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บทคัดย่อ 

 การศึกษาวิจัยครัÊ งนีÊ มีว ัตถุประสงค์เพืÉอประเมินประสิทธิภาพของแบคทีเรีย Lysinibacillus 

sphaericus (L. sphaericus) ทีÉเพาะเลีÊยงจากสิÉงเหลือทิÊงในครัวเรือน ไดแ้ก่ นํÊ ากากถัÉวเหลือง นํÊ ามะพร้าวแก่ 

และนํÊ าซาวขา้ว โดยอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉใชท้ดสอบแต่ละชนิดจะถูกเติมนํÊ าตาลทีÉระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ Ř, 

2.5 และ ŝ แล้วนําไปทดสอบกับลูกนํÊ ายุงรําคาญสายพนัธุ์ห้องปฏิบัติการ (NIH strain) ระยะ Ŝ ตอนต้น 

ผลทดสอบพบว่านํÊ ากากถัÉวเหลืองทีÉไม่มีการเติมนํÊ าตาล มีประสิทธิภาพสูงทีÉสุดในการกาํจดัลูกนํÊ ายุงรําคาญ

เมืÉอเปรียบเทียบกบันํÊ ามะพร้าวแก่ และนํÊ าซาวขา้ว โดยมีค่า LC50 เท่ากบั Ř.ŜŚ ppm จากการศึกษาความคงตวั

ในระหวา่งการเก็บรักษาแบคทีเรีย L. sphaericus ทีÉไดจ้ากนํÊากากถัÉวเหลืองทีÉอุณหภูมิ Śś-ŚŠ ºC และ 25-35 ºC 

นาน 12 เดือน พบว่าแบคทีเรีย L. sphaericus เก็บทีÉอุณหภูมิ Śś-ŚŠ ºC มีประสิทธิภาพในการกาํจดัลูกนํÊ ายุง

รําคาญไดดี้กว่าแบคทีเรียทีÉเก็บทีÉอุณหภูมิ Śŝ-śŝ ºC ดงันัÊน กากถัÉวเหลืองสามารถนาํมาใชเ้ป็นอาหารเลีÊยงเชืÊอ

ทีÉมีประสิทธิภาพสําหรับการผลิตแบคทีเรีย L. sphaericus ในราคาประหยดั และแบคทีเรีย L. sphaericus ทีÉ

ไดค้วรเก็บไวที้Éอุณหภูมิ Śŝ-śŝ ºC เพืÉอรักษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการกาํจดัลูกนํÊายุงรําคาญให้คงอยู่

ตลอดอาย ุ12 เดือน 
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Abstract 

This study aimed to determine the efficacy of Lysinibacillus sphaericus cultured from household 

waste culture materials, including soy pulp water, mature coconut water, and rice washing water. Each test 

medium was supplemented with sugar at concentrations of 0%, 2.5%, and 5%, and then tested against the 

early fourth instar larvae of the laboratory strain (NIH strain) of Culex quinquefasciatus. The results showed 

that soy pulp water without added sugar was the most effective in controlling the mosquito larved, with 

LC50 of 0.42 ppm when compared with mature coconut water and rice washing water. In a study on storage 

stability, L. sphaericus from soy pulp water was stored at temperatures of 23-28 ºC and 25-35 ºC for 12 

months. The results showed that storage of L. sphaericus stored at 23-28 ºC was more effective against Cx. 

quinquefasciatus larvae than when stored at 25-35 ºC. Therefore, soy pulp could be considered a cost-

effective medium for economical production of L. sphaericus toxins, and L. sphaericus should be stored at 

temperatures between 25-35 ºC to maintain its efficacy against Cx. quinquefasciatus larvae throughout the 

year).   

Keywords:  Culex quinquefasciatus, Lysinibacillus sphaericus, soy pulp water, mature coconut water, rice 

washing water  
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บทนํา 

 หลงัจากประเทศไทยเขา้สู่ประชาคมเศรษฐกิจอาเซียน ทาํให้มีการเคลืÉอนยา้ยของประชากรจาก

ประเทศเพืÉอนบา้นเขา้สู่ประเทศไทยเพิÉมขึÊน ส่งผลใหค้นไทยมีความเสีÉยงต่อการเกิดโรคติดต่อขา้มพรมแดน

มากขึÊน ทัÊงโรคติดต่อจากคนสู่คนโดยตรงและโรคติดต่อนําโดยยุงรําคาญ เช่น โรคเทา้ช้าง และไขส้มอง

อกัเสบเจอี (Japanese encephalitis; JE)  องคก์ารอนามยัโลก (WHO) ไดจ้ดัใหโ้รคเทา้ชา้งเป็นโรคอนัดบัสอง

ทีÉก่อให้เกิดความพิการถาวรทัÉวโลก โดยพบการระบาดในประเทศเขตร้อน ปัจจุบนัโรคเทา้ช้างยงัคงเป็น

ปัญหาทางสาธารณสุขของประเทศเมียนมาร์ โดยพบในอุบัติการณ์ทีÉสูง อย่างไรก็ตามในปี พ.ศ. ŚŝŞŘ 

ประเทศไทยไดรั้บการประกาศวา่สามารถกาํจดัโรคเทา้ชา้งไดแ้ลว้ หลงัจากดาํเนินการกาํจดัมาตัÊงแต่ปี พ.ศ. 

