
 
 

บทที ่3 
วัสดุอุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
วัสดุพนัธุพชืท่ีนํามาใชในการทดลอง 

มะมวงพันธุน้าํดอกไมสีทองเก็บเกีย่วที่ระยะทางการคา สําหรับการสงออกไปยงัประเทศ
ญ่ีปุนน้ําหนกั 300-400 กรัม/ผล จากชมรมผูสงออกมะมวง จังหวัดฉะเชงิเทรา 
 
เคร่ืองมือและอปุกรณการทดลอง 
1.    เครื่องวัดส ี Hunter’s colorimeter  รุน CR-200  ของ Minolta 
2.    เครื่องวัดความแนนเนือ้  Fruit Hardness Tester ‘NOW’ รุน FHR-5 
3.    เครื่องชั่ง (ทศนยิม 2 ตําแหนง) รุน P1210 ของ Mettler 
4.    เครื่องวัดปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้าํได (Hand refractometer) รุน N1-B 
5.    กลองจุลทรรศนรุน CX31RBSF ของบริษัท OLYMPUS 
6.    เครื่องชั่ง digital (ทศนยิม 4 ตาํแหนง) รุน AB204-S ของบริษทั METTLER-TOLEDO (Thailand) 

LTD. 
7.    เครื่องไทเทรตชนิดอตัโนมัติ รุน TZ 3680 ของบรษิัท SCHOTT 
8.    เครื่องวัด pH (pH meter) รุน PP-20E ของบริษทั SCIENTIFIC PROMOTION CO., LTD. 
9.    ตูเขี่ยเชื้อ (Larminar Air Flow) รุน HF safe 900/C+ ของบรษิัท SCIENTIFIC PROMOTION   
        CO., LTD. 
10.  ตูบมเชื้อ (Incubater) รุน MIR-553 ของบริษัท SANYO ELECTRICAL BIOMEDICAL CO.,    

LTD. 
11.   ตูอบอณุหภูมิสูง (Hot Air Oven) รุน UM500 ของบรษิัท MEMMERT 
12.   หมอนึง่ความดนัไอ (Speedy Autoclave: Vertical Type) รุน HL-341 ของบริษทั GEMMY   
        INDUSTRIAL CORP. 
13.   กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 
14.   ตะเกยีงแอลกอฮอลล 
15.   มดีผาตดั 
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16.   เขม็เขีย่เชือ้ 
17.   เขม็หมุดปลูกเชือ้ (inoculater) เบอร 4 
18.   เครื่องแกว 
19.   Cork borer 
20.   Micro pipette รุน T52647L ของบริษัท GILSON S.A.S. 
21.   Haemacytometer ของบรษิัท CLAY - ADAMS 
 
สารเคมีท่ีใชในการวิจัย ดงัตอไปนี ้
1.   ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ของบรษิัท APS FINECHEM 
2.    สารละลายกรดเปอรออกซีแอซิติก (CH3COOOH) ของบริษัท ECOLAB 
3.   สารการคา Oxysan® zs ของบริษทั ECOLAB 
4.   โซเดยีมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษทั APS FINECHEM 
5.   Phenolphthalein ของบริษทั APS FINECHEM 
6.   แอลกอฮอลล ของบริษทั MERCK 
7.   โซเดยีมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษทั APS FINECHEM 
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วิธีการดําเนินงานการวิจัย 
 การทดลองแบงออกเปน 3 การทดลอง คือ การทดลองที่ 1 ศึกษาผลของไฮโดรเจนเปอร-
ออกไซด กรดเปอรออกซีแอซีติก (PAA) และ Oxysan® zs ที่ความเขมขนตางๆ ตอการเจริญของเชื้อ 
C. gloeosporioides ในอาหารเลี้ยงเชื้อ การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของกรดเปอรออกซีแอซีติก และ 
Oxysan® zs ที่ความเขมขนตางๆ ตอการควบคุมโรคของมะมวงน้ําดอกไมสีทองโดยการปลูกเชื้อ
สาเหตุ การทดลองที่ 3 การทดสอบประสิทธิภาพของกรดเปอรออกซีแอซีติก และ Oxysan® zs 
รวมกับอุณหภูมิต่ําตออายุการเก็บรักษาของมะมวงน้ําดอกไมสีทอง 
 
