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(ก) 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 

 โครงการวิจัยนี้ เป็นโครงการที่ได๎รับงบประมาณจากโครงการวิจัยของส านักงาน
คณะกรรมการวิจัยแหํงชาติ ระยะเวลา 2 ปี เป็นชุดโครงการวิจัยเรื่อง การเพ่ิมผลผลิตเห็ดแครง 
(Schizophyllum commune) การใช๎ประโยชน์สารทุติยภูมิจากเห็ดแครงในระบบการเลี้ยงสัตว์น้ า 
และการจัดการวัสดุก๎อนเห็ดเกํา มีจุดประสงค์ของการวิจัยเพ่ือพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงโดยการน า
กากมะพร๎าวทดแทนร าข๎าวละเอียด ทราบต๎นทุนการผลิตในการเพาะเห็ดแครงเชิงการค๎าเปรียบเทียบ
ระหวํางกากมะพร๎าวและร าข๎าวละเอียด ศึกษาอัตราสํวน ขี้เลื่อยใหมํ: วัสดุจากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครง
เกํา: ร าละเอียด: กากมะพร๎าวสด:  กากมะพร๎าวแห๎ง: ปูนขาว: ดีเกลือ ที่เหมาะสมตํอการเพาะเห็ดแครง 
ศึกษาองค์ประกอบของกลุํมสารทุติยภูมิจากเห็ดแครง ในตัวท าละลายอินทรีย์ที่แตกตํางกัน  ศึกษา
คุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได๎แกํ การเป็นสารต๎านแบคทีเรีย และต๎านเชื้อราที่กํอโรคในสัตว์
น้ า ศึกษาคุณสมบัติในการเป็นสารต๎านมะเร็ง และสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันในปลาเศรษฐกิจ ศึกษาผลตํอ
ความคุ๎มโรคติดเชื้อในปลาเศรษฐกิจ (in vivo) ศึกษากระบวนการผลิตสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกัน crude 
glucan bio-nanoparticle จากเส๎นใยเชื้อเห็ดแครงในก๎อนเห็ดแครงเหลือทิ้ง ศึกษาประสิทธิภาพของ 
crude glucan bio-nanoparticle ในการกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันในปลานิล ศึกษาผลของการน าของก๎อนเชื้อ
เพาะเห็ดเกํามาผลิตก๏าซชีวภาพ ศึกษาผลของการน าของก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํามาผลิตน้ าหมักชีวภาพ 
และศึกษาผลของการใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกําเป็นวัสดุปรับปรุงดินเพ่ือการปลูกพืช 

โครงการนี้ได๎รับความรํวมมือด๎วยดีจากทุกฝุายโดยเฉพาะ โครงการยํอยทั้ง 4 โครงการ และ
ขอขอบคุณ กลุํมเกษตรกรผู๎ผลิตเห็ดเศรษฐกิจในจังหวัดนครศรีธรรมราช ที่อ านวยความสะดวกในการ
ออกส ารวจแหลํงข๎อมูลในการเพาะเห็ดแครงเพ่ือการค๎าในจังหวัดนครศรีธรรมราช ที่ได๎สนับสนุนสถานที่
และให๎โอกาสในการศึกษา ตลอดจนการสนับสนุนงบประมาณจากคณะกรรมการผู๎ทรงคุณวุฒิที่ได๎ให๎
ค าแนะน า คณะผู๎วิจัยจะน าผลการศึกษาจากโครงการครั้งนี้ไปใช๎ให๎เกิดประโยชน์แกํเกษตรกรผู๎ผลิตเห็ด
แครงและผู๎สนใจ  

 ท๎ายที่สุด คณะวิจัยขอแสดงความขอบพระคุณคณะกรรมการวิจัยแหํงชาติ (วช.) ที่ให๎การ
สนับสนุนทุนการวิจัยตลอดโครงการ ขอขอบคุณ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล
ศรีวิชัย ที่ให๎การประสานงานด๎วยดีตลอดเวลา ท าให๎งานโครงการวิจัยส าเร็จลุลํวงด๎วยดี ขอขอบคุณ
ผู๎ทรงคุณวุฒิที่ให๎ค าแนะน าที่เป็นประโยชน์ตํอการด าเนินโครงการนี้  
 
 
 
 

      ผู๎ชํวยศาสตราจารย์ชัยสิทธิ์  ปรีชา และคณะ 
           กันยายน 2561 
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บทคัดย่อ 

 

ชุดโครงการวิจัยเรื่อง การเพ่ิมผลผลิตเห็ดแครง (Schizophyllum commune) การใช๎
ประโยชน์สารทุติยภูมิจากเห็ดแครงในระบบการเลี้ยง และการจัดการวัสดุก๎อนเห็ดเกํา ประกอบด๎วย
โครงการยํอย 4 โครงการ วัตถุประสงค์ของชุดโครงการ การน าสิ่งเหลือทิ้งทางการผลิตเห็ดแครงยัง
สามารถน ามาแยกสารกลุํม glucan ที่มีประสิทธิภาพในการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันของสัตว์น้ าขณะที่ก๎อนเชื้อ
เพาะเห็ดเกําที่หมดอายุการใช๎งานในฟาร์ม ซึ่งเป็นปัญหาส าคัญของเกษตรกรยังมีความเป็นไปได๎ ที่จะใช๎
เป็นวัตถุดิบในการผลิตก๏าซชีวภาพ น้ าหมักชีวภาพ รวมทั้งเป็นวัสดุปรับปรุงดินเพ่ือการปลูกพืชเป็นการ
ก าจัดของเสียในฟาร์มได๎อยํางมีประสิทธิภาพ และสามารถชํวยลดต๎นทุนให๎กับเกษตรกรได๎ พบวํา ก๎อน
เชื้อเห็ดเกําและกากมะพร๎าวสามารถน ามาทดแทนได๎ โดยมีต๎นทุนต่ าสุดและมีรายได๎สูงสุด จากผลการ
ทดสอบการออกฤทธ์ทางชีวภาพด๎านการยับยั้ งเชื้อแบคที เรียกํอโรคและสัตว์น้ า  2 ชนิดคือ                          
A. hydrophila และ S. agalactiae พบวําสารสกัดหยาบ รวมถึงสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ หรือสารสกัด
บริสุทธิ์จากการท าละลายด๎วยตัวท าละลายทั้ง 7 ชนิด ไมํสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกํอโรคได๎ 
แสดงให๎เห็นวําเห็ดแครงไมํมีคุณสมบัติในการฆําเชื้อแบคทีเรียกํอโรคทั้ง  2 ชนิด ประสิทธิภาพของ 
crude glucan ในการเพ่ิมความต๎านทานของปลานิลตํอเชื้อแบคทีเรียกํอโรค A. veronii พบวําปลานิล
ที่ฉีดด๎วย crude glucan มีอัตราการรอดตายสูงสุด ตามด๎วย yeast glucan และ PBS ตามล าดับ                   
และการใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเป็นวัตถุดิบในการผลิตก๏าซชีวภาพโดยใช๎เชื้อจุลินทรีย์จากแหลํง
ตํางๆ สามารถใช๎เชื้อจุลินทรีย์จาก มูลไกํ มูลวัว และ มูลสุกร ได๎เนื่องจากให๎ผลใกล๎เคียงกันทั้งเวลา
เริ่มต๎นในการเกิดก๏าซชีวภาพ จ านวนวันที่เกิดก๏าซชีวภาพ และ ปริมาตรก๏าซชีวภาพที่เกิดขึ้น ส าหรับ
เชื้อ พด.2 ให๎คําต่ า สํวนชุดควบคุม (ไมํได๎เติมจุลินทรีย์ใดๆ) ให๎คําต่ าท่ีสุดทั้ง จ านวนวันที่เกิดก๏าซชีวภาพ 
และ ปริมาตรก๏าซชีวภาพที่เกิดขึ้น แตํใช๎เวลาเริ่มต๎นในการเกิดก๏าซชีวภาพมากที่สุด และพบวําสามารถ
ใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําปรับปรุงดินเพ่ือการปลูกพืชได๎โดยพืชทดสอบทั้ง  2 ชนิด คือ ผักกวางตุ๎ง 
และ มะเขือเปราะ เจริญเติบโตได๎ดีและให๎ผลผลิตสูงที่สุดในสิ่งทดลองท่ี 1 และสิ่งทดลองท่ี 4    

 
 
 
 
 

ส าคัญ: การผลิตเห็ดแครง สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพสารกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันสารอนุภาคนาโนชีวภาพ
กลูแคน ก๏าซชีวภาพและสารสกัดชีวภาพ 

 
1 คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย อ. ทุํงสง จ. นครศรีธรรมราช 80110 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

1. หลักการและเหตุผล 
 เห็ดจัดอยูํในอาณาจักร Fungi เป็นเชื้อราที่มีบทบาทส าคัญในการยํอยสลายอินทรียวัตถุ และรักษา
สมดุลในระบบนิเวศน์  โดยเฉพาะอยํางยิ่งเห็ดแครงมีความสามารถในการยํอยสลายเนื้อไม๎ และมีประโยชน์ตํอ
ชีวิตประจ าวันของมนุษย์ในแงํของอาหารและยาปูองกันรักษาโรค  ประเทศไทยมีสภาพแวดล๎อมเหมาะสม
ส าหรับการเพาะเห็ดหลายชนิดประกอบกับต๎นทุนในการผลิตเห็ดแตํละชนิดคํอนข๎างต่ า  จึงท าให๎ผู๎เพาะเห็ดมี
รายได๎ดี มีฐานะความเป็นอยูํดีขึ้น  ซึ่งจะสํงผลไปถึงฐานะทางเศรษฐกิจของชาติด๎วย (กรมอาชีวศึกษา
, 2552)  ดังนั้นถ๎าได๎มีการสํงเสริมให๎เกษตรกรไทยได๎รู๎จักการเพาะเลี้ยงเห็ดที่ถูกวิธี   นอกจากจะท าให๎มี
ผลผลิตเห็ดเพ่ิมขึ้นทั้งด๎านปริมาณและคุณภาพแล๎วยังเป็นการเพ่ิมอาหารที่มีคุณคําแกํประชากรสํวนใหญํของ
ประเทศ  พร๎อมที่จะพัฒนาประเทศชาติได๎ในทุกทางโดยเฉพาะอยํางยิ่งทางด๎านเศรษฐกิจ  เพราะเมื่อผลผลิต
เห็ดเพ่ิมขึ้นรายได๎ของเกษตรกรก็จะเพ่ิมขึ้นด๎วย   จากการจ าหนํายผลผลิตทั้งในประเทศและสํงเป็น
สินค๎าออก  ซึ่งเป็นผลให๎ระบบเศรษฐกิจของชาติเจริญก๎าวหน๎าและพัฒนาขึ้นตามล าดับ (ปัญญา, 2552) 
 ประเทศผู๎ผลิตเห็ดทั่วโลกพบวํา ประเทศที่มีการพัฒนาเทคนิค วิธีการ  และระบบการเพาะเห็ดที่
ส าคัญจนเป็นที่ยอมรับโดยทั่วไปมีเพียง  5 ประเทศเทํานั้นคือ 1) ประเทศจีน (ไต๎หวัน) สามารถผลิต เห็ด
แชมปิญองหรือเห็ดฝรั่งสํงออกมากที่สุด  2) ประเทศญี่ปุุน สามารถผลิตเห็ดหอมได๎มากที่สุด 3) ประเทศ
เกาหลีใต๎ สามารถผลิตเห็ดแชมปิญองและ เห็ดหอม  4) ประเทศอินเดียสามารถผลิตเห็ดนางรมและเห็ด
นางนวล 5)  ประเทศไทย  สามารถผลิตเห็ดฟางสํงเป็นสินค๎าออกเป็นอันดับหนึ่งของโลกรองลงมาได๎แกํ  เห็ด
นางรม เห็ดเป๋าฮ้ือ เห็ดนางฟูาเห็ดหูหนู และเห็ดแครง ซึ่งแหลํงผลิตเห็ดที่ส าคัญของไทยสํวนใหญํอยูํในเขต
กรุงเทพมหานครบริเวณชานเมือง และจังหวัดใกล๎เคียง เชํน จังหวัดนครปฐมสมุทรสาคร และปทุมธานี สํวน
ทางภาคเหนือแหลํงผลิตเห็ดที่ส าคัญ ได๎แกํ จังหวัดเชียงใหมํ และล าปาง  สํวนมากจะผลิตเห็ดที่ชอบอากาศ
คํอนข๎างเย็น เชํน เห็ดหอม เห็ดแชมปิญอง และเห็ดเป๋าฮ้ือ  เป็นต๎น (ส าเนา, 2557) 

เห็ดเป็นอาหารพ้ืนบ๎านที่มีคุณคําทางโภชนาการมีคาร์โบไฮเดรต โปรตีน เส๎นใย เกลือแรํสูง สามารถ
ผลิตสารกลุํม polysaccharide ที่ละลายน้ าได๎ ได๎แกํ  schizophyllan (Reyes et al., 2007) นอกจากนี้ยังมี
สารทุติยภูมิที่สามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เชํน สารต๎านอนุมูลอิสระ สารยับยั้งแบคทีเรีย เชื้อรา และไวรัสสาร
กระตุ๎นภูมิคุ๎มกัน รวมถึงการยับยั้งเซลล์มะเร็ง (นฤมล, 2557; Mirfat et al., 2010; Teoh& Mat Don, 
2013; Mirfat et al., 2014; Naz, 2014) เห็ดแครงหรือเห็ดตีนตุ๏กแก เป็นเห็ดที่ขึ้นอยูํทั่วโลกและพบได๎ตลอด
ปีในชํวงที่มีความชื้นพอ พบขึ้นอยูํกับวัสดุหลายชนิด เชํน ทํอนไม๎ กิ่งไม๎ ใบไม๎ ใบหญ๎า ในภาคใต๎ของไทยพบ
มากบนทํอนไม๎ยางพารา เห็ดแครงเป็นเห็ดที่สามารถเพาะได๎งํายและรวดเร็ว ใช๎วัสดุเพาะที่มีความหลากหลาย 
สามารถเก็บรักษาเห็ดสดได๎ทนนาน โดยคงรูป คงรส และกลิ่น ท าแห๎งเก็บได๎นานไมํเนําเสีย อีกทั้งมีราคาสูง
มากเมื่อเทียบกับเห็ดนางรม นางฟูา เห็ดฟางที่มีขายในท๎องตลาด ราคาจ าหนํายดอกสด กิโลกรัมละ 80-150 
บาท เห็ดแห๎งกิโลกรัมละ 400-500 บาท จากการที่ต๎นทุนในการผลิตเห็ดแครงที่คํอนข๎างต่ า และผลผลิตที่ได๎
ในปริมาณสูง รวมถึงมีคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพมากมาย จึงมีความเป็นไปได๎ที่จะน ามาประยุกต์ใช๎
ในวงการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า ซึ่งจะเป็นแนวทางในการใช๎ประโยชน์จากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติในการปูองกัน รักษา
โรคสัตว์น้ า รวมถึงเป็นสารเสริมสุขภาพสัตว์น้ าที่มีราคาถูก เพ่ือหลีกเลี่ยงการใช๎ยาหรือสารเคมีสังเคราะห์ ซึ่ ง
สอดคล๎องกับการผลิตอาหารปลอดภัย และเป็นการใช๎ผลผลิตทางการเกษตรอื่นๆ ให๎เกิดประโยชน์รํวมกัน  
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นอกจากนี้สิ่งเหลือทิ้งทางการผลิตเห็ดแครงยังสามารถน ามาแยกสารกลุํม glucan ที่มีประสิทธิภาพ
ในการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันของสัตว์น้ าขณะที่ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกําที่หมดอายุการใช๎ งานในฟาร์ม ซึ่งเป็นปัญหา
ส าคัญของเกษตรกรยังมีความเป็นไปได๎ ที่จะใช๎เป็นวัตถุดิบในการผลิตก๏าซชีวภาพ น้ าหมักชีวภาพ รวมทั้งเป็น
วัสดุปรับปรุงดินเพ่ือการปลูกพืชเป็นการก าจัดของเสียในฟาร์มได๎อยํางมีประสิทธิภาพ และสามารถชํวยลด
ต๎นทุนให๎กับเกษตรกรได๎  

 
2. วัตถุประสงค์หลักของแผนงานวิจัย 

1. เพ่ือพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงโดยการน ากากมะพร๎าวทดแทนร าข๎าวละเอียด 
2. เพ่ือทราบต๎นทุนการผลิตในการเพาะเห็ดแครงเชิงการค๎าเปรียบเทียบระหวํางกากมะพร๎าวและร า

 ข๎าวละเอียด  
 3. ศึกษาอัตราสํวน ขี้เลื่อยใหมํ: วัสดุจากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา: ร าละเอียด: กากมะพร๎าวสด: 
 กากมะพร๎าวแห๎ง: ปูนขาว: ดีเกลือ ที่เหมาะสมตํอการเพาะเห็ดแครง 

4. ศึกษาองค์ประกอบของกลุํมสารทุติยภูมิจากเห็ดแครง ในตัวท าละลายอินทรีย์ที่แตกตํางกัน 
5. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได๎แกํ การเป็นสารต๎านแบคทีเรีย และต๎านเชื้อราที่

 กํอโรคในสัตว์น้ า 
6. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติในการเป็นสารต๎านมะเร็ง และสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันในปลาเศรษฐกิจ 
7. เพ่ือศึกษาผลตํอความคุ๎มโรคติดเชื้อในปลาเศรษฐกิจ (in vivo) 
8. เพ่ือศึกษากระบวนการผลิตสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกัน crude glucan bio-nanoparticle จากเส๎นใย

 เชื้อเห็ดแครงในก๎อนเห็ดแครงเหลือทิ้ง 
9. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของ crude glucan bio-nanoparticle ในการกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันในปลานิล

 10. เพ่ือศึกษาผลของการน าของก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํามาผลิตก๏าซชีวภาพ  
11. เพ่ือศึกษาผลของการน าของก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํามาผลิตน้ าหมักชีวภาพ  
12. เพ่ือศึกษาผลของการใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกําเป็นวัสดุปรับปรุงดินเพ่ือการปลูกพืช 
 

3. ขอบเขตการศึกษา 
โครงการย่อยท่ี 1: การพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงในถุงโดยการน ากากมะพร้าวทดแทนร าข้าวละเอียด 
 พัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงโดยการน ากากมะพร๎าวทดแทนร าข๎าวละเอียดที่เพาะเลี้ยงในถุงและ
สามารถหาอัตราสํวนขี้เลื่อยใหมํ: วัสดุจากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา: ร าละเอียด: กากมะพร๎าวสด: กากมะพร๎าว
แห๎ง: ปูนขาว: ดี เกลือ ที่เหมาะสมตํอการเพาะเห็ดแครงเพ่ือให๎ผลผลิตเห็ดแครงมีคุณภาพตรงกับความต๎องการ
ของตลาดและผู๎บริโภคมากที่สุดและลดต๎นทุนในการผลิตพร๎อมทั้งสามารถถํายทอดเทคโนโลยีสูํเกษตรกร 
เกษตรกรสามารถน าไปใช๎ในการเพาะเห็ดเพ่ือการค๎าได๎จริง 
 
โครงการย่อยที่ 2: การใช้ประโยชน์จากสารทุติยภูมิจากเห็ดแครง (Schizophyllum commune) ในการ
เป็นสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรค และสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในระบบการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 

ในการศึกษาจะเลือกใช๎ตัวท าละลายอินทรีย์ตําง ๆ ในการสกัดสารทุติยภูมิจากเห็ดแครงที่ได๎จากวัสดุ
เพาะทั่วไป สารสกัดที่ได๎จะน าไปแยกกลุํมสาร และท าการวิเคราะห์ตามกรรมวิธีทางเคมี เชํน partition, TLC, 
HPLC เป็นต๎น  
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สารสกัดหยาบ พร๎อมทั้งสารกึ่งบริสุทธิ์ที่เป็น major components ที่ได๎จากขั้นตอนแรก จะน าไป
ทดสอบคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพด๎านตําง ๆ เชํน การเป็นสารต๎านแบคทีเรีย สารต๎านเชื้อรา ต๎าน
มะเร็ง ความสามารถในความคุ๎มโรค และการกระตุ๎นให๎เกิดภูมิคุ๎มกันในปลาเศรษฐกิจ ซึ่งจะน าไปสูํข๎อสรุปในการ
ใช๎ประโยชน์จากสารทุติยภูมิของเห็ดแครงในกระบวนการผลิตสัตว์น้ าเศรษฐกิจที่มีคุณภาพตํอไป 
 
โครงการย่อยที่ 3: การพัฒนาสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลานิล (Oreochromis niloticus) ชนิด crude 
glucan bio-nanoparticle จากก้อนเห็ดแครง (Shizophyllum commune) เหลือท้ิงหลังเก็บเกี่ยว 

ศึกษาวิธีการสกัด และประสิทธิภาพการสกัด crude glucan จากเส๎นใยเชื้อเห็ดแครงในก๎อนเห็ด
แครงเหลือทิ้งแตํของเกษตรกรที่ผํานการเก็บดอกเห็ดแล๎ว รวมถึงเห็ดแครงที่ขึ้นใหมํจากก๎อนเห็ดแครงเหลือทิ้ง 
โดยเปรียบเทียบสัดสํวนที่เหมาะสมจากวิธีการสกัด 2 รูปแบบ ได๎แกํ Hot water extraction และ Alkaline 
extraction ซึ่งประสิทธิภาพของวิธีสกัดจะมํุงเน๎น 3 ประเด็นหลักได๎แกํ 1) วิธีการที่งําย 2) ต๎นทุนต่ าเหมาะแกํ
การพัฒนาตํอยอดในระดับอุตสาหกรรม และ 3) ผลผลิต crude glucan ที่มีประสิทธิภาพในการกระตุ๎น
ภูมิคุ๎มกันในปลานิล ทั้งในแงํของการแสดงออกของยีนส าคัญที่เกี่ยวข๎องกับภูมิคุ๎มกันและการท างานของเม็ด
เลือดและสารสารน้ าในระบบภูมิคุ๎มกัน โดยเปรียบเทียบกับ glucan ทางการค๎า หลังจากนั้นจะพัฒนา crude 
glucan ที่ได๎จากการสกัดด๎วยวิธีการที่เหมาะสมให๎อยูํในรูปผลิตภัณฑ์ bio-nanoparticle โดยจะประเมิน
ประสิทธิภาพของ crude glucan bio-nanoparticle ด๎วยความสามารถในการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันของปลานิล
จะใช๎รูปแบบในการศึกษาเชํนเดียวกับการศึกษากํอนหน๎า รวมถึงประสิทธิภาพในการตํอต๎านเชื้อแบคทีเรียกํอ
โรค Aeromonas hydrophila นอกจากนี้ยังท าการศึกษาผลกระทบของ bio-nanoparticle ตํอการ
เปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อปลานิลที่ได๎รับผลิตภัณฑ์ดังกลําว เพ่ือประเมินความปลอดภัยในการ
ใช๎ bio-nanoparticle ในการเพาะเลี้ยงปลาเชิงพานิชตํอไป 
 
โครงการย่อยที่ 4: การใช้ก้อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเก่าเพื่อผลิตก๊าซชีวภาพ สารสกัดชีวภาพ และปรับปรุง
ดินเพื่อการปลูกพืช 
 ศึกษาวิธีการสกัด และประสิทธิภาพการสกัด crude glucan จากเส๎นใยเชื้อเห็ดแครงในก๎อนเห็ด
แครงเหลือทิ้งแตํของเกษตรกรที่ผํานการเก็บดอกเห็ดแล๎ว รวมถึงเห็ดแครงที่ขึ้นใหมํจากก๎อนเห็ดแครงเหลือทิ้ง 
โดยเปรียบเทียบสัดสํวนที่เหมาะสมจากวิธีการสกัด 2 รูปแบบ ได๎แกํ Hot water extraction และ Alkaline 
extraction ซึ่งประสิทธิภาพของวิธีสกัดจะมํุงเน๎น 3 ประเด็นหลักได๎แกํ 1) วิธีการที่งําย 2) ต๎นทุนต่ าเหมาะแกํ
การพัฒนาตํอยอดในระดับอุตสาหกรรม และ 3) ผลผลิต crude glucan ที่มีประสิทธิภาพในการกระตุ๎น
ภูมิคุ๎มกันในปลานิล ทั้งในแงํของการแสดงออกของยีนส าคัญที่เกี่ยวข๎องกับภูมิคุ๎มกันและการท างานของเม็ด
เลือดและสารสารน้ าในระบบภูมิคุ๎มกัน โดยเปรียบเทียบกับ glucan ทางการค๎า หลังจากนั้นจะพัฒนา crude 
glucan ที่ได๎จากการสกัดด๎วยวิธีการที่เหมาะสมให๎อยูํในรูปผลิตภัณฑ์ bio-nanoparticle โดยจะประเมิน
ประสิทธิภาพของ crude glucan bio-nanoparticle ด๎วยความสามารถในการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันของปลานิล
จะใช๎รูปแบบในการศึกษาเชํนเดียวกับการศึกษากํอนหน๎า รวมถึงประสิทธิภาพในการตํอต๎านเชื้อแบคทีเรียกํอ
โรค Aeromonas hydrophila นอกจากนี้ยังท าการศึกษาผลกระทบของ bio-nanoparticle ตํอการ
เปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเนื้อเยื่อปลานิลที่ได๎รับผลิตภัณฑ์ดังกลําว เพ่ือประเมินความปลอดภัยในการ
ใช๎ bio-nanoparticle ในการเพาะเลี้ยงปลาเชิงพานิชตํอไป 
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4. ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของแผนงานวิจัย:   
การพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงโดยการน ากากมะพร๎าวทดแทนร าข๎าวละเอียดที่เพาะเลี้ยงในถุง

และสามารถหาอัตราสํวนขี้เลื่อยใหมํ: วัสดุจากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา: ร าละเอียด: กากมะพร๎าวสด: กาก
มะพร๎าวแห๎ง: ปูนขาว: ดีเกลือ ที่เหมาะสมตํอการเพาะเห็ดแครงเพ่ือให๎ผลผลิตเห็ดแครงมีคุณภาพตรงกับความ
ต๎องการของตลาดและผู๎บริโภคมากที่สุดและลดต๎นทุนในการผลิตพร๎อมทั้งสามารถถํายทอดเทคโนโลยีสูํ
เกษตรกร เกษตรกรสามารถน าไปใช๎ในการเพาะเห็ดเพ่ือการค๎าได๎จริง 

