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ศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ที่ผลิตด้วยวิธีต่างๆ 
Efficacy Study on Sub Culture of Bacillus  thuringiensis  for Insect 

Pests Control by Various Methods 
 

สมชัย สุวงศ์ศักดิ์ศรี      อิศเรส เทียนทัด     ภัทรพร สรรพนุเคราะห์ 
กลุ่มกีฏและสัตววิทยา   ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 

         
บทคัดย่อ 

การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis  ที่ผลิตด้วยวิธีต่างๆ โดย
ทดสอบการเพาะขยายเชื้อแบคทีเรีย บีที จากการใช้อาหารเหลว (submerged culture) และ อาหาร
แข็ง (solid state fermentation)   ด้วยอาหารชนิดต่างๆที่หาได้ทั่วไป ผลการทดลองพบว่า การ
เพาะขยายเชื้อด้วยอาหารแข็ง ได้แก่ ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์, ข้าวฟ่าง, ชานอ้อยผสมร า และข้าวสุก มี 
Toatal cell count และ Spore count สูงกว่าการใช้อาหารเหลว โดยการเพาะขยายเชื้อด้วยอาหาร
แข็ง มี Toatal cell count และ Spore count เฉลี่ยระหว่าง 8.8x107-2.9x108  และ 2.4x107-
8.4x107 CFU/ml ตามล าดับ ส่วนการใช้อาหารเหลว ได้แก่ น้ ามะพร้าวผสมไข่ไก่, น้ ามะพร้าว, นมข้น
หวาน 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 าผลผลิตที่ได้ไปทดสอบประสิทธิภาพกับ
หนอนกระทู้ผัก วัย 2 ด้วย Feeding method บนอาหารเทียม พบว่า เชื้อแบคทีเรียที่ได้จาการเพาะ
ขยายมีประสิทธิภาพต่ ากว่าเชื้อแบคทีเรีย มาตรฐานอย่างชัดเจน มีเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนเฉลี่ย
ระหว่าง 2.0-36.7 เปอร์เซ็นต์ โดยเชื้อแบคทีเรียบีทีมาตรฐาน มีเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนเฉลี่ย 
100 เปอร์เซ็นต์  

ค าน า 
การน าแบคทีเรีย บีที Bacillus thuringiensis มาใช้ควบคุมแมลงศัตรูพืชก็เป็นอีกวิธีหนึ่งที่

นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายประเทศ นอกจากมีประสิทธิภาพในการก าจัดตัวอ่อนของผีเสื้อชนิดต่างๆ 
แล้วมีความปลอดภัยสูงต่อมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อม และท่ีส าคัญแบคทีเรียชนิดนี้ไม่มีพิษตกค้างอยู่
บนพืชเหมือนสารเคมีก าจัดแมลง (Dulmage, 1981; อัจฉรา, 2534)  แบคทีเรียชนิดนี้เป็นแกรมบวก 
(gram positive) ที่กอโรคในแมลง อยูในกลุมแบคทีเรีย facultative anaerobe มีรูปรางเซลลเปน  
ทอน (rod shape) เคลื่อนที่ดวยแฟลกเจลลาที่มีหลายเสนรอบเซลล (peritrichous flagella) และ 
สราง endospore  อยู่ภายในเซลล์ สิ่งที่แตกตางจากกลุมแบคทีเรีย spore forming คือ ระหวางการ
สรางสปอรจะเกิด parasporal protein crystal ใน sporangium 
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โดยผลึกโปรตีนที่เรียกวา delta-endotoxin ซึ่งเป็นพิษกับแมลง (Entwistle และคณะ, 1993) จาก
ข้อตกลงขององค์การค้าโลกประเทศไทยต้องปฏิบัติตามมาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช ดังนั้น
การผลิตพืชให้ได้คุณภาพและมีความปลอดภัยตามมาตรฐานที่ถูกก าหนดขึ้นส่งผลให้ไม่สามารถใช้
สารเคมีก าจัดแมลงได้ตามที่เคยปฏิบัติในบางพืชโดยเฉพาะพืชส่งออกทั้งหลาย  ดังนั้นการพัฒนาการ
ใช้เชื้อจุลินทรีย์ที่ผลิตได้ในประเทศมาใช้ก าจัดโดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรีย บีที จึงเป็นอีกวิธีหนึ่งของการ
แก้ปัญหานี้ เพ่ือใช้ทดแทนสารเคมีก าจัดแมลงในพืชชนิดต่างๆที่ประสบปัญหาการระบาดท าลายของ
แมลงศัตรูพืช (อัจฉราและคณะ, 2537) แต่ปัจจุบันพบว่ามีการแนะน าอย่างกว้างขวางให้เกษตรกรผลิต
เชื้อไว้ใช้เองท้ังภาคเอกชนและภาครัฐ รวมถึงจากเกษตรกรด้วยกันเอง แม้ว่าจะเป็นสิ่งที่เป็นประโยชน์
และสอดคล้องกับวิถีเกษตรพอเพียง แต่ก็เป็นไปในลักษณะลองผิดลองถูก ขาดข้อมูลวิชาการที่
เพียงพอในการสนับสนุนวิธีปฏิบัติดังกล่าว ท าให้เกษตรกรสูญเสียทั้งเวลาและทรัพย์สินโดยไม่จ าเป็น 
ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นต้องศึกษาการเพาะขยายเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธีต่างๆ รวมทั้งชนิดของสารอาหาร
ที่ใช้เพาะขยาย เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่ถูกต้อง มีประสิทธิภาพ ช่วยให้เกษตรกรสามารถน าไปปรับใช้ได้ด้วย
ตนเอง ซึ่งจะช่วยให้เกษตรกรสามารผลิตแบคทีเรีย บีที โดยวิธีง่ายๆ จากวัสดุอุปกรณ์ที่มีในท้องถิ่นได้
อย่างมีประสิทธิภาพ  

