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บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 
พืชสมุนไพรและพืชทดสอบ 
 1. ตะไครตน (Litsea cubeba Pers.) 
 2. คะนา (Brassica oleracea) 
 
สารเคมี 

1. Agar 
2. Ethanol 
3. Ethyl acetate 
4. Methanol 
5. Silica gel 60G 
6. Tween 20 
7. Iodine 
8. Lactic acid 
9. Hexane 

 
เชื้อราท่ีใชทดสอบ 

1. Alternaria sp. 
2. Cladosporium cladosporioides 

 
อาหารเลี้ยงเชือ้รา 

1. Potato dextrose agar (PDA) 
2. Potato dextrose broth (PDB) 
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อุปกรณสําหรับทําโครมาโทกราฟ 
1. กระจกขนาด 5 x 20 และ 20 x 20 เซนติเมตร 
2. Chromatographic tank และ Iodine tank 
 

อุปกรณอ่ืนๆ 
1. ตูอบอุณหภูมสูิง (Hot air oven) 
2. ตูเล้ียงเชื้อ (Incubator) 
3. ตูถายเชื้อ (Transfer chamber) 
4. หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) 
5. เครื่องระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 
6. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
7. เครื่องวัดสี (Chromameter, Color reader) 
8. เครื่องชั่งไฟฟา 
9. กลองจุลทรรศน 
10. กลองถายรูป 

 
วิธีการทดลอง 
1. การแยกเชื้อรา Alternaria sp. 
 ทําการแยกเชื้อรา Alternaria sp. ที่เปนสาเหตุของโรคใบจุดคะนาโดยวิธี Tissue transplanting 
method (Dhingra and Sinclair, 1995) โดยการนําใบคะนาที่เกิดโรคมาตัดเนื้อเยื่อบริเวณแผลโดยตัดให
ไดขนาด 0.5 x 0.5 เซนติเมตร มีสวนที่เปนโรคและไมเปนโรคอยูในชิ้นเดียวกัน จากนั้นนําเนื้อเยื่อมาทํา
การฆาเชื้อที่ผิวดวย Clorox เขมขน 10 เปอรเซ็นต นาน 3 นาที จากนั้นลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง ซับให
แหงดวยกระดาษที่ผานการฆาเชื้อแลว นําชิ้นเนื้อเยื่อไปวางบนอาหาร PDA แลวนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิหอง เมื่อเชื้อราเจริญออกมาจากชิ้นเนื้อเยื่อ จึงตัดปลายเสนใยเชื้อราไปเลี้ยงบนอาหาร PDA อีก
คร้ังหนึ่งเพื่อใหไดเสนใยเชื้อราที่บริสุทธิ์  เมื่อเสนใยเชื้อราที่เล้ียงเจริญจนไดเสนใยเชื้อราบริสุทธิ์แลว
จึงเล้ียงเปน Stock culture สําหรับไวใชในการทดสอบตอไป 
 
2. การสกัดสารสกัดหยาบจากตะไครตน 
 นําผลตะไครตนแก มาแชในเอทานอล 95 เปอรเซ็นต  โดยบรรจุลงในขวดโหล นาน 2-3 วัน 
จึงกรองเอาผลตะไครตนออก จากน้ันนําสารละลายที่ไดมาทําการระเหยตัวทําละลายออกจนหมดดวย
เครื่องระเหยสารแบบหมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส สําหรับผลตะไครตนที่
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กรองออก สามารถนํากลับไปแชในเอทานอลไดอีก 2 คร้ัง โดยทําการสกัดสารสกัดหยาบดวยวิธีดังได
กลาวมาแลวขางตน เมื่อทําการระเหยตัวทําละลายออกจนหมดแลวจะไดสารสกัดหยาบจากผล 
ตะไครตน จึงนําสารสกัดหยาบดังกลาวมาชั่งน้ําหนัก เพื่อที่จะนําคาดังกลาวมาคํานวณหาเปอรเซ็นต
ของสารสกัดหยาบ (crude extract) ดังนี้ 
 
 
 
 
 
3. การแยกองคประกอบของสารสกัดหยาบจากตะไครตนดวยวิธี Thin Layer Chromatography 

(วนัสนันท, 2548) 
 ทําการเตรียมแผนโครมาโทกราฟผิวบาง (Thin Layer Chromatography, TLC) โดยช่ัง 
ซิลิกาเจล 60G 35 กรัม นําไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวทิ้งไวจนกวาซิลิกาเจล
เย็น จึงนํามาเติมน้ํากลั่น 70 มิลลิลิตร คนใหเขากัน จนไมเกิดฟองอากาศขึ้น จากนั้นจึงนํามาเคลือบบน
แผนกระจกขนาด 5 x 20 เซนติเมตร ใหมีขนาดความหนาของซิลิกาเจล 0.5 มิลลิเมตร จากนั้นทิ้งไวให
แหงที่อุณหภูมิหอง จึงนําไปอบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง 
 นําแผน TLC ที่ไดจากการเตรียมขางตน มาทําการหยดสารสกัดหยาบจากตะไครตน โดยใช
หลอดคาปลารีขนาดเล็ก ทําการหยดเปนแถบยาว ที่หางจากขอบดานลาง 2 เซนติเมตร จากนั้นจึงนําไป
ใสในแทงคแกวที่บรรจุดวยตัวทําละลายเคลื่อนที่ ซ่ึงประกอบดวย Hexane : Ethyl acetate : Methanol 
เมื่อตัวทําละลายเคลื่อนที่จนถึงระยะหางจากจุดหยดสารสกัดหยาบเปนระยะทาง 15 เซนติเมตร จึงนํา
แผน TLC ออกจากแท็งคแกว แลวทิ้งไวในตูดูดควันเพื่อไลตัวทําละลายเคลื่อนที่ออก จากนั้นจึงนํามา
รมดวยไอโอดีน เมื่อทําการรมดวยไอโอดีนจะเกิดแถบสีปรากฏขึ้น จึงทําการวัดระยะการเคลื่อนที่ของ
สาร แลวนํามาคํานวณหาคา Rf (รัตนา, 2547) 
 