การศึกษาจะเลือกใช๎ตัวท าละลายอินทรีย์ตําง ๆ ในการสกัดสารทุติยภูมิจากเห็ดแครงที่ได๎จากวั สดุ
เพาะทั่วไป สารสกัดท่ีได๎จะน าไปแยกกลุํมสาร และท าการวิเคราะห์ตามกรรมวิธีทางเคมี เชํน partition, TLC, 
HPLC เป็นต๎น สารสกัดหยาบ พร๎อมทั้งสารกึ่งบริสุทธิ์ที่เป็น major components ที่ได๎จากขั้นตอนแรก จะ
น าไปทดสอบคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพด๎านตํางๆ เชํน การเป็นสารต๎านแบคทีเรีย สารต๎านเชื้อรา 
ต๎านมะเร็ง ความสามารถในความคุ๎มโรค และการกระตุ๎นให๎เกิดภูมิค๎ุมกันในปลาเศรษฐกิจ ซึ่งจะน าไปสูํข๎อสรุป
ในการใช๎ประโยชน์จากสารทุติยภูมิของเห็ดแครงในกระบวนการผลิตสัตว์น้ าเศรษฐกิจที่มีคุณภาพตํอไป 
 การสกัด และประสิทธิภาพการสกัด Crudeglucan จากเส๎นใยเชื้อเห็ดแครงในก๎อนเห็ดแครงเหลือทิ้ง
ของเกษตรกรที่ผํานการเก็บดอกเห็ดแล๎ว โดยเปรียบเทียบสัดสํวนที่เหมาะสมจากวิธีการสกัด 3 รูปแบบ ได๎แกํ 
Hot water extraction Alkaline extraction และ Acidic extraction ซึ่งประสิทธิภาพของวิธีสกัดจะมุํงเน๎น
วิธีการที่งําย ต๎นทุนต่ าเหมาะแกํการพัฒนาตํอยอดในระดับอุตสาหกรรมและผลผลิต crude glucan ที่มี
ประสิทธิภาพในการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันในปลานิล ทั้งในแงํของการแสดงออกของยีนส าคัญที่เกี่ยวข๎องกับ
ภูมิคุ๎มกันและการท างานของเม็ดเลือดและสารสารน้ าในระบบภูมิคุ๎มกัน รวมถึงประสิทธิภาพในการตํอต๎าน
เชื้อแบคทีเรียกํอโรค Aeromonas hydrophila โดยเปรียบเทียบกับ glucan ทางการค๎า และจะเป็นการ
พัฒนา crude glucan bio-nanoparticle จาก crude glucan ที่ได๎จากการสกัดด๎วยวิธีการที่เหมาะสม ใน
การเพาะเลี้ยงปลาเชิงพาณิชย์ตํอไป 
 เกษตรกรประกอบอาชีพเพาะเห็ด ต๎องประสบปัญหาการก าจัดวัสดุเหลือทิ้ง หรือ ขยะจากก๎อนเชื้อ
เห็ดเกําที่หมดอายุแล๎วซึ่งมีจ านวนเพ่ิมมากขึ้นเรื่อย ๆยิ่งเป็นฟาร์มที่อยูํใกล๎เมืองยิ่งหาที่ทิ้งยากจะกองไว๎ท าปุ๋ย
หมักก็กลัวเชื้อรา เชื้อโรคหรือแมลงที่มีอยูํในก๎อนเชื้อเห็ดเกํากลับมาระบาดในโรงเรือนเพาะดอกเห็ดเป็นปัญหา
ของเกษตรกรอยํางมาก หากสามารถน าก๎อนเชื้อเห็ดเกําที่หมดอายุแล๎วมาใช๎ประโยชน์ในการผลิตก๏าซชีวภาพ
ซึ่งเป็นพลังงานทางเลือกเพ่ือหมุนกลับมาใช๎ในฟาร์มตลอดจนในครัวเรือนซึ่งสามารถลดคําใชํจํายของฟาร์มให๎
ต่ าลง นอกจากนี้น าก๎อนเชื้อเห็ดเกําที่หมดอายุแล๎วมาท าน้ าหมักชีวภาพมาใช๎ประโยชน์ได๎ สํวนการน าน าก๎อน
เชื้อเห็ดเกําที่หมดอายุแล๎วมาใช๎ปรับปรุงดินเพ่ือการปลูกพืชก็ท าให๎เกษตรกรได๎ประโยชน์ นอกจากนี้ยังเป็น
การก าจัดขยะจากการเพาะเห็ดได๎อีกด๎วย 
 
5. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ เช่น การเผยแพร่ในวารสาร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงาน ที่ใช้ประโยชน์
จากผลการวิจัย 

1. ทราบสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงโดยการน ากากมะพร๎าวทดแทนร าข๎าวละเอียด  
2. ทราบต๎นทุนการผลิตในการเพาะเห็ดแครงเชิงการค๎าเปรียบเทียบระหวํางกากมะพร๎าวและร าข๎าว

 ละเอียด  
3. ทราบอัตราสํวน ขี้เลื่อยใหมํ: วัสดุจากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา: ร าละเอียด: กากมะพร๎าวสด: 

กากมะพร๎าวแห๎ง: ปูนขาว: ดีเกลือ ที่เหมาะสมตํอการเพาะเห็ดแครง 
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 4. ทราบถึงองค์ประกอบทางเคมีขั้นพ้ืนฐานของสารสกัดหยาบ และสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ซึ่งเป็นสารทุติย
 ภูมิที่เห็ดแครงสร๎างขึ้น ภายใต๎เงื่อนไขของชนิดของตัวท าละลายที่ตํางกัน 
 5. ทราบถึงประสิทธิภาพของสารทุติยภูมิที่เห็ดแครงสร๎างขึ้นตํอการออกฤทธิ์ทางชีวภาพในด๎านตําง ๆ 
 6. ทราบถึงประสิทธิภาพในความค๎ุมโรคติดเชื้อในปลาเศรษฐกิจ เพื่อเป็นทางเลือกในการหลีกเลี่ยง
การใช๎สารเคมีตําง ๆ เพื่อลดการน าเข๎า และลดการปนเปื้อนในอาหารมนุษย์ 
 7. พัฒนาองค์ความรู๎ใหมํในการสร๎างสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกัน ชนิด Bio-nanoparticle จากวัสดุเหลือใช๎
 ในการเพาะเลี้ยงเห็ดแครง 
 8. ลดของเสียและเพ่ิมมูลคําของก๎อนเห็ดเหลือทิ้งจากการเลี้ยงเห็ดแครงของเกษตรกร 
 9. เพ่ิมขีดความสามารถในการพึ่งพาตนเองและลดการน าเข๎าสารกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันชนิด glucan ใน
ปลาเศรษฐกิจของประเทศไทย 
 10. ได๎ผลงานที่ไปน าเนอในการประชุมวิชาการหรือการตีพิมพ์เผยแพรํในวารสารในประเทศ 
 11. เกษตรกรที่เพาะเห็ดสามารถน าเอาวัสดุเหลือทิ้งจากฟาร์มกลับมาใช๎ประโยชน์ได๎ 
 12. เกษตรกรสามารถลดต๎นทุนการผลิตได๎ 
 
6. รายละเอียดชุดโครงการวิจัย 
 6.1 ชื่อแผนงานวิจัย 

ภาษาไทย:  การเพ่ิมผลผลิตเห็ดแครง (Schizophyllum commune) การใช๎ประโยชน์สารทุติย
ภูมิจากเห็ดแครงในระบบการเลี้ยงสัตว์น้ า และการจัดการวัสดุก๎อนเห็ดเกํา 

ภาษาอังกฤษ: Split Mushroom (Schizophyllum commune) Productivity, Utilization of 
Secondary Metabolites in Fish Culture and Mushroom Loaf 
Management 

 
6.2 ชื่อโครงการวิจัยย่อย 

โครงการวิจัย  ชื่อโครงการวิจัย หัวหน๎าโครงการ 
โครงการวิจัยยํอยที่ 1 การพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงในถุงโดยการน ากาก

มะพร๎าวทดแทนร าข๎าวละเอียด 
Bag Cultivation of Split Mushroom 
(Schizophyllum  commune) by Application  
Coconut  Meal  Substitute  Rice  Bran 

ผศ.ชัยสิทธ์  ปรีชา  

โครงการวิจัยยํอยที่  2 การใช๎ประโยชน์จากสารทุติยภูมิจากเห็ดแครง 
(Schizophyllum commune) ในการเป็นสารต๎าน
จุลินทรีย์กํอโรค และสารกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันในระบบการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 
The Utilization of Secondary Metabolites from 
Split Mushroom (Schizophyllum commune) as 
Anti-microbial Agents and Immunostimulant  in  
Aquaculture 

ดร. มณี  ศรีชะนันท์                    
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โครงการวิจัย  ชื่อโครงการวิจัย หัวหน๎าโครงการ 
โครงการวิจัยยํอยที่  3 การพัฒนาสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันในปลานิล 

(Oreochromis niloticus) ชนิด crude glucan 
bio-nanoparticle จากก๎อนเห็ดแครง 
(Shizophyllum commune) เหลือทิ้งหลังเก็บ
เกี่ยว 
Development of Crude Glucan Bio-nanoparticle 
from Mycelium Byproduct of Split Gill 
Mushroom (Shizophyllum commune) 
Production as an Immunostimulant in Nile 
Tilapia (Oreochromis  niloticus) 
(เสนอของบประมาณประจ าปี  2559– 2560) 

ดร.กิตติชนม์ อุเทนะพันธุ์         

โครงการวิจัยยํอยที่  4 การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเพ่ือผลิตก๏าซชีวภาพ 
สารสกัดชีวภาพ และปรับปรุงดินเพื่อการปลูกพืช 
The Reuse  of Split Mushroom (Shizophyllum 
commune)  Spawn for Biogas and Bioextract 
Production Including Soil Property 
Improvement for Planting 
(เสนอของบประมาณประจ าปี  2559– 2560) 

ผศ. อรพิน รัตนสุภา 

 
7. เป้าหมายเชิงยุทธศาสตร์ของแผนงานวิจัย 

7.1 ระดับยุทธศาสตร์ชาติ  
1. การพัฒนากระบวนการผลิตสินค๎าเกษตรที่มีคุณภาพ เพ่ือเพ่ิมปริมาณผลผลิตสินค๎าเกษตร ให๎

มีความเข๎มแข็ง และม่ันคง 
2. การเพ่ิมประสิทธิภาพและศักยภาพการผลิตภาคเกษตร รวมถึงการเพ่ิมขีดความสามารถทาง

การตลาดของสินค๎าเกษตร 
 7.2 ระดับมหาวิทยาลัย  

1. การวิจัยเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการบริหารจัดการด๎านการเกษตร 
2. การวิจัยเพื่อเพ่ิมมูลคําผลิตผลผลิตทางด๎านการเกษตร 
3. การวิจัยเพื่อตอบสนองความต๎องการของชุมชน 
4. การวิจัยเพื่อชํวยให๎เกษตรกรมีความรู๎ความสามารถเพ่ิมขึ้น 
5. การวิจัยเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพและคุณภาพด๎านการเกษตรให๎กับเกษตรกร 

 7.3 ระดับจังหวัด 
1. พัฒนาการผลิตภาคการเกษตรและอุตสาหกรรม 
2. พัฒนาการพืชเศรษฐกิจในจังหวัดและภาคใต๎ 
3. เป็นการพัฒนาศักยภาพด๎านการผลิตของกลุํมเกษตรกร เพ่ือยกระดับคุณภาพชีวิต และการ

พัฒนาที่ยั่งยืนตํอไป 
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8. เป้าหมายของผลผลิต (output) และตัวชี้วัด 
 8.1 เปูาหมาย ประเทศไทยเป็นผู๎ผลิตเห็ดแครงเป็นอันดับหนึ่งของโลก 
 8.2 ผลผลิตและตัวชี้วัด 

ผลผลิต 
ตัวชี้วัด 

รวมเม่ือสิ้นสุดโครงการวิจัย 
(พ.ศ. 2559-2560) 

1. เกษตรกรกลุํมเพาะเห็ด มีความรู๎เกี่ยวกับการพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยง
เห็ดแครง และการน าไปใช๎ประโยชน์ในการผลิตสัตว์น้ า 

2. มีเครือขํายผู๎ผลิตเห็ดที่ได๎มาตรฐานและมีการรวมกลุํมผู๎ผลิตเชิง
อุตสาหกรรม 

3. เพ่ิมโอกาสและศักยภาพในการผลิตเห็ดแครง และผลิตสัตว์น้ าของ
เกษตรกรมีรายได๎สูงข้ึน 

4. พัฒนาคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได๎แกํ การเป็นสารต๎าน
แบคทีเรีย และต๎านเชื้อราที่กํอโรคในสัตว์น้ า สารต๎านมะเร็ง และสาร
กระตุ๎นภูมิคุ๎มกันในปลาเศรษฐกิจที่ได๎มาตรฐานในระดับนานาชาติ 
5. การผลิตสารกระตุ๎นภูมิค๎ุมกัน crude glucan bio-nanoparticle 
จากเส๎นใยเชื้อเห็ดแครงในก๎อนเห็ดแครงเหลือทิ้งในการกระตุ๎น
ภูมิค๎ุมกันในปลานิล 
6. การพัฒนาการน าของก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํามาผลิตก๏าซชีวภาพ และ 
น้ าหมักชีวภาพเพ่ือใช๎เพ่ือการปลูกพืช 
7. มีการพัฒนาของกลุํมเกษตรกรผู๎ผลิตเห็ดแครง และผลิตสัตว์น้ าใน

จังหวัดนครศรีธรรมราช ทั้งในสํวนภาคการผลิต การตลาด  
8. มีการสร๎างนักวิจัยรุํนใหมํหลังจากสิ้นสุดโครงการ 
9. มีการเผยแพรํผลงานในวารสารวิชาการ บทความในสื่อสิ่งพิมพ์ สื่อ

วิทยุ และโทรทัศน์ 

30 % 
 

2 กลุํม 
 

50 % 
 

20 % 
 
 

1 ผลิตภัณฑ์  
 
 

2 ผลิตภัณฑ์  
 

8 องค์ความรู๎ 
 

4 คน 
4 เรื่อง 

 
9. เป้าหมายของผลลัพธ์ (outcome) และตัวชี้วัด 
 9.1 มีข๎อมูลพื้นฐานเพื่อพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงโดยการน ากากมะพร๎าวทดแทนร าข๎าวละเอียด
 9.2 เพ่ือทราบต๎นทุนการผลิตในการเพาะเห็ดแครงเชิงการค๎าเปรียบเทียบระหวํางกากมะพร๎าวและร า
 ข๎าวละเอียดในอัตราสํวน ขี้เลื่อยใหมํ: วัสดุจากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา: ร าละเอียด: กากมะพร๎าว
สด: กากมะพร๎าวแห๎ง: ภูไมท:์ ดีเกลือ ที่เหมาะสมตํอการเพาะเห็ดแครง 
 9.3 ทราบองค์ประกอบของกลุํมสารทุติยภูมิจากเห็ดแครง ในตัวท าละลายอินทรีย์ที่แตกตํางกัน 
 9.4 ทราบคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ได๎แกํ การเป็นสารต๎านแบคทีเรีย และต๎านเชื้อราที่กํอ
 โรคในสัตว์น้ า ในการเป็นสารต๎านมะเร็ง และสารกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันในปลาเศรษฐกิจ (in vivo) 
 9.5 เพ่ือศึกษากระบวนการผลิตสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกัน crude glucan bio-nanoparticle จากเส๎นใย
 เชื้อเห็ดแครงในก๎อนเห็ดแครงเหลือทิ้งในการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันในปลานิล 
 9.6 เพ่ือศึกษาผลของการน าของก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํามาผลิตก๏าซชีวภาพน้ าหมักชีวภาพเพ่ือใช๎เพ่ือ
การปลูกพืช 
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10. แผนการบริหารแผนงานวิจัยและแผนการด าเนินงาน พร้อมทั้งขั้นตอนการด าเนินงาน  
 ตลอดแผนงานวิจัย และโปรดระบุการบริหารความเสี่ยง (ถ้ามี) 
 10.1 แผนการบริหารแผนงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

แผนงานวิจัย 
การเพิ่มผลผลิตเห็ดแครง (Schizophyllum commune) การใช้ประโยชน์สาร
ทุติยภูมิจากเห็ดแครงในระบบการเลี้ยงสัตว์น้ า และการจัดการวัสดุก้อนเห็ดเก่า 

 

ผลผลิตเห็ดแครงได้รับการพัฒนาและสามารถน าไปใช้ประโยชน์ในระบบการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้ าพร้อมทั้งสามารถปรับปรุงดินเพื่อการปลูกพืช 

 

โครงการวิจัยย่อยท่ี 1 ผศ.ดร.ชัยสิทธิ์ ปรีชา  หัวหน๎าโครงการ 
การพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงในถุงโดยการน ากากมะพร๎าวทดแทนร าข๎าว
ละเอียด 

โครงการวิจัยย่อยท่ี 2 ผศ.ดร.ธีรวุฒิ เลิศสุทธิชวาล  หัวหน๎าโครงการ 
การใช๎ประโยชน์จากสารทุติยภูมิจากเห็ดแครง (Schizophyllum commune)  
ในการเป็นสารต๎านจุลินทรีย์กํอโรค และสารกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันในระบบการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 

โครงการวิจัยย่อยท่ี 3 ดร.กิตติชนม์ อุเทนะพันธุ์  หัวหน๎าโครงการ 
การพัฒนาสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันในปลานิล (Oreochromis niloticus) ชนิด 
crude glucan bio-nanoparticle จากก๎อนเห็ดแครง (Shizophyllum 
commune) เหลือทิ้งหลังเก็บเกี่ยว 

โครงการวิจัยย่อยท่ี 4 ผศ. อรพิน รัตนสุภา   หัวหน๎าโครงการ 
การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเพ่ือผลิตก๏าซชีวภาพ สารสกัดชีวภาพ และ 
ปรับปรุงดินเพื่อการปลูกพืช 
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10.2 แผนการด าเนินงานแผนงานวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
โครงการวิจัย 

ปี 2559 ปี 2560 
1-6 7-12 1-6 7-12 

แผนงานวิจัยเรื่อง: 
การเพ่ิมผลผลิตเห็ดแครง (Schizophyllum commune) การใช๎ประโยชน์
สารทุติยภูมิจากเห็ดแครงในระบบการเลี้ยงสัตว์น้ า และการจัดการวัสดุ
ก๎อนเห็ดเกํา 

    

1. การพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงในถุงโดยการน ากากมะพร๎าวทดแทน
ร าข๎าวละเอียด 

    

2. การใช๎ประโยชน์จากสารทุติยภูมิจากเห็ดแครง (Schizophyllum 
commune) ในการเป็นสารต๎านจุลินทรีย์กํอโรค และสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกัน
ในระบบการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 

    

3. การพัฒนาสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันในปลานิล (Oreochromis 
niloticus) ชนิด crude glucan bio-nanoparticle จากก๎อนเห็ด
แครง (Shizophyllum commune) เหลือทิ้งหลังเก็บเกี่ยว 

    

4. การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเพ่ือผลิตก๏าซชีวภาพ สารสกัดชีวภาพ 
และปรับปรุงดินเพ่ือการปลูกพืช 
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10.3 ขั้นตอนการด าเนินงานตลอดแผนงานวิจัย 
 

โครงการวิจัย กิจกรรม ระยะเวลาด าเนินการ 

แผนงานวิจัยโครงการชุดเรื่อง: 
การเพ่ิมผลผลิตเห็ดแครง 
(Schizophyllum commune) การ
ใช๎ประโยชน์สารทุติยภูมิจากเห็ดแครง
ในระบบการเลี้ยงสัตว์น้ า และการ
จัดการวัสดุก๎อนเห็ดเกํา 
 
 
 

1.  เสนอโครงการวิจัย 
2.  ส ารวจพื้นที่เพ่ือท าการทดลอง 
3.  ด าเนินการเก็บข๎อมูลรอบที่1 
4.  รายงานความก๎าวหน๎าครั้งที่ 1 
5.  วิเคราะห์ผลการวิจัย 
6.  สรุปผลการด าเนินงานประจ าปี  
7.  ด าเนินการเก็บข๎อมูลรอบที่ 2  
8.  รายงานความก๎าวหน๎าครั้งที่ 1 
9. วิเคราะห์ผลการวิจัย 
10. สํงรายงานฉบับสมบูรณ์ 

กรกฎาคม 2559 
ตุลาคม 2559 

ตุลาคม 2559–กุมภาพันธ์ 2560 
มีนาคม 2559 
สิงหาคม2559 
กันยายน 2559 

ตุลาคม 2559–กุมภาพันธ์ 2560 
มีนาคม 2560 
สิงหาคม 2560 
กันยายน 2560 

โครงการวิจัยย่อยท่ี 1 
การพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงใน
ถุงโดยการน ากากมะพร๎าวทดแทนร า
ข๎าวละเอียด 

1. เตรียมการ และเก็บรวบรวมแหลํงการ
เพาะเห็ดแครงเพ่ือการค๎า และเกิดใน
ธรรมชาติ พร๎อมทั้งส ารวจวัสดุที่ใช๎เพาะเห็ด 
2. การเตรียมหัวเชื้อเห็ดแครง 
3. เตรียมกากมะพร๎าวสดและกากมะพร๎าว
แห๎ง 
4. เพาะเห็ดแครงโดยวิธีการเพาะใน
ถุงพลาสติก 
 
5. เปิดดอกส าหรับเห็ดแครงที่เพาะเลี้ยงใน
ถุงพลาสติก 
6. บันทึกข๎อมูลและเก็บเกี่ยวผลผลิต 
7. วิเคราะห์องค์ประกอบทางอาหารที่มีใน
ดอกเห็ดแครง 
8. จ าหนํายผลผลิต 
9. ค านวณหาต๎นทุนและผลตอบแทนของ
การเพาะเห็ดแครง 
10. ท าแบบสอบถามความพึงพอใจของ
ผู๎บริโภค 
11. วิเคราะห์และสรุปผล 
12. สรุปรายงานประจ าปีที่ 1 

ตุลาคม 2559 
 
 

ตุลาคม 2559 
มกราคม–ธันวาคม 2560 

 
มกราคม–ธันวาคม 2560 

 
 

มกราคม-กันยายน  2560 
 

มกราคม-กันยายน  2560 
มกราคม-กันยายน  2560 

 
มกราคม-กันยายน 2560 
มกราคม-กันยายน 2560 

 
กรกฎาคม 2560 

 
สิงหาคม 2560 
กันยายน 2560 
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โครงการวิจัย กิจกรรม ระยะเวลาด าเนินการ 

โครงการวิจัยย่อยท่ี 2 
การใช๎ประโยชน์จากสารทุติยภูมิจาก
เห็ดแครง (Schizophyllum 
commune) ในการเป็นสารต๎าน
จุลินทรีย์กํอโรค และสารกระตุ๎น
ภูมิค๎ุมกันในระบบการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 

1. วางแผนการด าเนินการ  รวมทั้งจัดสรร
งบประมาณ  จัดซื้ออุปกรณ์ สารเคมี จัด
จ๎างผู๎ชํวยนักวิจัย 
2. การสกัดสารเพ่ือให๎ได๎สารสกัดหยาบ 
โดยตัวท าละลายตําง ๆ การท า TLC เพ่ือ
ประเมินความเข๎มข๎นของสารเคมีทุติยภูมิ 
3. การสกัดสารกึ่งบริสุทธิ์ / บริสุทธิ์และ
วิเคราะห์องค์ประกอบระดับโมเลกุล 
โครงสร๎างทางสเตอริโอเคมี 
4. การทดสอบประสิทธิภาพ และการออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพด๎านตําง ๆ เชํน ต๎าน
แบคทีเรีย ต๎านเชื้อรา 
5. วิเคราะห์ผล วิจารณ์ สรุปและเขียน
รายงาน6. สรุปรายงานประจ าปีที่ 1 

ตุลาคม 2559 
 
 

มกราคม–ธันวาคม 2559 
 
 

มกราคม–ธันวาคม 2560 
 
 

มกราคม-กันยายน 2560 
 
 

กันยายน 2560 
กันยายน 2560 

โครงการวิจัยย่อยท่ี 3 
การพัฒนาสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันใน
ปลานิล (Oreochromis niloticus) 
ชนิด crude glucan bio-
nanoparticle จากก๎อนเห็ดแครง 
(Shizophyllum commune) 
เหลือทิ้งหลังเก็บเกี่ยว 

1. การจัดเตรียมข๎อมูล และเตรียมอุปกรณ์ 
2. การด าเนินการทดลอง การทดลองที่ 1 
3. การด าเนินการทดลอง การทดลองที่ 2 
4. การด าเนินการทดลอง การทดลองที่ 3 
5. การด าเนินการทดลอง การทดลองที่ 4 
6. ทดสอบประสิทธิภาพสารกระตุ๎น
ภูมิคุ๎มกันในปลานิล (Oreochromis 
niloticus) ชนิด crude glucan bio-
nanoparticle จากก๎อนเห็ดแครง 
(Shizophyllum commune) เหลือทิ้ง
หลังเก็บเกี่ยว 
7. การวิเคราะห์ข๎อมูล 
8. สรุป เขียนรายงานการวิจัยประจ าปีที่ 1 

ตุลาคม 2559 
มกราคม–ธันวาคม 2560 
มกราคม–ธันวาคม 2560 
มกราคม-ตุลาคม 2560 
มกราคม-ตุลาคม 2560 
มกราคม-ตุลาคม 2560 

 
 
 
 
 

กันยายน 2560 
กันยายน 2560 

โครงการวิจัยย่อยท่ี 4 
การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเพ่ือ
ผลิตก๏าซชีวภาพ สารสกัดชีวภาพ และ
ปรับปรุงดินเพื่อการปลูกพืช 
 

1. เตรียมการ และ เก็บรวบรวมก๎อนเชื้อ
เพาะเห็ดเกําจากฟาร์มเพาะเห็ดในจังหวัด
นครศรีธรรมราช 
2. ยํอยก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํา 
3. วิเคราะห์สมบัติ และธาตุอาหารพืชใน
ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํา  
4. เก็บและเตรียมตัวอยํางดิน 
5. วิเคราะห์สมบัติและธาตุอาหารพืชในดิน 
6. ทดลองเรื่องการใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํา

ตุลาคม 2559 
 
 

ธันวาคม 2559 
มกราคม–ธันวาคม 2560 

 
มกราคม-กันยายน 2560 
มกราคม-กันยายน 2560 
มกราคม-กันยายน 2560 
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โครงการวิจัย กิจกรรม ระยะเวลาด าเนินการ 

ผลิตก๏าซชีวภาพ 
7. ทดลองเรื่องการใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํา
ผลิตสารสกัดชีวภาพ 
8.ทดลองเรื่องการใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํา
ปรับปรุงดินเพื่อการปลูกพืช 
9. วิเคราะห์และสรุปผล 
10. สรุปรายงานประจ าปีที่ 1 

 
มกราคม-กันยายน 2560 

 
มกราคม-กันยายน 2560 

 
สิงหาคม 2560 
กันยายน 2560 
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บทที่ 2 
 

วิธีการด าเนินการวิจัย 
 
2.1 โครงการวิจัยย่อยท่ี 1 การพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงในถุงโดยการน ากากมะพร้าวทดแทนร าข้าว
ละเอียด 
วิธีการด าเนินการวิจัย และสถานที่ท าการทดลอง / เก็บข้อมูล 
1. วัสดุอุปกรณ์ 
 1. มันฝรั่ง 
 2. ผงวุ๎น 
 3. น้ าตาล traxtose  
 4. น้ าสะอาด 
 5. เมล็ดข๎าวฟุาง 
 6. เขม็เข่ีย 
 7. หม๎อนึ่งความดัน 
 8. ตู๎เขี่ยเชื้อ 
 9. หม๎อนึ่งแบบลูกทุํง 
 10. โรงเรือดเพาะเห็ด 
 11. จานเพาะเลี้ยงเชื้อ 
 12. ขวดอาหาร 
 13. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
 14. มีดผําตัด 
 15. แอลกอฮอล์ 75% 
 16. ถุงร๎อนขนาด 6.5 X 10 นิ้ว 
 17. คอขวดแบบประหยัด 
 18. ส าลี หรือผ๎าฝูายปั่น 
 19. ช๎อนตัก 
 20. พลั่ว 
 21. pH miter 
 22. เครื่องชั่งละเอียด 
 
