
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
1. กลองพลาสติกสําหรับผลิตน้ํา EO (ภาพ 5) 
2. เครื่องวัดความเขมขนของโอโซน (ozone  detector) ยี่หอ GASTEC 
3. เครื่องกําเนิดโอโซน (OZONIZER  รุน  SO  5  AE  บริษัท  SKY  ZONE ) 
4. เครื่องกําเนิดกระแสไฟฟา  ยีห่อ Super 10 รุน S12A10 
5. เครื่องวัดปริมาณของแข็งทีล่ะลายน้ําได (hand refractometer ยี่หอ ATAGO) 
6. เครื่องวัดสีผิวเปลือก (chromameter) ยี่หอ MINOLTA รุน CR - 200 
7. เครื่องชั่งละเอยีดแบบทศนิยม 3 ตําแหนง รุน XT 920M บริษัท PRECISA 
8. ตูเย็นที่ปรับอณุหภูมิ 5°C  ยี่หอ Refrigertor   ITALY รุน PT 203 
9. เครื่องกวนสารละลาย  บริษัท Clifton CERASTIR 
10. กลองพลาสติกขนาด 15 x 11 x 5  ซม. 
11. pH meter (รุน Metrohm 744) 
12. เครื่องวัด  ion  exchange (ยีห่อ INOLAB)  
13. เครื่องวัดปริมาณคลอรีน (ION SPECIFIC METERS รุน HI 93701) 
14. กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (Olympus Bx – 51) 
15. micro pipette 
16. กระดาษกรอง 
17. ถุงพลาสติกขนาด 18x30 นิ้ว 
18. ตะกราพลาสตกิ 
19. เข็มหมุดขนาดเล็ก 
20. อุปกรณดานจลุชีววิทยา 

 - autoclave  
 - lamina air flow 
 - petri dish 
 -เข็มเขี่ยเชื้อและหวงถายเชือ้ 
 - ตะเกียงแอลกอฮอล
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         -  คีมคีบ  
สารเคมี 

1. แอลกอฮอล 70% 
2. น้ํากลั่น 
3. อาหารเลี้ยงเชือ้รา PDA (potato dextrose agar) 
4. เกลือบริสุทธิ์ (NaCl) 
5. สารละลายเกลืออ่ิมตัว ( น้ํา 1 l : NaCl  400 g) 
6. phenolphthalein 
7. NaOH 
8. sodium  thiosulfate 
9. เชื้อ Penicillium  digitatum 

 
พืชทดลอง 
 สมพันธุสายน้าํผ้ึง  จากอําเภอฝาง  จังหวัดเชียงใหม 
 
สถานที่ทดลอง 
 หองปฏิบัติการวิจัยสรีรวิทยาหลังการเก็บเกี่ยว  ภาควชิาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 
วิธีการทดลอง 

การทดลองที่ 1 ศึกษาผลของน้ําอิเล็กโทรไลต (EO) ในการยับยัง้เชื้อ Penicillium digitatum ใน 
            หลอดทดลอง 
แบงออกเปน 3 การทดลองยอย 
1.1 การผลิตน้าํ EO 
น้ําอิเล็กโทรไลตผลิตโดยใชหลักการ electrolysis โดยใชขั้วบวกและลบที่ทําดวย 

titanium และใชสารละลายเกลือ (NaCl) ใสใน chamber (ภาพ 5) โดยใชความเขมขนของ NaCl ที่
แตกตางกัน (0, 5, 25, 50% และสารละลายเกลืออ่ิมตัว)  โดยผานกระแสไฟฟา 8  แอมแปร และ 8 
โวลต  เปนเวลานาน 20, 40 และ 60 นาที หลังจากไดน้ํา EO แลวนําไปวิเคราะหคา pH , electrolyte  
conductivity (EC), และความเขมขนของคลอรีนอิสระ (available free chlorine) ทันทีโดยวิธี DPD 
(N,N-diethyl-p-phynylene) (Pailin, 1967)   
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ภาพ  5  อุปกรณผลิตน้ําอิเล็กโทรไลต 
 

