
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 
3.1 การศึกษา Bt isolate ท่ีพบในดินในจังหวัดเชียงใหม 
 

3.1.1 การเก็บตัวอยางดินและการแยกเชื้อออกจากตัวอยางดิน 
 มี 2 ข้ันตอนดงันี้ 
 ข้ันตอนท่ี 1 การเก็บตัวอยางดิน 

ทําการสุมเก็บตัวอยางดินดวยวิธี simple random sampling จากพ้ืนท่ีท่ีไมไดทําการเกษตร
ในแหลงตาง ๆ ตามธรรมชาติของจังหวัดเชียงใหม และทําการเก็บตัวอยางดินดวยวิธีของ 
Attathom et al. (1996) โดยเก็บดินท่ีความลึก 3-5 เซนติเมตรจากผิวหนาดิน และบรรจุใน
ถุงพลาสติกท่ีผานการฆาเช้ือแลว บันทึกวันและสถานท่ีเก็บตัวอยาง จากนั้นนําตัวอยางดินมาเก็บไว
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําดินเพื่อไปศึกษาในข้ันตอนตอไป 

 
 ข้ันตอนท่ี 2 การแยกเช้ือออกจากตัวอยางดิน  

ทําการแยกเช้ือแบคทีเรียออกจากเช้ืออ่ืนท่ีปะปนอยูในดินโดยนําตัวอยางดินจํานวน 1 กรัม 
ผสมน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือแลว  9 มิลลิลิตร ภายในหลอดทดลองท่ีผานการฆาเช้ือแลว (sterile 
distilled water) ผสมใหเขากันดวยเคร่ือง mixer นาน 5 นาที เพื่อใหเช้ือจุลินทรียกระจายตัวและแยก
ช้ันออกจากดิน จากน้ันต้ังท้ิงไว 20 นาที เพื่อใหดินตกตะกอน แลวเทน้ําใสท่ีอยูสวนบนใสใน
หลอดทดลองหลอดใหม นําไปแชในอางน้ํารอนท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ก็จะได
สารละลายดิน 

นําสารละลายดินมาเจือจางลง 10 เทา (serial dilution) ดวยน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือแลวใน
อัตราสวน 9:1 โดยใชน้ํากล่ันจํานวน 1.8 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายดินจํานวน 0.2  มิลลิลิตร 
จากน้ันทําการเจือจางใหไดความเขมขนจนไดสารละลายดินท่ีความเขมขน 10-3, 10-4 และ 10-5 
ตามลําดับ สําหรับทําการ spread plate เพื่อแยกเช้ือตอไป 

เตรียมอาหารวุนสําหรับการ spread plate โดยใช nutrient agar อัตรา 20 กรัมตอน้ํา 1,000 
มิลลิลิตร นํามาฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
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แลวเทใสในจานแกว (petri dish) อาหารเล้ียงเช้ือ เก็บไวใน incubator ปลอยใหผิวหนาอาหารแหง
จึงจะนําไปใช 

จากนั้นนําสารละลายดินท่ีระดับความเขมขน 10-3, 10-4 และ 10-5 มาทําการ spread plate 
โดยหยดสารละลายดินจํานวน 100 ไมโครลิตร ลงบนจานอาหารเล้ียงเชื้อท่ีเตรียมไว เกล่ียดวยแทง
แกว และนําไปบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นทําการ
เลือกเก็บกลุมเช้ือ (colony) ท่ีมีลักษณะขาวขุน ขนาดใหญ ผิวหนาโคโลนีดานไมเปนมันวาว และมี
ขอบไมเรียบ ซ่ึงเปนลักษณะของโคโลนีเช้ือ Bt บันทึกผลจํานวนเช้ือ Bt isolate ท่ีไดในแตละ
ตัวอยางดินท่ีเก็บมา จากนั้นนํากลุมเช้ือท่ีแนใจวาเปนเช้ือ Bt เข่ียลงในหลอดอาหารเอียง (slant agar) 
และนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เพื่อเตรียมทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
ทดสอบประสิทธิภาพในการฆาหนอนกระทูหอมตอไป   

 
3.1.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bt isolate 
นําเช้ือ Bt ท่ีแยกออกจากตัวอยางดินมาทําใหเปนเช้ือบริสุทธ์ิ ดวยวิธี streak plate นํา

