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วัสดุอุปกรณ์และวิธีการทดลอง

วัสดุอุปกรณ์

1. พีซทดลอง

ผลกล้วยหอมทอง [M usa  ( AAA group, Cavendish subgroup) 'Horn Thong’] ทีมี 
ความแก่ประมาณ 70 % โดยพิจารณาจากเหล่ียมของกล้วย จากบริษัท โดล ไทยแลนด์ ซ่ึง 
ลามารถพิจารณามาตรฐานความแก่ฃองกล้วยโดยสังเกตจากเหล่ียมผลได้ดังน้ี (เบญจมาศ
คืลาย้อย, 2534)

Full คือผลท่ีไม่มีเหล่ียมเลย เรียกว่า แก่เต็มท่ี 100%

Full V a คือผลท่ีมีเหล่ียม แต่ไม่ชัดเจน ม ีความแก่ประมาณ 90%

Light Full Va คือผลท่ีมีเหล่ียม1ชัด มีความแก่ประมาณ 80%

Light Va คือผลท่ีมีฃนาดคร่ึงหน่ึงของผลโตเต็มท่ี หรอมีความแก่ประมาณ 70%

2. วัสดุอุปกรณ์

2.1 อุปกรณ์

อ่างน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath), ตูควบคุมอุณหภูมิ (Growth chamber),
ห้องควบคุมอุณหภูมิ (Phytotron), เครองวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer), 
เคร่ือง Gas chromatography (Shimadzu รุ่น GC-14A), เครองปันเหวียงควบคุม 
อุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge), เคร่ืองปันเหว่ียง (Microcentrifuge), เคร่ือง 
Autoclave, ตู้อบ (Oven 180°c )1 ตู้อบ (Oven 80°c ), ตู้แซ่แข็งสำหรับเก็บตัวอย่าง 
(Deep freezer) อุณหภูมิ -70°c, ตู้เย็นอุณหภูมิ -20°c, ตู้ควบคุมอุณหภูมิสำหรับทำ 
Hybridization (Hybridization oven), ชุดแยก DNA และ RNA ด้วยไฟฟ้า (DNA, RNA 
gel electrophoresis), เคร่ืองช่ังไฟฟ้าทศนิยม 2 ตำแหน่งของกรัม, เคร่ืองวัดค่าความ 
แน่นเน้ือ (Penetrometer รุ่น FT 011), เคร่ืองเขย่าผสมสาร (Vortex mixer), แฟนให้ความ 
ร้อนและคนสาร (Hot plate & Stirrer), เคร่ืองปันน้ําผลไม้ (Blender), เคร่ืองวัดปริมาณ
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Total Soluble Solids (TSS) (Refractometer รุ่น N-1E), แผ่นเทียบสิ Royal 
Horticultural Society (R.H.S.) colour chart 1 ตารางแปลงค่าสี (R.H.S. Table of 
Cross-References), แผ่นเมมเบรน (Hybond N+, Amersham Pharmacia Biotech UK 
Limited), Centrifuge tube screw cap ขนาด 50 มิลลิลิตร, Centrifuge tube screw 
cap ขนาด 15 มิลลิลิตร, หลอด microcentrifuge, ขวดโหลแก้วขนาด 2.4 ลิตร และขวด 
แก้วขนาด 20 มิลลิลิตร พร้อมจุกยาง, หลอดเก็บตัวอย่างสูญญากาศ (Vacuum tube), 
กระบอกฉีดยาและเข็มฉีดยา (Syringe and needle), กระบอกตวง, หลอดทดลองขนาด 
20 มิลลิลิตร,ปาสเตอร์ปิเปต (Pasteur pipette), ไมโครปิฝตและทิป (Micropipette and 
tip), มีดและเขียง, กล่องกระดาษ, ตะกร้าพลาสติก, เทอร์โมมิเตอร์, นาฟิกาจับเวลา, 
อลูมิเนียม ฟอล์ย (Aluminium foil), โกร่งบด, ท่ีเจาะกระดาษลูกฟูกหนา 3 มิลลิเมตร 
กว้าง 26 เซนติเมตร ยาว 39.5 เซนติเมตร สูง 12 เซนติเมตร, กล้องถ่ายภาพโพลารอยด์, 
X-ray film (general purpose blue)