  
 
 
 
 
 
 

Rf = 
ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ 

ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ 

เปอรเซ็นตสารสกัดหยาบ น้ําหนกัสารสกัดหยาบที่ได 

น้ําหนกัวัตถุดบิ 
 = x 100 
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4. ตรวจสอบสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราโดยวิธี TLC-bioassay (Adicaran and Banda, 1998) 
 เตรียมแผนโครมาโทกราฟผิวบางเชนเดียวกันกับการเตรียมเพื่อทําการแยกองคประกอบ   
สารสกัดหยาบจากตะไครตน จากนั้นจึงนําโครมาโทกราฟผิวบางที่ทําการหยดสารสกัดหยาบ มาแยก
องคประกอบดวยตัวทําละลายเคลื่อนที่ เมื่อตัวทําละลายระเหยออกไปหมดแลวจึงนํามาพนดวย 
สารแขวนลอยสปอรของเชื้อรา Cladosporium cladosporioides  
 การเตรียมกลองบมเชื้อ (Moist chamber) 
 นํากลองพลาสติกขนาด 15 x 25 x 12 เซนติเมตร ที่มีฝาปดสนิท มาลางทําความสะอาด ทิ้งไว
ใหแหงแลวเช็ดทําความสะอาดดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต อีกครั้งหนึ่ง จากนั้นนํากระดาษทิชชูมาบุ
กนกลองพลาสติก จากนั้นพนน้ํากลั่นใหกระดาษทิชชูชื้น 
 การเตรียมสารแขวนลอยสปอรของเชื้อรา  Cladosporium cladosporioides  
 นําเชื้อรา C. cladosprioides  ที่เล้ียงบนอาหาร PDA จากนั้นเทน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลวลงบน
สปอรเชื้อรา มาทําการขูดสปอรเชื้อราแลว นํามากรองดวยผาขาวบาง เพื่อกรองเอาเสนใยเชื้อราและ
อาหารวุนที่ติดมาดวยออก จากนั้นนําไปนับจํานวนสปอรดวยเครื่องนับ Haemacytometer ใหไดเทากับ 
25 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร จากนั้นเติม Tween 20 ในอัตราสวน 0.04 มิลลิลิตรตอ 100 มิลลิลิตร แลวทํา
การดูดสปอรแขวนลอยมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว PDB 25 มิลลิลิตร นําไปนับ
สปอรอีกครั้งใหได 1 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร 
 การทดสอบสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Cladosporium cladosporioides โดยวิธี TLC-bioassay 
 นําสปอรเชื้อรา C. cladosporioides ที่ไดจากการเตรียมขางตนมาพนลงบนแผน 
โครมาโทกราฟฟผิวบางที่ทําการแยกสารองคประกอบดวยตัวทําละลาย Hexane : Ethyl acetate : 
Methanol แลวนําไปใสลงในกลองบมเชื้อ แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 สัปดาห จึงทํา 
การตรวจสอบตําแหนงของสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งเชื้อรา โดยทําการวัดตําแหนงวงสีขาวที่เชื้อราไม
สามารถเจริญได จากนั้นจึงนํามาคํานวณหาคา Rf ตอไป 
 
5. การวิเคราะหสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราดวยแกสโครมาโทกราฟ (Gas Chromatography – Mass 

Spectrometer, GC-MS)       
 เมื่อทําการตรวจสอบสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Cladosporium cladosporioides ดวยวิธี  
TLC-bioassay ไดคา Rf  ของสารที่สามารถยับยั้งเชื้อราได จึงนําคาดังกลาวมาเปนคาอางอิงในการที่จะ
แยกสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราดวยวิธี Thin Layer Chromatography  อีกครั้งเพื่อใหไดสารออกฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อราในปริมาณที่มากเพียงพอที่จะนํามาทําการวิเคราะหเพื่อจําแนกชนิดของสารและปริมาณดวยวิธี 
แกสโครมาโทกราฟ ซ่ึงสภาวะในการวิเคราะหสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรามีดังนี้ 
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1. GC 6890 Agilent Technologies 
Inlet : 260 0C 
  ปริมาณในการฉีด 0.1 µL split ratio 80 : 1 
Oven : 

 
Carrier : Helium 1.0 ml/min 
Column : HP-5MS 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 µm film thickness 

2. MSD 5973(EI) Hewlett Packard 
MS Quadrupole : 150  oC 
MS Source : 230  oC 

 
6.    การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากตะไครตนในการควบคุมการเจริญของเสนใยเชื้อรา  

Alternaria sp. ซ่ึงเปนสาเหตุโรคใบจุดพืชผักดวยวิธี poison food technique (Dhingra and 
Sinclair, 1986) 

