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บทที ่3 
อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

 
อุปกรณ์เคร่ืองมือ 

1. หลอดไฟ UV (10 mW) 2 หลอด บริษทั Boyu Industries Co., Ltd. 
2. กลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบ บริษทั Olympus รุ่น CH30 
3. ตูอ้ะคริลิกแบบทึบแสงขนาด 30x30x65 เซนติเมตร 
4. Haemacytometer บริษทั Clay-Adams  
5. เคร่ืองวดัความแน่นเน้ือ (Firmness Tester) 
6. ตูป้รับอุณหภูมิ (Refrigerator) รุ่น PT203 ประเทศอิตาลี 
7. เคร่ืองวดัสี (Chromameter) 
8. เคร่ืองชัง่น ้าหนกั 2 ต าแหน่ง บริษทั Ohaus รุ่น ARC120 
9. Autoclave 
10. Laminar air flow 
11. เคร่ืองวดัปริมาณของแขง็ทั้งหมดท่ีละลายน ้าได ้(Refractometer) บริษทั ATAGO 

 
อุปกรณ์และเคร่ืองแก้ว 
 1. ตะแกรงใส่หลอดทดลอง 
 2. กรวยกรอง 
 3. หลอดทดลอง 
 4. Petri dish ขนาด 15 x 80 มิลลิเมตร 
 5. ผา้ขาวบาง 
 6. เขม็เข่ียเช้ือ 
 7. ตะเกียงแอลกอฮอล ์
 8. Cover glass 
 9. คีมคีบ 
 10. Beaker 
 11. Flask 
 12. Cylinder 
 13. Parafilm M 
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สารเคมี 
1. Titanium dioxide บริษทั Ajax Finecham 
2. Potato dextrose agar บริษทั Lab Scan 
3. Alcohol 95% 
4. NaOH 0.1 M บริษทั Merck 
5. Phenolphthalein บริษทั APS Finechem 
6. Tween 20 (Polysorbate 20) 

 
พชืทดลอง 
 มะม่วงพนัธ์ุน ้ าดอกไมสี้ทอง ซ่ึงเก็บเก่ียวจากแปลงของเกษตรกร อ าเภอ พร้าว จงัหวดั 
เชียงใหม่ (ภาพ 12) ท่ีมีอายุ 105 หลงัดอกบานคดัเลือกผลท่ีมีขนาด และน ้ าหนักใกล้เคียงกนั
ประมาณ 400 กรัม/ผล ซ่ึงเป็นผลท่ีไม่มีต าหนิหรือบาดแผล บรรจุผลมะม่วงในกล่องกระดาษแลว้
ขนส่งโดยสารรถยนตป์รับอากาศ ใชร้ะยะเวลาขนส่งประมาณ 4 ชัว่โมง เม่ือมาถึงห้องปฏิบติัการ 
แลว้เร่ิมท าการทดลองทนัที  

 

