
บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีการวิจัย 

3.1 วัสดุและอปุกรณ ์

      3.1.1 ตัวอย่างเห็ดที่บริโภคได้ 8 ชนิด ได้มาจาก สต็อกเช้ือเห็ดของอาจารย์ ดร.วัชรี หาญ
เมืองใจ ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี ได้แก่        

    1. เห็ดบด (Lentinus polychrous Berk.) 

    2. เห็ดขอนด ำ (Lentinus Squarrosulus Mont.) 

    3. เห็ดจี้จง (Termitomyces sp.) 

    4. เห็ดโคนน้อย (Coprinus sp.) 

    5. เห็ดตีนตุ๊กแก หรือเห็ดแครง (Schizophyllum commune) 

    6. เห็ดนำงรมด ำ (Pleurotus ostreatus) 

    7. เห็ดมิลล์ก้ี หรือเห็ดตีนแรด (Calocybe Indica) 

    8. เห็ดหลินจือ สำยพันธุ์ MG5 (Ganoderma lucidum ) จำกโครงกำรพิเศษ สวน
เกษตรเมืองงำย อ.เชียงดำว จ.เชียงใหม่ 

3.1.2 เมล็ดธัญพืช 4 ชนิด        

    1. เมล็ดข้ำวฟ่ำง ได้มำจำก โครงกำรพิเศษสวนเกษตรเมืองงำย อ ำเภอเชียงดำว จังหวัด
เชียงใหม่  

    2. เมล็ดข้ำวเปลือกข้ำวเหนียว พันธุ์ กข.10 ได้มำจำก อ ำเภอปัว จังหวดัน่ำน 

    3. ข้ำวโพดเล้ียงสัตว์ ได้มำจำก ร้ำนเอเชียปศุสัตว์ ต ำบลช้ำงเผือก อ ำเภอเมืองเชียงใหม่ 
จังหวัดเชียงใหม ่

    4. เมล็ดถั่วเขียว ไดม้ำจำก อ ำเภอวังเหนือ จังหวัดล ำปำง 

3.1.3 อาหารเลี้ยงเช้ือทดแทนมันฝรั่ง 

   1. มันฝร่ัง ได้มำจำก ตลำดวโรรส ต ำบลช้ำงม่อย อ ำเภอเมืองเชียงใหม่ จังหวัดเชียงใหม่  

   2. เมล็ดขนุน ได้มำจำก ตลำดศิริวัฒนำ ต ำบลศรีภูมิ อ ำเภอเมืองเชียงใหม่ จังหวัด
เชียงใหม่  

   3. ร ำข้ำว ได้มำจำก ร้ำนเอเชียปศุสัตว์ ต ำบลศรีภูมิ อ ำเภอเมืองเชียงใหม่ จังหวัดเชียงใหม่  
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3.1.4 อาหารเลี้ยงเช้ือ  
1) อำหำรเล้ียงแข็งเช้ือ 3 สูตร 
2) อำหำรเล้ียงเหลวเช้ือ 3 สูตร 
3) อำหำรเล้ียงเช้ือเมล็ดธัญพืช 4 ชนิด 
4) อำหำรแข็งชนิดก้อน 

         3.1.5 สารเคมี  

       1. ผงวุ้น (Agar)  
       2. น้ ำกล่ัน (Distilled water)  
       3. สำรละลำยเอทิลแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ (95% Ethyl Alcohol)  
       4. น้ ำตำลทรำยขำว (Sugar)  
3.1.6 อปุกรณ์ทีใ่ช้ในการท าวิจัย  

       1. บีกเกอร์แก้ว (Beaker) ขนำด 250, 500, 1,000 มิลลิลิตร 
       2. จำนเพำะเช้ือ (Petri dish)  
       3. กระบอกตวง (Graduated cylinder) ขนำด 250, 600, 1,000 มิลลิลิตร 
       4. กล่องใส่จำนเพำะเช้ือสแตนเลส (Petri Dish Box) 
       5. แท่งแก้วคนสำร (Stirring Rod) 
       6. ช้อนตักสำร (Spatula) 
       7. ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol Burner) 
       8. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนำด 250 มิลลิลิตร 
       9. มีดปลอก (Knife) 
      10. เขียง (Chopping Block) 
      11. เข็มเขี่ยเช้ือ (Needle) 
      12. ถุงพลำสติก (Plastic bag) 
      13. ขวดโซดำ (Soda bottle) 
      14. จุกส ำลี (Cotton wool) 
      15. บีกเกอร์สแตนเลส (Beaker Stainless) 
      16. กระดำษเลเบล (Label) 
      17. กระดำษกรอง (Filter paper) 
      18. ยำงรัด (Elastic band)   
3.1.7 เครื่องมือ  