การทดลองที่ 1 ศึกษาผลของไฮโดรเจนเปอรออกไซด กรดเปอรออกซีแอซีติก (PAA) และ  

Oxysan® zs ท่ีความเขมขนตางๆ ตอการเจริญของเชื้อ C. gloeosporioides ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1.1 ผลตอการเจริญของเชื้อ C. gloeosporioides 
 ทําการเพาะเชื้อ C. gloeosporioides บนอาหาร PDA จนกระทั่งมีอายุ 5 วัน หลังจากนั้น
นําไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อราโดยใช cork borer เบอร 2 เจาะขอบ
โคโลนีเชื้อรานําไปวางบนอาหาร PDA ที่ผสมไฮโดรเจนเปอรออกไซด กรดเปอรออกซีแอซีติก 
และ Oxysan® zs ความเขมขน 0.1, 0.25, 0.5 เปอรเซ็นต ชุดที่ไมผสมสารในอาหารเปนชุดควบคุม 
โดยวิธี Poisoned Food Technique แตละชุดมี 5 ซํ้า บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง
เชื้อเจริญ บันทึกการเจริญของเชื้อโดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีทุกๆ 3 วันเปนเวลา 9 
วัน 
 
1.2 ผลตอการเปล่ียนแปลงโครงสรางของสปอร 
 โดยเลือกชุดการทดลองที่ใหผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจากการทดลองที่ 1.1 มา
ศึกษาตอ วิธีการศึกษาคือ โดยการเตรียมสารละลายแขวนลอยสปอรของ C. gloeosporioides ที่เล้ียง
เชื้อดังกลาวเปนเวลา 5 วัน โดยเติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อบนผิวหนาจานอาหารแลวเขี่ยสปอรของเชื้อรา
ใหหลุดออกมา นํามากรองเศษวุนออกดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 เขยาสารแขวนลอยที่
กรองไดใหเขากัน ตรวจนับสปอรของเชื้อราดวยกลองจุลทรรศนโดยใช counting chamber slide 
(haemacytometer) แลวปรับความเขมขนสารแขวนลอยสปอรใหไดจํานวน 2 x 106 สปอร/มิลลิลิตร 
นําสารละลายแขวนลอยสปอรที่เตรียมไดมาผสมกับกรดเปอรออกซีแอซีติก และ Oxysan® zs ความ
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เขมขน 0.1, 0.25, 0.5 เปอรเซ็นตที่ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปดูดวยกลองจุลทรรศนแบบ
เลนสประกอบที่ 3, 6, 9 และ 12 ช่ัวโมง สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสปอรเชื้อราแลวทําการบันทึกภาพ 
 
การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของกรดเปอรออกซีแอซีติก และ Oxysan® zs ท่ีความเขมขนตางๆ ตอการ

ควบคุมโรคของมะมวงน้ําดอกไมสีทองโดยการปลูกเชื้อสาเหตุ C. gloeosporioides 
 

จากการทดลองที่ 1 ไดคดัเลือกชุดการทดลองที่ใหผลในการควบคุมโรคไดดีมาทาํการศึกษา
ตอโดยนาํมะมวงน้ําดอกไมสีทองทีแ่กเต็มทีม่าทําความสะอาด โดยการลางน้ําและผึ่งลมใหแหง 
จากนัน้ทําการทดลองโดยการสเปรยเชื้อสาเหตุ C. gloeosporioides ใหเปยกชุมทั้งผล วางไวในตะกรา
24 ช่ัวโมงแลวนาํมาลางดวยสารกลุม active oxygen ใชความเขมขนของสารดงัตอไปนี้คือ 0.1 และ 
0.25 เปอรเซ็นต  

 
แบงการทดลองไดดงันี ้

 กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (สเปรยเชื้อสาเหตุไว 24 ช่ัวโมง) แลวสเปรยน้าํกลั่น 

 กรรมวิธีที่ 2 สเปรยเชื้อสาเหตุไว 24 ช่ัวโมงแลวสเปรย peroxyacetic acid 0.1 เปอรเซ็นต 

 กรรมวิธีที่ 3 สเปรยเชื้อสาเหตุไว 24 ช่ัวโมงแลวสเปรย peroxyacetic acid 0.25 เปอรเซ็นต 

กรรมวิธีที่ 4 สเปรยเชื้อสาเหตุไว 24 ช่ัวโมงแลวสเปรย Oxysan® zs  0.1 เปอรเซ็นต 

กรรมวิธีที่ 5 สเปรยเชื้อสาเหตุไว 24 ช่ัวโมงแลวสเปรย Oxysan® zs  0.25 เปอรเซ็นต 
จากนัน้นาํมะมวงไปเกบ็ไวในตะกราวางไวทีอุ่ณหภูมหิอง 
ทําการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงคุณภาพ ไดแก ประเมินความรนุแรงของโรคเปนคะแนน

