
 
 
 

บทที ่3 
วธิีการวจิัย 

 
1. วสัดุทีใ่ช้ทดลอง 
       1.1 เช้ือเห็ดยานางิ (Agrocybe cylindracea (Dc. ex Fr.) Maire.) และเช้ือเห็ดนางรมดอย  
(Pleurotus ostreatus cv. “Doi”.) จาก  ศูนยว์ิจยัเห็ดเขตหนาว ฝ่ายเทคโนโลยีการเกษตร สถาบนัวิจยั
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี   ตั้งอยู่
ภายในสถานีวจิยัดอยปุย อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพปุย จงัหวดัเชียงใหม่ 

1.2 วสัดุเพาะ(ข้ีเล่ือยไมย้างพารา) และอาหารเสริม(รากมอลต ์ร ามอลต ์เมล็ดขา้วฟ่างป่ัน
ละเอียด กากน ้าตาล ปูนขาว และดีเกลือ) ท่ีการท าใหป้ลอดเช้ือจากแหล่งผลิต พีเจฟาร์มเห็ด ตั้งอยู ่
ต  าบลยหุวา่ อ าเภอสันป่าตอง จงัหวดัเชียงใหม่  
 
2. อุปกรณ์ 
 
2.1  อุปกรณ์ 
 2.1.1 มีดผา่ตดั 

2.1.2 ขวด duran ขนาด 500 ml 
2.1.3 กระบอกตวง 
2.1.4 บีกเกอร์ 
2.1.5 ชอ้นตกัสาร 
2.1.6 ถุงมือกนัร้อน 
2.1.7 ถว้ยชัง่สาร 
2.1.8 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
2.1.9 ไมพ้าย 
2.1.10 เขม็เข่ียเช้ือ 
2.1.11 แผน่สไลด ์
2.1.12 แผน่ปิดสไลด์ 
2.1.13 คีมคีบ 
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2.1.14 ชอ้นตกัสารเคมี 
2.1.15 กระดาษชัง่สาร 
2.1.16 แท่งแกว้คนสารละลาย 
2.1.17 ถุงมือทนร้อน 
2.1.18 ฟ๊อกก้ี 
2.1.19 ขวดรูปชมพู่ 
2.1.20 บีกเกอร์ 
2.1.21 กล่องพลาสติกใส (Polypropyrine)  ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางปากกล่อง  11.2 

เซนติเมตร ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางกน้กล่อง 10.3 เซนติเมตร ความลึก 3.5 เซนติเมตร  
2.1.22 ฟิลม์โพลีไวนิลคลอไรด ์(PVC) 
2.1.23 เคร่ืองมือวดัขนาดแบบ vernier 

 
2.2 อุปกรณ์ทัว่ไป 
 2.2.1  ตะกร้า 
 2.2.2 เตาแก๊ส 
 2.2.3 หมอ้หุงตม้ 
 2.2.4 กรวยพลาสติก 
 2.2.5 หนงัสือพิมพ ์
 2.2.6 ยางรัด 
 2.2.7  กระบะ 
 
2.3 เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการท าวจัิย 

2.3.1 หมอ้ตม้น ้า (boiler) 
2.3.2 หมอ้น่ึงความดนัไอ (Auto clave) 
2.3.3 ตูอ้บไอร้อน (Hot air oven) 
2.3.4 กลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ (Compound microscope) 
2.3.5 กลอ้งจุลทรรศน์แบบสามมิติ (Stereo microscope) 
2.3.6 ตูเ้ข่ียเช้ือระบบดูดอากาศ 
2.3.7 ตูแ้ช่ควบคุมอุณหภูมิ (Incubator ยีห่อ้ SANYO รุ่น MIR - 553) 
2.3.8 เคร่ืองวดัสี (Color meter “Hunterlab” รุ่น Color Quest XE)  
2.3.9 เคร่ืองวดัความแน่นเน้ือ (Texture analyser  รุ่น TA-Xii / 50)  
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2.3.10 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Digital Balance ยีห่อ้ Mettler – Toledo  

รุ่น PB3002 - S) 
 