2. แผนการทดลอง 
 การวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) แบํงเป็น 4 การทดลอง 
ดังตํอไปนี้ 
 การทดลองท่ี 1: การศึกษาประสิทธิภาพการเพาะเห็ดแครงในถุงโดยการศึกษาอัตราสํวนการทดแทน
ร าข๎าวละเอียดด๎วยกากมะพร๎าวอบแห๎งเปรียบกับกากมะพร๎าวสดตํอการเจริญของเส๎นใยเห็ดแครง มีจ านวน 9 
สิ่งทดลอง แตํละสิ่งทดลองท า 3 ซ้ า แตํละซ้ าประกอบด๎วยก๎อนเชื้อเห็ดจ านวน 10 ถุง แตํละสิ่งทดลองสามารถ
แจกแจงรายละเอียดไว๎ (ตารางท่ี 6) ดังนี้ 
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 สิ่งทดลองท่ี 1: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป 
 สิ่งทดลองท่ี 2: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป รํวมกับการใช๎กากมะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 100    

เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 3: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป รํวมกับการใช๎กากมะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 75  

เปอร์เซ็นต์ ผสมกับร าข๎าวละเอียด 25 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองที่ 4: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป รํวมกับการใช๎กากมะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 50  

เปอร์เซ็นต์ ผสมกับร าข๎าวละเอียด 50 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 5: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป รํวมกับการใช๎กากมะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 25  

เปอร์เซ็นต์ ผสมกับร าข๎าวละเอียด 75 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 6: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป รํวมกับการใช๎กากมะพร๎าวสดทดแทนร า 100  

เปอร์เซ็นต์  
 สิ่งทดลองท่ี 7: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป รํวมกับการใช๎กากมะพร๎าวสดทดแทนร า 75  

เปอร์เซ็นต์ ผสมกับร าข๎าวละเอียด 25 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 8: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป รํวมกับการใช๎กากมะพร๎าวสดทดแทนร า 50  

เปอร์เซ็นต์ ผสมกับร าข๎าวละเอียด 50 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 9: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป รํวมกับการใช๎กากมะพร๎าวสดทดแทนร า 25  

เปอร์เซ็นต์ ผสมกับร าข๎าวละเอียด 75 เปอร์เซ็นต์ 
 

ตารางที่ 6  สูตรเพาะเห็ดแครงในถุงโดยการศึกษาอัตราสํวนการทดแทนร าข๎าวละเอียดด๎วยกากมะพร๎าว
อบแห๎งเปรียบกับกากมะพร๎าวสด 

สูตร วัสดุหลัก (%) วัสดุเสริมทดแทนร าข๎าวละเอียด (%) วัสดุเสริมอ่ืนๆ (%) 
1 

ขี้เลื้อยไม๎ยางพารา 100 

ร าข๎าวละเอียด 100 

ภูไมท์ 2 
ดีเกลือ 0.2 
น้ าสะอาด 80 

2 กากมะพร๎าวอบแห๎ง  100 
3 กากมะพร๎าวอบแห๎ง 75 + ร าข๎าวละเอียด 25 
4 กากมะพร๎าวอบแห๎ง 50 + ร าข๎าวละเอียด 50 
5 กากมะพร๎าวอบแห๎ง 25 + ร าข๎าวละเอียด 75 
6 กากมะพร๎าวสด  100 
7 กากมะพร๎าวสด 75 + ร าข๎าวละเอียด 25 
8 กากมะพร๎าวสด 50 + ร าข๎าวละเอียด 50 
9 กากมะพร๎าวสด 25 + ร าข๎าวละเอียด 75 

 
 การทดลองที่ 2: การศึกษาประสิทธิภาพการเพาะเห็ดแครงถุงโดยการใช๎วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ด
เกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ มีจ านวน 5 สิ่งทดลอง แตํละสิ่งทดลองท า 3 ซ้ า แตํละซ้ าประกอบด๎วยก๎อนเชื้อเห็ด
จ านวน 10 ถุง แตํละสิ่งทดลองสามารถแจกแจงรายละเอียดไว๎ (ตารางท่ี 7) ดังนี้ 
 สิ่งทดลองท่ี 1: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป ใช๎ขี้เลื่อยใหมํ 100  เปอร์เซ็นต์ 
       สิ่งทดลองท่ี 2: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 100  เปอร์เซ็นต์ 
        สิ่งทดลองท่ี 3: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนข้ีเลื่อยใหมํ 75 เปอร์เซ็นต์  
        สิ่งทดลองท่ี 4: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 50 เปอร์เซ็นต์  
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        สิ่งทดลองท่ี 5: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 25 เปอร์เซ็นต์ 
 
ตารางท่ี 7  สูตรอาหารการเพาะเห็ดแครง Schizophyllum commune โดยการใช๎วัสดุเพาะจากก๎อน       

เชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ  
สูตร วัสดุหลัก (%) วัสดุเสริม (%) วัสดุเสริมอ่ืนๆ (%) 
1 ขี้เลื้อยไม๎ยางพารา 100 

ร าข๎าวละเอียด 100 
ภูไมท์ 2 
ดีเกลือ 0.2 
น้ าสะอาด 70-80 

2 ก๎อนเชื้อเห็ดเกํา 100 
3 ก๎อนเชื้อเห็ดเกํา 75 + ขี้เลื่อยไม๎ยางพารา 25 
4 ก๎อนเชื้อเห็ดเกํา 50 + ขี้เลื่อยไม๎ยางพารา 50 
5 ก๎อนเชื้อเห็ดเกํา 25 + ขี้เลื่อยไม๎ยางพารา 75 

 
 การทดลองที่ 3: การศึกษาประสิทธิภาพการเพาะเห็ดแครงถุงโดยการใช๎วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ด
เกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ และการใช๎การมะพร๎าวสดทดแทนร าข๎าวละเอียด มีจ านวน 11 สิ่งทดลอง แตํละสิ่ง
ทดลองท า 3 ซ้ า แตํละซ้ าประกอบด๎วยก๎อนเชื้อเห็ดจ านวน 10 ถุง แตํละสิ่งทดลองสามารถแจกแจง
รายละเอียดไว๎ (ตารางท่ี 8) ดังนี้ 
 สิ่งทดลองท่ี 1: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป (ขี้เลื่อยใหมํ) 100 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวสดทดแทนร า 100 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 2: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 100 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวสดทดแทนร า 100 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 3: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 25 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวสดทดแทนร า 25 เปอร์เซ็นต ์
 สิ่งทดลองท่ี 4: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 25 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวสดทดแทนร า 50 เปอร์เซ็นต ์
 สิ่งทดลองท่ี 5: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 25 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวสดทดแทนร า 75 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 6: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 50 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวสดทดแทนร า 25 เปอร์เซ็นต ์
 สิ่งทดลองท่ี 7: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 50 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวสดทดแทนร า 50 เปอร์เซ็นต์  
 สิ่งทดลองท่ี 8: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 50 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวสดทดแทนร า 75 เปอร์เซ็นต์  
 สิ่งทดลองท่ี 9: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 75 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวสดทดแทนร า 25 เปอร์เซ็นต์  
 สิ่งทดลองท่ี 10: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 75 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวสดทดแทนร า 50 เปอร์เซ็นต์  
 สิ่งทดลองท่ี 11: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 75 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวสดทดแทนร า 75 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางที่ 8  สูตรอาหารการเพาะเห็ดแครง Schizophyllum commune โดยการใช๎วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อ
เห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ รํวมกับการใช๎กากมะพร๎าวสดทดแทนร าข๎าวะเอียด 

 สูตร 
วัสดุหลัก (%) วัสดุเสริม (%)  

สํวนผสมอื่นๆ (%) 
ขี้เลื่อยไม๎ยางพารา 

ก๎อนเชื้อเห็ด
เกํา 

ร าข๎าวละเอียด กากมะพร๎าวสด 

1 100 0 0 100 

 
 
 
 
ภูไมท์ 2 
ดีเกลือ 0.2 
น้ าสะอาด 70-80 
 
 
 
 

2 0 100 0 100 

3 75 25 75 25 

4 75 25 50 50 

5 75 25 25 75 

6 50 50 75 25 

7 50 50 50 50 

8 50 50 25 75 

9 25 75 75 25 

10 25 75 50 50 

11 25 75 25 75 
 

 การทดลองที่ 4: การศึกษาประสิทธิภาพการเพาะเห็ดแครงถุงโดยการใช๎วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ด
เกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ และการใช๎การมะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร าข๎าวละเอียด มีจ านวน 11 สิ่งทดลอง แตํละ
สิ่งทดลองท า 3 ซ้ า แตํละซ้ าประกอบด๎วยก๎อนเชื้อเห็ดจ านวน 10 ถุง แตํละสิ่งทดลองสามารถแจกแจง
รายละเอียดไว๎ (ตารางท่ี 9) ดังนี้ 
 สิ่งทดลองท่ี 1: สูตรอาหารเพาะเห็ดแครงทั่วไป (ขี้เลื่อยใหมํ) 100 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 100 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 2: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 100 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 100 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 3: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 25 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 25 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 4: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 25 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 50 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 5: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 25 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 75  เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 6: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 50 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 25 เปอร์เซ็นต์ 
 สิ่งทดลองท่ี 7: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 50 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 

มะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 50 เปอร์เซ็นต์  
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 สิ่งทดลองท่ี 8: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 50 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 
มะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 75 เปอร์เซ็นต์  

 สิ่งทดลองท่ี 9: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 75 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 
มะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 25 เปอร์เซ็นต์ 

สิ่งทดลองท่ี 10: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 75 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 
มะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 50 เปอร์เซ็นต์  

 สิ่งทดลองท่ี 11: วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อยใหมํ 75 เปอร์เซ็นต์ รํวมกับการใช๎กาก 
มะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร า 75 เปอร์เซ็นต์ 
 

ตารางท่ี 9  สูตรอาหารการเพาะเห็ดแครง Schizophyllum commune โดยการใช๎วัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อ
เห็ดเกําทดแทนข้ีเลื่อยใหมํ รํวมกับการใช๎กากมะพร๎าวตากแห๎งทดแทนร าข๎าวละเอียด 

สูตร 
วัสดุหลัก (%) วัสดุเสริม (%)  

สํวนผสมอื่นๆ (%) 
ขี้เลื่อยไม๎ยางพารา ก๎อนเห็ดเกํา ร าข๎าวละเอียด 

กากมะพร๎าว
อบแห๎ง 

1 100 0 0 100  
 
 
 
ภูไมท์ 2 
ดีเกลือ 0.2 
น้ าสะอาด 70-80 

2 0 100 0 100 
3 75 25 75 25 
4 75 25 50 50 
5 75 25 25 75 
6 50 50 75 25 
7 50 50 50 50 
8 50 50 25 75 
9 25 75 75 25 
10 25 75 50 50 
11 25 75 25 75 

 
 หมายเหตุ การเตรียมกากมะพร๎าวที่ใช๎ในการศึกษาเป็นกากมะพร๎าวสดควรน ามาจากการคั้นกะทิ ใน
รูปกากสด คือน ามาจากการคั้นใหมํๆ ยังไมํมีการบูดหรือเนําเสีย และกากมะพร๎าวแห๎ง โดยการน าไปอบแห๎งที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ผํานการท าให๎แห๎งโดยใช๎เครื่องอบ เพ่ือการลดกลิ่นหืน และ
ลดการปนเปื้อนได๎ ให๎แห๎งจนเหลือความชื้นประมาณร๎อยละ 14-16 แล๎วจึงน าไปทดลอง (นฤมล และคณะ, 
2556; สุเนตรา และคณะ, 2556)   
   
3. วิธีการด าเนินการวิจัย 
 1. เก็บรวบรวมแหลํงการเพาะเห็ดแครงเพ่ือการค๎าในจังหวัดนครศรีธรรมราช เห็ดแครงที่เกิดใน
ธรรมชาติ พร๎อมทั้งส ารวจวัสดุที่ใช๎เพะเห็ด สูตรอาหารในการเพาะเห็ดของแตํละพ้ืนที่ การเกิดดอกเห็ดใน
ธรรมชาติในรอบปี รวบรวมปัญหาที่เกษตรกรประสบในการเพาะเห็ดแครง พร๎อมเก็บตัวอยํางสายพันธุ์เห็ด
แครงที่พบตามธรรมชาติ และสายพันธุ์เห็ดแครงที่ฟาร์มเห็ดของเกษตรกรที่ใช๎เพาะ ทั้งนี้สอบถามราคาต๎นทุน 
ก าไร และคําตอบแทนของการเพาะเห็ดแครง 
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 2. การเตรียมหัวเชื้อเห็ด  
เลี้ยงเส๎นใยเห็ดเห็ดแครงบนอาหาร พี ดี เอ เมื่อเส๎นใยเจริญเติบโตเต็มที่ จึงท าการย๎ายเส๎นใยเห็ดบนเมล็ดข๎าว
ฟุาง โดยน าเมล็ดข๎าวฟุางแชํน้ าไว๎ 1 คืน ต๎มหรือนึ่งให๎สุก เทน้ าทิ้ง เกลี่ยและตากไว๎ให๎หมาด น าเมล็ดข๎าวฟุาง
กรอกใสํขวดแบน ประมาณ 2/3 ของขวด ปิดด๎วยจุกส าลีและกระดาษ นึ่งฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว เป็นเวลา 15-20 นาที เมื่อเมล็ดข๎าวฟุางเย็นจึงเขี่ยหัวเชื้อเห็ดลงไป
เพาะเลี้ยง รอจนเส๎นใยเห็ดเจริญเต็มเมล็ดข๎าวฟุางใช๎เวลาประมาณ 10-15วัน จึงเดินเต็มวัสดุเพาะ น าไปเพาะ
ลงในวัสดุเพาะในถุงพลาสติกตํอไป 
 3. การเพาะเห็ดแครงโดยวิธีการเพาะในถุงพลาสติก ใช๎สูตรอาหาร ซึ่งประกอบด๎วย  
  ขี้เลื่อยไม๎ยางพารา   100 กิโลกรัม 
  ร าละเอียด หรือปลายข๎าว  50 กิโลกรัม 
  ภูไมท ์    2 กิโลกรัม 
  ดีเกลือ    0.2 กิโลกรัม 
  น้ าสะอาด   75-80 กิโลกรัม 
  โดยน้ าหนักผสมให๎เข๎ากัน ใสํน้ าลงไปให๎มีความชื้นประมาณ 65 เปอร์เซ็นต์ ไมํให๎แห๎งหรือ
เปียกเกินไป ทดสอบโดยการใช๎มือก าขี้เลื่อย หากคลายมือออก ขี้เลื่อยจับกันเป็นก๎อนหลวมๆ พอดี แสดงวํา
ใช๎ได๎ แตํถ๎าขี้เลื่อยกระจายรํอนออกให๎เติมน้ าลงไปจนพอดี บรรจุใสํถุงร๎อนพับก๎นประมาณ 500กรัมตํอก๎อน 
เว๎นปากถุงไว๎ส าหรับสวมคอขวดพลาสติกเพ่ือการเขี่ยเชื้อภายหลังยกถุงกระทุ๎งเบาๆ เพ่ือให๎ขี้เลื่อยแนํนหรือ
อาจใช๎มือกดลงไปให๎แนํนรวบปากถุงและใช๎คอขวดสวมลงไป  ใช๎มือดึงถุงให๎ตึงแล๎วรวบปากถุงลงมาด๎านนอก
ใช๎ยางรัดให๎แนํนก็จะท าให๎ปากถุงก๎อนเชื้อแคบลงมีขนาดเทํากับคอขวด และคงรูปรําง เพ่ือใช๎ส าหรับเขี่ยเชื้อ
เห็ดลงไปใช๎ไม๎เจาะเป็นรูลึกลงไปประมาณ 5 เซนติเมตร อุดด๎วยส าลี หุ๎มด๎วยกระดาษแล๎วรัดด๎วยยาง หรืออาจ
ใช๎ฝาครอบส าลีแทนกระดาษก็ได๎เพ่ือไมํให๎ส าลีเปียกเวลานึ่ง 
 การนึ่งฆําเชื้อในขั้นตอนการเพาะเห็ดเมื่อเตรียมถุงก๎อนเชื้อเสร็จเรียบร๎อย ให๎น าไปนึ่งฆําเชื้อด๎วยหม๎อ
นึ่งความดัน 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15-20 นาที (ขึ้นกับลักษณะของ
หม๎อและปริมาณก๎อนเชื้อ) หรือนึ่งด๎วยหม๎อนึ่งแบบลูกทุํงใช๎เวลา 3-4 ชั่วโมง ไฟแรงสม่ าเสมอ หลังจากนึ่ง
เรียบร๎อยแล๎วน าก๎อนเชื้อออกมาวางเรียงกัน รอจนกระทั่งก๎อนเชื้อเย็น จึงสามารถเขี่ยหัวเชื้อจากเมล็ดข๎าวฟุาง
ตํอไปได ๎
 วางก๎อนเชื้อเรียงกันเป็นแถว ให๎สามารถท างานได๎อยํางสะดวกและรวดเร็ว เปิดเอากระดาษที่หุ๎มส าลี
อยูํออก แตํยังไมํต๎องเปิดจุกส าลี และระวังไมํให๎ส าลีหลุดออกจากคอขวด ควรเช็ดมือด๎วยแอลกอฮอล์ น าเอา
ขวดหัวเชื้อเมล็ดข๎าวฟุางที่คัดเลือกไว๎แล๎ว ใช๎มือเขยําในขณะที่ยังปิดจุกส าลีอยูํเพ่ือให๎เมล็ดข๎าวฟุางกระจายดี
เสียกํอน ถอดจุกส าลีที่ขวดเมล็ดข๎าวฟุางออก น าปากขวดไปลนไฟจากตะเกียงแอลกอฮอล์ ในชํวงนี้ถ๎าเมล็ด
ข๎าวฟุางในขวดยังไมํรํวน  จะใช๎ช๎อนตักเข๎าไปในขวด เพ่ือเขี่ยเมล็ดข๎าวฟุางในขณะที่ปากขวดยังลนไปอยูํก็ได๎ 
ในมืออีกข๎างหนึ่งเปิดจุกส าลีก๎อนเชื้อ แล๎วเทหัวเชื้อลงไปในถุงประมาณ 15-20 เมล็ด จากนั้นจึงรีบปิดจุกส าลี
ทันที อาจไมํต๎องใช๎กระดาษปิดทับ แตํควรแนํใจวําอุดจุกส าลีได๎แนํนพอ ถุงตํอไปก็ท าเชํนเดียวกัน ทุก 3-4 ถุง 
ควรลนปากขวดด๎วยตะเกียงแอลกอฮอล์ครั้งหนึ่ง หัวเชื้อที่เปิดขวดออกมาแล๎วควรใช๎ให๎หมด หากมีเหลือไมํ
ควรน ามาใช๎ตํอไปอีก เพราะหัวเชื้ออาจเสียได๎ เฉลี่ยแล๎วหัวเชื้อหนึ่งขวด จะใช๎เขี่ยเชื้อลงถุงได๎ประมาณ 50-60 
ถุง ข๎อแนะน าส าหรับการปฏิบัติงานควรใช๎คนที่ช านาญ อยํางน๎อย 2 คนชํวยกัน โดยคนหนึ่งคอยเปิดจุกส าลี 
อีกคนหนึ่งก็เทเชื้อจะท าให๎สะดวกขึ้นน าเข๎าโรงเรือนบํมเพาะ เห็ดแครง บํมเส๎นใยในสภาพมืดสลัวที่
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อุณหภูมิห๎อง ในเวลาประมาณ 15-20 วัน เส๎นใยจะเจริญเต็มถุง ซึ่งหลังจากเส๎นใยเต็มถุงจึงให๎แสงในโรงบํม 
ซึ่งแสงจะกระตุ๎นให๎เห็ดสร๎างตุํมดอกจะสังเกตเส๎นใยเริ่มเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลจึงน าไปเปิดดอก 
 การเปิดดอก เมื่อเส๎นใยเริ่มเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลจึงน าไปเปิดดอกโดยดึงจุดส าลีและคอขวดด๎านบนออก 
ใช๎ยางรัดปิดปากถุงให๎แนํนแล๎วกรีดด๎านข๎างให๎เป็น มุมเฉียงจากบนลงลํางทั้ง 4 มุมของถุงหรือจะกรีดเป็น 4 
แผล แล๎วน าไปแขวนในโรงเรือน การรดน้ า ควรจะติดระบบสปริงเกอร์ ให๎น้ าเช๎าและเย็นหากรดน้ ามากเกินไป
ก๎อนเห็ดจะดูดน้ าเข๎าไปท าให๎ก๎อนเชื้อเสียและปนเปื้อนจุลินทรีย์อื่น 
 
4. การบันทึกข้อมูล 
 1. การเจริญของเชื้อในก๎อนเชื้อเห็ดแครง (เซนติเมตร) หลังใสํหัวเชื้อ โดยวัดความยาวของก๎อนที่เชื้อ
เห็ดจากคอก๎อนจนถึงก๎นของก๎อนเพาะเชื้อท าการทดลอง 4 ซ้ า แตํละซ้ าประกอบด๎วยก๎อนเชื้อเห็ดจ านวน 10 
ถุง วัดทุกๆ 7 วัน 
 2. ผลผลิตรวมทั้งหมด โดยชั่งน้ าหนักจ านวนดอกเห็ดของแตํละบาดแผล ท าการทดลอง 4 ซ้ า แตํละ
ซ้ าประกอบด๎วยก๎อนเชื้อเห็ดจ านวน 10 ถุง  
 3. จ านวนดอก โดยนับจ านวนดอกเห็ดของแตํละก๎อน จ านวน 4 ซ้ า แตํละซ้ าประกอบด๎วยก๎อนเชื้อ
เห็ดจ านวน 10 ถุง (สุํมเก็บจ านวนดอกเห็ดทั้งหมด 20 ถุง) 
 4. ความยาวดอก โดยสุํมวัดความยาวของดอกของแตํละก๎อน จ านวน 4 ซ้ า แตํละซ้ าประกอบด๎วย
ก๎อนเชื้อเห็ดจ านวน 10 ถุง (สุํมเก็บจ านวนดอกเห็ดทั้งหมด 20 ถุง) 
 5. ความกว๎างดอก โดยสุํมวัดความกว๎างของดอกของแตํละก๎อน จ านวน 4 ซ้ า แตํละซ้ าประกอบด๎วย
ก๎อนเชื้อเห็ดจ านวน 10 ถุง (สุํมเก็บจ านวนดอกเห็ดทั้งหมด 20 ถุง) 
 6. วัดคําความเป็นกรด-ดําง ของก๎อนเชื้อเห็ดกํอนและหลังการเพาะเห็ดท าการทดลอง 4 ซ้ า  
 7. หาเปอร์เซ็นต์ก๎อนเสีย กํอนและหลังการเปิดดอกของก๎อนเห็ดแครงและเก็บตัวอยํางเชื้อสาเหตุที่
พบ 
 8. ค านวณหาต๎นทุนและผลตอบแทนการเพาะเห็ดแครงในอัตราสํวนของกากมะพร๎าวสดตํอกาก
มะพร๎าวแห๎งและอัตราสํวนร าข๎าวละเอียดในแตํละการทดลอง  
 9. วิเคราะห์องค์ประกอบทางอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรต และโปรตีนที่มีในดอกเห็ดแครงของแตํละ
สิ่งทดลอง 
 
5. การวิเคราะห์ข้อมูล 
 น าข๎อมูลที่ได๎จากการทดลองมาวิเคราะห์หาคําความแปรปรวนเปรียบเทียบความแตกตํางของคําเฉลี่ย
ในแตํละสิ่งทดลองโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
 
6. สถานที่ท าการทดลอง 
 โรงเรือนเพาะเห็ด สาขาพืชศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย 
วิทยาเขตนครศรีธรรมราช 1 09 หมูํ 2 ต าบลถ้ าใหญํ อ าเภอทุํงสง จังหวัดนครศรีธรรมราช 
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2.2 โครงการวิจัยย่อยที่ 2 การใช้ประโยชน์จากสารทุติยภูมิจากเห็ดแครง (Schizophyllum 
commune) ในการเป็นสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรค และสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในระบบการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 
วิธีการด าเนินการวิจัย และสถานที่ท าการทดลอง / เก็บข้อมูล 
1. การเตรียมตัวอย่างเห็ดแครง 

น าเศษเหลือเห็ดแครงที่ เหลือจากการตัดแตํงกํอนจ าหนําย ที่ ได๎จากสาขาพืชศาสตร์  คณะ
เกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย วิทยาเขตนครศรีธรรมราช ซึ่งท าการเพาะโดยใช๎ก๎อน
เห็ดที่เตรียมท าจากการใช๎สูตรขี้เลื่อยไม๎ยางพารา 100 กิโลกรัม ร าละเอียด 50 กิโลกรัม ภูไมซ์ 2 กิโลกรัม ดี
เกลือ 0.2 กิโลกรัม น้ า 80 ลิตร  

น าเห็ดแครงที่รวบรวมได๎ ล๎างด๎วยน้ าสะอาด น าไปอบในตู๎อบลมร๎อน ที่อุณหภูมิไมํเกิน 50 องศา
เซลเซียส จนกวําจะแห๎ง น ามาหั่นให๎ละเอียด เพ่ือเตรียมการสกัดตามหัวข๎อตํอไป  

 
2. กระบวนการสกัดสารสกัดจากเห็ดแครง  

2.1 การสกัดหยาบ  
น าเห็ดแครงอบแห๎งที่เตรียมไว๎ มาแชํสกัดในตัวท าละลายจ านวน 6 ชนิด คือ น้ า, 100% methanol, 

95% ethyl alcohol, ethyl acetate, dichloromethane และ hexane ในอัตราสํวนน าหนักตัวอยําง 
(กิโลกรัม) ตํอปริมาตรตัวท าละลาย (ลิตร) 1: 2 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล๎วน าไปกรองด๎วยกระดาษกรอง น ากาก
มาแชํซ้ าด๎วยตัวท าลายชนิดเดิมอีกจนกวําจะได๎สารละลายสกัดใส เพ่ือให๎การสกัดเกิดข้ึนอยํางสมบูรณ์ จากนั้น
น าสารสกัด (ของเหลว) ที่ได๎ไประเหยแห๎งด๎วยเครื่องระเหยสุญญากาศ (rotary evaporator) เพ่ือให๎ได๎สาร
สกัดหยาบที่แห๎งที่สุด แล๎วค านวณผลผลิตที่ได๎จากการสกัดเห็ดแครงที่ได๎จากสารสกัดแตํละชนิด เก็บสารสกัด
หยาบที่ได๎ใสํภาชนะปิดสนิท เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือใช๎ทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพตํอไป  
(Natarajan et al., 2005) 

 
3. การศึกษาองค์ประกอบขั้นพื้นฐานทางเคมีของสารสกัดหยาบ 

3.1 น าสารสกัดหยาบในแตํละชั้น วิเคราะห์โดยวิธีโครมาโทรกราฟีแบบเยื่อบาง  Thin Layer 
Chromatography (TLC) ละลายสิ่งสกัดในแตํละตัวท าละลายด๎วยตัวท าละลายที่เหมาะสมประมาณ 0.5 
มิลลิกรัม: ตัวท าละลาย 1 มิลลิลิตร ในขวดแก๎วเล็ก (vial) ใช๎หลอดคาปิลลารี (capillary) ดูดสารละลายสิ่ง
สกัดหยาบแต๎มลงบนแผํน TLC รอจนแห๎ง น าไปแยกแถบสารในตัวท าละลายอินทรีย์ที่ก าหนด (mobile 
phase) เมื่อเคลื่อนที่ตามที่ก าหนดแล๎วเอาออกจากตัวท าละลายอินทรีย์ (mobile phase) ตั้งทิ้งไว๎จนแห๎ง 
จากนั้นน าไปตรวจสอบภายใต๎เครื่อง Ultraviolet (UV) (Lambomed, รุํน UV-VIS Auto, UV-2602) ที่ความ
ยาวคลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร พํนด๎วย Anisaldehyde ลงบนแผํน TLC แล๎วน าไปให๎ความร๎อนสังเกตสี
ที่เกิดขึ้น เพ่ือให๎ทราบกลุํมของสารที่มีอยูํในสิ่งสกัดหยาบ 

