
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 

การทดลองท่ี 1. การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทในการควบคุมเชื้อรา 

Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 

1.1 การยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา Colletotrichum spp. โดยวิธี Agar well method  

        การเตรียมน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีท 

นําเช้ือแอคติโนมัยซีทจํานวน 6 ไอโซเลท ไดแก OMA60-1, OMA60-7, OMA60-34, SEA120-4, 

SEA120-28 และ SEA120-38 ซ่ึงเปนเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีแยกไดจากดินบริเวณอุทยานแหงชาติ

ดอยสุเทพ-ปุย จ. เชียงใหม โดยไดรับความอนุเคราะหจากคุณณัฐพงษ (2553) ในรูปสปอรผสมนํ้า 

(spore suspension) เตรียมไดโดยเทน้าํกล่ันท่ีผานการฆาเชื้อลงบนอาหารวุน Hickey Tresner agar 

(ภาคผนวก ก) ท่ีมีเชื้อเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือและสรางสปอรสีดํา จากนั้นใชหวงถายเช้ือ 

(loop) ขูดสปอรแอคตโินมัยซีทหลุดกระจายออกมาแลวนาํมากรองดวยผาขาวบางเพื่อแยกเศษวุนและ

เซลลออก นบัจํานวนสปอรโดยใช haemacytometer ปรับความเขมขนใหได 107 สปอรตอมิลลิลิตร 

นํา spore suspension ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (1% v/v) ใสลงในอาหาร enzyme production medium 

(EPM) (ภาคผนวก ก) ท่ีมีไคตินเปนแหลงคารบอนปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู (flask) 

ขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเคร่ืองเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทํา

การเก็บตัวอยางน้ํากรองเล้ียงเช้ือทุกวนัเพื่อนํามาวิเคราะหผล โดยนํามาหมุนเหวีย่งดวยความเร็วสูง 

6,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 20 นาที จากนั้นนําสวนใสท่ีไดแบง

ออกเปน 2 สวน สวนแรกยังมีสปอรอยูเรียกวา น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีไมกรองสปอร

ออก (NF) และนาํสวนท่ี 2 มากรองดวยเคร่ืองกรองแบคทีเรีย Minisart ขนาดเสนผานศูนยกลางรู

กระดาษกรอง 0.2 ไมโครเมตร เพื่อกรองเอาสปอรออก เรียกสวนนีว้า น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคตโินมัยซีท

ท่ีกรองสปอรออก (F) นําท้ัง 2 สวนเก็บรักษาไวท่ีอุณหภมิู 4 องศาเซลเซียส 
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R1 

        การทดสอบโดยวิธี Agar well method 

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

เสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตรแบบ 2 ช้ัน (double layer)  โดยเทชัน้แรกใหมีความหนาประมาณ 

0.1 เซนติเมตร รอใหหนาอาหารวุนแหง จากน้ันเทช้ันท่ีสองใหหนาประมาณ 0.5 เซนติเมตร เม่ือหนา

อาหารวุนแหงสนิท ใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะลงบนอาหารเล้ียง

เช้ือหางจากเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร โดยเจาะ 4 ตําแหนง จากน้ันใช cork borer ขนาดเสน

ผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะบริเวณปลายเสนใยเช้ือรา C. gloeosporioides และ C. capsici ท่ี

เล้ียงเปนระยะเวลา 5 วัน โดยนําช้ินเช้ือรา (culture disc) วางตรงกลางอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีเตรียมไว 

หยดน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีไมกรองสปอรออก (NF) และน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคตโินมัยซีท

ท่ีกรองสปอรออก (F) ปริมาตรอยางละ 30 ไมโครลิตรลงในหลุมท่ีเจาะไว โดยเปรียบเทียบกบัชุด

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

สารชีวภัณฑทางการคาตามอัตราแนะนําเทากับ 1x109 CFU/g ปริมาตร 30 ไมโครลิตร (ภาพ 3) บมไวท่ี

อุณหภูมิหอง ประเมินผลการทดลองโดยวัดขนาดรัศมีโคโลนีเพื่อคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 
 

สูตรการคํานวณเปอรเซ็นตการยับยั้ง (Percent inhibition of radial growth: PIRG) (เกษม, 2532) 
 

