
บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

1. การตรวจและศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือราทีต่ิดมากบัผลพริกกะเหร่ียงหลงัเกบ็เกีย่ว 
  น ำผลพริกกะเหร่ียงท่ีปลูกจำกต ำบลสบเมย อ ำเภอสบเมย จงัหวดัแม่ฮ่องสอน มำตรวจหำ
เช้ือรำท่ีติดมำกบัผลพริกโดยวิธีเพำะบนกระดำษช้ืน (Blotter method) มีวิธีกำรดงัน้ี คือ น ำกระดำษ
กรอง Whatman No. 1 ขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำง 9 cm จ ำนวน 1 แผน่ มำประกบติดกบักระดำษฟำง
ท่ีตดัเป็นวงกลมขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำง 9 cm จ ำนวน 3 แผน่ โดยให้กระดำษกรองวำงอยูด่ำ้นบน 
แลว้น ำไปจุ่มในน ้ ำกลัน่ท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ให้ชุ่ม จำกนั้นน ำไปวำงในจำนอำหำร โดยสุ่มผลพริกวำงบน
กระดำษช้ืน จำนละ 10 ผล  ท ำกำรทดลอง 4 ซ ้ ำ หลงัจำกนั้นน ำไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 7 
วนั จึงน ำเช้ือรำท่ีเจริญบนผลพริกมำตรวจมาท าการศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือ โดยศึกษำ
ลกัษณะต่ำงๆ ของเช้ือรำ เช่น ลกัษณะเส้นใย และสปอร์ของเช้ือภายใตก้ล้อง steriomicroscope    
จำกนั้นใชเ้ขม็เข่ียเส้นใยหรือสปอร์เช้ือรำแต่ละชนิดท่ีข้ึนบนผลพริก ไปเล้ียงบนอำหำร WA (water 
agar) แลว้น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 7 วนั เม่ือเช้ือรำเจริญแลว้ จึงยำ้ยลงบนอำหำร PDA 
(potato dextrose agar) เพื่อใหไ้ดเ้ช้ือท่ีบริสุทธ์ิ น าเช้ือราท่ีแยกได ้มาศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาบน
อาหารเล้ียงเช้ือโดยเล้ียงเช้ือราสาเหตุบนอาหาร PDA เป็นเวลา 3 วนั จึงใช ้cork borer ขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 cm ตดัขอบนอกของโคโลนีแลว้ยา้ยช้ินวุน้ดงักล่าวไปวางตรงจุดก่ึงกลางของ
จานอาหาร PDA โดยให้ดา้นท่ีเช้ือราเจริญอยูส่ัมผสักบัอาหาร จานละ 1 ช้ิน ท าการทดลอง 4 ซ ้ า 
ศึกษาลกัษณะการเจริญของเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือ และศึกษาลกัษณะรูปร่างและโครงสร้างของ
เช้ือราสาเหตุโรคภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์     
 
2. การแยกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์จากผวิใบและผวิผลของพริกกะเหร่ียง 
 ท าการเก็บตวัอย่างใบและผลพริกกะเหร่ียงจากแปลงปลูกต าบลสบเมย อ าเภอสบเมย 
จังหวัดแม่ ฮ่ อ งสอน  และตัวอย่ า ง ใบและผลพ ริกกะ เห ร่ี ย งจ ากคณะ เกษตรศาสต ร์
มหาวิทยาลยัเชียงใหม่  โดยเลือกตน้พริกท่ีสมบูรณ์ ไม่แสดงอาการของโรค มาท าการแยกเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ ์ดงัน้ี 
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 น าตวัอยา่งใบพริกและผลพริกท่ีเก็บเก่ียวแลว้ มาแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์โดยน าใบและ
ผลของพริกกะเหร่ียง แช่น ้ ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใช ้pipette ดูดมา 1 ml น าไปเจือจาง
ดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 9 ml เขยา่ใหเ้ขา้กนั แลว้เจือจางต่อไปแบบเดิม จากนั้นดูดสารละลายดงักล่าว
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ี 10-5 และ 10-6 มา 0.2 ml spread plate ลงบนอาหาร NA (Nutrient agar) บ่มไว้
ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง แลว้คดัเลือกเช้ือแบคทีเรียโคโลนีเด่ียวโดยน ามา streak ลง
บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA เพื่อให้ไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ และท าการเพิ่มปริมาณเช้ือ เพื่อเก็บไวใ้ช้ศึกษาใน
ขั้นตอนต่อไป 
 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือราที่ติดมากับ
ผลพริกกะเหร่ียงในสภาพห้องปฏิบัติการ 
 น าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษจ์าก stock culture ในขอ้ 3.1 ท่ีเตรียมไวม้าทดสอบประสิทธิภาพ
ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีแยกได้ในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคหลังการเก็บเก่ียวของพริก
กะเหร่ียงบนอาหาร PDA ดว้ยวิธี Dual culture หรือ Bi-culture ภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือในตูถ่้ายเช้ือ 
โดยเล้ียงเช้ือราสาเหตุบนอาหาร PDA แลว้ใช ้cork borer ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.5 cm เจาะเส้นใย
เช้ือราสาเหตุโรคบริเวณขอบโคโลนีวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA  โดยวางห่างจากขอบจานอาหาร
เล้ียงเช้ือ 2.0 cm จากนั้นจึงน ากระดาษกรองท่ีตดัเป็นวงกลม (paper disc) ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.5 
cm แตะลงบนผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลทต่างๆ แลว้น ามาวางลงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDA ในดา้นตรงขา้มกบัเช้ือราสาเหตุโรค โดยเวน้ระยะห่างจากขอบจานอาหาร 2.0 cm
ส าหรับชุดควบคุมใชน้ ้ ากลัน่ (ภาพ 1)  จากนั้นน าไปบ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิห้อง ท าการทดลอง 4 ซ ้ า 
การทดลองน้ีวางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD) สังเกตการ
เปล่ียนแปลงและท าการบนัทึกผลเม่ือเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุมเจริญจนมีรัศมี 5 เซนติเมตร 
โดยวดัขนาดรัศมีของโคโลนีเช้ือสาเหตุในชุดควบคุมและชุดทดสอบ   
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    ชุดควบคุม          ชุดทดสอบ 
 

ภาพ1 ลกัษณะการวดัผลในการเป็นปฏิปักษข์องเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษต่์อเช้ือราสาเหตุโรค 
โดยวธีิ Dual culture (P: Pathogen, D: Distilled water (Control), A: Antagonistic    
bacteria, R: Radial growth of pathogenic fungi) 

 
น าขอ้มูลท่ีไดม้าค านวณหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญ (Percent inhibition of radial 

growth; PIRG) หลงัจากนั้นน าขอ้มูลมาวเิคราะห์ทางสถิติโดยใชโ้ปรแกรม Statistic for Window 
version 8.0 

สูตรค านวณ  PIRG 
PIRG  =     R1     -     R2     x  100 

              R1 
      R1 =  ความยาวรัศมีโคโลนีของเช้ือราในชุดควบคุม 

 R2 =  ความยาวรัศมีโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 
 
 
 
 
 

  

R1 R2 
P D P A 

2 cm 5 cm 2 cm 2 cm 5 cm 2 cm 
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4. การจ าแนกชนิดของเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ 
 น าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคหลงัการ
เก็บเก่ียวของพริกกะเหร่ียงท าการจ าแนกเช้ือ โดยศึกษาคุณสมบติัดา้นสัณฐานวิทยา และคุณสมบติั
ทางดา้นชีวเคมี 
 4.1 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของแบคทเีรีย 
 ศึกษาลกัษณะการเจริญบนอาหาร NA และศึกษาการติดสีแกรม ขนาด รูปร่าง การจดัเรียง
ตวัของเซลล์ พร้อมทั้งศึกษาความสามารถในการสร้างสปอร์ของเช้ือ รูปร่าง ขนาด และต าแหน่ง
ของสปอร์ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (ภาคผนวก ก)  
 4.2 การศึกษาคุณสมบัติทางด้านชีวเคมี  

น าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลทต่างๆ มาทดสอบคุณสมบติัทางดา้นชีวเคมี ในการผลิต
เอนไซม์ 7 ชนิด คือ เซลลูเลส (cellulase), ฟอสฟาเตส (phosphatase), ไคติเนส (chitinase), อะ
ไมเลส (amylase), ยรีูเอส (urease), ออกซิเดส (oxidase), แคตาเลส (catalase) นอกจากน้ีได ้ทดสอบ
การยอ่ยแป้ง (starch hydrolysis), ทดสอบความสามารถของเช้ือในการใชซิ้เทรตเป็นแหล่งคาร์บอน
ในกระบวนการเมทาบอลิซึม (citrate utilization), ทดสอบการรีดิวซ์ไนเทรต (nitrate reduction)
ทดสอบการเคล่ือนท่ีของแบคทีเรีย (motility), ทดสอบ VP (voges-proskauer), ทดสอบ MR 
(methyl red), ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการผลิต indole (indole production),  ทดสอบ
ความสามารถของแบคทีเรียในการสร้างก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด์  (formation of H2S), ทดสอบการ
เจริญของแบคทีเรียท่ี NaCl 6.5%, ทดสอบการใชน้ ้ าตาลในสภาวะท่ีมีออกซิเจน-ไม่มีออกซิเจน 
(Oxidation-Fermentation: OF) และ ทดสอบ Phenol red (PR)  โดยการศึกษาปฏิกิริยาของเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษท่ี์มีผลต่อสารเคมีท่ีเติมลงในอาหารและดูปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนของแบคทีเรียปฏิปักษ์
แต่ละไอโซเลทโดยเปรียบเทียบกบัเช้ือแบคทีเรียมาตรฐาน ไดแ้ก่ B. subtilis  ไอโซเลท T01 และ B. 
amyloliquefaciens ไอโซเลท T03 (ภาคผนวก ก) 
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5. การทดสอบความสามารถของเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ต่อการงอกของเมลด็พริกกะเหร่ียง 
 น าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราหลงัการ
เก็บเก่ียวของพริกกะเหร่ียง มาทดสอบความสามารถของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษต่์อการงอกของเมล็ด
พริกกะเหร่ียง 

5.1 การเตรียมเมลด็พริกกะเหร่ียง 
 น าเมล็ดพริกกะเหร่ียงจากต าบลสบเมย อ าเภอสบเมย จงัหวดัแม่ฮ่องสอน มาฆ่าเช้ือท่ีผิว
ตามวธีิการของ Errakhi et al. (2007) โดยแช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต ์2 เปอร์เซ็นต ์เป็น
เวลา 3 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 3-4 คร้ัง น าไปผึ่งใหแ้หง้เป็นเวลา 30 นาที 

5.2 การเตรียมสารแขวนลอยของเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ 
 ท าการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA จากนั้นน ามาเพิ่มปริมาณโดยใช ้
loop ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้แตะเช้ือแบคทีเรียมา streak ลงบนผิวหนา้อาหาร NA ภายใตส้ภาพปลอด
เช้ือ บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิห้องนาน 24-48 ชัว่โมง จากนั้นน าน ้ ากลัน่ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ เทลงใน
จานอาหาร 20 ml ต่อจานอาหาร ใชแ้ท่งแกว้รูปตวัแอล (L) ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ ขดูเช้ือแบคทีเรียให้หลุด
จากผวิหนา้ของอาหารเบาๆ แลว้เทรวมกนัในบีกเกอร์ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ปรับให้ไดค้วามเขม้ขน้
ประมาณ108cfu/ml 
             5.3 การทดสอบการงอกของเมลด็พริกบนกระดาษช้ืน 
            น าเมล็ดพริกท่ีฆ่าเช้ือแลว้ แช่ในสารแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภาพใน
การควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคจากการทดลองท่ี 3  โดยมีความเขม้ขน้ 108 cfu/ml เป็นเวลา 30 นาที 
หลงัจากนั้นผึ่งให้แห้งในตูถ่้ายเช้ือเป็นเวลา 3 ชัว่โมง ก่อนน าไปเพาะบนกระดาษช้ืน โดยน าเมล็ด
พริกวางบนกระดาษเพาะในจานอาหารเล้ียงเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 9 cm ซ่ึงภายในบรรจุ
กระดาษกรอง 1 แผน่ไวด้า้นบน และกระดาษฟาง 3 แผ่นท่ีชุบน ้ าจนชุ่มไวด้า้นล่าง วางเมล็ดพริก
จ านวน 25 เมล็ดต่อจาน ท าการทดลอง 4 ซ ้ า ซ ้ าละ 100 เมล็ด การทดลองน้ีวางแผนการทดลองแบบ 
CRD ตรวจสอบการงอกของเมล็ดพริก โดยวเิคราะห์หาเปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมล็ดเปรียบเทียบกบั
ชุดควบคุมท่ีแช่น ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือแทนสารแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ และวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์
การปนเป้ือนของเช้ือราบนเมล็ดพริกกะเหร่ียงเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
             5.4 การทดสอบการงอกของเมลด็พริกในสภาพโรงเรือน 
            น าเมล็ดพริกท่ีฆ่าเช้ือแลว้ แช่ในสารแขวนลอยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภาพใน
การควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคจากการทดลองท่ี 3 โดยมีความเขม้ขน้108 cfu/ml เป็นเวลา 30 นาที 
หลงัจากนั้นผึ่งให้แห้งในตูถ่้ายเช้ือเป็นเวลา 3 ชัว่โมง ก่อนน าไปเพาะในกระบะเพาะซ่ึงบรรจุดินท่ี
ฆ่าเช้ือแลว้ ท าการทดลอง 4 ซ ้ า ซ ้ าละ 100 เมล็ด  
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การทดลองน้ีวางแผนการทดลองแบบ Randomized complete block design (RCBD) ตรวจสอบการ
งอกของเมล็ดพริกแลว้วิเคราะห์หาเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีแช่น ้ า
กลัน่ฆ่าเช้ือแทนสารแขวนลอยเช้ือแบคทีเรีย 
 