การเกดิโรค ปริมาณกรดทีไ่ทเทรตได ปริมาณของแข็งที่ละลายน้าํได การเปลี่ยนแปลงสีเปลือกและ
เนื้อ ความแนนเนื้อ และเปอรเซ็นตการสูญเสยีน้าํหนัก 
 

การบันทึกผลการทดลอง 

 1. คะแนนการเกิดโรค 

โดยใหคะแนนตามวิธีของสุขมุและคณะ (ไมระบุปที่พมิพ) ดงันี ้
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 0 = ไมเปนโรค 
1 = เกิดอาการโรค เปนแผลเล็กขนาดเทาหวัเขม็หมุดจํานวน 2-3 แผลและมองเหน็ไม

ชัดเจน 
2 = แผลคอนขางใหญขนาด 3-4 มิลลิเมตร จํานวน 3-4 แผล และมีเนื้อที่ของแผลต่ํา

กวา 5 เปอรเซน็ตของเนื้อที่ผล 
 3 = เปนโรค 5-12 เปอรเซ็นตของเนื้อที่ผล 
 4 = เปนโรค 13-25 เปอรเซ็นตของเนื้อที่ผล 
 5 = เปนโรค 26-50 เปอรเซ็นตของเนื้อที่ผล 
 6 = เปนโรค มากกวา 50 เปอรเซ็นตของเนือ้ที่ผล 

 

2. การวัดปริมาณกรดที่ไทเทรตได (Titratable acidity, TA) 

โดยนําน้ําคั้นมะมวงปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาไทเทรตดวย NaOH (0.1N) โดยใช 
phenolpthaline 1 เปอรเซ็นตเปนอินดิเคเตอร เมื่อน้ําคั้นเปลี่ยนเปนสีชมพูถือวาถึงจุดยุติ (end point) 
นําปริมาตรของ NaOH ที่ใชมาคํานวณหาปริมาณกรด โดยเทียบกับกรดซิตริกไดจากสูตร 

 

เปอรเซ็นต TA = ความเขมขนของ NaOH (0.1) x ปริมาณ NaOH ที่ใช (มิลลิลิตร) x 0.064* x 100 
                                                         ปริมาณน้ําคั้นมะมวง (มิลลิลิตร) 

        *milliequivalent of citric acid (anhydrous) = 0.064      

   วัดปริมาณกรดที่ไทเทรตไดตั้งแตวนัแรกที่เก็บผลมะมวงจากตน (วันที่ 0) จากนั้นตรวจวดั
ทุกๆ 3 วันจนครบ 6 วัน 

 

3. การวัดปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ําได (Total soluble solids, TSS) 

วัดจากน้ําคั้นมะมวง ดวยเครื่อง hand refractometer (ATAGO) ของมะมวงแตละกรรมวิธีๆ 
ละ 4 ผล ทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 6 วัน อานคาที่ไดเปนเปอรเซ็นต 
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4. การเปล่ียนแปลงสีเปลือกและเนื้อ 

 วัดสีดวยเครื่อง chroma meter (Minolta CR-200) ของผลมะมวงแตละกรรมวิธีๆ ละ 10 ผล 
แตละผลวัดสี 3 จุดคือ บริเวณขั้ว กลาง และดานลางของผลมะมวง รายงานผลเปนคาเฉลี่ย โดยคาที่
ไดจะแสดงออกมาเปนคา คาความสวางของสี (L) คาสีเขียว (a) คาสีเหลือง (b) การวัดคาตางๆ เร่ิม
วัดจากวันแรกของการทดลอง (วันที่ 0) จากนั้นตรวจวัดทุกๆ 3 วันจนครบ 6 วัน มีรายละเอียด
ดังตอไปนี้ 

          คาความสวางของสี (the lightness value) (L*) เมื่อคา L* มีคาเขาใกล 0 หมายถึง ผล
มะมวงมีสีคลํ้า ถาเขาใกล 100 แสดงวาผลมะมวงมีสีสวาง 

          คาสีเขียว (a*) มีคาอยูระหวาง -60 ถึง +60 เมื่อมีคาเปนลบแสดงวาผลมะมวงมีสีเขียว 
หากเปนบวกแสดงวาวัตถุมีสีแดง ถาคา a ต่ํามากแสดงวาผลมะมวงมีสีเขียวมาก 