3. สารเคมี 
Calcium chloride (CaCl2)  
 CaCl2*2H2O 
 M = 147.02 g/mol 
 Assay(complexometric)  99.0-102.0% 
 Identity    passes test 
 Clarity of solution  passes test 
 Insoluble maller   ≤  0.01% 
 Acidity or alkalinity  passes test 
 pH-value (5% water)  4.5-8.5 
 sulphate (SO4)   ≤  0.005% 
 Heavy metals (as Pb)  ≤  0.0005% 
 Al (Aluminium)   ≤  0.0001% 
 Ba (Barium)   ≤  0.003% 
 Cu (Copper)   ≤  0.0005% 
 Fe (Iron)   ≤  0.00003% 
 Mg (Magnesium)  ≤  0.005% 
 K (Potassium)   ≤  0.01% 
 Na (Sodium)   ≤  0.01% 
 NH5 (Ammonium)  ≤  0.005% 
 Sr (Strontium)   ≤  0.05% 
 Magnesium and alkalimetals ≤  0.5% 
 Oxidizing substance (as  NO3) ≤  0.003% 
Calciumchlorid-Dinydrate 
 Merck KGaA 
 64271 Darmstadt Germany 
 Tel.+49(0)6151 72-2440 
 www.merck.do 
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4. อุปกรณ์ในการท าวสัดุเพาะ 
 

4.1 หัวเช้ือวุ้น Potato Dextrose Agar (ภาพ 3.1) 
4.1.1 มนัฝร่ัง     

  4.1.2 น ้าตาลกลูโคสหรือน ้าตาลทรายขาว  
  4.1.3 วุน้ผง      
  4.1.4 น ้าสะอาด(น ้ากลัน่) 
  

  
 
 
 
 
 
 

(ก)       (ข) 
 
ภาพ 3.1 อาหารเล้ียงหวัเช้ือวุน้ Potato Dextrose Agar  

ก) แบบขวดแบน  ข) แบบจานเพาะเช้ือ 
 

4.2 หัวเช้ือเมลด็ธัญพชื (ภาพ 3.2) 
4.2.1 เมล็ดขา้วฟ่าง 
4.2.2 ร าละเอียด ร าป่น      

 4.2.3  กากน ้าตาล  
 4.2.4 ปูนขาว  
 4.2.5 ดีเกลือ (แมกนีเซียมซลัเฟต)    
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ภาพ 3.2    อาหารเล้ียงหวัเช้ือขา้วฟ่าง ภายในขวดแกว้ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 6 cm  
 
4.3 อาหารเลีย้งหัวเช้ือจากขีเ้ลือ่ยและก้อนวสัดุเพาะ (ภาพ 3.3) 
 4.3.1 ข้ีเล่ือยไมย้างพารา 

4.3.2 รากมอลต ์  
 4.3.3 ร ามอลต ์    
 4.3.4 เมล็ดขา้วฟ่างป่ันละเอียด     
   4.3.5   กากน ้าตาล 
 4.3.6 ปูนขาว          
 4.3.7 ดีเกลือ (แมกนีเซียมซลัเฟต)       
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ภาพ 3.3 อาหารเล้ียงหวัเช้ือข้ีเล่ือยและกอ้นเช้ือวสัดุเพาะ  
  ก) หวัเช้ือข้ีเล่ือยบรรจุในขวดพลาสติกทนร้อนแสดงสภาพการบ่มเช้ือ 
  ข) กอ้นเช้ือวสัดุเพาะเช้ือในอ่างเพื่อน่ึงฆ่าเช้ือ 
 

(ก) 

(ข) 
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5. สถานทีท่ีใ่ช้ในการด าเนินการวจัิยและรวบรวมข้อมูล 
              1.   หอ้งปฏิบติัการแขนงวชิาจุลชีววทิยา  ภาควชิาชีววทิยา  คณะวทิยาศาสตร์  
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

2. ศูนยว์จิยัเห็ดเขตหนาว  สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย  
กระทรวงวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี 

3. สถาบนัวจิยัเทคโนโลยหีลงัการเก็บเก่ียว มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
4. ศูนยเ์รียนรู้การเพาะเห็ด ศูนยอ์  านวยการโครงการตามพระราชด าริ จงัหวดัเชียงใหม่

  
 