 
ภาพ 12 มะม่วงพนัธ์ุน ้าดอกไมสี้ทอง อ าเภอพร้าว จงัหวดัเชียงใหม่ 

 
เช้ือทดลอง 

เช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides ไดจ้ากผลมะม่วงพนัธ์ุน ้ าดอกไมสี้ทองโดยการใช้
เขม็เข่ียเช้ือสะกิดผวิเปลือกมะม่วงบริเวณท่ีมีจุดสีน ้ าตาลท่ีเกิดจากโรคแอนแทรคโนส แลว้น าปลาย
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เขม็เข่ียเช้ือสะกิดลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เพื่อให้เช้ือ C. gloeosporioides ท่ีติดตรงปลายเข็ม
เข่ียเช้ือไปติดอยูบ่นผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ PDA แลว้ปิดขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือดว้ย Parafilm M 
เพื่อป้องกนัการปนเป้ือนของเช้ืออ่ืนๆ ท่ีอาจเขา้ไป จากนั้นน าไปวางไวภ้ายใตแ้สงจากหลอดไฟ
ฟลูออเรสเซนต์ (fluorescent lamp) เพื่อให้เช้ือเจริญเติบโตเป็นเวลา 5 วนั และน ามาท าเป็นสาร
แขวนลอยสปอร์เพื่อใชใ้นการทดลอง โดยเติมน ้ ากลัน่ลงไป 5 ml จากนั้นใชลู้ปเข่ียเช้ือขดูบริเวณ
ผิวหน้าอาหาร PDA เพื่อให้สปอร์ของเช้ือหลุดออกมาเป็นสารแขวนลอยสปอร์ แลว้เทลงใน flask 
ท่ีมีผา้กรองเพื่อให้ได้เฉพาะส่วนของสารแขวนลอยสปอร์ของเช้ือ C. gloeosporioides แล้วปรับ
ปริมาตรโดยเติมน ้ ากลัน่ให้เจือจางจนมีความเขม้ขน้ของสปอร์เท่ากบั 2x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ซ่ึง
ความเขม้ขน้ของสปอร์จะท าโดยการนบัจ านวนสปอร์บนแผ่น Haemacytometer ท่ีส่องดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์ก าลงัขยาย 400 เท่า 
 
สถานทีท่ดลอง 
 ห้องปฏิบัติการวิจัยสรีรวิทยาและเทคโนโลยีหลังการเก็บเ ก่ียว ภาควิชาชีววิทยา            
คณะวทิยาศาสตร์ และสถาบนัวจิยัเทคโนโลยหีลงัการเก็บเก่ียว มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
 
วธีิการทดลอง 
 
การทดลองที่ 1 ศึกษาความเข้มข้นของ TiO2 ร่วมกับระยะเวลาการให้แสง UV ที่เหมาะสมในการ

             ยบัยั้งเช้ือ C. gloeosporioides 
 

1.1 ผลต่อการงอกของสปอร์ 
น าสารแขวนลอยสปอร์ของเช้ือ C. gloeosporioides ท่ีความเข้มข้น 2x106  สปอร์ต่อ

มิลลิลิตร ผสมกบัผง TiO2 ให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0, 1 ,5 และ 10 mg/ml หยดลงในจาน
อาหารเล้ียงเช้ือ PDA ปริมาตร 1 ml แลว้ใชแ้ท่งแกว้สามเหล่ียมเกล่ียให้ทัว่เพื่อให้เช้ือกระจายทัว่
จานอาหารเล้ียงเช้ือ PDA จากนั้นน ามาวางในตูอ้ะคริลิกแบบทึบแสงขนาด 30x30x65 เซนติเมตร 
และให้แสง UV 20 mW ท่ีระยะเวลา 0, 15, 30 และ 60 นาที แลว้น ามาวางไวท่ี้อุณหภูมิห้องเพื่อให้
เช้ือเจริญเติบโต แลว้นบัจ านวนสปอร์ของเช้ือในแต่ละจานอาหารเล้ียงเช้ือโดยเติมน ้ ากลัน่ 5 ml ลง
ไปในจานอาหารเล้ียงเช้ือแลว้ใชเ้ข็มเข่ียเช้ือบนผิวอาหารเพื่อให้สปอร์ของเช้ือหลุดออกมาเป็นสาร
แขวนลอย แลว้น าสารแขวนลอยสปอร์ท่ีไดไ้ปนบัจ านวนสปอร์โดยการส่องกลอ้งจุลทรรศน์แบบ
เลนส์ประกอบท่ีก าลงัขยาย 400 เท่า เพื่อค านวณเป็นเปอร์เซ็นตก์ารงอกของสปอร์ต่อจ านวนสปอร์
ทั้งหมด ท าทุกวนั เป็นระยะเวลาทั้งหมด 3 วนั (ภาพ 13 และ ภาพ 14) โดยวางแผนการทดลองแบบ
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สุ่มตลอด (Completely Randomized Design; CRD) มี 10 กรรมวิธี และแต่ละกรรมวิธีจะมีจ านวน    
4 ซ ้ า ดงัน้ี 

