
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 

การทดลองท่ี 1. การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทในการควบคุมเชื้อรา 

Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 

1.1 การยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา Colletotrichum spp. โดยวิธี Agar well method  

        การเตรียมน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีท 

นําเช้ือแอคติโนมัยซีทจํานวน 6 ไอโซเลท ไดแก OMA60-1, OMA60-7, OMA60-34, SEA120-4, 

SEA120-28 และ SEA120-38 ซ่ึงเปนเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีแยกไดจากดินบริเวณอุทยานแหงชาติ

ดอยสุเทพ-ปุย จ. เชียงใหม โดยไดรับความอนุเคราะหจากคุณณัฐพงษ (2553) ในรูปสปอรผสมนํ้า 

(spore suspension) เตรียมไดโดยเทน้าํกล่ันท่ีผานการฆาเชื้อลงบนอาหารวุน Hickey Tresner agar 

(ภาคผนวก ก) ท่ีมีเชื้อเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือและสรางสปอรสีดํา จากนั้นใชหวงถายเช้ือ 

(loop) ขูดสปอรแอคตโินมัยซีทหลุดกระจายออกมาแลวนาํมากรองดวยผาขาวบางเพื่อแยกเศษวุนและ

เซลลออก นบัจํานวนสปอรโดยใช haemacytometer ปรับความเขมขนใหได 107 สปอรตอมิลลิลิตร 

นํา spore suspension ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (1% v/v) ใสลงในอาหาร enzyme production medium 

(EPM) (ภาคผนวก ก) ท่ีมีไคตินเปนแหลงคารบอนปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู (flask) 

ขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเคร่ืองเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทํา

การเก็บตัวอยางน้ํากรองเล้ียงเช้ือทุกวนัเพื่อนํามาวิเคราะหผล โดยนํามาหมุนเหวีย่งดวยความเร็วสูง 

6,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 20 นาที จากนั้นนําสวนใสท่ีไดแบง

ออกเปน 2 สวน สวนแรกยังมีสปอรอยูเรียกวา น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีไมกรองสปอร

ออก (NF) และนาํสวนท่ี 2 มากรองดวยเคร่ืองกรองแบคทีเรีย Minisart ขนาดเสนผานศูนยกลางรู

กระดาษกรอง 0.2 ไมโครเมตร เพื่อกรองเอาสปอรออก เรียกสวนนีว้า น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคตโินมัยซีท

ท่ีกรองสปอรออก (F) นําท้ัง 2 สวนเก็บรักษาไวท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 
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R1 

        การทดสอบโดยวิธี Agar well method 

เทอาหารเล้ียงเชื้อ potato dextrose agar (PDA) (ภาคผนวก ก) ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือขนาด

เสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตรแบบ 2 ช้ัน (double layer)  โดยเทชัน้แรกใหมีความหนาประมาณ 

0.1 เซนติเมตร รอใหหนาอาหารวุนแหง จากน้ันเทช้ันท่ีสองใหหนาประมาณ 0.5 เซนติเมตร เม่ือหนา

อาหารวุนแหงสนิท ใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะลงบนอาหารเล้ียง

เช้ือหางจากเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร โดยเจาะ 4 ตําแหนง จากน้ันใช cork borer ขนาดเสน

ผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะบริเวณปลายเสนใยเช้ือรา C. gloeosporioides และ C. capsici ท่ี

เล้ียงเปนระยะเวลา 5 วัน โดยนําช้ินเช้ือรา (culture disc) วางตรงกลางอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีเตรียมไว 

หยดน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีไมกรองสปอรออก (NF) และน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคตโินมัยซีท

ท่ีกรองสปอรออก (F) ปริมาตรอยางละ 30 ไมโครลิตรลงในหลุมท่ีเจาะไว โดยเปรียบเทียบกบัชุด

ควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ enzyme production medium (EPM) และเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis 

สารชีวภัณฑทางการคาตามอัตราแนะนําเทากับ 1x109 CFU/g ปริมาตร 30 ไมโครลิตร (ภาพ 3) บมไวท่ี

อุณหภูมิหอง ประเมินผลการทดลองโดยวัดขนาดรัศมีโคโลนีเพื่อคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 
 

สูตรการคํานวณเปอรเซ็นตการยับยั้ง (Percent inhibition of radial growth: PIRG) (เกษม, 2532) 
 