 สําหรับการตรวจสอบฤทธิ์ควบคุมการเจริญของเสนใยเชื้อรา Alternaria sp. ดวยวิธี Poison 
food technique วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely randomized design, CRD) ทั้งหมด 5 
กรรมวิธี กรรมวิธีละ 6 ซํ้า ซ่ึงขั้นตอนการศึกษามีดังนี้ นําสารสกัดหยาบจากตะไครตนมาผสมกับ
อาหารเลี้ยงเชื้อราชนิดแข็ง (PDA) แลวปรับใหมีระดับความเขมขนเปน 4 ระดับ คือ 500, 1,000, 2,500 
และ 5,000 สวนตอลานสวน เมื่อไดระดับความเขมขนที่ตองการแลว จึงนําอาหารเลี้ยงเชื้อราดังกลาวไป
เทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และรอจนกวาอาหารแข็งตัวจึงยายเสนใยเชื้อรา Alternaria sp. ท่ีทําการเจาะ
ใหมีเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร มาเลี้ยงบนอาหารที่ผสมสารสกัดหยาบจากตะไครตน นําจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ทําการยายเสนใยเชื้อราเสร็จแลวไปเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง เมื่อเสนใยเชื้อราในชุดควบคุม 
(Control) เจริญจนเต็มจานอาหารจึงวัดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเชื้อรา นําคาที่ไดมาคํานวณคา
เปอรเซ็นตของการยับยั้ง ตามวิธีของธรรมศักดิ์ (2543) ดังนี้ 
 
 
 
 
 
 

เปอรเซ็นตการยับยั้ง (A - B) 
A  

 100 x  =  

A = คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเชื้อราบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อชุดควบคุม (Control) 

     B = คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเชื้อราบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมสารสกัดหยาบ 

60 oC—7oC/min 200oC (1 min)  4oC/min   220oC (2 min) 
10oC/min 250oC (9 min)
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7. การพัฒนาสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตน 
 โดยนําสารสกัดหยาบจากผลตะไครตนมาพัฒนาเปนสารชีวภาพกําจัดเชื้อรา โดยมุงเนนให
สารชีวภาพกําจัดเชื้อราดังกลาวมีความสามารถในการละลายไดดีในน้ําโดยการลดแรงตึงผิวและมี
ประสิทธิภาพความคงตัวนาน ซ่ึงมีวิธีการศึกษาดังนี้ 
 การศึกษาการละลายของสารสกัดหยาบจากตะไครตนในตัวทําละลาย 
 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพสารสกัดหยาบจากตะไครตนในการยับยั้งการเจริญของ   
เสนใยเชื้อรา Alternaria sp. พบวา สารสกัดหยาบจากตะไครตนสามารถยับยั้งการเจริญของเสนใย 
เชื้อรา Alternaria sp. ไดสมบูรณที่ระดับความเขมขน 1,000 สวนตอลานสวน ดังนั้นจึงทําการหาคา 
การละลายจากระดับความเขมขนดังกลาว โดยทําการบรรจุตัวทําละลายชนิดตางๆ จํานวน 2 กรัม ลงใน
ขวดแกวมีฝาปดสนิท ขนาด 10 มิลลิลิตร ซ่ึงตัวทําละลายที่ทําการศึกษาในครั้งนี้ไดแก น้ํา,เอทานอล, 
Propylene glycol และ Glycerin เมื่อทําการเตรียมตัวทําละลายแลวจึงทําการเติมสารสกัดหยาบจาก
ตะไครตนจํานวน  0.002 กรัม ผสมใหเขากันกับตัวทําละลายดวยเครื่องปนผสม  (Vortex) เมื่อ 
สารสกัดหยาบจากตะไครตนละลายหมด จึงเติมสารสกัดหยาบจากตะไครตนอีกครั้งละ 0.002 กรัม เพื่อ
ศึกษาวาสารสกัดหยาบจากตะไครตนสามารถละลายในตัวทําละลายมากที่สุดในปริมาณเทาไร จากนั้น
บันทึกผลการทดลองจากการละลายของสารสกัดหยาบ 
 การศึกษาการใชสารลดแรงตึงผิว 
 การศึกษาการใชสารลดแรงตึงผิวเพื่อชวยเพิ่มการละลายของสารสกัดหยาบใหมากขึ้น 
เนื่องจากการพัฒนาสารชีวภาพกําจัดเชื้อราตองการเตรียมสารใหมีความเขมขนสูงเพื่อการนําสาร
ดังกลาวไปเจือจางเปนสารพรอมใช  ทําการศึกษาโดยเลือกตัวทําละลายที่สามารถละลายสารสกัดหยาบ
จากตะไครตนไดดีที่สุดมาทําการเติมสารสกัดหยาบจนสารสกัดหยาบไมสามารถละลายไดหมด จากนัน้
เติมสารลดแรงตึงผิว เพื่อชวยเพิ่มการละลาย บันทึกผลการทดลองจากลักษณะการละลาย 
 
8. การทดสอบฤทธิ์ของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนในการควบคุมเสนใยและการงอกของ
สปอรเชื้อรา Alternaria sp. 

