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บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 
พืชสมุนไพรและพืชทดสอบ 
 1. ตะไครตน (Litsea cubeba Pers.) 
 2. คะนา (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 

 
เชื้อราท่ีใชทดสอบ 

1. Alternaria sp. 
2. Cladosporium cladosporioides 

 
อาหารเลี้ยงเชือ้รา 

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

อุปกรณอ่ืนๆ 
1. ตูอบอุณหภูมสูิง (Hot air oven) 
2. ตูเล้ียงเชื้อ (Incubator) 
3. ตูถายเชื้อ (Transfer chamber) 
4. หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) 
5. เครื่องระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 
6. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
7. เครื่องวัดสี (Chromameter, Color reader) 
8. เครื่องชั่งไฟฟา 
9. กลองจุลทรรศน 
10. กลองถายรูป 

 
วิธีการทดลอง 
1. การแยกเชื้อรา Alternaria sp. 
 ทําการแยกเชื้อรา Alternaria sp. ที่เปนสาเหตุของโรคใบจุดคะนาโดยวิธี Tissue transplanting 
method (Dhingra and Sinclair, 1995) โดยการนําใบคะนาที่เกิดโรคมาตัดเนื้อเยื่อบริเวณแผลโดยตัดให
ไดขนาด 0.5 x 0.5 เซนติเมตร มีสวนที่เปนโรคและไมเปนโรคอยูในชิ้นเดียวกัน จากนั้นนําเนื้อเยื่อมาทํา
การฆาเชื้อที่ผิวดวย Clorox เขมขน 10 เปอรเซ็นต นาน 3 นาที จากนั้นลางดวยน้ํากล่ัน 3 คร้ัง ซับให
แหงดวยกระดาษที่ผานการฆาเชื้อแลว นําชิ้นเนื้อเยื่อไปวางบนอาหาร PDA แลวนําไปเลี้ยงที่
อุณหภูมิหอง เมื่อเชื้อราเจริญออกมาจากชิ้นเนื้อเยื่อ จึงตัดปลายเสนใยเชื้อราไปเลี้ยงบนอาหาร PDA อีก
คร้ังหนึ่งเพื่อใหไดเสนใยเชื้อราที่บริสุทธิ์  เมื่อเสนใยเชื้อราที่เล้ียงเจริญจนไดเสนใยเชื้อราบริสุทธิ์แลว
จึงเล้ียงเปน Stock culture สําหรับไวใชในการทดสอบตอไป 
 
2. การสกัดสารสกัดหยาบจากตะไครตน 
 นําผลตะไครตนแก มาแชในเอทานอล 95 เปอรเซ็นต  โดยบรรจุลงในขวดโหล นาน 2-3 วัน 
จึงกรองเอาผลตะไครตนออก จากน้ันนําสารละลายที่ไดมาทําการระเหยตัวทําละลายออกจนหมดดวย
เครื่องระเหยสารแบบหมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส สําหรับผลตะไครตนที่
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กรองออก สามารถนํากลับไปแชในเอทานอลไดอีก 2 คร้ัง โดยทําการสกัดสารสกัดหยาบดวยวิธีดังได
กลาวมาแลวขางตน เมื่อทําการระเหยตัวทําละลายออกจนหมดแลวจะไดสารสกัดหยาบจากผล 
ตะไครตน จึงนําสารสกัดหยาบดังกลาวมาชั่งน้ําหนัก เพื่อที่จะนําคาดังกลาวมาคํานวณหาเปอรเซ็นต
ของสารสกัดหยาบ (crude extract) ดังนี้ 
 
 
 
 
 
3. การแยกองคประกอบของสารสกัดหยาบจากตะไครตนดวยวิธี Thin Layer Chromatography 

(วนัสนันท, 2548) 
 ทําการเตรียมแผนโครมาโทกราฟผิวบาง (Thin Layer Chromatography, TLC) โดยช่ัง 
ซิลิกาเจล 60G 35 กรัม นําไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวทิ้งไวจนกวาซิลิกาเจล
เย็น จึงนํามาเติมน้ํากลั่น 70 มิลลิลิตร คนใหเขากัน จนไมเกิดฟองอากาศขึ้น จากนั้นจึงนํามาเคลือบบน
แผนกระจกขนาด 5 x 20 เซนติเมตร ใหมีขนาดความหนาของซิลิกาเจล 0.5 มิลลิเมตร จากนั้นทิ้งไวให
แหงที่อุณหภูมิหอง จึงนําไปอบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง 
 นําแผน TLC ที่ไดจากการเตรียมขางตน มาทําการหยดสารสกัดหยาบจากตะไครตน โดยใช
หลอดคาปลารีขนาดเล็ก ทําการหยดเปนแถบยาว ที่หางจากขอบดานลาง 2 เซนติเมตร จากนั้นจึงนําไป
ใสในแทงคแกวที่บรรจุดวยตัวทําละลายเคลื่อนที่ ซ่ึงประกอบดวย Hexane : Ethyl acetate : Methanol 
เมื่อตัวทําละลายเคลื่อนที่จนถึงระยะหางจากจุดหยดสารสกัดหยาบเปนระยะทาง 15 เซนติเมตร จึงนํา
แผน TLC ออกจากแท็งคแกว แลวทิ้งไวในตูดูดควันเพื่อไลตัวทําละลายเคลื่อนที่ออก จากนั้นจึงนํามา
รมดวยไอโอดีน เมื่อทําการรมดวยไอโอดีนจะเกิดแถบสีปรากฏขึ้น จึงทําการวัดระยะการเคลื่อนที่ของ
สาร แลวนํามาคํานวณหาคา Rf (รัตนา, 2547) 
 