เปอรเซ็นตการยับยั้ง  =  (R1 - R2) x 100 
 

R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดควบคุม 

R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดทดสอบ 
 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพ 3 การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทในการยับยั้งการเจริญเสนใย

ของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 

EPM 
EPM   = อาหารเล้ียงเช้ือ enzyme production medium 

Bs       = Bacillus subtilis  

NF      = น้ํากรองเลี้ยงเช้ือที่ไมกรองเอาสปอรแอคติโนมยัซีทออก  

F         = น้ํากรองเลี้ยงเช้ือที่กรองเอาสปอรแอคติโนมยัซทีออก 

Bs 

NF F 
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1.2 การยับยั้งการงอกของสปอรเชื้อรา Colletotrichum spp. โดยวิธี Agar well method 

        เตรียมสปอรของเช้ือรา C. gloeosporioides และ C. capsici  โดยเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 

เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือเทลงในอาหาร ใชหวงถายเช้ือเข่ียเบาๆ บริเวณเสนใย

จนสปอรหลุด กรองเสนใยและสปอรผสมนี้ดวยผาขาวบางท่ีผานการฆาเช้ือ นับจํานวนสปอรโดย

ใช haemacytometer แลวปรับความเขมขนใหได 105 สปอรตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย Tween 20 

อัตราสวน 100 : 0.04 v/v เพื่อใหสปอรกระจายตัวไดดี จากนั้นดูดสารแขวนลอยสปอรปริมาตร 0.1 

มิลลิลิตร ลงในจานอาหาร PDA ท่ีเทอาหารไว 2 ช้ัน (double layer) เชนเดียวกับขอ 1.1 แลวเกล่ียให

ท่ัวผิวหนาอาหาร รอใหผิวหนาอาหารแหง จากน้ันใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 

เซนติเมตร เจาะลงบนอาหารเล้ียงเช้ือหางจากเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร โดยเจาะ 4 ตําแหนง 

ทดสอบโดยหยดนํ้ากรองเล้ียงเช้ือ NF และ F ปริมาตรอยางละ 30 ไมโครลิตรลงในหลุมท่ีเจาะไว 

โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือ อาหารเล้ียงเช้ือ EPM และเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis สารชีวภัณฑ

ทางการคาตามอัตราแนะนําเทากับ 1x109 CFU/g ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิหอง วดั

ขนาดวงใส (clear zone) และบันทึกผล 

 

การทดลองท่ี 2. การศึกษาคุณสมบัติบางประการของน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีท 

2.1 การวัดการทํางานของเอนไซมไคติเนสโดยการหาคา chitinase activity 
        หาคา chitinase activity โดยวัดไดจาก N-acetylglucosamine ท่ีถูกปลอยออกมาจากปฏิกิริยา

ระหวางเอนไซมกับซับสเทรต โดยวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซตามวิธีของ Miller (1959) และใช 

N-acetylglucosamine ในการทํากราฟมาตรฐาน โดยเตรียม reaction mixture ดงันี ้(อภิญญา และคณะ, 2545) 

- Enzyme control : น้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมกับ 0.1 M 

phosphate buffer pH 7.5 ปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร 

- Substrate control : substrate buffer ปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร (25% (w/v) colloidal 

chitin ใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.5) ผสมกับ 0.1 M phosphate buffer pH 7.5 ปริมาตร 300 

ไมโครลิตร 

- Enzyme substrate : น้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมกับ 

substrate buffer ปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร 
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        บม reaction mixture ใน Water bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติม DNS 

reagent (ภาคผนวก ค) ในแตละหลอดปริมาตร 2 มิลลิลิตร ปดหลอดดวยลูกแกวแลวนําไปตมท่ีน้ํา

เดือดเปนเวลา 15 นาที จากนั้นทําใหเยน็ลงทันทีแลวเติมสารละลาย 40% (w/v) sodium potassium 

tartrate (ภาคผนวก ค) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ือง Vortex mixer นํา reaction 

mixture ของ substrate control กับ enzyme substrate แตละหลอดไปหมุนเหวีย่งดวยความเร็วสูง 

6,000 รอบตอนาที แยกเอาเฉพาะสวนใสท่ีไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 575 nm ดวย