เปอรเซ็นตการยับยั้ง  =  (R1 - R2) x 100 
 

R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดควบคุม 

R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดทดสอบ 
 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพ 3 การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทในการยับยั้งการเจริญเสนใย

ของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 

EPM 
EPM   = อาหารเล้ียงเช้ือ enzyme production medium 

Bs       = Bacillus subtilis  

NF      = น้ํากรองเลี้ยงเช้ือที่ไมกรองเอาสปอรแอคติโนมยัซีทออก  

F         = น้ํากรองเลี้ยงเช้ือที่กรองเอาสปอรแอคติโนมยัซทีออก 

Bs 

NF F 
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1.2 การยับยั้งการงอกของสปอรเชื้อรา Colletotrichum spp. โดยวิธี Agar well method 

        เตรียมสปอรของเช้ือรา C. gloeosporioides และ C. capsici  โดยเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 

เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือเทลงในอาหาร ใชหวงถายเช้ือเข่ียเบาๆ บริเวณเสนใย

จนสปอรหลุด กรองเสนใยและสปอรผสมนี้ดวยผาขาวบางท่ีผานการฆาเช้ือ นับจํานวนสปอรโดย

ใช haemacytometer แลวปรับความเขมขนใหได 105 สปอรตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย Tween 20 

อัตราสวน 100 : 0.04 v/v เพื่อใหสปอรกระจายตัวไดดี จากนั้นดูดสารแขวนลอยสปอรปริมาตร 0.1 

มิลลิลิตร ลงในจานอาหาร PDA ท่ีเทอาหารไว 2 ช้ัน (double layer) เชนเดียวกับขอ 1.1 แลวเกล่ียให

ท่ัวผิวหนาอาหาร รอใหผิวหนาอาหารแหง จากน้ันใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 

เซนติเมตร เจาะลงบนอาหารเล้ียงเช้ือหางจากเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร โดยเจาะ 4 ตําแหนง 

ทดสอบโดยหยดนํ้ากรองเล้ียงเช้ือ NF และ F ปริมาตรอยางละ 30 ไมโครลิตรลงในหลุมท่ีเจาะไว 

โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือ อาหารเล้ียงเช้ือ EPM และเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis สารชีวภัณฑ

ทางการคาตามอัตราแนะนําเทากับ 1x109 CFU/g ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิหอง วดั

ขนาดวงใส (clear zone) และบันทึกผล 

 

การทดลองท่ี 2. การศึกษาคุณสมบัติบางประการของน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีท 

2.1 การวัดการทํางานของเอนไซมไคติเนสโดยการหาคา chitinase activity 
        หาคา chitinase activity โดยวัดไดจาก N-acetylglucosamine ท่ีถูกปลอยออกมาจากปฏิกิริยา

ระหวางเอนไซมกับซับสเทรต โดยวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซตามวิธีของ 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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        บม reaction mixture ใน Water bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติม DNS 

reagent (ภาคผนวก ค) ในแตละหลอดปริมาตร 2 มิลลิลิตร ปดหลอดดวยลูกแกวแลวนําไปตมท่ีน้ํา

เดือดเปนเวลา 15 นาที จากนั้นทําใหเยน็ลงทันทีแลวเติมสารละลาย 40% (w/v) sodium potassium 

tartrate (ภาคผนวก ค) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ือง Vortex mixer นํา reaction 

mixture ของ substrate control กับ enzyme substrate แตละหลอดไปหมุนเหวีย่งดวยความเร็วสูง 

6,000 รอบตอนาที แยกเอาเฉพาะสวนใสท่ีไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 575 nm ดวย

เคร่ือง Spectrophotometer โดยใช 0.1 M phosphate buffer pH 7.5 (ภาคผนวก ค) เปนคา blank แลวนาํ

คาท่ีวัดไดไปเทียบหาปริมาณนํ้าตาลรีดวิซ จากกราฟมาตรฐานเพ่ือนําไปคํานวณหาคา enzyme 

activity 
 

หนวยการทํางานของเอนไซม  

กําหนดให 1 unit ของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมท่ีทําใหเกิดการปลดปลอย 