 การทดสอบฤทธิ์ของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนในการควบคุมเสนใยเชื้อรา  
 เมื่อไดสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนจึงนําสารชีวภาพกําจัดเชื้อราแลวจึงนํามาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของเสนใยเชื้อรา Alternaria sp. โดยนํามาทดสอบดวยวิธี Poison 
food technique ที่ระดับความเขมขน 500, 1,000, 2,500 และ 5,000 สวนตอลานสวน วางแผนการ
ทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) ทั้งหมด 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 6 ซํ้า 
เมื่อทําการเลี้ยงเสนใยเชื้อราที่อุณหภูมิหองจนเสนใยเชื้อราในชุดควบคุม (Control) เจริญจนเติมจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือแลว จึงวัดคาเสนผานศูนยกลางโคโลนีเชื้อราในแตละกรรมวิธี จากนั้นนําคาดังกลาวมา
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คํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้ง ตามวิธี ของธรรมศักดิ์ แลวนําคาที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
 การทดสอบฤทธิ์ของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนตอการงอกของสปอรเชื้อรา  
 สําหรับการทดสอบฤทธิ์ของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนตอการงอกของสปอร 
เชื้อราไดวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely randomized design, CRD) โดยมีทั้งหมด 6 
กรรมวิธี ซ่ึงทั้ง 6 กรรมวิธี มีระดับความเขมขนของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราแตกตางกัน คือ 0, 100, 200, 
3 0 0 ,  4 0 0  และ  5 0 0  ส วนต อล านส วน  ขั้ นตอนการศึ กษา เ ริ่ ม จ ากก ารนํ า เส น ใย เชื้ อ ร า  
Alternaria sp.มาเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (PDA) ที่อุณหภูมิหองจนเกิดสปอรเชื้อราขึ้น จากนั้น
จึงนําสปอรเชื้อราที่ทําการเลี้ยงไดมาเตรียมสารแขวนลอยสปอร (Spore suspension) โดยใชน้ํากล่ันที่ทํา
การนึ่งฆาเชื้อแลวเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อราที่มีสปอร จากนั้นนํามากรองดวยผาขาวบาง ได 
สารแขวนลอยสปอรเชื้อรา แลวนําสารแขวนลอยสปอรเชื้อราดังกลาวปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาหยดลง
บนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง (PDA) ที่ทําการผสมสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนโดยปรับระดับ
ความเขมขนเปน 100, 200, 300, 400 และ 500 สวนตอลานสวน จากนั้นใชแทงแกวงอที่ลนไฟฆาเชื้อ
แลว เกล่ียสารแขวนลอยสปอรเช้ือราใหกระจายทั่วผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนําไปเลี้ยงไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 6 ชั่วโมง แลวทําการตรวจสอบการงอกของสปอรเชื้อรา Alternaria sp. ดวย
กลองจุลทรรศน ซ่ึงสปอรเชื้อราที่จัดวางอกนั้นจะตองมีความยาวของสวนที่งอกออกมายาวกวา 
ความกวางของสปอร หรือยาวเปนครึ่งหนึ่งของความกวางของสปอร (ธรรมศักดิ์, 2543)  สําหรับ 
การนับจํานวนสปอรเชื้อราที่งอกทําการสุมนับสปอรจํานวน 200 สปอร จากนั้นนํามาคํานวณหาคา
เปอรเซ็นตการยับยั้ง ตามวิธีของ ธารทิพย (2540) 
 
 
 
 
 
 
9. การศึกษาความคงสภาพของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตน 
 จากการพัฒนาสารสกัดหยาบจากตะไครตนจนเปนสารชีวภาพกําจัดเชื้อรา จึงนําสารชีวภาพ
กําจัดเชื้อราดังกลาวมาทําการศึกษาความคงสภาพของสารกําจัดเชื้อราจากตะไครตน โดยนําสารชีวภาพ
กําจัดเช้ือรามาทําการบรรจุในขวดสีชา  แลวนําไปเก็บรักษาที่ อุณหภูมิตางกัน  3 ระดับ  คือ  4  
องศาเซลเซียส, อุณหภูมิหอง (30 ± 5 องศาเซลเซียส) และ 60 องศาเซลเซียส ทําการเก็บรักษาเปน
ระยะเวลานาน 4 เดือน สภาพการเก็บรักษาดังกลาวเปนการดัดแปลงมาจากการศึกษาความคงสภาพของ

