
 

 

บทที ่3 

วธีิดําเนินการวจัิย 

 

         3.1  การปรับสภาพหัวเช้ือเห็ดขอนขาวให้เหมาะสมต่อเปลอืกข้าวโพดฝักอ่อน 

 3.1.1  หวัเช้ือเห็ดขอนขาว Lentinus squarrosulus Mont LS-YA  

   หวัเช้ือเห็ดขอนขาว L. squarrosulus Mont LS-YA ไดรั้บจาก ผศ.ดร.ชริดา ปุกหุต ผูเ้ช่ียวชาญดา้น

เห็ด  จากภาควชิาวทิยาศาสตร์ชีวภาพ  คณะวทิยาศาสตร์  มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี โดยหวัเช้ือเห็ดขอนขาว

สายพนัธ์ุดงักล่าวจะถูกเก็บรักษาไวใ้นอาหารเล้ียงเช้ือ Yeast extract Malt extract (YM) Agar  ท่ีประกอบดว้ย 

(กรัมต่อลิตร) Malt extract 0.5, Yeast extract 0.1 และ Agar 1.5 และผา่นการฆ่าเช้ือท่ี 121 °ซ เป็นเวลา 15 

นาที  นาํเห็ดขอนขาวท่ีเล้ียงบนอาหาร YM agar ผสมเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนแหง้บดขนาด 0.5 mesh ปริมาณ 

1% บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ  30+2 °ซ และทาํการถ่ายเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือ MY agar ผสมเปลือกขา้วโพดฝักอ่อน

แหง้บดใหม่ทุก ๆ 7 วนั เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป  

3.2 การเลีย้งเห็ดขอนขาว L. squarrosulus Mont LS-YA ในอาหารแข็งผสมเปลอืกข้าวโพดฝักอ่อน 

       แห้งบด 

 นาํเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนแห้งบดขนาด 0.5 mesh (หรือ 7.4 มิลลิเมตร)  เติมลงในอาหาร YM agar ใน

ปริมาณ 0  0.5  1.0  1.5  2.0  และ 2.5%  ก่อนนาํไปผา่นการฆ่าเช้ือท่ี 121°ซ เป็นเวลา 15 นาที แลว้นาํไปเทลง

ในจานอาหารเล้ียงเช้ือ (ท่ีผ่านการอบฆ่าเช้ือแล้ว)   จากนั้ นจึงทําการถ่ายเส้นใยของเห็ดขอนขาว L. 

squarrosulus Mont LS-YA ท่ีเล้ียงบนอาหาร YM agar ผสมเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนแห้งบด (ขอ้ 3.1.1) ซ่ึงบ่ม

ท่ีอุณหภูมิ  30+2 °ซ เป็นเวลา 96 ชัว่โมง โดยใช ้cork borer (ฆ่าเช้ือดว้ยการจุ่มแอลกอฮอล์ 70% แลว้ลนไฟ) 

ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร ตดัเส้นใยเห็ดขอนขาวแลว้วางตรงบริเวณก่ึงกลางของจานอาหาร

เล้ียงเช้ือก่อนท่ีนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30+2 °ซ  ทาํการติดตามการเจริญของเส้นใยเห็ดขอนขาวท่ี 0  1  2  3 และ 

4 วนั ดว้ยการวดัเส้นผา่นศูนยก์ลาง 

3.3 การเลีย้งเส้นใยเห็ดขอนขาว L. squarrosulus Mont LS-YA ในอาหารเหลวในระดับฟลาส์ก 

 3.3.1  การตรียมเห็ดขอนขาว L. squarrosulus Mont LS-YA เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือ (Starter) 

   ทาํการถ่ายเส้นใยของเห็ดขอนขาว L. squarrosulus Mont LS-YA ท่ีเล้ียงบนอาหาร YM agar ผสม 

เปลือกขา้วโพดฝักอ่อนแห้งบด  ท่ีอุณหภูมิ 30+2 °ซ เป็นเวลา 96 ชัว่โมง โดยใช ้cork borer (ฆ่าเช้ือดว้ยการ