3.2 การวิเคราะห์ด๎วย High-performance liquid chromatography (HPLC) หลังจากสกัดสาร
ด๎วยวิธีการสกัดหยาบแล๎วจากนั้นน ามาวิเคราะห์การแยกสารเคมีภายใต๎ความดันของเหลวเป็นเทคนิคการ
วิเคราะห์สารเชิงคุณภาพ (qualitative analysis) และปริมาณ (quantitative analysis) โดยสามารถ
วิเคราะห์เพ่ือบอกชนิดของสารและปริมาณของสารเบื้องต๎นได๎และใช๎กับงานด๎านตํางๆ อยํางกว๎างขวาง เพ่ือ
แสดงผลออกมาเป็น chromatogram  
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3.3 การศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารต๎านอนุมลอิสระของสารสกัดจากเห็ดแครง 
วิธีที่น ามาใช๎ในการทดสอบฤทธิ์ต๎านอนุมูลอิสระ ได๎แกํ วิธี DPPH radical Scavenging activity, วิธี 

Scavenging activity of ABTS radical และวิธี Metal chelating activity โดยมีรายละเอียดดังตํอไปนี้ 
3.3.1 วิธี DPPH radical Scavenging activity  
การตรวจวิเคราะห์การยับยั้งอนุมูล DPPH• โดยดัดแปลงจากวิธีของ (Shimada et al., 

1992)  เป็นการศึกษาความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ โดยการทดสอบด๎วยวิธีทางเคมีโดยใช๎สารที่มี
คุณสมบัติเป็นอนุมูลอิสระในที่นี้ก็คืออนุมูลอิสระ ดีพีพีเอช (DPPH•, diphenyl-picryhydrazyl radical) ซึ่ง
เป็นสารสังเคราะห์ที่อยูํในรูปอนุมูลอิสระที่คงตัวมีสีมํวง ซึ่งสามารถทดสอบได๎โดยการเติ มสารสกัดที่ความ
เข๎มข๎นตํางๆ คือ 0.0000, 0.0125, 0.0250, 0.0500 และ 0.1000 ppm ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงใน
สารละลาย DPPH ความเข๎มข๎น 0.1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากันและทิ้งไว๎ในที่มืด 30 
นาที เมื่อ DPPH• ได๎รับ Hydrogen atom จากสารสกัดเห็ดแครงที่ใช๎ในการทดสอบ  สารละลายสีมํวงจะ
เปลี่ยนเป็นสีเหลือง  ซึ่งสามารถวัดคําดูดกลืนแสงได๎ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร  โดยใช๎ BHT เป็น 
standard control น าคําดูดกลืนแสงที่ได๎มาค านวณ % การยับยั้ง (% inhibition) ตามสมการดังนี้ 

 
 

 
 
 
เมื่อ A517control    =  คําการดูดกลืนแสงของตัวท าละลายควบคุม (ตัวท าละลาย + DPPH)  
      A517sample    = คําการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยําง (สารสกัด + DPPH) 

 

3.3.2 วิธี Scavenging activity of ABTS radical             
เป็นวิธีการวัดความสามารถในการฟอกสีอนุมูลอิสระเอบีทีเอส (ABTS•+,2,2′-azino-bis (3-

ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid) radical) ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์ ดัดแปลงตามวิธีการของ Re et 
al., (1999) โดยการผสมสารละลาย ABTS•+ ความเข๎มข๎น 7 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร กับสาร
โพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) ความเข๎มข๎น 140 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 35.5 ไมโครลิตร ในขวดสีชาตั้งทิ้ง
ไว๎ในที่มืด 16 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห๎อง จะได๎ Stock ABTS radical cation ที่มีสีน้ าเงินอมเขียว กํอนน ามาท าการ
ทดลองจะต๎องเจือจาง Stock ABTS radical cation ด๎วยน้ ากลั่นให๎ได๎คําดูดกลืนแสง เทํากับ 0.70±0.05 
(ต๎องเตรียมใหมํทุกครั้งกํอนการใช๎งาน) เติมสารสกัดที่ความเข๎มข๎นตํางๆ คือ 0.0000, 0.0125, 0.0250, 
0.0500 และ 0.1000 ppm  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง ผสมกับสารละลาย ABTS•+  0.9 
มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากัน ทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง 6 นาที เมื่ออนุมูลอิสระได๎รับ Hydrogen atom จากสารสกัดเห็ด
แครงที่ใช๎ในการทดสอบ จะท าให๎สี ABTS+• จางลง  สามารถวัดคําการดูดกลืนแสงได๎สูงสุดที่ความยาวคลื่น 
734 นาโนเมตร  โดยใช๎น้ ากลั่นเป็นชุดควบคุม และใช๎ trolox เป็น standard control น าคําที่ได๎ไป
ค านวณหา % การยับยั้ง ตามสมการดังนี้ 

 
 
 
 

 

% inhibition =     (A517control – A517sample)   x 100 
A517control 
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เมือ่ A734control    =  คําการดูดกลืนแสงของสารควบคุม (ABTS+• ที่เจือจางแล๎ว)  
     A734sample    =  คําการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอยําง (สารสกัด + ABTS+•) 

 
3.3.3 วิธี Metal chelating activity 
เป็นการวิเคราะห์กิจกรรมต๎านอนุมูลอิสระด๎วยการทดสอบความสามารถในการแยํงจับโลหะ

ไอออน ตามวิธีของ Dinis et al., (1994) โดยเตรียมตัวอยํางสารสกัดที่เข๎มข๎นตํางๆ ปริมาตร 0.80 มิลลิลิตร 
ในหลอดทดลอง และใช๎น้ ากลั่นปราศจากไอออนเป็นชุดควบคุม เติมสารละลาย   เฟอร์รัสคลอไรด์ (FeCl2)  
ความเข๎มข๎น 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร และเติมเฟอร์โรซีน (Ferrozine) ความเข๎มข๎น 5 มิลลิโม
ลาร์ ปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร เขยําอยํางรวดเร็ว บํมที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 10 นาที เมื่อเติมสาร Ferrozine 
ลงไป จะไปจับกับ Fe2+ แล๎วจะให๎สีมํวง  และถ๎าสารสกัดสาหรํายมีความสามารถในการแยํงจับโลหะ Fe2+ จะ
ท าให๎สีมํวงจางลง สามารถวัดคําดูดกลืนแสงได๎สูงสุดที่ความยาวคลื่น 562 นาโนเมตร โดยใช๎ EDTA เป็น 
standard control  น าคําที่ได๎ไปค านวณหา % inhibition ตามสมการดังนี้ 
 

 
 

 
 
เมื่อ A562control    =  คําการดูดกลืนแสงของสารควบคุม (น้ ากลั่นปราศจากไอออน + FeCl2 + 

Ferrozine)  
A562sample     = คา่การดดูกลนืแสงของสารละลายตวัอยา่ง (สารสกดั + FeCl2 + Ferrozine) 

                 
3.4 การวิเคราะห์การออกฤทธิ์ต๎านเซลล์มะเร็ง โดยสํงตัวอยํางสารสกัดไปวิเคราะห์ ณ ศูนย์พันธุ

วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหํงชาติ เพ่ือทดการทดสอบความเป็นพิษตํอเซลล์มะเร็ ง ประกอบด๎วย
เซลล์มะเร็ง 5 ชนิดคือ  

 1. HepG2 :  Cytotoxicity against human hepatocarcinoma ATCC HB-8065 (มะเร็งตับ) 
 2. Caco2 :  Cytotoxicity against human caucasian colon adenocarcinoma  ATCC HTB-

37 (มะเร็งล าไส๎ใหญํ)  
3.  KB-Oral cavity cancer : Anti-Cancer (มะเร็งชํองปาก)  
4. MCF7-breast cancer : Anti-Cancer (มะเร็งเต๎านม) 
5. NCI-H187-Small cell lung cancer:Anti-Cancer (มะเร็งปอด) 
และเซลล์ไข๎หวัดนก 1 ชนิด คือเซลล์ NA:  Neuraminidase inhibition assay โดยเปรียบเทียบกับ

เซลล์ปกติคือ  African green monkey kidney : Cytotoxicity against Vero cells (ไตลิง) 
 

 

% inhibition =     (A734control – A734sample)   x 100 
  A734control 

 

% inhibition =    (A562control – A562sample)    x 100 
           A562control 
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4. การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเห็ดแครงในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรค เพื่อหาค่า 
Minimum inhibitory concentration (MIC) โดยใช้วิธี broth dilution method และ disc 
diffusion method 

4.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียกํอโรค 
           เชื้อ Aeromonas hydrophila และ streptococcus agalactiae ซึ่งเป็นเชื้อกํอโรคในสัตว์น้ าที่ใช๎
ในการศึกษาครั้งนี้ได๎รับการเอ้ือเฟ้ือจากศูนย์วิจัยสุขภาพสัตว์น้ ากิจการ ศุภมาตย์ ภาควิชาวาริชศาสตร์ คณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญํ มาบํมไว๎ในอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส 
จากนั้นน าไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ trypticase soy agar (TSA) บํมไว๎เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าเชื้อที่
เจริญเติบโตเต็มที่แล๎วมาท าสารละลายด๎วยน้ าเกลือ 0.85% ในสํวนของเชื้อ Aeromonas hydrophila และ 
Streptococcus agalactiae ให๎มีมีปริมาณเซลล์แบคทีเรีย 108 เซลล์ตํอมิลลิลิตร โดยการวัดคํา Optical 
density (OD) เทํากับ 0.15 ด๎วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร กํอนน าไป
ทดสอบด๎วยสารสกัดหยาบ 

4.2 การเตรียมสารละลายสกัดหยาบ 
             น าสารสกัดหยาบที่เตรียมได๎จากขั้นตอนที่ 2.1 มาชั่งในปริมาณ 0.1 กรัม ละลายในตัวท าละลาย 
(ชนิดนั้นๆ) 5 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงจนเนื้อสารละลาย เก็บไว๎ในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กํอน
น าไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย ด๎วยวิธี วิธี broth dilution method และ วิธี disc 
diffusion method เพ่ือคัดเลือกวําสารสกัดชนิดไหนสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียกํอโรค
ในปลาเศรษฐกิจ โดยเปรียบเทียบกับการใช๎สารปฏิชีวนะ ชนิด Oxytetracyclin และ Norfloxacin  
    การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเห็ดแครงในการยับยั้ง เชื้อแบคทีเรียกํอโรค เพ่ือหา
คํา Minimum inhibitory concentration (MIC) โดยใช๎วิธี broth dilution method และ disc diffusion 
method 

 I. Broth dilution method ส าหรับการศึกษาแบคทีเรียกํอโรค 
   1. การเตรียม stock เตรียมสารสกัดหยาบ ให๎ได๎ความเข๎มข๎นในระดับตําง ๆ ภายใต๎ตัว

ละลายที่เหมาะสม ที่ให๎คําสารทุติยภูมิสูงสุด (ตามผลการวิเคราะห์ทางเคมี: HPLC)  
    2. การทดสอบ น าสารละลายเชื้อแตํละชนิดที่เตรียมไว๎มาใสํในอาหารเหลว Trypticase 

soy broth (TSB) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หลังจากนั้นใสํสารสกัดหยาบตามปริมาณที่ก าหนดจากความ
เข๎มข๎นต่ าไปสูง  น าไปบํมที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง จากนั้นน า
สารละลายเชื้อ 100 ไมโครลิตร มาเลี้ยงในอาหาร TSA น าไปบํมที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 – 
48 ชั่วโมง ประเมินคําความเข๎มข๎นของสิ่งสกัดท่ีต่ าที่สุดที่สามารถก าจัดเชื้อแบคทีเรียได๎ (ESCMID, 2003) 

II. Disc diffusion method ส าหรับการศึกษาแบคทีเรีย  
   1. การเตรียม stock น าสารกัดหยาบที่เตรียมไว๎ เตรียมให๎ได๎ความเข๎มข๎นจากน๎อยไปมาก 

ประมาณ 6-7 ความเข๎มข๎น โดยวิธี two-fold dilution method 
                        2. การเตรียม sensitivity disc น าสารสกัดที่เตรียมไว๎ในแตํละความเข๎มข๎น ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษทดสอบ ที่ปลอดเชื้อ ขนาดเส๎นผําศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร แล๎วอบที่อุณหภูมิ 33 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จะได๎ sensitivity disc ที่พร๎อมจะใช๎งาน  

     3. การด าเนินการทดลอง น าสารละลายเชื้อแบคทีเรีย หรือเชื้อรา ที่เตรียมไว๎จากขั้นตอน
ที่ 3.1 -3.2 มาเกลี่ย (swap) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไว๎จนหน๎าอาหารแห๎ง วาง sensitivity disc ลงบนอาหาร 
น าไปบํมที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกผลโดยการวัดขนาดเส๎นผําศูนย์กลางของ 
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inhibition zone (Islam et al., 2008) เปรียบเทียบขนาดเส๎นผําศูนย์กลางของ inhibition zone ที่ได๎จาก
แตํละความเข๎มข๎นของสารสกัด เพ่ือประเมินคํา MIC 

 
5. การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบในการออกฤทธิ์ต้านภาวะเครียดออกซิเดชันในปลา  

5.1 การเตรียมสารสกัดหยาบ 
5.1.1 คัดเลือกชนิดของสารสกัดหยาบจากเห็ดแครงที่ได๎ผลผลิต (% yield) ของสารสกัดใน

ประมาณสูง  ประกอบกับชนิดของสารสกัดจากเห็ดแครงที่ให๎มีคุณสมบัติการตํอต๎านอนุมูลอิสระท้ัง 3 ชนิด ใน
ระดับสูง 4 อันดับแรก เพ่ือน ามาใช๎ในการผสมในอาหารเพ่ือทดสอบในตัวปลาตํอไป โดยคัดเลือกสารสกัด
หยาบที่สกัดด๎วยสารสกัด 4 ชนิดคือ น้ า เมทานอล 2-บิวทานอล และไดคลอโรมีเทน  

5.1.2 การเตรียมสารสกัดหยาบ 
ท าการสกัดสารสกัดหยาบตามวิธีในข๎อ 2.1 และท าแห๎งโดยใช๎ Rotary evaporation ที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และเก็บสารสกัดหยาบไว๎ในตู๎เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอน าไปใช๎ผสม
ในอาหารตํอไป 

5.2 การเตรียมอาหารทดลอง 
  5.2.1 การวิเคราะห์องประกอบทางเคมีของวัตถุดิบที่น ามาใช๎ในการผลิตอาหารทดลอง และ

เศษเหลือเห็ดแครง ประกอบด๎วยคือ โปรตีน ไขมัน ความชื้น และเถ๎า ตามวิธีของ AOAC (1990) เพ่ือใช๎ในการ
ค านวณสูตรอาหาร 

5.2.2 การเตรียมอาหารทดลอง 
สูตรอาหารทดลอง 
อาหารทดลองมี 7 สูตร ก าหนดให๎อาหารมีปริมาณโปรตีนและไขมันเทํากันที่ระดับ 35% และ 

6% ตามล าดับ (มีองค์ประกอบของอาหารทดลองแสดงดังตารางที่ 5) ประกอบด๎วย  
อาหารสูตรที่ 1 อาหารสูตรควบคุม (อาหารที่ไมํมีการใช๎สารสกัดจากเห็ดแครง) (Control) 
อาหารสูตรที่ 2 อาหารผสมเศษเหลือจากเห็ดแครงปุน ระดับ 1% (1% NS) 
อาหารสูตรที่ 3 อาหารสารสกัดจากเห็ดแครงด๎วยน้ า ระดับ 0.5% (0.5% WS) 
อาหารสูตรที่ 4 อาหารสารสกัดจากเห็ดแครงด๎วยเมทานอล ระดับ 0.5% (0.5% MS) 
อาหารสูตรที่ 5 อาหารสารสกัดจากเห็ดแครงด๎วย2-บิวทานอล ระดับ 0.5% (0.5% BS) 
อาหารสูตรที่ 6 อาหารสารสกัดจากเห็ดแครงด๎วยไดคลอโรมีเทน ระดับ 0.5% (0.5% DS) 
อาหารสูตรที่ 7 อาหารทางการค๎าที่มีระดับโปรตีนใกล๎เคียงกับอาหารสูตรควบคุม (Ref) 
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ตารางท่ี 5 องค์ประกอบของอาหารทดลองส าหรับปลาดุก (กรัม/ 100 กรัม อาหาร) 
 

วัตถุดิบ 
สูตรควบคุม 1% NS 0.5% WS 0.5% MS 0.5% BS 0.5% DS 

ปลาปุน 15 15 15 15 15 15 
กากถ่ัวเหลือง 50 50 50 50 50 50 
เศษเหลือเห็ดเห็ดแครง 0 1 0 0 0 0 
สารสกัดจากเห็ดแครงแตํละชนิด 0 0 0.5 0.5 0.5 0.5 
ร า 10 10 10 10 10 10 
แปูงข๎าวจ๎าว 12 12 12 12 12 12 
แกลบ 7.45 6.45 6.95 6.95 6.95 6.95 
น้ ามันพืช 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 
วิตามิน/แรํธาตผุสม1 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 
โคลีนคลอไรด ์ 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 
เกลือ 1 1 1 1 1 1 
โมโนแคลเซียมฟอสเฟต2 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

รวม 100 100 100 100 100 100 
 
หมายเหตุ 1 ได๎รับความอนุเคราะห์จากบริษัทไทยยูเนียนฟีดมิลล์ จ ากัด (มหาชน) 
   2  ได๎รับความอนุเคราะห์จากบริษัทไทยลักซ์เอนเตอร์ไพรส์ จ ากัด (มหาชน) 
 

   5.2.3 การผลิตอาหารทดลอง 
1. เตรียมวัตถุดิบที่มีลักษณะหยาบคือ กากถั่วเหลือง แกลบ และร า มาบดให๎ละเอียด

ด๎วยเครื่องโมํ และรํอนผํานตะแกรงตาถ่ี 
  2. ชั่งวัตถุดิบอาหารแตํละชนิดตามสูตรอาหารแตํละสูตร ใสํในถุงพลาสติก โดยผลิต

อาหารสูตรละ 3 กิโลกรัม  
   3. ผสมสํวนประกอบวัตถุดิบที่มีลักษณะแห๎งในกะละมัง โดยผสมด๎วยเครื่องผสม

แบบแนวนอนให๎เข๎ากัน นาน 15 นาที ผสมสารสกัดเห็ดแครงด๎วยตัวท าละลายชนิดตําง ๆ ในแปูงข๎าวจ๎าว 
เพ่ือให๎สารสกัดกระจายให๎ทั่วอาหาร แล๎วผสมในลงในถังผสม จากนั้นเติมน้ ามันพืชแล๎วผสมตํอให๎สํวนผสมเข๎า
กันดี ประมาณ 10 นาที แล๎วจึงเติมน้ าสะอาดประมาณ 30-35 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นท าการผสมตํอจนเป็นเนื้อ
เดียวกัน ประมาณ 10 นาที จึงน าไปอัดเม็ดด๎วยเครื่องอัดเม็ดอาหารแบบจม  

4. น าวัตถุดิบอาหารที่ผสมกันดีแล๎วเข๎าเครื่องอัดเม็ดอาหาร ผํานหน๎าแวํนที่ผํานขนาด
เส๎นผํานศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร โดยตัดเม็ดอาหารให๎มีขนาดใกล๎เคียงกัน  

5. อบอาหารที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ชั่วโมง ความชื้นเม็ดอาหารไมํเกิน 
10% 

6. เก็บอาหารทดลองที่ผํานกระบวนการอบแล๎วรํอนเพ่ือก าจัดเศษอาหารผงออกไป 
บรรจุถุงพลาสติก เก็บไว๎ในตู๎เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

7. น าอาหารที่เตรียมไปวิเคราะห์คุณคําทางโภชนาการ ได๎แกํ ความชื้น โปรตีน ไขมัน 
และเถ๎า ตามวิธีของ AOAC (1990) 
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5.3 การเตรียมปลาทดลอง และระบบการเลี้ยง 
 น าลูกพันธุ์ปลาดุกบิ๊กอุย จากฟาร์มปลาเอกชน ขนาด 3 นิ้วมาอนุบาลในถังไฟเบอร์กลาสขนาดความจุ 
1 ตัน จ านวน 1 ถัง ให๎อาหารวันละ 2 ครั้ง คือ ชํวงเช๎า เวลา 08.00 น. และชํวงบําย เวลา 16.00 น. อนุบาล
จนได๎น้ าหนักประมาณ 15 กรัม/ตัว  จากนั้น จึงคัดปลาขนาดใกล๎เคียงกันจ านวน 15 ตัว/ตู๎ ขึ้นตู๎ทดลองขนาด
ความจุน้ า 100 ลิตร เติมน้ าปริมาตร 80 ลิตร ให๎ออกซิเจนตลอดเวลา เพ่ือให๎ปลาสามารถปรับตัวให๎เข๎ากับ
สภาพแวดล๎อม เป็นระยะเวลา 5 วัน หลังจากนั้นท าการคัดขนาดปลาและชั่งปลาเริ่มต๎นโดยคัดปลาที่มีขนาด
ใกล๎เคียงกัน 12 ตัว/ตู๎ ชั่งน้ าหนักปลารายตัว โดยการสลบด๎วยน้ ากานพลู ท าการทดลองจ านวน 3 ซ้ าตํอทรีท
เมนต์ บันทึกข๎อมูลน้ าหนักเริ่มต๎น และหาน้ าหนักเฉลี่ยเริ่มต๎นของปลานิลด าที่ทดลอง ในระหวํางการทดลองให๎
อาหารโดยให๎กินจนอ่ิม และมีการเปลี่ยนถํายน้ าทุกวันในสัดสํวน 70% ของน้ าในตู๎ ในชํวงบํายกํอนการให๎
อาหาร ท าการทดลองเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ 

5.4 การเก็บข๎อมูลการเจริญเติบโต 
1.  ตรวจสอบพฤติกรรมลักษณะอาการของปลา ในชํวงระหวํางการทดลองสังเกตพฤติกรรมการ

กินอาหารของปลา และลักษณะผิดปกติภายนอกที่อาจเกิดขึ้น เชํน การเป็นแผลจากการกัดกันเอง การติดเชื้อ 
เป็นต๎น 

2.  การเจริญเติบโตของปลานิล หลังจากที่ปลานิลได๎รับอาหารจากการทดลองของแตํละสูตรที่
แตกตํางกัน ท าการตรวจสอบการเจริญเติบโตของปลา ทุกๆ 2 สัปดาห์ เป็นระยะเวลา 6 สัปดาห์โดยค านวณ
น้ าหนักปลาที่เพ่ิมขึ้น บันทึกจ านวนปลาที่เหลือ เพ่ือค านวณน้ าหนักเฉลี่ยตํอตัวน้ าหนักที่เพ่ิมขึ้น อัตราการ
เจริญเติบโต และอัตราการรอดตาย บันทึกปริมาณการกินอาหารของปลาเพ่ือค านวณหาอัตราการแลกเนื้อ 
และประสิทธิภาพการกินใช๎โปรตีน ได๎โดยค านวณตามสูตรดังนี้  

 
อัตรารอดตาย (เปอร์เซ็นต์) = จ านวนปลาที่เหลือ x 100 
           จ านวนปลาเริ่มต๎น 

 
น้ าหนักปลาที่เพ่ิม = น้ าหนักเฉลี่ยสุดท๎าย – น้ าหนักเฉลี่ยเริ่มต๎น  

     
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ = (ln น้ าหนักเฉลี่ยสุดท๎าย – ln น้ าหนักเฉลี่ยเริ่มต๎น) x 100 

                 (เปอร์เซ็นต์ตํอวัน)                 จ านวนวันทดลอง 
      

อัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนื้อ =  น้ าหนักอาหารที่กินทั้งหมด (กรัม/ตัว) 
            (FCR)               น้ าหนักปลาที่เพ่ิมข้ึน (กรัม/ตัว) 
 

5.5 การเก็บตัวอยํางและวิธีการวิเคราะห์เพ่ือศึกษาผลของสารสกัดเห็ดแครงด๎วยตัวท าละลายชนิด
ตํางๆ ตํอการปูองกันภาวะออกซิเดชัน 

5.5.1 การเก็บตัวอยําง  
สุํมเก็บตัวอยํางปลาเมื่อสิ้นสุดการทดลอง ตู๎ละ 2 ตัว (ทรีทเมนต์ละ 6 ตัว) เพ่ือศึกษาผลของสาร

สกัดเห็ดแครงด๎วยตัวท าละลายชนิดตําง ๆ ตํอการปูองการภาวะออกซิเดชั่นในตัวปลา โดยเจาะเลือดปลา และ
ตั้งตัวอยํางเลือดให๎เม็ดเลือดตกตะกอน แล๎วน าตัวอยํางไปหมุนเหวี่ยง แล๎วจึงน าซีรัม มาวิเคราะห์กิจกรรม
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เอนไซม์ฟอสฟาเตส (alkaline / acid phosphatase)  และกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ และผําตัดตับปลาใสํใน 
microtube และแชํในไนโตรเจนเหลว เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด์ และกิจกรรมเอนไซม์คะตาเลส  

5.5.2 วิธีการวิเคราะห์ 
1.  การวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด์เพ่ือหาฤทธิ์ต๎านอนุมูลอิสระจากปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิ

เดชั่น (Buege and Aust, 1978) โดยสลบตัวอยํางปลาด๎วยน้ ามันกานพลู และผําตัดน าเนื้อเยื่อตับของปลา
ประมาณ 40 มก. ใสํในสารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.5 และบดด๎วยแทํงบด (ท าการบดในสภาวะที่เย็น
ตลอดเวลา) ท าปฏิกิริยากับสารละลาย TBA (0.375 %  TBA ที่ละลายใน 15% trichloroacetic acid and 
0.25 N HCl) น าตัวอยํางไปต๎มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  ท าตัวอยํางให๎เย็นโดยผํานน้ า
ไหล และน าตัวอยํางหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1,600 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ดูด
สารละลายสํวนใสวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร ด๎วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์  โดย
เปรียบเทียบกับความเข๎มข๎นของสารมาลอนไดอัลดีไฮด์  (MDA) เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณ TBARS 
(thiobarbituric reactive substances)  ในรูปของ malonaldehyde 

2. การวัดกิจกรรมเอนไซม์ Alkaline phosphatase 
 น าซีรัมของปลาวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์  Alkaline phosphatase ตามวิธีการของ Bessey 
et al. (1946)  โดยใช๎ 7 mM p-nitro-phenyl-phosphate เป็นซับสเตรท โดยน าตัวอยํางซีรัมผสมกับ
บัฟเฟอร์ (ท่ีระดับการเจือจางที่เหมาะสม) ปริมาตร 250 uL แล๎วท าปฏิกิริยากับซับเสตรทปริมาตร 50 uL ใน 
96 well  plate วัดปริมาณผลผลิตที่เกิดขึ้นด๎วยเครื่อง microplate reader  โดยใช๎วิธีวัดแบบ Kinetic ที่
ความยาวคลื่น 407 นาโนเมตร ทุก 20 วินาที นาน 5 นาที น าคําที่ได๎เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ p-
nitrophenol ที่ความเข๎มข๎นตําง ๆ  วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในตัวอยํางซีรัมโดยวิธี Lowry’s method 
(Lowry et al., 1951) และรายงานกิจกรรมเอนไซม์ในหนํวยกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ (Unit/mg 
protein) โดย 1 Unit ของเอนไซม์คือปริมาณผลผลิต (p-nitrophenol) ที่ได๎ตํอนาที 