เปอรเซ็นตการยับยั้ง = (A - B) x 100 
A 

A = จํานวนสปอรที่งอกบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือชุดควบคมุ (Control) 
B = จํานวนสปอรที่งอกบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผสมสารชีวภาพกําจัดเชื้อรา ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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ยาแบบเรง ซ่ึงเปนการศึกษาในทางเภสัชวิทยา โดยใหความสัมพันธระหวางอุณหภูมิและเวลาคงที่  แลว
ทําการตรวจสอบหาปริมาณตัวยาสําคัญที่เหลืออยู เพื่อใชคํานวณหาอัตราเร็วของการเสื่อมสลายที่
อุณหภูมิที่ตองการเก็บรักษา เพื่อคํานวณหาอายุการใชงาน (จุไรรัตน, 2538) แตทั้งนี้ไดทําการดัดแปลง
มาใชกับสารชีวภาพกําจัดเชื้อราเพื่อดูความคงสภาพของสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา โดยการคาดคะเน
ความคงสภาพของสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราจากการทดสอบฤทธิ์ในการควบคุมเสนใยเชื้อรา  
Alternaria sp. ดวยวิธี Poison food technique ซ่ึงทําการศึกษาเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผานไปทุกๆ 1 
เดือน ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา นอกจากการศึกษาฤทธิ์ในการควบคุมเสนใยเชื้อราแลว ยัง
ทําการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงของสี และคาความเปนกรด-ดาง (pH)  
 การทดสอบฤทธิ์ในการควบคุมเสนใยเชื้อรา Alternaria sp.  
 นําสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส, อุณหภูมิหอง 
(30 ± 5 องศาเซลเซียส) และ 60 องศาเซลเซียส มาทําการทดสอบฤทธิ์ในการควบคุมเสนใยเชื้อราโดย
วิธี Poison food technique ที่ระดับความเขมขน 4 ระดับ คือ 500, 1,000, 2,500 และ 5,000  
สวนตอลานสวน ซ่ึงวางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD 3 x 5 โดยทําการศึกษา 2 ปจจัย คือ 
ปจจัยทางดานอุณหภูมิและระดับความเขมขนของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตน จากนั้นนําคาที่
ไดจากการวัดเสนผาศูนยกลางโคโลนีเชื้อราที่เจริญมาคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 
  การวัดการเปลี่ยนแปลงสี 
 สําหรับการวัดการเปลี่ยนแปลงสีของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตน วางแผน 
การทดลองแบบ Factorial in CRD 3 x 5 ซ่ึงปจจัยที่ทําการศึกษาไดแกปจจัยในดานอุณหภูมิและ
ระยะเวลาที่ทําการเก็บรักษา ซ่ึงอุณหภูมิแบงเปน 3 ระดับ คือ 4 องศาเซลเซียส, อุณหภูมิหอง (30 ± 5 
องศาเซลเซียส) และ 60 องศาเซลเซียส สําหรับระยะเวลาการเก็บรักษานั้นจะทําการศึกษาเมื่อเร่ิม
ทําการศึกษาและการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 1, 2, 3 และ 4 เดือน การวัดการเปลี่ยนแปลงของสี
สารชีวภาพกําจัดเชื้อราทําการวัดโดยใชเครื่อง Color reader model CR-10 ของบริษัท Minolta ซ่ึงคาวัด
ไดจะแสดงเปนคา L, a* และ b* จากนั้นจะนําคาที่ไดมาคํานวณหาคา Chroma และ คา Hue  
 
 L เปนคาความสวาง (Lightness) มีคาอยูในชวง 0 – 100 
 a* เปนคาสีแดงและสีเขียว (Redness/Greenness) 
  a มีคาบวก เปนสีแดง 
  a มีคาลบ เปนสีเขียว 
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 b* เปนคาสีเหลืองและสีน้ําเงิน (Yellowness/Blueness) 
  b มีคาบวก เปนสีเหลือง 
  b มีคาลบ เปนสีน้ําเงิน 
 การคํานวณหาคา Chroma 
 นําคาที่ไดจากการวัดขางตนมาคํานวณหาคา Chroma ที่เปนคาความเขมของสี ดังสมการ 
 
 
 
 การคํานวณหาคา Hue  
 นําคาที่ไดจากการวัดสารชีวภาพกําจัดเชื้อรามาคํานวณหาคา Hue ซ่ึงเปนคามุมของดังสมการ 
 
 

เมื่อ Theta คือ คาเฉดสีเมื่อ a และ b มีคาเปนบวก 
ATAN คือคา Arctangent 

 ถา a > 0 และ b ≥ 0 ดังนั้นคา Hue = Theta 
 ถา a < 0 และ b ≥ 0 ดังนั้นคา Hue = Theta + 180 
 ถา a < 0 และ b < 0 ดังนั้นคา Hue = Theta + 180 
 ถา a > 0 และ b < 0 ดังนั้นคา Hue = Theta + 360 
 
 เมื่อไดคาชวงสีจึงนํามาเปรียบเทียบกับแผนเทียบสีของ Minolta (CR-200) 
0 – 45 องศาแสดงสีสมถึงสีสมแดง 180 - 225 องศาแสดงสีเขียวถึงสีน้ําเงินเขียว 
45 – 90 องศาแสดงสีสมแดงถึงสีเหลือง 225 - 270 องศาแสดงสนี้ําเงินเขียวถึงสีน้ําเงิน 
90 – 135 องศาสีเหลืองถึงสีเหลืองเขียว 270 - 315 องศาแสดงสีน้ําเงินถึงสีมวง 
135 - 180 องศาแสดงสีเหลืองเขียวถึงสีเขียว 315 - 360 องศาแสดงสีมวงถึงสีมวงแดง 
  
 
 
 
 
 
 

Chroma (C*) = (a2+b2)1/2 

Hue angle (Ho) = tan-1(b*/a*) 
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 การวัดการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) 
 สําหรับการวางแผนการทดลองการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ทําการวางแผน 
การทดลองเชนเดียวกันกับการเปลี่ยนแปลงสี คือ Factorial in CRD 3 x 5 ที่ทําการศึกษาปจจัยทางดาน
อุณหภูมิและระยะเวลาของการเก็บรักษา การศึกษาการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางของ
สารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนนั้น ทําการศึกษาโดยใชเครื่องวัดคา pH (pH meter) ของ 
SUNTEX model SP-7 
  
10. ทดสอบฤทธิ์ควบคุมโรคในระดับแปลงปลูก  
 สําหรับการศึกษาการทดสอบฤทธิ์ควบคุมโรคในระดับแปลงปลูกนั้น แบงการทดลอง
ออกเปน 3 การทดลอง คือ  
 การทดลองที่ 10.1 เปนการทดสอบฤทธิ์ควบคุมโรคในระดับแปลงปลูก ที่ทําการปลูกเชื้อ
สาเหตุของโรค และทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคดวยสารแมนโคเซบ นอกจาก
การศึกษาฤทธิ์ควบคุมโรคแลว ยังทําการศึกษาในสวนของการเจริญเติบโต, ผลผลิต, ผลกระทบที่มี
ตอสรีรวิทยา และความเปนพิษของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่มีตอคะนา 
 การทดลองที่ 10.2 เปนการทดสอบฤทธิ์ควบคุมโรคโดยทําการปลูกเชื้อสาเหตุของโรคและทํา 
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคดวยสารแมนโคเซบ เชนเดียวกันกับการทดลองที่ 1 แต
ทําการปลูกคะนาในถุงดําและไมไดทําการศึกษาในสวนของการเจริญเติบโต, ผลผลิต, ผลกระทบที่มี
ตอสรีรวิทยา และความเปนพิษของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่มีตอคะนา 

