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บทที ่3 
วธีิการด าเนินการวจัิย 

 
การแยกเช้ือราสาเหตุโรคข้ัวหวเีน่าในกล้วยหอมทอง 
  ท ำกำรคดัแยกเช้ือรำสำเหตุโรคขั้วหวีเน่ำในกล้วยหอมทองท่ีแสดงอำกำรโรค ด้วยวิธี Tissue 
transplanting ตดัช้ินเน้ือเยือ่จำกขั้วหวขีองกลว้ยหอมทองตรงบริเวณรอยต่อระหวำ่งเน้ือเยื่อท่ีเกิดโรค และ
เน้ือเยือ่ปกติ จำกนั้นน ำช้ินเน้ือเยื่อไปฟอกฆ่ำเช้ือท่ีผิวดว้ยสำรละลำย Clorox (Sodium hypochorite) ควำม
เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์นำน 3 นำที แลว้ลำ้งดว้ยน ้ ำกลัน่ปลอดเช้ือ 3 คร้ัง ซบัน ้ ำส่วนเกินออกดว้ยกระดำษ
ทิชชูท่ีผำ่นกำรน่ึงฆ่ำเช้ือ หลงัจำกนั้นน ำไปวำงในอำหำรเล้ียงเช้ือสูตร Potato dextose agar (PDA) และบ่ม
ไวท่ี้อุณหภูมิห้อง นำน 3 วนั เม่ือไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิจึงน ำไปพิสูจน์โรคตำมสมติฐำนของ Koch โดยกำรใช ้
Cock borer เจำะช้ินวุน้บริเวณขอบโคโลนีเพื่อเอำเส้นใยของเช้ือรำไปวำงบนขั้วหวีของกลว้ยหอมทอง 
จำกนั้นสังเกตอำกำรของโรคเปรียบเทียบกบักลว้ยหอมทองท่ีเกิดโรคขั้วหวีเน่ำท่ีปรำกฏในตอนแรก และ
ท ำกำรจ ำแนกเช้ือรำสำเหตุโรคขั้วหวีเน่ำ จำกนั้นคดัเลือกเอำเฉพำะเช้ือรำ Collectotrichum musae, 
Lasiodiplodia theobromae และ Fusarium spp.  เก็บเป็นเช้ือตั้งตน้เพื่อใชใ้นกำรทดลองขั้นต่อไป 
 
การเตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือราสาเหตุโรค  

เล้ียงเช้ือรำ Collectotrichum musae และ Fusarium spp. บนอำหำรเล้ียงเช้ือ PDA นำน 14 วนั เม่ือ
มีกำรสร้ำงโคนีเดียจึงใช้น ้ ำกลัน่ปลอดเช้ือชะล้ำงเอำสปอร์จำกผิวหน้ำของอำหำรเล้ียงเช้ือ ส่วนเช้ือรำ 
Lasiodiplodia theobromae จะปลูกเช้ือบนผลมงัคุด นำน 14 วนั จำกนั้นจึงใช้เข็มเข่ียปลอดเช้ือขูดเอำ
สปอร์ท่ีผิวผลมงัคุด กรองเอำช้ินส่วนเส้นใยท่ีปนมำออก เม่ือไดโ้คนีเดียของเช้ือรำทั้ง 3 ชนิดแลว้ เตรียม
สปอร์แขวนลอยของเช้ือแต่ละชนิดท่ีระดบัควำมเขม้ขน้ 5 x 104 สปอร์/มิลลิลิตร เพื่อใช้ในกำรทดสอบ
ประสิทธิภำพของ Food additives ต่อกำรงอกของสปอร์  
 
การเตรียมตัวอย่างกล้วยหอมทอง 
 เตรียมกลว้ยหอมทองท่ีมีควำมแก่ประมำณ 75-80 เปอร์เซ็นต ์โดยซ้ือจำกตลำดส่ีมุมเมือง จงัหวดั
ปทุมธำนี ท ำกำรตดัแต่งคดัเลือกลกัษณะหวีท่ีมีขนำดผลสม ่ำเสมอ ปรำศจำกต ำหนิ โรคและแมลง น ำมำ
ลำ้งท ำควำมสะอำดดว้ยน ้ำผสมคลอรีน แลว้ใชมี้ดท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือตดัแต่งบำดแผลของหวกีลว้ย 
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การทดลองที ่1  ประสิทธิภาพของ Food additives ในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคข้ัวหวีเน่าของกล้วยใน

