
บทที่ 3 
 วธีิการทดลอง 

 
3.1 การทดลองที่ 1 ศึกษาชนิดของเช้ือราที่เป็นสาเหตุของการเน่าเสียของผลพริกสดในระหว่างการ
เกบ็รักษา 
               ท  ำกำรสุ่มผลพริกสดพนัธ์ุ Super Hot ท่ีแสดงอำกำรผลเน่ำเสียมำท ำกำรแยกเช้ือรำท่ีเป็น
สำเหตุของกำรเน่ำเสียโดยวิธี Tissue transplanting method (Dhingro และ Shinchair, 1986) จำกนั้นน ำ
เช้ือรำท่ีแยกไดม้ำทดสอบกำรเกิดโรคตำมวิธีของ Koch’s postulation และท ำกำรจ ำแนก Genus และ 
Species ของเช้ือรำท่ีเป็นสำเหตุของกำรเน่ำเสียโดยกลอ้งจุลทรรศน์  
 
3.2 การทดลองที่ 2 ศึกษาความเข้มข้นและระยะเวลาของการใช้โอโซนเพื่อควบคุมเช้ือราสาเหตุของ

การเน่าเสียของผลพริกสดในสภาพ in vitro 
   น ำเช้ือรำแต่ละชนิดท่ีแยกได้ มำทดสอบประสิทธิภำพโอโซนท่ีระดบัควำมเขม้ข้นและ

ระยะเวลำต่ำงๆ โดยเตรียมสปอร์ของเช้ือรำ ควำมเขม้ขน้ 1 x104 spore/ml ใส่ในบีกเกอร์ท่ีผำ่นกำรฆ่ำ
เช้ือแลว้ จำกนั้นน ำมำให้ก๊ำซโอโซนผำ่นใน spore suspension ของเช้ือรำแต่ละชนิดโดยมีปัจจยักำร
ทดลอง ดงัต่อไปน้ี  

    ปัจจยัท่ี 1 ปริมำณโอโซนท่ีควำมเขม้ขน้ 0, 500 และ 1000 mg/hr 
    ปัจจยัท่ี 2 ระยะเวลำท่ีใหโ้อโซน นำน 30, 60, 90 นำที  

               จำกนั้นน ำสปอร์ของเช้ือรำก๊ำซโอโซนผำ่นใน spore suspension ปริมำตร 0.1 ml มำเกล่ียลง
บนอำหำรเช้ือ Potato dextrose agar โดยแต่ละทรีตเมนทมี์ 3 ซ ้ ำ และตรวจนบัจ ำนวนโคโลนีของเช้ือ
รำท่ีเจริญบนอำหำรเล้ียงเช้ือหลงับ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง นำน 5 วนั  และรำยงำนผลเป็นเปอร์เซ็นตก์ำร
เจริญของโคโลนีเช้ือรำ 
 
3.3 การทดลองที ่3 ศึกษาผลของการใช้โอโซนต่อการป้องกนัการเน่าเสีย การเปลี่ยนแปลงทางคุณภาพ 
และกจิกรรมของสารต้านอนุมูลอสิระของผลพริกสดในระหว่างการเกบ็รักษา 

  น ำผลพริกสดพนัธ์ุ Super Hot มำท ำกำรคดัเลือกผลท่ีสมบูรณ์ไม่แสดงอำกำรของโรคและ
แมลงเขำ้ท ำลำยมำลำ้งท ำควำมสะอำดดว้ยน ้ ำสะอำด จำกนั้นปลูกดว้ยเช้ือรำท่ีแยกไดน้ำน 4 ชัว่โมง 
จำกนั้นน ำผลพริกมำแช่ในน ้ำท่ีมีแหล่งใหก้ ำเนิดโอโซนท่ีควำมเขม้ขน้และระยะเวลำท่ีมีประสิทธิภำพ
ในกำรท ำลำยรำจำกกำรทดลองในขอ้ 3.2 ส ำหรับชุดควบคุม คือ ผลพริกท่ีปลูกเช้ือรำและแช่ในน ้ ำ
สะอำด เป็นเวลำเดียวกบัพริกท่ีแช่ในน ้ ำโอโซน  จำกนั้นน ำผลพริกข้ึนมำสะเด็ดน ้ ำให้แห้ง และบรรจุ
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ลงในถำดโฟมจ ำนวน 100 กรัมต่อถำด หุ้มดว้ยฟิล์มพลำสติก จ ำนวน 3 ถำดต่อทรีตเมนท ์และเก็บ
รักษำไวท่ี้อุณหภูมิ 13 องศำเซลเซียส และท ำกำรบนัทึกผลกำรทดลองในวนัท่ี 0, 5  และ 10 ดงัน้ี 
ด้านการเกดิโรค 

1. กำรเกิดเน่ำเสีย โดยกำรนบัจ ำนวนผลพริกท่ีปรำกฏผลเน่ำเสีย ในแต่ละถำดนบัจ ำนวนเมล็ด 
2. ควำมรุนแรงของกำรเน่ำเสีย โดยกำรให้คะแนนควำมรุนแรง และรำยงำนผลในหน่วย 

คะแนน ดงัน้ี 
0 คะแนน ไม่ปรำกฏอำกำรเน่ำเสีย 
1 คะแนน 0.1-5 % ของพื้นท่ีผลพริก 
2 คะแนน 5.1-10 % ของพื้นท่ีผลพริก 
3 คะแนน 10.1-15 % ของพื้นท่ีผลพริก 
4 คะแนน 15.1-20 % ของพื้นท่ีผลพริก 
5 คะแนน มำกกวำ่ 20.1% ของพื้นท่ีผลพริก 
 

ด้านคุณภาพ 
1. กำรสูญเสียน ้ ำหนกัสดของผลพริก  โดยกำรชัง่น ้ ำหนกั และรำยงำนผลในหน่วย เปอร์เซ็นต์