จุ่มแอลกอฮอล์ 70% แลว้ลนไฟ) ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร ตดัตดัเส้นใยเห็ดขอนขาวโดยวาง

ตรงบริเวณก่ึงกลางของจานอาหารเล้ียงเช้ือก่อนท่ีนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30+2 °ซ  เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 

(เช่นเดียวกบัขอ้ 3.1.1)  จากนั้นจึงใช ้cork borer (ฆ่าเช้ือดว้ยการจุ่มแอลกอฮอล์ 70% แลว้ลนไฟ) ขนาดเส้น
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ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร ดงักล่าวตดัเส้นใยเห็ดขอนขาวเพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือในการศึกษาต่อไป  ทั้งน้ีภาพ

ท่ี 3.1 แสดงใหเ้ห็นลกัษณะของเส้นใยเห็ดขอนขาวท่ีผา่นการตดัดว้ย cork borer เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3.1 แสดงลกัษณะของเส้นใยเห็ดขอนขาวท่ีเล้ียงบนอาหาร YM agar ผสมเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนแหง้

บดเป็นเวลา 96 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 30+2 °ซ และถูกตดัดว้ย cork borer  ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง  

0.5 เซนติเมตร เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือ: (ก) ช่วงการตดัเส้นใย; (ข) แผน่เส้นใยเห็ดขอนขาว                                                 

ท่ีใชเ้ป็นหวัเช้ือ 

 

3.3.2  สภาพการเล้ียงเห็ดขอนขาว L. squarrosulus Mont LS-YAในสภาพอาหารเหลวในระดบั   

           ฟลาส์ก 

 อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชใ้นการเล้ียงเห็ดขอนขาว L. squarrosulus Mont LS-YA ในสภาพอาหารเหลว

อาศยั  Basal medium  ตามการศึกษาของ  Gbolagade  et  al. (2006) ประกอบดว้ย (กรัมต่อลิตร) KH2PO4 

0.05,  MgSO4 0.05,  FeSO4 0.01,  KNO3 1.55 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  จากนั้นจึงเติมเปลือกขา้วโพดฝักอ่อน

แหง้บดขนาด 0.5 mesh ในปริมาณท่ีเหมาะสมต่อการเจริญในการเล้ียงในสภาพอาหารแขง็ (ขอ้ 3.2)   นาํไป

ผา่นการฆ่าเช้ือท่ี 121°ซ เป็นเวลา 15 นาที ก่อนท่ีจะถ่ายหวัเช้ือเห็ดขอนขาวท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.3.1 จาํนวน 

20 ช้ิน ต่อฟลาส์ก  นาํไปเล้ียงใน 3 สภาพ ประกอบดว้ย สภาพวางน่ิง (Static cultivation)  สภาพการเล้ียงดว้ย

การเขยา่แบบ Reciprocal (Reciprocal shaking cultivation) ท่ี 30  60  และ  90 รอบของการเขยา่ (stroke) ต่อ

นาที  และสภาพการเล้ียงดว้ยการเขยา่แบบ Rotary (Rotary shaking cultivation) ท่ี 75  100  และ  125 รอบต่อ

นาที  ทาํการทดลองสามซํ้ าและติดตามปริมาณกลูโคซามีน (Glucosamine) ตามวธีิของ Sakurai et al. (1977) 

เม่ือทาํการเล้ียงเห็ดขอนขาวเป็นเวลา 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 30+2 °ซ ทั้งน้ีเพื่อสรุปหาสภาพการเล้ียงท่ีเห็ดขอนขาว

ท่ีเหมาะสมในสภาพฟลาสก ์

3.3.3  อตัราส่วนของเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนบดแหง้ท่ีเหมาะสมต่อการเล้ียงเห็ดขอนขาว  

          L. squarrosulus Mont LS-YAในสภาพอาหารเหลวในระดบัฟลาส์ก 

 

(ก) (ข) 
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ทาํการเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงเห็ดขอนขาว  L. squarrosulus Mont LS-YA ในสภาพอาหารเหลว