เคร่ือง Spectrophotometer โดยใช 0.1 M phosphate buffer pH 7.5 (ภาคผนวก ค) เปนคา blank แลวนาํ

คาท่ีวัดไดไปเทียบหาปริมาณนํ้าตาลรีดวิซ จากกราฟมาตรฐานเพ่ือนําไปคํานวณหาคา enzyme 

activity 
 

หนวยการทํางานของเอนไซม  

กําหนดให 1 unit ของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมท่ีทําใหเกิดการปลดปลอย 

N-acetylglucosamine 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที 

  

2.2. ประสิทธิภาพของเอนไซมไคติเนสในการควบคุมเชื้อรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรค

แอนแทรคโนสพริก 

การทําเอนไซมไคติเนสใหเขมขนโดยวิธี Ultrafiltration (Wang et al., 2001) โดยนาํน้ํากรอง

เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) ของไอโซเลท OMA60-1 ในวันท่ี 3, 5 และ 6 มา

กรองผานแผนกรอง Amicon YM 10 (10 kDa MW cut-off) เพื่อแยกเอาสารท่ีมีมวลโมเลกุลเล็กกวา 

10 kDa ออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ โดยเทนํ้ากรองเล้ียงเช้ือแอคตโินมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) ลงใน

หลอด concentrator (membrane pore size 10 kDa) แลวนาํมาหมุนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 2,500 รอบ

ตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนของน้าํกรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีไม

ผานแผนกรอง (MW > 10 kDa) และสวนของน้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีผานแผนกรอง (MW < 10 

kDa) มาทําการทดสอบหาคา chitinase activity และทดสอบการยับยั้งการเจริญของเสนใยและการ

งอกสปอรของเช้ือรา โดยสวนของน้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีไมผานแผนกรองถือวาเปนสวนท่ีมี

เอนไซมไคติเนส (Wang et al., 2001; Tanabe et al., 2000)  
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2.2.1 การวัดการทํางานของเอนไซมไคติเนสโดยการหาคา chitinase activity  
        หาคา chitinase activity โดยเตรียม reaction mixture ดังนี ้(อภิญญา และคณะ, 2545) 

- Enzyme control : สวนของน้ํากรองเล้ียงเชื้อชนิด F ท่ีไมผานแผนกรอง (MW > 10 

kDa) หรือสวนของน้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีผานแผนกรอง (MW < 10 kDa) ปริมาตร 300 

ไมโครลิตร ผสมกับ 0.1 M phosphate buffer pH 7.5 ปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร 

- Substrate control : substrate buffer ปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร (25% (w/v) 

colloidal chitin  ใน 0.1 M phosphate buffer pH 7.5) ผสมกับ 0.1 M phosphate buffer pH 7.5 

ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 

- Enzyme substrate : สวนของน้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีไมผานแผนกรอง (MW > 

10 kDa) หรือสวนของน้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีผานแผนกรอง (MW < 10 kDa) ปริมาตร 300 

ไมโครลิตร ผสมกับ substrate buffer ปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร 

บม reaction mixture ใน Water bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติม DNS 

reagent ในแตละหลอดปริมาตร 2 มิลลิลิตร ปดหลอดดวยลูกแกวแลวนําไปตมท่ีน้าํเดือดเปนเวลา 

15 นาที จากน้ันทําใหเย็นลงทันทีแลวเติมสารละลาย 40% (w/v) sodium potassium tartrate 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ือง Vortex mixer นํา reaction mixture ของ substrate 

control กับ enzyme substrate แตละหลอดไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วสูง 6,000 รอบตอนาที แยกเอา

เฉพาะสวนใสท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 575 nm ดวยเคร่ือง Spectrophotometer 

โดยใช 0.1 M phosphate buffer pH 7.5 เปนคา blank แลวนําคาท่ีวัดไดไปเทียบหาปริมาณนํ้าตาล

รีดิวซ จากกราฟมาตรฐานเพื่อนําไปคํานวณหาคา enzyme activity 
 

หนวยการทํางานของเอนไซม  

กําหนดให 1 unit ของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมท่ีทําใหเกิดการปลดปลอย 

N-acetylglucosamine 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที 
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2.2.2 การยบัยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides โดยวิธี Agar well method 

        เทอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 9 เซนติเมตรแบบ 2 ช้ัน (double layer)  โดยเทชั้นแรกใหมีความหนาประมาณ 0.1 