6. วธีิการวจัิย 
  

 6.1 การศึกษาและเกบ็รวบรวมข้อมูลของจุลนิทรีย์ที่ปนเป้ือนตลอดกระบวนการผลติเห็ดยา
นางิและเห็ดนางรมดอย  

 6.1.1 ส ารวจเช้ือราปนเป้ือนในกระบวนการผลิตเห็ดยานางิและเห็ดนางรมดอย (ตาราง 
3.1) ท่ีศูนยว์จิยัเห็ดเขตหนาว  สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 
กระทรวงวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี(ภาพ 3.4) จากเช้ือราท่ีปนเป้ือนบนหวัเช้ืออาหารวุน้ PDA 
หวัเช้ือเมล็ดขา้วฟ่าง และกอ้นเช้ือเห็ด ตั้งแต่เดือนกุมภาพนัธ์ ถึงเดือนตุลาคม พ.ศ.2551 และ
รวบรวมเช้ือราโดยวธีิ direct isolation (Madigan etal., 1997; Murray etal., 1994;  มยรีุ และ สุภา
ภรณ์, 2551; เลขาและจินตนา, 2539)  

 
 ตาราง 3.1 จ านวนวสัดุแต่ละชนิดท่ีการส ารวจในกระบวนการผลิตเห็ดยานางิ 
และเห็ดนางรมดอย 
 

ชนิดของวสัดุ จ านวนทีส่ ารวจ จ านวนทีสู่ญเสีย จ านวนทีสุ่่มเลอืก 
หวัเช้ือวุน้ 1,360 355 30 
หวัเช้ือขา้วฟ่าง 6,120 729 30 
หวัเช้ือข้ีเล่ือย 4,140 480 30 
กอ้นเช้ือ 27,600 7,655 60 

รวม 39,220 9,219 150 
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6.1.1.1 รวบรวมเช้ือปนเป้ือนจากหวัเช้ือวุน้ PDA นบัจากวนัท่ีเข่ียเช้ือและบ่มหวัเช้ือเห็ด (25 

– 27 องศาเซลเซียส ช่วงเวลา 15 วนั)  และหลงัจากการบ่มเช้ือ (3 – 5 องศาเซลเซียส ช่วงเวลา 3 
เดือน)  จากนั้นคดัเลือกเช้ือแต่ละชนิดท่ีเกิดข้ึนปนเป้ือนจ านวน 30 ลกัษณะ บนัทึกปริมาณและร้อย
ละของการพบและแยกใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิเล้ียงเช้ือแต่ละชนิดบนอาหาร PDA 
 6.1.1.2 รวบรวมเช้ือปนเป้ือนจากหวัเช้ือขา้วฟ่าง (สมศรี, 2553) นบัจากวนัท่ีเข่ียเช้ือและบ่ม
หวัเช้ือเห็ด  (25 – 27 องศาเซลเซียส ช่วงเวลา 30 วนั)  และหลงัจากการบ่มเช้ือ (3 – 5 องศาเซลเซียส 
ช่วงเวลา 6 เดือน)  จากนั้นคดัเลือกเช้ือแต่ละชนิดท่ีเกิดข้ึนปนเป้ือนจ านวน 30 ลกัษณะ บนัทึกปริมาณ
และร้อยละของการพบและแยกใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิเล้ียงเช้ือแต่ละชนิดในหวัเช้ือเมล็ดขา้วฟ่าง 

6.1.1.3 รวบรวมเช้ือปนเป้ือนจากหวัเช้ือข้ีเล่ือย (ปวีณา, 2553) นบัจากวนัท่ีเข่ียเช้ือและบ่ม
หวัเช้ือเห็ด (25 – 27 องศาเซลเซียส ช่วงเวลา 30 วนั)  และหลงัจากการบ่มเช้ือ (3 – 5 องศาเซลเซียส 
ช่วงเวลา 6 เดือน) จากนั้นคดัเลือกเช้ือแต่ละชนิดท่ีเกิดข้ึนปนเป้ือนจ านวน 30 ลกัษณะ บนัทึกปริมาณ
และร้อยละของการพบและแยกใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิเล้ียงเช้ือแต่ละชนิดในหวัเช้ือข้ีเล่ือย 