 
กรรมวธีิท่ี 1 ชุดควบคุม (TiO2 0 mg/ml + UV 0 นาที) 
กรรมวธีิท่ี 2 TiO2 1 mg/ml + UV 15 นาที 
กรรมวธีิท่ี 3 TiO2 1 mg/ml + UV 30 นาที 
กรรมวธีิท่ี 4 TiO2 1 mg/ml + UV 60 นาที 
กรรมวธีิท่ี 5 TiO2 5 mg/ml + UV 15 นาที 
กรรมวธีิท่ี 6 TiO2 5 mg/ml + UV 30 นาที 
กรรมวธีิท่ี 7 TiO2 5 mg/ml + UV 60 นาที 
กรรมวธีิท่ี 8 TiO2 10 mg/ml + UV 15 นาที 
กรรมวธีิท่ี 9 TiO2 10 mg/ml + UV 30 นาที 
กรรมวธีิท่ี 10 TiO2 10 mg/ml + UV 60 นาที 
 

 
 

ภาพ 13 การ เต รียมสารละลาย ท่ี มี ส่ วนผสมของสารแขวนลอยสปอร์ของ เ ช้ือ                       
 Colletotrichum gloeosporioides กั บ ผ ง ไ ท เ ท เ นี ย ม ไ ด อ อ ก ไ ซ ด์ ท่ี ค ว า ม 
 เขม้ขน้ต่างๆ 
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ภาพ 14 การเร่งปฏิกิริยาดว้ยแสงโดยไทเทเนียมไดออกไซด์ต่อการยบัย ั้งการเจริญสปอร์ 

ของเช้ือ Colletotrichum gloeosporioides 
 

1.2 ผลต่อการเปลีย่นแปลงโครงสร้างของสปอร์  
น าสารแขวนลอยสปอร์ของเช้ือ C. gloeosporioides ท่ีความเข้มข้น 2x106  สปอร์ต่อ

มิลลิลิตร ผสมกบัผง TiO2 ให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0, 1, 5 และ 10 mg/ml แลว้หยดลงในจาน
อาหารเล้ียงเช้ือ ปริมาตร 1 ml จากนั้ นน ามาวางในตู้อะคริลิกแบบทึบแสงขนาด 30x30x65 
เซนติเมตร และให้แสง UV 20 mW ท่ีระยะเวลา 0, 15, 30 และ 60 นาที จากนั้ นสังเกตการ
เปล่ียนแปลงโครงสร้างของสปอร์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบท่ีก าลงัขยาย 400 เท่า 
แลว้บนัทึกภาพท่ี 0, 3, 6, 9 และ 12 ชัว่โมง โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely 
Randomized Design; CRD) และแต่ละชุดการทดลองจะมีจ านวน 5 ซ ้ า มีกรรมวิธีดงัเช่นการ 
ทดลองท่ี 1.1 
 
การทดลองที ่2 ศึกษาผลของปฏิกริิยาทีใ่ช้แสงเป็นตัวเร่งของ TiO2 ต่อการควบคุมโรคแอนแทรคโนส  

                        ของเช้ือ C. gloeosporioides ในผลมะม่วงพนัธ์ุน า้ดอกไม้สีทอง 
 

สะกิดผวิเปลือกมะม่วงใหเ้กิดบาดแผล ผลละ 3 แผล แลว้หยดสารแขวนลอยสปอร์ของเช้ือ 
C. gloeosporioides ความเขม้ขน้ 2.0x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ลงไปแผลละ 10 µl แลว้วางทิ้งไวเ้ป็น
เวลา 15 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ 28±2 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ประมาณ 70±5  
เปอร์เซ็นต ์จากนั้นน าไปไวใ้นตูอ้ะคริลิกแบบทึบแสงขนาด 30x30x65 เซนติเมตร ส าหรับแช่ดว้ย
น ้ าท่ีมี TiO2 ร่วมกบัการให้แสง UV 20 mW ท่ีความเขม้ขน้ และระยะเวลาท่ีดีท่ีสุดจากผลการ
ทดลองท่ี 1 เพื่อเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาเคมี (ภาพ 15  และ ภาพ 16) โดยเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีลา้ง
ดว้ยน ้ ากลัน่เป็นเวลา 60 นาที หลงัจากนั้นน าผลมะม่วงมาวางผึ่งให้แห้ง แลว้น าไปเก็บในตูเ้ยน็ท่ี
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อุณหภูมิ 13oC ความช้ืนสัมพทัธ์ 97 เปอร์เซ็นต ์แลว้น าผลมะม่วงออกมาชุดละ 4 ผล วดัสมบติัทาง
กายภาพ และสมบติัทางเคมี วดัผลทุก 5 วนั เป็นเวลาทั้งหมด 20 วนั โดยวางแผนการทดลองแบบ
สุ่มตลอด (Completely Randomized Design; CRD) มี 2 กรรมวธีิ แต่ละกรรมวธีิมีจ านวน 5 ซ ้ า ดงัน้ี 