N-acetylglucosamine 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที 

  

2.2. ประสิทธิภาพของเอนไซมไคติเนสในการควบคุมเชื้อรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรค

แอนแทรคโนสพริก 

การทําเอนไซมไคติเนสใหเขมขนโดยวิธี Ultrafiltration (Wang et al., 2001) โดยนาํน้ํากรอง

เล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) ของไอโซเลท OMA60-1 ในวันท่ี 3, 5 และ 6 มา

กรองผานแผนกรอง Amicon YM 10 (10 kDa MW cut-off) เพื่อแยกเอาสารท่ีมีมวลโมเลกุลเล็กกวา 

10 kDa ออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ โดยเทนํ้ากรองเล้ียงเช้ือแอคตโินมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) ลงใน

หลอด concentrator (membrane pore size 10 kDa) แลวนาํมาหมุนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 2,500 รอบ

ตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนของน้าํกรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีไม

ผานแผนกรอง (MW > 10 kDa) และสวนของน้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีผานแผนกรอง (MW < 10 

kDa) มาทําการทดสอบหาคา chitinase activity และทดสอบการยับยั้งการเจริญของเสนใยและการ

งอกสปอรของเช้ือรา โดยสวนของน้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีไมผานแผนกรองถือวาเปนสวนท่ีมี

เอนไซมไคติเนส (Wang et al., 2001; Tanabe et al., 2000)  
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2.2.1 การวัดการทํางานของเอนไซมไคติเนสโดยการหาคา chitinase activity  
        หาคา chitinase activity โดยเตรียม reaction mixture ดังนี ้(อภิญญา และคณะ, 2545) 

- Enzyme control : สวนของน้ํากรองเล้ียงเชื้อชนิด F ท่ีไมผานแผนกรอง (MW > 10 

kDa) หรือสวนของน้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีผานแผนกรอง (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 : สวนของน้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีไมผานแผนกรอง (MW > 

10 kDa) หรือสวนของน้ํากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีผานแผนกรอง (MW < 10 kDa) ปริมาตร 300 

ไมโครลิตร ผสมกับ substrate buffer ปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร 

บม reaction mixture ใน Water bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติม DNS 

reagent ในแตละหลอดปริมาตร 2 มิลลิลิตร ปดหลอดดวยลูกแกวแลวนําไปตมท่ีน้าํเดือดเปนเวลา 

15 นาที จากน้ันทําใหเย็นลงทันทีแลวเติมสารละลาย 40% (w/v) sodium potassium tartrate 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเคร่ือง Vortex mixer นํา reaction mixture ของ substrate 

control กับ enzyme substrate แตละหลอดไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็วสูง 6,000 รอบตอนาที แยกเอา

เฉพาะสวนใสท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 575 nm ดวยเคร่ือง Spectrophotometer 

โดยใช 0.1 M phosphate buffer pH 7.5 เปนคา blank แลวนําคาท่ีวัดไดไปเทียบหาปริมาณนํ้าตาล

รีดิวซ จากกราฟมาตรฐานเพื่อนําไปคํานวณหาคา enzyme activity 
 

หนวยการทํางานของเอนไซม  

กําหนดให 1 unit ของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมท่ีทําใหเกิดการปลดปลอย 

N-acetylglucosamine 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที 
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2.2.2 การยบัยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides โดยวิธี Agar well method 

        เทอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 9 เซนติเมตรแบบ 2 ช้ัน (double layer)  โดยเทชั้นแรกใหมีความหนาประมาณ 0.1 

เซนติเมตร รอใหหนาอาหารวุนแหง จากน้ันเทชั้นท่ีสองใหหนาประมาณ 0.5 เซนติเมตร เม่ือหนา

อาหารวุนแหงสนิท ใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะลงบนอาหารเล้ียง

เช้ือหางจากเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร โดยเจาะ 4 ตําแหนง จากน้ันใช cork borer ขนาดเสน

ผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะบริเวณปลายเสนใยเช้ือรา C. gloeosporioides ท่ีเล้ียงเปน

ระยะเวลา 5 วัน โดยนําช้ินเช้ือรา (culture disc) มาวางตรงกลางอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีเตรียมไว 