โดยค ำนวณจำกสูตร  
       ร้อยละกำรสูญเสียน ้ำหนกั = น ้ำหนกัเร่ิมตน้ – น ้ำหนกัหลกักำรเก็บรักษำ × 100 

                                                                       น ้ำหนกัเร่ิมตน้ 
2. กำรเปล่ียนแปลงสีของผล  

          โดยเคร่ืองวดัสี และรำยงำนผลในค่ำ L, a, b, Hue angle น ำถำดโฟมท่ีบรรจุพริกมำท ำ
กำรวดัสีพริก โดยใชเ้คร่ืองวดัสีตำมระยะเวลำกำรเก็บรักษำ 0, 5 และ 10 

3. ควำมแน่นเน้ือ  
       โดยใช้เคร่ือง Texture analyser โดยใช้หัวเข็ม น ำพริกมำวำงท่ีฐำนของเคร่ือง โดย
ควำมเร็วท่ี 2 มิลลิเมตรต่อวนิำที ค่ำท่ีไดแ้สดงหน่วยเป็นนิวตนั 

4. อตัรำกำรหำยใจ โดยวดัปริมำณ CO2 โดยวธีิของ Gamma et al. (1994) 
       น ำพริกพนัธ์ุ Super hot ทรีตเมนตล์ะ 7 ผล ชัง่น ้ ำหนกั หลกัจำกนั้นบรรจุลงในกล่อง
พลำสติกปริมำณ 450 มิลลิลิตรท ำกำรปิดฝำกล่องให้สนิทเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 13 องศำ
เซลเซียสเป็นเวลำ 1 ชัว่โมง หลกัจำกนั้นท ำกำรเก็บตวัอยำ่งก๊ำซ 1 มิลลิลิตร ฉีดเขำ้เคร่ือง 
Gas Chromatograph (Shimadzu รุ่น GC – 2014) น ำค่ำท่ีวิเครำะห์ไดไ้ปค ำนวณอตัรำกำร
หำยใจ แสดงผลในหน่วย mg CO2/kg.hr 
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สูตรท่ีใชใ้นกำรค ำนวณ  
 

  CO2 Production (mg CO2/kg.hr) =      void × (CO2-0.03)  ×        4,400 
                                      100×g×t                22.4(1+T/273) 

 
ก ำหนดให ้

     Void = ปริมำตรท่ีวำงในกล่อง (มิลลิลิตร) 
       CO2 = ปริมำตรก๊ำซคำร์บอนไดออกไซดท่ี์วดัได ้(ร้อยละ) 
         g   = น ้ำหนกัพริกพนัธ์ุ Super hot (กรัม) 
          t   = เวลำท่ีปิดกล่อง (ชัว่โมง) 
          T  = อุณหภูมิ (องศำเซลเซียส) 
 

5. กำรผลิตเอทธิลีน โดยวธีิของ Gamma et al. (1994) 
    น ำพริกพนัธ์ุ Super hot ทรีตเมนตล์ะ 7 ผล ชัง่น ้ ำหนกั หลกัจำกนั้นบรรจุลงใน

กล่องพลำสติกปริมำณ 450 มิลลิลิตรท ำกำรปิดฝำกล่องให้สนิทเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 13 องศำ
เซลเซียสเป็นเวลำ 1 ชัว่โมง หลกัจำกนั้นท ำกำรเก็บตวัอยำ่งก๊ำซ 1 มิลลิลิตร ฉีดเขำ้เคร่ือง Gas 
Chromatograph (Shimadzu รุ่น GC – 2014) น ำค่ำท่ีวิเครำะห์ไดไ้ปค ำนวณอตัรำกำรผลิตเอ
ทิลีน แสดงผลในหน่วย µl C2H4/kg.hr 

       
 สูตรท่ีใชใ้นกำรค ำนวณ  
 

                          อตัรำกำรผลิตเอทิลีน = ควำมเขม้ขน้ของก๊ำซเอทิลีนท่ีได×้(ปริมำตรภำชนะ(ml)-น ้ ำหนกัตวัอยำ่ง(g) 
                                                    น ้ ำหนกัตวัอยำ่ง(g) × เวลำในกำรจบัเวลำ 
 

6. ปริมำณก๊ำซออกซิเจนและคำร์บอนไดออกไซดใ์นภำชนะบรรจุ 
   ท ำกำรวดัโดยใช้เคร่ืองวดัก๊ำซในภำชนะบรรจุ Headspace Gas Analyzer รุ่น 

900141 โดยกำรตั้งค่ำท่ีตวัเคร่ืองเป็นศูนย ์ติด Septum บนบรรจุภณัฑ์แลว้น ำเข็มท่ีต่อสำยตรง
ตวัเคร่ืองกดผำ่น Septum ลงไปภำยในบรรจุภณัฑ ์กดปุ่มเพื่อทดสอบตวัอยำ่ง 
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ด้านการเปลีย่นแปลงทางกจิกรรมของสารต้านอนุมูลอสิระ 
 