  
 
 
 
 
 
 

Rf = 
ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ 

ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ 

เปอรเซ็นตสารสกัดหยาบ น้ําหนกัสารสกัดหยาบที่ได 

น้ําหนกัวัตถุดบิ 
 = x 100 
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4. ตรวจสอบสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราโดยวิธี TLC-bioassay (Adicaran and Banda, 1998) 
 เตรียมแผนโครมาโทกราฟผิวบางเชนเดียวกันกับการเตรียมเพื่อทําการแยกองคประกอบ   
สารสกัดหยาบจากตะไครตน จากนั้นจึงนําโครมาโทกราฟผิวบางที่ทําการหยดสารสกัดหยาบ มาแยก
องคประกอบดวยตัวทําละลายเคลื่อนที่ เมื่อตัวทําละลายระเหยออกไปหมดแลวจึงนํามาพนดวย 
สารแขวนลอยสปอรของเชื้อรา Cladosporium cladosporioides  
 การเตรียมกลองบมเชื้อ (Moist chamber) 
 นํากลองพลาสติกขนาด 15 x 25 x 12 เซนติเมตร ที่มีฝาปดสนิท มาลางทําความสะอาด ทิ้งไว
ใหแหงแลวเช็ดทําความสะอาดดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต อีกครั้งหนึ่ง จากนั้นนํากระดาษทิชชูมาบุ
กนกลองพลาสติก จากนั้นพนน้ํากลั่นใหกระดาษทิชชูชื้น 
 การเตรียมสารแขวนลอยสปอรของเชื้อรา  Cladosporium cladosporioides  
 นําเชื้อรา C. cladosprioides  ที่เล้ียงบนอาหาร PDA จากนั้นเทน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลวลงบน
สปอรเชื้อรา มาทําการขูดสปอรเชื้อราแลว นํามากรองดวยผาขาวบาง เพื่อกรองเอาเสนใยเชื้อราและ
อาหารวุนที่ติดมาดวยออก จากนั้นนําไปนับจํานวนสปอรดวยเครื่องนับ Haemacytometer ใหไดเทากับ 
25 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร จากนั้นเติม Tween 20 ในอัตราสวน 0.04 มิลลิลิตรตอ 100 มิลลิลิตร แลวทํา
การดูดสปอรแขวนลอยมา 1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว PDB 25 มิลลิลิตร นําไปนับ
สปอรอีกครั้งใหได 1 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร 
 การทดสอบสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Cladosporium cladosporioides โดยวิธี TLC-bioassay 
 นําสปอรเชื้อรา C. cladosporioides ที่ไดจากการเตรียมขางตนมาพนลงบนแผน 
โครมาโทกราฟฟผิวบางที่ทําการแยกสารองคประกอบดวยตัวทําละลาย Hexane : Ethyl acetate : 
Methanol แลวนําไปใสลงในกลองบมเชื้อ แลวตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 สัปดาห จึงทํา 
การตรวจสอบตําแหนงของสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งเชื้อรา โดยทําการวัดตําแหนงวงสีขาวที่เชื้อราไม
สามารถเจริญได จากนั้นจึงนํามาคํานวณหาคา Rf ตอไป 
 
5. การวิเคราะหสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราดวยแกสโครมาโทกราฟ (Gas Chromatography – Mass 

Spectrometer, GC-MS)       
 เมื่อทําการตรวจสอบสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา Cladosporium cladosporioides ดวยวิธี  
TLC-bioassay ไดคา Rf  ของสารที่สามารถยับยั้งเชื้อราได จึงนําคาดังกลาวมาเปนคาอางอิงในการที่จะ
แยกสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราดวยวิธี Thin Layer Chromatography  อีกครั้งเพื่อใหไดสารออกฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อราในปริมาณที่มากเพียงพอที่จะนํามาทําการวิเคราะหเพื่อจําแนกชนิดของสารและปริมาณดวยวิธี 
แกสโครมาโทกราฟ ซ่ึงสภาวะในการวิเคราะหสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรามีดังนี้ 
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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.    การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากตะไครตนในการควบคุมการเจริญของเสนใยเชื้อรา  

Alternaria sp. ซ่ึงเปนสาเหตุโรคใบจุดพืชผักดวยวิธี poison food technique (Dhingra and 
Sinclair, 1986) 

 สําหรับการตรวจสอบฤทธิ์ควบคุมการเจริญของเสนใยเชื้อรา Alternaria sp. ดวยวิธี Poison 
food technique วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely randomized design, CRD) ทั้งหมด 5 
กรรมวิธี กรรมวิธีละ 6 ซํ้า ซ่ึงขั้นตอนการศึกษามีดังนี้ นําสารสกัดหยาบจากตะไครตนมาผสมกับ
อาหารเลี้ยงเชื้อราชนิดแข็ง (PDA) แลวปรับใหมีระดับความเขมขนเปน 4 ระดับ คือ 500, 1,000, 2,500 
และ 5,000 สวนตอลานสวน เมื่อไดระดับความเขมขนที่ตองการแลว จึงนําอาหารเลี้ยงเชื้อราดังกลาวไป
เทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และรอจนกวาอาหารแข็งตัวจึงยายเสนใยเชื้อรา Alternaria sp. ท่ีทําการเจาะ
ใหมีเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร มาเลี้ยงบนอาหารที่ผสมสารสกัดหยาบจากตะไครตน นําจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ทําการยายเสนใยเชื้อราเสร็จแลวไปเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง เมื่อเสนใยเชื้อราในชุดควบคุม 
(Control) เจริญจนเต็มจานอาหารจึงวัดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเชื้อรา นําคาที่ไดมาคํานวณคา
เปอรเซ็นตของการยับยั้ง ตามวิธีของธรรมศักดิ์ (2543) ดังนี้ 
 