1.2 ศึกษาผลของน้ําอิเล็กโทรไลต  (EO) ตอการเจริญเติบโตของเชื้อ Penicillium digitatum 
 1. เตรียม spore  suspention  ของ P.  digitatum  จํานวน 1 ml ผสมกับ น้ํา EO ซ่ึงผลิตจาก
การทดลอง 1.1 โดยใช  NaCl ที่ระดับความเขมขนตางๆ (0, 5, 25, 50% และสารละลายเกลืออ่ิมตัว) 
ทิ้งไวที่อุณหภมูิ 27 °C เปนเวลา 1, 2, 4, 8, 16, 32 นาที   
 2. ใชไมโครปเปตดูดสารสะลายในขอ 1 มา 0.1 ml ผสมกับ 0.1N sodium  thiosulfate 
ปริมาตร 0.9 ml 
 3. ใชไมโครปเปตดูดสารสะลายในขอ 2  มา 0.1 ml แลวทําการ spread  plate บน PDA แลว
นําไปบมที่ 27 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง และ สังเกตการเจริญเติบโตของเชื้อรา โดยนับจํานวนโคโลนี
ที่เกิดขึ้นทั้งหมด (CFU/ml) 
 

1.3 ผลของน้ํา EO ตอการเปล่ียนแปลงโครงสรางของเชื้อ Penicillium digitatum ภายใต
กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (light  compound  microscopy) 

ทําการแยกเชือ้ราที่มีอายุ 4–5 วัน มาใสในแผนสไลดทีท่ําความสะอาดแลว จากนั้นหยดน้ํา 
EO ที่ผลิตได แลวใชแผน cover ปดทับลงไป ทิ้งไวเปนเวลา  32 นาที  จากนั้นนําแผนสไลดไป

แผน membrane 

สารละลาย NaCl 

เครื่องกวนสารละลาย 

ขั้วบวก 
ขั้วลบ 

เครื่องกําเนิดไฟฟา 
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ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (light  compound  microscope)  Olympus     
Bx – 51 
การทดลองที่ 2  ศึกษาผลของน้ําอิเล็กโทรไลต  (EO) ตอการควบคุมโรคและคุณภาพของสมสาย 

น้ําผึง้หลังการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ํา 
 1. การเตรียมสารแขวนลอยของสปอร Penicillium digitatum 
 2. การปลูกเชื้อลงผลสม  โดยการนําผลสมมาทําความสะอาดและเช็ดดวยแอลกอฮอล  
จากนั้นนําผลสมมาทําบาดแผลดวยการใชเข็มหมุดขนาดเล็กแทงลงไปที่ผิวสมลึกประมาณ 0.5 mm  
จากนั้นหยดสปอรแขวนลอยของเชื้อรา Penicillium digitatum  ปริมาณ 1.67 X 105 spore/ml 
ปริมาณ 20 μl  บมเชื้อทิ้งไว 3 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 27°C แลวจึงนําสมไปลางดวยน้ํา EO โดยใช
ระยะเวลาการผานกระแสไฟและความเขมขนของ NaCl ที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 1.1 และ 1.2  
โดยกรรมวิธีตางๆ ดังนี้ 
 กรรมวิธีที่ 1  ปลูกเชื้อแบบทําบาดแผลและลางผลสมในน้ํากลั่น (ชุดควบคุม) 
 กรรมวิธีที่ 2  ปลูกเชื้อแบบทําบาดแผลและลางผลสมในน้ํา EO นาน 4   นาที 
 กรรมวิธีที่ 3  ปลูกเชื้อแบบทําบาดแผลและลางผลสมในน้ํา EO นาน 8   นาที 

กรรมวิธีที่ 4  ปลูกเชื้อแบบทําบาดแผลและลางผลสมในน้ํา EO นาน 16 นาที 
 
หลังจากนัน้นาํผลสมใสตะกราพลาสติกหอดวยถุงพลาสติกใสเก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ 5°C

นานเปนเวลา 21 วัน โดยทําการวัดผลทุกๆ 3 วัน  โดยมีแผนการทดลองแบบสุมตลอด 
(Completely Randomized Design : CRD) 

3. บันทึกผล  โดยทําการสุมตัวอยาง 3 ซํ้าๆ  ละ 10 ผล โดยวัดคาน้ําหนักการสูญเสีย
น้ําหนัก  ปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้ําได  ปริมาณกรดที่ไทเทรตได  เปอรเซ็นตการเกิดโรค  
และสีเปลือกดานนอกของผลดังนี้   

1.  เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก  โดยวดัคาน้ําหนกัสดในวนัเริ่มตนและวันทีว่ัดผลโดยใช   
     เครื่องชั่งละเอียดทศนิยม 3 ตําแหนง  แลวนําคาที่ไดมาหาคาเปอรเซ็นตการสูญเสีย