เซนติเมตร รอใหหนาอาหารวุนแหง จากน้ันเทชั้นท่ีสองใหหนาประมาณ 0.5 เซนติเมตร เม่ือหนา

อาหารวุนแหงสนิท ใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะลงบนอาหารเล้ียง

เช้ือหางจากเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร โดยเจาะ 4 ตําแหนง จากน้ันใช cork borer ขนาดเสน

ผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะบริเวณปลายเสนใยเช้ือรา C. gloeosporioides ท่ีเล้ียงเปน

ระยะเวลา 5 วัน โดยนําช้ินเช้ือรา (culture disc) มาวางตรงกลางอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีเตรียมไว 

หยดสวนของน้ํากรองเล้ียงเชื้อชนิด F ท่ีไมผานแผนกรอง และนํ้ากรองเล้ียงเช้ือชนดิ F ท่ีผานแผน

กรอง Amicon YM 10 ปริมาตรอยางละ 30 ไมโครลิตรลงในหลุมท่ีเจาะไว โดยเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ enzyme production medium (EPM) และนํ้ากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีท

ท่ีกรองสปอรออก (F) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิหอง ประเมินผลการทดลองโดยวดั

ขนาดรัศมีโคโลนีเพื่อคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 

  

2.2.3 การยับยั้งการงอกของสปอรเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides โดยวิธี Agar well method 

เตรียมสปอรของเช้ือรา C. gloeosporioides โดยเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เปนเวลา 7 วัน 

จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือเทลงในอาหาร ใชหวงถายเช้ือเข่ียเบาๆ บริเวณเสนใยจนสปอรหลุด 

กรองเสนใยและสปอรผสมนี้ดวยผาขาวบางที่ผานการฆาเช้ือ นับจํานวนสปอรโดยใช haemacytometer 

แลวปรับความเขมขนใหได 105 สปอรตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย Tween 20 อัตราสวน 100 : 0.04 v/v 

เพื่อใหสปอรกระจายตัวไดด ี จากนัน้ดูดสารแขวนลอยสปอรปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในจาน

อาหาร PDA ท่ีเทอาหารไว 2 ช้ัน (double layer) เชนเดยีวกับขอ 1.1 แลวเกล่ียใหท่ัวผิวหนาอาหาร 

รอใหผิวหนาอาหารแหง จากน้ันใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะลงบน

อาหารเล้ียงเช้ือหางจากเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร โดยเจาะ 4 ตําแหนง ทดสอบโดยหยดสวน

ของนํ้ากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีไมผานแผนกรอง และนํ้ากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีผานแผนกรอง 

Amicon YM 10 ปริมาตรอยางละ 30 ไมโครลิตรลงในหลุมท่ีเจาะไว โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
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คือ อาหารเล้ียงเช้ือ EPM และนํ้ากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) ปริมาตร 30 

ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิหอง วัดขนาดวงใส (clear zone) และบันทึกผล 

 

การทดลองที่ 3. ประสิทธิภาพของน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทในการควบคุมโรคแอนแทรคโนส 

บนผลพริกชี้ฟาแดง 

        เตรียมน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีท โดยนําเช้ือแอคติโนมัยซีทในรูปสปอรผสมนํ้า (spore 

suspension) ซ่ึงเตรียมโดยเทนํ้ากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือลงบนอาหารวุน Hickey Tresner agar ท่ีมีเชื้อ

แอคติโนมัยซีทไอโซเลท OMA60-1 เจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือจนสรางสปอรสีดํา จากนัน้ใช

หวงถายเช้ือขูดใหสปอรของแอคติโนมัยซีทหลุดจากผิวหนาอาหาร นํามากรองดวยผาขาวบางเพ่ือ

แยกเศษวุนและเซลลออก นับจํานวนสปอรโดยใช haemacytometer ปรับความเขมขนใหได 107 สปอร

ตอมิลลิลิตร ดูด spore suspension ปริมาตร 4 มิลลิลิตร (1% v/v) ใสลงในอาหาร enzyme 

production medium (EPM) ท่ีมีไคตินเปนแหลงคารบอนปริมาตร 400 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู 

(flask) ขนาด 1000 มิลลิลิตร จํานวน 6 ขวด บมบนเคร่ืองเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ท่ี