 
 
 
 
 

เปอรเซ็นตการยับยั้ง (A - B) 
A  

 100 x  =  

A = คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเชื้อราบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อชุดควบคุม (Control) 

     B = คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเชื้อราบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมสารสกัดหยาบ 

60 oC—7oC/min 200oC (1 min)  4oC/min   220oC (2 min) 
10oC/min 250oC (9 min)
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7. การพัฒนาสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตน 
 โดยนําสารสกัดหยาบจากผลตะไครตนมาพัฒนาเปนสารชีวภาพกําจัดเชื้อรา โดยมุงเนนให
สารชีวภาพกําจัดเชื้อราดังกลาวมีความสามารถในการละลายไดดีในน้ําโดยการลดแรงตึงผิวและมี
ประสิทธิภาพความคงตัวนาน ซ่ึงมีวิธีการศึกษาดังนี้ 
 การศึกษาการละลายของสารสกัดหยาบจากตะไครตนในตัวทําละลาย 
 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพสารสกัดหยาบจากตะไครตนในการยับยั้งการเจริญของ   
เสนใยเชื้อรา Alternaria sp. พบวา สารสกัดหยาบจากตะไครตนสามารถยับยั้งการเจริญของเสนใย 
เชื้อรา Alternaria sp. ไดสมบูรณที่ระดับความเขมขน 1,000 สวนตอลานสวน ดังนั้นจึงทําการหาคา 
การละลายจากระดับความเขมขนดังกลาว โดยทําการบรรจุตัวทําละลายชนิดตางๆ จํานวน 2 กรัม ลงใน
ขวดแกวมีฝาปดสนิท ขนาด 10 มิลลิลิตร ซ่ึงตัวทําละลายที่ทําการศึกษาในครั้งนี้ไดแก น้ํา,เอทานอล, 
Propylene glycol และ Glycerin เมื่อทําการเตรียมตัวทําละลายแลวจึงทําการเติมสารสกัดหยาบจาก
ตะไครตนจํานวน  0.002 กรัม ผสมใหเขากันกับตัวทําละลายดวยเครื่องปนผสม  (Vortex) เมื่อ 
สารสกัดหยาบจากตะไครตนละลายหมด จึงเติมสารสกัดหยาบจากตะไครตนอีกครั้งละ 0.002 กรัม เพื่อ
ศึกษาวาสารสกัดหยาบจากตะไครตนสามารถละลายในตัวทําละลายมากที่สุดในปริมาณเทาไร จากนั้น
บันทึกผลการทดลองจากการละลายของสารสกัดหยาบ 
 การศึกษาการใชสารลดแรงตึงผิว 
 การศึกษาการใชสารลดแรงตึงผิวเพื่อชวยเพิ่มการละลายของสารสกัดหยาบใหมากขึ้น 
เนื่องจากการพัฒนาสารชีวภาพกําจัดเชื้อราตองการเตรียมสารใหมีความเขมขนสูงเพื่อการนําสาร
ดังกลาวไปเจือจางเปนสารพรอมใช  ทําการศึกษาโดยเลือกตัวทําละลายที่สามารถละลายสารสกัดหยาบ
จากตะไครตนไดดีที่สุดมาทําการเติมสารสกัดหยาบจนสารสกัดหยาบไมสามารถละลายไดหมด จากนัน้
เติมสารลดแรงตึงผิว เพื่อชวยเพิ่มการละลาย บันทึกผลการทดลองจากลักษณะการละลาย 
 
8. การทดสอบฤทธิ์ของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนในการควบคุมเสนใยและการงอกของ
สปอรเชื้อรา Alternaria sp. 

