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บทที่ 3   วิธีดําเนินการวิจัย 
 

วัสดุและอุปกรณ 

1. วุน 
2. ลูกเดือย 
3. น้ําสะอาด 
4. เอทิลแอลกอฮอล 70% 
5. ไฮโดรเจนเพอรออกไซด 3% 
6. น้ําสมสายชู 5% 
7. เคร่ืองแกว 
8. ตะเกยีงแอลกอฮอล 
9. ถวยพลาสติกทนความรอน ขนาด 3 และ 8 ออนซ 
10. หมอหุงขาว 
11. หมอ 
12. เตาแกส 
13. สําลี 
14. มีด 
15. ดอกเหด็นางรมสีขาวสด 
16. เช้ือเห็ดนางรมท่ีมีจําหนายในทองตลาด 

 

วิธีดําเนินการทดลอง 

การวางแผนการทดลอง 

การทดลองท่ี 1 ศึกษาประสทิธิภาพของไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) ในการฆาเชื้อจุลินทรียในวัสดุ

เล้ียงเชื้อเห็ดนางรม 

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) แบงการทดลองออกเปน 7 
กรรมวิธี (Treatments) แตละกรรมวิธีทําการทดลอง 5 ซํ้า (Replications) โดยหน่ึงหนวยทดลองใชวัสดุ
เล้ียงเช้ือเห็ด 10 ถวย รวมจํานวนท้ังหมด 350 ถวย 
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กรรมวิธีท่ี 1 อาหารวุนพีดีเอ ฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดันไอน้ํา (แบบดั้งเดิม) 
กรรมวิธีท่ี 2 อาหารวุนพีดีเอ ฆาเช้ือดวย H2O2 ท่ีความเขมขน 0.15% w/v 
กรรมวิธีท่ี 3 อาหารวุนพีดีเอ ฆาเช้ือดวย H2O2 ท่ีความเขมขน 0.30% w/v 
กรรมวิธีท่ี 4 อาหารวุนพีดีเอ ฆาเช้ือดวย H2O2 ท่ีความเขมขน 0.45% w/v 
กรรมวิธีท่ี 5 เมล็ดลูกเดือยฆาเช้ือดวย H2O2 ท่ีความเขมขน 0.15% w/v 
กรรมวิธีท่ี 6 เมล็ดลูกเดือยฆาเช้ือดวย H2O2 ท่ีความเขมขน 0.30% w/v 
กรรมวิธีท่ี 7 เมล็ดลูกเดือยฆาเช้ือดวย H2O2 ท่ีความเขมขน 0.45% w/v 

 

การทดลองท่ี 2 เปรียบเทียบการเจริญและผลผลิตเห็ดท่ีผลิตโดยวิธีการผลิตเชื้อเห็ดแบบดั้งเดิมและวิธีการ

ผลิตเชื้อเห็ดท่ีนักวิจัยพัฒนาขึ้นมา 

นําเช้ือเห็ดท่ีผลิตโดยวิธีการฆาเช้ือโดยใช H2O2 ท่ีวิเคราะหแลววาดีและสะดวกในการเตรียมท่ีสุด
จากผลการทดลองที่ 1 มาทําการเพาะเล้ียงเช้ือเห็ดในกอนข้ีเล่ือยเพื่อใหไดดอกเห็ด โดยเปรียบเทียบกับ
เช้ือเห็ดท่ีผลิตแบบวิธีดั้งเดิม (อาหารวุนพีดีเอ น่ึงฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดันไอน้ํา) ท่ีซ้ือมาจากทองตลาด 
โดยวางแผนการทดลองแบบ T-test แบงการทดลองออกเปน 2 กรรมวิธี แตละกรรมวิธีทําการทดลอง 5 
ซํ้า โดยหนึ่งหนวยทดลองใชกอนข้ีเล่ือย 20 กอน รวมจํานวนท้ังหมด 200 กอน 

กรรมวิธีท่ี 1 เช้ือเห็ดจากอาหารวุนพีดีเอ ฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดันไอน้ํา (แบบดั้งเดิม) 
กรรมวิธีท่ี 2 เช้ือเห็ดจากเมล็ดลูกเดือยฆาเช้ือดวย H2O2 ท่ีความเขมขน 0.45% w/v 

 
การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อเห็ด 

อาหารวุนพีดีเอ (PDA : Potato Dextrose Agar)ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอน้ํา (แบบด้ังเดิม) 