2544(1)  แต่ไม่ไดห้มายความวา่จะไม่พบผูป่้วยโรคเทา้ชา้งในประเทศไทย เพียงแต่เป็นการลดการแพร่ระบาด

ของโรคจนเหลือตํÉาลง นอกจากนีÊการทีÉแรงงานจากประเทศเมียนมาร์เขา้มาทาํงานและอาศยัในประเทศไทย

เป็นจาํนวนมากถึง ś ลา้นคน(1) ถึงแมจ้ะมีการป้องกนัโรคโดยการจ่ายยารักษาโรคเทา้ชา้งให้กบัแรงงานชาว

เมียนมาร์อยา่งต่อเนืÉองเป็นเวลานานหลายปี แต่ความเสีÉยงของโรคเทา้ชา้งทีÉจะกลบัมาแพร่ระบาดก็ยงัคงมีอยู่ 

เนืÉองจากแรงงานเหล่านีÊ มีการเคลืÉอนยา้ยกลบัไปประเทศ จึงมีโอกาสรับเชืÊอโรคเทา้ชา้งจากประเทศตนเอง

กลบัมาอีก  นอกจากนีÊ ยุงรําคาญเป็นพาหะนาํโรคไขส้มองอกัเสบเจอี ซึÉ งโดยส่วนใหญ่พบโรคนีÊ ในเด็กอายุ 

5–10 ปี และพบการแพร่ระบาดในภาคเหนือช่วงฤดูฝนมากกว่าภาคอืÉนๆ ประเทศไทยไดด้าํเนินการฉีด

วคัซีนโรคไขส้มองอกัเสบเจอีชนิดเชืÊอตายใหแ้ก่เด็กครอบคลุมพืÊนทีÉทัÉวประเทศตัÊงแต่ พ.ศ. 2533  แตจ่ากการ

ตรวจวิเคราะห์ภาวะภูมิคุม้กนัต่อโรคไขส้มองอกัเสบเจอีจากตวัอยา่งนํÊ าเหลืองพบว่าประชากรไทยประมาณ

ครึÉ งหนึÉงยงัคงมีความไวต่อการติดเชืÊอไขส้มองอกัเสบเจอี(2) ดงันัÊนความเสีÉยงของการเกิดโรคไขส้มองอกัเสบ

เจอีในประเทศไทยจึงยงัคงมีอยู ่จากขอ้มูลความเสีÉยงของโรคเทา้ชา้งและไขส้มองอกัเสบเจอีแสดงใหเ้ห็นว่า

การกาํจดัยงุรําคาญเพืÉอลดความเสีÉยงของการเกิดโรคจึงมีความสาํคญั ซึÉงการกาํจดัยงุนิยมใชส้ารเคมีกาํจดัใน

ระยะทีÉเป็นลูกนํÊ าและยุงตวัเต็มวยั  อย่างไรก็ตามพบว่าสารเคมีเหล่านีÊ มีอนัตรายต่อสุขภาพ และเมืÉอใช้เป็น

เวลานานจะทาํให้ยุงทีÉรอดชีวิตเกิดการดืÊอต่อสารเคมีกาํจดัแมลง(3)  ส่งผลให้การกาํจดัยุงยุ่งยากซับซ้อนขึÊน  

ตลอดจนเกิดปัญหาสารเคมีตกคา้งเป็นพิษต่อระบบนิเวศ  ดงันัÊนการใชจุ้ลินทรียจ์ากธรรมชาติทีÉมีคุณสมบติั

ก่อโรคในแมลงจึงเป็นทางเลือกทีÉน่าสนใจ  โดยเฉพาะจุลินทรีย ์Lysinibacillus sphaericus (L. sphaericus) 

ซึÉงสามารถผลิตโปรตีนทีÉเมืÉอลูกนํÊายงุกินเขา้ไปแลว้ ผลึกโปรตีนนีÊจะละลายในสภาวะทีÉเป็นด่างในกระเพาะ

ของลูกนํÊายงุ และทาํลายเยืÉอบุทางเดินอาหาร ทาํใหลู้กนํÊาตายในทีÉสุด มีประสิทธิภาพในการกาํจดัลูกนํÊ าไดดี้

และมีผลกระทบต่อสิÉงมีชีวิตอืÉนในระดบัตํÉา เนืÉองจากพิษของแบคทีเรียมีความจาํเพาะเจาะจงสูง โดยไม่ทาํ

ใหเ้กิดอนัตรายต่อแมลงชนิดอืÉนทีÉไม่ใช่ยงุ รวมทัÊงสัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงั และสัตวมี์กระดูกสันหลงั (4) 

 เนืÉองจากผลิตภณัฑ์จุลินทรียก์าํจดัแมลงทีÉจาํหน่ายในประเทศไทยมีราคาแพง และหาซืÊอได้ยาก 

ดงันัÊนการคิดคน้วิธีการผลิตชีวภณัฑก์าํจดัลูกนํÊ ายุงจากจุลินทรียที์Éใชต้น้ทุนนอ้ยและมีขัÊนตอนการผลิตทีÉไม่

ยุ่งยาก สามารถทาํไดใ้นระดบัครัวเรือนจึงเป็นสิÉงสําคญั เพืÉอนาํไปสู่การลดประชากรยุงรําคาญเพืÉอเป็นการ
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ป้องกนัการเกิดโรคติดต่อทีÉนาํโดยยุงพาหะ รวมทัÊงยงัช่วยให้ประชาชนลดค่าใชจ่้ายในการซืÊอสารเคมีกาํจดั

แมลง ตลอดจนลดอนัตรายจากผลขา้งเคียงของสารเคมีเหล่านีÊ ดว้ย การศึกษาครัÊ งนีÊ จึงไดค้ิดคน้สูตรอาหาร

เลีÊยงเชืÊอทีÉไดจ้ากสิÉงเหลือทิÊงในครัวเรือน และมีขัÊนตอนการเพาะเลีÊยงเชืÊอทีÉไม่ยุง่ยากแต่มีประสิทธิภาพกาํจดั

ลูกนํÊ ายุงรําคาญไดดี้ ดงันัÊนผูว้ิจยัจึงคดัเลือกนํÊ ามะพร้าวแก่  เพืÉอศึกษาสูตรอาหารทีÉเหมาะสําหรับเพาะเลีÊยง