 การทดสอบฤทธิ์ของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนในการควบคุมเสนใยเชื้อรา  
 เมื่อไดสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนจึงนําสารชีวภาพกําจัดเชื้อราแลวจึงนํามาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของเสนใยเชื้อรา Alternaria sp. โดยนํามาทดสอบดวยวิธี Poison 
food technique ที่ระดับความเขมขน 500, 1,000, 2,500 และ 5,000 สวนตอลานสวน วางแผนการ
ทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design, CRD) ทั้งหมด 5 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 6 ซํ้า 
เมื่อทําการเลี้ยงเสนใยเชื้อราที่อุณหภูมิหองจนเสนใยเชื้อราในชุดควบคุม (Control) เจริญจนเติมจาน
อาหารเลี้ยงเช้ือแลว จึงวัดคาเสนผานศูนยกลางโคโลนีเชื้อราในแตละกรรมวิธี จากนั้นนําคาดังกลาวมา
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คํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้ง ตามวิธี ของธรรมศักดิ์ แลวนําคาที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
 การทดสอบฤทธิ์ของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนตอการงอกของสปอรเชื้อรา  
 สําหรับการทดสอบฤทธิ์ของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนตอการงอกของสปอร 
เชื้อราไดวางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely randomized design, CRD) โดยมีทั้งหมด 6 
กรรมวิธี ซ่ึงทั้ง 6 กรรมวิธี มีระดับความเขมขนของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราแตกตางกัน 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) ที่อุณหภูมิหองจนเกิดสปอรเชื้อราขึ้น จากนั้น
จึงนําสปอรเชื้อราที่ทําการเลี้ยงไดมาเตรียมสารแขวนลอยสปอร (Spore suspension) โดยใชน้ํากล่ันที่ทํา
การนึ่งฆาเชื้อแลวเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อราที่มีสปอร จากนั้นนํามากรองดวยผาขาวบาง ได 
สารแขวนลอยสปอรเชื้อรา แลวนําสารแขวนลอยสปอรเชื้อราดังกลาวปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาหยดลง
บนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง (PDA) ที่ทําการผสมสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนโดยปรับระดับ
ความเขมขนเปน 100, 200, 300, 400 และ 500 สวนตอลานสวน จากนั้นใชแทงแกวงอที่ลนไฟฆาเชื้อ
แลว เกล่ียสารแขวนลอยสปอรเช้ือราใหกระจายทั่วผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนําไปเลี้ยงไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 6 ชั่วโมง แลวทําการตรวจสอบการงอกของสปอรเชื้อรา Alternaria sp. ดวย
กลองจุลทรรศน ซ่ึงสปอรเชื้อราที่จัดวางอกนั้นจะตองมีความยาวของสวนที่งอกออกมายาวกวา 
ความกวางของสปอร หรือยาวเปนครึ่งหนึ่งของความกวางของสปอร (ธรรมศักดิ์, 2543)  สําหรับ 
การนับจํานวนสปอรเชื้อราที่งอกทําการสุมนับสปอรจํานวน 200 สปอร จากนั้นนํามาคํานวณหาคา
เปอรเซ็นตการยับยั้ง ตามวิธีของ ธารทิพย (2540) 
 
 
 
 
 
 
9. การศึกษาความคงสภาพของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตน 
 จากการพัฒนาสารสกัดหยาบจากตะไครตนจนเปนสารชีวภาพกําจัดเชื้อรา จึงนําสารชีวภาพ
กําจัดเชื้อราดังกลาวมาทําการศึกษาความคงสภาพของสารกําจัดเชื้อราจากตะไครตน โดยนําสารชีวภาพ
กําจัดเช้ือรามาทําการบรรจุในขวดสีชา  แลวนําไปเก็บรักษาที่ อุณหภูมิตางกัน  3 ระดับ  คือ  4  
องศาเซลเซียส, อุณหภูมิหอง (30 ± 5 องศาเซลเซียส) และ 60 องศาเซลเซียส ทําการเก็บรักษาเปน
ระยะเวลานาน 4 เดือน สภาพการเก็บรักษาดังกลาวเปนการดัดแปลงมาจากการศึกษาความคงสภาพของ

เปอรเซ็นตการยับยั้ง = (A - B) x 100 
A 

A = จํานวนสปอรที่งอกบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือชุดควบคมุ (Control) 
B = จํานวนสปอรที่งอกบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผสมสารชีวภาพกําจัดเชื้อรา ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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ยาแบบเรง ซ่ึงเปนการศึกษาในทางเภสัชวิทยา โดยใหความสัมพันธระหวางอุณหภูมิและเวลาคงที่  แลว
ทําการตรวจสอบหาปริมาณตัวยาสําคัญที่เหลืออยู เพื่อใชคํานวณหาอัตราเร็วของการเสื่อมสลายที่
อุณหภูมิที่ตองการเก็บรักษา เพื่อคํานวณหาอายุการใชงาน (จุไรรัตน, 2538) แตทั้งนี้ไดทําการดัดแปลง
มาใชกับสารชีวภาพกําจัดเชื้อราเพื่อดูความคงสภาพของสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา โดยการคาดคะเน
ความคงสภาพของสารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราจากการทดสอบฤทธิ์ในการควบคุมเสนใยเชื้อรา  
Alternaria sp. ดวยวิธี Poison food technique ซ่ึงทําการศึกษาเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผานไปทุกๆ 1 
เดือน ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา นอกจากการศึกษาฤทธิ์ในการควบคุมเสนใยเชื้อราแลว ยัง
ทําการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงของสี และคาความเปนกรด-ดาง (pH)  
 การทดสอบฤทธิ์ในการควบคุมเสนใยเชื้อรา Alternaria sp.  
 นําสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส, อุณหภูมิหอง 
(30 ± 5 องศาเซลเซียส) และ 60 องศาเซลเซียส มาทําการทดสอบฤทธิ์ในการควบคุมเสนใยเชื้อราโดย
วิธี Poison food technique ที่ระดับความเขมขน 4 ระดับ คือ 500, 1,000, 2,500 และ 5,000  
สวนตอลานสวน ซ่ึงวางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD 3 x 5 โดยทําการศึกษา 2 ปจจัย คือ 
ปจจัยทางดานอุณหภูมิและระดับความเขมขนของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตน จากนั้นนําคาที่
ไดจากการวัดเสนผาศูนยกลางโคโลนีเชื้อราที่เจริญมาคํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 
  การวัดการเปลี่ยนแปลงสี 
 สําหรับการวัดการเปลี่ยนแปลงสีของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตน วางแผน 
การทดลองแบบ Factorial in CRD 3 x 5 ซ่ึงปจจัยที่ทําการศึกษาไดแกปจจัยในดานอุณหภูมิและ
ระยะเวลาที่ทําการเก็บรักษา ซ่ึงอุณหภูมิแบงเปน 3 ระดับ คือ 4 องศาเซลเซียส, อุณหภูมิหอง (30 ± 5 
องศาเซลเซียส) และ 60 องศาเซลเซียส สําหรับระยะเวลาการเก็บรักษานั้นจะทําการศึกษาเมื่อเร่ิม
ทําการศึกษาและการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน 1, 2, 3 และ 4 เดือน การวัดการเปลี่ยนแปลงของสี
สารชีวภาพกําจัดเชื้อราทําการวัดโดยใชเครื่อง Color reader model CR-10 ของบริษัท Minolta ซ่ึงคาวัด
ไดจะแสดงเปนคา L, a* และ b* จากนั้นจะนําคาที่ไดมาคํานวณหาคา Chroma และ คา Hue  
 