6.1.1.4 รวบรวมเช้ือปนเป้ือนจากกอ้นเช้ือเห็ด (ปรารถนา, 2553) นบัจากวนัท่ีเข่ียเช้ือและ
บ่มกอ้นเช้ือเห็ด (25 – 27 องศาเซลเซียส ช่วงเวลา 45 วนั)  จากนั้นคดัเลือกเช้ือแต่ละชนิดท่ีเกิดข้ึน
ปนเป้ือนจ านวน 60 ลกัษณะ บนัทึกปริมาณและร้อยละของการพบและแยกใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิเล้ียงเช้ือ
แต่ละชนิดในกอ้นเช้ือข้ีเล่ือย 
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ภาพ 3.4 ตวัอยา่งเช้ือจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนในวสัดุผลิตเห็ดยานางิและเห็ดนางรมดอย 

ก)  เช้ือปนเป้ือนในกอ้นเช้ือเห็ด  ข)    เช้ือปนเป้ือนในหวัเช้ือขา้วฟ่าง 
ค)    เช้ือปนเป้ือนในหวัเช้ือข้ีเล่ือย  ง)    เช้ือปนเป้ือนในหวัเช้ือวุน้  

 
 
 
 

(ง) (ค) 

(ข) 

(ก) 
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6.1.2 น าเช้ือท่ีแยกไดจ้ากการปนเป้ือนในแต่ละขั้นตอนมาท าการจดัจ าแนกเช้ือท่ีมี

ความส าคญั คดัเฉพาะพบท่ีตรวจพบโดยส่วนใหญ่ และสร้างความเสียหายเป็นอนัมาก มีวธีิการดงัน้ี 
6.1.2.1 การแยกเช้ือปนเป้ือนจากหวัเช้ือวุน้ PDA  จะตดัช้ินวุน้ส่วนท่ีปนเป้ือน ช้ินวุน้เช้ือ

เห็ดบริสุทธ์ิและช้ินวุน้อาหารปกติเป็นตวัควบคุม วางเล้ียงบนอาหารวุน้ PDA เม่ือเช้ือสร้างโครงสร้าง
ต่างๆข้ึนจะศึกษาลกัษณะของของปนเป้ือนและท าการจดัจ าแนกชนิด 

6.1.2.2 การแยกเช้ือปนเป้ือนจากหวัเช้ือเมล็ดธญัพืช(ขา้วฟ่าง) (สมศรี, 2553)  จะคีบเอากลุ่ม
ของเมล็ดขา้วฟ่างท่ีปนเป้ือน กลุ่มเมล็ดขา้วฟ่างท่ีเป็นเช้ือเห็ดบริสุทธ์ิ และกลุ่มของเมล็ดท่ียงัไม่มีเช้ือ
เจริญเป็นตวัควบคุม  วางเล้ียงบนอาหารวุน้ PDA เม่ือเช้ือสร้างโครงสร้างต่างๆข้ึนจะศึกษาลกัษณะ
ของปนเป้ือนและท าการจดัจ าแนกชนิด 

6.1.2.3 การแยกเช้ือปนเป้ือนจากหวัเช้ือข้ีเล่ือย (ปวณีา, 2553)  จะคีบเอากลุ่มของข้ีเล่ือยท่ี
ปนเป้ือน กลุ่มข้ีเล่ือยท่ีเป็นเช้ือเห็ดบริสุทธ์ิ และกลุ่มข้ีเล่ือยท่ียงัไม่มีเช้ือเจริญเป็นตวัควบคุม  วางเล้ียง
บนอาหารวุน้ PDA เม่ือเช้ือสร้างโครงสร้างต่างๆข้ึนจะศึกษาลกัษณะของปนเป้ือนและท าการจดั
จ าแนกชนิด 

6.1.2.4 การแยกเช้ือปนเป้ือนจากกอ้นเช้ือเห็ด (ปรารถนา, 2553) จะคีบเอากลุ่มของข้ีเล่ือยท่ี
ปนเป้ือน กลุ่มข้ีเล่ือยท่ีเป็นเช้ือเห็ดบริสุทธ์ิ และกลุ่มข้ีเล่ือยท่ียงัไม่มีเช้ือเจริญเป็นตวัควบคุม  วางเล้ียง
บนอาหารวุน้ PDA เม่ือเช้ือสร้างโครงสร้างต่างๆข้ึนจะศึกษาลกัษณะของปนเป้ือนและท าการจดั
จ าแนกชนิด 