หยดสวนของน้ํากรองเล้ียงเชื้อชนิด F ท่ีไมผานแผนกรอง และนํ้ากรองเล้ียงเช้ือชนดิ F ท่ีผานแผน

กรอง Amicon YM 10 ปริมาตรอยางละ 30 ไมโครลิตรลงในหลุมท่ีเจาะไว โดยเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม คือ อาหารเล้ียงเช้ือ enzyme production medium (EPM) และนํ้ากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีท

ท่ีกรองสปอรออก (F) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิหอง ประเมินผลการทดลองโดยวดั

ขนาดรัศมีโคโลนีเพื่อคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 

  

2.2.3 การยับยั้งการงอกของสปอรเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides โดยวิธี Agar well method 

เตรียมสปอรของเช้ือรา C. gloeosporioides โดยเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เปนเวลา 7 วัน 

จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือเทลงในอาหาร ใชหวงถายเช้ือเข่ียเบาๆ บริเวณเสนใยจนสปอรหลุด 

กรองเสนใยและสปอรผสมนี้ดวยผาขาวบางที่ผานการฆาเช้ือ นับจํานวนสปอรโดยใช haemacytometer 

แลวปรับความเขมขนใหได 105 สปอรตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย Tween 20 อัตราสวน 100 : 0.04 v/v 

เพื่อใหสปอรกระจายตัวไดด ี จากนัน้ดูดสารแขวนลอยสปอรปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในจาน

อาหาร PDA ท่ีเทอาหารไว 2 ช้ัน (double layer) เชนเดยีวกับขอ 1.1 แลวเกล่ียใหท่ัวผิวหนาอาหาร 

รอใหผิวหนาอาหารแหง จากน้ันใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะลงบน

อาหารเล้ียงเช้ือหางจากเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร โดยเจาะ 4 ตําแหนง ทดสอบโดยหยดสวน

ของนํ้ากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีไมผานแผนกรอง และนํ้ากรองเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีผานแผนกรอง 

Amicon YM 10 ปริมาตรอยางละ 30 ไมโครลิตรลงในหลุมท่ีเจาะไว โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
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คือ อาหารเล้ียงเช้ือ EPM และนํ้ากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) ปริมาตร 30 

ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิหอง วัดขนาดวงใส (clear zone) และบันทึกผล 

 

การทดลองที่ 3. ประสิทธิภาพของน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทในการควบคุมโรคแอนแทรคโนส 

บนผลพริกชี้ฟาแดง 

        เตรียมน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีท โดยนําเช้ือแอคติโนมัยซีทในรูปสปอรผสมนํ้า (spore 

suspension) ซ่ึงเตรียมโดยเทนํ้ากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือลงบนอาหารวุน Hickey Tresner agar ท่ีมีเชื้อ

แอคติโนมัยซีทไอโซเลท OMA60-1 เจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือจนสรางสปอรสีดํา จากนัน้ใช

หวงถายเช้ือขูดใหสปอรของแอคติโนมัยซีทหลุดจากผิวหนาอาหาร นํามากรองดวยผาขาวบางเพ่ือ

แยกเศษวุนและเซลลออก นับจํานวนสปอรโดยใช haemacytometer ปรับความเขมขนใหได 107 สปอร

ตอมิลลิลิตร ดูด spore suspension ปริมาตร 4 มิลลิลิตร (1% v/v) ใสลงในอาหาร enzyme 

production medium (EPM) ท่ีมีไคตินเปนแหลงคารบอนปริมาตร 400 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู 

(flask) ขนาด 1000 มิลลิลิตร จํานวน 6 ขวด บมบนเคร่ืองเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาที ท่ี

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วัน จากนั้นนํามาหมุนเหวีย่งดวยความเร็วสูง 6,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภมิู 

4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที นําสวนใสท่ีไดแบงออกเปน 2 สวน สวนแรกยังมีสปอรอยู

เรียกวา น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีไมกรองสปอรออก (NF) และนําสวนท่ี 2 นํามากรองดวย

เคร่ืองกรองแบคทีเรีย Minisart ขนาดเสนผานศูนยกลางรูกระดาษกรอง 0.2 ไมโครเมตรเพื่อกรอง