          คาสีเหลือง (b*) มีคาอยูระหวาง -60 ถึง +60 เมื่อมีคาเปนลบแสดงวาผลมะมวงมีสี 
น้ําเงิน หากเปนบวกแสดงวาเปนสีเหลือง หากมีคาสูงมากแสดงวาผลมะมวงมีสีเหลืองมาก 

จากนั้นคํานวณคา L*, a* และ b* เปนดัชนีการเกิดสีเหลือง (Yellow index) โดย 

ดัชนีการเกิดสีเหลือง = L* x b* 
              | a* |  

 

5. การเปล่ียนแปลงความแนนเนื้อ 

วัดความแนนเนื้อโดยใชเครื่อง หัวเจาะขนาด 0.6 cm กรรมวิธีละ 4 ผล ทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 
6 วัน โดยกดหัวเจาะลงในเนื้อผลบริเวณกลางผลมะมวง จะไดคาความแนนเนื้อเปน              
กิโลกรัม/ตารางเซนติเมตร 

 

6. เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก 

ทําการชั่งน้ําหนักทุกๆ 3 วัน แลวนํามาคํานวณโดยใชสูตร 

 

การสูญเสียน้ําหนัก (เปอรเซ็นต) = (น้ําหนักกอนการเก็บรักษา – น้ําหนักหลังการเก็บรักษา) x 100 
      น้ําหนักกอนการเก็บรักษา  
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การทดลองที่ 3 ศึกษาประสิทธิภาพของกรดเปอรออกซีแอซีติก และ Oxysan® zs รวมกับอุณหภูมิ
ต่ําตออายุการเก็บรักษาของมะมวงน้ําดอกไมสีทอง 

 
จากการทดลองที่ 2 ไดคดัเลือกชุดการทดลองที่ใหผลในการควบคุมโรคไดดีมาทาํการศึกษา

ตอโดยนาํมะมวงน้ําดอกไมทีแ่กเต็มทีม่าทําความสะอาดโดยการลางน้ําและผึ่งลมใหแหง จากนัน้ทํา
การทดลองโดยการสเปรยเชือ้สาเหตุ C. gloeosporioides ใหเปยกชุมทั้งผล วางไวในตะกรา 24 ช่ัวโมง 
แลวนํามาลางดวยสารกลุม active oxygen ใชความเขมขนของสาร 0.25 เปอรเซ็นต  

 
แบงการทดลองไดดังนี ้

 กรรมวิธีที่ 1 ชุดควบคุม (สเปรยเชื้อสาเหตุไว 24 ช่ัวโมง) แลวสเปรยน้าํกลั่น 

 กรรมวิธีที่ 2 สเปรยเชื้อสาเหตุไว 24 ช่ัวโมงแลวสเปรย peroxyacetic acid 0.25 เปอรเซ็นต 

กรรมวิธีที่ 3 สเปรยเชื้อสาเหตุไว 24 ช่ัวโมงแลวสเปรย Oxysan® zs  0.25 เปอรเซ็นต 
จากนัน้นาํมะมวงไปเกบ็ไวในตะกราวางไวทีอุ่ณหภูม ิ 8 และ 13 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 

สัปดาห ทําการตรวจสอบการเปลีย่นแปลงคุณภาพ ไดแก ประเมินความรุนแรงของโรคเปนคะแนน
การเกดิโรค ปริมาณกรดทีไ่ทเทรตได ปริมาณของแขง็ทีล่ะลายน้าํได ดัชนกีารเกดิสีเหลือง (Yellow 
index) ความแนนเนื้อ และเปอรเซ็นตการสญูเสียน้ําหนกั (วิธีการดังเชนการทดลองที่ 2) 
 
การวิเคราะหขอมูล 
 วิเคราะหความแปรปรวนของขอมูลโดยใชโปรแกรมวเิคราะหทางสถิต ิ SX8 และเปรยีบเทียบ
ความแตกตางระหวางปจจยัดวยวิธีการวเิคราะหความแปรปรวน (ANOVA) พรอมทั้งทดสอบความ
แตกตางระหวางคาเฉลี่ยดวย Least Significant Difference (LSD) โดยทดสอบระดับความเชื่อมัน่ที่ 95 
เปอรเซน็ต (P < 0.05) 
 
สถานที่ทดลอง 
 หองปฏิบัตกิารจุลชีววิทยา สถานวิทยาการหลังการเก็บเกีย่วและหองปฏิบัติการวิจยัสรีรวิทยา
หลังการเกบ็เกีย่ว คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยเชยีงใหม 
 
ระยะเวลาที่ใชในการทดลอง 

 มีนาคม พ.ศ. 2549 – ธันวาคม พ.ศ. 2550 