ศึกษาชนิดของเช้ือปนเป้ือนท่ีพบมากจากการจดัจ าแนก และรวบรวมปริมาณความเสียหายท่ี
เกิดข้ึนโดยแสดงเป็นร้อยละของเช้ือท่ีปนเป้ือนในแต่ละขั้นตอนในกระบวนการผลิตเห็ด 

 
6.1.3 คดัเลือกเช้ือจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนในขั้นตอนการผลิตเห็ดยานางิและเห็ดนางรมดอย 

โดยการใชเ้ทคนิควธีิการตามแบบขอ้ 5.1.2 แบ่งออกเป็น  
6.1.3.1 หวัเช้ือเห็ดยานางิและเห็ดนางรมดอยท่ีพบการปนเป้ือนหวัเช้ืออาหารวุน้  

ชนิดละ 15 ขวด    
6.1.3.2 หวัเช้ือเห็ดยานางิและเห็ดนางรมดอยท่ีพบการปนเป้ือนหวัเช้ือ ขา้วฟ่าง  

ชนิดละ 15 ขวด 
6.1.3.3 หวัเช้ือเห็ดยานางิและเห็ดนางรมดอยท่ีพบการปนเป้ือนหวัเช้ือข้ีเล่ือย  

ชนิดละ 15 ขวด  
6.1.3.4 กอ้นเช้ือเห็ดยานางิและเห็ดนางรมดอยท่ีพบการปนเป้ือนกอ้นเช้ือ ชนิดละ 30 ถุง  
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6.1.4 เล้ียงเช้ือบริสุทธ์ิแต่ละชนิดบนอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) น าเช้ือ

ท่ีแยกไดไ้ปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 3-5 C และใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงเช้ือราบนแผน่สไลด ์ (slide 
culture technic) (Riddle, 1950; บงกชวรรณ, 2550) (Samerpitak et al., 2007; สมบติั, 2550)  จดั
จ าแนกและระบุช่ือวทิยาศาสตร์ ตรวจสอบลกัษณะสัณฐานวทิยา (Ellis, 1971, 1976) และ(Kirk et al., 
2001) และเก็บรักษาเช้ือท่ีพบไวใ้น PDA Slants เพื่อการศึกษาวจิยัขั้นตอนต่อไปท่ี3 – 5 C คู่มือ
ปฏิบติัการจุลชีววทิยา (2544)  

โดยเช้ือจุลินทรียท่ี์สามารถตรวจพบไดบ้่อยและสร้างความเสียหายเป็นจ านวนมากนั้น 
หลงัจากการตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาแลว้จะส่งเช้ือดงักล่าวตรวจอีกคร้ังเพื่อเป็นการยนืยนั 
ท่ีหน่วยงานของ ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ อุทยานวทิยาศาสตร์ประเทศไทย 
ส านกังานพฒันาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ  

 
 6.2 การศึกษาผลของการปนเป้ือนในหัวเช้ือเห็ด 

6.2.1 เม่ือไดค้ดัเลือกเช้ือจุลินทรียต์ามเทคนิคและวธีิการ (5.1.3) แลว้ เตรียมเช้ือตั้งตน้ 
(mycelial plug) ท่ีเก็บรักษาไวจ้ากการรวบรวมเช้ือจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนในเห็ดยานางิและเห็ดนางรม
ดอยตามวธีิการขอ้ 5.1.4 มาขยายเพิ่มปริมาณและใหเ้ช้ือปนเป้ือนแขง็แรงพร้อมท่ีจะเจริญ บนอาหาร
เล้ียงเช้ือวุน้ PDA Plates 
เตรียม mycelium plug ของเช้ือ (ภาคผนวก ก) (บทปฏิบติัการโรคพืชเบ้ืองตน้, 2551)  

6.2.2 ปลูกเช้ือตั้งตน้ท่ีแยกไดแ้ต่ละชนิด ลงบนหวัเช้ืออาหารวุน้ PDA หวัเช้ือเมล็ดธญัพืช หวั
เช้ือข้ีเล่ือย และกอ้นเช้ือ ดว้ยวธีิ Dual Culture (Morton and Stroube, 1955) และบนัทึกส่ิงท่ีเกิดข้ึนบน
โคโลนี (บงกชวรรณ, 2550) ดงัน้ี 