ในฟลาสก์เช่นเดียวกบัขอ้ 3.3.2 โดยทาํการเติมเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนบดแห้งสามระดบั คือ 2.5  5  และ 

7.5% (โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร)   จากนั้นทาํการถ่ายหวัเช้ือเห็ดขาว L. squarrosulus Mont LS-YA ท่ีเตรียมได้

จากขอ้ 3.3.1 จาํนวน 20 ช้ิน ต่อฟลาส์ก   ทาํการเล้ียงในสภาพการเล้ียงท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.3.2  ทาํการ

ติดตามปริมาณกลูโคซามีน (Glucosamine) ตามวธีิของ Sakurai et al. (1977) เม่ือทาํการเล้ียงเห็ดขอนขาวเป็น

เวลา 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 30+2 °ซ 

3.3.4  การปรับสภาพเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนบดแหง้ท่ีเหมาะสมต่อการเล้ียงเห็ดขอนขาว  

          L. squarrosulus Mont LS-YAในสภาพอาหารเหลวในระดบัฟลาส์ก 

ทาํการปรับสภาพเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนบดแหง้ใน 4 สภาพ ประกอบดว้ย  

  3.3.4.1 การปรับสภาพดว้ยด่างเจือจาง 

          โดยนาํเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนอบแห้งขนาด 0.5 mesh แช่ในสารละลายโซเดียมไฮดรอก

ไซด ์เขม้ขน้ 1 % อตัราส่วน 10% w/v วางทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 0.5 ชัว่โมง (ดุษณี ธนะบริพฒัน์ และ

คณะ, 2549) 1  และ 1.5ชัว่โมง (ปิยะมาส สิริแสงสวา่ง, 2543) จากนั้นนาํไปลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่จนได ้pH เท่ากบั 

7 แลว้จึงนาไปอบแห้งท่ี 80 °ซ  เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เม่ือตวัอยา่งแห้งดีแลว้จึงนาํไปไวใ้นโถดูดความช้ืนต่อ

อีก 2 ชัว่โมง จากนั้นจึงนาํออกมาเก็บในขวดป้องกนัความช้ืนเพื่อใชใ้นการศึกษา 

     3.3.4.2  การปรับสภาพดว้ยกรดอะซิติก 

  โดยนาํเปลือกข้าวโพดฝักอ่อนอบแห้งขนาด 0.5 mesh แช่ในกรดอะซิติก 10 % (จาก

นํ้าส้มสายชูหมกัธรรมชาติ) อตัราส่วน 10% w/v ท่ีอุณหภูมิ 30+2 °ซ  เป็นเวลา 0.5 และ 1 1.5 และ 2 ชัว่โมง 

หลงัจากนั้นนาํไปลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่จนได ้pH เท่ากบั 7  แลว้จึงนาไปอบแห้งท่ี 80 °ซ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เม่ือ

ตวัอย่างแห้งดีแล้วให้จึงนาํไปไวใ้นโถดูดความช้ืนต่ออีก 2 ชั่วโมง จากนั้นนาํออกมาเก็บในขวดป้องกัน

ความช้ืนเพื่อใชใ้นการศึกษา 

     3.3.4.3  การปรับสภาพดว้ยความร้อน 

  โดยนาํเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนอบแห้งขนาด 0.5 mesh ปริมาณ  5 กรัม ต่อ นํ้ ากลัน่ 100 

มิลลิลิตร ผ่านการให้ความร้อนดว้ยหมอ้น่ึงความดนัท่ีอุณหภูมิ 121 °ซ  ฌป็นเวลา  30  45 นาที (Zia-ur-

Rehman et al., 2000) และ 60นาที หลงัจากนั้นนาํไปกรองดว้ยผา้กรอง แลว้จึงนาไปอบแห้งท่ี 80 °ซ  เป็น

เวลา 12 ชัว่โมง เม่ือตวัอยา่งแหง้ดีแลว้ใหจึ้งนาํไปไวใ้นโถดูดความช้ืนต่ออีก 2 ชัว่โมง จากนั้นนาํออกมาเก็บ