จุลินทรียก์าํจดัลูกนํÊายุงจากสิÉงเหลือทิÊงในครัวเรือน ผูว้ิจยัไดค้ดัเลือกนํÊ ามะพร้าวแก่ กากถัÉวเหลืองจากการทาํ

นํÊ านมถัÉวเหลือง และนํÊ าซาวขา้ว มาใชใ้นการเพาะเลีÊยงเชืÊอจุลินทรียก์าํจดัลูกนํÊ ายุงรําคาญ  โดยจากรายงาน

พบว่านํÊ ามะพร้าวแก่มีส่วนประกอบหลกัคือ นํÊ าตาลชนิดละลายนํÊ าได ้(soluble sugar) โปรตีน เกลือแร่ และ

วิตามิน(5) นอกจากนีÊ ยงัมีสารทีÉช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตจุลินทรีย์(6 ทีÉผ่านมาพบว่ามีนกัวิจยัหลายท่านได้

นํานํÊ ามะพร้าวแก่ไปใช้เพาะเลีÊ ยงจุลินทรีย์กําจัดลูกนํÊ า  เ ช่น Bacillus thuringiensis israelensis(7-8), L. 

sphaericus (9)  และ Escherichia coli(10)  ส่วนกากถัÉวเหลืองซึÉ งเป็นผลพลอยได้จากการทาํนํÊ านมถัÉวเหลือง 

ประกอบดว้ยโปรตีนสูงถึง ร้อยละ Śŝ ไขมนั ร้อยละ řŘ และยงัมีเส้นใย วิตะมินวิตามินและแร่ธาตุต่างๆ(11)  

กากถัÉวเหลืองมีสารอาหารทีÉมีประโยชน์จึงใช้เป็น substrate สําหรับการหมักเชืÊอชนิดต่างๆ ได้ดี เช่น 

Bacillus subtilis(12), B. natto(13)  และสาํหรับนํÊาซาวขา้ว มีส่วนประกอบหลกัคือคาร์โบไฮเดรท และมีวิตามิน

หลายชนิด ได้แก่ บีř บีŚ และบีś(ř4)  นักวิจยัของประเทศเวียดนามนํานํÊ าซาวข้าวมาใช้ในการเพาะเลีÊ ยง 

Streptococcus thermophilus เพืÉ อผ ลิ ต  Hyaluronic acid(15) พ บ ว่ า ไ ด้ผ ล ดี  ดัง นัÊ นง า นวิ จัย ใ น ค รัÊ ง นีÊ มี

วตัถุประสงค์เพืÉอศึกษาสูตรอาหารจากวตัถุดิบเหลือทิÊงทีÉสามารถใช้เพาะเลีÊยงเชืÊอ L. sphaericus ไดอ้ย่างมี

ประสิทธิภาพ รวมไปถึงการศึกษาระยะเวลาในการเก็บรักษาเชืÊอจุลินทรียที์ÉเพาะเลีÊยงในอาหารชนิดต่างๆ ทัÊง

ภายนอกและภายในหอ้งปฏิบติัการ 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

1. การเพาะเลีÊยงเชืÊอ Lysinibacillus sphaericus ด้วยอาหารทีÉได้จากสิÉงเหลือทิÊง 

สายพนัธ์ุแบคทีเรีย 

เ ชืÊ อ  L. sphaericus ทีÉ ใ ช้ใ นก า รศึ ก ษ า ค รัÊ ง นีÊ เ ป็ น แ บ ค ที เ รีย ส า ย พัน ธุ์ ท้อ ง ถิÉ น จา ก จัง ห วัด

พระนครศรีอยุธยา (ř6) ทีÉค้นพบโดยฝ่ายวิจัยและทดสอบแมลงทางชีววิทยา สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์

สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์ไดรั้บการทดสอบแลว้ว่ามีประสิทธิภาพสูงในการกาํจดัลูกนํÊ ายุง

รําคาญ รวมทัÊงไดผ้่านการทดสอบดว้ยวิธี Subchronic toxicity test จากห้องปฏิบติัการพิษวิทยา สถาบนัวิจยั

สมุนไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์วา่มีความปลอดภยัต่อสัตวท์ดลอง (17)  

การเตรียมหัวเชืÊอ 

เตรียมหัวเชืÊ อ L. sphaericus ด้วยการเพาะเลีÊ ยงในอาหารเหลว Nutrient broth นําไปเขย่าทีÉ

อุณหภูมิหอ้ง (Śś-ŚŠC) ความเร็วรอบ ŚŘŘ rpm เป็นเวลา 18 ชัÉวโมง วดัความขุ่นใหมี้ค่า OD600= 1 ดว้ยเครืÉอง
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สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Thermo Scientific) เพืÉอใหไ้ดเ้ชืÊอทีÉอยูใ่นช่วง log phase สาํหรับใชเ้ป็นหวัเชืÊอในการ

เพาะเลีÊยงดว้ยอาหารชนิดอืÉนเพืÉอใหมี้การสร้างสปอร์และผลึกโปรตีนทีÉเป็นพิษต่อลูกนํÊายงุ (toxin protein)  

สิÉงเหลือทิÊงทีÉใช้ทําอาหารเลีÊยงเชืÊอ 

สิÉงเหลือทิÊงทีÉใช้มี 3 ชนิด ไดแ้ก่ นํÊ ามะพร้าวแก่  กากถัÉวเหลือง  และนํÊ าซาวขา้ว  โดยทาํการเตรียม

จาํนวน 9 สูตร ประกอบดว้ยสูตรปกติทีÉไม่มีการเติมนํÊ าตาลทราย และสูตรทีÉแปรผนัปริมาณนํÊ าตาลทราย 