 L เปนคาความสวาง (Lightness) มีคาอยูในชวง 0 – 100 
 a* เปนคาสีแดงและสีเขียว (Redness/Greenness) 
  a มีคาบวก เปนสีแดง 
  a มีคาลบ เปนสีเขียว 
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 b* เปนคาสีเหลืองและสีน้ําเงิน (Yellowness/Blueness) 
  b มีคาบวก เปนสีเหลือง 
  b มีคาลบ เปนสีน้ําเงิน 
 การคํานวณหาคา Chroma 
 นําคาที่ไดจากการวัดขางตนมาคํานวณหาคา Chroma ที่เปนคาความเขมของสี ดังสมการ 
 
 
 
 การคํานวณหาคา Hue  
 นําคาที่ไดจากการวัดสารชีวภาพกําจัดเชื้อรามาคํานวณหาคา Hue ซ่ึงเปนคามุมของดังสมการ 
 
 

เมื่อ Theta คือ คาเฉดสีเมื่อ a และ b มีคาเปนบวก 
ATAN คือคา Arctangent 

 ถา a > 0 และ b ≥ 0 ดังนั้นคา Hue = Theta 
 ถา a < 0 และ b ≥ 0 ดังนั้นคา Hue = Theta + 180 
 ถา a < 0 และ b < 0 ดังนั้นคา Hue = Theta + 180 
 ถา a > 0 และ b < 0 ดังนั้นคา Hue = Theta + 360 
 
 เมื่อไดคาชวงสีจึงนํามาเปรียบเทียบกับแผนเทียบสีของ Minolta (CR-200) 
0 – 45 องศาแสดงสีสมถึงสีสมแดง 180 - 225 องศาแสดงสีเขียวถึงสีน้ําเงินเขียว 
45 – 90 องศาแสดงสีสมแดงถึงสีเหลือง 225 - 270 องศาแสดงสนี้ําเงินเขียวถึงสีน้ําเงิน 
90 – 135 องศาสีเหลืองถึงสีเหลืองเขียว 270 - 315 องศาแสดงสีน้ําเงินถึงสีมวง 
135 - 180 องศาแสดงสีเหลืองเขียวถึงสีเขียว 315 - 360 องศาแสดงสีมวงถึงสีมวงแดง 
  
 
 
 
 
 
 

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

Hue angle (Ho) = tan-1(b*/a*) 
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 การวัดการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) 
 สําหรับการวางแผนการทดลองการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดาง (pH) ทําการวางแผน 
การทดลองเชนเดียวกันกับการเปลี่ยนแปลงสี คือ Factorial in CRD 3 x 5 ที่ทําการศึกษาปจจัยทางดาน
อุณหภูมิและระยะเวลาของการเก็บรักษา การศึกษาการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางของ
สารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนนั้น ทําการศึกษาโดยใชเครื่องวัดคา pH (pH meter) ของ 
SUNTEX model SP-7 
  
10. ทดสอบฤทธิ์ควบคุมโรคในระดับแปลงปลูก  
 สําหรับการศึกษาการทดสอบฤทธิ์ควบคุมโรคในระดับแปลงปลูกนั้น แบงการทดลอง
ออกเปน 3 การทดลอง คือ  
 การทดลองที่ 10.1 เปนการทดสอบฤทธิ์ควบคุมโรคในระดับแปลงปลูก ที่ทําการปลูกเชื้อ
สาเหตุของโรค และทําการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคดวยสารแมนโคเซบ นอกจาก
การศึกษาฤทธิ์ควบคุมโรคแลว ยังทําการศึกษาในสวนของการเจริญเติบโต, ผลผลิต, ผลกระทบที่มี
ตอสรีรวิทยา และความเปนพิษของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่มีตอคะนา 
 การทดลองที่ 10.2 เปนการทดสอบฤทธิ์ควบคุมโรคโดยทําการปลูกเชื้อสาเหตุของโรคและทํา 
การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคดวยสารแมนโคเซบ เชนเดียวกันกับการทดลองที่ 1 แต
ทําการปลูกคะนาในถุงดําและไมไดทําการศึกษาในสวนของการเจริญเติบโต, ผลผลิต, ผลกระทบที่มี
ตอสรีรวิทยา และความเปนพิษของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่มีตอคะนา 