3. การวัดกิจกรรมเอนไซม์คะตะเลส (Catalase activity)  (Trasviña-Arenas et al. 2013) สกัด
ตัวอยํางตับปลาด๎วย Tris-HCl บัฟเฟอร์ pH 7.5 บดด๎วยแทํงบดให๎ละเอียดภายใต๎สภาวะเย็น และหมุนเหวี่ยง
ที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4oC วัดกิจกรรมเอนไซม์โดยใช๎ 96 well-plate โดยเติม 
potassium phosphate buffer (0.1M, pH 7.0) 100 µL และเติม Abs. methanol 30 µL แล๎วเติมสาร 
Formaldehyde มาตรฐานที่ความเข๎มข๎นตําง ๆ หลังจากนั้นเติมตัวอยํางสารสกัดหลุมละ 20 µL และเติม 
40mM hydrogen peroxide 20 µL (เตรียมแล๎วใช๎ทันที)  หลังจากนั้นซีลเพลสด๎วย plastic film  น าไป 
shake บน orbital shaker 20 นาที ที่อุณหภูมิห๎อง  เมื่อครบเวลาเติม 10M KOH 30 µL จากนั้นเติม 
25mM Purpald®30 µL  seal well plate ด๎วย plastic film  น าไป shake บน orbital shaker 10 นาที 
ที่อุณหภูมิห๎อง  เมื่อครบเวลาเติม 62.5 mM KIO3 10 µL และ seal well plate ด๎วย plastic film  น าไป 
shake บน orbital shaker 5 นาที ที่อุณหภูมิห๎อง  วัดคํา OD ที่ 540 nm)  วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนใน
ตัวอยํางสารสกัดจากตับโดยวิธี Lowry’s method (Lowry et al., 1951) และรายงานกิจกรรมเอนไซม์ใน
หนํวยกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ (Unit/mg protein) โดย 1 Unit ของเอนไซม์คือปริมาณผลผลิต 
formaldehyde  1 nmol ที่ได๎ตํอนาที 

4. การวัดกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์ (Lysozyme activity) 
 วัดกิจกรรมเอนไซม์ไลโซไซม์จากพลาสมาตามวิธีการของ  (Demers and Bayne, 1997 อ๎าง
โดย Suwannasang et al., 2014) โดยน าพลาสมา 25 uL เติมเชื้อ Micrococcus lysodeikticus ปริมาตร 
175 mL น าสารละลายวัดคําการดูดกลืนแสงที่ 450 nm น าคําที่ได๎เปรียบเทียบกับ Hen egg  white 
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lysozyme เป็นสารละลายมาตรฐาน  วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในตัวอยํางโดยวิธี Lowry’s method (Lowry 
et al., 1951) และรายงานกิจกรรมเอนไซม์ในหนํวยกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ (Unit/mg protein) 

 
6. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ   

น าข๎อมูลที่ได๎มาวิเคราะห์ผลทางสถิติ โดยวิเคราะห์การกระจายของข๎อมูลโดยใช๎  Shapiro-Wilk test 
และความแปรปรวนของข๎อมูลโดยใช๎ Levene`s test  แล๎ววิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Vanance: 
ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตํางของคําเฉลี่ยโดยใช๎ Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ที่
ระดับความเชื่อม่ัน 95% 

 
7. สถานที่เก็บตัวอย่างและท าการวิจัย 

หนํวยวิจัยสุขภาพสัตว์น้ า สาขาประมง คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล        
ศรีวิชัย วิทยาเขตนครศรีธรรมราช  
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2.3 โครงการวิจัยย่อยที่ 3 การพัฒนาสารกระตุ้นภูมิคุ้มกันในปลานิล (Oreochromis niloticus) ชนิด 
crude glucan bio-nanoparticle จากก้อนเห็ดแครง (Shizophyllum commune) เหลือทิ้งหลังเก็บ
เกี่ยว 
วิธีการด าเนินการวิจัย และสถานที่ท าการทดลอง / เก็บข้อมูล 
1. แนวทางการด าเนินการวิจัย 

การด าเนินการวิจัยจะแบํงออกเป็น 2 ชํวงการวิจัย โดยงานวิจัยชํวงแรกประกอบด๎วย การพัฒนา
วิธีการสกัดที่เหมาะสมทั้งในแงํของปริมาณสาร crude glucan และการคงประสิทธิภาพทางชีวภาพ  ซึ่งจะให๎
ความส าคัญตํอการปรับปัจจัยที่เกี่ยวข๎องกับการสกัดใน 2 วิธี ได๎แกํ  Hot water extraction และ Alkaline 
extraction พร๎อมทั้งตรวจสอบประสิทธิภาพการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันของสารสกัด crude glucan ที่แยกได๎เพ่ือ
สรุปหากระบวนการสกัดที่เหมาะสม จากนั้นจะท าการสกัด crude glucan ให๎ได๎ปริมาณที่เพียงพอตํอการ
น าไปทดสอบในชํวงที่ 2 ของการวิจัย โดยเน๎นการศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุ๎มกันของปลานิลตํอ crude 
glucan bio-nanoparticle ที่ผลิตได๎ โดยการพํนเคลือบหรือผสมอาหารอาหารปลาและวัดการตอบสนองทาง
ภูมิคุ๎มกันของปลานิล ทั้งในแงํของ gene expression, การท างานของเม็ดเลือดขาวและสารที่เกี่ยวข๎องกับ
ระบบภูมิคุ๎มกันใน serum รวมทั้งอัตราการรอดตายของปลานิลเมื่อได๎รับเชื้อแบคทีเรีย A.hydrophila 

 
2. การทดลองท่ี 1 การศึกษาวิธีการสกัด crude glucan จากก้อนเห็ดแครงเหลือท้ิง 

2.1 ตัวอยํางก๎อนเห็ดแครงเหลือทิ้งหลังการเก็บเกี่ยวและปลานิลทดลอง 
ก๎อนเห็ดแครงที่น ามาศึกษาในครั้งนี้จะได๎จากก๎อนเห็ดแครงหลังการเก็บดอกเห็ด ของสาขาพืชศาสตร์ 

คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย วิทยาเขตนครศรีธรรมราช ซึ่งท าการเพาะโดยใช๎
ก๎อนเห็ดที่เตรียมท าจากการใช๎สูตรขี้เลื่อยไม๎ยางพารา 100 กิโลกรัม ร าละเอียด 50 กิโลกรัม ภูไมซ์2 กิโลกรัม 
ดีเกลือ 0.2 กิโลกรัม น้ า 80 ลิตร ทั้งนี้การใช๎ก๎อนเห็ดแครงเหลือทิ้งหลังการเก็บดอกเห็ด จะเป็นการเพ่ิมมูลคํา
จากสิ่งเหลือทิ้งทางเกษตร 

ท าการซื้อลูกปลานิลจากฟาร์มเพราะเลี้ยงของเกษตรกรภายในจังหวัด นครศรีธรรมราช โดยปลาที่ใช๎
ในการทดลองทั้งหมดจะมาจากการผสมของพํอแมํพันธุ์เพียงคูํเดียว เมื่อลูกปลาได๎ขนาด 5 cm จะน ามาเลี้ยง
ในบํอซีเม็นต์ขนาดบรรจุน้ า 1.5 m3 ภายในโรงเรือนของสาขาประมง คณะเกษตรศาสตร์ ภายใต๎ระบบการ
เลี้ยงโดยใช๎อาหาร 5% ตํอวัน โดยแบํงให๎วันละ 2 ครั้ง จนปลานิลมีขนาด 15 cm จึงน าไปทดลอง 

2.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัด crude glucan 
จากการศึกษาที่ผํานมา (Nitschke et al.,2011) พบวําวิธีการที่เหมาะสมในการสกัด crude glucan 

จากเส๎นใยเห็ดประกอบด๎วยวิธีการหลัก 2 รูปแบบ ได๎แกํ Hot water extraction (HW) และAlkaline 
extraction (ALK) เนื่องจากวิธีการทั้งสองรูปแบบมีกระบวนการสกัดที่ไมํซับซ๎อนและใช๎ต๎นทุนในการสกัดต่ า 
รวมถึงใช๎สารเคมีที่มีความเป็นพิษต่ าในกระบวนการสกัด ดั้งนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงได๎ให๎ความส าคัญตํอการ
พัฒนาสภาวะที่เหมาะสมจากทั้งสองวิธีเป็นหลัก 

2.2.1 กระบวนการสกัด crude glucan ด๎วยวิธี HW ดัดแปลงจาก Angeli และคณะ (2009) 
โดยท าการศึกษาถึงปัจจัยส าคัญที่มีผลตํอประสิทธิภาพการสกัด จ านวน 2 ปัจจัย ได๎แกํ สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือ
ทิ้งตํอน้ าและรูปแบบการให๎ความร๎อน โดยก าหนดชุดการทดลองดังนี้ 

 T1 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอน้ า 1:10 ต๎มในน้ าอุณหภูมิ 100 oC เวลาในการสกัด 5 h 
 T2 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอน้ า 1:10 autoclave 121oC เวลาในการสกัด 30 min 
 T3 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอน้ า 1:15 ต๎มในน้ าอุณหภูมิ 100 oC เวลาในการสกัด 5 h 
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 T4 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอน้ า 1:15 autoclave 121oC เวลาในการสกัด 30 min 
 T5 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอน้ า 1:20 ต๎มในน้ าอุณหภูมิ 100 oC เวลาในการสกัด 5 h 
 T6 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอน้ า 1:20 autoclave 121oC เวลาในการสกัด 30 min 

จากนั้นปั่นเหวียงสารละลายที่ 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4oC เก็บ
สารละลาย และปรับ pH เป็น 7.0±0.1 ด๎วย 0.1 M NaOH และเติม NaCl ให๎สารละลายมีความเข็มข๎น 1% 
NaCl จากนั้นตกตะกอน crude glucan ด๎วย Absolute ethanol (40% V/V) บํมที่อุณหภูมิ -20oC เป็น
เวลา 18 h จากนั้นเติม Hydrogenperoxide สัดสํวน 1:1 (v/v) ปั่นเหวี่ยงสารละลายที่ 12,000 rpm เป็น
เวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิ 4oC เก็บตะกอน และล๎างตะกอนจ านวน 2 รอบด๎วย Absolute ethanol(4:1 v/v) 
และอบ crude glucan ให๎แห๎งที่ 70 oC เป็นเวลา 12 h 

2.2.2 กระบวนการสกัด polysaccharide ด๎วยวิธี ALK ดัดแปลงจาก Nitschke และคณะ 
(2011), Sietama และ Wessels (1977) โดยท าการศึกษาถึงปัจจัยส าคัญที่มีผลตํอประสิทธิภาพการสกัด 
จ านวน 3 ปัจจัยและก าหนดปัจจัยอุณหภูมิคงที่ 60oC ได๎แกํ สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอตัวท าละลาย ชนิด
สารละลายและเวลาในการสกัด โดยก าหนดชุดการทดลองดังนี้ 

 T1 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอตัวท าละลาย 1:10 NaOHเวลาในการสกัด 30 min  
 T2 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอตัวท าละลาย 1:10 NaOHเวลาในการสกัด 60 min 
 T3 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอตัวท าละลาย 1:10 KOH เวลาในการสกัด 30 min 
 T4 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอตัวท าละลาย 1:10 KOH เวลาในการสกัด 60 min 
 T5 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอตัวท าละลาย 1:20 NaOHเวลาในการสกัด 30 min 
 T6 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอตัวท าละลาย 1:20 NaOHเวลาในการสกัด 60 min 
 T7 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอตัวท าละลาย 1:20 KOH เวลาในการสกัด 30 min 
 T8 สัดสํวนก๎อนเห็ดเหลือทิ้งตํอตัวท าละลาย 1:10 KOH เวลาในการสกัด 60 min 

กรองสารละลายที่ได๎ด๎วยกระดาษ whatman No.1 และล๎างตะกอนด๎วยน้ ากลั้น 2 ครั้ง 
จากนั้นละลายตะกอนด๎วยน้ ากลั่น 10 ml และปรับpH เป็น 7.0±0.1 ด๎วย 6M HCl จากนั้นจึงน าไปอบแห๎งที่ 
อุณหภูมิ 65 oC เป็นเวลา 5 h ซึ่งการศึกษาจะโดยมุํงเน๎นเปอร์เซ็นต์การสกัด glucan และคุณสมบัติการ
กระตุ๎นภูมิค๎ุมกัน เป็นส าคัญ 

 2.3 การทดสอบปริมาณ glucan และองค์ประกอบของ polysaccharide ที่ได๎จากการสกัด 
การทดสอบปริมาณและองค์ประกอบของ glucan ดัดแปลงจาก Xuและคณะ (2012), Zhong และ 

Wang (2010) โดยท าการทดสอบ ปริมาณคาร์บอไฮเดรต ปริมาณ glucan (Megazyme assay kit, K-YBGL, 
Ireland), การปนเปื้อน sulfuric acid, โปรตีน และ uronic acid  
 2.4 การทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุ๎มกัน 

การทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุ๎มกันโดยน าผลที่ได๎จากวิธีการที่สามารถสกัด glucan ได๎ปริมาณ
สูงสุดและการปนเปื้อนต่ าสุด 2 กระบวนการแรกจากแตํละวิธีสกัดมาใช๎ทดสอบในหลอดทดลอง ( In vitro) 
โดยดัดแปลงวิธีการจาก Yu และคณะ (2012), Ren และคณะ (2013) และ Shi และคณะ (2012) ซึ่ง
การศึกษาทั้งหมดจะท าการทดสอบกับเซลล์เม็ดเลือดขาวรวมที่แยกจากไตสํวนหน๎าของปลานิลและเพาะเลี้ยง
ในรูปแบบของ primaryculture ตามวิธีการของ U-taynapun และคณะ (2011), Tolarová และคณะ 
(2014) ซึ่งมุํงเน๎นศึกษาการตอบสนองของเซลล์เม็ดเลือดขาวทั้ง cellular response และimmune related 
gene โดยการศึกษา parameter ที่เกี่ยวข๎องกับการตอบสนอง cellular response  จ านวน 3parameters 
ได๎แกํ macrophage peroxidase (U-taynapun, 2011), macrophage respiratory burst activity (Li et 
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al., 2011), NO production (Cheng et al., 2008) และ immune related gene 3 ยีน ได๎แกํ TLR4, 
MyD88 และ lysozyme g โดยชุดการทดลองประกอบด๎วย 

 T1 0.3 ml ของ PBS (Negative control) 
 T2 0.3 ml 50 µg/ml B-glucan (Sigma) ใน PBS (positive control) 

T3 0.3 ml 50 µg/ml crude glucanHW1 ใน PBS 
T4 0.3 ml 50 µg/ml crude glucanHW2 ใน PBS 
T5 0.3 ml 50 µg/ml crude glucan ALK1 ใน PBS 
T6 0.3 ml 50 µg/ml crude glucan ALK2 ใน PBS 

2.5 การสกัด RNA และการสังเคราะห์ cDNA 
 สกัด total RNA จากเซลล์เม็ดเลือดขาวโดยใช๎ชุดสกัด RNeasy Mini Kit (Qiagen)  วัดปริมาณและ
ความบริสุทธิ์ของ  total RNA ที่สกัดได๎ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร   แล๎วน า RNA ที่ได๎ไปท า
ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ cDNA  ซึ่งประกอบด๎วย RNA 1 µg, oligodT, 5X first-strand buffer, dNTP 
mixture, DTT, เอนไซม์ SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen)   ท าการบํมที่อุณหภูมิ 42
๐C  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  ตามด๎วย 72๐C  อีก 10 นาที   แล๎วเก็บไว๎ที่ -20 ๐C 

2.6  การโคลนนิ่งชิ้นสํวนของยีนที่สนใจ 
 ท า PCR โดยใช๎ degenerate primers ที่ออกแบบจากconserved regions ของยีนที่สนใจ ซึ่งทราบ
ล าดับเบสที่แนํนอนแล๎วของปลาและสิ่งมีชีวิตที่มีวิวัฒนาการใกล๎เคียงอ่ืนๆซึ่งรายงานไว๎ในฐานข๎อมูลสากล 
(GenBank)  โดย PCR reaction ประกอบด๎วย 200 µM ของ dNTP, 1.5-2.5 µM ของ MgCl2, 10X PCR 
buffer, 0.2 µM ของ primer แตํละเส๎น, 1 µl ของ cDNA และ 1.5 U ของ Taq polymerase (Invitrogen) 
แล๎วท าปฏิกิริยา PCR ที่ annealing temperature ระหวําง 55-65๐C   จากนั้นน า PCR products ที่ได๎ไป
ท า electrophoresis แล๎วสกัด oligonucleotide ที่ได๎โดยการใช๎ HiYieldTM Gel/PCR DNA extraction kit 
(RBC bioscience)  หลังจากวัดปริมาณและความบริสุทธิ์น าไปหาล าดับเบสของยีนที่สนใจเมื่อได๎ล าดับเบส
แล๎วท าการเช็คกับฐานข๎อมูลสากล เพื่อยืนยันเบื้องต๎นวําล าดับเบสดังกลําวเป็นของยีนที่สนใจ จากนั้นน า PCR 
product ที่ได๎จาก degenerate primers และมีความยาวเทํากับ PCR products ที่ได๎รับการยืนยันวําเป็น
ชิ้นสํวนยีนที่สนใจ โคลนเข๎าสูํ Vector pGEM T Easy (Promega, US) ตามวิธีการของบริษัทและตรวจสอบ
ล าดับเบสของยีนที่ท าการโคลน  

 2.7 การพัฒนา Specific primers ที่จ าเพาะตํอยีนที่สนใจ 
จากข๎อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่สนใจ ที่ได๎จากการศึกษาขั้นต๎น น ามาเป็นข๎อมูลในการ

เปรียบเทียบกับยีนเดียวกันในปลาชนิดอ่ืนๆ ข๎อมูลยีนชนิดอ่ืนๆของปลานิลและนิวคลีโอไทด์จากแหลํงอ่ืนๆที่
อาจจะปนเปื้อนในระบบการตรวจสอบ แตํอยํางไรก็ตามในปัจจุบันพบวํา มีรายงานยีนของปลานิลใน
ฐานข๎อมูลนานาชาติไมํมากนัด จึงท าให๎ primer ที่ท าการออกแบบอาจจะไมํจ าเพาะตํอยีนที่สนใจของปลานิล 
ดังนั้นนักวิจัยจึงต๎องท าการออกแบบ primer อยํางน๎อย 2 ชุดและท าการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลผลิตที่
ได๎จาก primer แตํละชุดโดยการ Cloning (pGEM-TEasy (Promega)) เพ่ือยืนยันความถูกต๎องของ ชุด 
primer ที่ท าการตรวจวัด การออกแบบ primer ตรวจจับ โดยออกแบบดีเอ็นเอตรวจจับด๎วยโปรแกรม 
primer 3 จากนั้นท าการศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยาในการตรวจสอบยีนที่สนใจในเนื้อเยื่อของ
ปลา รวมถึงทดสอบความจ าเพาะของ primer โดยการทดสอบความจ าเพาะปลานิลจากแหลํงตํางๆ ไมํน๎อย
กวํา 3 แหลํง เพ่ือให๎สามารถน าไปใช๎ในการตรวจสอบได๎อยํางถูกต๎องและแมํนย า 

2.8 การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนที่สนใจในเม็ดเลือดขาวปลานิลด๎วยเทคนิค qPCR 
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 ท าการสกัด RNA จากเนื้อเยื่อที่ต๎องการทดสอบ (ไตตอนหน๎าและเม็ดเลือดขาวรวม) โดยน าเม็ดเลือด
ปลานิลที่ได๎รับการกระตุ๎นด๎วยสาร crude glucan ที่ระดับตํางๆ เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนที่
สนใจ โดยน าเม็ดเลือดข๎างต๎นมาสกัด total RNA เพ่ือน าไปสังเคราะห์ cDNA ด๎วยเอนไซม์ SuperScript™ III 
Reverse Transcriptase (Invitrogen) หลังจากนั้นศึกษาการแสดงออกของยีนที่สนใจด๎วย primer ซ่ึง
ออกแบบจากข๎อมูลยีนข๎างต๎นและมียีน B-actin ของปลานิลเป็น internal marker (U-taynapun, 2011) 
 
3. การทดลองท่ี 2 การทดสอบประสิทธิภาพ crude glucan nanoparticle จากก้อนเห็ดแครงเหลือทิ้ง
ต่อการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของปลานิล 

3.1 ปลานิลที่ใช๎ในการทดลอง 
ปลานิลจากฟาร์มเลี้ยงของเกษตรกรภายในจังหวัด นครศรีธรรมราช โดยปลาที่ใช๎ในการทดลอง

ทั้งหมดจะมาจากการผสมของพํอแมํพันธุ์เพียงคูํเดียว เมื่อลูกปลาได๎ขนาด 5 cm จะน ามาเลี้ยงในบํอซีเม็นต์
ขนาดบรรจุน้ า 1.5 m3 ภายในโรงเรือนของสาขาประมง คณะเกษตรศาสตร์ ภายใต๎ระบบการเลี้ยงโดยใช๎
อาหาร 5% ตํอวัน โดยแบํงให๎วันละ 2 ครั้ง จนปลานิลมีขนาด 15 cm จึงจึงท าการสุมปลานิลจ านวน 15 ตัว
ตํอถัง (200 l) จ านวน 15 ถัง และเลี้ยงปรับพฤติกรรมปลานิลให๎คุ๎นชินกับถังเลี้ยงเป็นเวลา 14 วัน 

3.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต crude glucan nanoparticle 
การพัฒนา glucan nanoparticle (GN) สามารถท าได๎หลายรูปแบบ โดยรูปแบบที่เหมาะสม 

และมีการคงตัวสูง ได๎แกํ Combined Chatisan-alginate nanoparticle ดั้งนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงได๎ให๎
ความส าคัญตํอการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต crude glucan nanoparticleจากทั้งสองวิธีเป็นหลัก 

3.2.1 กระบวนการผลิต crude glucan bio-nanoparticle ชนิด Combined Chatisan-
alginate nanoparticle ด๎วยวิธี  อิมัลชันชนิดน้ ามันในน้ า /การกํอเกิดเจล (modified 
emulsification/gelation, O/W) ดัดแปลงจาก Lertsutthiwong และคณะ (2008, 2009) โดยท าการศึกษา
สัดสํวนของ chitosan/alginate ที่มีผลตํอประสิทธิภาพการผลิต crude glucan bio-nanoparticle โดย
ก าหนดชุดการทดลองดังนี้ 

T1 สัดสํวน glucan/chitosan/alginate 0.1:0:1w/w 
T2 สัดสํวน glucan/chitosan/alginate 0.1:0.025:1 w/w  
T3 สัดสํวน glucan/chitosan/alginate 0.1:0.05:1 w/w 
T4 สัดสํวน glucan/chitosan/alginate 0.1:0.1:1 w/w  

 โดยมีวิธีการพ้ืนฐานโดยสังเขปดังนี้อิมัลชั้น O/W เตรียมจากการหยดสารละลายปริมาตร 0.6 
ml ของ น้ ามันมะกอกในเอทิลแอลกอฮอล์ (2% v/v) และ glucan ลงในวัฏภาคน้ าของสารละลาย alginate 
(0.6 mg/ml) และ chitosan ที่มี 1%Tween 80®ท าให๎กระจายตัวด๎วย sonicator 15 นาทีจากนั้นผสมรวม
กับ 4 ml สารละลาย CaCl (0.67 mg/ml) โดยมีการกวนอยํางตํอเนื่องเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นผสมรวมกับ 
4 ml สารละลาย chitosan ใน 1% (v/v) acetic acid และผสมรวมกับ 4 ml สารละลาย โดยความเข็มข๎น
ของ chitosan จะข้ึนอยูํกับชุดทดลองแตํละชุดการทดลอง จากนั้นบํมที่อุณหภูมิเป็นเวลา 12 ชั่วโมง และแยก
เอทิลแอลกอฮอล์ โดย rotary evaporation ที่ 40oC 20 นาที เก็บ crude glucan bio-nanoparticle ในรูป
สารละลายในน้ ากลั่น ที่อุณหภูมิห๎องจนกวําใช๎งาน (Lertsutthiwong et al., 2009) 

3.2.2 กระบวนการผลิต crudeglucan bio-nanoparticle ชนิด Pure glucan nanoparticle 
ด๎วยวิธีดัดแปลงจาก Anusuyaและ Sathiyabama (2014) และ Huong และคณะ (2011) โดยท าการศึกษา
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สัดสํวนของ NaOH ตํอการเกิดโครงสร๎าง nanoparticle ที่มีผลตํอประสิทธิภาพการผลิต crude glucanbio-
nanoparticle โดยก าหนดชุดการทดลองดังนี้ 

 T1 0.1% (w/v) glucan in 100 ml ของ 2% NaOH 
 T2 0.1% (w/v) glucan in 100 ml ของ 1% NaOH 
 T3 0.1% (w/v) glucan in 10 ml ของ 2% NaOH 
 T4 0.1% (w/v) glucan in 10 ml ของ 1% NaOH  

โดยมีวิธีการพ้ืนฐานโดยสังเขปดังนี้ละลาย glucan ในสารกํอโครงสร๎าง (ตามความเข็มข๎นละ
ปริมาณที่ก าหนด) โดยมีการกวนอยํางตํอเนื่อง ภายใต๎อุณหภูมิ 90oC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เก็บ glucan bio-
nanoparticle โดยการปั่นตกตะกอน 13000 rpm. อุณหภูมิ 4oC 30 นาทีเก็บ crude glucan bio-
nanoparticle ในรูปสารละลายใน 1% (v/v) acetic acid ที่อุณหภูมิห๎องจนกวําใช๎งาน 

3.2.3 การทดสอบคุณสมบัติ crude glucan bio-nanoparticle 
การวัดขนาดอนุภาค  
การวัดขนาดของอนุภาค crude glucan bio-nanoparticle โดย Scanning electron 

microscopy (Huong et al., 2011 
3.3 การทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุ๎มกันของ crude glucan bio-nanoparticle 
เลือก crude glucan bio-nanoparticle ที่มีขนาด ไมํเกิน 1000 um และมีความตํางศักย์ zeta 

มากวํา 30 mV หรือต่ ากวํา -30 mV จ านวน 1 รูปแบบจากการเตรียมแตํละวิธีการออกแบบการทดลองการ
ตอบสนองทางภูมิคุ๎มกัน แบบ CRD โดยก าหนดชุดการทดลองดังนี้ 

  T1 0.1 ml ของ PBS (Negative control) 
  T2 0.1 ml 50 µg/ml B-glucan (Sigma) ใน PBS (positive control) 

T3 0.1 ml 50 µg/ml crude glucan bio-nanoparticle 1 ใน PBS 
T4 0.1 ml 50 µg/ml crude glucan bio-nanoparticle 2 ใน PBS 

การทดสอบการตอบสนองทางภูมิคุ๎มกันซึ่งการศึกษาทั้งหมดจะมุํงเน๎นศึกษาการตอบสนองของเซลล์
เม็ดเลือดขาวทั้ง cellular response และimmune related gene โดยการศึกษา parameter ที่เกี่ยวข๎อง
กับการตอบสนอง cellular response  จ านวน 3parameters ได๎แกํ macrophage peroxidase (U-
taynapun, 2101), macrophage respiratory burst activity (Li, In press), NO production (Cheng et 
al., 2008) และ immune related gene 3 ยีน ได๎แกํ TLR4, MyD88 และ lysozyme g เชํนเดียวกับ
การศึกษาในข๎อ 2.5 