ดงันีÊ  

  ř.  นํÊามะพร้าวแก่ จาํนวน ś สูตร  

        ř)  นํÊามะพร้าวแก่ ไม่เติมนํÊาตาลทราย 

        2)  นํÊามะพร้าวแก่ เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ Ś.ŝ 

          3)  นํÊามะพร้าวแก่ เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ ŝ 

  2.  นํÊากากถัÉวเหลือง โดยนาํถัÉวเหลือง หนกั ŝŘ กรัมผสมนํÊา ปริมาตร ř ลิตร นาํไปทาํนํÊานมถัÉวเหลือง 

นาํกากทีÉได ้หนกั řŘ กรัม มาเติมนํÊา ปริมาตร řŘŘ มิลลิลิตร ไดเ้ป็นนํÊากากถัÉวเหลือง จาํนวน 3 สูตร  

                ř)  นํÊากากถัÉวเหลือง ไม่เติมนํÊาตาลทราย 

                Ś)  นํÊากากถัÉวเหลือง เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ Ś.ŝ 

                ś)  นํÊากากถัÉวเหลือง เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ ŝ 

  ś.  นํÊาซาวขา้ว ทีÉซาวจากขา้ว ŝŘŘ กรัมต่อลิตร  จาํนวน ś สูตร  

          ř)  นํÊาซาวขา้ว ไม่เติมนํÊาตาลทราย 

           2)  นํÊาซาวขา้ว เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ Ś.ŝ 

         3)  นํÊาซาวขา้ว เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ ŝ 

การเพาะเลีÊยงเชืÊอ L. sphaericus ในอาหารจากสิÉงเหลือทิÊง   

นาํหวัเชืÊอ L. sphaericus ทีÉมีค่า OD600= 1 ปริมาตร ř มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเพาะเลีÊยงแต่ละสูตร นาํไป

เขยา่ทีÉความเร็ว 200 rpm อุณหภูมิหอ้ง (Śś-ŚŠ C) เป็นเวลา 48 ชัÉวโมง   

 

Ś. การทดสอบประสิทธิภาพเชืÊอ L. sphaericus ในการกาํจัดลูกนํÊายุงรําคาญ 

ลูกนํÊายุงรําคาญ 

ลูกนํÊ ายุงรําคาญทีÉใชใ้นการทดสอบคือ Culex quinquefasciatus  ไดรั้บจากห้องเลีÊยงแมลง กลุ่มงาน

กีฏวิทยาทางการแพทย ์สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์(NIH strain)  โดย

เป็นลูกนํÊ าวยั Ŝ ตอนตน้ (early fourth instar larvae) ทีÉมีความสมบูรณ์แข็งแรง เคลืÉอนทีÉไดค้ล่องแคล่ววอ่งไว 

มีอายปุระมาณ 4-6 วนั ลาํตวัยาวประมาณ 4-5 มิลลิเมตร 
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การทดสอบประสิทธิภาพเพืÉอหาค่า LC50  

การประเมินประสิทธิภาพกาํจดัลูกนํÊ ายุงรําคาญเพืÉอหาค่าความเขม้ขน้ทีÉทาํให้ลูกนํÊ าตายร้อยละ 50 

(median lethal concentration: LC50)  ซึÉงเป็นค่าทีÉบ่งบอกถึงประสิทธิภาพในการกาํจดัลูกนํÊายงุรําคาญ หากค่า 

LC50 ตํÉาแสดงว่าจุลินทรียมี์ประสิทธิภาพกาํจดัลูกนํÊ ายุงรําคาญไดสู้ง เริÉมตน้ดว้ยการทดสอบเบืÊองตน้เพืÉอหา

ช่วงความเขม้ขน้ทีÉทาํให้ลูกนํÊ ายุงรําคาญตาย ดาํเนินการโดยนาํอาหารเหลวทีÉมีเชืÊอ L. sphaericus มาเจือจาง

ด้วยนํÊ ากรองครัÊ งละ řŘ เท่าให้มีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.1 – 1,000 ppm ปริมาตร řŘŘ มิลลิลิตรต่อถ้วย

ทดสอบ เตรียมความเขม้ขน้ละ 2 ซํÊา และเตรียมชุดควบคุมทีÉเป็นนํÊากรองอีก 2 ซํÊา นาํลูกนํÊายงุรําคาญ ระยะทีÉ 

4 ตอนตน้ ใส่ในถว้ยทดสอบๆ ละ 10 ตวั จากนัÊนอ่านผลการตายของลูกนํÊ ายุงรําคาญหลงัการทดสอบ 48 

ชัÉวโมง โดยนบัจาํนวนลูกนํÊ าเป็นทีÉยงัแข็งแรงและมีปฏิกิริยาตอบสนองต่อการเคาะถว้ยทดสอบและว่ายนํÊ า

ตามปรกติเมืÉอถูกสัมผสัดว้ยปลายไม ้แลว้คาํนวณอตัราตายของลูกนํÊายงุรําคาญ 

จากนัÊนเลือกช่วงความเขม้ขน้ทีÉไดจ้ากการทดสอบเบืÊองตน้ทีÉมีลูกนํÊ าตายร้อยละ 1-99  มาใชใ้นการ

ทดสอบแบบละเอียด โดยนาํอาหารเหลวทีÉมีเชืÊอ  L. sphaericus มาเจือจางครัÊ งละ Ś เท่า  ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 4 

- 6 ระดบั ทดสอบความเขม้ขน้ละ Ŝ ซํÊา และชุดควบคุมอีก 4 ซํÊา โดยใชป้ริมาณสารผสมถว้ยละ 100 มิลลิลิตร 

ใส่ลูกนํÊ ายุงรําคาญในถว้ยทดสอบๆ ละ 10 ตวั แลว้อ่านผลการตายของลูกนํÊ ายุงรําคาญหลงัการทดสอบ 48 