       1. หม้อน่ึงควำมดันไอ (Autoclave)  
       2. ตู้บ่มเช้ืออุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส (Incubator)  
       3. ตู้อบลมร้อน (Hot air Oven)  
       4. เคร่ืองช่ังดิจิตอล ควำมละเอียดสูงทศนิยม 3 ต ำแหน่ง (Digital Balance)  
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       5. อ่ำงน้ ำควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath)  
       6. ตู้ถ่ำยเช้ือ (Laminar Air Flow)  
       7. เคร่ืองเขย่ำสำรแนวรำบ (Shaker Orbital)  
       8. ปั้มสุญญำกำศกรองสำรแบบแรงดันสูง (High Output Pump)  
       9. ไม้บรรทัด (Ruler)  
       10. ตู้เย็น (Refrigerator)  
       11. สำยวัด (measuring tape)  
       12. ที่เจำะหลุม (Cork borer) 
 

3.2 วิธีการด าเนินการวิจัย 
ลงพ้ืนที่ชุมชนช่อแล อ.แม่แตง จ.เชียงใหม่ เพ่ือส ำรวจปัญหำในกำรเพำะเห็ด และควำมต้องกำร

ของกลุ่มวิสำหกิจที่ท ำกำรเพำะเห็ด เพ่ือน ำข้อมูลที่ได้มำวำงแผนในกำรทดลองขั้นต่อไป 
1. การเตรียมเส้นใยเห็ด 8 ชนิด ได้แก่ เห็ดบด  เห็ดขอนด า เห็ดจ้ีจง เห็ดโคนน้อย เห็ด

ตีนตุ๊กแก หรือเห็ดแครง เห็ดนางรมด า เห็ดมิลล์กี้ หรือเห็ดตีนแรด และเห็ดหลินจือ สายพันธุ์ 
MG5 บนอาหารแข็งเลี้ยงเช้ือ 
        ใช้ Cork borer ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 0.5 เซนติเมตร เจำะเส้นใยเห็ดจำกสต็อคเช้ือเห็ดจำก
งำนวิจัยของอำจำรย์ ดร.วัชรี หำญเมืองใจ จำกน้ันใช้เข็มเขี่ยเช้ือย้ำยเส้นใยเห็ดไปเล้ียงบนอำหำรเล้ียง
เช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) เลือกวำงกลำงจำนเล้ียงเช้ือ และน ำไปบ่มที่ตู้บ่มอุณหภูมิ 30 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 วัน เพ่ือให้เส้นใยบริสุทธิ์ที่แยกได้จำกเช้ือเห็ดที่เจริญเติมที่  โดยทุก 
ขั้นตอนท ำด้วยวิธีกำรปลอดเช้ือ (Aseptic technique) 

2. การย้ายเส้นใยเห็ดลงบนอาหารแข็งเลี้ยงเช้ือ 3 สูตร 
กำรศึกษำกำรเจริญของเส้นใยเห็ดโคนน้อยบนอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง 3 สูตร คือ สูตรที่ 1 : 

มันฝร่ัง สูตรที่ 2 : เมล็ดขนุน และสูตรที่ 3 : ร ำข้ำว โดยมีขั้นตอนดังน้ี 
เตรียมอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง 3 สูตร จำกน้ันน ำเส้นใยเห็ด 4 ชนิด จำกกำรเตรียมเส้นใยจำก

งำนวิจัยของอำจำรย์ ดร.วัชรี หำญเมืองใจ ที่มีอำยุ 10 วัน ใช้ Cork borer ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 
0.5 เซนติเมตร เจำะเส้นใยเห็ด แล้วใช้เข็มเขี่ยเช้ือย้ำยเส้นใยเห็ดวำงบนอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดแข็งทั้ง 3 
สูตร เลือกวำงบริเวณกลำงจำนเพำะเช้ือ 1 ช้ินต่อ 1 จำนอำหำร ซ่ึงท ำกำรทดลอง 3 ซ้ ำ ต่อ 1 สูตร
อำหำร และน ำไปบ่มที่ตู้บ่มอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เพ่ือศึกษำกำรเจริญของเส้นใยเห็ดของเห็ดทั้ง 
8 ชนิด บนอำหำรแข็งเล้ียงเช้ือ 3 สูตร บันทึกผลขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงโคโลนีของเส้นใยเห็ดทุก 2 
วัน จนเส้นใยเห็ดเจริญครบ 10 วัน โดยทุกขั้นตอนท ำด้วยวิธีกำรปลอดเช้ือ (Aseptic technique)  
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3. ศึกษาการเจริญของเส้นใยเห็ด 8 ชนิด บนอาหารเลี้ยงเช้ือเมล็ดธัญพืช 4 ชนิด  