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วัน จากนั้นนํามาหมุนเหวีย่งดวยความเร็วสูง 6,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภมิู 

4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําสวนใสท่ีไดแบงออกเปน 2 สวน สวนแรกยังมีสปอรอยู

เรียกวา น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีไมกรองสปอรออก (NF) และนําสวนท่ี 2 นํามากรองดวย

เคร่ืองกรองแบคทีเรีย Minisart ขนาดเสนผานศูนยกลางรูกระดาษกรอง 0.2 ไมโครเมตรเพื่อกรอง

เอาสปอรออก เรียกสวนนี้วา น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) เก็บรักษา

น้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทท้ัง 2 ชนดินี้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

เตรียมเช้ือราสาเหตุโดยเล้ียงเชื้อรา C. gloeosporioides และ C. capsici บนอาหารเล้ียงเช้ือ 

PDA เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือเทลงในอาหาร ใชหวงถายเช้ือเข่ียเบาๆ 

บริเวณเสนใยจนสปอรหลุด กรองเสนใยออกดวยผาขาวบางท่ีผานการฆาเช้ือ นับจํานวนสปอรโดย

ใช haemacytometer แลวปรับความเขมขนใหไดความเขมขน 106 สปอรตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย 

Tween 20 อัตราสวน 100 : 0.04 v/v เพื่อใหสปอรกระจายตัวไดด ี

เตรียมผลพริกท่ีใชในการทดสอบ โดยคัดเลือกผลพริกช้ีฟาท่ีมีสีผิวเปนสีแดงสด น้ําหนักผลอยู

ในชวง 20.1-25.5 กรัม ปราศจากตําหนิ ไมมีรองรอยการถูกทําลายดวยโรคและแมลง จากนัน้นําผล
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พริกมาฆาเช้ือท่ีผิวดวย 0.5% (w/v) sodium hypochlorite ลางออกดวยน้าํกล่ันท่ีผานการฆาเช้ือ ผ่ึง

ใหแหง และฆาเช้ืออีกคร้ังดวย 70% (v/v) ethyl alcohol โดยกําหนดชดุการทดสอบออกเปน 2 ชุด 

 

3.1 การแชในน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทกอนการปลูกเชื้อสาเหต ุโดยมีกรรมวิธีดังนี ้(ภาพ 4) 

กรรมวิธีท่ี 1:  ไมมีการทําแผลและไมมีวิธีปองกันกําจดัใดๆ (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 2:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 3:  ทําแผลและแชน้ํากล่ันฆาเช้ือเปนเวลา 1 นาที จากนั้นนํามาปลูกเช้ือดวย spore 

suspension (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 4:  ทําแผลและแชในอาหาร EPM เปนเวลา 1 นาที จากน้ันนํามาปลูกเช้ือดวย spore 

suspension (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 5:  ทําแผลและแชใน B. subtilis (1x109 CFU/g) เปนเวลา 1 นาที จากน้ันนํามาปลูก

เช้ือดวย spore suspension (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 6:  ทําแผลและแชใน NF เปนเวลา 1 นาที จากนั้นจึงปลูกเช้ือดวย spore suspension 

กรรมวิธีท่ี 7:  ทําแผลและแชใน F เปนเวลา 1 นาที จากนัน้จึงปลูกเช้ือดวย spore suspension 

กรรมวิธีท่ี 8:  ทําแผลและแชใน F เปนเวลา 3 นาที จากนัน้จึงปลูกเช้ือดวย spore suspension

กรรมวิธีท่ี 9:  ทําแผลและแชใน F เปนเวลา 5 นาที จากน้ันจึงปลูกเช้ือดวย spore suspension 

        เตรียมบาดแผลโดยใช cork borer ขนาด 1.0 เซนติเมตรท่ีผานการฆาเช้ือมากดลงบนผลพริกผล

ละ 3 แผล คือ หัว กลางและทายของผลพริก (ดัดแปลงจาก Chanchaichaovivat et al., 2007) เติม

สารละลาย Tween 80 ในอัตราสวน 0.1% (v/v) ลงในสารท่ีนํามาใชในการแชผลพริกทุกกรรมวธีิ 