2.2 สารเคมี

Saturated NaCI (ใชในการเก็บตัวอย่างแก๊สเอทิลีน), 80% acetone, PPO 
extraction Buffer (ภาคผนวก), 0.05 M Potassium Phosphate (KPi) buffer 
(ภาคผนวก), 0.2 M Potassium Phosphate (KPi) buffer (ภาคผนวก), Pyrocatechol, 
ไนโตรเจนเหลวสำหรับแช่และบดตัวอย่าง, สารตรวจสอบโปรตีน (ชุดตรวจสอบ total 
protein ของบริษัท Clinaq), RNA extraction buffer (ภาคผนวก), 2-mercaptoethanol 
10 M LiCI, 3 M Sodium acetate pH 5.2, Chloroform, Phenol, Phenol : Chloroform 
(1:1), Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1), 70% และ 100% Ethanol, 
Diethyl pyrocarbonate (DEPC), Agarose, 10x MOPS, Denaturing buffer, Loading 
dye for RNA, Ethidium bromide, 37% formaldehyde, 40% formamide, 20x ssc  
(Saline sodium citrate), ECL labelling and detection kit (Amersham Phamacia 
Biotech UK Limited), Primary wash buffer^าคผนวก), สารเคมีท่ีใชในการล้างฟิล์ม
(developer และ fixer)
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3. วิธีการทดลอง

3.1 การสกิษาเพี่อหาอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการแซน่าร้อน 
กล้วยหอมทอง

3.1.1 วิธีการแซ่นํ้าร้อนและเก็บรักษาผลกล้วย
- นำหวีกล้วยหอมทองท่ีมีความแก่ประมาณ 70% มาทำการตัดแบ่งออกเป็น 
แต่ละผล
- นำผลกล้วยมาแซ่น้ําร้อนใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 45, 50, 55 °c และ 
ระยะเวลา 2, 10, 20 นาที ส่วนชุดการทดลองควบคุมแช่น้ําท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 20 นาที โดยในแต่ละชุดการทดลองมีจำนวน 4 ช้ํา
- เช็ดผลกล้วยให้แห้งเก็บผลกล้วยในแต่ละการทดลองลงในกล่องกระดาษ 
แล้วนำไปเก็บรักษาไว้ท่ีห้องควบคุมอุณหภูมิ (25°C)
- เก็บผลการทดลองในวันท่ี 0, 3, 6, 8, 10, 12, 14 และ 16 หลังจากวันท่ีทำ 
การแช่น้ําร้อน (หรอจนหมดอายุการเก็บรักษา) โดยบันทึกการเปล่ียนแปลง 
ลักษณะทางสรีรวิทยาการสุกบางประการ ได้แก่ การเปล่ียนแปลงน้ําหนักสด 
การผลิตเอทิลีน การเปล่ียนลืฃองเปลือกกล้วย ปริมาณรงควัตถุ ความแน่น 
เน้ือของเน้ือกล้วย ปริมาณ Total soluble solids (TSS)

3.1.2 วิธีการวัดอัตราการเปลี่ยนแปลงนํ้าหนักสด

ช่ังน้ําหนักผลกล้วยในแต่ละชุดการทดลองด้วยเคร่ืองช่ังทศนิยม 2 ตำแหน่ง โดย 
เทียบน้ําหนักในวันท่ี 0 เป็น 100%

3.1.3 วิธีการวัดอัตราการผลิตเอทิลีน

ช่ังน้ําหนักผลกล้วยแล้วนำผลกล้วยใส่ลงในขวดโหลแก้วสำหรับเก็บตัวอย่างแก๊ส 
ขนาด 2.4 ลิตร เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ใช้หลอดและเข็มฉีดยาดึงตัวอย่างแก๊สจากขวดโหลมาเก็บใน 

'หลอดสูญญากาศหรือเก็บแทนท่ีน้ําเกลือในขวดแก้วขนาด 20 มิลลิลิตร แล้วนำไปตรวจวัด
ปริมาณแก๊สเอทิลืนด้วยเคร่ือง gas chromatography ต่อไป
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3.1.4 วิธีการวัดการเปลี่ยนสิของเปสิอกกล้วย