ชัÉวโมง ตามวิธีทีÉไดก้ล่าวแลว้ขา้งตน้ จากนัÊนคาํนวณหาค่าความ LC50 โดยใช้โปรแกรม Probit analysis(18)  

หลงัจากนัÊนคดัเลือกสูตรอาหารจากแต่ละวตัถุดิบทีÉเพาะเลีÊยงไดเ้ชืÊอ  L. sphaericus ทีÉมีประสิทธิภาพสูงใน

การกาํจดัลูกนํÊ ายุงรําคาญเพืÉอนาํไปศึกษาความคงตวัของประสิทธิภาพในระหว่างการเก็บรักษาเป็นเวลา 12 

เดือน 

การควบคุมคุณภาพและการหาค่าทางสถิติ 

1. กาํหนดใหอุ้ณหภูมิห้องทดสอบอยูที่É 25 ± 2 C   

2. นํÊาสะอาดทีÉใชท้ดสอบมีค่าความเป็นกรด-ด่าง อยูใ่นช่วง 6.8-7.2    

3. ดาํเนินการทดสอบซํÊา 4 ครัÊ ง แลว้คาํนวณหาค่าเฉลีÉยของ LC50  ค่า 95% confidence interval (95% 

CI) และค่า standard error (SE)  

4. ควบคุมคุณภาพการทดสอบโดยกาํหนดใหค้่า correlation coefficient (R) ไม่ตํÉากวา่ 0.96  

5. กรณีทีÉพบลูกนํÊาตายในชุดควบคุมร้อยละ 5-20 ใหป้รับค่าอตัราตายแทจ้ริงดว้ย Abbott’s 

formula(19)  

 

ś. การศึกษาประสิทธิภาพของเชืÊอ L. sphaericus ทีÉเกบ็รักษาในและนอกห้องปฏิบัติการ  

  นาํเชืÊอ L. sphaericus ทีÉเพาะเลีÊยงในอาหารสูตรต่างๆ (ทีÉผา่นการคดัเลือกแลว้) แบ่งเป็น 2 กลุ่ม กลุ่ม

แรกเก็บรักษาในห้องปฏิบัติการซึÉ งมีอุณหภูมิอยู่ในช่วง Śś -  28 C และกลุ่มทีÉ  2 เก็บรักษานอก

ห้องปฏิบัติการซึÉ งมีอุณหภูมิอยู่ในช่วง Ś5 - 35 C เป็นเวลา 12 เดือน โดยเก็บตัวอย่างนํามามาทดสอบ
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ประสิทธิภาพทุก Ŝ เดือน ดว้ยวิธีการทดสอบประสิทธิภาพเพืÉอหาค่า LC50 ทีÉระบุไวใ้นขอ้ 2 เพืÉอศึกษาความ

คงตวัของประสิทธิภาพในระยะเวลาและอุณหภูมิทีÉแตกต่างกนั  

 

4. การวิเคราะห์ข้อมูล 

 ผู ้วิจัยได้ใช้โปรแกรมสําเร็จรูป Probit analysis สําหรับหาค่า LC50 และโปรแกรม R ในการ

เปรียบเทียบระหว่างสูตรอาหารทีÉเก็บรักษาในและนอกห้องปฏิบติัการ ใชค้่า LCŝŘ เป็นตวัชีÊวดัประสิทธิภาพ 

วิเคราะห์ผลดว้ยวิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (one way ANOVA) เพืÉอหาความแตกต่างระหว่าง

สูตรอาหารและอุณหภูมิในการเก็บรักษาทีÉระดับนัยสําคญัทางสถิติ Ř.Řŝ จากนัÊนดาํเนินการเปรียบเทียบ

ค่าเฉลีÉยระหวา่งกลุ่มดว้ยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ในการเปรียบเทียบค่าเฉลีÉยรายคู่  

 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

การเพาะเลีÊยงเชืÊอ L. sphaericus ด้วยอาหารทีÉได้จากสิÉงเหลือทิÊงและการทดสอบประสิทธิภาพการกําจัด

ลูกนํÊายุงรําคาญ 

  จากการศึกษาการเพาะเลีÊยงเชืÊอ L. sphaericus ในอาหารจากสิÉงเหลือทิÊงทัÊง ś ชนิด รวม š สูตร และ

ทดสอบประสิทธิภาพในการกาํจดัลูกนํÊ ายุงรําคาญ Cx. quinquefasciatus ในระดับห้องปฏิบติัการจากการ

วิเคราะห์ขอ้มูลดว้ยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (one-way ANOVA) พบว่า มีสูตรอาหารสําหรับ

การเพาะเลีÊยงเชืÊอ L. sphaericus ดว้ยอาหารทีÉไดจ้ากสิÉงเหลือทิÊงอยา่งนอ้ย Ś สูตร ทาํให้ประสิทธิภาพในการ

กาํจดัลูกนํÊายงุรําคาญ Cx. quinquefasciatus ในระดบัหอ้งปฏิบติัการแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทีÉระดบั Ř.Řŝ 

(F = 5.81 และ p = .021) และไดผ้ลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสูตรอาหารแต่ละสูตร ไดผ้ลดงัตารางทีÉ 

1 
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ตารางทีÉ 1  LC50 ของ L. sphaericus ในอาหารทัÊงหมด š สูตร      

ลาํดับ สูตรอาหาร pH LC50 ± SE. (ppm) 

 สูตรนํÊามะพร้าวแก่   

1 นํÊามะพร้าวแก่ ไม่เติมนํÊาตาลทราย 5.40 1.24 ± 0.07b 

2 นํÊามะพร้าวแก่ เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ Ś.ŝ 5.43 1.22 ± 0.01b 

3 นํÊามะพร้าวแก่ เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ ŝ 5.42 0.96 ± 0.09b 