โคโลนีเดี่ยว (single colony) ท่ีไดมาใสสไลดดวยวิธีการ wet mount technique เพื่อตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือดวยการตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 1,500 เทา 
ซ่ึงถาเปนเช้ือ Bt จะพบเซลลท่ีมีรูปรางเปนทอนตรง มีผลึกโปรตีน และสปอรอยูภายในเซลล ทํา
การบันทึกลักษณะรูปรางของผลึกโปรตีนของเช้ือ Bt แตละ isolate จากนั้นเก็บเช้ือโคโลนีเดี่ยวอีก
สวนหนึ่งไปเล้ียงตอดวยอาหารเหลว (nutrient broth) สําหรับใชเปน stock culture ซ่ึงจะเก็บไวใน
กลีเซอลีนความเขมขน 30 เปอรเซ็นต โดยใชเช้ือ Bt จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับกลีเซอลีนความ
เขมขน 30 เปอรเซ็นต จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาดเล็กท่ีมีฝาปด และนําไปเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการฆาหนอนกระทูหอม (Spodoptera exigua (Hübner))  
ในหองปฏิบัติการ 

 
ทําการทดสอบประสิทธิภาพความเปนพิษของ Bt  isolate ตาง ๆ ท่ีแยกออกมาไดจากดิน

กับแมลงอาศัย โดยทําการทดสอบดวยวิธี diet plug method กับหนอนกระทูหอมวัย 2 ท่ีเล้ียงขยาย
ดวยอาหารเทียมเล้ียงแมลง ซ่ึงมีวิธีการเล้ียงขยายปริมาณดังนี้ 

 
การเล้ียงขยายปริมาณหนอนกระทูหอมเพือ่ใชในการทดสอบ 
ทําการเก็บหนอนกระทูหอมท่ีอยูตามธรรมชาติในแปลงปลูกพืช มาเล้ียงดวยอาหารเทียม

เล้ียงแมลงโดยตองเล้ียงหนอนท่ีเก็บมาไวในหองกักกันโรคกอนเพื่อตรวจดูวามีโรคปะปนติดมากับ
หนอนหรือไม โดยเล้ียงไวอยางนอย 2 วงจรชีวิต เพื่อใหม่ันใจวาเม่ือนําไปเพิ่มปริมาณจะไมเกิด
ปญหาโรคระบาด 

เม่ือเล้ียงหนอนท่ีผานการกักกันโรคแลวจนเจริญเขาดักแด ทําการคัดเลือกดักแดเพศผูและ
เพศเมียท่ีมีสภาพสมบูรณ เพื่อใชเปนพอแมพันธุ โดยนําดักแดใสในโปะตะเกียงแกวขนาด
เสนผาศูนยกลาง 20 เซนติเมตร จํานวน 10 คูตอโปะ ปดดานบนโปะดวยผาขาวบางและหอย
แผนกระดาษทิชชูไวดานในเพื่อใชเปนท่ีวางไขของแมผีเส้ือและใสสําลีชุบน้ําผสมน้ําผ้ึงสําหรับเปน
อาหารของผีเส้ือ ทําการเก็บแผนไขทุก 2 วันพรอมท้ังเปล่ียนแผนกระดาษใหมใสลงไปดวย  

ไขของผีเส้ือหนอนกระทูหอมท่ีเก็บไดตองมีการปองกันการเกิดระบาดของโรคไวรัสและ
โปรโตซัวท่ีสามารถถายทอดจากแมผีเส้ือซ่ึงติดมากับเปลือกไข โดยแชไขผีเส้ือในสารละลาย 
sodium hypochlorite 0.05 เปอรเซ็นต นาน 10 นาที หรือในสารละลาย formalin 10 เปอรเซ็นต นาน 
30 นาที จากนั้นนําไปลางน้ําสะอาด 1-2 คร้ัง แลวนําไปใสในภาชนะท่ีมีน้ําไหลผานเบา ๆ 5-10 
นาที  จากนั้นนํามาผ่ึงใหแหงแลวนํามาใสภาชนะเล้ียงท่ีมีความช้ืนสูง รอการฟกของไขตอไป 