6.2.2.1 หวัเช้ืออาหารวุน้ PDA (ภาคผนวก ข)  
- ใน PDA Plates วางเช้ือคู่ทดสอบตรงกลาง Plates มีระยะห่าง ห่างจากขอบ Plates 

และเช้ือคู่ทดสอบประมาณ 2 cm (ภาพ 3.5) ไดแ้ก่ เห็ดยานางิคู่กบัเช้ือปนเป้ือนแต่ละชนิด และชุด
ควบคุม หลงัจากนั้นบนัทึกส่ิงท่ีเกิดข้ึนบนโคโลนีของเห็ด เป็นเวลา 7 วนัท าอยา่งละ 5 ซ ้ า   

- ใน PDA Plates วางเช้ือคู่ทดสอบตรงกลาง Plates มีระยะห่าง ห่างจากขอบ Plates 
และเช้ือคู่ทดสอบประมาณ 2 cm ไดแ้ก่ เห็ดนางรมดอยคู่กบัเช้ือปนเป้ือนแต่ละชนิด และชุดควบคุม 
หลงัจากนั้น บนัทึกส่ิงท่ีเกิดข้ึนบนโคโลนีของเห็ด เป็นเวลา 7 วนัท าอยา่งละ 5 ซ ้ า   
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ภาพ 3.5 การทดสอบดว้ยวธีิ Dual Culture ในหวัเช้ือวุน้ 
 

6.2.2.2  หวัเช้ือเมล็ดธญัพืช(ขา้วฟ่าง) (ภาคผนวก ค)  
- ในขวดเมล็ดธญัพืช วางเช้ือบนเมล็ดธญัพืช แลว้วางเช้ือเห็ดลงไปใหห่้างกนั

ประมาณ 2 cm  (ภาพ 3.6) ไดแ้ก่ เห็ดยานางิคู่กบัเช้ือปนเป้ือนแต่ละชนิด และชุดควบคุม หลงัจากนั้น
บนัทึกส่ิงท่ีเกิดข้ึนบนโคโลนีของเห็ด เป็นเวลา 7 วนัท าอยา่งละ 5 ซ ้ า   

- ในขวดเมล็ดธญัพืชวางเช้ือบนเมล็ดธญัพืช แลว้วางเช้ือเห็ดลงไปใหห่้างกนัประมาณ 
2 cm  ไดแ้ก่ เห็ดนางรมดอยคู่กบัเช้ือปนเป้ือนแต่ละชนิด และชุดควบคุม หลงัจากนั้นบนัทึกส่ิงท่ี
เกิดข้ึนบนโคโลนีของเห็ด เป็นเวลา 7 วนัท าอยา่งละ 5 ซ ้ า   

 
 
 
 
 
 
 
 

 

เช้ือปนเป้ือน 
เช้ือเห็ด 
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ภาพ 3.6 การทดสอบดว้ยวธีิ Dual Culture ในหวัเช้ือเมล็ดธญัพืช(ขา้วฟ่าง) 
 
6.2.2.3 หวัเช้ือข้ีเล่ือย(ข้ีเล่ือยไมย้างพาราผสมกบัอาหารเสริมเห็ด) (ภาคผนวก ง)  
- ในขวดข้ีเล่ือย วางเช้ือบนข้ีเล่ือย แลว้วางเช้ือเห็ดลงไปใหห่้างกนัประมาณ 2 cm 

(ภาพ 3.7) ไดแ้ก่ เห็ดยานางิคู่กบัเช้ือปนเป้ือนแต่ละชนิด และชุดควบคุม หลงัจากนั้นบนัทึกส่ิงท่ี
เกิดข้ึนบนโคโลนีของเห็ด เป็นเวลา 7 วนัท าอยา่งละ 5 ซ ้ า   