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, ชานอ้อย
อบแห้ง. ร า, ข้าวฟ่าง, ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ และข้าวสุก 
 4. อุปกรณ์ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการต่างๆ ได้แก่ ถ้วยแก้ว กระบอกตวง Flask และ Plate เป็น
ต้น 
 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 ซึ่งแบ่งตามชนิดของ
อาหารที่ใช้เพาะขยายเชื้อเป็น 2 ประเภท คือ 



 

           
 

767 

767 

รายงานผลงานวิจัยประจ าปี ๒๕๕๕  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

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

1.2 ชนิดอาหารแข็ง (solid state fermentation) ได้แก่ ชานอ้อยผสมร าข้าว ข้าวโพด
เลี้ยงสัตว์ ข้าวฟ่าง และข้าวสุก  แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อเป็นเวลา 30 นาที ทิ้งให้เย็นแล้ว
จึง  ผสมน้ ากลั่นสะอาดเพ่ือเพ่ิมความชื้นในอาหารอัตราส่วน 1:1 แล้วน าไปผสมกับ
เชื้อแบคที่เรีย บีที ในอัตราส่วนน้ า 5 ส่วนต่อเชื้อแบคทีเรีย บีที 1 ส่วน คลุกเคล้าให้
เข้าใส่ในถาดแล้วหุ้มด้วยถุงพลาสติกใส มัดปากไม่ต้องแน่น เพ่ือให้อากาศผ่านได้ หมัก
เป็นเวลา 48 ชม. แล้วจึงน าไปแยกเอาเชื้อที่หมักได้ออกมา โดยผสมน้ าสะอาดใน
อัตราส่วน 1 : 1 

    2.  น าเชื้อที่สกัดได้ไปตรวจนับจ านวนเซลล์ (Total cell count) โดยน าตัวอย่างเชื้อมาเจือ
จางแบบ serialiy dilution กับ sterile saline solution (0.85% w/v Nacl) ดูดสารละลายที่เจือ
จางนี้มา 0.1 ml แล้ว spread plate บนอาหร TSA บ่มเชื้อที่ 30 °C เป็นเวลา 24 ชม. เพ่ือให้เชื้อ
เจริญเติบโตอย่างสมบูรณ์ แล้วจึงตรวจนับ colony  หลังจากนั้นจึงตรวจนับจ านวนสปอร์ (Spore 
count) โดยน า dilution ของเชื้อ Bt ที่ได้จากการนับโคโลนี มาให้ความร้อนบน water bath ที่
อุณหภูมิ 80 °C นาน 10 นาที แล้วน าขึ้นแช่ในน้ าแข็งทันทีนาน 5 นาที และจึงท า spread plate บน
อาหร TSA บ่มเชื้อที่ 30 °C เป็นเวลา 24 ชม. เพ่ือให้เชื้อเจริญเติบโตอย่างสมบูรณ์ เช่นเดียวกัน แล้ว
จึงตรวจนับ colony  
              3.  ตรวจสอบเชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนเข้ามาในระหว่างขบวนการผลิต 
    4.  ท าการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ Bt ที่ผลิตได้กับหนอนผีเสื้อศัตรูพืชที่ส าคัญ ได้แก่
หนอนกระทู้ผัก 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 านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
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ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
   การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ที่ผลิตด้วยวิธีต่างๆนี้ พบว่า
การเพาะขยายเชื้อที่แนะน าให้ใช้กันในกลุ่มของเกษตรกรนั้น ส่วนใหญ่ให้ผลผลิตของเชื้อค่อนข้างต่ า 
โดยเชื้อแบคทีเรีย บีที มาตรฐาน ที่ใช้ในการทดลอง มีจ านวนโคโลนีสูงสุดเฉลี่ยเท่ากับ 1.8x1010 