จากน้ันผสมใหเขากันกอนนาํมาใชแชผลพริก นาํผลพริกท่ีผานการแชในแตละกรรมวิธีวางบนถาด

พลาสติก แลวคลุมดวยถุง polyethylene (PE) นําฝาจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสําลีชุบน้ํามาวางไวเพือ่ให

ความช้ืน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง มีอากาศถายเท บันทึกจาํนวนแผลท่ีเกดิเพื่อนาํมาคํานวณคาเปอรเซ็นต

การเกดิโรค และเปอรเซ็นต biocontrol efficacy โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) 

ทดลองกรรมวธีิละ 3 ซํ้า ซ่ึง 1 ถาดเทากับ 1 ซํ้าๆ ละ 5 ผล  
 

 

 

 



33 

3.2 การแชในน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุ 

        ใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.0 เซนติเมตรท่ีฆาเช้ือแลวมากดลงบนผลพริกเพื่อทํา

ใหเกิดบาดแผลผลละ 3 แผล คือ หวั กลางและทายของผล (ดดัแปลงจาก Chanchaichaovivat et al., 

2007) นํามาปลูกเช้ือโดยหยด spore suspension ของเช้ือรา Colletotrichum spp. ความเขมขน 106

สปอรตอมิลลิลิตร ลงบนแผลๆ ละ 30 ไมโครลิตร รอจนกระท่ัง spore suspension ของเช้ือราซึมเขา

แผลประมาณ 1 ช่ัวโมง แลวจึงทําการปองกันกําจัดดังนี้ (ภาพ 4) 

กรรมวิธีท่ี 1:  ไมมีการทําแผลและไมมีวิธีปองกันกําจดัใดๆ (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 2:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 3:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชน้ํากล่ันฆาเช้ือเปนเวลา 1 นาที 

(ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 4:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชในอาหาร EPM เปนเวลา 1 

นาที (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 5:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชใน B. subtilis (1x109 CFU/g) 

เปนเวลา 1 นาที (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 6:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชใน NF เปนเวลา 1 นาที 

กรรมวิธีท่ี 7:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชใน F เปนเวลา 1 นาที 

กรรมวิธีท่ี 8:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชใน F เปนเวลา 3 นาที 

กรรมวิธีท่ี 9:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชใน F เปนเวลา 5 นาที 

       โดยเติมสารละลาย Tween 80 ในอัตราสวน 0.1% (v/v) ลงในสารที่นํามาใชแชผลพริกในแตละ

กรรมวิธี ผสมใหเขากันกอนนํามาใชแชผลพริก จากน้ันบรรจุผลพริกที่ผานการแชในแตละกรรมวธีิ

บนถาดพลาสติก แลวคลุมดวยถุง polyethylene (PE) นําฝาจานอาหารเล้ียงเช้ือที่มีสําลีชุบน้ํามาวางไว

เพื่อใหความช้ืน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง มีอากาศถายเท บันทึกจํานวนแผลท่ีเกดิเพือ่นํามาคํานวณคา

เปอรเซ็นตการเกิดโรค และเปอรเซ็นต biocontrol efficacy โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ 

(CRD) ทดลองกรรมวิธีละ 3 ซํ้า ซ่ึง 1 ถาดเทากับ 1 ซํ้าๆ ละ 5 ผล  

 

 



34 

การคํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรคและเปอรเซ็นต biocontrol efficacy (Chanchaichaovivat et al., 2007) 
 

สูตรการคํานวณ  เปอรเซ็นตการเกิดโรค (disease incidence) =  (A/T) x 100 
   

เปอรเซ็นต biocontrol efficacy   = [ (T-A) / T ] x 100 
 

T = จํานวนบาดแผลบนผลพริกท่ีแสดงอาการโรคแอนแทรคโนสเมื่อปลูกเช้ือดวย spore 

suspension ของ Colletotrichum spp. เพียงอยางเดยีว 

A = จํานวนบาดแผลบนผลพริกท่ีแสดงอาการโรคแอนแทรคโนสเมื่อปลูกเช้ือดวย spore 

suspension ของ Colletotrichum spp. และผานการแชในกรรมวิธีตางๆ 

 

 
              1                      2         3                4                       5         6             7                8                  9 

                                        แชน้ํากล่ันฆาเช้ือ    แช EPM             แช Bs              แช NF            แช F             แช F             แช F 

                    (1 นาที)         (1 นาที)            (1 นาที)            (1 นาที)         (1 นาที)       (3 นาที)         (5 นาที) 