เอาสปอรออก เรียกสวนนี้วา น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) เก็บรักษา

น้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทท้ัง 2 ชนดินี้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

เตรียมเช้ือราสาเหตุโดยเล้ียงเชื้อรา C. gloeosporioides และ C. capsici บนอาหารเล้ียงเช้ือ 

PDA เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือเทลงในอาหาร ใชหวงถายเช้ือเข่ียเบาๆ 

บริเวณเสนใยจนสปอรหลุด กรองเสนใยออกดวยผาขาวบางท่ีผานการฆาเช้ือ นับจํานวนสปอรโดย

ใช haemacytometer แลวปรับความเขมขนใหไดความเขมขน 106 สปอรตอมิลลิลิตร เติมสารละลาย 

Tween 20 อัตราสวน 100 : 0.04 v/v เพื่อใหสปอรกระจายตัวไดด ี

เตรียมผลพริกท่ีใชในการทดสอบ โดยคัดเลือกผลพริกช้ีฟาท่ีมีสีผิวเปนสีแดงสด น้ําหนักผลอยู

ในชวง 20.1-25.5 กรัม ปราศจากตําหนิ ไมมีรองรอยการถูกทําลายดวยโรคและแมลง จากนัน้นําผล
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พริกมาฆาเช้ือท่ีผิวดวย 0.5% (w/v) sodium hypochlorite ลางออกดวยน้าํกล่ันท่ีผานการฆาเช้ือ ผ่ึง

ใหแหง และฆาเช้ืออีกคร้ังดวย 70% (v/v) ethyl alcohol โดยกําหนดชดุการทดสอบออกเปน 2 ชุด 

 

3.1 การแชในน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทกอนการปลูกเชื้อสาเหต ุโดยมีกรรมวิธีดังนี ้(ภาพ 4) 

กรรมวิธีท่ี 1:  ไมมีการทําแผลและไมมีวิธีปองกันกําจดัใดๆ (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 2:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 3:  ทําแผลและแชน้ํากล่ันฆาเช้ือเปนเวลา 1 นาที จากนั้นนํามาปลูกเช้ือดวย spore 

suspension (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 4:  ทําแผลและแชในอาหาร EPM เปนเวลา 1 นาที จากน้ันนํามาปลูกเช้ือดวย spore 

suspension (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 5:  ทําแผลและแชใน B. subtilis (1x109 CFU/g) เปนเวลา 1 นาที จากน้ันนํามาปลูก

เช้ือดวย spore suspension (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 6:  ทําแผลและแชใน NF เปนเวลา 1 นาที จากนั้นจึงปลูกเช้ือดวย spore suspension 

กรรมวิธีท่ี 7:  ทําแผลและแชใน F เปนเวลา 1 นาที จากนัน้จึงปลูกเช้ือดวย spore suspension 

กรรมวิธีท่ี 8:  ทําแผลและแชใน F เปนเวลา 3 นาที จากนัน้จึงปลูกเช้ือดวย spore suspension

กรรมวิธีท่ี 9:  ทําแผลและแชใน F เปนเวลา 5 นาที จากน้ันจึงปลูกเช้ือดวย spore suspension 

        เตรียมบาดแผลโดยใช cork borer ขนาด 1.0 เซนติเมตรท่ีผานการฆาเช้ือมากดลงบนผลพริกผล

ละ 3 แผล คือ หัว กลางและทายของผลพริก (ดัดแปลงจาก Chanchaichaovivat et al., 2007) เติม

สารละลาย Tween 80 ในอัตราสวน 0.1% (v/v) ลงในสารท่ีนํามาใชในการแชผลพริกทุกกรรมวธีิ 

จากน้ันผสมใหเขากันกอนนาํมาใชแชผลพริก นาํผลพริกท่ีผานการแชในแตละกรรมวิธีวางบนถาด

พลาสติก แลวคลุมดวยถุง polyethylene (PE) นําฝาจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสําลีชุบน้ํามาวางไวเพือ่ให

ความช้ืน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง มีอากาศถายเท บันทึกจาํนวนแผลท่ีเกดิเพื่อนาํมาคํานวณคาเปอรเซ็นต

