6bc 16.6 
ซุปก้อนสูตรไก่+หัวธาตุอาหารเสรมิ 1:1 0.3b 1.3b 1.6b 2.6b 26.6 
ซุปก้อนสูตรเนื้อ+หัวธาตุอาหารเสริม   1:1 0.3b 0.3b 0.6bc 1.6bc 16.6 
Nutrient broth 1:1 1.3a 4.6a 7.6a 8a 80.0 
ควบคุม(control)  0b 0b 0c 0c 0.0 
C.V.(%)   5.5   67.1 55.1 37.2 31.4  

1/ จ านวนหนอนกระทู้หอมจาก 3 ซ้ าซ้ าละ 10 ตัว 
2/ ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี DMRT ที่ระดับ ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

ตารางท่ี 7 จ านวนและเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนเจาะสมอฝ้ายวัย 2 จากแบคทีเรียบีทีที่ผลิตโดยสูตรอาหารต่างๆ  

กรรรมวิธี 
อัตรา 

เชื้อ:น้ า 

จ านวนของหนอนตาย1/(ตัว) เปอร์เซ็นต์
หนอนตาย

(%) 
วันท่ี 1 วันท่ี 3 วันท่ี 5 วันท่ี 7 

ซุปก้อนสูตรหมู+หัวธาตุอาหารเสริม 1:1 1 1b 1.6b 2.3b 23.3 
ซุปก้อนสูตรไก่+หัวธาตุอาหารเสรมิ 1:1 1.3 3ab 5.6a 6.3a 63.3 
ซุปก้อนสูตรเนื้อ+หัวธาตุอาหารเสริม   1:1 2.3 2.6ab 3.3b 4b 40.0 
Nutrient broth 1:1 1.6 3.3a 5.3a 6.6a 66.6 
ควบคุม(control)  1 1b 1b 1b 10.0 
C.V.(%)  14.81   36.7 27.06 22.07 29.1  



1/ จ านวนหนอนเจาะสมอฝา้ยจาก 3 ซ้ าซ้ าละ 10 ตัว 
2/ ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี DMRT ที่ระดับ ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
 

 
ภาพที่ 1 ส่วนประกอบที่น ามาท าเป็นสูตรอาหารอย่างง่ายทั้ง 27 ชนิด 

 

 



ภาพที่ 2  สูตรอาหารอย่างง่ายที่ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อ Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki     สายพันธุ์
ของกรมวิชาการเกษตร แล้วเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

 
ภาพที่ 3 ลักษณะรูปร่างของเซลล์ สปอร์ และผลึกโปรตีนของ Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki สาย
พันธุ์ของกรมวิชาการเกษตรที่เพาะเลี้ยงด้วยสูตรอาหารต่างๆ ด้วยกล้อง ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า 

ก. เซลล์ สปอร์ และผลึกโปรตีนที่เพาะเลี้ยงด้วย Nutrient broth 
ข. เซลล์ สปอร์ และผลึกโปรตีนที่เพาะเลี้ยงด้วย อาหารสูตรไก่+หัวธาตุอาหารเสริม 
ค. เซลล์ สปอร์ และผลึกโปรตีนที่เพาะเลี้ยงด้วย อาหารสูตรเนื้อ+หัวธาตุอาหารเสริม 
ง. เซลล์ สปอร์ และผลึกโปรตีนที่เพาะเลี้ยงด้วย อาหารสูตรหมู+หัวธาตุอาหารเสริม 
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