ภาพ 4 การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลพริกช้ีฟาแดงในกรรมวธีิ

ตางๆ 

EMP = Enzyme production medium 

Bs     = Bacillus subtilis 

NF    = น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีไมกรองสปอรออก 

F       = น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก 
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การทดลองที่ 4. ประสิทธิภาพของน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทในการควบคุมโรคแอนแทรคโนส 

บนเมล็ดพริก 

        นําเมล็ดพันธุพริกมาฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ด โดยแชในสารละลาย 2% (w/v) sodium hypochlorite เปน

เวลา 3 นาที ลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 3-4 คร้ังผ่ึงใหแหง ปลูกเช้ือเมล็ดดวย spore suspension ของ

เช้ือรา C. gloeosporioides และ C. capsici ความเขมขน 106 สปอรตอมิลลิลิตร โดยการแชเมล็ดเปน

ระยะเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นซับดวยกระดาษกรองฆาเช้ือ ผ่ึงเมล็ดใหแหงประมาณ 12 ช่ัวโมง 

จากนั้นนําเมล็ดแชในน้ํากรองเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิดไดแก NF และ F ของเช้ือแอคติโนมัยซีทไอโซเลท 

OMA60-1 เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง นําเมล็ดมาผ่ึงใหแหง แบงเมล็ดออกเปน 2 สวน โดยสวนแรก

เพาะบนอาหาร PDA โดยนําเมล็ดในแตละกรรมวิธีมาวางลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ทําการทดลอง

กรรมวิธีละ 4 ซํ้าๆ ละ 25 เมล็ดตอจาน ตรวจสอบการติดเช้ือและเปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดพริก

เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม สวนท่ี 2 นํามาเพาะบนดินท่ีผานการฆาเช้ือ โดยนําดนิท่ีผานการฆาเช้ือ

มาบรรจุใสในถาดหลุมขนาด 100 หลุม วางเมล็ดพนัธุลงในหลุม หลุมละ 1 เมล็ดภายในโรงเรือน 

นับตรวจดูการงอก การเจริญเติบโตและการเกิดโรคบนตนกลาหลังจากเพาะเมล็ดแลว 7, 14 และ 28 

วัน โดยบันทึกจํานวนตนกลาท่ีงอกปกติ และตนกลาท่ีมีความผิดปกติ เชนแคระแกรน ตาย เม่ือทํา

การปลูกครบ 28 วันทํามาวดัน้ําหนักสดและน้ําหนกัแหง โดยทํากรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ 50 เมล็ด 

โดยการทดลองท้ัง 2 สวนมีกรรมวิธีดังนี ้

กรรมวิธีท่ี 1: เมล็ดที่ไมผานกรรมวิธีใดๆ (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 2: เมล็ดที่ผานการปลูกเช้ืออยางเดียว (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 3: เมล็ดที่ปลูกเช้ือและนํามาแชในอาหารเล้ียงเช้ือ EMP (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 4: เมล็ดท่ีปลูกเช้ือและนํามาแชในสารปองกันกําจัดเช้ือรา captan ในอัตราสวนท่ีแนะนํา 

คือ 20 กรัมในน้ํา 20 ลิตร (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 5: เมล็ดท่ีปลูกเช้ือและนํามาแชในเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ในอัตราสวนท่ีแนะนํา คือ 

1x109 CFU/g (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 6: เมล็ดที่ปลูกเช้ือและนํามาแชใน NF  

กรรมวิธีท่ี 7: เมล็ดที่ปลูกเช้ือและนํามาแชใน F 
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น้ําหนกัเร่ิมตน 

การทดลองท่ี 5. น้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทตอคุณภาพหลังการเก็บเก่ียวของพริกชี้ฟาแดง 

        นําผลพริกท่ีไมผานการใชสารเคมีและไมมีรอยแผลมาฆาเช้ือท่ีผิวดวย 0.5% (w/v) sodium hypochlorite 

ลางออกดวยน้าํกล่ันฆาเช้ือ ผ่ึงไวใหแหงและฆาเช้ืออีกคร้ังดวย 70% (v/v) ethyl alcohol กําหนด

กรรมวิธีไดดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 ผลพริกท่ีไมผานกรรมวิธีใดๆ (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 2 แชในน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) เปนเวลา 1 นาที  