 6. การพัฒนาเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ เป็นผลิตภัณฑ์ในรูปแบบสารชีวภัณฑ์และประเมิน
ความสามารถของสารชีวภัณฑ์ในการควบคุมเช้ือราหลงัการเกบ็เกีย่วของพริกกะเหร่ียง 
               6.1 การพฒันาผลติภัณฑ์ในรูปแบบสารชีวภัณฑ์ 
              น าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคหลงัการ
เก็บเก่ียวของพริกกะเหร่ียงมาพฒันาเป็นผลิตภณัฑใ์นรูปแบบสารชีวภณัฑ์  
               6.2 การเตรียมเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์เซลล์สด 
               เตรียมเซลล์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์โดยน าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษม์าเล้ียงใน
อาหาร NB เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นใชไ้มโครปิเปตดูดเซลล์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย 1 ml 
ใส่ในหลอดทดลองท่ีมีน ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 9 ml จากนั้นปรับความเขม้ขน้ให้ได ้ 108 cfu/ml ท าการ
ฉีดพน่เซลลแ์ขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์ปริมาตร 20 ml ลงบนตน้พริกกะเหร่ียง 
              6.3  การเตรียมและการพฒันาสูตรส าเร็จเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์รูปแบบผงละลายน า้ 
              มีขั้นตอน คือ เร่ิมจากเพิ่มปริมาณเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละไอโซเลท เล้ียงในอาหาร
เหลว NB ท่ีบรรจุในขวดชมพู่ 2 ขวด ปริมาตร 150 ml น าไปเขยา่ท่ีความเร็ว 150 rpm ท่ีอุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6000 rpm เป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นจึงท าการปรับปริมาตรดว้ย NB ให้ไดป้ริมาตรสุดทา้ย 80 ml ผสมเขา้กบัสารประกอบต่างๆ 
ซ่ึงท าการทดลอง 2 กรรมวธีิ ดงัน้ี 
                 กรรมวิธีท่ี 1 (สูตร 1) น าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีปริมาตร 40 ml ผสมเข้ากับ
สารประกอบต่างๆ ไดแ้ก่ sodium carboxymethyl cellulose (SCMC) 1 g, talcum 98.5g และ 
calcium carbonate 0.5 g จากนั้นผสมใหเ้ขา้กนัดี น าไปอบในตูอ้บอุณหภูมิ 40 0C เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
หลงัจากนั้นน าไปป่ันดว้ยเคร่ือง blender   จะไดชี้วภณัฑใ์นรูปแบบผง เก็บไวภ้ายใตอุ้ณหภูมิหอ้ง 
                 กรรมวิธีท่ี 2 (สูตร 2) น าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีปริมาตร 40 ml ผสมเข้ากับ
สารประกอบต่างๆ ไดแ้ก่ talcum 99.0g และ Polyvinylpyrrolidone (PVP) 1 g จากนั้นผสมให้เขา้กนั
ดี น าไปอบในตูอ้บอุณหภูมิ 40 0C เป็นเวลา 6 ชัว่โมง  หลงัจากนั้นน าไปป่ันดว้ยเคร่ือง blender  จะ
ไดชี้วภณัฑใ์นรูปแบบผง เก็บไวภ้ายใตอุ้ณหภูมิหอ้ง 
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              6.4 การตรวจนับปริมาณเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์รูปแบบผงละลายน ้า ภายใต้การเก็บรักษาที่
อุณหภูมิห้อง 
               ตรวจนบัปริมาณเช้ือคร้ังแรกหลงัจากผลิตเสร็จ และตรวจนบัเดือนท่ี  9 โดยท าการชัง่สาร
ชีวภณัฑ์ท่ีผลิตในรูปแบบผงละลายน ้ า 0.5 g น าไปท า serial dilution แลว้ตรวจนบัเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์โดยวธีิ Drop plate บนอาหาร NA บนัทึกผล  
             6.5 การทดสอบประสิทธิภาพของสารชีวภัณฑ์จากเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุม      
เช้ือราหลงัการเกบ็เกีย่วของพริกกะเหร่ียงในสภาพห้องปฏิบัติการ 
              น าสารชีวภณัฑใ์นทั้ง 2 สูตรจากขอ้ 7.3 มาประเมินความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุ
โรคหลงัการเก็บเก่ียวของพริกกะเหร่ียง โดยท าการทดสอบดว้ยวิธี Dual culture เร่ิมจากใช้ cork 
borer ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 4 mm ตดัขอบนอกของเส้นใยเช้ือราบริเวณขอบโคโลนีวางบนอาหาร 
PDA  โดยวางตรงกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือ  
              จากนั้นน าสารชีวภณัฑ์ในรูปแบบผงละลายน ้ า 0.3 g วางลงบนอาหาร PDA โดยวางห่าง
จากขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือ 2.0 cm ใชน้ ้ ากลัน่และเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์เล้ียงบนอาหาร NA เป็น
ชุดควบคุม (ภาพ 2) ท าการทดลอง 4 ซ ้ า วางแผนการทดลองแบบ CRD  น าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 
บนัทึกผลเม่ือเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุมเจริญจนมีรัศมี 2.5 cm โดยวดัขนาดรัศมีของโคโลนี
เช้ือสาเหตุในชุดควบคุมและชุดทดสอบ น าขอ้มูลท่ีได้มาค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งการ
เจริญ PIRG 
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ภาพ2  ลกัษณะการวดัผลในการเป็นปฏิปักษข์องสารชีวภณัฑจ์ากเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษต่์อ 
           เช้ือราสาเหตุ โรคโดยวธีิ Dual culture (P: Pathogen, D: Distilled water (Control),  
           A: Antagonistic bacteria, B: Bioproduct formulation, F: Product Formulation, 
           R: Radial  growth of pathogenic fungi) 