การเกดิโรค และเปอรเซ็นต biocontrol efficacy โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) 

ทดลองกรรมวธีิละ 3 ซํ้า ซ่ึง 1 ถาดเทากับ 1 ซํ้าๆ ละ 5 ผล  
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3.2 การแชในน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทภายหลังการปลูกเชื้อสาเหตุ 

        ใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.0 เซนติเมตรท่ีฆาเช้ือแลวมากดลงบนผลพริกเพื่อทํา

ใหเกิดบาดแผลผลละ 3 แผล คือ หวั กลางและทายของผล (ดดัแปลงจาก Chanchaichaovivat et al., 

2007) นํามาปลูกเช้ือโดยหยด spore suspension ของเช้ือรา Colletotrichum spp. ความเขมขน 106

สปอรตอมิลลิลิตร ลงบนแผลๆ ละ 30 ไมโครลิตร รอจนกระท่ัง spore suspension ของเช้ือราซึมเขา

แผลประมาณ 1 ช่ัวโมง แลวจึงทําการปองกันกําจัดดังนี้ (ภาพ 4) 

กรรมวิธีท่ี 1:  ไมมีการทําแผลและไมมีวิธีปองกันกําจดัใดๆ (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 2:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 3:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชน้ํากล่ันฆาเช้ือเปนเวลา 1 นาที 

(ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 4:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชในอาหาร EPM เปนเวลา 1 

นาที (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 5:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชใน B. subtilis (1x109 CFU/g) 

เปนเวลา 1 นาที (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 6:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชใน NF เปนเวลา 1 นาที 

กรรมวิธีท่ี 7:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชใน F เปนเวลา 1 นาที 

กรรมวิธีท่ี 8:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชใน F เปนเวลา 3 นาที 

กรรมวิธีท่ี 9:  ทําแผลและปลูกเช้ือดวย spore suspension นํามาแชใน F เปนเวลา 5 นาที 

       โดยเติมสารละลาย Tween 80 ในอัตราสวน 0.1% (v/v) ลงในสารที่นํามาใชแชผลพริกในแตละ

กรรมวิธี ผสมใหเขากันกอนนํามาใชแชผลพริก จากน้ันบรรจุผลพริกที่ผานการแชในแตละกรรมวธีิ

บนถาดพลาสติก แลวคลุมดวยถุง polyethylene (PE) นําฝาจานอาหารเล้ียงเช้ือที่มีสําลีชุบน้ํามาวางไว

เพื่อใหความช้ืน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง มีอากาศถายเท บันทึกจํานวนแผลท่ีเกดิเพือ่นํามาคํานวณคา

เปอรเซ็นตการเกิดโรค และเปอรเซ็นต biocontrol efficacy โดยวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ 

(CRD) ทดลองกรรมวิธีละ 3 ซํ้า ซ่ึง 1 ถาดเทากับ 1 ซํ้าๆ ละ 5 ผล  

 

 



34 

การคํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรคและเปอรเซ็นต biocontrol efficacy (Chanchaichaovivat et al., 2007) 
 

สูตรการคํานวณ  เปอรเซ็นตการเกิดโรค (disease incidence) =  (A/T) x 100 
   

เปอรเซ็นต biocontrol efficacy   = [ (T-A) / T ] x 100 
 

T = จํานวนบาดแผลบนผลพริกท่ีแสดงอาการโรคแอนแทรคโนสเมื่อปลูกเช้ือดวย spore 

suspension ของ Colletotrichum spp. เพียงอยางเดยีว 

A = จํานวนบาดแผลบนผลพริกท่ีแสดงอาการโรคแอนแทรคโนสเมื่อปลูกเช้ือดวย spore 

suspension ของ Colletotrichum spp. และผานการแชในกรรมวิธีตางๆ 

 

 
              1                      2         3                4                       5         6             7                8                  9 

                                        แชน้ํากล่ันฆาเช้ือ    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 การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลพริกช้ีฟาแดงในกรรมวธีิ

ตางๆ 

EMP = Enzyme production medium 

Bs     = Bacillus subtilis 

NF    = น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีไมกรองสปอรออก 

F       = น้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก 
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การทดลองที่ 4. ประสิทธิภาพของน้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทในการควบคุมโรคแอนแทรคโนส 