ในขวดป้องกนัความช้ืนเพื่อใชใ้นการศึกษา 

                   3.3.4.4  การปรับสภาพโดยไมโครเวฟ 

  โดยนาํเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนอบแห้งขนาด 0.5 mesh ปริมาณ  7.5 กรัม ต่อ นํ้ ากลัน่ 100 

มิลลิลิตร  มาผา่นการใหค้วามร้อนจากไมโครเวฟกาํลงัไฟฟ้า 700 วตัต ์เป็นเวลา 25  35 และ 45 นาที ( Ma et 
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al., 2009) หลงัจากนั้นนาํไปกรองดว้ยผา้กรอง แลว้จึงนาไปอบแห้งท่ี 80 °ซ เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เม่ือตวัอยา่ง

แหง้ดีแลว้ใหจึ้งนาํไปไวใ้นโถดูดความช้ืนต่ออีก 2 ชัว่โมง จากนั้นนาํออกมาเก็บในขวดป้องกนัความช้ืนเพื่อ

ใชใ้นการศึกษา 

 จากนั้นนาํเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนท่ีผา่นการปรับสภาพจากขอ้ 3.3.4.1 – 3.3.4.4 มาใชใ้นการ

เล้ียงเห็ดขอนขาว  L. squarrosulus Mont LS-YA ในสภาพอาหารเหลวในฟลาสก์เช่นเดียวกบัขอ้ 3.3.2 โดย

ใช้เปลือกข้าวโพดฝักอ่อนบดแห้งในปริมาณท่ีเหมาะสมจากข้อ 3.3.3  ทําการถ่ายหัวเช้ือเห็ดขาว L. 

squarrosulus Mont LS-YA ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.3.1 จาํนวน 20 ช้ิน ต่อฟลาส์ก   ทาํการเล้ียงในสภาพการ

เล้ียงท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.3.2  ติดตามการเจริญของเห็ดขอนขาว L. squarrosulus  Mont. LS-YAโดยการ

วิเคราะห์ปริมาณกลูโคซามีน (Glucosamine) ตามวิธีของ Sakurai et al. (1977) ภายหลงัการเล้ียงเป็นเวลา 7 

วนั และทาํการติดตามกิจกรรมของเอนไซมไ์ซลาเนสตาม และเซลลูเลสท่ีระบุไวใ้น Pukahuta et al. (2004) 

3.3.5  สารอาหารท่ีเหมาะสมต่อการสร้างเอนไซมไ์ซลิเนสและเซลลูเลสของเห็ดขอนขาว                          

   L. squarrosulus Mont LS-YA ท่ีเล้ียงในสภาพอาหารเหลวในระดบัฟลาส์ก 

  3.3.5.1 ปริมาณนํ้าตาลเด็กซโตสท่ีเหมาะสม 

 ทาํการศึกษาปริมาณเด็กซโตสท่ีความเขม้ขน้ 0 1  2  3  4 และ 5% (โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร)  

ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมตามขอ้ 3.3.2  โดยใชป้ริมาณเปลือกขา้วโพดฝักอ่อนบดแหง้ท่ีผา่นการปรับสภาพท่ี

เหมาะสมจากขอ้ 3.3.4 ปริมาณท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.3.3  จากนั้นทาํการถ่ายหวัเช้ือเห็ดขาว L. squarrosulus 

Mont LS-YA ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.3.1 จาํนวน 20 ช้ิน ต่อฟลาส์ก ทาํการเล้ียงในสภาพการเล้ียงท่ีเหมาะสม

จากขอ้ 3.3.2 ติดตามปริมาณกลูโคซามีน (Glucosamine) ตามวธีิของ Sakurai et al. (1977) และกิจกรรมของ

เอนไซมไ์ซลาเนสและเซลลูเลสท่ีระบุไวใ้น Pukahuta et al. (2004)  เม่ือทาํการเล้ียงเห็ดขอนขาวเป็นเวลา 7 