สภาพ in vitro 
1.1 กำรทดสอบผลกำรงอกของสปอร์ในสภำพท่ีมี Sodium carbonate, Sodium bicarbonate,  

Potassium carbonate และ Potassium sorbate 
น ำสปอร์แขวนลอยของเช้ือรำ Collectotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae และ 

Fusarium spp. ท่ีควำมเขม้ขน้ 5 x 104 สปอร์/มิลลิลิตร มำเกล่ียบนอำหำร PDA ท่ีมีส่วนผสม Food 
additives ชนิดต่ำงๆ ท่ีควำมเขม้ขน้ 0 (control) 1 2 3 และ 4 เปอร์เซ็นต ์จำกนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิห้องนำน 72 
ชัว่โมง และตรวจนบัจ ำนวนโคโลนีท่ีพบ ซ่ึงจ ำนวนโคโลนีนบัท่ีไดน้ ำมำค ำนวณเป็นเปอร์เซ็นตก์ำรงอก
ของสปอร์เปรียบเทียบกบั control โดยแต่ละควำมเขม้ขน้มี 4 ซ ้ ำ (ดดัแปลงจำก Karabulut et al., 2004) 

 
1.2 กำรทดสอบผลกำรงอกของสปอร์ใน Ethanol  
น ำสปอร์แขวนลอยของเช้ือรำ Collectotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae และ 

Fusarium spp. ท่ีควำมเขม้ขน้ 5 x 104 สปอร์/มิลลิลิตร มำผสม ethanol ให้ไดค้วำมเขม้ขน้สุดทำ้ยเท่ำกบั 0 
10 20 30 40 และ 50 เปอร์เซ็นต ์นำน 20 นำที จำกนั้นท ำใหเ้จือจำง 1000 เท่ำดว้ยน ้ ำกลัน่น่ึงฆ่ำเช้ือ แลว้ดูด
สปอร์แขวนลอยท่ีได้ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน PDA ใช้แท่งแก้วเกล่ียให้ทั่วและบ่มไว้ท่ี
อุณหภูมิห้องนำน 72 ชัว่โมง และตรวจนบัจ ำนวนโคโลนีท่ีพบ ซ่ึงจ ำนวนโคโลนีนบัท่ีไดน้ ำมำค ำนวณ
เป็นเปอร์เซ็นตก์ำรงอกของสปอร์เปรียบเทียบกบั control  โดยแต่ละควำมเขม้ขน้มี 4 ซ ้ ำ  (ดดัแปลงจำก 
Karabulut et al., 2004) 
 
การทดลองที่ 2 ผลร่วมของ Food additives และความร้อนเพื่อควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคข้ัวผลเน่าใน

สภาพ in vitro 
น ำสปอร์แขวนลอยของเช้ือรำ Collectotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae และ 

Fusarium spp. ท่ีควำมเขม้ขน้ 5 x 105 สปอร์/มิลลิลิตร 1 มิลลิลิตร มำใส่ลงในหลอดทดลอง (แบบท่ีมีฝำ
เกลียว) ท่ีมีสำรละลำย Food additive ชนิดและควำมเขม้ขน้ท่ีมีประสิทธิภำพดีท่ีสุดในกำรท ำลำยเช้ือรำ
สำเหตุโรคจำกกำรทดลองท่ี 1.1 และ 1.2 ปริมำตร 9 มิลลิลิตร โดยหลอดทดลองน้ีจะแช่อยูใ่นอ่ำงน ้ ำร้อน
ท่ีอุณหภูมิ 27 (อุณหภูมิหอ้ง) และ 45 องศำเซลเซียส โดยแบ่งเป็นทรีตเมนทด์งัน้ี 