สําหรับการเตรียมอาหารวุนสูตร พีดีเอ จํานวน 1 ลิตร จะมีสวนประกอบดังนี ้
มันฝร่ัง     200  กรัม 
น้ําตาลเดกซโทรส   20  กรัม 
ผงวุน     20  กรัม 
น้ําสะอาด    1  ลิตร 

 
วิธีการเตรียมอาหารวุนสูตร พีดีเอ มีข้ันตอนดังนี ้

1. ใชมันฝร่ังสดๆ นํามาปอกเปลือกและลางน้ําใหสะอาดแลวหั่นเปนช้ินเล็กๆ ขนาดลูกเตา 
(1x1x1 เซนติเมตร) ใหไดน้ําหนัก 200 กรัม 
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2. นํามันฝร่ังท่ีหัน่ไวแลวมาตมกับน้ําสะอาด 1 ลิตร ตมโดยใชไฟออนๆ นานประมาณ 15 นาที
นับจากน้าํเดือดโดยไมตองคนหรือกวน เพราะถาใชไฟแรงมันฝร่ังอาจจะเปอยยุยและละลาย
ออกมา ทําใหอาหารวุนมีลักษณะขุนขาว ซ่ึงยากตอการสังเกตการณเดนิของเสนใยเห็ด 

3. ใชผาขาวบางกรองเอาเฉพาะนํ้าใส เติมน้ําตาล 20 กรัมลงไป คนจนกระท่ังน้ําตาลละลายหมด 
4. นําผงวุน 20 กรัม ใสลงไปในสวนผสมในขอ 3 และในขณะท่ีเทใหคนสวนผสมไปดวย

ตลอดเวลา เพื่อปองกันไมใหอาหารวุนบริเวณกนหมอไหม 
5. นําอาหารวุนท่ีละลายเขากันดีแลวมากรอกใสขวดแกวท่ีเตรียมไว 
6. ใชสําลีปนเปนจุกอุดปากขวดไมใหแนนหรือหลวมมากจนเกินไป 
7. ใชกระดาษหนังสือพิมพหอหุมแลวรัดดวยหนังยาง 
8. นําขวดอาหารวุนลงนึ่งในหมอนึ่งความดันไอน้ําเพื่อฆาเช้ือจุลินทรียในอาหารวุน โดยใช

ความดันท่ี 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
9. จากนั้นนําขวดอาหารวุนท่ีเพิ่งนึ่งเสร็จไปทําการเทใสถวยพลาสติกขนาด 3 ออนซ จากนั้นปด

ฝาใหสนิท รอจนวุนแข็งตัวจงึใชได ถวยพลาสติกไมสามารถทนความรอนสูงจึงไมสามารถที่
จะนําไปน่ึงฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอน้ําโดยตรงได จึงตองทําความสะอาดถวยพลาสติก
ดวยสารละลายฆาเช้ือคลอรอกซ 15% นาน 15 นาที แลวลางดวยน้ําท่ีนึ่งฆาเช้ือแลวจนสะอาด 
แลวผ่ึงใหแหงในตูเข่ียเนื้อเยือ่กอนใชมาบรรจุอาหารวุน 

 

 
ภาพท่ี 3.1   การเตรียมอาหารวุนเล้ียงเช้ือเหด็แบบดั้งเดิม 

ท่ีมา : เติมพงศ แสงปกรณกจิ (2552) 
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อาหารวุนพีดีเอ ฆาเชื้อดวย H2O2 

ทําทุกข้ันตอนเหมือนอาหารวุนแบบปกติ เปล่ียนจากน้ําสะอาดเปนน้ําท่ีผสม H2O2 ตามท่ีกําหนด
ในงานทดลองท่ี 1 โดยถาตองการฆาเช้ือดวย H2O2 ที่ความเขมขน 0.15, 0.30 และ 0.45% w/v ใหใช
สารละลาย H2O2 ความเขมขน 3% w/v จํานวน 50, 100 และ 150 มิลลิลิตร (ตามลําดับ) ผสมกับ
น้ําสมสายชู 5% ปริมาณ 5, 10 และ 15 มิลลิลิตร (ตามลําดับ) ท้ิงไวคร่ึงช่ัวโมงในขวดพลาสติก จะได
เพอรออกซ่ีอะเซติก จากนั้นเติมนํ้าลงไปใหครบ 1 ลิตร แลวนําไปใชในการเตรียมอาหารวุนโดยไมตอง
นึ่งฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดันไอน้ํา และสามารถกรอกใสถวยพลาสติกขนาด 3 ออนซไดโดยตรงเลยโดย
ไมตองทําในตูเข่ียเช้ือ 
 