วนั  ท่ีอุณหภูมิ 30+2 °ซ 

 3.3.5.2  ปริมาณ Diammonium hydrogen phosphate (DAP) ท่ีเหมาะสม  

 ทาํการศึกษาปริมาณ DAP ท่ีปริมาณ 0.1  0.2  0.3  0.4 และ 0.5 % (โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร) 

โดยใชป้ริมาณเด็กซโตสท่ีเหมาะสมจากขอ้ 3.3.5.1 และสภาพการเล้ียงต่าง ๆ เช่นเดียวกบัท่ีระบุไวใ้นขอ้ 

3.3.5.2  จากนั้นติดตามปริมาณกลูโคซามีน (Glucosamine) ตามวธีิของ Sakurai et al. (1977) และกิจกรรม

ของเอนไซมไ์ซลาเนสและเซลลูเลสตามท่ีระบุไวใ้น Pukahuta et al. (2004) เม่ือทาํการเล้ียงเห็ดขอนขาวเป็น

เวลา 7 วนั ท่ีอุณหภูมิ 30+2 °ซ 

 

 3.4  การเลีย้งเห็ดขอนขาว  L. squarrosulus Mont LS-YA ในอาหารเหลวในถังหมักระบบผสมนํา้หมัก 

        เข้ากบัอากาศขนาด 10 ลติร 

 3.4.1  การปรับปรุงถงัหมกัระบบผสมอากาศเขา้กบันํ้าหมกัขนาด 10 ลิตร    
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 ถงัหมกัระบบผสมนํ้าหมกัเขา้กบัอากาศไดรั้บการออกแบบเพื่อใชใ้นการผลิตนํ้าส้มสายชูหมกั (วรา

วฒิุ  ครูส่ง และคณะ, 2553) โดยถงัตน้แบบก่อนการปรับปรุงแสดงในภาพท่ี 3.2 (ก) ซ่ึงมีระบบกรองอากาศท่ี

ใชแ้ผน่กรอง  ในขณะท่ีถงัหมกัท่ีปรังปรุงดงัแสดงในภาพท่ี 3.2 (ข) ไดเ้ปล่ียนระบบกรองอากาศและระบบ

ท่อ PVC เช่ือมโยงกบัระบบการใหอ้ากาศ  อยา่งไรก็ตามระบบน้ีไม่สามารถเปล่ียนระบบป้ัมได ้  เน่ืองจากมี

ขอ้จาํกดัเร่ืองขนาดของถงัไม่เหมาะสมกบัระบบป้ัมของถงัหมกัระดบัใหญ่จึงทาํใหส้ามารถทาํการศึกษาท่ี

ระดบัการให้อากาศท่ีระดบัเดียวเท่านั้น    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3.2  แสดงลกัษณะของถงัหมกัระบบผสมนํ้าหมกัเขา้กบัอากาศขนาด 10 ลิตร: (ก) ถงัหมกัตน้แบบ

ก่อนการปรับปรุง; (ข) ถงัหมกัตน้แบบภายหลงัการปรับปรุง 

 

3.4.2  การเล้ียงเห็ดขอนขาว L. squarrosulus Mont LS-YAในสภาพอาหารเหลวในถงัหมกัระบบ 

          ผสมนํ้าหมกัเขา้กบัอากาศขนาด 10 ลิตร 

 ทาํการศึกษาการเล้ียงเห็ดขอนขาว L. squarrosulus Mont LS-YAในสภาพอาหารเหลวในถงั

หมกัระบบผสมนํ้าหมกัเขา้กบัอากาศขนาด 10 ลิตร  โดยใชส้ภาพการเล้ียงต่างๆ เช่นเดียวกบัท่ีระบุในขอ้ 

3.3.5.2 

 

3.5  การวางแผนการทดลอง 

 ทาํการวางแผนการทดลองในแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยทาํการทดลอง 3 ซํ้ า  

ผลการทดลองจะนาํมาวิเคราะห์หา  ANOVA  และการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียตามวิธีของ Turky’s Test ท่ีระดบั   

p ≤0.05 

 

(ก)     (ข) 
  ระบบกรองอากาศ 

   ระบบหมุนวนนํ้าหมกั 