ทรีตเมนทท่ี์ 1 – แช่ในน ้ำกลัน่ท่ีอุณหภูมิ 27 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที (Control-1) 
ทรีตเมนทท่ี์ 2 – แช่ในน ้ำกลัน่ท่ีอุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที (Control-2) 
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ทรีตเมนท์ท่ี 3 – แช่ใน Food additive (ชนิดและควำมเขม้ขน้ท่ีดีในกำรควบคุมเช้ือจำกกำร
ทดลองท่ี 1.1) ท่ีอุณหภูมิ 27 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที (Control-3) 

ทรีตเมนทท่ี์ 4 – แช่ใน Food additive (ethanol ควำมเขม้ขน้ท่ีดีในกำรควบคุมเช้ือจำกกำรทดลอง
ท่ี 1.2) ท่ีอุณหภูมิ 27 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที (Control-4) 

ทรีตเมนท์ท่ี 5 – แช่ใน Food additive (ชนิดและควำมเขม้ขน้ท่ีดีในกำรควบคุมเช้ือจำกกำร
ทดลองท่ี 1.1) ท่ีอุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที 

ทรีตเมนทท่ี์ 6 – แช่ใน Food additive (ethanol ควำมเขม้ขน้ท่ีดีในกำรควบคุมเช้ือจำกกำรทดลอง
ท่ี 1.2) ท่ีอุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที 

 
เม่ือครบระยะเวลำท่ีก ำหนด น ำหลอดทดลองมำแช่ในน ้ ำแข็งทนัที จำกนั้นดูดสปอร์แขวนลอยท่ี

ไดป้ริมำตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน PDA ใชแ้ท่งแกว้เกล่ียให้ทัว่และบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องนำน 72 ชัว่โมง 
จำกนั้นตรวจนบัจ ำนวนโคโลนีท่ีพบ จ ำนวนโคโลนีนบัท่ีไดน้ ำมำค ำนวณเป็นเปอร์เซ็นตก์ำรอยูร่อดของ
สปอร์เปรียบเทียบกบั control  โดยแต่ละทรีตเมนทมี์ 4 ซ ้ ำ  (ดดัแปลงจำก Karabulut et al., 2004) 

 
หมำยเหตุ -  สำเหตุท่ีใช้อุณหภูมิของน ้ ำร้อนเท่ำกบั 45 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที เน่ืองจำก 

Reyes et al. (1998) เคยรำยงำนไวว้ำ่กำรจุ่มกลว้ยพนัธ์ุ Santa Catarina Prata และ Williams ในน ้ ำร้อน
อุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที สำมำรถลดโรคขั้วหวีเน่ำได ้โดยมีเปอร์เซ็นตก์ำรเกิดโรคต ่ำกวำ่ 
15 เปอร์เซ็นต ์และ Kyu Kyu Win et al. (2007) พบวำ่กลว้ยหอมทองท่ีปลูกเช้ือรำสำเหตุโรคขั้วหวีเน่ำก่อ
น ำมำจุ่มในน ้ ำร้อนอุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที สำมำรถลดกำรเกิดโรคขั้วหวีเน่ำไดล้ด 50 
เปอร์เซ็นตเ์ม่ือเทียบกบัทรีตเมนทค์วบคุม 
 
การทดลองที่ 3 การทดสอบประสิทธิภาพของ Heated food additives ร่วมกับการเก็บรักษาในสภาพ
บรรยากาศดัดแปลงเพือ่ควบคุมโรคข้ัวหวเีน่าของกล้วยหอมทองทีไ่ด้รับการปลูกเช้ือสาเหตุโรค  

น ำกลว้ยหอมทองท่ีเตรียมไวม้ำท ำกำรพ่นดว้ยสปอร์แขวนลอยผสมของเช้ือรำสำเหตุโรคทั้ง 3 
ชนิด (Collectotrichum musae,  Lasiodiplodia theobromae และ Fusarium spp.) ควำมเขม้ขน้ 105 
สปอร์/มิลลิลิตร ปริมำตร 50 ไมโครลิตร/หวี บริเวณแผลรอยตดัของหวีกลว้ย โดยใชเ้คร่ือง Air brush 
pressure (Model 150-4-PK, Bader Air-Brush Co. Ltd.)  จำกนั้นบ่มกลว้ยไวท่ี้อุณหภูมิห้องนำน 6 
ชัว่โมง และท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพของกำรท ำ Heated food additives ร่วมกบักำรเก็บรักษำใน
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สภำพบรรยำกำศดัดแปลงเพื่อควบคุมโรคขั้ วหวีเน่ำของกล้วยหอมทอง โดยเลือกทรีตเมนท์ท่ีมี
ประสิทธิภำพดีท่ีสุดในกำรท ำลำยเช้ือรำทั้ง 3 ชนิดจำกกำรทดลองท่ี 2  ซ่ึงแบ่งทรีตเมนทไ์ด ้ดงัน้ี 