นําไขผีเส้ือท่ีผานการทําความสะอาดแลวมาใสในถวยพลาสติกขนาด 2 ออนซ ซ่ึงมีอาหาร
เทียมเล้ียงแมลงอยูภายใน ถวยละประมาณ 100 ฟอง เล้ียงไวท่ีอุณหภูมิหอง ปลอยไวใหไขฟกเปน
ตัวหนอนและกินอาหารท่ีอยูในถวย จนกระทั่งหนอนเจริญจนถึงวัย 3 จะทําการคัดเลือกหนอนท่ีมี
ความสมบูรณแข็งแรง ลําตัวมีสีสด มีการเจริญเติบโตสมํ่าเสมอเพื่อเปนพอและแมพันธุ โดยคัดแยก
ใสในถวยพลาสติกขนาด 2 ออนซ ท่ีมีอาหารเทียม ถวยละ 1 ตัว เล้ียงจนหนอนเขาดักแด จึงนํามา
คัดแยกเพศเพื่อใชทําเปนพอแมพันธุตอไป ทําการเล้ียงจนไดหนอนรุนท่ี F2 จึงนําหนอนวัย 2 มาใช
ในการทดลอง 
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3.2.1 การทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตน (Preliminary screening test) 
เนื่องจาก เช้ือ Bt ท่ีแยกไดออกมาจากดินมีเปนจํานวนมาก ดังนั้นเพื่อความสะดวกและ

รวดเร็วตอการตรวจสอบความเปนพิษของเชื้อ จึง ตองใชวิธีการทดสอบประสิทธิภาพในเบ้ืองตน 
เพื่อทําการคัดเลือกเช้ือ Bt isolate ท่ีสามารถฆาหนอนไดจริงออกมากอนโดยทําการทดสอบดวย
วิธีการ diet plug method ซ่ึงมีวิธีการดังนี้ 

เล้ียงเช้ือ Bt isolate บนอาหารแข็งเล้ียงเช้ือเปนเวลา 48 ช่ัวโมงแลว ทําการผสมเช้ือ Bt 
isolate ปริมาณ 4 loopfull ตอน้ํากล่ันน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร ทําการเจาะอาหารเทียมเล้ียงแมลงดวยท่ี
เจาะจุกคอรกเบอร 1 ใหมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 3.5 มิลลิเมตร สูง 3 มิลลิเมตร วางบนจานอาหารท่ี
ผานการฆาเช้ือแลว จากนั้นหยดสารละลายเช้ือ Bt ท่ีเตรียมไวลงบนกอนอาหารเทียม กอนละ 5 
ไมโครลิตร และต้ังท้ิงไวใหแหง (ภาพ 5 และ 6) คัดเลือกหนอนกระทูหอมวัย 2 ท่ีมีขนาดใกลเคียง
กัน และปลอยใหอดอาหารประมาณ 1 ช่ัวโมง เพื่อเตรียมไวสําหรับทําการทดสอบ หลังจากนั้นนํา
อาหารเทียมท่ีหยดเช้ือแลวใสในหลอดพลาสติกขนาด 3 มิลลิลิตร (ภาพ 7) พรอมท้ังเข่ียหนอน
กระทูหอมลงในหลอด หลอดละ 1 ตัว 

ในการทดลองครั้งนี้ไดทําการทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตนท่ีมีตอหนอนกระทูหอมวัย 2
จํานวน 3 คร้ัง แตละคร้ังทํา 3 ซํ้า ๆ ละ 10 ตัว ซ่ึงในการทดสอบคร้ังท่ี 1 ไดคัดเลือก Bt isolate ท่ีทํา
ใหหนอนตาย 50 เปอรเซ็นตข้ึนไปมาทําการทดสอบซํ้าในคร้ังท่ี 2 และ คร้ังท่ี 3 ดวยวิธีการเดิม แต
ใชเช้ือ Bt isolate ในการทดสอบ 1 loopfull ตอน้ํากล่ันน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร ในแตละ isolate จากนัน้
จึงคัดเลือก Bt isolate ท่ีทําใหหนอนตาย 50 เปอรเซ็นตข้ึนไปเพื่อนําไปศึกษา insect bioassay ตอไป 

 
3.2.2 Insect bioassay 
ทําการทดสอบดวยวิธี diet plug method เชนเดียวกับการทดสอบประสิทธิภาพเบ้ืองตน 

โดยวางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) มี 10 กรรมวิธี แตละกรรมวิธี
ปรับความเขมขนของเช้ือท่ี 1 x 107 cfu/ml โดยใช Bt subsp. kurstaki  HD-1 และ Bt subsp. aizawai 
(Xentari) เปนกรรมวิธีเปรียบเทียบ และใหน้ําเปลาเปนกรรมวิธีควบคุม ซ่ึงแตละกรรมวิธีทํา 5 ซํ้า 
แตละซํ้าใชหนอนกระทูหอมวัย 2 ซํ้าละ 20 ตัว 