 

 
 

ภาพท่ี 3.2   การเตรียมอาหารวุนเล้ียงเช้ือบริสุทธ์ิแบบไมตองใชหมอนึ่งความดันไอนํ้า 
 

เมล็ดลูกเดือยฆาเชื้อดวย H2O2 

ข้ันตอนการทาํอาหารเมล็ดลูกเดือยมดีังนี ้
1. ใสเมล็ดลูกเดอืย 1 กิโลกรัม ลงในหมอหุงขาว 
2. เตรียมสารละลาย H2O2 ใหไดความเขมขนท่ีกําหนด โดยท่ี H2O2 ความเขมขน 0.15, 0.30 และ 

0.45% w/v ใหใชสารละลาย H2O2 ความเขมขน 3% w/v จํานวน 50, 100 และ 150 มิลลิลิตร 
(ตามลําดับ) ผสมกับ น้ําสมสายชู 5, 10 และ 15 มิลลิลิตร (ตามลําดับ) ท้ิงไวคร่ึงช่ัวโมงในขวด

หั่นมันฝรั่งเปนช้ินเล็กๆ 

ตมไฟออนๆ ในนํ้า + 
H2O2 + นํ้าสมสายชู 

กรองเอาเฉพาะนํ้า ใสนํ้าตาล 

ละลายวุน ตักใสถวยพลาสติก 
ปดฝาถวยพอเย็น
นําไปใชทันที

ี
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พลาสติก จะไดเพอรออกซ่ีอะเซติก จากนัน้เติมน้ําลงไปใหครบ 1 ลิตร แลวเทลงไปในหมอ
หุงขาวใหทวมเมล็ดลูกเดือย 

3. ทําการกดสวิตซหุงขาว จนกระท่ังสัญญาณไฟเปล่ียนจากหุงเปนอุน 
4. จากนั้นใชชอนตักเมล็ดลูกเดือยใสลงในถวยพลาสติกขนาด 3 ออนซ ปดฝา แลวตัง้ท้ิงไวให

เย็น พอเย็นใหใชทันที 
 
 

 
 

ภาพท่ี 3.3   การเตรียมอาหารลูกเดือยเล้ียงเชื้อบริสุทธ์ิโดยใชหมอหุงขาว 
 
วิธีการแยกเนื้อเยื่อเห็ดนางรมสดนอกตูเขีย่เชื้อ 

การแยกเน้ือเยือ่เห็ดควรทําภายในหองที่สะอาด ไมมีลมพัด ผูปฏิบัติจะตองลางวัสดุอุปกรณทุก
อยาง และลางมือใหสะอาดกอนทําการแยกเนื้อเยื่อเห็ด ในกรณีเหด็นางรมจะทําการเพาะเล้ียงเชื้อเห็ด
บริสุทธ์ิจากเนือ้เยื่อภายในกานดอก ดังนี ้

1. ทําการคัดเลือกดอกเห็ดท่ีสมบูรณ ขนาดใหญ ดอกไมแกหรือออนเกินไป สะอาด สดใหม 
ดอกเห็ดท่ีเก็บมาจะตองไมเปยกน้ําและหามนํามาลางนํ้าเพราะน้ําจะถูกดูดซึมเขาไปในดอก
เห็ด ทําใหมีโอกาสท่ีจะเกิดเช้ือปลอมปนไดงาย แตถาดอกเห็ดช้ืนเกินไปก็ใหผ่ึงลมไวสักครู
ใหญจนแหงกอน  แลวจึงคอยนําไปใช 

2. เม่ือคัดเลือกดอกเห็ดไดตามลักษณะท่ีตองการแลว นํามาวางบนกระดาษท่ีสะอาด ใชมีดท่ีฆา
เช้ือแลว (จุมแอลกอฮอลแลวลนไฟ) ตัดแตงบริเวณท่ีสกปรกออกใหหมด ควรทําอยาง
ระมัดระวังอยาใหดอกเห็ดกระทบกระเทือนมากนัก 

ใสเมล็ดลูกเดือยลงใน
หมอหุงขาว 

ใส นํ้า + H2O2 + 
น้ําสมสายชู 

 
ทําการหุงลูกเดือย 

พอสุกแลวทําการตักใสถวยพลาสติก
แลวปดฝา พอเย็นนําไปใชทันที 



 

 