ทรีตเมนทท่ี์ 1 –  จุ่มผลกลว้ยในสำรก ำจดัเช้ือรำ Thaibendazole 500 ppm และบรรจุในถุง    
                          PE (เป็นวธีิท่ีผูส่้งออกใช)้ 
ทรีตเมนทท่ี์ 2 –  แช่ผลกลว้ยในน ้ำกลัน่ท่ีอุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที และบรรจุ 
                          ในถุง PE 
ทรีตเมนทท่ี์ 3 –  แช่ผลกลว้ยในน ้ำกลัน่ท่ีอุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที และบรรจุ 
                          ในถุง Active 
ทรีตเมนทท่ี์ 4 – แช่ผลกลว้ยในสำรละลำย Heated food additive ท่ีอุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส 

นำน 20 นำที และบรรจุในถุง PE  
ทรีตเมนทท่ี์ 5 – แช่ผลกลว้ยในสำรละลำย Heated food additive ท่ีอุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส 

นำน 20 นำที และบรรจุในถุง Active 
 
กลว้ยท่ีผำ่นกำรจุ่มในสำรละลำย Heated food additive จะน ำมำท ำให้เยน็โดยผำ่นน ้ ำประปำ

นำน 20 นำที เพื่อลดควำมร้อนสะสมในกลว้ย ก่อนบรรจุลงในถุงชนิดต่ำงๆ จำกนั้นเก็บรักษำกลว้ยท่ี
อุณหภูมิ 13 องศำเซลเซียส ควำมช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 90-95 นำน 21 วนั หลงัจำกนั้นจึงน ำออกมำเก็บ
รักษำต่อท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส นำน 7 และ 10 วนั แต่ละทรีตเมนทมี์ 4 ซ ้ ำๆ ละ 1 หว ี  

หมำยเหตุ - ถุงพลำสติก polyethylene (PE) ท่ีใช้ในกำรทดลองเป็นถุงท่ีในปัจจุบนัใช้บรรจุ
กลว้ยเพื่อกำรส่งออกมีขนำด 10 x 15 น้ิว เจำะรูขนำดเส้นผำ่นศูนยก์ลำง 1 เซนติเมตร จ ำนวน 8 รู/ถุง 
ส่วนถุง Active ชนิด EMA film ผลิตโดย ศูนยเ์ทคโนโลยโีลหะและวสัดุแห่งชำติ   

 
การบันทกึผลการทดลอง  

     ด้านการควบคุมโรค  
1.  ระดบัควำมรุนแรงของกำรเกิดโรคบนขั้วหวขีองกลว้ย - โดยตรวจวดัระดบัควำมรุนแรง

ของโรคใชเ้กณฑข์อง Kyu Kyu Win et al. (2007)   
2. เปอร์เซ็นตก์ำรเกิดโรคขั้วหวเีน่ำ 
3.  เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัควำมตำ้นทำนโรค 

- Chitinase (Chi) โดยวธีิของ Gupta et al. (1995) 
- Peroxidase (POD) โดยดดัแปลงจำกวธีิของ Zhang และคณะ (2005) 
- Polyphenol oxidase (PPO) โดยดดัแปลงจำกวธีิของ Duan และคณะ (2007) 
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     ด้านคุณภาพของกล้วยหอมทอง  
1. ควำมแน่นเน้ือ โดยใชเ้คร่ือง Texture analyser โดยค่ำท่ีไดแ้สดงเป็น นิวตนั 
2. กำรเปล่ียนแปลงสีของเปลือก โดยวดัค่ำ L, a, b และ Hue โดยใช ้Colorimeter 
3. ปริมำณของแขง็ท่ีละลำยได ้(soluble solid) โดยใช ้Hand reflactometer 
4. กำรยอมรับของผูบ้ริโภคดำ้นกำรสุก โดยใชเ้กณฑ์ของ  เบญจมำศ (2545) ซ่ึงแบ่งระยะ