 
กรรมวธีิท่ี 1 แช่มะม่วงในน ้ากลัน่ 60 นาที (ชุดควบคุม)  
กรรมวธีิท่ี 2 แช่มะม่วงในสารแขวนลอยของ TiO2 ร่วมกบัการให้แสง UV (เลือก

กรรมวธีิท่ีดีท่ีสุดจากผลการทดลองท่ี 1) 
 

         
 

  ภาพ 15 การปลูกเช้ือ Colletotrichum gloeosporioides ลงบนผลมะม่วง 
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ภาพ 16 การเร่งปฏิกิริยาดว้ยแสงโดยไทเทเนียมไดออกไซดข์องผลมะม่วงท่ีปลูกเช้ือ                      
             Colletotrichum gloeosporioides 

 
 โดยการวดัผลการทดลองจะแบ่งออกเป็น 2 ประเด็นหลกัๆ คือ 
 
1. การวดัสมบัติทางกายภาพ ตรวจวดัในเร่ืองต่างๆ ต่อไปน้ี 

1.1 ความรุนแรงของการเกิดโรค 
วดัความรุนแรงของการเกิดโรคบนผิวเปลือกมะม่วงท่ีผ่านการลงเช้ือดว้ยการวดั

เส้นผา่นศูนยก์ลางของจุดสีด า 3 จุด บนผวิเปลือกมะม่วงทุกๆ วนั น ามาคิดเป็นค่าเฉล่ียของ
เส้นผา่นศูนยก์ลางของรอยโรคท่ีไดโ้ดยวดัทุกวนั เป็นเวลาทั้งหมด 20 วนั 
 
1.2 เปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าหนกั 

ชัง่น ้ าหนกัมะม่วงดว้ยเคร่ืองชัง่น ้ าหนกั ทศนิยม 2 ต าแหน่ง ทุกๆ 5 วนั เป็นเวลา
ทั้งหมด 20 วนั เพื่อหาเปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าหนกัของผลมะม่วงแต่ละกรรมวธีิ 
 
การสูญเสียน ้าหนกั (%) = (น ้าหนกัก่อนการเก็บรักษา – น ้าหนกัหลงัการเก็บรักษา) x 100 

น ้าหนกัก่อนการเก็บรักษา 
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1.3 การเปล่ียนสีของเปลือก 
วดัการเปล่ียนสีของเปลือกมะม่วงดว้ยเคร่ืองวดัสี colorimeter โดยวดัผลละ 3 จุด

คือ บริเวณขั้ว กลาง และด้านล่างของผลมะม่วง รายงานผลเป็นค่าเฉล่ีย โดยค่าท่ีได้จะ
ออกมาเป็น ค่าความสวา่งของสี (L*) ค่าสีเขียว (a*) ค่าสีเหลือง (b*) การวดัค่าต่างๆ เร่ิมวดั
จากวนัก่อนท าการทดลอง จากนั้นวดัทุกๆ 5 วนั จนครบ 20 วนั มีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 

ค่าความสวา่งของสี (the lightness value) (L*) เม่ือค่า L* มีค่าเขา้ใกล ้0 หมายถึง 
ผลมะม่วงมีสีคล ้า ถา้เขา้ใกล ้100 แสดงวา่ผลมะม่วงมีสีสวา่ง 