CFU/ml และเม่ือน าเชื้อแบคทีเรีย บีที มาเพาะขยายด้วยอาหารชนิดต่างๆ พบว่า ได้จ านวนโคโลนี
น้อยลงทุกชนิด โดยพบว่าเมื่อเพาะขยายเชื้อด้วย ข้าวฟ่าง, ชานอ้อยผสมร า และข้าวโพดเลี้ยงสัตว์   มี
จ านวนโคโลนีเฉลี่ยเท่ากับ 2.9x108 , 1.9xx108  และ 1.7x108 CFU/ml ตามล าดับ รองลงมาได้แก่ 
ข้าวสุก นมข้นหวาน หางนม และน้ ามะพร้าว มีจ านวนโคโลนีเฉลี่ยเท่ากับ 8.8x107, 3.2x107, 7.4x106  
และ 4.5x106 CFU/ml ตามล าดับ  ส่วนน้ ามะพร้าวผสมไข่ไก่และเชื้อพลายแก้ว ไม่สามารถตรวจนับ
โคโลนีได้เนื่องจากมีการปนเปื้อนค่อนข้างสูง 

 เมื่อน าไปตรวจนับจ านวนสปอร์พบว่า เชื้อที่ได้จากการเพาะขยายด้วยอาหารชนิดต่างๆมี
จ านวนสปอร์ค่อนข้างต่ ากว่ามาตรฐานอย่างชัดเจน โดยเชื้อแบคทีเรีย บีที มาตรฐาน มีจ านวนสปอร์
เฉลี่ย 5.1x109 CFU/ml   รองลงมา คือ ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ ข้าวสุก ข้าวฟ่าง น้ ามะพร้าว ชานอ้อยผสม
ร า นมข้นหวาน หางนม และน้ ามะพร้าวผสมไข่ไก่ มีจ านวนสปอร์เฉลี่ย 8.4x107, 2.4x107, 1.8x107, 
1.2x107, 1.1x107, 6.5x106, 4.0x106 และ 3.3x105 CFU/ml ตามล าดับ (ตารางท่ี 1)           

  ตารางท่ี 1 จ านวนโคโลนีและสปอร์ของเชื้อ Bacillus thuringiensis ที่มักด้วยอาหารชนิดต่างๆ 

กรรรมวิธี Total cell count 
(CFU/ml) 

Spore count (CFU/ml) 

1. 1. น้ ามะพร้าว+ไข่ไก่+เชื้อพลาย

แก้ว 

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.ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ 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 



 

           
 