 
สูตรค านวณเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ (PIRG) 

PIRG  =     R1     -     R2     x  100 
   R1 

R1 = ความยาวรัศมีโคโลนีของเช้ือราในชุดควบคุม 
                 R2 =  ความยาวรัศมีโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 
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        6.6 การทดสอบประสิทธิภาพของสารชีวภัณฑ์จากเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือรา
หลงัการเกบ็เกีย่วของพริกกะเหร่ียงในสภาพเรือนทดลอง 
                   น าสารชีวภณัฑ์ท่ีผลิตไดม้าทดสอบประเมินประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของ    
เช้ือราสาเหตุโรคหลงัการเก็บเก่ียวของพริกกะเหร่ียงโดยใช้สารชีวภณัฑ์ในรูปแบบผงละลายน ้ า 
น ามาทดสอบกบัตน้พริกกะเหร่ียงในเรือนทดลอง โดยฉีดพ่นบนตน้พริกท่ีมีอายุ 60 วนั ปริมาณ 20 
ml/ตน้  หลงัจากนั้นฉีดพน่ตน้พริกทุกๆ 15 วนั ท าการทดลองทั้งหมด 4 ซ ้ า ซ ้ าละ 2 ตน้ การทดลอง
ใชแ้ผนการทดลองแบบ RCBD  การทดลองมี 7 กรรมวธีิโดยมีรายละเอียดของแต่ละกรรมวธีิ ดงัน้ี 
                   กรรมวธีิท่ี 1 ฉีดพน่ดว้ยน ้ากลัน่ (ชุดควบคุม) 
                   กรรมวธีิท่ี 2 ฉีดพน่ดว้ยส่วนประกอบของสูตรสารชีวภณัฑท่ี์ไม่มีเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์
                                       (ชุดควบคุม) 
                    กรรมวธีิท่ี 3 ฉีดพน่ดว้ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์SF 
                    กรรมวธีิท่ี 4 ฉีดพน่ดว้ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์SL 
                    กรรมวธีิท่ี 5 ฉีดพน่ดว้ยสารชีวภณัฑสู์ตร SFF2   
                    กรรมวธีิท่ี 6 ฉีดพน่ดว้ยสารชีวภณัฑสู์ตร SFF2   
                    กรรมวธีิท่ี 7 ฉีดพน่ดว้ยสารเคมี captan  
               ประเมินการควบคุมโรคหลงัการเก็บเก่ียวโดยน าผลผลิตพริกกะเหร่ียงท่ีไดท้ั้งหมดมาตาก
แหง้ เป็นเวลา 5 วนั จากนั้นน าผลพริกมาเพาะบนกระดาษช้ืน ตรวจสอบเช้ือราหลงัการเก็บเก่ียวท่ี
พบบนผลพริกโดยเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมและการใชส้ารเคมี captan  
                     