20 

3. จากน้ันเทแอลกอฮอลลงในแกวประมาณคร่ึงแกว แลวนําดอกเห็ดนางรมท่ีตัดแตงแลวจุมลง
ไปจนมิดดอกเห็ด แลวนําออกมาวางบนกระดาษท่ีสะอาด ปลอยใหแอลกอฮอลระเหยออก
จากดอกเห็ดจนแหง จากนั้นทําการผาดอกเห็ดออกเปน 2 ซีก แลวกรีดเนื้อเห็ดตรงแกนกลาง
ดานในออกเปนช้ินเล็กๆ ขนาดประมาณ 1 ลูกบาศกเซนติเมตร แลวตักข้ึนถายใสถวย
พลาสติกสําหรับเพาะเล้ียงเชื้อเห็ดท่ีเตรียมไว ถวยละ 1 ชิ้น โดยใหเนื้อเยื่อเห็ดอยูบริเวณ
กึ่งกลางถวยพอดี ทําการปดฝาถวย 

4. นําไปเก็บไวในหองท่ีสะอาด ปราศจากมดและแมลง อุณหภูมิหองปกติ ประมาณ 7 - 10 วัน 
จะเห็นเสนใยเห็ดสีขาวเจริญจากเนื้อเยื่อเห็ด จะนําไปใชเปนแมเช้ือตอไปได ถาเสนใยเปนสี
อ่ืน หรือสีขาวขุนเยิ้ม แสดงวามีเช้ือราและแบคทีเรียปนเปอนเกิดข้ึน จะทําการทําลายท้ิงไป 

 
 

 
ภาพท่ี 3.4   ตําแหนงของเนื้อเยื่อภายในกานดอกเห็ดนางรมท่ีนํามาเพาะเล้ียง 

 
วิธีการขยายเชือ้ 

เสนใยเห็ดในอาหารเพาะเล้ียง เรียกวา แมเช้ือ (Mother mycelium) ไดจากการเพาะเล้ียงเช้ือ
บริสุทธ์ินั้นไมนิยมถายไปเล้ียงวัสดุเพาะโดยตรง เพราะจะเกิดการปนเปอนสูง จะตองผานการทําหัวเช้ือ
หรือเช้ือขยาย (Spawn) กอนเพื่อใหมีปริมาณของเช้ือเห็ดมากพอที่จะถายตอไปยังวัสดุเพาะ โดยจะแยก
เสนใยท่ีเจริญออกมาจากอาหารเพาะเล้ียงในอาหารลูกเดือยท่ีเล้ียงในถวยพลาสติกขนาด 3 ออนซ ไปเพาะ
ขยายเพื่อเพิ่มปริมาณในอาหารเมล็ดลูกเดอืยในถวยพลาสติกขนาด 8 ออนซ (ใชวิธีการเดียวกับการเตรียม
อาหารลูกเดือยผสม H2O2) ในข้ันตอนนีเ้สนใยจะเจริญแผขยายออกมาจากหัวเช้ือเหด็กระจายออกไปทุก
ทิศทางจนเต็มเมล็ดลูกเดือยทุกเมล็ด โดยเห็ดนางรมจะใชเวลาประมาณ 10 วัน หลังจากน้ันหวัเช้ือเห็ดใน
เมล็ดลูกเดือยก็สามารถท่ีจะนําไปถายเช้ือลงในถุงกอนเชื้อเพื่อเพาะใหเกิดดอกเห็ดตอไป 

กอนเช้ือวัสดเุพาะสําหรับผลิตดอกเห็ดเปนกอนข้ีเล่ือยผสมอาหารเสริมท่ีซ้ือมาจากฟารมเห็ดผาน
การนึ่งฆาเช้ือแลว ขนาดถุงเพาะ 1 กิโลกรัม ทําการเอาเช้ือเห็ดในเมล็ดลูกเดือยหยอดลงไปประมาณ 20 
เมล็ด ใสลงไปในกอนข้ีเล่ือย แลวนํากอนข้ีเล่ือยท่ีใสเช้ือเห็ดแลวไปเก็บภายในหองท่ีอากาศถายเทได

     ผาดอกเห็ด 
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สะดวก และไมมีเศษผงละอองมากเกินไป โดยเก็บไวท่ีระดับอุณหภูมิหอง (ประมาณ 30 องศาเซลเซียส) 
ทําการตรวจสอบทุกวัน หากพบวากอนใดมีการปนเปอนของเชื้ออ่ืนกน็ําออกไปฆาเช้ือ เพื่อปองกันการ
แพรระบาดของเช้ือปลอมปน การบมกอนเช้ือเหด็นางรมจะใชระยะเวลาประมาณ 25 วัน เสนใยเห็ด
นางรมก็จะเดินเต็มกอนอยางสมํ่าเสมอเปนสีขาวท่ัวท้ังกอน จากน้ันจงึปลอยใหเสนใยเห็ดรัดตวัและมีการ
สะสมอาหาร อีกประมาณ 7 วัน แลวจึงนําไปเปดดอกในโรงเรือนสําหรับเปดดอกเหด็ตอไป 
 