กำรสุกของกลว้ยเป็น 8 ระยะ 
5. อำยกุำรเก็บรักษำ (วนั) 

 
การทดลองที่ 4  การทดสอบประสิทธิภาพของการใช้ Heated food additives ร่วมกับการเก็บรักษาใน
สภาพบรรยากาศดัดแปลงเพื่อควบคุมโรคข้ัวหวีเน่าของกล้วยหอมทองที่มีการเข้าลายของเช้ือตาม
ธรรมชาติ 

ท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพของกำรท ำ Heated food additives ร่วมกบักำรเก็บรักษำในสภำพ
บรรยำกำศดดัแปลงเพื่อควบคุมโรคขั้วหวเีน่ำของกลว้ยหอมทอง กลว้ยท่ีใชใ้นกำรทดลองน้ี ไม่ไดท้  ำกำร
ปลูกเช้ือรำสำเหตุโรคขั้วหวเีน่ำก่อนลงทรีตเมนท ์เพื่อเป็นกำรจ ำลองกำรทดลองในสภำพควำมเป็นจริงท่ี
เกษตรกรหรือบริษทัส่งออกกลว้ยสำมำรถน ำไปปรับใชไ้ดท้นัที ซ่ึงแบ่งทรีตเมนทไ์ดด้งัน้ี 

 
ทรีตเมนทท่ี์ 1 – จุ่มผลกลว้ยในสำรก ำจดัเช้ือรำ Thaibendazole 500 ppm และบรรจุในถุง  PE 

(เป็นวธีิท่ีผูส่้งออกใช)้ 
ทรีตเมนทท่ี์ 2 – แช่ผลกลว้ยในสำรละลำย Heated food additive ท่ีอุณหภูมิ  
                         45 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที และบรรจุในถุง PE  
ทรีตเมนทท่ี์ 3 – แช่ผลกลว้ยในสำรละลำย Heated food additive ท่ีอุณหภูมิ  
                         45 องศำเซลเซียส นำน 20 นำที และบรรจุในถุง Active 
ทรีตเมนท์ท่ี 4* – กล้วยท่ีไม่ได้ผ่ำนกรรมวิธีใดๆ และไม่ได้บรรจุในถุง (วำงในตะกร้ำ

พลำสติก)  
 
*หมำยเหตุ –  ส ำหรับเปอร์เซ็นตก์ำรเกิดโรค ควำมรุนแรงของโรค กำรสูญเสียน ้ ำหนกัสด และ

กำรยอมรับของผูบ้ริโภคดำ้นกำรสุก ไดเ้พิ่มอีก 1 ทรีตเมนท ์คือ กลว้ยท่ีไม่ใชท้ั้ง Heated food additive 
และ สภำพบรรยำกำศดดัแปลง  
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กลว้ยท่ีผำ่นกำรจุ่มในสำรละลำย Heated food additive จะน ำมำท ำให้เยน็โดยผำ่นน ้ ำประปำ
นำน 20 นำที เพื่อลดควำมร้อนสะสมในกลว้ย ก่อนบรรจุลงในถุงชนิดต่ำงๆ จำกนั้นเก็บรักษำกลว้ยท่ี
อุณหภูมิ 13 องศำเซลเซียส ควำมช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 90-95 นำน 21 วนั หลงัจำกนั้นจึงน ำออกมำเก็บ
รักษำต่อท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส นำน 7 และ 14 วนั แต่ละทรีตเมนทมี์ 10 ซ ้ ำๆ ละ 1 หวี ทั้งน้ีเพื่อ
ลดควำมแปรปรวนท่ีเกิดจำกกำรเขำ้ท ำลำยของเช้ือท่ีปรำกฏข้ึนตำมธรรมชำติ   