1. ปริมำณ Ascorbic acid ตำมวธีิกำรของ Roe et al. (1948) 
        น ำเน้ือพริกพันธ์ุ Super hot ปริมำณ 5 กรัม ผสมกับสำรละลำย 

metaphosphoric acid ควำมเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 20 มิลลิลิตร ป่ันให้ละเอียดโดยใช้
เคร่ือง homogenizer หลงัจำกน ำไปกรองดว้ยกระดำษกรอง Whatman เบอร์ 1 น ำส่วนใสท่ีได้
ไปท ำกำรหำปริมำณ Total ascorbic acid โดยน ำสำรละลำยตวัอยำ่ง 0.4 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด
ทดลอง จำกนั้นเติมสำรละลำย indophenols (ASA) ควำมเขม้ขน้ 0.02 เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 
0.2 มิลลิลิตร เขย่ำสำรละลำยให้เขำ้กนั ตั้งทิ้งไว ้2-3 นำที (หำกสำรเป็นสีแดง-ชมพู จึงเติม
สำรในขั้นต่อไป แต่ถ้ำสีแดง-ชมพูจำงหำยไป ต้องท ำกำรเจือจำงตัวอย่ำงด้วยสำรลำย 
metaphosphoric acid ควำมเขม้ข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ก่อนเติมสำรในขั้นตอนต่อไป) เติม
สำรละลำย thiourea ควำมเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 0.4 มิลลิลิตร และ 2,4-dinitrophenyl 
hydrazine (DNP) ควำมเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 0.2 มิลลิลิตร (ยกเวน้ Blank:หลอดท่ีไม่
เติมตวัอยำ่ง) ท ำกำรบ่มใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำนำน 3 ชัว่โมง 
แล้วเติม Sulfuric acid ควำมเขม้ขน้ 85 เปอร์เซ็นต์ ปริมำตร 1 มิลลิลิตร บ่มทิ้งไวท่ี้
อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 30 นำที น ำไปหำปริมำณ ascorbic acid ท่ีควำมยำวคล่ืน 540 นำโน
เมตร 

 
2. ปริมำณ anthocyanin ตำมวธีิกำรของ Cheng and Breen (1991) 

             กำรเตรียมสำรละลำย pH  
        Buffer pH 1 : เตรียมสำร KCl ปริมำณ 1.49 กรัม ผสมกบันำ้กลัน่ปริมำตร 100 มิลลิลิตร                      
และสำรละลำยเขม้ขน้ HCl ปริมำตร 1.7 มิลลิลิตร ผสมกบันำ้กลัน่ปริมำตร 100 มิลลิลิตร 
หลงัจำกนั้นนำสำรละลำย 2 ชนิดขำ้งตน้ผสมกนัโดยใชส้ำรละลำย KCl ปริมำตร 25 มิลลิลิตร
ผสมกบัสำรละลำย HCl ปริมำตร 67 มิลลิลิตร ค่ำ pH อยูใ่นช่วง 1.0 ± 0.1  
Buffer pH 4.5 : ชัง่สำร Sodium acetate ปริมำตร 1.64 กรัม ผสมกบันำ้กลัน่ปริมำตร 100  
มิลลิลิตร ค่ำpH อยูใ่นช่วง 4.5 ± 0.1  

  
               วธีิกำรสกดัตวัอยำ่ง  
               น ำพริกจ ำนวน 1 กรัม เติมนำ้กลัน่ปริมำตร 50 มิลลิลิตร ป่ันละเอียดดว้ยเคร่ือง homogenizer 
หลงัจำกนั้นบ่มดว้ยเคร่ือง sonicate ท่ีอุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 20 นำที หลงัจำกนั้นตั้งทิ้ง
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ไวใ้ห้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง น ำไป centrifuged ท่ีควำมเร็วรอบ 8,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 5 นำที นำส่วนใสดำ้นบนมำท ำกำรวเิครำะห์   
          กำรวเิครำะห์  
 pH 1: ใชส้ำรละลำยส่วนใสท่ีไดจ้ำกวธีิกำรสกดัปริมำตร 3 มิลลิลิตรผสมกบัสำรละลำย   buffer pH 1 
ปริมำตร 7 มิลลิลิตร  
pH 4.5: ใชส้ำรละลำยส่วนใสท่ีไดจ้ำกวิธีกำรสกดัปริมำตร 3 มิลลิลิตรผสมกบัสำรละลำย buffer pH 
4.5 ปริมำตร 7 มิลลิลิตร  
     น ำสำรท่ีไดไ้ปท ำกำรวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 510 และ 700 นำโนเมตร  

 
 สูตรกำรค ำนวณ  

                              ค่ำกำรดูดกลืนแสง = (A510nmpH 1 – A700nmpH 1) – (A510nmpH 4.5 – A700nmpH 4.5)  

                                  Anthocyanin (%) = ค่ำดูดกลืนแสง × MW × dilution factor × V ×100  
                                                                                      € ×1×W  
                              € = ค่ำ coefficient extinction มีค่ำเท่ำกบั 26900 L.mol-1 cm-1  
                              MW = นำ้หนกัมวลโมเลกุลของ anthocyanin มีค่ำเท่ำกบั 449.2  
                              V = ปริมำตรสำรละลำยตวัอยำ่งท่ีใช ้(มิลลิลิตร)  
                              W = นำ้หนกัตวัอยำ่งท่ีใช ้(มิลลิกรัม) 
 
3. กิจกรรมของเอน็ไซม ์Peroxidase (POD) ตำมวธีิกำรของ Wang et al. (2005)  

น ำพริกมำชัง่ปริมำณ 2 กรัม ผสมกบัสำรละสำย 0.05 โมลำร์ phosphate buffer pH 7.0 
ปริมำณ 20 มิลลิลิตร จำกนั้นเติมดว้ยสำร Poly(vinylpolypyrrolidone) (PVPP) ปริมำณ 2 กรัม 
น ำไปป่ันให้ละเอียดโดยใชเ้คร่ือง homogenizer น ำไปกรองดว้ยกระดำษกรอง whatman เบอร์ 1 
หลงัจำกนั้นน ำไปหมุนเหวี่ยงท่ีควำมเร็วรอบ 11,460 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำนำน 20 นำที และน ำส่วนใสไปท ำกำรวเิครำะห์ 