- ในขวดข้ีเล่ือย ใหว้างเช้ือติดกบัขวดบนข้ีเล่ือย แลว้วางเช้ือเห็ดลงไปใหห่้างกนั
ประมาณ 2 cm  ไดแ้ก่ เห็ดนางรมดอยคู่กบัเช้ือปนเป้ือนแต่ละชนิด และชุดควบคุม หลงัจากนั้นบนัทึก
ส่ิงท่ีเกิดข้ึนบนโคโลนีของเห็ด เป็นเวลา 7 วนัท าอยา่งละ 5 ซ ้ า   
    

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 3.7  การทดสอบดว้ยวธีิ Dual Culture ในหวัเช้ือข้ีเล่ือย 

เช้ือเห็ด เช้ือปนเป้ือน 

เช้ือเห็ด เช้ือปนเป้ือน 
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  6.3 การศึกษาผลของการปนเป้ือนต่อการให้ผลผลติหลงัการเกบ็เกีย่วและการ
ป้องกนัการเสียสภาพโดยใช้แคลเซียมคลอไรด์ 

 
6.3.1 (Seung et al.,  2004) เตรียมกอ้นเช้ือเห็ดนางรมดอยระยะเจริญคร่ึงกอ้น น ามาปลูก

ดว้ยเช้ือรา Aspergillus fumigatus  ดว้ยวธีิ point inoculation ลงบริเวณกน้ถุงกอ้นเช้ือดา้นในดว้ย  
mycelial plug จากนั้นน าไปบ่มท่ี 24 องศาเซลเซียส (ภาพ 3.8) 

 
 

 
 

ภาพ 3.8  กอ้นเช้ือเห็ดนางรมดอย และปลูกดว้ยเช้ือรา Aspergillus fumigatus  ดว้ยวธีิ point 
inoculation 

 
6.3.2 เตรียมสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ (ภาคผนวก ซ) 
6.3.3 เม่ือเช้ือเห็ดนางรมดอยและเช้ือปนเป้ือนเจริญมาพบกนั และเช้ือเห็ดนางรมดอยเร่ิม

สร้างตุ่มของดอกเห็ด จะเร่ิมท าการฉีดพน่ดว้ยสารละลายแคลเซียมคลอไรดท่ี์ระยะ 1, 2 และ 3 วนั
ก่อนการเก็บเก่ียวน ามาฉีดพ่นดว้ยแคลเซียมคลอไรดท่ี์ความเขม้ขน้ 0% (ชุดควบคุมของแคลเซียม
คลอไรด์ คือ น ้า), 0.5%, 1.0%, 1.5%, 2.0% และ2.5% เป็นปริมาณ 25 มิลลิลิตรและฉีดพน่หลงั
จากนั้นทุก 12 ชัว่โมง  จากนั้นปฏิบติัดูแลกอ้นเช้ือตามปกติควบคุมความช้ืนสัมพทัธ์ของบรรยากาศ 
 

เช้ือเห็ด 

Aspergillus fumigatus   
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(RH) ในบริเวณท่ีวางกอ้นเช้ือไวท่ี้ 85% แสง 14 lux และอุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส จนถึงระยะ
เก็บเก่ียว     

6.3.4  เก็บดอกเห็ดนางรมดอยจากกอ้นเช้ือท่ีท าการทดสอบ (ศราวฒิุ, 2552)  และผลการ
เจริญของดอกเห็ดในแต่ละวิธีการตั้งแต่เร่ิมท าการฉีดพน่ และหลงัจากนั้นทุก 12 ชัว่โมง เม่ือถึงระยะ
เก็บเก่ียวดอกเห็ดท่ีอาย ุ4 วนั น ามาชัง่น ้าหนกั เก็บดอกเห็ดโดยการจบัท่ีโคนกา้นใกลก้บัปากถุง
บริเวณคอถุง บิดเล็กนอ้ยแลว้ดึงข้ึนมา ตดัแต่งเอาข้ีเล่ือยหรือเศษวสัดุเพาะท่ีโคนกา้นเห็ด แลว้ท าการ
ชัง่น ้าหนกัช่อดอกเห็ด และดอกเห็ดขนาดต่างๆ โดยใช ้balance meter และวดัขนาดดอกเห็ดโดยใช ้
vernier เพื่อแยกขนาดดอกเห็ด (ตาราง 3.2) 

 
ตาราง 3.2  การวดัขนาดดอกเห็ด 
 

ขนาดดอกเห็ด น า้หนัก (g) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางหมวก (cm) ความยาวก้าน (cm) 

