
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 
3.1 การศึกษา Bt isolate ท่ีพบในดินในจังหวัดเชียงใหม 
 

3.1.1 การเก็บตัวอยางดินและการแยกเชื้อออกจากตัวอยางดิน 
 มี 2 ข้ันตอนดงันี้ 
 ข้ันตอนท่ี 1 การเก็บตัวอยางดิน 

ทําการสุมเก็บตัวอยางดินดวยวิธี simple random sampling จากพ้ืนท่ีท่ีไมไดทําการเกษตร
ในแหลงตาง ๆ ตามธรรมชาติของจังหวัดเชียงใหม และทําการเก็บตัวอยางดินดวยวิธีของ 
Attathom et al. (1996) โดยเก็บดินท่ีความลึก 3-5 เซนติเมตรจากผิวหนาดิน และบรรจุใน
ถุงพลาสติกท่ีผานการฆาเช้ือแลว บันทึกวันและสถานท่ีเก็บตัวอยาง จากนั้นนําตัวอยางดินมาเก็บไว
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําดินเพื่อไปศึกษาในข้ันตอนตอไป 

 
 ข้ันตอนท่ี 2 การแยกเช้ือออกจากตัวอยางดิน  

ทําการแยกเช้ือแบคทีเรียออกจากเช้ืออ่ืนท่ีปะปนอยูในดินโดยนําตัวอยางดินจํานวน 1 กรัม 
ผสมน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือแลว  9 มิลลิลิตร ภายในหลอดทดลองท่ีผานการฆาเช้ือแลว (sterile 
distilled water) ผสมใหเขากันดวยเคร่ือง mixer นาน 5 นาที เพื่อใหเช้ือจุลินทรียกระจายตัวและแยก
ช้ันออกจากดิน จากน้ันต้ังท้ิงไว 20 นาที เพื่อใหดินตกตะกอน แลวเทน้ําใสท่ีอยูสวนบนใสใน
หลอดทดลองหลอดใหม นําไปแชในอางน้ํารอนท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ก็จะได
สารละลายดิน 

นําสารละลายดินมาเจือจางลง 10 เทา (serial dilution) ดวยน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือแลวใน
อัตราสวน 9:1 โดยใชน้ํากล่ันจํานวน 1.8 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายดินจํานวน 0.2  มิลลิลิตร 
จากน้ันทําการเจือจางใหไดความเขมขนจนไดสารละลายดินท่ีความเขมขน 10-3, 10-4 และ 10-5 
ตามลําดับ สําหรับทําการ spread plate เพื่อแยกเช้ือตอไป 

เตรียมอาหารวุนสําหรับการ spread plate โดยใช nutrient agar อัตรา 20 กรัมตอน้ํา 1,000 
มิลลิลิตร นํามาฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
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แลวเทใสในจานแกว (petri dish) อาหารเล้ียงเช้ือ เก็บไวใน incubator ปลอยใหผิวหนาอาหารแหง
จึงจะนําไปใช 

จากนั้นนําสารละลายดินท่ีระดับความเขมขน 10-3, 10-4 และ 10-5 มาทําการ spread plate 
โดยหยดสารละลายดินจํานวน 100 ไมโครลิตร ลงบนจานอาหารเล้ียงเชื้อท่ีเตรียมไว เกล่ียดวยแทง
แกว และนําไปบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นทําการ
เลือกเก็บกลุมเช้ือ (colony) ท่ีมีลักษณะขาวขุน ขนาดใหญ ผิวหนาโคโลนีดานไมเปนมันวาว และมี
ขอบไมเรียบ ซ่ึงเปนลักษณะของโคโลนีเช้ือ Bt บันทึกผลจํานวนเช้ือ Bt isolate ท่ีไดในแตละ
ตัวอยางดินท่ีเก็บมา จากนั้นนํากลุมเช้ือท่ีแนใจวาเปนเช้ือ Bt เข่ียลงในหลอดอาหารเอียง (slant agar) 
และนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เพื่อเตรียมทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
ทดสอบประสิทธิภาพในการฆาหนอนกระทูหอมตอไป   

 
3.1.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bt isolate 
นําเช้ือ Bt ท่ีแยกออกจากตัวอยางดินมาทําใหเปนเช้ือบริสุทธ์ิ ดวยวิธี streak plate นํา