กำรวเิครำะห์ 
เติมตวัอย่ำง 0.25 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง ตำมด้วยสำรละลำย 0.05 โมลำร์ 

phosphate buffer pH 7.0 ก่อนท ำกำรวิเครำะห์แต่ละหลอด จะตอ้งเติมสำรละลำย guaicol 
ปริมำณ 1 มิลลิลิตร ก่อนน ำไปวิเครำะห์ท่ีเคร่ือง spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 470 นำโน
เมตรในโหมด Kinetic ส่วนBlank: หลอดท่ีไม่เติมตวัอย่ำงให้เติมดว้ย สำรละลำย 0.05 โมลำร์ 
phosphate buffer pH 7.0 ปริมำณ 2.5 มิลลิลิตร ผสมดว้ยสำรละลำย guaicol ปริมำณ 1 มิลลิลิตร 
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4.  กิจกรรมของเอน็ไซม ์Superoxide dismutase (SOD) ตำมวธีิกำรของ Ukeda et al. (1997) 
  น ำพริกมำชัง่ปริมำณ 5 กรัม ผสมกบัสำรละสำย 50 มิลลิโมล phosphate buffer pH 7.0 
ปริมำณ 20 มิลลิลิตร จำกนั้นเติมดว้ยสำร Poly(vinylpolypyrrolidone) (PVPP) ปริมำณ 0.1 กรัม น ำไป
ป่ันให้ละเอียดโดยใชเ้คร่ือง homogenizer น ำไปกรองดว้ยกระดำษกรอง whatman เบอร์ 1 หลงัจำก
นั้นน ำไปหมุนเหวีย่งท่ีควำมเร็วรอบ 12000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำนำน 40 นำทีน ำ
ส่วนใสไปท ำกำรวเิครำะห์ 

 กำรวเิครำะห์ 
สำรเคมีท่ีใชใ้นกำรวเิครำะห์กิจกรรมเอนไซม ์Superoxide dismutase (SOD) ไดแ้ก่ 

1.สำรละลำย 50 มิลลิโมล phosphate buffer pH 7.0 
2. สำรละลำย 50 มิลลิโมล NaCO-3NaHCO3 buffer pH 10.2 
3. สำรละลำย 1.0 มิลลิโมล Nitrotetrazolium Blue chloride (NBT)  
4. สำรละลำย 4.0 มิลลิโมล Xanthine 
5. สำรละลำย 3.0 มิลลิโมล Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
6. สำรละลำย Bovine Serum Albumin 0.15% (w/v) 
7. สำรละลำย Xanthine Oxidase 
8. สำรละลำย 80 มิลลิโมล CuCl2 

    เตรียมสำรละลำย reaction base mixture (เติมทีละสำรลงในหลอดทดลอง) ประกอบดว้ย 
- 50 มิลลิโมล NaCO-3NaHCO3 buffer pH 10.2 ปริมำตร 2.3 มิลลิลิตร 
- สำรละลำย 1.0 มิลลิโมล NBT ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร 
- สำรละลำย 4.0 มิลลิโมล Xanthine ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร 
- สำรละลำย 3.0 มิลลิโมล EDTA ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร 
- สำรละลำย 8.0 มิลลิโมล CuCl2 ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร 

     กำรวเิครำะห์ 
น ำส่วนใสปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมกบัสำรละลำย reaction base mixture ปริมำตร 0.1 

มิลลิลิตร ผสมกบัสำรละลำย Xanthine Oxidase 0.1 มิลลิลิตร น ำไปบ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำนำน 20 นำที จำกนั้นเติมสำรละลำย 8.0 มิลลิโมล CuCl2 ปริมำณ       0.2 มิลลิลิตร 
น ำไปวเิครำะห์ท่ีเคร่ือง spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 560 นำโนเมตร ในโหมด Photometric 
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5. กิจกรรมของเอน็ไซม ์Catalase (CAT) ตำมวธีิกำรของ Pukacka and Ratajezak (2005) 
น ำพริกมำชัง่ปริมำณ 2 กรัม ผสมกบัสำรละสำย 0.05 โมลำร์ phosphate buffer pH 7.0   

ปริมำณ 20 มิลลิลิตร จำกนั้นเติมดว้ยสำร Poly(vinylpolypyrrolidone) (PVPP) ปริมำณ 2 กรัม น ำไป
ป่ันให้ละเอียดโดยใชเ้คร่ือง homogenizer น ำไปกรองดว้ยกระดำษกรอง whatman เบอร์ 1 หลงัจำก
นั้นน ำไปหมุนเหวีย่งท่ีควำมเร็วรอบ 11,460 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำนำน 20 นำที 

 กำรวเิครำะห์ 
  เติมตวัอยำ่ง 0.25 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง ตำมดว้ยสำรละลำย 0.05 โมลำร์ phosphate 

buffer pH 7.0 ก่อนท ำกำรวิเครำะห์แต่ละหลอด จะตอ้งเติมสำรละลำย hydrogen peroxide (H2O2) 24 
มิลลิโมล ปริมำณ 1 มิลลิลิตร ก่อนน ำไปวิเครำะห์ท่ีเคร่ือง spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 240 นำ
โนเมตรในโหมด Kinetic ส่วนBlank: หลอดท่ีไม่เติมตวัอย่ำงให้เติมด้วย สำรละลำย 0.05 โมลำร์ 
phosphate buffer pH 7.0 ปริมำณ 2.5 มิลลิลิตร ผสมดว้ยสำรละลำย H2O2 ปริมำณ 1 มิลลิลิตร 

 
3.4 การทดลองที่ 4 ศึกษาผลของการใช้โอโซนร่วมกับความร้อน ต่อการป้องกันการเน่าเสีย การ
เปลี่ยนแปลงทางคุณภาพ และกิจกรรมของการต้านอนุมูลอิสระของผลพริกสดในระหว่างการเก็บ
รักษา 