ภาพ 4 แผนเทยีบสีของ Minolta (CR-200) 
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 การทดลองที่ 10.3 เปนการทดสอบฤทธิ์ควบคุมโรคในระดับแปลงปลูกเพื่อการคา ที่ไมไดทํา 
การปลูกเชื้อราสาเหตุของโรค ซ่ึงทําการศึกษาในแปลงปลูกพืชปลอดสารพิษ และทําการเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคดวยสารลารมินา (ชื่อสามัญ บาซิลลัส ซับทีลิส) ที่เปนเชื้อแบคทีเรียใน
รูปผงสปอรแหง สําหรับการศึกษาในแปลงปลูกผักปลอดสารพิษไดทําการศึกษาในสวนของ 
การเจริญเติบโต, ผลผลิต, ผลกระทบที่มีตอสรีรวิทยา และความเปนพิษของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจาก
ตะไครตนที่มีตอคะนาดวย 
 
การทดลองที่ 10.1 
1. การทดสอบฤทธิ์ในการควบคุมโรค 
 นําสารชีวภาพกําจัดเชื้อราธรรมชาติจากผลตะไครตนในกรรมวิธีที่สามารถควบคุม 
การเจริญของเสนใยเชื้อรา Alternaria sp. ไดดีที่สุดมาทําการทดสอบในระดับแปลงปลูก คือ ที่ระดับ 
ความเขมขน 500 สวนตอลานสวน แลวทําการปรับระดับความเขมขนใหสูงขึ้นอีกสองระดับ วางแผน 
การทดลองแบบบล็อคสุมสมบูรณ (Randomized Complete Block Design, RCBD) มีท้ังหมด 6 
กรรมวิธีๆ ละ 4 ซํ้า 
control = ชุดควบคุม (Control) 
Inoc = พนสารแขวนลอยสปอรเชื้อรา Alternaria sp 
Li500 = พนสารชีวภาพกํ าจัด เชื้ อราจากตะไครตนที่ ระดับความเขมขน  500  

สวนตอลานสวน  
Li1,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  1 ,000  

สวนตอลานสวน  
Li2,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  2 ,000  

สวนตอลานสวน  
Manco = สารเคมีกําจัดเชื้อราแมนโคเซบ  
  
 การเตรียมแปลงทดลอง 
 เตรียมแปลงปลูกทั้งหมด 4 แปลง โดยแปลงปลูกมีขนาด 1.5 x 4 เมตร ทําการไถพรวนแปลง
และใสปุยคอกกอนการปลูกทิ้งไว 1 สัปดาห กอนการยายตนกลา 
 การเตรียมกลาคะนา 
 นําเมล็ดคะนา จากบริษัทเพือ่นเกษตร ลงเพาะในดนิซึ่งบรรจุในถาดหลุม เมื่อตนกลาอายุได 
20 วัน จึงทําการยายปลูก 
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 การเตรียมสารแขวนลอยสปอรเชื้อรา Alternaria sp. 
 นําเชื้อรา  Alternaria sp. ที่เล้ียงบนอาหาร PDA ที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา 7 วนั ซ่ึงเพิ่มปริมาณ
โดยวิธี Flood Plate Technique จากนั้นเติมน้ํากลั่นที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวและผสม Tween 20 ในอัตรา
ความเขมขน 0.2 ตอน้ํา 1 ลิตร แลวใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ขูดสปอรเชื้อราใหหลุดจากผวิหนาของ
อาหารเลี้ยงเชือ้รา จากนั้นนํามากรองดวยผาขาวบาง นํามาวัดระดับความเขมขนของสปอรแขวนลอย
ดวย Haemacytometer ใหไดปริมาตร 105 สปอรตอมิลลิลิตร 
 การปลูกเชื้อสาเหตุและการฉีดพนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตน 
 ทําการฉีดพนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนในตนคะนา กอนการพนสปอรเชื้อรา 
Alternaria sp. ที่เปนสาเหตุโรคใบจุดของคะนา 1 วัน ดวยเครื่องพนขนาดเล็ก (Foggy) จากนั้นปลูก 
เชื้อราสาเหตุของโรคที่ไดเตรียมไว โดยการพนลงบนใบคะนาหางประมาณ 30 เซนติเมตร จํานวน 50 
มิลลิลิตรตอกรรมวิธี จากนั้นคลุมดวยพลาสติกใสเพื่อรักษาความชื้น ทิ้งไว 3 วัน จึงนําพลาสติกใสออก 
สําหรับการฉีดพนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนในครั้งตอไปจะทําการพนในทุกๆ 5 วัน จนถึง
ระยะเก็บเกี่ยว 
 ประเมินความเสียหายที่เกิดจากโรค 

สําหรับการบันทึกขอมูลลักษณะอาการของโรคที่เกิดขึ้น และประเมนิความเสียหายที่เกดิจาก
โรค (สุคนทิพย, 2543) ดังนี ้

1) การหาปริมาณของโรค (Disease intensity) โดยนับจํานวนตนที่เปนโรคแลวนํามา
คํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรคจากจํานวนใบทั้งหมดภายในตนนั้นแตละกรรมวิธี 