ภาพ 4 แผนเทยีบสีของ Minolta (CR-200) 
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 การทดลองที่ 10.3 เปนการทดสอบฤทธิ์ควบคุมโรคในระดับแปลงปลูกเพื่อการคา ที่ไมไดทํา 
การปลูกเชื้อราสาเหตุของโรค ซ่ึงทําการศึกษาในแปลงปลูกพืชปลอดสารพิษ และทําการเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคดวยสารลารมินา (ชื่อสามัญ บาซิลลัส ซับทีลิส) ที่เปนเชื้อแบคทีเรียใน
รูปผงสปอรแหง สําหรับการศึกษาในแปลงปลูกผักปลอดสารพิษไดทําการศึกษาในสวนของ 
การเจริญเติบโต, ผลผลิต, ผลกระทบที่มีตอสรีรวิทยา และความเปนพิษของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจาก
ตะไครตนที่มีตอคะนาดวย 
 
การทดลองที่ 10.1 
1. การทดสอบฤทธิ์ในการควบคุมโรค 
 นําสารชีวภาพกําจัดเชื้อราธรรมชาติจากผลตะไครตนในกรรมวิธีที่สามารถควบคุม 
การเจริญของเสนใยเชื้อรา Alternaria sp. ไดดีที่สุดมาทําการทดสอบในระดับแปลงปลูก คือ ที่ระดับ 
ความเขมขน 500 สวนตอลานสวน แลวทําการปรับระดับความเขมขนใหสูงขึ้นอีกสองระดับ วางแผน 
การทดลองแบบบล็อคสุมสมบูรณ (Randomized Complete Block Design, RCBD) มีท้ังหมด 6 
กรรมวิธีๆ ละ 4 ซํ้า 
control = ชุดควบคุม (Control) 
Inoc = พนสารแขวนลอยสปอรเชื้อรา Alternaria sp 
Li500 = พนสารชีวภาพกํ าจัด เชื้ อราจากตะไครตนที่ ระดับความเขมขน  500  

สวนตอลานสวน  
Li1,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  1 ,000  

สวนตอลานสวน  
Li2,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  2 ,000  

สวนตอลานสวน  
Manco = สารเคมีกําจัดเชื้อราแมนโคเซบ  
  
 การเตรียมแปลงทดลอง 
 เตรียมแปลงปลูกทั้งหมด 4 แปลง โดยแปลงปลูกมีขนาด 1.5 x 4 เมตร ทําการไถพรวนแปลง
และใสปุยคอกกอนการปลูกทิ้งไว 1 สัปดาห กอนการยายตนกลา 
 การเตรียมกลาคะนา 
 นําเมล็ดคะนา จากบริษัทเพือ่นเกษตร ลงเพาะในดนิซึ่งบรรจุในถาดหลุม เมื่อตนกลาอายุได 
20 วัน จึงทําการยายปลูก 
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 การเตรียมสารแขวนลอยสปอรเชื้อรา Alternaria sp. 
 นําเชื้อรา  Alternaria sp. ที่เล้ียงบนอาหาร PDA ที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา 7 วนั ซ่ึงเพิ่มปริมาณ
โดยวิธี Flood Plate Technique จากนั้นเติมน้ํากลั่นที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวและผสม Tween 20 ในอัตรา
ความเขมขน 0.2 ตอน้ํา 1 ลิตร แลวใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ขูดสปอรเชื้อราใหหลุดจากผวิหนาของ
อาหารเลี้ยงเชือ้รา จากนั้นนํามากรองดวยผาขาวบาง นํามาวัดระดับความเขมขนของสปอรแขวนลอย
ดวย Haemacytometer ใหไดปริมาตร 105 สปอรตอมิลลิลิตร 
 การปลูกเชื้อสาเหตุและการฉีดพนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตน 
 ทําการฉีดพนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนในตนคะนา กอนการพนสปอรเชื้อรา 
Alternaria sp. ที่เปนสาเหตุโรคใบจุดของคะนา 1 วัน ดวยเครื่องพนขนาดเล็ก (Foggy) จากนั้นปลูก 
เชื้อราสาเหตุของโรคที่ไดเตรียมไว โดยการพนลงบนใบคะนาหางประมาณ 30 เซนติเมตร จํานวน 50 
มิลลิลิตรตอกรรมวิธี จากนั้นคลุมดวยพลาสติกใสเพื่อรักษาความชื้น ทิ้งไว 3 วัน จึงนําพลาสติกใสออก 
สําหรับการฉีดพนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนในครั้งตอไปจะทําการพนในทุกๆ 5 วัน จนถึง
ระยะเก็บเกี่ยว 
 ประเมินความเสียหายที่เกิดจากโรค 

สําหรับการบันทึกขอมูลลักษณะอาการของโรคที่เกิดขึ้น และประเมนิความเสียหายที่เกดิจาก
โรค (สุคนทิพย, 2543) ดังนี ้

1) การหาปริมาณของโรค (Disease intensity) โดยนับจํานวนตนที่เปนโรคแลวนํามา
คํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรคจากจํานวนใบทั้งหมดภายในตนนั้นแตละกรรมวิธี 

2) ประเมินพื้นที่ใบที่เปนโรคตอตน โดยแบงระดับของการเกิดโรคออกเปน 11 
ระดับ คือ 0 – 10 โดยที่  