     น ำผลพริกสดพนัธ์ุ Super Hot มำท ำกำรคดัเลือกผลท่ีสมบูรณ์ไม่แสดงอำกำรของโรค   
และแมลงเขำ้ท ำลำยมำลำ้งท ำควำมสะอำดดว้ยน ้ำสะอำด จำกนั้นปลูกดว้ยเช้ือรำท่ีแยกไดก้ำรทดลองท่ี 
3.1 นำน 4 ชัว่โมง จำกนั้นน ำผลพริกมำแช่ในน ้ ำสะอำด (ชุดควบคุม) หรือน ้ ำโอโซนท่ีควำมเขม้ขน้
และระยะเวลำท่ีมีประสิทธิภำพในกำรท ำลำยเช้ือรำจำกกำรทดลองในขอ้ 3.2 ร่วมกบัควำมร้อน
ดงัต่อไปน้ี 

ทรีตเมนทท่ี์  1 แช่ผลพริกในน ้ำสะอำดท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
ทรีตเมนทท่ี์ 2 แช่ผลพริกในน ้ ำโอโซนท่ีควำมเขม้ขน้และระยะเวลำท่ีมีประสิทธิภำพในกำร
ควบคุมเช้ือรำจำกกำรทดลองท่ี 3.2 
ทรีตเมนทท่ี์ 3 แช่ผลพริกในน ้ ำโอโซนท่ีร้อน (40 องศำเซลเซียส) เป็นระยะเวลำนำน 5 นำที 
ท่ีควำมเขม้ขน้และระยะเวลำท่ีมีประสิทธิภำพในกำรควบคุมเช้ือรำจำกกำรทดลองท่ี 3.2  
ทรีตเมนทท่ี์ 4 แช่ผลพริกในน ้ ำโอโซนท่ีร้อน (50 องศำเซลเซียส) เป็นระยะเวลำนำน 1 นำที 
ท่ีควำมเขม้ขน้และระยะเวลำท่ีมีประสิทธิภำพในกำรควบคุมเช้ือรำจำกกำรทดลองท่ี 3.2  
จำกนั้นน ำผลพริกข้ึนมำสะเด็ดน ้ ำให้แห้ง และบรรจุลงในถำดโฟมจ ำนวน 100 กรัมต่อถำด 

หุม้ดว้ยฟิลม์พลำสติก จ ำนวน 3 ถำดต่อทรีตเมนท ์และเก็บรักษำไวท่ี้อุณหภูมิ 13 องศำเซลเซียส และ
ท ำกำรบนัทึกผลกำรทดลองในวนัท่ี 0, 5 และ 10 วนั ดงัน้ี 

 



16 

 

 
ด้านการเกดิโรค 
1. กำรเกิดเน่ำเสีย โดยกำรนบัจ ำนวนผลพริกท่ีปรำกฏผลเน่ำเสีย ในแต่ละถำดนบัจ ำนวนเมล็ด 
2. ควำมรุนแรงของกำรเน่ำเสีย โดยกำรใหค้ะแนนควำมรุนแรง และรำยงำนผลในหน่วย คะแนน ดงัน้ี 

0 คะแนน ไม่ปรำกฏอำกำรเน่ำเสีย 
1 คะแนน 0.1-5 % ของพื้นท่ี 
2 คะแนน 5.1-10 % ของพื้นท่ี 
3 คะแนน 10.1-15 % ของพื้นท่ี 
4 คะแนน 15.1-20 % ของพื้นท่ี 
5 คะแนน มำกกวำ่ 20.1% ของพื้นท่ี 
 

ด้านคุณภาพ 
1. กำรสูญเสียน ้ำหนกัสดของผลพริก  โดยกำรชัง่น ้ำหนกั และรำยงำนผลในหน่วย     

 เปอร์เซ็นตโ์ดยค ำนวณจำกสูตร  
ร้อยละกำรสูญเสียน ้ำหนกั =   น ้ำหนกัเร่ิมตน้ – น ้ำหนกัหลกักำรเก็บรักษำ × 100 

                                                                     น ้ำหนกัเร่ิมตน้ 
2. กำรเปล่ียนแปลงสีของผล  

โดยเคร่ืองวดัสี และรำยงำนผลในค่ำ L, a, b, Hue angle น ำถำดโฟมท่ีบรรจุพริกมำท ำกำรวดั 
สีพริก โดยใชเ้คร่ืองวดัสีตำมระยะเวลำกำรเก็บรักษำ 0, 5 และ 10 

3. ควำมแน่นเน้ือ  
 โดยใชเ้คร่ือง Texture analyser โดยใชห้วัเข็ม น ำพริกมำวำงท่ีฐำนของเคร่ือง โดยควำมเร็วท่ี 

2 มิลลิเมตรต่อวนิำที ค่ำท่ีไดแ้สดงหน่วยเป็นนิวตนั 
4. อตัรำกำรหำยใจ โดยวดัปริมำณ CO2 โดยวธีิของ Gamma et al. (1994) 

น ำพริกพนัธ์ุ Super hot ทรีตเมนตล์ะ 7 ผล ชัง่น ้ำหนกั หลกัจำกนั้นบรรจุลงในกล่องพลำสติก
ปริมำณ 450 มิลลิลิตรท ำกำรปิดฝำกล่องใหส้นิทเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 13 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 1 ชัว่โมง 
หลกัจำกนั้นท ำกำรเก็บตวัอยำ่งก๊ำซ 1 มิลลิลิตร ฉีดเขำ้เคร่ือง Gas Chromatograph (Shimadzu รุ่น GC 
– 2014) น ำค่ำท่ีวเิครำะห์ไดไ้ปค ำนวณอตัรำกำรหำยใจ แสดงผลในหน่วย mg CO2/kg.hr 

สูตรท่ีใชใ้นกำรค ำนวณ  
   CO2 Production (mg CO2/kg.hr) =    void × (CO2-0.03)   ×    4,400 
                                                            100×g×t                  22.4(1+T/273) 
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ก ำหนดให ้
     Void = ปริมำตรท่ีวำงในกล่อง (มิลลิลิตร) 
      CO2 = ปริมำตรก๊ำซคำร์บอนไดออกไซดท่ี์วดัได ้(ร้อยละ) 
        g   = น ้ำหนกัพริกพนัธ์ุ Super hot (กรัม) 
         t   = เวลำท่ีปิดกล่อง (ชัว่โมง) 
         T  = อุณหภูมิ (องศำเซลเซียส) 
 