โคโลนีเดี่ยว (single colony) ท่ีไดมาใสสไลดดวยวิธีการ wet mount technique เพื่อตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือดวยการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 1,500 เทา 
ซ่ึงถาเปนเช้ือ Bt จะพบเซลลท่ีมีรูปรางเปนทอนตรง มีผลึกโปรตีน และสปอรอยูภายในเซลล ทํา
การบันทึกลักษณะรูปรางของผลึกโปรตีนของเช้ือ Bt แตละ isolate จากนั้นเก็บเช้ือโคโลนีเดี่ยวอีก
สวนหนึ่งไปเล้ียงตอดวยอาหารเหลว (nutrient broth) สําหรับใชเปน stock culture ซ่ึงจะเก็บไวใน
กลีเซอลีนความเขมขน 30 เปอรเซ็นต โดยใชเช้ือ Bt จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับกลีเซอลีนความ
เขมขน 30 เปอรเซ็นต จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาดเล็กท่ีมีฝาปด และนําไปเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการฆาหนอนกระทูหอม (Spodoptera exigua (Hübner))  
ในหองปฏิบัติการ 

 
ทําการทดสอบประสิทธิภาพความเปนพิษของ Bt  isolate ตาง ๆ ท่ีแยกออกมาไดจากดิน

กับแมลงอาศัย โดยทําการทดสอบดวยวิธี diet plug method กับหนอนกระทูหอมวัย 2 ท่ีเล้ียงขยาย
ดวยอาหารเทียมเล้ียงแมลง ซ่ึงมีวิธีการเล้ียงขยายปริมาณดังนี้ 

 
การเล้ียงขยายปริมาณหนอนกระทูหอมเพือ่ใชในการทดสอบ 
ทําการเก็บหนอนกระทูหอมท่ีอยูตามธรรมชาติในแปลงปลูกพืช มาเล้ียงดวยอาหารเทียม

เล้ียงแมลงโดยตองเล้ียงหนอนท่ีเก็บมาไวในหองกักกันโรคกอนเพื่อตรวจดูวามีโรคปะปนติดมากับ
หนอนหรือไม โดยเล้ียงไวอยางนอย 2 วงจรชีวิต เพื่อใหม่ันใจวาเม่ือนําไปเพิ่มปริมาณจะไมเกิด
ปญหาโรคระบาด 

เม่ือเล้ียงหนอนท่ีผานการกักกันโรคแลวจนเจริญเขาดักแด ทําการคัดเลือกดักแดเพศผูและ
เพศเมียท่ีมีสภาพสมบูรณ เพื่อใชเปนพอแมพันธุ โดยนําดักแดใสในโปะตะเกียงแกวขนาด
เสนผาศูนยกลาง 20 เซนติเมตร จํานวน 10 คูตอโปะ ปดดานบนโปะดวยผาขาวบางและหอย
แผนกระดาษทิชชูไวดานในเพื่อใชเปนท่ีวางไขของแมผีเส้ือและใสสําลีชุบน้ําผสมน้ําผ้ึงสําหรับเปน
อาหารของผีเส้ือ ทําการเก็บแผนไขทุก 2 วันพรอมท้ังเปล่ียนแผนกระดาษใหมใสลงไปดวย  

ไขของผีเส้ือหนอนกระทูหอมท่ีเก็บไดตองมีการปองกันการเกิดระบาดของโรคไวรัสและ
โปรโตซัวท่ีสามารถถายทอดจากแมผีเส้ือซ่ึงติดมากับเปลือกไข โดยแชไขผีเส้ือในสารละลาย 
sodium hypochlorite 0.05 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที หรือในสารละลาย formalin 10 เปอรเซ็นต นาน 
30 นาที จากนั้นนําไปลางน้ําสะอาด 1-2 คร้ัง แลวนําไปใสในภาชนะท่ีมีน้ําไหลผานเบา ๆ 5-10 
นาที  จากนั้นนํามาผ่ึงใหแหงแลวนํามาใสภาชนะเล้ียงท่ีมีความช้ืนสูง รอการฟกของไขตอไป 