ค่าสีเขียว (a*) มีค่าอยูร่ะหวา่ง -60 ถึง +60 เม่ือมีค่าเป็นลบแสดงวา่ผลมะม่วงมีสี
เขียว หากเป็นบวกแสดงวา่วตัถุมีสีแดง ถา้ค่า a ต ่ามากแสดงวา่ผลมะม่วงมีสีเขียวมาก 

ค่าสีเหลือง (b*) มีค่าอยูร่ะหวา่ง -60 ถึง +60 เม่ือมีค่าเป็นลบแสดงวา่ผลมะม่วงมีสี 
น ้าเงิน หากเป็นบวกแสดงวา่เป็นสีเหลือง หากมีค่าสูงมากแสดงวา่ผลมะม่วงมีสีเหลืองมาก 

  
1.4 การเปล่ียนแปลงความแน่นเน้ือ 

วดัความแน่นเน้ือในผลมะม่วงดว้ยเคร่ือง firmness tester กรรมวิธีละ4 ผล โดยกด
หวัเจาะลงในเน้ือมะม่วงบริเวณกลางผลทั้ง 2 ดา้น แลว้น าไปค านวณหาค่าความแน่นเน้ือมี
หน่วยเป็น กิโลกรัม/ตารางเซนติเมตร ทุกๆ 5 วนั เป็นเวลาทั้งหมด 20 วนั ใชห้วัเจาะขนาด
เส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.6 cm ส าหรับวดัความแน่นเน้ือในมะม่วงวนัท่ี 0, 5, 10 และ 15 ของ
ระยะเวลาการเก็บรักษา แลว้ใช้หวัเจาะขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 1.0 cm ส าหรับวดัความ
แน่นเน้ือในมะม่วงวนัท่ี 20 ของระยะเวลาการเก็บรักษา 

 
2. การวดัสมบัติทางเคมี โดยตรวจวดัขอ้มูลต่อไปน้ี 
 2.1 ปริมาณของแขง็ทั้งหมดท่ีละลายน ้าได ้(total soluble solids, TSS) 

วดัน ้ าคั้นมะม่วงดว้ยเคร่ือง digital refractometer ทุกๆ 5 วนั เป็นเวลาทั้งหมด 20 
วนั เพื่อหาค่าปริมาณของแขง็ทั้งหมดท่ีละลายน ้าได ้มีหน่วยเป็น %Brix 

  
2.2 ปริมาณกรดท่ีไทเทรตได ้(titratable acidity, TA) 

คั้นน ้ ามะม่วงผลละ 5 มิลลิลิตร แลว้ไทเทรตดว้ย NaOH 0.1 นอร์มลั โดยหยด 
phenolphthalein 2-3 หยด เป็นอินดิเคเตอร์ เม่ือน ้ าคั้นมะม่วงเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีชมพู
ถือว่าถึงจุดยุติ (end point) และน าปริมาตรของ NaOH ท่ีใช้มาค านวณหาปริมาณกรดท่ี
ไทเทรตไดโ้ดยเทียบกบักรดซิตริกไดจ้ากสูตร 
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            TA  =  ความเขม้ขน้ของ NaOH (0.1) x ปริมาณ NaOH ท่ีใช ้(มิลลิลิตร) x 0.064* x 100 

ปริมาณน ้าคั้นมะม่วง (มิลลิลิตร) 
 

*milliequivalent of citric acid (anhydrous) = 0.064 (Pearson, 1971) 
วดัปริมาณกรดท่ีไทเทรตไดต้ั้งแต่วนัแรกก่อนท าการทดลองจากนั้นตรวจวดัทุกๆ 

5 วนัจนครบ 20 วนั 
  

โดยแต่ละการทดลองใชโ้ปรแกรม SPSS ในการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบจ าแนกทาง
เดียว (One-Way ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวิธี DMRT (Duncan's Multiple Range 
Test) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
 