2) ประเมินพื้นที่ใบที่เปนโรคตอตน โดยแบงระดับของการเกิดโรคออกเปน 11 
ระดับ คือ 0 – 10 โดยที่  

0 = ไมมีอาการของโรค 
1 = พื้นที่ใบเปนโรค 10 เปอรเซ็นต 
2 = พื้นที่ใบเปนโรค 20 เปอรเซ็นต  
3 = พื้นที่ใบเปนโรค 30 เปอรเซ็นต 
4 = พื้นที่ใบเปนโรค 40 เปอรเซ็นต 
5 = พื้นที่ใบเปนโรค 50 เปอรเซ็นต  
6 = พื้นที่ใบเปนโรค 60 เปอรเซ็นต 
7 = พื้นที่ใบเปนโรค 70 เปอรเซ็นต 
8 = พื้นที่ใบเปนโรค 80 เปอรเซ็นต  
9 = พื้นที่ใบเปนโรค 90 เปอรเซ็นต  
10 =  พื้นที่ใบเปนโรค 100 เปอรเซ็นต 
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 นําคาที่ไดมาแปลเปนคาความเสียหายของพืช โดยนํามาคํานวณเปนเปอรเซ็นตการถูกทําลาย
หรือดัชนีการเขาทําลาย ดังนี้  
 

 
 
 
 
 

 
 

2. การศึกษาการเจริญเติบโตของตนคะนา (ปทุมพร, 2546) 
การศึกษาการเจริญเติบโตของคะนา ทําการศึกษาทั้งหมด 3 ครั้ง ซ่ึงทําการศึกษาเมื่อตนคะนาที่

ทํายายปลูกสามารถตั้งตัวได โดยทําการวัดครั้งแรกเมื่ออายุ 30 วันหลังการเพาะเมล็ด และทําการวัดเมื่อ
เวลาผานไป 1 สัปดาห จนถึงระยะเก็บเกี่ยว รวมทั้งหมด 3 คร้ัง 

2.1 การวัดการเจริญเติบโตของคะนาโดยการวัดการเปลี่ยนแปลงทางดานความสูง โดยวัดจาก
โคนตนจนถึงปลายใบที่ยาวที่สุด หนวยเปนเซนติเมตร  

2.2 จํานวนใบ  สําหรับจํานวนใบจะนับจํานวนใบที่มีการคลีใบออกสมบูรณแลว 
 
3. การศึกษาปริมาณผลผลิตคะนา 

สําหรับการศึกษาปริมาณผลผลิตคะนานั้น ทําการศึกษาปริมาณผลผลิตสดและแหง โดยปริมาณ
ผลผลิตสดทําการศึกษา ในสวนเหนือดิน, สวนราก และสวนที่บริโภคได สําหรับปริมาณผลผลิตแหง
ทําการศึกษา สวนเหนือดินและสวนราก เทานั้น ซ่ึงขั้นตอนการศึกษามีดังนี้ นําคะนาที่ทําการเก็บเกี่ยว
จากแปลงปลูกมาลางทําความสะอาดดวยน้ําเปลา จากนั้นนําตนคะนามาชั่งน้ําหนักรวมทั้งตน (หนวย
ของน้ําหนักเปน กรัม)  เมื่อช่ังน้ําหนักรวมทั้งตนเสร็จแลว จึงนําตนคะนามาแยกสวน ออกเปน สวน
เหนือดิน (ลําตนและใบ) และสวนราก จากนั้นทําการชั่งน้ําหนัก สําหรับการศึกษาในสวนของน้ําหนัก
สวนที่บริโภคได จะแยกจากสวนเหนือดินโดยทําการตัดใบและกานที่แกออก จากนั้นชั่งน้ําหนัก เมื่อ
ศึกษาปริมาณผลผลิตสดแลว จึงนําผลผลิตสดที่ไดดังกลาวมาตากใหแหงในโรงอบพืช เมื่อตนคะนาแหง
แลวจึงนํามาชั่งหาน้ําหนักแหง แยกเปนสวนเหนือดินและราก 

 
 
 

A = ผลรวมของการเปนโรคแตละระดับ 
B = จํานวนตนพืชที่สุมจัด 
C = ระดับสูงสุดของการเปนโรค 

x A 
B 

เปอรเซ็นตดัชนีการเขาทําลาย  = 
100 

C 
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4. การวัดผลของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนท่ีมีตอสรีรวิทยาพืช 
4.1 ทําการวัดคาอัตราการสังเคราะหแสง, ความตานทานของปากใบ และอัตราการคายน้ําโดย

ใชเครื่อง CIRAS-1 PORTABLE PHOTOSYNTHESIS SYSTEM TUTORAL (PP SYSTEMS) ซ่ึงทํา 
การวัดคาดังกลาวในชวงเวลา 8.00, 10.00, 12.00, 14.00 และ 16.00 น.  