นําไขผีเส้ือท่ีผานการทําความสะอาดแลวมาใสในถวยพลาสติกขนาด 2 ออนซ ซ่ึงมีอาหาร
เทียมเล้ียงแมลงอยูภายใน ถวยละประมาณ 100 ฟอง เล้ียงไวท่ีอุณหภูมิหอง ปลอยไวใหไขฟกเปน
ตัวหนอนและกินอาหารท่ีอยูในถวย จนกระทั่งหนอนเจริญจนถึงวัย 3 จะทําการคัดเลือกหนอนท่ีมี
ความสมบูรณแข็งแรง ลําตัวมีสีสด มีการเจริญเติบโตสมํ่าเสมอเพื่อเปนพอและแมพันธุ โดยคัดแยก
ใสในถวยพลาสติกขนาด 2 ออนซ ท่ีมีอาหารเทียม ถวยละ 1 ตัว เล้ียงจนหนอนเขาดักแด จึงนํามา
คัดแยกเพศเพื่อใชทําเปนพอแมพันธุตอไป ทําการเล้ียงจนไดหนอนรุนท่ี F2 จึงนําหนอนวัย 2 มาใช
ในการทดลอง 
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3.2.1 การทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตน (Preliminary screening test) 
เนื่องจาก เช้ือ Bt ท่ีแยกไดออกมาจากดินมีเปนจํานวนมาก ดังนั้นเพื่อความสะดวกและ

รวดเร็วตอการตรวจสอบความเปนพิษของเชื้อ จึง ตองใชวิธีการทดสอบประสิทธิภาพในเบ้ืองตน 
เพื่อทําการคัดเลือกเช้ือ Bt isolate ท่ีสามารถฆาหนอนไดจริงออกมากอนโดยทําการทดสอบดวย
วิธีการ diet plug method ซ่ึงมีวิธีการดังนี้ 

เล้ียงเช้ือ Bt isolate บนอาหารแข็งเล้ียงเช้ือเปนเวลา 48 ช่ัวโมงแลว ทําการผสมเช้ือ Bt 
isolate ปริมาณ 4 loopfull ตอน้ํากล่ันน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร ทําการเจาะอาหารเทียมเล้ียงแมลงดวยท่ี
เจาะจุกคอรกเบอร 1 ใหมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 3.5 มิลลิเมตร สูง 3 มิลลิเมตร วางบนจานอาหารท่ี
ผานการฆาเช้ือแลว จากนั้นหยดสารละลายเช้ือ Bt ท่ีเตรียมไวลงบนกอนอาหารเทียม กอนละ 5 
ไมโครลิตร และต้ังท้ิงไวใหแหง (ภาพ 5 และ 6) คัดเลือกหนอนกระทูหอมวัย 2 ท่ีมีขนาดใกลเคียง
กัน และปลอยใหอดอาหารประมาณ 1 ช่ัวโมง เพื่อเตรียมไวสําหรับทําการทดสอบ หลังจากนั้นนํา
อาหารเทียมท่ีหยดเช้ือแลวใสในหลอดพลาสติกขนาด 3 มิลลิลิตร (ภาพ 7) พรอมท้ังเข่ียหนอน
กระทูหอมลงในหลอด หลอดละ 1 ตัว 

ในการทดลองครั้งนี้ไดทําการทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนท่ีมีตอหนอนกระทูหอมวัย 2
จํานวน 3 คร้ัง แตละคร้ังทํา 3 ซํ้า ๆ ละ 10 ตัว ซ่ึงในการทดสอบคร้ังท่ี 1 ไดคัดเลือก Bt isolate ท่ีทํา
ใหหนอนตาย 50 เปอรเซ็นตข้ึนไปมาทําการทดสอบซํ้าในคร้ังท่ี 2 และ คร้ังท่ี 3 ดวยวิธีการเดิม แต
ใชเช้ือ Bt isolate ในการทดสอบ 1 loopfull ตอน้ํากล่ันน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร ในแตละ isolate จากนัน้
จึงคัดเลือก Bt isolate ท่ีทําใหหนอนตาย 50 เปอรเซ็นตข้ึนไปเพื่อนําไปศึกษา insect bioassay ตอไป 

 
3.2.2 Insect bioassay 
ทําการทดสอบดวยวิธี diet plug method เชนเดียวกับการทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตน 

โดยวางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) มี 10 กรรมวิธี แตละกรรมวิธี
ปรับความเขมขนของเช้ือท่ี 1 x 107 cfu/ml โดยใช Bt subsp. kurstaki  HD-1 และ Bt subsp. aizawai 
(Xentari) เปนกรรมวิธีเปรียบเทียบ และใหน้ําเปลาเปนกรรมวิธีควบคุม ซ่ึงแตละกรรมวิธีทํา 5 ซํ้า 
แตละซํ้าใชหนอนกระทูหอมวัย 2 ซํ้าละ 20 ตัว 