บนเมล็ดพริก 

        นําเมล็ดพันธุพริกมาฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ด โดยแชในสารละลาย 2% (w/v) sodium hypochlorite เปน

เวลา 3 นาที ลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 3-4 คร้ังผ่ึงใหแหง ปลูกเช้ือเมล็ดดวย spore suspension ของ

เช้ือรา C. gloeosporioides และ C. capsici ความเขมขน 106 สปอรตอมิลลิลิตร โดยการแชเมล็ดเปน

ระยะเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นซับดวยกระดาษกรองฆาเช้ือ ผ่ึงเมล็ดใหแหงประมาณ 12 ช่ัวโมง 

จากนั้นนําเมล็ดแชในน้ํากรองเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิดไดแก NF และ F ของเช้ือแอคติโนมัยซีทไอโซเลท 

OMA60-1 เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง นําเมล็ดมาผ่ึงใหแหง แบงเมล็ดออกเปน 2 สวน โดยสวนแรก

เพาะบนอาหาร PDA โดยนําเมล็ดในแตละกรรมวิธีมาวางลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ทําการทดลอง

กรรมวิธีละ 4 ซํ้าๆ ละ 25 เมล็ดตอจาน ตรวจสอบการติดเช้ือและเปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดพริก

เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม สวนท่ี 2 นํามาเพาะบนดินท่ีผานการฆาเช้ือ โดยนําดนิท่ีผานการฆาเช้ือ

มาบรรจุใสในถาดหลุมขนาด 100 หลุม วางเมล็ดพนัธุลงในหลุม หลุมละ 1 เมล็ดภายในโรงเรือน 

นับตรวจดูการงอก การเจริญเติบโตและการเกิดโรคบนตนกลาหลังจากเพาะเมล็ดแลว 7, 14 และ 28 

วัน โดยบันทึกจํานวนตนกลาท่ีงอกปกติ และตนกลาท่ีมีความผิดปกติ เชนแคระแกรน ตาย เม่ือทํา

การปลูกครบ 28 วันทํามาวดัน้ําหนักสดและน้ําหนกัแหง โดยทํากรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ 50 เมล็ด 

โดยการทดลองท้ัง 2 สวนมีกรรมวิธีดังนี ้

กรรมวิธีท่ี 1: เมล็ดที่ไมผานกรรมวิธีใดๆ (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 2: เมล็ดที่ผานการปลูกเช้ืออยางเดียว (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 3: เมล็ดที่ปลูกเช้ือและนํามาแชในอาหารเล้ียงเช้ือ EMP (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 4: เมล็ดท่ีปลูกเช้ือและนํามาแชในสารปองกันกําจัดเช้ือรา captan ในอัตราสวนท่ีแนะนํา 

คือ 20 กรัมในน้ํา 20 ลิตร (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 5: เมล็ดท่ีปลูกเช้ือและนํามาแชในเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ในอัตราสวนท่ีแนะนํา คือ 

1x109 CFU/g (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 6: เมล็ดที่ปลูกเช้ือและนํามาแชใน NF  

กรรมวิธีท่ี 7: เมล็ดที่ปลูกเช้ือและนํามาแชใน F 
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น้ําหนกัเร่ิมตน 

การทดลองท่ี 5. น้ํากรองเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยซีทตอคุณภาพหลังการเก็บเก่ียวของพริกชี้ฟาแดง 

        นําผลพริกท่ีไมผานการใชสารเคมีและไมมีรอยแผลมาฆาเช้ือท่ีผิวดวย 0.5% (w/v) sodium hypochlorite 

ลางออกดวยน้าํกล่ันฆาเช้ือ ผ่ึงไวใหแหงและฆาเช้ืออีกคร้ังดวย 70% (v/v) ethyl alcohol กําหนด

กรรมวิธีไดดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 ผลพริกท่ีไมผานกรรมวิธีใดๆ (ชุดควบคุม) 

กรรมวิธีท่ี 2 แชในน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) เปนเวลา 1 นาที  

กรรมวิธีท่ี 3 แชในน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) เปนเวลา 3 นาที  

กรรมวิธีท่ี 4 แชในน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยซีทท่ีกรองสปอรออก (F) เปนเวลา 5 นาที 