        กำรศึกษำกำรเจริญของเส้นใยเห็ด  8 ชนิด ในอำหำรเล้ียงเช้ือเมล็ดธัญพืช 4 ชนิด  คือ               
ข้ำวฟ่ำงหวำน ข้ำวโพด ข้ำวเปลือกพันธุ์ กข.10 และถั่วเขียว โดยมีขั้นตอนดังน้ี 
        กำรศึกษำกำรเจริญของเส้นใยเห็ด 8 ชนิด บนอำหำรเล้ียงเช้ือเมล็ดธัญพืช โดยมีขั้นตอนดังน้ี 
เตรียมอำหำรเมล็ดธัญพืช 8 ชนิด โดยกำรคัดเลือกใช้เส้นใยเห็ดที่เจริญดีที่สุดจำกอำหำรเล้ียงเช้ือ 3 
สูตรต่อ เห็ด 1 ชนิด โดยใช้ Cork borer ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 0.5 เซนติเมตร เจำะเส้นใยเห็ด 
แล้วใช้เข็มเขี่ยเช้ือย้ำยเส้นใยจำกอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง วำงลงบนอำหำรเล้ียงเช้ือเมล็ดธัญพืช โดย
ที่เอียงขวดก่อน เพ่ือให้มีพ้ืนที่ในกำรใส่ช้ินวุ้น เลือกวำงบริเวณตรงกลำงของผิวข้ำงขวด โดยใส่ 1 ช้ิน
วุ้นต่อ 1 ขวด จำกน้ันปิดฝำขวดด้วยจุกส ำลี และหุ้มด้วยกระดำษ ซ่ึงท ำกำรทดลอง 5 ซ้ ำต่อ 1 สูตร
อำหำร โดยทุกขั้นตอนท ำโดยวิธีกำรปลอดเช้ือ (Aseptic technique) น ำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง 26±2 
องศำเซลเซียส (อุณภูมิตำมระยะเวลำในกำรท ำงำนวิจัย) เพ่ือศึกษำกำรเจริญของเส้นใยเห็ด 4 ชนิด 
บนอำหำรเมล็ดธัญพืช บันทึกระของกำรเจริญเติบโตของส้นใยเห็ด ทุก 2 วัน     จนเส้นใยเห็ดเจริญ
ครบ 10 วัน  

4. ศึกษาการเจริญของเส้นใยเห็ด 8 ชนิด ในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว 3 สูตร 
กำรศึกษำกำรเจริญของเส้นใยเห็ด 8 ชนิด ในอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดเหลว 3 สูตร คือสูตรที่ 1: 

มันฝร่ัง สูตรที่ 2 : เมล็ดขนุน และสูตรที่ 3 : ร ำข้ำว โดยมีขั้นตอนดังน้ี 
กำรเตรียมอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดเหลว 3 สูตร จำกน้ันน ำเส้นใยเห็ดที่มีอำยุ 10 วันจำกอำหำร

เล้ียงเช้ือชนิดแข็ง จำกกำรเตรียมเส้นใยจำกงำนวิจัยของอำจำรย์  ดร.วัชรี หำญเมืองใจ โดยใช้         
Cork borer ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 0.5 เซนติเมตร เจำะเส้นใยเห็ดแล้วใช้เข็มเขี่ยเช้ือย้ำยเส้นใย
จำกอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดแข็งลงในอำหำรเล้ียงเช้ือชนิดเหลว 3 สูตร โดยใส่ 5 ช้ินวุ้นต่อ 1 ขวดรูปชมพู่ 
(บุญสนอง แก้วช่วย และ อุมำภรณ์ แก้วถำวร. 2553.) ปิดฝำขวดด้วยจุกส ำลีและหุ้มด้วยกระดำษ
อะลูมิเนียมฟอยล์  ท ำกำรท ำลอง 3 ซ้ ำ ต่อ 1 สูตรอำหำร น ำไปเขย่ำที่ควำมเร็วรอบ 120 รอบ/นำที  
ที่อุณหภูมิห้อง 26±2 องศำเซลเซียส (อุณภูมิตำมระยะเวลำในกำรท ำงำนวิจัย) ทุกๆ 2 วัน เป็นเวลำ 
10 วัน  โดยน ำมำกรองเซลล์จำกปั้มสุญญำกำศกรองสำรแบบแรงดันสูง (High Output Pump)     
ช่ังน้ ำหนักสดโดยเค ร่ืองช่ังดิจิตอล ควำมละเอียดสูง ทศนิยม 4 ต ำแหน่ง (Digital Balance)             
แล้วบันทึกผล น้ ำหนักสด จำกน้ันน ำเส้นใยเห็ดโคนน้อยไปอบที่ตู้อบรมร้อน (Hot air Oven)            
ที่อุณหภูมิ  50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ช่ัวโมง เมื่อครบก ำหนดน ำเส้นใยที่ ผ่ำนกำรอบ               
มำช่ังน้ ำหนักแห้ง ช่ังโดยเคร่ืองช่ังดิจิตอลควำมละเอียดสูง ทศนิยม 4 ต ำแหน่ง (Digital Balance)                 
แล้วบันทึกผลน้ ำหนักแห้ง (กรัมต่อลิตร) 
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5. การเก็บข้อมูลและการวิเคราะห์ทางสถิติ 