ในกำรทดลองคร้ังน้ีจะท ำซ ้ ำ 2 คร้ัง หรือใชก้ลว้ยจำก 2 แหล่งผลิต โดยคร้ังแรกจะใชก้ลว้ยหอม
ทองท่ีปลูกในจงัหวดัลพบุรี และคร้ังท่ี 2 จะใช้กลว้ยท่ีปลูกในจงัหวดันครนำยก เพื่อเปรียบเทียบและ
ยนืยนัผลกำรทดลอง เน่ืองจำกกลว้ยแต่ละแหล่งปลูกอำจจะมีกำรปนเป้ือนของเช้ือในปริมำณท่ีแตกต่ำง
กนั 

 
การบันทกึผลการทดลอง  

ด้านการควบคุมโรคข้ัวหวเีน่า  
1. ระดบัควำมรุนแรงของกำรเกิดโรคบนขั้วหวขีองกลว้ย  
2. เปอร์เซ็นตก์ำรเกิดโรค 
3. เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัควำมตำ้นทำนโรค – โดยกำรน ำเน้ือเยื่อส่วนขั้วผลมำท ำกำรวิเครำะห์     

กิจกรรมเอนไซม ์
- Chitinase   
- Peroxidase  
- Polyphenol oxidase  

ด้านคุณภาพของกล้วยหอมทอง  
1. ควำมแน่นเน้ือ โดยใชเ้คร่ือง Texture analyser โดยค่ำท่ีไดแ้สดงเป็น นิวตนั 
2. กำรสูญเสียน ้ำหนกัสด โดยค่ำท่ีไดแ้สดงเป็นเปอร์เซ็นต ์
3. กำรเปล่ียนแปลงสีของเปลือก โดยวดัค่ำ L, a, b และ Hue โดยใช ้Colorimeter 
4. กำรเปล่ียนแปลงปริมำณน ้ำตำลทั้งหมด (total sugar content) (Dubois และคณะ) 
5. ปริมำณก๊ำซออกซิเจนและคำร์บอนไดออกไซดใ์นภำชนะบรรจุ  
6. กำรยอมรับของผูบ้ริโภคดำ้นกำรสุก โดยใชเ้กณฑข์องของ  เบญจมำศ (2545)  
7. อำยกุำรเก็บรักษำ (วนั) 
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วเิคราะห์ผลการทดลอง 
 
1. ความรุนแรงของการเกดิโรคผลเน่าโดยการให้คะแนน  

ตรวจวดัระดบัควำมรุนแรงของโรค ซ่ึงมี 6 ระดบัดงัน้ี  
0  =  ไม่เกิดโรค 

  1  =  เกิดโรคเล็กนอ้ย และปรำกฏกลุ่มของเส้นใยบริเวณรอยตดั   
  2  =  เกิดโรค 25เปอร์เซ็นต ์ของขั้วหว ี
  3  =  เกิดโรค 50เปอร์เซ็นต ์ของขั้วหว ี
   4  =  เกิดโรค 75เปอร์เซ็นต ์ของขั้วหว ี
  5  =  เกิดโรค 100เปอร์เซ็นต ์ของขั้วหว ี
  6  =  เกิดโรคทัว่ทั้งขั้วหวแีละลุกลำมไปยงัขั้วผล 
 
2. เปอร์เซ็นต์การเกดิโรค ค านวณโดยใช้สมการ 
 

% กำรเกิดโรค = (Ns/Nt) x 100 
เม่ือ                    

Ns = จ ำนวนผลกลว้ยหอมท่ีเกิดโรคผลเน่ำ 
                                Nt = จ ำนวนผลกลว้ยหอมทั้งหมด 
 
3. การวดักจิกรรมเอนไซม์ Chitinase (Chi)  