น้ําหนัก ดังนี้ 
      เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําหนัก = (น้ําหนักผลเริ่มตน - น้ําหนกัผลในวันทีว่ัดผล) × 100 

                                                                                                    น้ําหนกัเริ่มตน 
  

2. เปอรเซ็นตการเกิดโรค  โดยพิจารณาจากการเกดิขึ้นของเสนใยเชื้อราที่สามารถสังเกตได 
ดวย ตาเปลา  โดยที่มีเสนใยขึ้นนับเปนผลที่เกิดโรค  แลวจึงนําผลที่ไดไปคํานวณดังนี้ 
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เปอรเซ็นตการเกิดโรค = จํานวนผลที่เกดิโรค ×100 
           จํานวนผลทั้งหมด 
3. ปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้ําได (total soluble solids ;TSS)   วัดโดยใชเครื่อง          

hand refractometer  โดยกอนวัดปรับสเกลใหเปนศูนยดวยน้ํากลั่น  จากนั้นจึงหยดน้ําคั้นจากผลสม
ของแตละกรรมวิธีลงบนเครื่องวัดแลวอานคาที่ได 

4. ปริมาณกรดที่ไทเทรตได (TA) โดยการนําน้ําคั้นจากผลสมมา 5ml หยดสาร     
phenolphthaline 2 หยดซ่ึงใชเปนอินดิเคเตอรแลวจึงทําการไทเทรตดวย sodium  hydroxide 
(NaOH) จนกระทั่งสารละลายเปนสีชมพูออน  แลวนําคาที่อานไดไปคํานวณตามสูตรนี้ 

 
% TA = Normality of NaOH × Titer  × milliequivalent weight of citric acid × 100 

                                                     Volume of sample use 
 
Normality of NaOH = 0.1 นอรมัล 
Titer = ปริมาณของ NaOH ที่ใชในการไทเทรต (มิลลิลิตร) 
milliequivalent weight of citric acid = น้ําหนักกรัมสมมูลยของกรดทีม่ีมากในสมคอื    
กรดซิตริก =  0.064 
Volume of sample use = น้ําคั้นผลิตผลที่ใชไทเทรต (มิลลิลิตร) 
 

5. สีเปลือกดานนอก  โดยวดัการเปลี่ยนแปลงของสีเปลือกดานนอกของผลสม  โดยใชเครื่องวัดสี
ของวัตถุ (chromameter) วดัที่บริเวณกึ่งกลางผลทั้ง 2 ดานคาที่ไดจากการวัดแสดงเปนคา L*, a*, b* 
โดยคา          L* = The lightness factor (value) 

   a*, b* = The chromaticity  coordinates  (hue, chroma) 
                   เมื่อคา     L* เปนคาความสวาง มีคาเขาใกล 0 หมายถึง วัตถุมีสีคลํ้า หากเขาใกล 100  
หมายถึง วัตถุมีสีสวาง 
 a* เปนคาที่แสดงถึงสีแดงและสีเขียว ถาคา a* เปนบวก (+) วัตถุจะมีสีแดง  แตถาคา a* 
เปนลบ (-) วัตถุจะมีสีเขียว โดยมีคา -60 ถึง + 60 
 b* เปนคาที่แสดงถึงสีเหลืองและสีน้ําเงิน ถาคา b* เปนบวก (+) วัตถุจะมีสีเหลือง  แตถาคา 
b* เปนลบ (-) วัตถุจะมนี้ําเงนิ โดยมีคา -60 ถึง + 60 
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การทดลองที่ 3 ศึกษาประสิทธิภาพของกาซโอโซนในการควบคุมโรคของสมพันธุสายน้ําผึ้ง 
 แบงการทดลองออกเปน 2 การทดลองยอย ดังนี้ 
3.1    ศึกษาผลของกาซโอโซนตอการเจริญเติบโตของเชื้อ Penicillium digitatum 

 ทําการเลี้ยงเชื้อรา Penicillium digitatum ไวบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA  บมที่อุณหภูมิ 25°C
เปนเวลา 3 วัน เพื่อใหเชื้อราเจริญเติบโตอยางเต็มที่ แลวนํา จานอาหารเลี้ยงเช้ือไปรมดวยกาซ
โอโซนที่ระดับความเขมขน 200 ppm ที่ระยะเวลาตางๆ ไดแก 30 นาที, 1 ช่ัวโมง, 2 ช่ัวโมง และ 4 
ช่ัวโมง  บันทึกผลและวิเคราะหผลทางสถิติเพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุด 