วัดการเปล่ียนสีของเปลือกกล้วยโดยเทียบกับ Royal Horticultural Society 
(R.H.s.) colour chart จากน้ันนำไปแปลงเป็นระบบ Y X y color space ด้วยตารางแปลงค่าสี 
(R.H.S. Table of Cross-Reference) ต่อมาแปลงเป็นระบบ L a b  color space โดยใช้สูตร 
จากน้ันนำค่า a และ b มาคำนวณหาค่าการเปล่ียนสีจากสีเขียวเป็นสีเหลืองหรอ Hue value 
ต่อไป (รายละเอียดของแต่ละระบบและสูตรการคำนวณระบุในภาคผนวก)

3.1.5 วิธีการวัดปริมาณรงควัตถุ

วัดปริมาณรงควัตถุในเปลือกกล้วย โดยใซ้ท่ีเจาะใบเจาะเปลือกกล้วยจำนวน5 ช้ิน 
แบบส่ม ช่ังน้ําหนักสดด้วยเคร่ืองช่ัง จากน้ันแช่ช้ินเปลือกกล้วยใน 80% acetone 5 มิลลิลิตร ใน 
หลอดทดลองท่ีปิดสนิท เก็บไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ตามวิธีสกัดรงควัตถุของ อัญชลี ใจดี 
(2543) ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Crafts-Brandner และคณะ (1984) และ Zhang และ Kirkham 
(1994) นำมาวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 645, 663 
และ 700 นาโนเมตร คำนวณปริมาณรงควัตถุท่ีได้โดยใช้สมการของ Blackbourn (1990) ดังน้ี

Total chlorophyll (mg/l) = 20.2 (A645- A700) + 8.02 (Ag63- A700)

3.1.6 วิธีการวัดความแน่นเนี้อของเนื้อกล้วย

วัดความแน่นเน้ือของผลกล้วยด้วยเคร่ือง Penetrometer โดยใช้หัวกดขนาด 0.61 
เซนติเมตร กดลงบนเน้ือกล้วยท่ีปอกเปลือกออก โดยกดลึก 0.5 เซนติเมตร จำนวน 3 คร้ังต่อผล 
แปลงค่าความแน่นเน้ือท่ีได้จากกิโลกรัมเป็นนิวดันโดยคูณด้วย 9.807 (Kader, 1982)

3.1.7 วิธีการวัดปริมาณ Total Soluble Solids (TSS)

วัดปริมาณ TSS ในผลกล้วย โดยปันเน้ือกล้วยกับน้ํากรอง อัตราส่วน 1 : 2 ด้วย 
เคร่ืองปันน้ําผลไม้ แล้วนำไปเหว่ียงด้วยเคร่ือง Microcentrifuge นำสารละลายส่วนใสมาหยดลง 
บน Refractometer อ่านค่าทีได้เป็นองศา

ปริมาณ TSS = "soluble solids ท่ีอ่านได้ X 3 (dilution factor)
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3.1.8 การวางแผนการทดลองและการวิเคราะห์สถิติ

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) จำนวน 4 ชำ 
ข้อมูลท่ีได้นำมาวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance) และทดสอบความแตกต่างของ 
ค่าเฉลียด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)

3.2 การสิกษาถึงผลของการแซ่นํ้าร้อนร่วมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ่าและผล 
ของการแซ่'นาร้อนที่มิต่อเอนไซม์ PPO และยีน เารเว70 ของผลกล้วยหอม 
ทองที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 14 °c