0 = ไมมีอาการของโรค 
1 = พื้นที่ใบเปนโรค 10 เปอรเซ็นต 
2 = พื้นที่ใบเปนโรค 20 เปอรเซ็นต  
3 = พื้นที่ใบเปนโรค 30 เปอรเซ็นต 
4 = พื้นที่ใบเปนโรค 40 เปอรเซ็นต 
5 = พื้นที่ใบเปนโรค 50 เปอรเซ็นต  
6 = พื้นที่ใบเปนโรค 60 เปอรเซ็นต 
7 = พื้นที่ใบเปนโรค 70 เปอรเซ็นต 
8 = พื้นที่ใบเปนโรค 80 เปอรเซ็นต  
9 = พื้นที่ใบเปนโรค 90 เปอรเซ็นต  
10 =  พื้นที่ใบเปนโรค 100 เปอรเซ็นต 
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 นําคาที่ไดมาแปลเปนคาความเสียหายของพืช โดยนํามาคํานวณเปนเปอรเซ็นตการถูกทําลาย
หรือดัชนีการเขาทําลาย ดังนี้  
 

 
 
 
 
 

 
 

2. การศึกษาการเจริญเติบโตของตนคะนา (ปทุมพร, 2546) 
การศึกษาการเจริญเติบโตของคะนา ทําการศึกษาทั้งหมด 3 ครั้ง ซ่ึงทําการศึกษาเมื่อตนคะนาที่

ทํายายปลูกสามารถตั้งตัวได โดยทําการวัดครั้งแรกเมื่ออายุ 30 วันหลังการเพาะเมล็ด และทําการวัดเมื่อ
เวลาผานไป 1 สัปดาห จนถึงระยะเก็บเกี่ยว รวมทั้งหมด 3 คร้ัง 

2.1 การวัดการเจริญเติบโตของคะนาโดยการวัดการเปลี่ยนแปลงทางดานความสูง โดยวัดจาก
โคนตนจนถึงปลายใบที่ยาวที่สุด หนวยเปนเซนติเมตร  

2.2 จํานวนใบ  สําหรับจํานวนใบจะนับจํานวนใบที่มีการคลีใบออกสมบูรณแลว 
 
3. การศึกษาปริมาณผลผลิตคะนา 

สําหรับการศึกษาปริมาณผลผลิตคะนานั้น ทําการศึกษาปริมาณผลผลิตสดและแหง โดยปริมาณ
ผลผลิตสดทําการศึกษา ในสวนเหนือดิน, สวนราก และสวนที่บริโภคได สําหรับปริมาณผลผลิตแหง
ทําการศึกษา สวนเหนือดินและสวนราก เทานั้น ซ่ึงขั้นตอนการศึกษามีดังนี้ นําคะนาที่ทําการเก็บเกี่ยว
จากแปลงปลูกมาลางทําความสะอาดดวยน้ําเปลา จากนั้นนําตนคะนามาชั่งน้ําหนักรวมทั้งตน (หนวย
ของน้ําหนักเปน กรัม)  เมื่อช่ังน้ําหนักรวมทั้งตนเสร็จแลว จึงนําตนคะนามาแยกสวน ออกเปน สวน
เหนือดิน (ลําตนและใบ) และสวนราก จากนั้นทําการชั่งน้ําหนัก สําหรับการศึกษาในสวนของน้ําหนัก
สวนที่บริโภคได จะแยกจากสวนเหนือดินโดยทําการตัดใบและกานที่แกออก จากนั้นชั่งน้ําหนัก เมื่อ
ศึกษาปริมาณผลผลิตสดแลว จึงนําผลผลิตสดที่ไดดังกลาวมาตากใหแหงในโรงอบพืช เมื่อตนคะนาแหง
แลวจึงนํามาชั่งหาน้ําหนักแหง แยกเปนสวนเหนือดินและราก 

 
 
 

A = ผลรวมของการเปนโรคแตละระดับ 
B = จํานวนตนพืชที่สุมจัด 
C = ระดับสูงสุดของการเปนโรค 

x A 
B 

เปอรเซ็นตดัชนีการเขาทําลาย  = 
100 

C 
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4. การวัดผลของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนท่ีมีตอสรีรวิทยาพืช 
4.1 ทําการวัดคาอัตราการสังเคราะหแสง, ความตานทานของปากใบ และอัตราการคายน้ําโดย

ใชเครื่อง CIRAS-1 PORTABLE PHOTOSYNTHESIS SYSTEM TUTORAL (PP SYSTEMS) ซ่ึงทํา 
การวัดคาดังกลาวในชวงเวลา 8.00, 10.00, 12.00, 14.00 และ 16.00 น.  

4.2 ปริมาณคลอโรฟลล ทําการวิเคราะหเมื่อส้ินสุดการทดลอง ตามวิธีการของ Procter (1981) 
อางอิงโดย ปทุมพร (2546)  

การตรวจวดัปริมาณคลอโรฟลล 
นําใบพืชที่ตองการตรวจวัดปริมาณคลอโรฟลลมาเจาะดวยที่เจาะกระดาษใหมีขนาด 0.32 

ตารางเซนติเมตร จํานวน 8 ชิ้น แลวแชในอะซิโตน 80 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในที่มืด เปน
เวลา 48 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง เมื่อครบกําหนดระยะเวลาจึงนําสารละลายที่ไดไปอานคาดูดกลืนแสง
ดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ชวงคล่ืน 642 และ 664 นาโนเมตร จากนั้นนําคาดูดกลืนแสงที่ไดมา
คํานวณปริมาณคลอโรฟลดรวม ดังสมการ 