 

3.2   ผลของกาซโอโซนตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเชื้อ Penicillium digitatum 
ภายใตกลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (light  compound  microscopy) 

ทําการแยกเชือ้ราอายุ 4 – 5 วันที่ผานการรมกาซโอโซนดวยระยะเวลาที่ดีที่สุดจากการ
ทดลองที่ 3.1 มาใสในแผนสไลดที่ทําความสะอาดแลว แลวใช แผน cover ปดทับลงไป จากนั้นนาํ
แผนสไลดไปตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศแบบเลนสประกอบ (Olympus Bx – 51) 

 
3.3 ศึกษาผลของโอโซนตอการควบคุมการเกิดโรคและคุณภาพของผลสมพันธุสายน้ําผึง้

หลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา 
1. นําสมมาทําบาดแผลโดยใชเข็มหมุดขนาดเล็กแทงลงไปในผิวสมลึก 0.5 mm จากนั้นนํา

สมไปปลูกดวยสปอรของเชื้อรา Penicillium digitatum ปริมาณ 1.31 X 105 spore/ml หยด spore  
suspension 20 μl ใชกระดาษกรองปดปากแผลไว และบมเชื้อทิ้งไว 3 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 27°C โดย 
แบงชุดการทดลองดังนี้ 

1) ปลูกเชื้อแบบทําบาดแผล ( ชุดควบคุม) 
2) ปลูกเชื้อแบบทําบาดแผล และรมกาซโอโซน 
3) ปลูกเชื้อแบบไมทําบาดแผล 
4) ปลูกเชื้อแบบไมทําบาดแผล และรมกาซโอโซน 
 
2. นําสมมาผานกรรมวิธีโดยการรมดวยกาซโอโซนที่ระดับความเขมขน ที่ดีที่สุดจากการ

ทดลองที่ 3.1 วันละ 2 ช่ัวโมงแบบตอเนื่องเปนเวลา 21 วัน  ทํา 3 ซํ้าโดยใชตัวอยาง 10 ผล/ซํ้า แลว
นําผลสมใสในตะกราและบรรจุถุงพลาสติก แยกเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5°C โดยทําการวัดผลทุกๆ 3 
วัน  โดยมีแผนการทดลองแบบสุมตลอด (CRD)  
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 3. การบันทึกผล  โดยทําการสุมตัวอยาง 3 ซํ้าๆ ละ 1 ผล ทําการตรวจวัดเปอรเซ็นตการเกิด
โรค และสังเกตการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของสมสายน้ําผ้ึง โดยทําการวัด น้ําหนักสด  เปอรเซ็นต
การเกิดโรค    เปอร เซ็นตของแข็งที่ละลายน้ํา  (TSS) ปริมาณกรดที่ไทเทรตได  (TA)  การ
เปลี่ยนแปลงสีผิวตามวิธีที่กลาวมาแลวในขางตน 
 
การทดลองที่ 4   การศึกษาผลของน้ํา EO รวมกับโอโซนตอการควบคุมการเกิดโรคและคุณภาพของ  

ผลสมพันธุสายน้ําผึ้งหลังการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ํา 
 นําผลสมมาทําการปลูกเชื้อ และมาลางดวยน้ํา EO เชนเดียวกับการทดลองที่ 2 หลังจากนั้น
นําไปเก็บรักษาที่ตูควบคุมอุณหภูมิ 5°C  ที่ตอทอเขากับเครื่องผลิตโอโซนทําการวัดความเขมขน
ของโอโซนโดยใช ozone  detector  (ภาพ 6) โดยรมผลสมดวยโอโซนเปนเวลา  2 ช่ัวโมง   ทุกวัน
แบบตอเนื่องระหวางการเก็บรักษาเปนเวลา 28 วัน บันทึกผลการทดลองทุกสัปดาหเชนเดียวกับการ
ทดลองที่ 2  

 
ภาพ 6   แสดงการทดสอบผลของโอโซนแบบตอเนื่องตอการควบคุมการเกิดโรคและคุณภาพของ 

ผลสมในตูควบคุมอุณหภูม ิ

พัดลม 

Ozone generator 

ตัวอยาง (ผลสม) 

ตะกราพลาสตกิ 