 สูตรนํÊากากถัÉวเหลือง   

4 นํÊากากถัÉวเหลือง ไม่เติมนํÊาตาลทราย 6.95 0.42 ± 0.03a 

5 นํÊากากถัÉวเหลือง เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ Ś.ŝ 6.93 0.46 ± 0.02a 

6 นํÊากากถัÉวเหลือง เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ ŝ 6.97 0.51 ± 0.01a 

 สูตรนํÊาซาวข้าว    

7 นํÊาซาวขา้ว ไม่เติมนํÊาตาลทราย 6.32  25.04 ± 1.58d 

8 นํÊาซาวขา้ว เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ Ś.ŝ 6.29 8.21 ± 0.14c 

9 นํÊาซาวขา้ว เติมนํÊาตาลทราย ร้อยละ ŝ 6.27 44.31 ± 0.18d 

Control Nutrient broth 6.97 0.55 ± 0.02a 

  หมายเหตุ : ค่าเฉลีÉยในคอลัมน์ทีÉ มีอักษรกํากับต่างกัน มีความแตกต่างกันทางสถิติทีÉ  P < 0.05 เมืÉอ

เปรียบเทียบดว้ย Duncan’s New Multiple Range test     

 

จากขอ้มูลในตารางทีÉ ř พบวา่อาหารจากนํÊากากถัÉวเหลืองเหมาะสาํหรับเพาะเลีÊยง L. sphaericus มาก

ทีÉสุด ไม่แตกต่างกบัการใช ้Nutrient broth ซึÉ งเป็นอาหารเลีÊยงเชืÊอมาตรฐานในห้องปฏิบติัการ รองลงมาคือ

อาหารเลีÊยงเชืÊอจากนํÊามะพร้าวแก่ ส่วนนํÊาซาวขา้วมีความเหมาะสมนอ้ยทีÉสุด ซึÉงจากการศึกษาเพิÉมเติมพบว่า

เมแทบอลิซึมของ L. sphaericus นัÊน ไม่สามารถย่อยสลายคาร์โบไฮเดรตได ้เนืÉองจากขาดเอนไซม์ ฟอส

โฟกลูโคไอโซเมอเรส (phospho-gluco isomerase : EC ŝ.ś.ř.š ) โดยแหล่งคาร์บอนในอาหารเลีÊ ยงเชืÊ อ

สําหรับแบคทีเรียชนิดนีÊ มักจะประกอบด้วย อะซีเตท (acetate) หรือกลีเซอรอล (glycerol) แทนกลูโคส 

(glucose) นอกจากนีÊ  สารประกอบไนโตรเจน เช่น อีธาโนลามีน (ethanolamine) ทรีโอนีน (threonine) และ

ไกลซีน (glycine) ก็สามารถถูกใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนทางเลือกสําหรับ L. sphaericus ได้

เช่นกนั(20) ซึÉ งเป็นไปตามผลการวิจยัทีÉพบว่า การเติมนํÊ าตาลทรายไม่ไดท้าํให้ประสิทธิภาพของอาหารเลีÊยง

เชืÊอทุกชนิดเพิÉมขึÊน  

จากรายงานการศึกษาทีÉผา่นมาพบวา่ มีกรดอะมิโนหลายชนิดทีÉมีส่วนสําคญัต่อการเจริญเติบโต การ

สร้างสปอร์และการผลิตสารพิษ ของ L. sphaericus และเนืÉองจากขาดเอนไซมบ์างชนิดทาํให้แบคทีเรียชนิด

นีÊ ไม่ส ามา รถสัง เคราะห์ก รดอะมิโ นทีÉ จํา เ ป็น บาง ส่วนไ ด้ เ ช่น  L-leucine, L-isoleucine, L-valine,  
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L-phenylalanine และ L-tyrosine(21) ทาํให้สันนิษฐานไดว้่า กากถัÉวเหลืองซึÉ งมีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบหลกั 

แ ล ะ มี ก รดอะ มิ โนหล า ย ช นิด  เ ช่ น  phenylalanine, methionine, threonine, valine, isoleucine, leucine, 

tryptophan และ lysine(22) จึงสามารถใหส้ารอาหารทีÉครบถว้นและเพียงพอต่อการเจริญเติบโต รวมไปถึงการ

สร้างสปอร์และการผลิตสารพิษ ของ L. sphaericus ได้มากกว่า นํÊ ามะพร้าวแก่ และนํÊ าซาวข้าว ทีÉ มี

องคป์ระกอบหลกัเป็นคาร์โบไฮเดรต 

นอกจากสารอาหารแล้ว พบว่าค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเลีÊ ยงเชืÊอก็มีส่วนสําคัญต่อการ

เจริญเติบโตและการสร้างสารพิษของ L. Sphaericus โดยช่วง pH ทีÉแบคทีเรียเจริญเติบโตไดดี้ทีÉสุดคือ pH 7 

– 8 (23) และสร้างสารพิษไดม้ากทีÉสุดทีÉ pH 7 (24) ซึÉ งอาหารเลีÊยงเชืÊอสูตรนํÊ ากากถัÉวเหลืองมีค่า pH ใกลเ้คียง 7 

มากทีÉสุด จึงมีประสิทธิภาพดีทีÉสุด แต่นํÊ ามะพร้าวแก่ทีÉมีค่า pH อยู่ในช่วง 5.40 – 5.42 กลบัมีประสิทธิภาพ

มากกว่านํÊ าซาวขา้วทีÉมี pH อยู่ในช่วง 6.27 – 6.32 น่าจะเป็นผลมาจากสารอาหารและองคป์ระกอบอืÉนๆ ของ

นํÊามะพร้าวแก่ทีÉมีความเหมาะสมมากกวา่ 

 