3.2.1 วิธีการแซ่'นํ้าร้อนและเก็บรักษาผลกล้วย
- แซ่น้ําร้อนผลกล้วยเช่นเดียวกับการทดลองในข้อ 3.1.1 โดยเลือกอุณหภูมิ 
และช่วงเวลาในการแซ่'นาร้อนท่ีให้ผลดีท่ีสุดในการชะลออายุการเก็บรักษา 
ของกล้วยจากผลการทดลองในตอนท่ี 1 มา 2 ชุดการทดลอง และชุดการ 
ทดลองควบคุม 1 ชุดการทดลอง โดยในแต่ละชุดการทดลองมีจำนวน 4 ซ้ํา 
เก็บผลการทดลองในวันท่ี 0
- นำผลกล้วยไปเก็บรักษาไว้ในตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 14°c แบ่ง 
กล้วยในแต่ละชุดการทดลองออกเป็น 3 ส่วน เก็บแต่ละส่วนไว้ในตู้ควบคุม 
อุณหภูมิ 1,2 และ 3 สัปดาห์ตามลำดับ
- นำผลกล้วยออกมาไว้ท่ีอุณหภูมิ 25°c
- เก็บผลการทดลองในวันท่ี 0, 3, 6, 8 และ 10 หลังจากนำออกมาไว้ท่ี 
อุณหภูมิห้อง (หรอจนหมดอายุการเก็บรักษา) โดยบันทึกการเปล่ียนแปลง 
ลักษณะทางสรรวิทยาการสุกบางประการ ได้แก่ การเปล่ียนแปลง'น้ําหนักสด 
การผลิตเอทิลีน การเปล่ียนสีของเปลือกกล้วย ปริมาณรงควัตถุ ความแน่น 
เน้ือของเน้ือกล้วย ปริมาณ Total soluble solids (TSS) ตามวิธีการในข้อ 
3.1.2ถ ึง3.1.7ตามลำดับ รวมถึงผลต่อ activity ของเอนไซม์ PPO

3.2.2 วิธีการรัด activity ของเอนไซม์ PPO ในเปลือกกล้วย
- เก็บดัวอย่างเปลือกกล้วย โดยช่ังน้ําหนักสดประมาณ 1.5 กรัม นำไปแช่ 
ลงในไนโตรเจนเหลวทันทีและรวบรวมตัวอย่างเก็บไว้ในตู้แช่แข็งท่ีมีอุณหภูมิ 
-70°c
- เม่ือรวบรวมตัวอย่างได้ครบแล้ว ทำการวิเคราะห์activity ของเอนไซม์ 
PPO โดยใช้วิธีท่ีดัดแปลงมาจากวิธีของ Montgomery และ Sgarbiery
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(1975) (วิธีการวิเคราะห์โดยละเอียดระบุในภาคผนวก)
- วัดปริมาณโปรตีนด้วยชุดตรวจสอบ total protein ของบริษั'ท Clinaq 
(วิธีการวิเคราะห์เดยละเอียดระบุในภาคผนวก)
- คำนวณ 1 หน่วย (unit) ของ activity ของเอนไซม์เท่ากับค่าการดูดกลืน 
แสงท่ีเปล่ียนไป 0.001 หน่วยต่อ 1 นาที เทียบกับปริมาณโปรตีน (ดัดแปลง 
มาจากวิธีของ Montgomery และ Sgarbiery, 1975)

3.2.3 การวางแผนการทดลองและการวิเคราะห์สถิติ

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) จำนวน 4 เา  
ข้อมูลท่ีได้นำมาวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance) และทดสอบความแตกต่างของ 
ค่าเฉลียด้วยวิธี Duncan's Multiple Range Test (DMRT)

3.2.4 การสิกษาการแสดงออกของยีน h sp 70  ในเปลือกกล้วยหอมทอง
- เก็บตัวอย่างเปลือกกล้วยในวันท่ี 0 และในวันแรกหลังจากนำออกมาจาก 

การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 14°c ของแต่ละชุดการทดลอง โดยช่ังน้ําหนักสด 
ประมาณ 5 กรัม นำไปแช่ลงในไนโตรเจนเหลวทันทีและรวบรวมตัวอย่าง
เก็บไวิในตู้แช่แข็งท่ีมีอุณหภูมิ -70°c
- สกัด RNA จากเปลือกกล้วยโดยดัดแปลงจากวิธีของ Asif และคณะ 
(2000) (ตามวิธีการดังแสดงในภาคผนวก)
- แยกแถบ mRNA ด้วยเครองแยก RNA ด้วยกระแสไฟฟ้า โดยใช้ 1% 
formaldehyde gel ใน RNA running buffer (1x MOPS) ใช้ความต่าง 
ดักยไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 20 นาที
- นำ RNA ท่ีได้มาวิเคราะห์การแสดงออกของยีน h s p 7 0 l® m s  Northern 
blot analysis ใช้ h sp 7 0  cDNA ของ A ra b id o p s is  เป็น Probe
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