5. กำรผลิตเอทธิลีน โดยวธีิของ Gamma et al. (1994) 
น ำพริกพนัธ์ุ Super hot ทรีตเมนตล์ะ 7 ผล ชัง่น ้ำหนกั หลกัจำกนั้นบรรจุลงในกล่องพลำสติก

ปริมำณ 450 มิลลิลิตรท ำกำรปิดฝำกล่องให้สนิทเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 13 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 
ชัว่โมง หลกัจำกนั้นท ำกำรเก็บตวัอยำ่งก๊ำซ 1 มิลลิลิตร ฉีดเขำ้เคร่ือง Gas Chromatograph (Shimadzu 
รุ่น GC – 2014) น ำค่ำท่ีวเิครำะห์ไดไ้ปค ำนวณอตัรำกำรผลิตเอทิลีน แสดงผลในหน่วย µl C2H4/kg.hr 

 สูตรท่ีใชใ้นกำรค ำนวณ  
                        อตัรำกำรผลิตเอทิลีน = ควำมเขม้ขน้ของก๊ำซเอทิลีนท่ีได×้(ปริมำตรภำชนะ(ml)-น ้ ำหนกัตวัอยำ่ง(g) 

                                                    น ้ ำหนกัตวัอยำ่ง(g) × เวลำในกำรจบัเวลำ 
 

6. ปริมำณก๊ำซออกซิเจนและคำร์บอนไดออกไซดใ์นภำชนะบรรจุ 
ท ำกำรวดัโดยใชเ้คร่ืองวดัก๊ำซในภำชนะบรรจุ Headspace Gas Analyzer รุ่น 900141 โดยกำร

ตั้งค่ำท่ีตวัเคร่ืองเป็นศูนย ์ติด Septum บนบรรจุภณัฑ์แลว้น ำเข็มท่ีต่อสำยตรงตวัเคร่ืองกดผำ่น Septum 
ลงไปภำยในบรรจุภณัฑ ์กดปุ่มเพื่อทดสอบตวัอยำ่ง 
 
ด้านการเปลีย่นแปลงทางกจิกรรมของสารต้านอนุมูลอสิระ 

1. ปริมำณ Ascorbic acid ตำมวธีิกำรของ Roe et al. (1948) 
น ำเน้ือพริกพนัธ์ุ Super hot ปริมำณ 5 กรัม ผสมกบัสำรละลำย metaphosphoric acid ควำม

เขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 20 มิลลิลิตร ป่ันให้ละเอียดโดยใชเ้คร่ือง homogenizer หลงัจำกน ำไป
กรองดว้ยกระดำษกรอง whatman เบอร์ 1 น ำส่วนใสท่ีไดไ้ปท ำกำรหำปริมำณ Total ascorbic acid 
โดยน ำสำรละลำยตวัอย่ำง 0.4 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง จำกนั้นเติมสำรละลำย indophenols 
(ASA) ควำมเขม้ขน้ 0.02 เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 0.2 มิลลิลิตร เขยำ่สำรละลำยให้เขำ้กนั ตั้งทิ้งไว ้2-3 
นำที (หำกสำรเป็นสีแดง-ชมพ ูจึงเติมสำรในขั้นต่อไป แต่ถำ้สีแดง-ชมพูจำงหำยไป ตอ้งท ำกำรเจือจำง
ตวัอยำ่งดว้ยสำรลำย metaphosphoric acid ควำมเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์ก่อนเติมสำรในขั้นตอนต่อไป) 
เติมสำรละลำย thiourea ควำมเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 0.4 มิลลิลิตร และ 2,4-dinitrophenyl 
hydrazine (DNP) ควำมเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 0.2 มิลลิลิตร (ยกเวน้ Blank:หลอดท่ีไม่เติม
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ตวัอย่ำง) ท ำกำรบ่มใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำนำน 3 ชัว่โมง แลว้เติม 
Sulfuric acid ควำมเขม้ขน้ 85 เปอร์เซ็นต ์ปริมำตร 1 มิลลิลิตร บ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 30 
นำที น ำไปหำปริมำณ ascorbic acid ท่ีควำมยำวคล่ืน 540 นำโนเมตร 

2. ปริมำณ anthocyanin ตำมวธีิกำรของ Cheng and Breen (1991) 
               กำรเตรียมสำรละลำย pH  
 Buffer pH 1 : เตรียมสำร KCl ปริมำณ 1.49 กรัม ผสมกบัน้ำกลัน่ปริมำตร 100 มิลลิลิตร                      
และสำรละลำยเขม้ขน้ HCl ปริมำตร 1.7 มิลลิลิตร ผสมกบันำ้กลัน่ปริมำตร 100 มิลลิลิตร หลงัจำกนั้น
นำสำรละลำย 2 ชนิดขำ้งตน้ผสมกนัโดยใชส้ำรละลำย KCl ปริมำตร 25 มิลลิลิตรผสมกบัสำรละลำย 
HCl ปริมำตร 67 มิลลิลิตร ค่ำ pH อยูใ่นช่วง 1.0 ± 0.1  
Buffer pH 4.5 : ชัง่สำร Sodium acetate ปริมำตร 1.64 กรัม ผสมกบันำ้กลัน่ปริมำตร 100  มิลลิลิตร ค่ำ
pH อยูใ่นช่วง 4.5 ± 0.1  
                        วธีิกำรสกดัตวัอยำ่ง  