กรรมวิธีท่ี 3 แชในน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) เปนเวลา 3 นาที  

กรรมวิธีท่ี 4 แชในน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) เปนเวลา 5 นาที 

        นํามาบรรจุในถุง polyethylene (PE) จากน้ันนํามา seal ปดปากถุงใหสนิท เก็บในตูควบคุม

อุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 วัน  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) โดย

ทดลองกรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ 10 ผล ตรวจสอบคุณภาพของพริกทุกๆ 2 วันโดยเร่ิมวัดผลต้ังแตวัน

แรกท่ีเร่ิมทําการทดลอง ดังน้ี 
 

5.1. การสูญเสียน้ําหนัก 

ช่ังน้ําหนักพริกในแตละถุงโดยใชเคร่ืองช่ัง นําคาท่ีไดไปคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการสูญเสีย

น้ําหนัก 

  เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก = (น้ําหนักเร่ิมตน – น้ําหนักสุดทาย) x 100 

 

5.2. สีผิว  

วัดสีผิวดานนอกของผลพริก โดยวัดผลละ 3 ตําแหนง หัว กลางและทายของผลทั้ง 2 ดาน โดย

ใชเคร่ืองวัดสี ColorQuestXE โดยกอนใชเคร่ืองวัดสีทุกคร้ังตองมีการปรับมาตรฐานดวยแผนเทียบ

สีมาตรฐาน (Light trap และ White trap) ซ่ึงคาท่ีไดจากการวัดรายงานเปนคา L*, a* และ b* 

L* เปนคา The lightness factor values ถาคา L* = 100 แสดงวาวัตถุมีสีขาว และถา L* =0 

แสดงวาวัตถุมีสีดํา 

a* เปนคาแสดงสีเขียวและสีแดงของวัตถุ   ถาคา a* เปน (+) แสดงวัตถุมีสีแดง ถาคา a* เปน (-) 

แสดงวัตถุมีสีเขียว 
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b* เปนคาแสดงสีเหลืองและสีน้ําเงินของวัตถุ ถาคา b* เปน (+) แสดงวัตถุมีสีเหลือง ถาคา b* เปน 

(-) แสดงวัตถุมีสีน้ําเงิน 

 

5.3. การวัดลักษณะเนื้อสัมผัส  

        โดยนําเอาผลพริกมาวัดลักษณะเนื้อสัมผัสท่ีผิวดานนอกดานละ 3 จุด หัว กลาง และทายของ

แตละผล ดวยเคร่ือง Texture analyzer (TA XT2i/50) โดยใช probe ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 

มิลลิเมตร ท่ีระดับความเร็ว 5 มิลลิเมตรตอวินาที บันทึกคาแรงกดท่ีไวไดในหนวยของนิวตัน 

 

5.4. การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส 

        ใชผูทดสอบจํานวน 5 คน โดยทําการทดสอบในวันแรกของการทดลองและทุกๆ 2 วัน ตลอด

ระยะเวลาการเก็บรักษาโดยการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสไดแยกการประเมินดังนี้ 
 

5.4.1 การประเมินการยอมรับไดของสีดานนอก โดยวัดเปนระดับคะแนนดังนี้ 

  1 = สีผิดปกติมาก 

  2 = สีผิดปกตินอย 

  3 = สีปกติ 
 

5.4.2 การประเมินการยอมรับไดของผิวผล โดยวัดเปนระดับคะแนนดังนี้ 

  1 = ผิวเหี่ยวมาก 

  2 = ผิวเหี่ยวเล็กนอย 

  3 = ผิวปกติ 
 

5.4.3 การประเมินการยอมรับไดของกล่ิน โดยวัดเปนระดับคะแนนดังนี้ 

  1 = มีกล่ินแปลกปลอมหรือไมพึงประสงค 

  2 = มีกล่ินแปลกปลอมเล็กนอยหรือไมพงึประสงคแตยงัยอมรับไดเล็กนอย 

  3 = ไมมีกล่ินแปลกปลอม (ปกติ) 
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5.4.4 การประเมินการยอมรับไดความชอบโดยรวม โดยวัดเปนระดับคะแนนดังนี้ 

  1 = ไมชอบเลย 

  2 = ไมคอยชอบ 

  3 = เฉยๆ 

  4 = ชอบ 

  5 = ชอบมาก 

 