769 

769 

รายงานผลงานวิจัยประจ าปี ๒๕๕๕  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 เมื่อน าผลผลิตจาการเพาะขยายเชื้อไปทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย บีที กับหนอน
กระทู้ผักวัย 2 พบว่า ทุกกรรมวิธีมีประสิทธิภาพในการก าจัดหนอนกระทู้ผักค่อนข้างต่ า เมื่อเทียบกับ
แบคทีเรีย บีที มาตรฐาน โดยแบคทีเรีย บีที มาตรฐาน ที่มีจ านวนหนอนตายสูงที่สุดเฉลี่ย 30 ตัวต่อ
กรรมวิธี เมื่อครบ 7 วัน และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิตติกับกรรมวิธีที่เหลือที่มีจ านวนหนอน
ตายค่อนข้างต่ าอย่างชัดเจน โดยพบว่าเชื้อแบคทีเรียที่เพาะขยายจากข้าวโพดเลี้ยงสัตว์มีจ านวนหนอน
กระทู้ผักตายรองลงมาเฉลี่ย 11.0 ตัว ซึ่งไม่แตกต่างทางสถิติกับเชื้อแบคทีเรียที่เพาะขยายจากน้ า
มะพร้าว, น้ ามะพร้าวผสมไข่ไก่, ข้าวสุก และ ชานอ้อยผสมร า ที่พบจ านวนหนอนตายเฉลี่ย 6.7, 5.0, 
4.0, และ 2.0 ตัวต่อกรรมวิธีตามล าดับ ส่วนเชื้อแบคทีเรียที่เพาะขยายจาก นมข้นหวาน, หางนม และ 
ข้าวฟ่าง มีจ านวนหนอนตายเฉลี่ย  1.0 ตัวเท่ากันหมดและไม่แตกต่างทางสถิติกับกรรมวิธีควบคุมท่ีไม่
พบหนอนตาย (ตารางที่ 2) 
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  ตารางท่ี 2  จ านวนและเปอร์เซ็นต์การตายของหนอนกระทู้ผักวัย 2 จากแบคทีเรีย บีที ที่ผลิตโดยวิธี
ต่างๆ 

กรรรมวิธี อัตรา 
(มล./น้ า 20 

ลิตร) 

จ านวนหนอน
ตายเฉลี่ย 1/ 

(ตัว) 

เปอร์เซ็นต์หนอน
ตาย (%) 

1. น้ ามะพร้าว+ไข่ไก่+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. ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ 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. ชีวภัณฑ์แบคทีเรีย บีที (เดลฟินR) 80 30.0 a 100.0 
10. น้ ากลั่น - 0 d 0 

         C.V. (100 %) - 32.52 - 

 1/ ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี DMRT ที่ระดับ                      
    ความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 จากการทดลองเห็นได้ว่าการเพาะขยายเชื้อแบคทีเรีย บีที ที่เกษตรกรปฏิบัติกัน ได้ผลผลิต
ของเชื้อที่ค่อนข้างต่ า เมื่อพิจารณาจากจ านวนโคโลนีและสปอร์หลังการหมักนาน 48 ชม. พบว่า
จ านวนโคโลนีและสปอร์จากการหมักด้วยสูตรอาหารต่างๆแตกต่างจากเชื้อมาตรฐานถึง 100 เท่า 
(ตารางท่ี 1) และจากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ พบว่าการเพาะขยายเชื้อด้วยอาหารชนิดต่างๆ
มีประสิทธิภาพต่ ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ทุกกรรมวิธี (ตารางที่ 2)  นอกจากนี้การด าเนินการเพาะขยาย
เชื้อในการทดลองนี้ ได้ปฏิบัติงานในห้องปฏิบัติการที่ค่อนข้างปลอดเชื้อ แต่ส าหรับเกษตรกรทั่วไปอาจ
ไม่สามารถด าเนินการเช่นนี้ได้ จึงมีโอกาสเกิดการปนเปื้อนเชื้อชนิดอื่นค่อนข้างสูง 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

เชื้อแบคทีเรีย บีที Bacillus thuringiensis  ที่ผลิตแบบชนิดอาหารเหลว (submerged 
culture)  และชนิดอาหารแข็ง (solid state fermentation)  ด้วยอาหารชนิดต่างๆ พบว่ามีผลผลิต
ของเชื้อและประสิทธิภาพในการก าจัดหนอนกระทู้ผักค่อนข้างต่ า เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียบีที
มาตรฐาน ที่จ าหน่ายเป็นการค้า ดังนั้นการน าเชื้อไปเพาะขยายต่อไว้ใช้เองอาจไม่คุ้มค่าการลงทุน แต่
อาจท าให้เกิดการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ชนิดอื่นที่ไม่พึงประสงค์ได้ 
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ค าขอบคุณ  
      ขอขอบคุณ คุณธนศักดิ์ ตั้งผาติ เกษตรกรอ าเภอแม่สอด จังหวัดตาก และบริษัท แองโกล 
ไทย เคมีคัล ซัพพลายส์ จก. ที่ให้ความอนุเคราะห์สูตรการเพาะขยายเชื้อด้วยหางนม และ ชีวภัณฑ์
แบคทีเรีย บีที 
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