น ำพริกจ ำนวน 1 กรัม เติมนำ้กลัน่ปริมำตร 50 มิลลิลิตร ป่ันละเอียดดว้ยเคร่ือง homogenizer 
หลงัจำกนั้นบ่มดว้ยเคร่ือง sonicate ท่ีอุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 20 นำที หลงัจำกนั้นตั้งทิ้ง
ไวใ้ห้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง น ำไป centrifuged ท่ีควำมเร็วรอบ 8,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 5 นำที นำส่วนใสดำ้นบนมำท ำกำรวเิครำะห์  
                      กำรวเิครำะห์ 
 pH 1: ใชส้ำรละลำยส่วนใสท่ีไดจ้ำกวธีิกำรสกดัปริมำตร 3 มิลลิลิตรผสมกบัสำรละลำย   buffer pH 1 
ปริมำตร 7 มิลลิลิตร  
pH 4.5: ใชส้ำรละลำยส่วนใสท่ีไดจ้ำกวิธีกำรสกดัปริมำตร 3 มิลลิลิตรผสมกบัสำรละลำย buffer   pH 
4.5 ปริมำตร 7 มิลลิลิตร  
น ำสำรท่ีไดไ้ปท ำกำรวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 510 และ 700 นำโนเมตร  

        สูตรกำรค ำนวณ  
                 ค่ำกำรดูดกลืนแสง = (A510nmpH 1 – A700nmpH 1) – (A510nmpH 4.5 – A700nmpH 4.5)  

                    Anthocyanin (%) = ค่ำดูดกลืนแสง × MW × dilution factor × V ×100  
                                                                       € ×1×W  
 
                          € = ค่ำ coefficient extinction มีค่ำเท่ำกบั 26900 L.mol-1 cm-1  
                          MW = น ้ำหนกัมวลโมเลกุลของ anthocyanin มีค่ำเท่ำกบั 449.2  
                          V = ปริมำตรสำรละลำยตวัอยำ่งท่ีใช ้(มิลลิลิตร)  
                          W = น ้ำหนกัตวัอยำ่งท่ีใช ้(มิลลิกรัม) 
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3. กิจกรรมของเอน็ไซม ์Peroxidase (POD) ตำมวธีิกำรของ Wang et al. (2005)  
            น ำพริกมำชัง่ปริมำณ 2 กรัม ผสมกบัสำรละสำย 0.05 โมลำร์ phosphate buffer pH 

7.0 ปริมำณ 20 มิลลิลิตร จำกนั้นเติมดว้ยสำร Poly (vinylpolypyrrolidone) (PVPP) ปริมำณ 2 
กรัม น ำไปป่ันใหล้ะเอียดโดยใชเ้คร่ือง homogenizer น ำไปกรองดว้ยกระดำษกรอง Whatman 
เบอร์ 1 หลงัจำกนั้นน ำไปหมุนเหวี่ยงท่ีควำมเร็วรอบ 11,460 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำนำน 20 นำที  แลว้น ำส่วนใสไปท ำกำรวเิครำะห์ 

         กำรวเิครำะห์ 
                เติมตวัอย่ำง 0.25 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง ตำมดว้ยสำรละลำย 0.05 โมลำร์ 
phosphate buffer pH 7.0 ก่อนท ำกำรวิเครำะห์แต่ละหลอด จะตอ้งเติมสำรละลำย guaicol 
ปริมำณ 1 มิลลิลิตร ก่อนน ำไปวิเครำะห์ท่ีเคร่ือง spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 470 นำ
โนเมตรในโหมด Kinetic ส่วนBlank: หลอดท่ีไม่เติมตวัอยำ่งให้เติมดว้ย สำรละลำย 0.05 โม
ลำร์ phosphate buffer pH 7.0 ปริมำณ 2.5 มิลลิลิตร ผสมดว้ยสำรละลำย guaicol ปริมำณ 1 
มิลลิลิตร 

 
4. กิจกรรมของเอน็ไซม ์Superoxide dismutase (SOD) ตำมวธีิกำรของ Ukeda et al. (1997) 

          น ำพริกมำชัง่ปริมำณ 5 กรัม ผสมกบัสำรละสำย 50 มิลลิโมล phosphate buffer pH 
7.0 ปริมำณ 20 มิลลิลิตร จำกนั้นเติมดว้ยสำร Poly(vinylpolypyrrolidone) (PVPP) ปริมำณ 
0.1 กรัม น ำไปป่ันให้ละเอียดโดยใช้เคร่ือง homogenizer น ำไปกรองด้วยกระดำษกรอง 
Whatman เบอร์ 1 หลงัจำกนั้นน ำไปหมุนเหวีย่งท่ีควำมเร็วรอบ 12000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำนำน 40 นำทีน ำส่วนใสไปท ำกำรวเิครำะห์ 

 
              กำรวเิครำะห์ 
สำรเคมีท่ีใชใ้นกำรวเิครำะห์กิจกรรมเอนไซม ์Superoxide dismutase (SOD) 
1.สำรละลำย 50 มิลลิโมล Phosphate buffer pH 7.0 
2. สำรละลำย 50 มิลลิโมล NaCO-3NaHCO3 buffer pH 10.2 
3. สำรละลำย 1.0 มิลลิโมล Nitrotetrazolium Blue chloride (NBT)  
4. สำรละลำย 4.0 มิลลิโมล Xanthine 
5. สำรละลำย 3.0 มิลลิโมล Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
6. สำรละลำย Bovine Serum Albumin 0.15% (w/v) 
7. สำรละลำย Xanthine Oxidase 
8. สำรละลำย 80 มิลลิโมล CuCl2 
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 เตรียมสำรละลำย Reaction base mixture (เติมทีละสำรลงในหลอดทดลอง) ประกอบดว้ย 
- 50 มิลลิโมล NaCO-3NaHCO3 buffer pH 10.2 ปริมำตร 2.3 มิลลิลิตร 
- สำรละลำย 1.0 มิลลิโมล NBT ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร 
- สำรละลำย 4.0 มิลลิโมล Xanthine ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร 
- สำรละลำย 3.0 มิลลิโมล EDTA ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร 
- สำรละลำย 8.0 มิลลิโมล CuCl2 ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร 