 
ปริมาณคลอโรฟลลรวม (mg m-2)  =   (7.12A664 + 16.8A642) [(V x 104) / N¶r2] 
 
A = คาการดูดกลืนแสงในชวงที่กําหนด 
V = ปริมาตรเปนลิตร 
N = จํานวนของแผนใบ 
R = รัศมีของแผนใบ 
 

 4.3 ปริมาณ Total non-structural carbohydrate (TNC) ตามวิธีของ Nelson’s reducing 
procedure (สุจริต, 2531) หนวยวัดเปน มิลลิกรัมตอน้ําหนักแหง   

 
5. การศึกษาความเปนพิษของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนตอคะนา 
 การศึกษาความเปนพิษของสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนตอคะนา ทําการศึกษาใน
สวนของสีใบคะนาที่ทําการพนสารชีวภาพกําจัดเชื้อรา โดยทําการเปรียบเทียบกับกรรมวิธีชุดควบคุม 
ซ่ึงทําการวัดสีของใบคะนาดวยเครื่อง Color reader model CR-10 ของบริษัท Minolta ซ่ึงคาวัดไดจะ
แสดงเปนคา L, a* และ b* จากนั้นจะนําคาที่ไดมาคํานวณหาคา Chroma (C*) และ คา Hue (Ho) 
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การทดลองที่ 10.2 
 การศึกษาผลของสารชีวภาพกําจัด เชื้อราจากตะไครตนในการควบคุมโรคใบจุด  
Alternaria sp. ซ่ึงทําการศึกษากับคะนาที่ทําการปลูกในถุงดํา โดยวางแผนการทดลองแบบบล็อคสุม
สมบูรณ (Randomized complete block design, RCBD) มีทั้งหมด 6 กรรมวิธี ดังนี้ 
 

control = ชุดควบคุม (Control) 
Inoc = พนสปอรเชื้อรา Alternaria sp. 
Li500 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  500  

สวนตอลานสวน  
Li1,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  1,000  

สวนตอลานสวน  
Li2,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  2,000  

สวนตอลานสวน  
Manco = สารเคมีกําจัดเชื้อราแมนโคเซบ 

  
 เร่ิมทําการศึกษาเมื่อตนคะนาอายุได 23 วันหลังการยายปลูก โดยทําการพนสารชีวภาพกําจัด
เชื้อราจากตะไครตนที่ 3 ระดับความเขมขน คือ 500, 1,000 และ 2,000 สวนตอลานสวน และ 
สารแมนโคเซบ และหลังจากพนสารหนึ่งวัน จึงทําการพนสปอรเชื้อรา Alternaria sp. คลุมดวย
พลาสติกใสเพื่อรักษาความชื้น เปนระยะเวลา 3 วัน จากนั้นจึงนําผาพลาสติกออก แลวทําการตรวจสอบ
ความเสียหายที่เกิดจากเชื้อราสาเหตุโรคพืช และทําการตรวจสอบเมื่อระยะเวลาผานไป 7 วัน สําหรับ
การพนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนและสารแมนโคเซบจะทําการพนเมื่อระยะเวลาผานไป
ทุกๆ 5 วัน สําหรับการประเมินความเสียหายที่เกิดจากโรคนั้นทําการประเมินตามวิธีของ สุคนทิพย 
(2543) ซ่ึงไดกลาวไวแลวในการทดลองที่ 1 
 
การทดลองที่ 10.3 
 การศึกษาผลของสารชีวภาพกําจัด เชื้อราจากตะไครตนในการควบคุมโรคใบจุด 
ออลเทอนาเรียในคะนา โดยทําการศึกษาในสภาพแปลงปลูกของสถานีวิจัยเกษตรเขตชลประทาน 
(MCC) ซ่ึงเปนสภาพแปลงปลูกคะนาในระบบปลอดสารพิษ สําหรับการศึกษาในครั้งนี้ไดศึกษาผลของ
สารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนในการควบคุมโรคใบจุดออลเทอนาเรียที่เกิดจากสภาพธรรมชาติ
โดยไมมีการปลูกเชื้อใหกับคะนา และทําการศึกษาเชนเดียวกันกับการทดสอบฤทธิ์ในระดับแปลงปลูก
ดังที่ไดกลาวมาในขางตน ไดแก การศึกษาการเจริญเติบโต, ปริมาณผลผลิตและทําการศึกษาถึงผลของ
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สารชีวภาพกําจัดเชื้อราที่มีตอสรีรวิทยาของคะนา  การศึกษาในครั้งนี้ไดวางแผนการทดลอง 
แบบบล็อคสุมสมบูรณ (Randomized complete block design, RCBD) มีทั้งหมด 5 กรรมวิธี ดังนี้ 
 
control = ชุดควบคุม (Control) 
Li500 = พนสารชีวภาพกํ าจัด เชื้ อราจากตะไครตนที่ ระดับความเขมขน  500  

สวนตอลานสวน  
Li1,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  1 ,000  

สวนตอลานสวน  
Li2,000 = พนสารชีวภาพกําจัดเชื้อราจากตะไครตนที่ระดับความเขมขน  2 ,000  

สวนตอลานสวน  
Larmina = สารลารมินา (ชื่อสามัญ บาซิลัส ซับทีลิส เปน เชื้อแบคทเีรียในรูปผงสปอรแหง) 
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