บันทึกผลการตายของหนอนท่ี 3, 5 และ 7 วัน ทําการวิเคราะหทางสถิติโดยใชโปรแกรม 
IRRISTAT และเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารฆาแมลงดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test 
(DMRT) ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต 
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ภาพ 5 การหยดเช้ือ Bt ลงในกอนอาหารเทียม 
 
 
 

 
 

ภาพ 6 กอนอาหารเทียมท่ีหยดเช้ือแลว 
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ภาพ 7 หลอดพลาสติกขนาด 3 มิลลิลิตรและกอนอาหารเทียม 
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3.3 การศึกษาผลึกโปรตีนดวยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel  
Electrophoresis (SDS-PAGE) 
 
นําเช้ือ Bt isolate ท่ีผานการทดสอบประสิทธิภาพดวยวิธี insect bioassay กับหนอนกระทูหอม

แลว มาเล้ียงขยายในอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาทําการสกัด
โปรตีนเพื่อศึกษาขนาดของโปรตีนโดยใชเทคนิค SDS-PAGE ตามวิธีของ Laemmli (1970) มี 2 
ข้ันตอนดังนี้ 

 
ข้ันตอนท่ี 1 การสกัดโปรตีนและการแยกขนาดของโปรตีน 

นําเช้ือ Bt ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ใสใน microtube แลวนําไปเขาเครื่อง centrifuge ปน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อทําใหโปรตีน
หลุดออกมาจากเซลล  จากนั้นดูดน้ําสวนบนท้ิงแลวเติมน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเ ช้ือแลว  400 
ไมโครลิตร และนําไปเขาเคร่ือง centrifuge อีกคร้ังเพื่อทําการลางโปรตีนท่ีไดใหสะอาด 

จากนั้นใช pipett ดูดน้ําสวนบนท้ิงใหเหลือแตโปรตีนท่ีตกตะกอนในกนหลอด แลวเติมน้ํา
กล่ันท่ีผานการฆาเช้ือแลว 20 ไมโครลิตร ใชปลาย tip กวนโปรตีนในหลอดใหละลาย หลังจากนั้น
เติม 4X loading buffer จํานวน 20 ไมโครลิตร ลงในตัวอยางโปรตีน แลวผสมใหเขากันและนําไป
ตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที จากนั้นนําเขาเคร่ือง centrifuge ท่ี 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที  

นําตัวอยางโปรตีนท่ีผสมกับ 4X loading buffer แลว load ลงใน polyacrylamide gel ท่ีอยู
ในชุด electrophorsis ท่ีเตรียมไวแลวลงในชอง (well) ชอง ละ 10 ไมโครลิตร โดยให load standard 
marker 3 ไมโครลิตรลงในชองแรก เพื่อใชเปนตัวเปรียบเทียบท่ีทราบน้ําหนักโมเลกุล เดินเคร่ือง 
electrophorsis โดยใชกระไฟฟาคงท่ีท่ี 100 volt จนกระท่ังเห็นโปรตีนเคล่ือนท่ีมาจนถึงปลายลาง
ของเจลจึงปดเครื่อง 

 
ข้ันตอนท่ี 2  การยอมสีโปรตีนในเจล 

เตรียม staining solution โดยใช 0.1% coomassie brilliant blue R-250 ผสมลงใน 40% 
methanol และ 10% acetic acid เพื่อใชยอมแผนเจลท่ีได แชท้ิงไวประมาณ 15 นาที (เขยาแผนเจลท่ี
แชสียอมไวดวย shaker ความเร็ว 50 รอบตอนาที) จากนั้นทําการ destain สีท่ียอมเจลดวยสารผสม
ของ 10% methanol และ 10% acetic acid เปล่ียนสารละลายท่ีใช destain หลาย ๆ คร้ัง จนเห็นแถบ
สีน้ําเงินของโปรตีนอยางชัดเจน 
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นําเจลท่ีผานการ destain แลวมาทําใหแหง โดยมาแชใน methanol 10% ประมาณ 10-15 
นาที เพื่อใหเจลไมเปราะขาดงาย แลวจึงนําไปทําใหเจลแหงบนกระดาษแกวเซลโลเฟน ทําการ
บันทึกภาพถายผลแถบโปรตีนท่ีไดจากเจลท่ีแหงแลว จากนั้นจึงนําภาพถายมาอานคาน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนดวยโปรแกรม Gene Tools version 3.06 ตอไป 
 
 