เล็ก 1.50 - 2.00 2.00 - 2.50 3.00 - 4.00 

กลาง 2.01 - 5.00 2.50 - 3.00 4.00 - 5.00 

ใหญ่ 5.01 - 6.00 3.00 - 4.00 5.00 - 6.00 
 
               บรรจุดอกเห็ดท่ีท าการคดัเลือกดอกเห็ดนางรมดอย ขนาดเล็ก ขนาดกลาง และ

ขนาดใหญ่ อยา่งละ 1 ดอก ลงในกล่องพลาสติกใส แลว้หุม้ดว้ยฟิลม์โพลีไวนิลคลอไรด ์(PVC) (ภาพ 
3.9)โดยท ากรรมวธีิละ 3 ซ ้ า เก็บรักษาดอกเห็ดนางรมดอยไวท่ี้อุณหภูมิ 4, 10 และ 15 องศาเซลเซียส 
จนหมดอายกุารเก็บรักษา (นฐัวฒิุ, 2545) (นนัทิยา, 2544)  
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ภาพ 3.9 การบรรจุดอกเห็ด 

     
       6.4  การวิเคราะห์ความสว่าง  การเปล่ียนแปลงสีของเห็ดนางรมดอย โดยใช้เคร่ืองวดัสี (Color 
meter “Hunterlab” รุ่น Color Quest XE) (ภาพ 3.10) ใชแ้หล่งก าเนิดแสง D 65 วดัการเปล่ียนแปลงสี 
3 ต าแหน่ง คือ บริเวณหมวกเห็ด ครีบและบริเวณกา้นดอก ก่อนใช้เคร่ืองทุกคร้ังปรับมาตรฐานของ
เคร่ืองวดัสีด้วยแผ่นเทียบสีมาตรฐานสีขาว ใช้หัววดัทาบให้สนิทกบัดอกเห็ดนางรมดอย แสดงค่า
ออกมาเป็นค่า L* ซ่ึงแสดงความสวา่งเม่ือค่าใกล ้100 และแสดงความมืดเม่ือค่าใกล ้0  
(ภาคผนวก ซ)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 3.10 เคร่ืองวดัสี (Color meter “Hunterlab” รุ่น Color Quest XE)  
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6.5              การวเิคราะห์ความแน่นเนื้อ  การเปล่ียนแปลงความแน่นเน้ือของเห็ดนางรมดอย 

โดยใชเ้คร่ืองวดัความแน่นเน้ือ (Texture analyser  รุ่น TA-Xii / 50) (ภาพ 3.11) หวัวดัแบบ knife วดั 2 
ต าแหน่ง คือ บริเวณหมวกเห็ด และบริเวณกา้นดอก (ภาคผนวก ฌ)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
ภาพ 3.11 เคร่ืองวดัความแน่นเน้ือ (Texture analyser  รุ่น TA-Xii / 50) (ศราวฒิุ, 2552)  
 
        ศึกษาเปรียบเทียบน ้าหนกัของช่อดอกเห็ดนางรมดอยในแต่ละกรรมวธีิ  ท าการตรวจ

คุณภาพของดอกเห็ด โดยดดัแปลงจากวธีิการของสุเมธีและคณะ (2548) เปรียบเทียบน ้ าหนกัของช่อ
ดอกเห็ด สี และ ความแน่นเน้ือของดอกเห็ด ทุก 4 วนั  จนหมดสภาพการเก็บรักษา ทุกการทดลอง
วางแผนแบบสุ่มสมบูรณ์ท าการทดลองวธีิการละ 3 ซ ้ า 
   

6.6 การวเิคราะห์ผลการทดลอง 
 1.การศึกษาและเก็บส ารวจรวบรวมขอ้มูลของเช้ือราปนเป้ือนตลอดกระบวนการผลิตเห็ดยา

นางิและเห็ดนางรมดอย 
2. การศึกษาผลของการปนเป้ือนในหวัเช้ือเห็ด 

  3.การศึกษาผลของการปนเป้ือนต่อการใหผ้ลผลิตหลงัการเก็บเก่ียวและการป้องกนัการเสีย
สภาพโดยใชแ้คลเซียมคลอไรด์ 

 
 