1. กำรศึกษำกำรเจริญเติบโตของเส้นใยเห็ดในอำหำรแข็งเล้ียงเช้ือเช้ือทดแทน 3 สูตร ท ำกำร
วัดกำรเจริญของเส้นใยเห็ด โดยวัดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงของโคโลนี ทุกๆ 2 วัน เป็นเวลำ 10 วัน ในแต่
ละตัวอย่ำงหำค่ำเฉล่ียจำกกำรเก็บข้อมูล 3 ซ้ ำ    

2. กำรศึกษำกำรเจริญของเส้นใยเห็ดบนอำหำรเล้ียงเช้ือเมล็ดธัญพืช 4 ชนิด ท ำกำรวัดกำร
เจริญของเส้นใยเห็ด โดยวัดระยะกำรเจริญของเส้นใยเห็ด ทุกๆ 2 วัน เป็นเวลำ 10 วัน ในแต่ละ
ตัวอย่ำงหำค่ำเฉล่ียจำกกำรเก็บข้อมูล 5 ซ้ ำ  

3. กำรศึกษำกำรเจริญเติบโตของเส้นใยเห็ดในอำหำรเหลวเล้ียงเช้ือทดแทน 3 สูตร โดยกำร
หำน ้ำหนักแห้ง (กรัมต่อลิตร) โดยกำรเก็บตัวอย่ำงทุกๆ 2 วันเป็นเวลำ 10 วัน ในแต่ละตัวอย่ำงหำ
ค่ำเฉล่ียจำกกำรเก็บข้อมูล 3 ซ้ ำ   

4. วิธีวิเครำะห์ข้อมูล ใช้โปรแกรมส ำเร็จรูปวิเครำะห์ค่ำควำมแปรปรวนทำงสถิติ แบบ One –
way ANOVA  ใช้ส ำหรับกำรวิเครำะห์ข้อมูลที่ได้จำกกำรเปรียบเทียบค่ำเฉล่ียของกำรเจริญของเส้นใย
เห็ดในอำหำรแข็งเล้ียงเช้ือเช้ือทดแทน อำหำรเมล็ดธัญพืช น ้ำหนักแห้ง (กรัมต่อลิตร) ของเส้นใยเห็ด
ในอำหำรเหลวเล้ียงเช้ือเช้ือทดแทน และวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของค่ำเฉล่ีย โดยใช้วิธี DMRT 
(Duncan’s Multiple Range Test) ที่ระดับควำมเช่ือมั่น 0.05 
     6. กำรน ำข้อมูลจำกงำนวิจัยกลับคืนสู่ชุมชน โดยกำรร่วมแลกเปล่ียนเรียนรู้ระหว่ำงกลุ่มผู้เพำะ
เห็ดในต ำบลช่อแล อ.แม่แตง จ.เชียงใหม่ กับทีมนักวิจัยและนักศึกษำ เพ่ือแก้ปัญหำของกระบวนกำร
ผลิตเห็ด โดยถ่ำยทอดเทคโนโลยีกำรผลิตหัวเช้ือบริสุทธิ์เพ่ือให้สำมำรถท ำได้ด้วยตนเอง เทคนิคและ
ขั้นตอนกำรเตรียมอำหำรวุ้น (อำหำร PDA) เทคนิคและขั้นตอนกำรคัดเลือกดอกเห็ด กำรย้ำยเน้ือเยื่อ
ดอกเห็ดลงบนอำหำรวุ้น เพ่ือให้ได้เส้นใยที่บริสุทธิ์ใช้ในขั้นตอนต่อไป  กำรเพ่ิมปริมำณเส้นใยบน
อำหำรเมล็ดธัญพืชที่เหมำะสม เทคนิคและขั้นตอนในกำรเตรียมอำหำรเมล็ดธัญพืช เทคนิคและ
ขั้นตอนกำรย้ำยเส้นใยบริสุทธิ์ลงบนอำหำรเมล็ดธัญพืช เพ่ือเป็นหัวเช้ือในกำรลงเช้ือในก้อนเห็ดต่อไป
เทคนิคและขั้นตอนในกำรบรรจุถุงอำหำรเพำะเห็ด โดยเน้นวัสดุที่หำได้ง่ำยในท้องถิ่นอยู่แล้ว กำร 
กำรถ่ำยเช้ือลงในเห็ดถุง กำรบ่มก้อนเช้ือ และกำรเปิดดอกเห็ดแต่ละชนิด 

      
 

 
 

 

 