การศึกษาประสิทธิภาพของเชืÊอ L. sphaericus ในอาหารสูตรต่างๆ ทีÉเกบ็รักษาในและนอกห้องปฏิบัติการ  

คดัเลือกอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉมีประสิทธิภาพมากทีÉสุดของวตัถุดิบแต่ละชนิดซึÉงไดแ้ก่ นํÊ ากากถัÉวเหลือง

ทีÉไม่เติมนํÊาตาลทราย นํÊามะพร้าวแก่ทีÉเติมนํÊาตาลทรายร้อยละ ŝ และนํÊาซาวขา้วทีÉเติมนํÊ าตาลทรายร้อยละ Ś.ŝ 

มาติดตามประสิทธิภาพเมืÉอเก็บรักษาในและนอกห้องปฏิบติัการทุกสีÉ เดือน เป็นระยะเวลา 12 เดือน โดย

อุณหภูมิในห้องปฏิบติัการเท่ากบั Śś-ŚŠC และอุณหภูมิสําหรับเก็บนอกห้องปฏิบติัการเท่ากบั Śŝ - śŝ C 

จากการวิเคราะห์ขอ้มูลดว้ยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว พบว่า มีสูตรอาหารสําหรับการเพาะเลีÊยง

เชืÊอ L. sphaericus ทีÉเก็บรักษาในและนอกห้องปฏิบติัการอย่างน้อย 2 สูตร ทาํให้ประสิทธิภาพของเชืÊอ L. 

sphaericus ในอาหารสูตรต่าง ๆ แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทีÉระดับ 0.05 (F = 14.57 และ p = .02) และ

ไดผ้ลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสูตรอาหารแต่ละสูตร ไดผ้ลดงัตารางทีÉ Ś 
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ตารางทีÉ Ś  LC50 ของ L. sphaericus ในอาหารแต่ละสูตรทีÉเก็บภายในห้อง (Śś - ŚŠ C) และภายนอกห้อง (Śŝ 

- 35 C) เป็นระยะเวลา 12 เดือน  

 

สูตรอาหาร 
LC50 ± SE. (ppm) 

เริÉมต้น 
Ŝ เดือน Š เดือน řŚ เดือน 

 ในห้อง นอกห้อง ในห้อง นอกห้อง ในห้อง นอกห้อง 

Nutrient broth

(Control) 

0.16±0.

01a 

0.29±00.04a 0.87±0.11b 0.57±0.14b 3.42±0.15b 4.74±0.35b > 100b 

นํÊากากถัÉว

เหลืองไม่เติม

นํÊาตาลทราย 

0.10±0.

01a 

0.25±0.01a 0.27±0.04a 0.33±0.03a 0.43±0.03a 1.18±0.14a 1.92±0.15a 

นํÊามะพร้าวแก่

เติมนํÊาตาล

ทราย ร้อยละ 

5 

0.28±0.

06b 

0.34±0.08a 1.70±0.23c 0.89±0.12c 12.37±1.48c 23.97±0.97c > 100b 

นํÊาซาวขา้ว

เติมนํÊาตาล

ทราย ร้อยละ 

2.5 

2.74±0.

06c 

8.22±2.17b 25.76±0.65d 40.98±6.74d > 100d 52.31±0.44d > 100b 

หมายเหตุ : ค่าเฉลีÉยในแต่ละคอลมัน์ทีÉมีอกัษรกาํกับต่างกัน มีความแตกต่างกันทางสถิติทีÉ P < 0.05 เมืÉอ

เปรียบเทียบดว้ย Duncan’s New Multiple Range test     

 

  จากตารางทีÉ Ś เมืÉอเก็บอาหารแต่ละสูตรในหอ้ง (Śś - ŚŠ C) และนอกหอ้ง (Śŝ - śŝ C) เป็นเวลา 12 

เดือน พบว่าเชืÊอ L. sphaericus ในอาหารแต่ละสูตรมีประสิทธิภาพการกาํจดัลูกนํÊ ายุงรําคาญลดลงเรืÉอยๆ  

โดยการเก็บอาหารในห้องทาํให้ประสิทธิภาพลดลงน้อยกว่าการเก็บนอกห้องซึÉ งมีอุณหภูมิสูงกว่า ดงันัÊน

อุณหภูมิในการเก็บรักษามีผลต่อการลดประสิทธิภาพของเชืÊอ L. sphaericus เมืÉอพิจารณาการนําเชืÊอ L. 

sphaericus ในอาหารแต่ละสูตรไปใชง้าน โดยวดัจากค่า LC50 ทีÉไม่เกิน řŘŘ ppm พบว่าอาหารทุกสูตรทีÉเก็บ

ภายในห้องเป็นเวลา 12 เดือน ยงัคงมีค่า LC50 ตํÉากว่า 100 ppm แสดงว่าเชืÊอ L. sphaericus ในอาหารเหล่านีÊ

สามารถนาํไปใชก้าํจดัลูกนํÊ ายงุรําคาญได ้แต่ตอ้งเพิÉมปริมาณการใชใ้ห้มากขึÊนโดยเฉพาะนํÊ ามะพร้าวแก่เติม

นํÊ าตาลทรายร้อยละ ŝ และนํÊ าซาวขา้วเติมนํÊ าตาลทรายร้อยละ Ś.ŝ เนืÉองจากมีประสิทธิภาพลดลงมาก  ส่วน

เชืÊอ L. sphaericus ในอาหารทีÉเก็บภายนอกห้อง พบว่าอาหารทุกสูตรยกเวน้นํÊ ากากถัÉวเหลืองไม่เติมนํÊ าตาล
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ทรายเก็บไดเ้พียง 4-8 เดือน หากเก็บนานกว่านีÊ จะไม่สามารถนาํไปใชก้าํจดัลูกนํÊ ายุงรําคาญ โดยนํÊ าซาวขา้ว