                        กำรวเิครำะห์ 
    น ำส่วนใสปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมกบัสำรละลำย reaction base mixture ปริมำตร 

0.1 มิลลิลิตร ผสมกบัสำรละลำย Xanthine Oxidase 0.1 มิลลิลิตร น ำไปบ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 30 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำนำน 20 นำที จำกนั้นเติมสำรละลำย 8.0 มิลลิโมล CuCl2 ปริมำณ       
0.2 มิลลิลิตร น ำไปวิเครำะห์ท่ีเคร่ือง spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 560 นำโนเมตร ใน
โหมด Photometric 

 
5. กิจกรรมของเอน็ไซม ์Catalase (CAT) ตำมวธีิกำรของ Pukacka and Ratajezak (2005) 

น ำพริกมำชัง่ปริมำณ 2 กรัม ผสมกบัสำรละสำย 0.05 โมลำร์ phosphate buffer pH 
7.0   ปริมำณ 20 มิลลิลิตร จำกนั้นเติมดว้ยสำร Poly(vinylpolypyrrolidone) (PVPP) ปริมำณ 2 
กรัม น ำไปป่ันใหล้ะเอียดโดยใชเ้คร่ือง homogenizer น ำไปกรองดว้ยกระดำษกรอง whatman 
เบอร์ 1 หลงัจำกนั้นน ำไปหมุนเหวี่ยงท่ีควำมเร็วรอบ 11,460 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำนำน 20 นำที 

       กำรวเิครำะห์ 
      เติมตวัอย่ำง 0.25 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง ตำมดว้ยสำรละลำย 0.05 โมลำร์ 

phosphate buffer pH 7.0 ก่อนท ำกำรวิเครำะห์แต่ละหลอด จะตอ้งเติมสำรละลำย hydrogen 
peroxide (H2O2) 24 มิลลิโมล ปริมำณ 1 มิลลิลิตร ก่อนน ำไปวิเครำะห์ท่ีเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ีควำมยำวคล่ืน 240 นำโนเมตรในโหมด Kinetic ส่วน Blank คือ หลอดท่ี
ไม่เติมตวัอย่ำงให้เติมดว้ย สำรละลำย 0.05 โมลำร์ phosphate buffer pH 7.0 ปริมำณ 2.5 
มิลลิลิตร ผสมดว้ยสำรละลำย H2O2 ปริมำณ 1 มิลลิลิตร 

 
3.5 การทดลองที ่5 ศึกษาผลของการใช้โอโซนเพือ่ลดปริมาณสารเคมีทีต่กค้างอยู่บนผลพริกสด  

น ำผลพริกสดพนัธ์ุ Super Hot  มำท ำกำรคดัเลือกผลท่ีสมบูรณ์ไม่แสดงอำกำรของโรคและ
แมลงเขำ้ท ำลำยมำลำ้งดว้ยน ้ ำสะอำด ผึ่งให้แห้งและท ำกำรจุ่มในสำรก ำจดัศตัรูพืชท่ีผสม Tween 20                   
โดยมีทรีตเมนทด์งัน้ี ทรีตเมนทท่ี์ 1 พริกท่ีไม่ไดจุ่้มสำรเคมีก ำจดัศตัรูพืช (ปริมำณสำรเคมีท่ีปนเป้ือน
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มำกบัพริกเร่ิมตน้) ส ำหรับผลพริกท่ีจุ่มสำรเคมีก ำจดัแมลงกลุ่ม Organophophates (Chlorpyrifos) 
ควำมเขม้ขน้ 1000 ppm ผสมกบัสำรเคมีก ำจดัเช้ือรำกลุ่ม Benzimidazoles (carbendazim) ควำมเขม้ขน้ 
1000 ppm  จำกนั้นน ำพริกมำผึ่งให้แห้งนำน 24 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 13 องศำเซลเซียส ก่อนน ำไปแช่ใน
น ้ำท่ีผำ่นก๊ำซโอโซนท่ีควำมเขม้ขน้และระยะเวลำท่ีมีประสิทธิภำพในกำรควบคุมเช้ือจุลินทรียจ์ำกกำร
ทดลองท่ี 3.2  และในน ้ ำโอโซนท่ีร้อนท่ีควำมเขม้ขน้และระยะเวลำท่ีมีประสิทธิภำพในกำรควบคุม
เช้ือรำจำกกำรทดลองท่ี 3.3  (น ้ ำท่ีผำ่นก๊ำซโอโซนควำมเขม้ขน้ 500 ppm นำน 90 นำที) จำกนั้นน ำผล
พริกข้ึนมำสะเด็ดน ้ ำให้แห้ง และบรรจุลงในถำดโฟมจ ำนวน 100 กรัมต่อถำด หุ้มดว้ยฟิล์มพลำสติก 
จ ำนวน 3 ถำดต่อทรีตเมนท ์(ซ ้ ำ) และเก็บรักษำไวท่ี้อุณหภูมิ 13 องศำเซลเซียส และท ำกำรตรวจวดั
ปริมำณสำรเคมีตกคำ้งบนผลพริกในวนัท่ี 0, 5 และ 10 วนั (ทรีตเมนทท่ี์ 2 3 และ 4) ของกำรเก็บรักษำ 
โดยกำรวิเครำะห์สำรเคมีก ำจดัแมลงกลุ่ม Organophophates  โดยกำรท ำส่งไปตรวจวิเครำะห์สำรเคมี
ตกคำ้งท่ี บริษทัหอ้งปฏิบติักำรกลำง (ประเทศไทย) ส ำนกังำนใหญ่ บำงเขน กรุงเทพฯ และรำยงำนผล
ในหน่วย mg/kg 

 