บันทึกผลการตายของหนอนท่ี 3, 5 และ 7 วัน ทําการวิเคราะหทางสถิติโดยใชโปรแกรม 
IRRISTAT และเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารฆาแมลงดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test 
(DMRT) ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต 
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ภาพ 5 การหยดเช้ือ Bt ลงในกอนอาหารเทียม 
 
 
 

 
 

ภาพ 6 กอนอาหารเทียมท่ีหยดเช้ือแลว 
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ภาพ 7 หลอดพลาสติกขนาด 3 มิลลิลิตรและกอนอาหารเทียม 
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3.3 การศึกษาผลึกโปรตีนดวยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel  
Electrophoresis (SDS-PAGE) 
 
นําเช้ือ Bt isolate ท่ีผานการทดสอบประสิทธิภาพดวยวิธี insect bioassay กับหนอนกระทูหอม

แลว มาเล้ียงขยายในอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient broth เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาทําการสกัด
โปรตีนเพื่อศึกษาขนาดของโปรตีนโดยใชเทคนิค SDS-PAGE ตามวิธีของ Laemmli (1970) มี 2 
ข้ันตอนดังนี้ 

 
ข้ันตอนท่ี 1 การสกัดโปรตีนและการแยกขนาดของโปรตีน 

นําเช้ือ Bt ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ใสใน microtube แลวนําไปเขาเครื่อง centrifuge ปน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อทําใหโปรตีน
หลุดออกมาจากเซลล  จากนั้นดูดน้ําสวนบนท้ิงแลวเติมน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเ ช้ือแลว  400 
ไมโครลิตร และนําไปเขาเคร่ือง centrifuge อีกคร้ังเพื่อทําการลางโปรตีนท่ีไดใหสะอาด 

จากนั้นใช pipett ดูดน้ําสวนบนท้ิงใหเหลือแตโปรตีนท่ีตกตะกอนในกนหลอด แลวเติมน้ํา
กล่ันท่ีผานการฆาเช้ือแลว 20 ไมโครลิตร ใชปลาย tip กวนโปรตีนในหลอดใหละลาย หลังจากนั้น
เติม 4X loading buffer จํานวน 20 ไมโครลิตร ลงในตัวอยางโปรตีน แลวผสมใหเขากันและนําไป
ตมในน้ําเดือดนาน 10 นาที จากนั้นนําเขาเคร่ือง centrifuge ท่ี 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที  

นําตัวอยางโปรตีนท่ีผสมกับ 4X loading buffer แลว load ลงใน polyacrylamide gel ท่ีอยู
ในชุด electrophorsis ท่ีเตรียมไวแลวลงในชอง (well) ชอง ละ 10 ไมโครลิตร โดยให load standard 
marker 3 ไมโครลิตรลงในชองแรก เพื่อใชเปนตัวเปรียบเทียบท่ีทราบน้ําหนักโมเลกุล เดินเคร่ือง 
electrophorsis โดยใชกระไฟฟาคงท่ีท่ี 100 volt จนกระท่ังเห็นโปรตีนเคล่ือนท่ีมาจนถึงปลายลาง
ของเจลจึงปดเครื่อง 

 
ข้ันตอนท่ี 2  การยอมสีโปรตีนในเจล 

เตรียม staining solution โดยใช 0.1% coomassie brilliant blue R-250 ผสมลงใน 40% 
methanol และ 10% acetic acid เพื่อใชยอมแผนเจลท่ีได แชท้ิงไวประมาณ 15 นาที (เขยาแผนเจลท่ี
แชสียอมไวดวย shaker ความเร็ว 50 รอบตอนาที) จากนั้นทําการ destain สีท่ียอมเจลดวยสารผสม
ของ 10% methanol และ 10% acetic acid เปล่ียนสารละลายท่ีใช destain หลาย ๆ คร้ัง จนเห็นแถบ
สีน้ําเงินของโปรตีนอยางชัดเจน 
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นําเจลท่ีผานการ destain แลวมาทําใหแหง โดยมาแชใน methanol 10% ประมาณ 10-15 
นาที เพื่อใหเจลไมเปราะขาดงาย แลวจึงนําไปทําใหเจลแหงบนกระดาษแกวเซลโลเฟน ทําการ
บันทึกภาพถายผลแถบโปรตีนท่ีไดจากเจลท่ีแหงแลว จากนั้นจึงนําภาพถายมาอานคาน้ําหนัก
โมเลกุลของโปรตีนดวยโปรแกรม Gene Tools version 3.06 ตอไป 
 
 