การทดลองทั้งหมดจะท า 3 ซ้ าและข๎อมูลจะถูกวิเคราะห์ทางสถิติ โดยใช๎ one-way ANOVA ใน
โปรแกรมส าเร็จรูป SPSS โดยก าหนดคําความแตกตํางทางสถิติ P <0.05 ความแตกตํางระหวําคํา mean จะ
ถูกวิเคราะห์โดยใช๎ Tukey Kramer test 
 
4. สถานที่เก็บตัวอย่างและท าการวิจัย 

หนํวยวิจัยสุขภาพสัตว์น้ า สาขาประมง คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล        
ศรีวิชัย วิทยาเขตนครศรีธรรมราช  
 
 



34 

2.4 โครงการวิจัยย่อยที่ 4 การใช้ก้อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเก่าเพื่อผลิตก๊าซชีวภาพ สารสกัดชีวภาพ และ
ปรับปรุงดินเพื่อการปลูกพืช 
วิธีการด าเนินการวิจัย และสถานที่ท าการทดลอง / เก็บข้อมูล 
1. วัสดุอุปกรณ์  

1.  เมล็ดพันธุ์ผักกวางตุ๎ง และ มะเขือเปราะ 
2.  ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา 
3.  เครื่องมือเก็บตัวอยํางดิน (กระบอกเก็บดิน และ จอบ) 
4.  เครื่องมือเตรียมตัวอยํางดิน (โกรํงบดดิน และ ตะแกรงรํอนดินเบอร์ 10) 
5.  เครื่องชั่ง 2 ต าแหนํง 
6.  เวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (Digital Caliper) 
7.  ตลับเมตร 
8.  ไม๎เมตร 
9.  ปุ๋ยเคมี และ ปุ๋ยคอก 
10. ถุงพลาสติกส าหรับเก็บตัวอยําง 
11. สายยาง 
12. รถเข็น  
13. ถังพลาสติกที่มีฝาปิดขนาด 200 ลิตร 
14. ถังพลาสติกที่มีฝาปิดแบบล็อคขนาด 200 ลิตร 
15. กากน้ าตาล 
16. เชื้อซุปเปอร์ พด.2 
17. บัวรดน้ า 
18. กรรไกรตัดแตํง 
19. ตาขํายพรางแสง  
20. ฟิวเจอร์บอร์ด 
21. ปากกาเคมี 
22. ลวด  
23. เชือกฟาง 
 

2. วิธีการด าเนินการ แผนการทดลอง และ การเก็บข้อมูล 
2.1 วิเคราะห์สมบัติตํางๆ และ ธาตุอาหารพืชที่มีในก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา และ วิเคราะห์ดิน 

2.1.1 ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา วิเคราะห์หาปริมาณความชื้นของก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําโดย
วิธีการอบแห๎ง ปริมาณลิกนิน และเซลลูโลส ตามแบบของ NREL (Moore and Johnson, 1967; Seaman 
et al.,1954 และ Sluiter, 2010) ปริมาณไขมันโดยวิธี Soxhlet ปริมาณโปรตีนโดยวิธี Kjeldahl  ปริมาณ
เส๎นใย และปริมาณเถ๎า ตามวิธีการของ AOAC (1989) น าไปวัดปฏิกิริยา (pH) ด๎วยเครื่องพีเอชมิเตอร์ (วัสดุ : 
น้ า = 1 : 5) และ อินทรียวัตถุโดยวิธีวอล์คเลย์-แบลค (Walkley and Black method) วิเคราะห์ฟอสฟอรัสที่
เป็นประโยชน์ (available phosphorus) วัดโดยสกัดด๎วยน้ ายาสกัดเบรย์ทู (Bray II) น าไปปรับสีด๎วยวิธีโม
ลิบดินัมบลู (molybdenum blue method) แล๎ววัดคําด๎วยเครื่องวิสิเบิลสเปกโทรโฟโทมิเตอร์ โพแทสเซียม
ที่แลกเปลี่ยนได๎ (exchangeable potassium) วัดโดยสกัดด๎วยสารละลายแอมโมเนียม อะซีเทต 
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(ammonium acetate)   พีเอช 7 น าไปวัดด๎วยเครื่องเฟลมโฟโทมิเตอร์ แคลเซียม และแมกนีเซียมที่
แลกเปลี่ยนได๎ (exchangeable calcium and magnesium) วัดด๎วยเครื่องอะตอมมิกแอบซอบชันสเปกโทร
โฟโทมิเตอร์ (จ าเป็น, 2547) 

2.1.2 ตัวอยํางดิน กํอนการทดลองเก็บตัวอยํางดินที่ระดับความลึก 0-20 เซนติเมตร แล๎วน าดินที่มา
คลุกรวมกันเพ่ือเป็นตัวแทนของดิน (composite sample) ตัวอยํางดินที่เก็บได๎น ามาผึ่งในที่รํมจนแห๎งสนิท 
บดด๎วยโกรํง รํอนผํานตะแกรงขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 2 มิลลิลิตร และน าไปวัดปฏิกิริยาดิน (pH) ด๎วยเครื่อง
พีเอชมิเตอร์ (ดิน : น้ า = 1 : 5) อินทรียวัตถุโดยวิธีวอล์คเลย์-แบลค (Walkley and Black method) 
ฟอสฟอรัสที่เป็นประโยชน์ (available phosphorus) วัดโดยสกัดดินด๎วยน้ ายาสกัดเบรย์ทู (Bray II) น าไป
ปรับสีด๎วยวิธีโมลิบดินัมบลู (molybdenum blue method) แล๎ววัดคําด๎วยเครื่องวิสิเบิลสเปกโทรโฟโท
มิเตอร์ โพแทสเซียมที่แลกเปลี่ยนได๎ (exchangeable potassium) วัดโดยสกัดดินด๎วยสารละลาย
แอมโมเนียม  อะซีเทต (ammonium acetate) พีเอช 7 น าไปวัดด๎วยเครื่องเฟลมโฟโทมิเตอร์ แคลเซียม และ
แมกนีเซียมที่แลกเปลี่ยนได๎ (exchangeable calcium and magnesium) วัดด๎วยเครื่องอะตอมมิกแอบซอบ
ชันสเปกโทรโฟโทมิเตอร์ (จ าเป็น, 2547) 

2.2 การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเพ่ือผลิตก๏าซชีวภาพ โดยน าวัสดุที่ได๎จากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครง
เกํามาหมักในถังพลาสติกที่มีฝาปิดขนาด 200 ลิตร เติมตัวเรํงในการยํอยสลายวัสดุซึ่งคือจุลินทรีย์ที่มาจาก
แหลํงที่แตกตํางกัน การวางแผนการทดลองแบบสุํมอยํางสมบูรณ์ (Complete Block Design : CRD) มี 5 ซ้ า 
ประกอบด๎วย 5 สิ่งทดลอง ดังนี้  
      (1) สิ่งทดลองท่ี 1 : ใช๎แหลํงจุลินทรีย์จากมูลไกํ 
       (2) สิ่งทดลองท่ี 2 : ใช๎แหลํงจุลินทรีย์จากมูลวัว 
       (3) สิ่งทดลองท่ี 3 : ใช๎แหลํงจุลินทรีย์จากมูลสุกร 
       (4) สิ่งทดลองที่ 4 : ใช๎แหลํงจุลินทรีย์จากเชื้อ พด.2 
       (5) สิ่งทดลองที่ 5 : ชุดควบคุม (ไมํได๎เติมจุลินทรีย์ใด ๆ) 
 การเก็บข๎อมูล บันทึกข๎อมูลโดยวัดปริมาตรรวมของก๏าซที่เกิดขึ้นทั้งหมด เมื่อสิ้นสุดการทดลองน าก๎อน
เชื้อเพาะเห็ดเกําหลังการหมักไปปรับปรุงดินตามวิธีการในหัวข๎อที่ 2.4 

2.3 การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเพ่ือผลิตสารสกัดชีวภาพ โดยน าวัสดุที่ได๎จากก๎อนเชื้อเพาะเห็ด
แครงเกํามาหมักในถังพลาสติกที่มีฝาปิดขนาด 100 ลิตร สํวนผสมในการหมัก คือ วัสดุที่ได๎จากก๎อนเชื้อเพาะ
เห็ดเกํา: กากน้ าตาล: น้ า ในอัตราสํวน 4: 1: 1 ส าหรับจุลินทรีย์ที่ใช๎น ามาจากแหลํงที่แตกตํางกัน วางแผนการ
ทดลองแบบสุํมอยํางสมบูรณ์ (Complete Block Design: CRD) มี 5 ซ้ า ประกอบด๎วย 5 สิ่งทดลอง ดังนี้ 
       (1) สิ่งทดลองท่ี 1 : ใช๎แหลํงจุลินทรีย์จากมูลไกํ 
       (2) สิ่งทดลองท่ี 2 : ใช๎แหลํงจุลินทรีย์จากมูลวัว 
       (3) สิ่งทดลองท่ี 3 : ใช๎แหลํงจุลินทรีย์จากมูลสุกร 
       (4) สิ่งทดลองที่ 4 : ใช๎แหลํงจุลินทรีย์จากเชื้อ พด.2 
       (5) สิ่งทดลองที่ 5 : ชุดควบคุม (ไมํได๎เติมจุลินทรีย์ใด ๆ) 
 การเก็บข๎อมูล บันทึกข๎อมูลตลอดชํวงเวลาของการหมัก เมื่อสิ้นสุดการทดลองน าสารสกัดชีวภาพ มา
วัดปริมาตร และวิเคราะห์สมบัติบางประการ เมื่อสิ้นสุดการทดลองน าก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําหลังการหมัก
ไปปรับปรุงดินตามวิธีการในหัวข๎อที่ 2.4 
  2.4 การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเพ่ือปรับปรุงดินส าหรับการปลูกพืช โดยน าดินผสมกับก๎อนเชื้ อ
เพาะเห็ดแครงเกํา และ ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําที่ผํานการยํอยสลายแล๎ว ปลูกพืชทดสอบ 2 ชนิด คือ 
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ผักกวางตุ๎ง และ มะเขือเปราะ วางแผนการทดลองแบบสุํมอยํางสมบูรณ์ (Complete Block Design : CRD) 
มี 5 ซ้ า ประกอบด๎วย 6 สิ่งทดลอง ดังนี้ 
       (1) สิ่งทดลองท่ี 1 : ดิน 75 % : ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา 25 %  
       (2) สิ่งทดลองท่ี 2 : ดิน 50 % : ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา 50 % 
       (3) สิ่งทดลองที่ 3 : ดิน 25 % : ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา 75 %   
       (4) สิ่งทดลองท่ี 4 : ดิน 75 % : ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําที่ผํานการยํอยสลายแล๎ว 25 %  
       (5) สิ่งทดลองที่ 5 : ดิน 50 % : ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําที่ผํานการยํอยสลายแล๎ว 50 %  
       (6) สิ่งทดลองท่ี 6 : ดิน 25 % : ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําที่ผํานการยํอยสลายแล๎ว 75 % 
 การเก็บข๎อมูล บันทึกข๎อมูลการเจริญเติบโตของพืช ได๎แกํ ความสูงต๎น จ านวนใบ น้ าหนักต๎น ผลผลิต 
ข๎อมูลดินเก็บตัวอยํางดินกํอนและหลังการทดลองเพ่ือวิเคราะห์สมบัติบางประการ ได๎แกํ  ปฏิกิริยาดิน หรือ 
ความเป็นกรดดําง (พีเอช : pH) อินทรียวัตถุในดิน และ ธาตุอาหารพืชในดิน 
  
4. การวิเคราะห์ข้อมูล 

     น าข๎อมูลที่ได๎จากการทดลองมาวิเคราะห์หาคําความแปรปรวนเปรียบเทียบความแตกตํางของ
คําเฉลี่ยในแตํละสิ่งทดลองโดยใช๎วิธี  Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

 
5. สถานที่ท าการทดลอง 
 สาขาพืชศาสตร์  คณะเกษตรศาสตร์  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย วิทยาเขต
นครศรีธรรมราช 1 09 หมูํ 2 ต าบลถ้ าใหญํ อ าเภอทุํงสง จังหวัดนครศรีธรรมราช 
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บทที่ 3 
 

สรุปผลการด าเนินการโครงการวิจัย 
 

ผลการด าเนินงานโครงการวิจัยยํอยทั้ง 4 โครงการ ภายใต๎แผนงานวิจัยได๎น ามาสรุปไว๎โดยสังเขปใน
บทนี้ ซึ่งรายละเอียดตํางๆ ได๎รวบรวมและเขียนไว๎ในรายงานฉบับสมบูรณ์ของแตํละโครงการวิจัยยํอย ผลการ
ด าเนินงานและข๎อสรุปโดยสังเขปของแตํละโครงการมีดังนี้ 

 
3.1 ผลด าเนินงานโครงการวิจัยย่อยท่ี 1 
เรื่อง การพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงในถุงโดยการน ากากมะพร๎าวทดแทนร าข๎าวละเอียด 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงโดยการน ากากมะพร๎าวทดแทนร าข๎าวละเอียด 
2. เพ่ือทราบต๎นทุนการผลิตในการเพาะเห็ดแครงเชิงการค๎าเปรียบเทียบระหวํางกากมะพร๎าวและร า

ข๎าวละเอียด  
3. ศึกษาอัตราสํวน ขี้เลื่อยใหมํ: วัสดุจากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา: ร าละเอียด: กากมะพร๎าวสด: 

กากมะพร๎าวแห๎ง: ปูนขาว: ดีเกลือ ที่เหมาะสมตํอการเพาะเห็ดแครง 
สรุปผลการด าเนินงานโครงการวิจัย 
การพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงในถุงโดยการน ากากมะพร๎าวสดเปรียบเทียบกับกากมะพร๎าวอบแห๎งทดแทน
ร าข๎าวละเอียด โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design โดยมีอัตราสํวนของกาก
มะพร๎าวสดและแห๎งกับร าข๎าวละเอียด มี 5 ระดับ ผลการศึกษาพบวําในระดับห๎องปฏิบัติการ พบวํา การเจริญ
ของเส๎นใยเห็ด เมื่อเลี้ยงบนวัสดุเพาะในสูตรที่ 1 ถึง 5 ในจานเพาะเชื้อ พบวํามีการเจริญของโคโลนีแตกตําง
กันและมีอัตราการเจริญของเส๎นใยในวันที่ 3 5 และ 7 พบวํา ลักษณะการเจริญของ เส๎นใยเห็ดสีขาวฟู และ
สามารถเจริญได๎เต็มผิววัสดุเมื่อเทียบกับสูตรที่ 1 และความหนาแนํนของเส๎นใยพบวําในสูตรที่ 1, 4, 5, 8 และ 
9 มีเส๎นใยเจริญหนาแนํนมาก  
 การเจริญของเชื้อในก๎อนเชื้อเห็ดแครง (เซนติเมตร) หลังใสํหัวเชื้อ พบวํา สูตรร าข๎าวละเอียด 100 
เปอร์เซ็นต์ มีการเจริญของเส๎นใยในก๎อนเชื้อเห็ดแครง เทํากับ 10.41 เซนติเมตร ผลผลิตรวมทั้งหมด โดยชั่ง
น้ าหนักจ านวนดอกเห็ดของแตํละบาดแผล พบวํา สูตรกากมะพร๎าวอบแห๎ง 25 เปอร์เซ็นต์ ผสมกับร าข๎าว
ละเอียด 75 เปอร์เซ็นต์ ให๎ผลรวมทั้งหมดมากที่สุด คือ 49.96 กรัมตํอก๎อน จ านวนดอกเห็ดแครง พบวํา สูตร
ร าข๎าวละเอียด 100 เปอร์เซ็นต์ มีจ านวนดอกเห็ดแครงมากที่สุด คือ 116.77 ดอกตํอก๎อน ความกว๎างดอกเห็ด
แครง พบวํา สูตรกากมะพร๎าวสด: ร าข๎าวละเอียดอัตราสํวน 50:50 มีความกว๎างดอกมากที่สุด คือ 2.02 
เซนติเมตรตํอดอก และความยาวดอก พบวําสูตรสูตรกากมะพร๎าวสด: ร าข๎าวละเอียดอัตราสํวน 25:75 มีความ
ยาวดอกมากท่ีสุด คือ 2.52 เซนติเมตรตํอดอก  
 ต๎นทุนการผลิตเห็ดแครง พบวํา อัตราสํวนการทดแทนร าข๎าวละเอียดด๎วยกากมะพร๎าว ส าหรับ
เพาะเลี้ยงเห็ดแครง ประกอบด๎วย 2 ปัจจัย คือ 1) กากมะพร๎าวแห๎งที่ผํานการอบแห๎ง (อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส) และอัตราสํวนของร าข๎าวละเอียด และ 2) กากมะพร๎าวสด และอัตราสํวนของร าข๎าวละเอียด พบวํา 
สูตรกากมะพร๎าวสด: ร าข๎าวละเอียดอัตราสํวน 25:75 มีต๎นทุนในการผลิตเห็ดแครง คือ 1.88 บาทตํอก๎อน 
และมีรายรับสูงสุดคือ 9.99 บาท/ก๎อน 
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 จากการศึกษาการพัฒนาวัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเกําทดแทนขี้เลื่อยและการใช๎กากมะพร๎าวทดแทนร า
ข๎าวละเอียดส าหรับเพาะเลี้ยงเห็ดแครง โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD แบํงการทดลองออกเป็น 3 การ
ทดลอง มีอัตราสํวนระหวํางข้ีเลื่อยใหมํกับก๎อนเชื้อเห็ดเกํา จ านวน 5 สิ่งทดลอง อัตราสํวนระหวํางขี้เลื่อยใหมํ
กับก๎อนเชื้อเห็ดเกําและการใช๎กากมะพร๎าวสดทดแทนร าข๎าวละเอียด จ านวน 11 สิ่งทดลอง และอัตราสํวน
ระหวํางขี้เลื่อยใหมํกับก๎อนเชื้อเห็ดเกําและการใช๎กากมะพร๎าวอบแห๎งทดแทนร าข๎าวละเอียด จ านวน 11 สิ่ง
ทดลอง ในการเพาะเห็ดแครงระดับเรือนทดลอง พบวํา สูตรที่ 1 อัตราการใช๎ขี้เลื่อยไม๎ยางพาร ากับก๎อนเชื้อ
เห็ดเกํา 100:0 มีการเจริญของเชื้อดีที่สุด คือ 10.41 เซนติเมตร สูตรที่ 9 อัตราการใช๎ขี้เลื่อยไม๎ยางพารากับ
ก๎อนเชื้อเห็ดเกํา 25:75 และกากมะพร๎าวสดกับร าข๎าวละเอียด 75:25 ให๎น้ าหนักผลผลิตมากที่สุด คือ 105.37 
กรัมตํอ และสูตรที่ 1 อัตราการใช๎ขี้เลื่อยไม๎ยางพารากับก๎อนเชื้อเห็ดเกํา 100:0 และกากมะพร๎าวสดกับร าข๎าว
ละเอียด 0:100 มีจ านวนดอกเห็ดมากที่สุด คือ 116.5 ดอกตํอชํอ สูตรที่ 2 อัตราการใช๎ขี้เลื่อยไม๎ยางพารากับ
ก๎อนเชื้อเห็ดเกํา 0:100 และสูตรที่ 8 อัตราการใช๎ขี้เลื่อยไม๎ยางพารากับก๎อนเชื้อเห็ดเกํา 50:50 และกาก
มะพร๎าวอบแห๎งกับร าข๎าวละเอียด 25:75 ให๎ความกว๎างดอกมากที่สุด คือ 3.37 เซนติเมตรตํอดอก สูตรที่ 7 
อัตราการใช๎ขี้เลื่อยไม๎ยางพารากับก๎อนเชื้อเห็ดเกํา 50:50 และกากมะพร๎าวอบแห๎งกับร าข๎าวละเอียด 50:50 
ให๎ความยาวดอกมากที่สุด คือ 3.20 เซนติเมตรตํอดอก สูตรที่  2 อัตราการใช๎ขี้เลื่อยไม๎ยางพารากับก๎อนเชื้อ
เห็ดเกํา 0:100 ให๎ความหนาของดอกมากที่สุด คือ 0.45 เซนติเมตรตํอดอก ต๎นทุนและรายรับสุทธิในการผลิต
เห็ดแครง 1 กิโลกรัม พบวํา สูตรที่ 8 อัตราการใช๎ขี้เลื่อยไม๎ยางพารากับก๎อนเชื้อเห็ดเกํา 50:50 และกาก
มะพร๎าวสดกับร าข๎าวละเอียด 25:75 มีต๎นทุนน๎อยที่สุดและมีรายรับสุทธิมากที่สุดคือ 16.83 และ 183.17 
บาทตํอกิโลกรัม 
 การพัฒนาวัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเห็ดเกําทดแทนขี้เลื่อย ใหมํ เมื่อน าวัสดุไปท าการวิเคราะห์
องค์ประกอบทางอาหารที่มีในวัสดุเพาะขี้เลื้อยไม๎ยางพาราใหมํกับวัสดุจากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํา พบวํา วัสดุ
จากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํามีโปรตีน (5.27±0.04 เปอร์เซ็นต์) สูงกวําขี้เลื่อยไม๎ยางพาราใหมํ (1.37±0.05 
เปอร์เซ็นต์) แตํวัสดุจากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํามีไขมัน (0.655±0.001 เปอร์เซ็นต์) ต่ ากวําขี้เลื้อยไม๎ยางพารา
ใหมํ (7.359±0.074 เปอร์เซ็นต์) สํวนของพลังงาน (calories/g) พบวํา วัสดุจากก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํา 
(2,979±63.0 calories/g) สูงกวําวัสดุเพาะขี้เลื่อยไม๎ยางพาราใหมํ (2,660±180.2 calories/g) 
 ดังนั้นสรุปได๎วํา การพัฒนาสูตรเพาะเลี้ยงเห็ดแครงในถุงโดยการน ากากมะพร๎าวทดแทนร าข๎าว
ละเอียด พบวํา สูตรกากมะพร๎าวอบแห๎ง 25 เปอร์เซ็นต์ ผสมกับร าข๎าวละเอียด 75 เปอร์เซ็นต์ ให๎ผลรวม
ทั้งหมดมากที่สุด และการพัฒนาวัสดุเพาะจากก๎อนเชื้อเกําทดแทนขี้เลื่อยและการใช๎กากมะพร๎าวทดแทนร า
ข๎าวละเอียด พบวํา การใช๎ขี้เลื่อยไม๎ยางพารากับก๎อนเชื้อเห็ดเกํา 25:75 และกากมะพร๎าวสดกับร าข๎าวละเอียด 
75:25 ให๎น้ าหนักผลผลิตมากที่สุด สามารถน าไปใช๎ได๎โดยตรงเป็นการชํวยลดต๎นทุนการผลิตในสํวนขี้เลื้อย 
และร าข๎าวละเอียดที่มีราคาสูงและหาได๎ยาก และสามารถชํวยปูองกันการสะสมของโรค แมลง และความ
เสียหายตํอสภาพแวดล๎อมที่จะเกิดได๎จากการทิ้งก๎อนเชื้อเห็ดที่ใช๎แล๎ว จากการทดลองแสดงวําก๎อนเชื้อเห็ดเกํา
และกากมะพร๎าวสามารถน ามาทดแทนได๎ 
 
 
 
 
 
 



39 

3.2 ผลด าเนินงานโครงการวิจัยย่อยท่ี 2 
เรื่อง การใช๎ประโยชน์จากสารทุติยภูมิจากเห็ดแครง (Schizophyllum commune) ในการเป็นสารต๎าน

จุลินทรีย์กํอโรค และสารกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันในระบบการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติในการเป็นสารต๎านมะเร็งของสารสกัดจากเห็ดแครงเหลือทิ้ง  
2. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารต๎านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเห็ดแครงเหลือทิ้ง 
3.  เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากเห็ดแครงเหลือทิ้งตํอการต๎านทานความเครียดแบบออกซิเดชั่นใน

ปลาเศรษฐกิจ  
สรุปผลการด าเนินงานโครงการวิจัย 

จากผลการทดสอบการออกฤทธ์ทางชีวภาพด๎านการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกํอโรคและสัตว์น้ า 2 ชนิดคือ 
A. hydrophilaและ S. agalactiae พบวําสารสกัดหยาบ รวมถึงสารสกัดกึ่งบริสุทธิ์ หรือสารสกัดบริสุทธิ์
จากการท าละลายด๎วยตัวท าละลายทั้ง 7 ชนิด ไมํสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกํอโรคได๎  แสดงให๎
เห็นวําเห็ดแครงไมํมีคุณสมบัติในการฆําเชื้อแบคทีเรียกํอโรคทั้ง 2 ชนิด (ผลการศึกษาปีที่ 1) จึง
ท าการศึกษาผลของสารสกัดเห็ดแครงด๎วยตัวท าละลายชนิดตํางๆ ตํอการเป็นพิษตํอเซลล์มะเร็งชนิดตําง ๆ 
ก็พบวําไมํสามารถต๎านทานเซลล์มะเร็งได๎ จึงท าการศึกษาคุณสมบัติการเป็นสารต๎านอนุมูลอิสระ (ฤทธิ์ต๎าน
อนุมูลอิสสระ) ด๎วยวิธีตําง ๆ กันประกอบด๎วย DPPH, ATBS และ  Metal chelating activity  พบวําสาร
สกัดจากเห็ดแครงมีฤทธิ์ต๎านอนุมูลอิสระ โดยตัวท าละลายที่ตํางกันให๎การออกฤทธิ์ต๎านที่แตกตํางกัน โดยใน
การทดสอบทั้ง 3 วิธีให๎ผลการต๎านที่ไปในทิศทางเดียวกันคือเห็ดแครงที่สกัดด๎วยเมทานอลมีความสามารถ
ในการดักจับอนุมูลอิสระสูงที่สุดแตํไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติกับคือเห็ดแครงที่สกัดด๎วย 2-
บิวทานอล รองลงมาคือเห็ดแครงที่สกัดด๎วยไดคลอโรมีเทน เฮกเซน และน้ า ในขณะที่เห็ดแครงที่สกัดด๎วย
เอทิลอะซิเตท และเอทิลแอลกอฮอล์มีความสามารถในการดักจับอนุมูลอิสระต่ าที่สุด จึงคัดเลือกสารสกัด
จากเห็ดแครงท่ีสกัดด๎วยตัวท าลาย 4 ชนิดประกอบด๎วย เมทานอล บิวทานอล ไดคลอโรมีเทน และน้ า ผสม
ในอาหารเลี้ยงปลาดุกท่ีระดับ 0.5%  เปรียบเทียบกับปลาที่ได๎รับอาหารสูตรควบคุม อาหารทางการค๎า และ
อาหารที่ผสมเศษเหลือเห็ดแครงปุนที่ระดับ  1% ตํอการเจริญเติบโต อัตรารอด และการเป็นสารต๎านทาน
ความเครียดแบบออกซิเดชั่น พบวําปลาที่ได๎รับอาหารที่มีสํวนผสมของเห็ดแครงตําง ๆ ไมํมีผลตํอการ
เจริญเติบโตและอัตรารอดของปลาดุก แตํสารสกัดเห็ดแครงด๎วยตัวท าละลายชนิดตําง ๆ กันมีผลตํอคํา
ภาวะเครียดแบบออกซิเดชั่นในตัวปลา โดย การใช๎สารสกัดจากเห็ดแครงด๎วยตัวท าละลายตํางกันมีผลลด
ระดับการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชั่นในตับลงได๎อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติโดยปลาที่ได๎รับสารสกัดเห็ดแครง
ด๎วยเมทานอล มีผลลดการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชั่นต่ าสุด นอกจากนั้นยังมีผลตํอคํากิจกรรมเอนไซม์คะ
ตะเลสซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เก่ียวข๎องกับกับกระบวนการต๎านทานอนุมูลอิสระของรํางกาย โดยปลาที่ได๎รับอาหาร
ผสมสารสกัดเห็ดแครงด๎วยไดคลอโรมีเทน และน้ ามีคํากิจกรรมเอนไซม์คะตะเลสสูงสุด ซึ่งจะสํงผลให๎ปลามี
ความสามารถในการต๎านทานสารอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นได๎ และท าให๎ปลามีภูมิคุ๎มกันตํอสิ่งแปลกปลอมหรือ
ตํอความเครียดที่อาจะเกิดขึ้นได๎เชํนที่ สูงขึ้น แตํไมํมีผลตํอคํากิจกรรมอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสและกิจกรรม
เอนไซม์ไลโซไซม์ ซึ่งจากการศึกษาในครั้งนี้พบวําการใช๎สารสกัดจากเห็ดแครงเหลือทิ้งด๎วยตัวท าละลายชนิด 
เมทานอล บิวทานอล และไดคลอโรมีเทนที่ระดับ 0.5% สามารถน ามาใช๎ในการเพาะเลี้ยงปลาดุกได๎อันจะ
สํงผลให๎เพิ่มความสามารถในการปูองการความเครียดแบบออกซิเดชันในตัวปลาได๎ซึ่งสามารถเพ่ิมมูลคําของ
วัสดุเหลือทิ้งจากการเกษตรได๎  
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3.3 ผลด าเนินงานโครงการวิจัยย่อยท่ี 3 
เรื่อง การพัฒนาสารกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันในปลานิล (Oreochromis niloticus) ชนิด crude glucan  

bio-nanoparticle จากก๎อนเห็ดแครง (Shizophyllum commune) เหลือทิ้งหลังเก็บเก่ียว 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษากระบวนการผลิตสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันcrude glucan bio-nanoparticle จากเส๎นใย
เชื้อเห็ดแครงในก๎อนเห็ดแครงเหลือทิ้ง 

2. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของ crude glucan bio-nanoparticle ในการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันในปลานิล
สรุปผลการด าเนินงานโครงการวิจัย 
 จากการศึกษาวิธีการสกัดที่เหมาะสมเพ่ือให๎ได๎ crude glucan โดยเปรียบเทียบระหวําง Hot 
water extraction และ Alkaline extraction ผลพบวําวิธี Hot water โดยการท า autoclave ที่อุณหภูมิ 
121oC เป็นเวลา 30 นาที โดยใช๎เห็ดเหลือทิ้ง:น้ า ในสัดสํวน 1:15 (HW-121-30-1:15) ท าให๎ได๎ปริมาณสาร
สกัดที่มี carbohydrate หรือ polysaccharide ในสัดสํวนมาก ซึ่งในสํวน carbohydrate ที่สกัดมาได๎คิดเป็น 
glucan ในรูป β-glucan สูงถึง 97% และ α-glucan 3% ในสารสกัดที่ได๎ยังมีโปรตีน ไขมัน และ phenolic 
compound (ตารางท่ี 1) 
 
ตารางท่ี 1 องค์ประกอบของสาร crude glucan (HW-121-30-1:15)  
 

Components Crude glucan 

Yield (g/100g dry weight) 3.17±0.32 

Total carbohydrate (g/100 g crude glucan) 28.84±2.18 
Total protein  (g/100 g crude glucan) 8.68±0.85 
Total phenolic compound (g/100 g crude glucan) 1.29±0.13 
Total glucan (g/100 g crude glucan) 27.15±1.38 
β-glucan (g/100 g crude glucan) 26.67±1.45 
α-glucan (g/100 g crude glucan) 0.48±0.06 

 
 หลังจากนั้นท าการศึกษาประสิทธิภาพในการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันของ crude glucan โดย
เปรียบเทียบกับ glucan จากยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (ความบริสุทธิ์ ≥ 98%, Sigma) ซึ่งเป็นสาร
กระตุ๎นภูมิค๎ุมกันที่มีรายงานถึงประสิทธิภาพที่ดีในการกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันสัตว์น้ า และมีการใช๎อยํางกว๎างขวางใน
การเพาะเลี้ยงสัตว์น้ า ด๎วยการฉีดสารสกัด crude glucan และ yeast glucan เข๎าปลานิล (ขนาด 70+0.5 g) 
ก าหนดให๎สารที่ฉีดเข๎าปลานิลมี glucan เทํากันที่ 10 μg โดยใช๎ปลาที่ฉีดด๎วย Phosphate-buffered saline 
(PBS) เป็นชุดควบคุม (control) แล๎วท าการเก็บตัวอยํางที่เวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมงหลังฉีดสารกระตุ๎น เพ่ือ
ศึกษาระบบ non-specific immune หรือ innate immune response ในปลานิล โดยเก็บตัวอยํางเลือด 
(ส าหรับวิเคราะห์ชนิดและปริมาณเม็ดเลือด, differential leukocyte, humoral immune parameters 
ได๎แกํ total immunoglobulin, bactericidal activity, peroxidase, lysozyme และ anti-protease) 
เนื้อเยื่อไตสํวนหน๎า (ส าหรับศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข๎องในระบบภูมิคุ๎มกัน ได๎แกํ Toll-like 
receptor 2 (TLR2), Janus kinase 1 (JAK1), interleukin-1β (IL-1β), tumor necrotic factor-1α 
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(TNF-1α) และ nuclear factor-kB (NF-kB) ด๎วยวิธี quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction (qRT-PCR) โดยใช๎ β-actin เป็นยีนเปรียบเทียบ) 
 ผลการกระตุ๎น innate immune response ในปลานิล พบวํา crude glucan มีความสามารถ
ในการกระตุ๎น innate immune response เชํนเดียวกับ yeast glucan โดยพบวําคํา humoral parameter 
ตําง ๆ และระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข๎องกับระบบภูมิคุ๎มกัน ไมํมีความแตกตํางกันระหวํางปลาที่ฉีด
กระตุ๎นด๎วย crude glucan และ yeast glucan (P<0.05) แตํแตกตํางอยํางชัดเจนกับปลาในชุดควบคุม 
(P<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 1 และ 2 
 

 

ภาพที่ 1 Humoral innate immune parameters (A) Total immunoglobulin (B) Bactericidal 
activity, (C) Peroxidase, (D) Lysozyme activity และ (E) %Anti-protease activity 
แสดงผลด๎วยคํา mean±SD (n=6). ตัวอักษรที่แตกตํางกันแสดงความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญ
ระหวํางชุดข๎อมูล (P<0.05)  
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ภาพที่ 2 การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข๎องในระบบภูมิคุ๎มกัน (A) TLR2, (B) JAK1, (C) IL-1β, (D) TNF-1α 

และ (E) NF-kB แสดงผลด๎วยคํา mean±SD (n=6). ตัวอักษรที่แตกตํางกันแสดงความแตกตํางอยําง
มีนัยส าคัญระหวํางชุดข๎อมูล (P<0.05) 

 
  นอกจากนี้ยังได๎ทดสอบประสิทธิภาพของ crude glucan ในการเพ่ิมความต๎านทานของปลา
นิลตํอเชื้อแบคทีเรียกํอโรค A. veronii พบวําปลานิลที่ฉีดด๎วย crude glucan มีอัตราการรอดตายสูงสุด ตาม
ด๎วย yeast glucan และ PBS ตามล าดับ  
  เมื่อได๎ข๎อมูลยืนยันประสิทธิภาพในการเป็นสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันของ crude glucan ที่ได๎จาก
ก๎อนเห็ดเหลือทิ้งแล๎ว จึงได๎ท าการพัฒนารูปแบบโดยท า bio-nanoparticle ด๎วยวิธี alginate แล๎วท าการ
ทดสอบประสิทธิภาพเบื้องต๎นของ crude glucan bio-nanaparticle (N-glucan) ที่ได๎ ด๎วยการติดตาม 
immune parameter ดังข๎างต๎น รวมถึงอัตราการรอดตายของปลานิลที่ได๎รับ N-glucan เปรียบเทียบกับ 
crude glucan (Cr-glucan) ปกติ และไมํได๎รับ glucan ใด ๆ เลย ผลพบวํา N-glucan สามารถกระตุ๎น
ภูมิค๎ุมกันได๎ไมํแตกตํางจาก Cr-glucan โดยผลแสดงอัตราการรอดตายของปลานิลที่ได๎รับกระตุ๎นทั้ง 2 รูปแบบ 
หลังจากฉีดเชื้อ A. veronii ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ภาพที่ 3 อัตราการตายของปลานิลที่กระตุ๎นด๎วย crude glucan bio-nanoparticle (N-glucan) 
เปรียบเทียบกับ crude glucan (Cr-glucan) และ control (ไมํมี glucan) แล๎วฉีดซ้ าด๎วยเชื้อ
แบคทีเรีย A. veronii โดยมีปลาที่ไมํได๎รับเชื้อแบคทีเรียเป็น negative control   

 
 
ผลที่ได้รับ 

1. องค์ความรู๎ใหมํในการสร๎างสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันจากวัสดุเหลือใช๎ในการเพาะเลี้ยงเห็ดแครง ชนิด 
crude glucan และ bio-nanoparticle  

2. ลดของเสียและเพ่ิมมูลคําของก๎อนเห็ดเหลือทิ้งจากการเลี้ยงเห็ดแครงของเกษตรกร 
3. เพ่ิมขีดความสามารถในการพ่ึงพาตนเองและลดการน าเข๎าสารกระตุ๎นภูมิคุ๎มกันชนิด glucan ใน

ปลาเศรษฐกิจของประเทศไทย 
4. ผลงานวิจัยที่สํงเข๎าสูํกระบวนการพิจารณาตีพิมพ์ในวารสาร Fish and Shellfish Immunology 

(Q1 ในระบบฐานข๎อมูล Scimago®) จ านวน 1 เรื่อง คือ “Crude Glucan from By-Product Mushroom 
Cultivation Pulp of Schizophyllum commune Enhances Innate Immunity and Resistance in 
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) against Aeromonas veronii” 

5. องค์ความรู๎ในการวิจัยตํอไป ในด๎านการพัฒนาศักยภาพและเพ่ิมมูลคําของสิ่งเหลือใช๎ทาง
การเกษตร การใช๎ประโยชน์อยํางยั่งยืนของทรัพยากรธรรมชาติและถึงความมั่นคงทางอาหารของประเทศไทย 

กลุํมเปูาหมาย   1. นักวิชาการในสาขาจุลชีววิทยา เทคโนโลยีชีวภาพและเคมีอินทรีย์ 
2. บุคคลากรในอุตสาหกรรมการผลิตยาและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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3.4 ผลด าเนินงานโครงการวิจัยย่อยท่ี 4 
เรื่อง การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเพ่ือผลิตก๏าซชีวภาพ สารสกัดชีวภาพ และปรับปรุงดินเพื่อการปลูกพืช 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาผลของการน าของก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํามาผลิตก๏าซชีวภาพ  
2. เพ่ือศึกษาผลของการน าของก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกํามาผลิตสารสกัดชีวภาพ  
3. เพ่ือศึกษาผลของการใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดเกําเป็นวัสดุปรับปรุงดินเพื่อการปลูกพืช 

สรุปผลการด าเนินงานโครงการวิจัย 
การศึกษาการใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเพ่ือผลิตก๏าซชีวภาพ สารสกัดชีวภาพ และ ปรับปรุงดิน

เพ่ือการปลูกพืช สามารถสรุปข๎อมูลเบื้องต๎นได๎ ดังนี้ 
 1. ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํามีสํวนประกอบสํวนใหญํเป็นอินทรียวัตถุซึ่งพบวํามีสูงถึง 80.80 % 

นอกจากนี้ยังประกอบด๎วย โปรตีน 3.54 % ไขมัน 0.39 % มีเยื่อใย 46.87 % เถ๎าทั้งหมด 7.56 % มีพีเอช 
5.69 มีไนโตรเจนทั้งหมดอยูํในระดับต่ า แตํมีฟอสฟอรัสที่เป็นประโยชน์ โพแทสเซียมที่แลกเปลี่ยนได๎ 
แคลเซียมที่แลกเปลี่ยนได๎ และแมกนีเซียมที่แลกเปลี่ยนได๎อยูํในระดับสูง                

2. การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเป็นวัตถุดิบในการผลิตก๏าซชีวภาพโดยใช๎เชื้อจุลินทรีย์จากแหลํง
ตํางๆ สามารถใช๎เชื้อจุลินทรีย์จาก มูลไกํ มูลวัว และ มูลสุกร ได๎เนื่องจากให๎ผลใกล๎เคียงกันทั้งเวลาเริ่มต๎นใน
การเกิดก๏าซชีวภาพ จ านวนวันที่เกิดก๏าซชีวภาพ และ ปริมาตรก๏าซชีวภาพที่เกิดขึ้น ส าหรับเชื้อ พด.2 ให๎คําต่ า 
สํวนชุดควบคุม (ไมํได๎เติมจุลินทรีย์ใดๆ) ให๎คําต่ าที่สุดทั้ง จ านวนวันที่เกิดก๏าซชีวภาพ และ ปริมาตรก๏าซ
ชีวภาพที่เกิดขึ้น แตํใช๎เวลาเริ่มต๎นในการเกิดก๏าซชีวภาพมากที่สุด                                  

3. การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําเป็นวัตถุดิบในการผลิตสารสกัดชีวภาพโดยใช๎เชื้อจุลินทรีย์จาก
แหลํงตํางๆ การเติมเชื้อ พด.2 ท าให๎เวลาในการยํอยสลายของสารสกัดชีวภาพน๎อยที่สุด และให๎สารสกัด
ชีวภาพที่มีความเค็มน๎อยที่สุด สํวนชุดควบคุม (ไมํได๎เติมจุลินทรีย์ใดๆ) ท าให๎เวลาในการยํอยสลายของสารสกัด
ชีวภาพมากที่สุด ให๎คําต่ าท่ีสุด และให๎สารสกัดชีวภาพที่มีความเค็มสูงมีปริมาณธาตุอาหารพืชต่ า                                                               

4. การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําปรับปรุงดินเพ่ือการปลูกพืช จากผลการทดลองพบวําสามารถใช๎
ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําปรับปรุงดินเพ่ือการปลูกพืชได๎โดยพืชทดสอบทั้ง 2 ชนิด คือ ผักกวางตุ๎ง และ 
มะเขือเปราะ เจริญเติบโตได๎ดีและให๎ผลผลิตสูงที่สุดในสิ่งทดลองท่ี 1 และสิ่งทดลองท่ี 4   
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ภาพภาคผนวกที่ 1  ประมวลภาพกิจกรรมโครงการฝึกอบรมและถํายทอดเทคโนโลยีการเพ่ิมผลผลิตเห็ดแครง 

(Schizophyllum commune) และการจัดการวัสดุก๎อนเห็ดเกํา (ภายใต๎แผนงานวิจัย 
“การเพ่ิมผลผลิตเห็ดแครง (Schizophyllum commune) การใช๎ประโยชน์สารทุติยภูมิ
จากเห็ดแครงในระบบการเลี้ยงสัตว์น้ า และการจัดการวัสดุก๎อนเห็ดเกํา” (ประจ าปี
งบประมาณ 2559-2560) 
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ภาพภาคผนวกที่ 2  ประมวลภาพกิจกรรมการยํอยก๎อนเชื้อเห็ดแครงเกํา เพ่ือน ากลับมาใช๎ใหมํ และ
บรรจุใสํถุงพลาสติกเพาะเห็ด 
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ภาพภาคผนวกที่ 3  การเพาะเห็ดแครงในถุงพลาสติกและการเก็บเกี่ยวผลผลิต 
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ภาพภาคผนวกที่ 4 ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกํา 
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ภาพภาคผนวกที่ 5 การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําผลิตสารสกัดชีวภาพและก๏าซชีวภาพ 
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ภาพภาคผนวกที่ 6 การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําปรับปรุงดินเพื่อการปลูกผักกวางตุ๎ง 
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ภาพภาคผนวกที่ 7 การใช๎ก๎อนเชื้อเพาะเห็ดแครงเกําปรับปรุงดินเพื่อการปลูกมะเขือเปราะ                
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ภาพภาคผนวกที่ 8  การน าเสนอผลงานในระดับนานาชาติโครงการวิจัยยํอยที่ 1 
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ภาพภาคผนวกที่ 9  การน าเสนอผลงานในระดับชาติโครงการวิจัยยํอยที่ 1 
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การเปรียบเทียบกากมะพรา้วสดกบักากมะพรา้วอบแห้งทดแทนร าข้าวละเอียด 
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บทคดัย่อ 
 การพฒันาสตูรเพาะเลีย้งเหด็แครงในถุงโดยการน ากากมะพรา้วสดเปรยีบเทยีบกบักากมะพรา้วอบแหง้ทดแทนร า
ขา้วละเอยีด วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design โดยมอีตัราส่วนของกากมะพรา้วสดและแหง้
ร่วมกบัร าขา้วละเอยีด 5 ระดบั ผลการศกึษาในระดบัหอ้งปฏบิตักิาร พบว่าการเจรญิของเสน้ใยมคีวามแตกต่างกนัทัง้
หลงัการเพาะเลีย้ง 3 5 และ 7 วนั (p=<0.5) โดยการเจรญิของเสน้ใยหลงัจากเลีย้งบนอาหาร 7 วนั พบว่าอตัราส่วน
กากมะพรา้วสด/แหง้: ร าขา้วละเอยีด 0:100 เหด็แครงเจรญิไดด้ทีีส่ดุมเีสน้ผ่าศนูยก์ลางโคโลนี 8.96 เซนตเิมตร เสน้ใย
เจรญิไดด้กีว่าสูตรของกากมะพรา้วสด: ร าขา้วละเอยีดอตัราส่วน 25:75 และ กากมะพร้าวอบแห้ง: ร าขา้วละเอยีด
อตัราส่วน 25:75 มเีสน้ผ่าศูนยก์ลางโคโลนี 8.94 และ 8.89 เซนติเมตร ตามล าดบั เมื่อน าไปศกึษาประสทิธภิาพการ
ผลติในถุงพลาสตกิ พบว่า สตูรกากมะพรา้วอบแหง้: ร าขา้วละเอยีดอตัราสว่น 25:75 มผีลผลติเฉลีย่สงูสดุเท่ากบั 49.96 
กรมัต่อก้อน รองลงมาคอืกากมะพร้าวอบแห้ง: ร าข้าวละเอยีดอตัราส่วน 0:100 และกากมะพร้าวอบแห้ง: ร าขา้ว
ละเอยีดอตัราสว่น 50:50 มผีลผลติเฉลีย่เท่ากบั 46.09 และ 41.21 กรมัต่อกอ้น ตามล าดบั โดยมตีน้ทุนต่อถุงของสตูรที่
ใหผ้ลสงูสุด และรองลงมาคอืสตูรกากมะพรา้วอบแหง้: ร าขา้วละเอยีดอตัราส่วน 25:75 กากมะพร้าวอบแหง้: ร าขา้ว
ละเอยีดอตัราส่วน 0:100 และกากมะพรา้วอบแหง้: ร าขา้วละเอยีดอตัราส่วน 50:50 มตี้นทุน 1.88, 2.21 และ 2.85 
บาทต่อกอ้น ตามล าดบั มรีายรบั 9.99, 8.24 และ 9.22 บาทต่อกอ้นตามล าดบั จากผลการวจิยัแสดงใหเ้หน็ว่ากาก
มะพรา้วอบแหง้สามารถน ามาทดแทนร าขา้วทีม่รีาคาแพงได ้
 
ค าส าคญั: เหด็แครง กากมะพรา้วสด กากมะพรา้วแหง้ ร าขา้วละเอยีด 
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Comparison of spawn culture material between fresh coconut meal and dry coconut meal to substitute 
rice bran for bag spawn cultivation split gill mushroom (Schizophyllum commune) 

Chonnikarn Suksuwat, Bongkochakorn Ditkaew and Chaisit Preecha 
E-mail: chonnikarn.0258@gmail.com 

 

Abstract  
To develope spawn culture material, fresh coconut and dry coconut meal to substitute rice bran for bag 

cultivation split gill mushroom (Schizophyllum commune) was done to compare the mycelium growth and 
yield. Completely Randomized Design was statistical design for this experiment. It comprised of the 5 ratios 
of rice bran and  fresh and dry coconut meal The research result showed that mycelium growth on media 
culture in Petridis was difference in each substitute ratios for 3, 4 and 5 days (p=.05). Mycelium growth after 
7 day cultured on ratio of coconut meal/ dry coconut meal: rice bran at 0:100 was the highest growing of 
colony diameter 8.96 cm. It was higher than the colony on fresh coconut meal: rice bran at 25:75 and dry 
coconut meal: rice bran at 25:75 with colony diameter 8.94 and 8.89 cm respectively. When cultured split gill 
mushroom on media as spawn bag in greenhouse, yield from the medium of dry coconut meal: rice bran at 
25:75 was 49.96 g/bag, followed by the ratio of coconut meal: rice bran at 0:100 and dry coconut meal: rice 
bran at 50:50 with yield of 46.09 and  41.21 g/bag respectively. The cost of the highest yield (dry coconut 
meal: rice bran at 25:75) and 2nd and 3rd one were 1.88, 2.21 and 2.85 Baht/bag respectively and return were 
9.99, 8.24 and 9.22 Baht/bag respectively. The result convinced that by product of dry coconut milk could be 
used to substitute of higher price rice bran. 
 
 
Keyword: Split gill coconut meal rice bran 
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บทน า 
 เห็ดแครงหรือเห็ดตีนตุ๊กแก มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Schizophyllum commune มีชื่อสามัญว่า spilt gill  
(Alexopoulos et al., 1996) เป็นเหด็ทีข่ ึน้อยู่ทัว่โลกและพบไดต้ลอดปีในช่วงทีม่คีวามชืน้พอ พบขึน้อยู่กบัวสัดุหลาย
ชนิด เช่น ท่อนไม ้กิง่ไม ้ใบไม ้ใบหญา้ ในภาคใตข้องไทยพบมากบนท่อนไมย้างพารา ทีต่ดัโค่นไวเ้มื่อท่อนไมต้ายและ
มฝีนตกกพ็บเหด็แครงขึน้เป็นจ านวนมากเหด็แครงเป็นเหด็ที่สามารถเพาะได้ง่ายและรวดเรว็ ใชว้สัดุเพาะทีม่คีวาม
หลากหลาย สามารถเกบ็รกัษาเหด็สดไดท้นนาน โดยคงรูป คงรส และกลิน่ ท าแหง้เกบ็ไดน้านไม่เน่าเสยี สามารถคนื
รปูไดเ้ช่นเดยีวกบัเหด็หหูนู มคีุณสมบตัเิป็นไดท้ัง้อาหารและยา สามารถชะงกัเซลลม์ะเรง็และเนื้องอก เนื่องจากมสีาร 
Schizophyllan และ Mucoitin โดยผลจากการทดลองกบัหนูไดผ้ลถงึ 70-100 เปอรเ์ซน็ต ์อกีทัง้มรีาคาสงูมากเมื่อเทยีบ
กบัเหด็นางรม นางฟ้า เหด็ฟางทีม่ขีายในทอ้งตลาด ราคาจ าหน่ายดอกสด กโิลกรมัละ 80-150 บาท เหด็แหง้กโิลกรมั
ละ 400-500 บาท (กรมวชิาการเกษตร, 2556)  
 การเพาะเหด็ในปจัจุบนั เป็นการเพาะแบบเลยีนธรรมชาต ิดว้ยการน าเอาวสัดุเศษซากพชืมาเป็นวสัดุเพาะ เช่น 
ฟาง หญา้ ตน้ขา้วโพด ซงัขา้วโพด ชานออ้ย ขีเ้ลื่อย เป็นตน้ ซึง่วสัดุต่างๆเหล่าน้ีมธีาตุอาหารทีเ่หด็ตอ้งการครบ ไดแ้ก่
สารทีเ่ป็นแหล่งคาร์บอน (carbon source) สารประกอบที่เป็นแหล่งไนโตรเจน (nitrogen source) และธาตุอาหาร 
(nutrient) (กมัปนาท และสมัฤทธิ,์ 2557; มนตร,ี 2556) แต่เหด็ถือว่าเป็นพชืชัน้ต ่า มนัไม่สามารถน าธาตุอาหาร
บางอย่างในรูปสารเคมเีอาไปใช้ได้เช่นพชื แต่จะเอาไปใช้ได้ในรูปของสารโปรตีนที่มอียู่ในพชืหรอืยสีต์เท่านัน้ เช่น 
โปรตนีในร าละเอยีด สา่เหลา้ กระถนิปน่ เป็นตน้ ซึง่เป็นวตัถุดบิส าคญัทีใ่ชเ้ป็นสว่นผสมของอาหารเสรมิส าเรจ็รูปทีเ่ป็น
ทีนิ่ยมกนัอย่างแพร่หลายในปจัจุบนัน้ี (อานนท,์ 2551; รฐัพล และสยาม, 2557) 
 ร าละเอยีดมรีาคาเพิม่สงูขึน้ ประกอบกบัร าละเอยีดขาดคุณภาพ มเีปอรเ์ซน็ต์ของโปรตนีต ่าลง เพราะมกีารเพิม่
ปรมิาณเปลอืกเมลด็ขา้วหรอืแกลบเขา้ไปมากยิง่ขึน้ แมว้่าจะมกีารเพิม่ปรมิาณร าละเอยีดใหม้ากยิง่ขึน้เป็นสว่นผสมของ
วสัดุเพาะ แต่ผลผลิตไม่ได้สูงเพิ่มขึ้น กลับท าให้การปนเป้ือนของเชื้อโรคกลบัสูงขึ้น จากเหตุผลดงักล่าว ท าให้
เกษตรกรส่วนใหญ่เปลีย่นมาใชร้ าละเอยีดจากขา้วสาล ีอนัเป็นแหล่งอาหารโปรตนี เกลอืแร่วติามนิใหแ้ก่เหด็ไดด้กีว่า 
ร าขา้วทัง้ขา้วเหนียวและขา้วนอกจากนี้ใบกระถนิกส็ามารถน ามาใชแ้ทนร าขา้วได้แต่ถูกควบคุมการผลติใหใ้ชใ้บและ
กา้นอ่อนมโีปรตนีสงูกว่า 21% (สงูกว่าร า 3 เท่า) และส่าเหลา้ ซึง่ส่วนใหญ่เป็นซากของตะกอนเชือ้ยสีต์ทีอุ่ดมไปดว้ย
โปรตนี (ปกตยิสีตป์ระกอบไปดว้ยโปรตนี 56%) และวติามนิบ ี1 สงูมาก ดงันัน้ การใชส้า่เหลา้ใสเ่ขา้ไปเป็นอาหารเสรมิ
เหด็นัน้ สามารถช่วยเพิม่ผลผลติและคุณภาพของดอกเหด็ไดเ้ป็นอย่างด ีและยงัช่วยลดปรมิาณการใชร้ าละเอยีดไดอ้กี
ดว้ย กล่าวคอื ส่าเหล้าแห้ง 1 กโิลกรมั ใช้แทนร าละเอยีดได้ 2 กโิลกรมั ปรมิาณส่าเหล้าที่แนะน าให้ใช้ในอตัรา 2-3 
กโิลกรมัต่อวสัดุเพาะ (แห้ง) 100 กโิลกรมั นอกจากนี้ ยงัมปีูนทีใ่ช้ส าหรบัการเพาะเหด็โดยตรง อนัไดแ้ก่ ปูนขาว ใช้
ส าหรบัการหมกัวสัดุเพาะในระยะแรก ปนูโดโลไมท ์ส าหรบัผสมวสัดุเพาะเหด็นางรม เหด็นางฟ้า เหด็หูหนู เหด็เป๋าฮือ้ 
ปนูยบิซัม่ ส าหรบัเหด็หอม เหด็ขอนขาว เหด็ลม เหด็หลนิจอื เหด็โคนญีปุ่น่ รวมทัง้หนิฟอสเฟตจากมูลคา้งคาวทีส่ะสม
กนันบัลา้นปีจนเป็นหนิ ถูกน ามาบดใหล้ะเอยีด ส าหรบัเสรมิสรา้งความแขง็แรง และกระตุ้นการเพิม่จ านวนเสน้ใยเหด็
เพิม่ขึน้เมื่อศกึษาคุณค่าทางโภชนะและค่าพลงังานทีใ่ชป้ระโยชน์ไดข้องร าละเอยีดและกากมะพรา้วในการเลีย้งโคเนื้อ
พืน้เมอืงของไทย พบว่าร าละเอยีดและกากมะพรา้ว มคีุณค่าทางโภชนะทีย่่อยไดร้วมทัง้หมด 74.29 และ 51.97% ค่า
พลงังานที่ย่อยได้ เท่ากบั 14.68 และ 11.18 เมกะจูลต่อกโิลกรมัและค่าพลงังานที่ใชป้ระโยชน์ได้เท่ากบั 12.35 และ 
9.93 เมกะจลูต่อกโิลกรมั (นนัทนา และคณะ, 2553) ดงันัน้การพฒันาสตูรเพาะเลีย้งเหด็แครงโดยการน ากากมะพรา้ว
มาทดแทนร าขา้วละเอยีดน่าจะเป็นอกีแนวทางหนึ่งในการทดสอบวสัดุเพาะเหด็ เพื่อลดต้นทุนการผลติสามารถเพิม่ผล
ก าไรและค่าตอบแทน ดงันัน้การใชก้ากมะพรา้วทดแทนร าขา้วละเอยีดน่าจะช่วยลดตน้ทุนไดเ้ป็นอย่างดแีละเป็นการใช้
ทรพัยากรใหเ้กดิประโยชน์สงูสดุ 
 