        นํามาบรรจุในถุง polyethylene (PE) จากน้ันนํามา seal ปดปากถุงใหสนิท เก็บในตูควบคุม

อุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 วัน  วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) โดย

ทดลองกรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ 10 ผล ตรวจสอบคุณภาพของพริกทุกๆ 2 วันโดยเร่ิมวัดผลต้ังแตวัน

แรกท่ีเร่ิมทําการทดลอง ดังน้ี 
 

5.1. การสูญเสียน้ําหนัก 

ช่ังน้ําหนักพริกในแตละถุงโดยใชเคร่ืองช่ัง นําคาท่ีไดไปคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการสูญเสีย

น้ําหนัก 

  เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก = (น้ําหนักเร่ิมตน – น้ําหนักสุดทาย) x 100 

 

5.2. สีผิว  

วัดสีผิวดานนอกของผลพริก โดยวัดผลละ 3 ตําแหนง หัว กลางและทายของผลทั้ง 2 ดาน โดย

ใชเคร่ืองวัดสี ColorQuestXE โดยกอนใชเคร่ืองวัดสีทุกคร้ังตองมีการปรับมาตรฐานดวยแผนเทียบ

สีมาตรฐาน (Light trap และ White trap) ซ่ึงคาท่ีไดจากการวัดรายงานเปนคา L*, a* และ b* 

L* เปนคา The lightness factor values ถาคา L* = 100 แสดงวาวัตถุมีสีขาว และถา L* =0 

แสดงวาวัตถุมีสีดํา 

a* เปนคาแสดงสีเขียวและสีแดงของวัตถุ   ถาคา a* เปน (+) แสดงวัตถุมีสีแดง ถาคา a* เปน (-) 

แสดงวัตถุมีสีเขียว 



37 

b* เปนคาแสดงสีเหลืองและสีน้ําเงินของวัตถุ ถาคา b* เปน (+) แสดงวัตถุมีสีเหลือง ถาคา b* เปน 

(-) แสดงวัตถุมีสีน้ําเงิน 

 

5.3. การวัดลักษณะเนื้อสัมผัส  

        โดยนําเอาผลพริกมาวัดลักษณะเนื้อสัมผัสท่ีผิวดานนอกดานละ 3 จุด หัว กลาง และทายของ

แตละผล ดวยเคร่ือง Texture analyzer (TA XT2i/50) โดยใช probe ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 

มิลลิเมตร ท่ีระดับความเร็ว 5 มิลลิเมตรตอวินาที บันทึกคาแรงกดท่ีไวไดในหนวยของนิวตัน 

 

5.4. การประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส 

        ใชผูทดสอบจํานวน 5 คน โดยทําการทดสอบในวันแรกของการทดลองและทุกๆ 2 วัน ตลอด

ระยะเวลาการเก็บรักษาโดยการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสไดแยกการประเมินดังนี้ 
 

5.4.1 การประเมินการยอมรับไดของสีดานนอก โดยวัดเปนระดับคะแนนดังนี้ 

  1 = สีผิดปกติมาก 

  2 = สีผิดปกตินอย 

  3 = สีปกติ 
 

5.4.2 การประเมินการยอมรับไดของผิวผล โดยวัดเปนระดับคะแนนดังนี้ 

  1 = ผิวเหี่ยวมาก 

  2 = ผิวเหี่ยวเล็กนอย 

  3 = ผิวปกติ 
 

5.4.3 การประเมินการยอมรับไดของกล่ิน โดยวัดเปนระดับคะแนนดังนี้ 

  1 = มีกล่ินแปลกปลอมหรือไมพึงประสงค 

  2 = มีกล่ินแปลกปลอมเล็กนอยหรือไมพงึประสงคแตยงัยอมรับไดเล็กนอย 

  3 = ไมมีกล่ินแปลกปลอม (ปกติ) 
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5.4.4 การประเมินการยอมรับไดความชอบโดยรวม โดยวัดเปนระดับคะแนนดังนี้ 

  1 = ไมชอบเลย 

  2 = ไมคอยชอบ 

  3 = เฉยๆ 

  4 = ชอบ 

  5 = ชอบมาก 

 