เติมนํÊ าตาลทรายร้อยละ 2.5 มีประสิทธิภาพลดลงเร็วทีÉสุด (เก็บได้เพียง Ŝ เดือน)  อย่างไรก็ตามเมืÉอ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพการกาํจดัลูกนํÊายงุรําคาญของเชืÊอ L. sphaericus ในอาหารทัÊง Ŝ สูตร (รวม control) 

หลงัจากเก็บเป็นเวลา 12 เดือน พบวา่นํÊากากถัÉวเหลือง

ไม่เติมนํÊาตาลทรายมีประสิทธิภาพดีทีÉสุด รองลงมาคือ Nutrient broth, นํÊามะพร้าวแก่เติมนํÊาตาลทรายร้อยละ 

ŝ และนํÊาซาวขา้วเติมนํÊาตาลทรายร้อยละ Ś.ŝ ตามลาํดบั นอกจากนีÊพบวา่นํÊากากถัÉวเหลืองไม่เติมนํÊาตาลทราย

มีความคงตวัดีทีÉสุด สามารถเก็บไดน้านถึง  12 เดือน ทัÊงในและนอกห้อง (LC50 เท่ากบั 1.18 และ 1.92 ppm 

ตามลาํดบั) โดยทีÉยงัคงมีประสิทธิภาพในการกาํจดัลูกนํÊายงุรําคาญไดดี้    

  ทัÊ งนีÊ ในภาพรวมพบว่าเชืÊอ L. sphaericus ในอาหารแต่ละสูตรมีความคงตัวแตกต่างกันในช่วง

อุณหภูมิทีÉต่างกนั และมีประสิทธิภาพลดลงตามระยะการเก็บทัÊงในห้องและนอกห้องปฏิบติัการ ทัÊงนีÊ เกิด

จากหลายสาเหตุ ไดแ้ก่ อาหารทีÉเก็บรักษามีองค์ประกอบของสารอาหารทีÉเปลีÉยนแปลงไปจากเดิม หรือมี

ความเป็นกรด-ด่าง (pH) เปลีÉยนไป เซลล์จุลินทรียจึ์งไม่สามารถสร้างสารพิษได้เหมือนเดิม  อย่างเช่นนํÊ า

มะพร้าวแก่มีนํÊ าตาลเป็นองคป์ระกอบหลกั ไดแ้ก่ นํÊ าตาล sucrose glucose fructose(21) เมืÉอเก็บเป็นเวลานาน

ขึÊน นํÊ าตาลจะเกิดขบวนการหมกัจนอาหารมีสภาพเป็นกรด ทาํให้ pH ของนํÊ ามะพร้าวตํÉาลงจนทาํลายเซลล์

หรือทาํใหเ้ซลลมี์ประสิทธิภาพตํÉาลง  หรืออาจจะเกิดจากการทีÉเซลลจุ์ลินทรียมี์การเจริญเติบโตเตม็ทีÉจนเขา้สู่

ช่วง decline phase  ทาํให้เซลลบ์างส่วนตายจึงไม่มีการผลิตสารพิษ (toxin protein) เพิÉม หรืออาจเป็นเพราะ

อาหารถูกปนเปืÊ อนดว้ยจุลินทรียช์นิดอืÉนๆ เนืÉองจากอาหารเหล่านีÊ ไม่ไดรั้บการนึÉ งทาํลายเชืÊอดว้ยเครืÉองนึÉ ง

ความดนัสูง บางสูตรอาหาร เช่น นํÊ ามะพร้าวแก่ และนํÊ าซาวขา้ว นาํวตัถุดิบมาใช้เพาะเลีÊยงเชืÊอโดยไม่ผ่าน

ความร้อน  ส่วนนํÊ ากากถัÉวเหลืองได้จากนํÊ านมถัÉวเหลืองทีÉมีการตม้ให้เดือดก่อนแยกกากออกมา จึงมีการ

ปนเปืÊ อนจุลินทรียช์นิดอืÉนนอ้ยกวา่ 

 

สรุปผลการวิจัย 

 นํÊ ากากถัÉวเหลืองสามารถใช้เป็นอาหารเพาะเลีÊ ยงเชืÊอ L. sphaericus ทีÉมีต้นทุนตํÉา ทาํให้ได้เซลล์  

L. sphaericus ทีÉมีประสิทธิภาพในการกาํจดัลูกนํÊ ายุงรําคาญไดดี้ และยงัเป็นการนาํสิÉงเหลือทิÊงจากการทาํ

นํÊ านมถัÉวเหลืองมาใช้ให้เกิดประโยชน์  เมืÉอเก็บรักษาเชืÊอ L. sphaericus ทีÉเพาะเลีÊยงในนํÊ ากากถัÉวเหลืองใน

และนอกห้องปฏิบติัการในช่วงอุณหภูมิ 23 - 35 ºC เป็นระยะเวลา 12 เดือน  พบว่าเชืÊอมีประสิทธิภาพลดลง

เพียงเล็กน้อย  ยงัคงสามารถนาํไปใช้ประโยชน์ในการควบคุมลูกนํÊ ายุงรําคาญไดดี้ การศึกษาวิจยัในระยะ

ต่อไปควรนาํเชืÊอ L. sphaericus ทีÉเพาะเลีÊยงในนํÊ ากากถัÉวเหลืองไปทดสอบในแหล่งเพาะพนัธุ์จริงภาคสนาม

เพืÉอยืนยนัถึงการนาํไปใชค้วบคุมลูกนํÊ ายงุรําคาญไดจ้ริง ซึÉ งจะเป็นประโยชน์ต่อการป้องกนัโรคติดต่อต่างๆ 

ทีÉนาํโดยยงุรําคาญและช่วยลดการใชส้ารเคมีกาํจดัแมลงทีÉมีอนัตรายต่อสุขภาพของประชาชนต่อไป 
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