 



68 

วิธีการ 
1. การศึกษาอตัราส่วนการทดแทนร าข้าวละเอียดด้วยกากมะพร้าวสดเปรียบกบักากมะพร้าวอบแห้งต่อการ
เจริญของเส้นใยเหด็แครง ในห้องปฏิบติัการ 
 1.1 การเตรยีมเชือ้เหด็ 
  เสน้ใยเหด็แครงจากกลุ่มวจิยัและพฒันาเหด็ ส านักวยัพฒันาเทคโนโลยชีวีภาพ กรมวชิาการเกษตร น ามา
เลีย้งบนอาหาร PDA ในจานเพาะเชือ้ และบ่มทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 5 วนั จากนัน้ใช ้cork borer เสน้ผ่านศูนยก์ลาง 
0.5 เซนตเิมตร บรเิวณรอบนอกสดุของโคโลนีเพื่อเป็นกลา้เชือ้เหด็ 

1.2 การเพิม่กลา้เชือ้เหด็ 
 เมลด็ขา้วฟ่างแช่น ้าเป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้น ามากรองดว้ยตะแกรงผึง่ใหส้ะเดด็น ้าแลว้ต้มในน ้าเป็นเวลา 30 

นาท ีกรองดว้ยตะแกรงแลว้ผึง่ใหเ้ยน็ จากนัน้น าเมลด็ขา้วฟ่างบรรจุในขวดปรมิาตร 250 มลิลลิติร ปรมิาณ 2 ใน 3 ของ
ขวด น าไปนึ่งห่าเชื้อในหมอ้นึ่งความดนัไอน ้าที ่121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีเมื่อเมลด็ขา้วฟ่างเยน็ลงเขีย่
กลา้เชือ้เหด็จากขอ้ 1.1 ลงไปจ านวน 2 ชิน้ แลว้บ่มเชือ้ทีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 5 วนั จะไดก้ลา้เชือ้เหด็ทีเ่จรญิในเมลด็
ขา้วฟ่างตามทีต่อ้ง 

1.3 การเตรยีมวสัดุเพาะเหด็ 
 น าขีเ้ลื้อยไม้ยางพาราผสมกบัวสัดุเสรมิที่น ามาทดแทนร าขา้วละเอยีด ปรบัความชื้นให้ได้ 80 เปอร์เซน็ต ์
ดว้ยเครื่องวดัความชืน้ แลว้น าวสัดุเพาะใส่จานเพาะเชือ้ปรมิาณ 20 กรมัต่อจาน ตามสตูร ตารางที ่1 จากนัน้น าไปนึ่ง
ฆ่าเชือ้ที ่121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 20 นาท ีแลว้ถ่ายกล้าเชือ้เหด็ จ านวน 1 เมลด็ วางไว้กลางจานเพาะเชือ้ บ่ม
เชือ้ทีอุ่ณหภูมเิป็นเวลา 7 วนั (ตารางที ่1) 
 
ตารางท่ี 1  สตูรเพาะเหด็แครงในจานเพาะเชือ้ 
สตูร วสัดุหลกั (%) วสัดุเสรมิทดแทนร าขา้วละเอยีด (%) วสัดุเสรมิอื่นๆ (%) 
1 

ขีเ้ลือ้ยไมย้างพารา 100 

ร าขา้วละเอยีด 100 

ภูไมท ์2 
ดเีกลอื 0.2 
น ้าสะอาด 80 

2 กากมะพรา้วอบแหง้  100 
3 กากมะพรา้วอบแหง้ 75 + ร าขา้วละเอยีด 25 
4 กากมะพรา้วอบแหง้ 50 + ร าขา้วละเอยีด 50 
5 กากมะพรา้วอบแหง้ 25 + ร าขา้วละเอยีด 75 
6 กากมะพรา้วสด  100 
7 กากมะพรา้วสด 75 + ร าขา้วละเอยีด 25 
8 กากมะพรา้วสด 50 + ร าขา้วละเอยีด 50 
9 กากมะพรา้วสด 25 + ร าขา้วละเอยีด 75 

 
1.4 การบนัทกึผลการทดลอง 
 ค่าเฉลีย่เสน้ผ่านศูนยก์ลางโคโลนีเหด็ สขีองเสน้ใยเหด็ การเจรญิของเสน้ใยเหด็เต็มผวิหน้าวสัดุเพาะ และ
สงัเกตความหนาแน่นของเสน้ใยเหด็ 
1.5 การวเิคราะหข์อ้มลู 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 9 สิง่ทดลอง สิง่ทดลองละ 10 ซ ้า เปรยีบเทยีบความแตกต่างค่าเฉลีย่
ดว้ย DMRT ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95 เปอรเ์ซน็ต ์
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2. ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเหด็แครงในถงุพลาสติก 
 2.1 การเตรยีมกอ้นเชือ้เหด็ในถุงพลาสตกิ 
น าสตูรจากตารางที ่1 มาบรรจุถุงพลาสตกิทนรอ้นแบบพบักน้ ขนาด 6.5 X 10 นิ้ว หนักประมาณ 500 กรมัต่อกอ้น 
เวน้ปากถุงไวส้ าหรบัสวมคอขวดพลาสตกิเพื่อการเขีย่เชือ้ภายหลงั น าไปนึ่งฆา่เชือ้ที ่121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 
นาท ี(ขึน้อยู่กบัลกัษณะของหม้อและปรมิาณก้อนเชื้อ) หรอืนึ่งด้วยหม้อนึ่งแบบลูกทุ่งใช้เวลา 3-4 ชัว่โมง ไฟแรง
สม ่าเสมอ หลงัจากน่ึงเรยีบรอ้ยแลว้น ากอ้นเชือ้ออกมาวางเรยีงกนั รอนกระทัง่กอ้นเชือ้เยน็ จงึสามารถเขีย่หวัเชือ้จาก
เมลด็ขา้วฟ่างต่อไปได ้
 2.2 การถ่ายกลา้เชือ้เหด็และบ่มกอ้นเชือ้เหด็ 
  ถ่ายกลา้หวัเชือ้ จ านวน 10-15 เมลด็ ลงกอ้นเชือ้เหด็ จากนัน้จงึรบีปิดดว้ยกระดาษปิดทบัทนัท ีน าไปบ่มที่
อุณหภูมหิอ้ง เป็นเวลาประมาณ 15-20 วนั เสน้ใยเหด็เจรญิเตม็กอ้นเชือ้ ซึง่หลงัจากเสน้ใยเตม็กอ้นเชือ้จงึใหแ้สงในโรง
บ่ม ซึง่แสงจะกระตุน้ใหเ้หด็สรา้งตุ่มดอกจะสงัเกตเสน้ใยเริม่เปลีย่นเป็นสนี ้าตาลจงึน าไปเปิดดอก 
 2.3 การเปิดดอก 
  น ากอ้นเชือ้เหด็แครงทีเ่สน้ใยเจรญิเตม็ถุงมาท าการเปิกดอก โดยดงึฝาจุกออกและรดัปากถุงใหแ้น่นดว้ยยาง
วง จากนัน้กรดีขา้งถุงในแนวตัง้ จ านวน 4 รอย รอบถุง แต่ละรอยมคีวามยาว 2 นิ้ว วางกอ้นเชือ้แนวตัง้ ในโรงเปิดดอก
เหด็ทีม่คีวามชืน้สมัพทัธ ์80 เปอรเ์ซน็ต์ โดยการรดน ้าวนัละ 2 ครัง้เชา้และเยน็ดว้ยสายยางทีส่วมหวัฉัดแบบพ่นฝอย 
(หากรดน ้ามากเกนิไปกอ้นเหด็จะดดูน ้าเขา้ไปท าใหก้อ้นเชือ้เสยีและปนเป้ือนจุลนิทรยีอ์ื่น) แลว้เกบ็ผลผลติดอกเหด็รุ่น
ที ่1 ไดห้ลงัจากนัน้เหด็จะพกัตวั ท าการรดน ้าและเกบ็รุ่นที ่2 อกีประมาณ 7 วนั  
 2.4 การบนัทกึผลการทดลอง 
  การเจรญิของเชือ้ในกอ้นเชื้อเหด็แครง (เซนตเิมตร) หลงัใส่หวัเชือ้ ผลผลติรวมทัง้หมด จ านวนดอก ความ
กวา้งดอก ความยาวดอก ค านวณหาตน้ทุนและผลตอบแทนการเพาะเหด็แครงในอตัราสว่นของกากมะพรา้วสดต่อกาก
มะพรา้วแหง้และอตัราสว่นร าขา้วละเอยีดในแต่ละการทดลอง 
 
ผลและอภิปรายผล 
การศึกษาอตัราส่วนการทดแทนร าข้าวละเอียดด้วยกากมะพร้าวสดเปรียบกบักากมะพร้าวอบแห้งต่อการ
เจริญของเส้นใยเหด็แครง ในห้องปฏิบติัการ 
 จากการศกึษาอตัราสว่นการทดแทนล าขา้วละเอยีดดว้ยกากมะพรา้ว จ านวน 9 สตูร คอื สตูรที ่1 อาหารทัว่ไปใน
การเพาะเหด็แครง (อตัราร าขา้วละเอยีด 100 เปอร์เซน็ต์) สูตรที่ 2 กากมะพร้าวอบแห้ง 100 เปอร์เซน็ต์ (ไม่ใส่ร า
ละเอยีด) สูตรที ่3 กากมะพรา้วอบแห้ง 75 เปอร์เซน็ต์ ผสมกบัร าขา้วละเอยีด 25 เปอร์เซน็ต์ สตูรที่ 4 กากมะพร้าว
อบแหง้ 50 เปอรเ์ซน็ต ์ผสมกบัร าขา้วละเอยีด 50 เปอรเ์ซน็ต์ สตูรที ่5 กากมะพรา้วอบแหง้ 25 เปอรเ์ซน็ต์ ผสมกบัร า
ขา้วละเอยีด 75 เปอรเ์ซน็ต์ สตูรที ่6 กากมะพรา้วสด 100 เปอรเ์ซน็ต์ (ไม่ใส่ร าละเอยีด) สตูรที ่7 กากมะพรา้วสด 75 
เปอรเ์ซน็ต ์ผสมกบัร าขา้วละเอยีด 25 เปอรเ์ซน็ต์ สตูรที ่8 กากมะพรา้วสด 50 เปอรเ์ซน็ต์ ผสมกบัร าขา้วละเอยีด 50 
เปอรเ์ซน็ต์ และสตูรที ่9 กากมะพรา้วสด 25 เปอรเ์ซน็ต์ ผสมกบัร าขา้วละเอยีด 75 เปอรเ์ซน็ต์ พบว่า การเจรญิของ
เสน้ใยเหด็ เมื่อเลีย้งบนวสัดุเพาะในสตูรที ่1 ถงึ 5 ในจานเพาะเชือ้ พบว่ามกีารเจรญิของโคโลนีแตกต่างกนัและมอีตัรา
การเจรญิของเสน้ใยในวนัที ่3 5 และ 7 พบว่า ลกัษณะการเจรญิของเสน้ใยเหด็สขีาวฟู และสามารถเจรญิไดเ้ตม็ผวิวสัดุ
เมื่อเทยีบกบัสตูรที ่1 พบว่าสตูรที ่4 5 8 และ 9 ใชเ้วลากนั คอื 7 วนั และสตูรที ่2 3 6 และ 7 ใชเ้วลา 9 วนั ตามล าดบั 
และความหนาแน่นของเสน้ใยพบว่าในสตูรที ่1 4 5 8 และ 9 มเีสน้ใยเจรญิหนาแน่นมาก ส่วนสตูรที ่2 3 6 และ 7 
ลกัษณะเสน้ใยหนาแน่นปานกลาง (ตารางที ่2 และตารางที ่3)   
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ตารางท่ี 2  ค่าเฉลีย่เสน้ผ่านศนูยก์ลางโคโลนีเหด็แครงเจรญิบนวสัดุเพาะต่างๆ ในจานเพาะเชือ้ทีอ่ายุ 3 5 และ 7 วนั 

สตูร 
ค่าเฉลีย่เสน้ผ่านศนูยก์ลางโคโลนี (เซนตเิมตร) 

อายุ 3 วนั อายุ 5 วนั อายุ 7 วนั 

1. ร าขา้วละเอยีด 100% 3.45a 5.99a 8.96a 
2. กากมะพรา้วอบแหง้ 100% 2.74h 4.28i 7.07i 
3. กากมะพรา้วอบแหง้ 75% + ร าขา้วละเอยีด 25% 2.98f 4.54h 7.68g 
4. กากมะพรา้วอบแหง้ 50% + ร าขา้วละเอยีด 50% 3.01e 5.75e 8.74d 

5. กากมะพรา้วอบแหง้ 25% + ร าขา้วละเอยีด 75% 3.10d 5.96b 8.94b 
6. กากมะพรา้วสด 100% 2.79g 4.60g 7.57h 
7. กากมะพรา้วสด 75% + ร าขา้วละเอยีด 25% 3.01e 5.23f 8.60f 

8. กากมะพรา้วสด 50% + ร าขา้วละเอยีด 50% 3.20c 5.35d 8.73e 

9. กากมะพรา้วสด 25% + ร าขา้วละเอยีด 75% 3.35b 5.80c 8.89c 

หมายเหต:ุ ตวัเลขทีม่อีกัษรก ากบัต่างกนัจากแถวตัง้เดยีวกนัแตกต่างกนัอย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ(P<0.05) 
 
ตารางท่ี 3  ลกัษณะการเจรญิของเสน้ใยเหด็แครงเจรญิเตม็ผวิหน้าวสัดุเพาะสตูรต่างๆ ในจานเพาะเชือ้ 

สตูร 
ลกัษณะการเจรญิของเสน้ใยเหด็ 

ส ี การเจรญิของเสน้ใยเตม็ผวิหน้าวสัดุเพาะ (วนั) ความหนาแน่นของเสน้ใย 

1 

ขาว 

7 +++ 
2 

9 ++ 
3 
4 

7 +++ 
5 

6 
9 ++ 

7 

8 
7 +++ 

9 

หมายเหต ุ: + ความหนาแน่นของเสน้ใยน้อย       
++ ความหนาแน่นของเสน้ใยปานกลาง 
+++ ความหนาแน่นของเสน้ใยมาก 
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ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเห็ดแครงในถุงพลาสติก 
 จากตารางที่ 4 ศกึษาการพฒันาวสัดุเพาะเหด็แครงดว้ยอตัราส่วนการทดแทนร าขา้วละเอยีดด้วยกากมะพร้าว 
ส าหรบัเพาะเลีย้งเหด็แครง โดยวางแผนการทดลองแบบ Factorial in Completely Randomized Design ประกอบดว้ย 
2 ปจัจยั คอื 1) กากมะพรา้วแหง้ทีผ่่านการอบแหง้ (อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส) และอตัราสว่นของร าขา้วละเอยีด และ 
2) กากมะพรา้วสด และอตัราสว่นของร าขา้วละเอยีด ผลการทดลองดงัต่อไปนี้ 
 การเจรญิของเชือ้ในกอ้นเชือ้เหด็แครง (เซนตเิมตร) หลงัใส่หวัเชือ้ พบว่า สตูรที ่1 มกีารเจรญิของเสน้ใยในกอ้น
เชือ้เหด็แครง เท่ากบั 10.41 เซนตเิมตร รองลงมาคอื สตูรที ่4, 8, 9, 5, 7, 3, 6 และ 2 การเจรญิของเสน้ใยในกอ้นเชือ้
เหด็แครง เท่ากบั 9.16, 8.98, 8.86, 8.75, 7.86, 7.60, 6.28 และ 5.62 เซนตเิมตร ตามล าดบั 
 ผลผลติรวมทัง้หมด โดยชัง่น ้าหนักจ านวนดอกเหด็ของแต่ละบาดแผล พบว่า สตูรที ่5 ใหผ้ลรวมทัง้หมดมากีสุ่ด 
คอื 49.96 กรมัต่อกอ้น รองลงมาคอื สตูรที ่1, 4, 8, 9, 7, 3, 6 และ 2 ใหผ้ลผลติรวมทัง้หมด คอื 46.09, 41.21 38.27, 
37.30, 32.98, 32.54, 31.06 และ 20.95 กรมัต่อกอ้น ตามล าดบั  
 จ านวนดอกเหด็แครง พบว่า สตูรที ่1 มจี านวนดอกเหด็แครงมากทีส่ดุ คอื 116.77 ดอกต่อกอ้น รองลงมาคอื สตูร
ที ่3, 2, 9, 4, 8, 7, 5 และ 6 มจี านวนดอกเหด็ 96.72, 93.93, 89.85, 88.82, 71.38, 60.93, 53.35 และ 52.65 ดอกต่อ
กอ้น ตามล าดบั  
 ความกวา้งดอกเหด็แครง พบว่า สูตรที่ 8 มคีวามกวา้งดอกมากทีสุ่ด คอื 2.02 เซนตเิมตรต่อดอก รองลงมาคอื 
สตูรที ่7, 9, 6, 4, 3, 2, 1 และ 5 มคีวามกวา้งดอก 1.85, 1.85, 1.61, 1.57, 1.48, 1.37, 1.35 และ 0.95 เซนตเิมตรต่อ
ดอก ตามล าดบั และความยาวดอก พบว่าสตูรที ่7 มคีวามยาวดอกมากทีสุ่ด คอื 2.52 เซนตเิมตรต่อดอก รองลงมาคอื 
สตูรที ่9, 8, 4, 6, 3, 1, 2 และ 5 มคีวามยาวดอก 2.26, 2.25, 2.17, 2.12, 2.07, 2.02, 2.01 และ 1.70 เซนตเิมตรต่อ
ดอก ตามล าดบั 
 
ตารางท่ี 4  การเจรญิของเชือ้ในกอ้นเชือ้เหด็แครง (เซนตเิมตร) ผลผลติเหด็แครง (กรมัต่อกอ้น) จ านวนดอกเหด็แครง 
(ดอกต่อกอ้น) ความยาวดอกเหด็แครง (เซนติเมตรต่อดอก) และความกวา้งดอกเหด็แครง (เซนตเิมตรต่อดอก) เมื่อ
เปรยีบเทยีบการใชอ้ตัราสว่นการทดแทนร าขา้วละเอยีดดว้ยกากมะพรา้ว 

สตูร 

การเจรญิของ
เชือ้ในกอ้นเชือ้
เหด็แครง 

(เซนตเิมตร) 

น ้าหนกัผลผลติ 
(กรมัต่อกอ้น) 

จ านวนดอก 
(ดอกต่อกอ้น) 

ความกวา้งดอก 
(เซนตเิมตรต่อดอก) 

ความยาวดอก 
(เซนตเิมตรต่อดอก) 

1 10.41a 46.09b 116.77a 1.35g 2.02g 
2 5.62i 25.96e 93.93c 1.37f 2.01h 

3 7.60g 32.54d 96.72b 1.48e 2.07f 
4 9.16b 41.21c 88.82e 1.57d 2.17d 
5 8.75e 49.96a 53.35h 0.95h 1.70i 
6 6.28h 31.06h 52.65i 1.61c 2.12e 
7 7.86f 32.98f 60.93g 1.85b 2.52a 
8 8.98c 38.27d 71.38f 2.02a 2.25c 
9 8.86d 37.30e 89.85d 1.85b 2.26b 

หมายเหต:ุ ตวัเลขทีม่อีกัษรก ากบัต่างกนัจากแถวตัง้เดยีวกนัแตกต่างกนัอย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ(P<0.05) 



72 

ต้นทุนการผลติเหด็แครง พบว่า อตัราส่วนการทดแทนร าขา้วละเอยีดด้วยกากมะพร้าว ส าหรบัเพาะเลี้ยงเหด็แครง 
ประกอบดว้ย 2 ปจัจยั คอื 1) กากมะพรา้วแหง้ทีผ่่านการอบแหง้ (อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส) และอตัราส่วนของร า
ขา้วละเอยีด และ 2) กากมะพรา้วสด และอตัราส่วนของร าขา้วละเอยีด  พบว่า สตูรที ่7 มตี้นทุนในการผลติเหด็แครง
ต ่าสุด คอื 1.31 บาทต่อกอ้น รองลงมาคอื สตูรที ่8, 9, 6, 2, 5, 4, 3 และ 1 มตี้นทุนในการผลติเหด็แครง คอื 1.35, 
1.38, 1.42, 1.56, 1.88, 2.21, 2.53 และ 2.85 บาทต่อกอ้น ตามล าดบั และมรีายรบัสตูรที ่5 มรีายไดส้งูสุด คอื 9.99 
บาทต่อกอ้น รองลงมาคอื สตูรที ่1, 4, 8, 9, 7, 3, 6 และ 2 มมีรีายรบั 9.22, 8.24, 7.65, 7.46, 6.60, 6.51, 6.21 และ 
5.19 บาทต่อกอ้น ตามล าดบั (ตารางที ่5)  
 
ตารางท่ี 5  ต้นทุนการผลติเหด็แครง (บาทต่อก้อน) และรายรบั (บาทต่อกอ้น) เมื่อเปรยีบเทยีบการใชอ้ตัราส่วนการ
ทดแทนร าขา้วละเอยีดดว้ยกากมะพรา้ว 

สตูร 
ตน้ทุนการผลติ  
(บาทต่อกอ้น) 

รายรบั 
(บาทต่อกอ้น) 

1. ร าขา้วละเอยีด 100% 2.85 9.22 
2. กากมะพรา้วอบแหง้ 100% 1.56 5.19 
3. กากมะพรา้วอบแหง้ 75% + ร าขา้วละเอยีด 25% 2.53 6.51 
4. กากมะพรา้วอบแหง้ 50% + ร าขา้วละเอยีด 50% 2.21 8.24 
5. กากมะพรา้วอบแหง้ 25% + ร าขา้วละเอยีด 75% 1.88 9.99 
6. กากมะพรา้วสด 100% 1.42 6.21 
7. กากมะพรา้วสด 75% + ร าขา้วละเอยีด 25% 1.31 6.60 
8. กากมะพรา้วสด 50% + ร าขา้วละเอยีด 50% 1.35 7.65 
9. กากมะพรา้วสด 25% + ร าขา้วละเอยีด 75% 1.38 7.46 

 
 
 สรปุ 
 การพฒันาสตูรเพาะเลีย้งเหด็แครงในถุงโดยการน ากากมะพรา้วสดเปรยีบเทยีบกบักากมะพรา้วอบแหง้ทดแทนร า
ขา้วละเอยีด โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design โดยมอีตัราส่วนของกากมะพรา้วสดและ
แหง้กบัร าขา้วละเอยีด ม ี5 ระดบั ผลการศกึษาพบว่าในระดบัหอ้งปฏบิตักิาร พบว่า การเจรญิของเสน้ใยเหด็ เมื่อเลีย้ง
บนวสัดุเพาะในสตูรที ่1 ถงึ 5 ในจานเพาะเชือ้ พบว่ามกีารเจรญิของโคโลนีแตกต่างกนัและมอีตัราการเจรญิของเสน้ใย
ในวนัที ่3 5 และ 7 พบว่า ลกัษณะการเจรญิของเสน้ใยเหด็สขีาวฟู และสามารถเจรญิไดเ้ตม็ผวิวสัดุเมื่อเทยีบกบัสตูรที ่
1 และความหนาแน่นของเสน้ใยพบว่าในสตูรที ่1, 4, 5, 8 และ 9 มเีสน้ใยเจรญิหนาแน่นมาก  
 การเจรญิของเชือ้ในกอ้นเชือ้เหด็แครง (เซนตเิมตร) หลงัใสห่วัเชือ้ พบว่า สตูรร าขา้วละเอยีด 100 เปอรเ์ซน็ต์  มี
การเจรญิของเสน้ใยในกอ้นเชือ้เหด็แครง เท่ากบั 10.41 เซนตเิมตร ผลผลติรวมทัง้หมด โดยชัง่น ้าหนกัจ านวนดอกเหด็
ของแต่ละบาดแผล พบว่า สตูรที ่5 ใหผ้ลรวมทัง้หมดมากีส่ดุ คอื 49.96 กรมัต่อกอ้น จ านวนดอกเหด็แครง พบว่า สตูร
ร าขา้วละเอยีด 100 เปอร์เซน็ต์  มจี านวนดอกเหด็แครงมากทีสุ่ด คอื 116.77 ดอกต่อก้อน ความกวา้งดอกเหด็แครง 
พบว่า สตูรสตูรกากมะพรา้วสด: ร าขา้วละเอยีดอตัราส่วน 50:50 มคีวามกวา้งดอกมากทีสุ่ด คอื 2.02 เซนตเิมตรต่อ
ดอก และความยาวดอก พบว่าสตูรสตูรกากมะพรา้วสด: ร าขา้วละเอยีดอตัราส่วน 25:75 มคีวามยาวดอกมากทีสุ่ด คอื 
2.52 เซนตเิมตรต่อดอก  
 ต้นทุนการผลติเหด็แครง พบว่า อตัราส่วนการทดแทนร าขา้วละเอยีดด้วยกากมะพร้าว ส าหรบัเพาะเลี้ยงเห็ด
แครง ประกอบดว้ย 2 ปจัจยั คอื 1) กากมะพรา้วแหง้ทีผ่่านการอบแหง้ (อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส) และอตัราส่วน
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ของร าขา้วละเอยีด และ 2) กากมะพร้าวสด และอตัราส่วนของร าข้าวละเอียด พบว่า สูตรกากมะพร้าวสด: ร าขา้ว
ละเอยีดอตัราสว่น 25:75 มตีน้ทุนในการผลติเหด็แครง คอื 1.88 บาทต่อกอ้น และมรีายรบัสงูสดุคอื 9.99 บาท/กอ้น 
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