4.2 ปริมาณคลอโรฟลล ทําการวิเคราะหเมื่อส้ินสุดการทดลอง ตามวิธีการของ Procter (1981) 
อางอิงโดย ปทุมพร (2546)  

การตรวจวดัปริมาณคลอโรฟลล 
นําใบพืชที่ตองการตรวจวัดปริมาณคลอโรฟลลมาเจาะดวยที่เจาะกระดาษใหมีขนาด 0.32 

ตารางเซนติเมตร จํานวน 8 ชิ้น แลวแชในอะซิโตน 80 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในที่มืด เปน
เวลา 48 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง เมื่อครบกําหนดระยะเวลาจึงนําสารละลายที่ไดไปอานคาดูดกลืนแสง
ดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ชวงคล่ืน 642 และ 664 นาโนเมตร จากนั้นนําคาดูดกลืนแสงที่ไดมา
คํานวณปริมาณคลอโรฟลดรวม ดังสมการ 

 
ปริมาณคลอโรฟลลรวม (mg m-2)  =   (7.12A664 + 16.8A642) [(V x 104) / N¶r2] 
 
A = คาการดูดกลืนแสงในชวงที่กําหนด 
V = ปริมาตรเปนลิตร 
N = จํานวนของแผนใบ 
R = รัศมีของแผนใบ 
 

 4.3 ปริมาณ Total non-structural carbohydrate (TNC) ตามวิธีของ Nelson’s reducing 
procedure (สุจริต, 2531) หนวยวัดเปน มิลลิกรัมตอน้ําหนักแหง   

 
5. การศึกษาความเปนพิษของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนตอคะนา 
 การศึกษาความเปนพิษของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนตอคะนา ทําการศึกษาใน
สวนของสีใบคะนาที่ทําการพนสารชีวภาพกําจัดเชื้อรา โดยทําการเปรียบเทียบกับกรรมวิธีชุดควบคุม 
ซ่ึงทําการวัดสีของใบคะนาดวยเครื่อง Color reader model CR-10 ของบริษัท Minolta ซ่ึงคาวัดไดจะ
แสดงเปนคา L, a* และ b* จากนั้นจะนําคาที่ไดมาคํานวณหาคา Chroma (C*) และ คา Hue (Ho) 
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การทดลองที่ 10.2 
 การศึกษาผลของสารชีวภาพกําจัด เชื้อราจากตะไครตนในการควบคุมโรคใบจุด  
Alternaria sp. ซ่ึงทําการศึกษากับคะนาที่ทําการปลูกในถุงดํา โดยวางแผนการทดลองแบบบล็อคสุม
สมบูรณ (Randomized complete block design, RCBD) มีทั้งหมด 6 กรรมวิธี ดังนี้ 
 

control = ชุดควบคุม (Control) 
Inoc = พนสปอรเชื้อรา Alternaria sp. 
Li500 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  500  

สวนตอลานสวน  
Li1,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  1,000  

สวนตอลานสวน  
Li2,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  2,000  

สวนตอลานสวน  
Manco = สารเคมีกําจัดเชื้อราแมนโคเซบ 

  
 เร่ิมทําการศึกษาเมื่อตนคะนาอายุได 23 วันหลังการยายปลูก โดยทําการพนสารชีวภาพกําจัด
เชื้อราจากตะไครตนที่ 3 ระดับความเขมขน คือ 500, 1,000 และ 2,000 สวนตอลานสวน และ 
สารแมนโคเซบ และหลังจากพนสารหนึ่งวัน จึงทําการพนสปอรเชื้อรา Alternaria sp. คลุมดวย
พลาสติกใสเพื่อรักษาความชื้น เปนระยะเวลา 3 วัน จากนั้นจึงนําผาพลาสติกออก แลวทําการตรวจสอบ
ความเสียหายที่เกิดจากเชื้อราสาเหตุโรคพืช และทําการตรวจสอบเมื่อระยะเวลาผานไป 7 วัน สําหรับ
การพนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนและสารแมนโคเซบจะทําการพนเมื่อระยะเวลาผานไป
ทุกๆ 5 วัน สําหรับการประเมินความเสียหายที่เกิดจากโรคนั้นทําการประเมินตามวิธีของ สุคนทิพย 
(2543) ซ่ึงไดกลาวไวแลวในการทดลองที่ 1 
 
การทดลองที่ 10.3 
 การศึกษาผลของสารชีวภาพกําจัด เชื้อราจากตะไครตนในการควบคุมโรคใบจุด 
ออลเทอนาเรียในคะนา โดยทําการศึกษาในสภาพแปลงปลูกของสถานีวิจัยเกษตรเขตชลประทาน 
(MCC) ซ่ึงเปนสภาพแปลงปลูกคะนาในระบบปลอดสารพิษ สําหรับการศึกษาในครั้งนี้ไดศึกษาผลของ
สารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนในการควบคุมโรคใบจุดออลเทอนาเรียที่เกิดจากสภาพธรรมชาติ
โดยไมมีการปลูกเชื้อใหกับคะนา และทําการศึกษาเชนเดียวกันกับการทดสอบฤทธิ์ในระดับแปลงปลูก
ดังที่ไดกลาวมาในขางตน ไดแก การศึกษาการเจริญเติบโต, ปริมาณผลผลิตและทําการศึกษาถึงผลของ
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สารชีวภาพกําจัดเชื้อราที่มีตอสรีรวิทยาของคะนา  การศึกษาในครั้งนี้ไดวางแผนการทดลอง 
แบบบล็อคสุมสมบูรณ (Randomized complete block design, RCBD) มีทั้งหมด 5 กรรมวิธี ดังนี้ 
 
control = ชุดควบคุม (Control) 
Li500 = พนสารชีวภาพกํ าจัด เชื้ อราจากตะไครตนที่ ระดับความเขมขน  500  

สวนตอลานสวน  
Li1,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  1 ,000  

สวนตอลานสวน  
Li2,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  2 ,000  

สวนตอลานสวน  
Larmina = สารลารมินา (ชื่อสามัญ บาซิลัส ซับทีลิส เปน เชื้อแบคทเีรียในรูปผงสปอรแหง) 
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