การเปดดอกเห็ด 

เม่ือเช้ือเห็ดเจริญเต็มกอนข้ีเล่ือยแลวจึงนําไปเขาโรงผลิตดอก โดยดึงจกุสําลีและคอขวดพลาสติก
ท่ีรวบปากถุงไวออก เพื่อใหกอนเช้ือไดสัมผัสกับอากาศ ความช้ืน และแสง 
 
การปฏิบัติดูแลรักษา 

หลังจากทําการเปดถุงกอนเช้ือและนํากอนเช้ือไปไวในโรงเรือนสําหรับเปดดอกแลว ส่ิงท่ีจะตอง
ระมัดระวังเปนพิเศษก็คือ ความสะอาดของโรงเรือน โรงเรือนจะตองสะอาดและปราศจากแหลงท่ีอยู
อาศัยของแมลงศัตรูเห็ด 

การรดน้ําจะทําวันละ 2 คร้ัง คือ เชา และเยน็ 
 
การเก็บดอกเห็ด 

ดอกเหด็จะเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว โดยดอกเห็ดจะโตเต็มท่ีภายใน 3 - 4 วันซ่ึงเปนระยะท่ี
เหมาะสมแกการเก็บเกีย่ว ทําการเก็บดอกเห็ดในตอนเชามืดกอนการรดน้ํา แลวทําการช่ังน้ําหนักสด 
ลักษณะดอกเห็ดนางรมท่ีอยูในระยะเก็บเกี่ยว คือ ในขณะท่ีดอกบานเต็มท่ี แตขอบหมวกดอกยังไมบาน
ยวย แตอยางไรก็ตาม กลุมดอกเห็ดในถุงกอนเช้ือเดยีวกนัอาจมีขนาดและอายุไมเทากนั บางดอกโตเต็มท่ี 
แตบางดอกยังเล็กอยู การเกบ็จะตองเก็บมาใหหมดท้ังกลุม ถาหากเกบ็เฉพาะดอกใหญออกมาดอกเล็กท่ี
เหลือก็จะเสียไป ทําการเก็บผลผลิต 4 คร้ัง 
 

การบันทึกขอมูล 

การทดลองท่ี 1 
เปอรเซ็นตการปนเปอน (%) 
เสนใยเห็ดท่ีดจีะเจริญจากเนือ้เยื่อเหด็ซ่ึงสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา มีลักษณะเปนเสนใยฟูสี

ขาว สวนท่ีเกดิการปนเปอนจากเช้ือจุลินทรียอื่น เสนใยจะเปนสีอ่ืน เชน ดํา เขียว หรือขาวขุนเยิ้ม แสดงวา
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มีเช้ือราและแบคทีเรียปนเปอนเกิดข้ึน ถาวัสดุเล้ียงเช้ือเห็ดเกดิการปนเปอนไมเกนิ 40% ในระยะเวลา 20 
วัน ถือวาวิธีการฆาเช้ือวัสดุเล้ียงเชื้อเหด็นั้นเปนยอมรับได 
 
การทดลองท่ี 2 

ระยะเวลาเช้ือเห็ดเดินเต็มถุงเพาะ (วัน) 
จํานวนวันเฉล่ียท่ีใชในการเกิดดอกหลังเปดถุง (วัน) 
น้ําหนักสดของดอกเห็ด/ถุงเพาะ 1 กิโลกรัม (กรัม) 

 

สถานท่ีทําการทดลอง 

คณะเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม ต.สะลวง อ.แมริม จ.เชียงใหม 
 

ระยะเวลาในการทดลอง 

เร่ิมทําการทดลอง 1 ตุลาคม 2551 – 30 กันยายน 2552 รวมเปนระยะเวลา 12 เดือน 
 

การวิเคราะหขอมูล 

การทดลองท่ี 1 วิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ (Analysis of Variance) และหาคาความ
แตกตางของคาเฉล่ียโดยวิธี Least Significant Difference (LSD) 

การทดลองท่ี 2 เปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยวิธี Two sample T-test โดยใชโปรแกรมสถิติสําเร็จรูป 