               นอกจากน้ีน าตน้พริกกะเหร่ียงอาย ุ 30 วนัมาทดสอบและประเมินประสิทธิภาพของสาร 
ชีวภณัฑ ์ โดยน าสารชีวภณัฑสู์ตร 2 ทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคแอนแทรกโนสของ
พริกกะเหร่ียงในสภาพเรือนทดลอง                    
                การเตรียมเช้ือสาเหตุโรค 
                 เตรียม spore suspension ของ C. capsici ดว้ยการเล้ียงเช้ือรา C. capsici บนอาหาร PDA 
เป็นเวลา 7 ก่อนเติมน ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือ และปรับใหมี้ความเขม้ขน้ 106 spore/ml 
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                 การทดสอบ 
                 ฉีดพน่เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์บนใบพริกอตัรา 2 มิลลิลิตร/ใบ เป็นเวลา 1 วนั ก่อนฉีดพน่
สปอร์แขวนลอยของ  C. capsici ท่ีมีความเขม้ขน้ 106 spore/ml โดยฉีดพน่บนตน้พริกท่ีมีอาย ุ30 วนั 
บนัทึกผลการทดลองโดยเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม การทดลองใชแ้ผนการทดลองแบบ RCBD การ
ทดลองมี 7 กรรมวธีิ โดยมีรายละเอียดของแต่ละกรรมวธีิดงัน้ี 
                    กรรมวธีิท่ี 1 ฉีดพน่ดว้ยน ้ากลัน่ (ชุดควบคุม) 

      กรรมวธีิท่ี 2 ฉีดพน่ดว้ยส่วนประกอบของสูตรสารชีวภณัฑท่ี์ไม่มีเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์ 
                          (ชุดควบคุม) 

                    กรรมวธีิท่ี 3 ฉีดพน่ดว้ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์SF 
                    กรรมวธีิท่ี 4 ฉีดพน่ดว้ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์SL 
                    กรรมวธีิท่ี 5 ฉีดพน่ดว้ยสารชีวภณัฑสู์ตร SFF2   
                    กรรมวธีิท่ี 6 ฉีดพน่ดว้ยสารชีวภณัฑสู์ตร SFF2   
                    กรรมวธีิท่ี 7 ฉีดพน่ดว้ย spore suspension ของเช้ือรา C. capsici ท่ีมีความเขม้ขน้  
                                        106 spore/ml 
                  ท าการทดลองกรรมวธีิละ 4 ซ ้ า ประเมินความรุนแรงของโรคดว้ยสายตา โดยใชเ้กณฑ์ 
การประเมินระดบัการเกิดโรค โดยแบ่งความรุนแรงเป็น 5 ระดบั (ดดัแปลงจาก รัตติรส และสมศิริ, 
2549)   ดงัน้ี 

    ระดบั 1 ไม่เกิดแผลบนใบ หรือไม่พบใบท่ีแสดงอาการของโรค   
    ระดบั 2 แผลเป็นจุดสีน ้าตาลขนาดเล็กบนใบ พบแผล  1-20% 
    ระดบั 3 แผลเป็นจุดสีน ้าตาลขนาดเล็กบนใบ พบแผล  21-30% 
    ระดบั 4 แผลเป็นจุดสีน ้าตาลขนาดเล็ก และขนาดใหญ่บนใบ พบแผล 31-50% 
    ระดบั 5 แผลเป็นจุดสีน ้าตาลถึงด าขนาดใหญ่บนใบ แผลกระจายทัว่ทั้งใบมากกวา่ 50% 
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