3.1 การเตรียม Crud enzyme 
               ชัง่เปลือกกลว้ยแช่แข็งบดละเอียดจ ำนวน  0.1 กรัม เติม Acetate buffer pH 5.2 ควำมเขม้ขน้  0.5 
โมลำร์ ท่ีมี ß-mercaptoethanol ควำมเขม้ขน้ 15 มิลลิโมล ผสมอยู ่โดยเติมจ ำนวน  8 มิลลิลิตร จำกนั้นป่ัน
ดว้ยเคร่ือง Homoginize เป็นเวลำ 1 นำที   น ำไปกรองดว้ยผำ้ขำวบำง  และน ำส่วนใสท่ีได ้เติมลงในหลอด
ทดลอง หลงัจำกนั้นน ำไปป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็วรอบ 16,000 Xg ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 
นำที และน ำส่วนใสใส่ลงในหลอดทดลอง เก็บท่ีอุณหภูมิ – 20 องศำเซลเซียส 
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         3.2 การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ไคติเนส 
                 เติม Colloidal chitin 2 กรัม ลงในหลอดทดลอง จำกนั้นเติม Citrate buffer pH 6.0 ควำมเขม้ขน้ 
0.1 โมลำร์ จ ำนวน 2 มิลลิลิตร และ Crud enzyme จ  ำนวน 2 มิลลิลิตร ผสมให้เขำ้กนั หลงัจำกนั้นน ำ
สำรละลำยท่ีผสมเขำ้กนัแลว้ไปบ่มใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 60 นำที  ต่อ
จำกนั้นปิเปตส่วนใสมำ 0.5 มิลลิลิตร เติมลงในหลอดทดลอง และเติม สำรละลำย DNS จ  ำนวน 0.5 
มิลลิลิตร น ำไปตม้ในน ้ำเดือด เป็นเวลำ 15 นำที เม่ือครบเวลำน ำหลอดทดลองจุ่มลงในน ้ ำเยน็ทนัที เติมน ้ ำ
จ  ำนวน 5 มิลลิลิตร ผสมให้เขำ้กนั น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 570 นำโนเมตร อ่ำนค่ำ
ควำมเขม้ขน้ของปริมำณผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ำกกำรยอ่ยสลำยเทียบกรำฟมำตรฐำน N-acetylglucosamine (รูป
ท่ี 3.1) เพื่อค ำนวณหำกิจจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส (Unit/ml) 
 

y = 0.198x
R² = 0.999
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N-acetylglucosamine  concentration (mg/ml)  
รูปที ่3.1 กรำฟมำตรฐำนของ N-acetylglucosamine ส ำหรับค ำนวณหำกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส 

 
4. การวดักจิกรรมเอนไซม์ Peroxidase (POD) 

เตรียม Reaction mixture ซ่ึงประกอบดว้ย crude enzyme (supernatant) ปริมำตร 1 ml, Sodium 
phosphate buffer ควำมเขม้ขน้ 0.05 โมลำร์ (pH 7.0) 1 ml และ substrate 1 ml ผสมกนัอยำ่งรวดเร็ว น ำไป
วดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 470 นำโนเมตร โดยผลท่ีไดน้ ำไปค ำนวณในหน่วยกำรเปล่ียนแปลงค่ำ OD470/mg 
protein.min   
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4.1 วธีิเตรียม substrate 
 เติม guaicol ปริมำตร 0.248 ml ลงใน Sodium phosphate buffer ควำมเขม้ขน้ 0.05 โมลำร์ (pH 

7.0) 100 ml แลว้เติม H2O2 666.66 ไมโครลิตร ลงไป เขยำ่แรงๆ ใส่ขวดหุ้มฟอยด์ เก็บไวใ้นท่ีอุณหภูมิ 4 
องศำเซลเซียส 

4.2 การหาโปรตีนในเปลอืกกล้วยหอมส าหรับวดักจิกรรมของ POD และ PPO 
ใช ้supernatant ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสำรละลำย Coomasie blue 4 มิลลิลิตร ตั้งทิ้ง ไว ้4 

นำที แลว้วดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 595 นำโนเมตร น ำค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ีวดัไดเ้ทียบกบักรำฟมำตรฐำน 
BSA (3.1) เพื่อหำปริมำณโปรตีนแลว้ค ำนวณหำกิจกรรมของ POD และ PPO 

4.3 การเตรียมสารละลาย coomassie blue   
ชัง่สำร coomassie blue จ  ำนวน 100 มิลลิกรัม น ำมำละลำยในเอทำนอลควำมเขม้ขน้ร้อยละ 95 

จ ำนวน 50 มิลลิลิตร จนกระทัง่ coomassie blue ละลำยจนหมดแลว้จึงท ำกำรเติมสำร phosphoric acid 
ควำมเขม้ขน้ร้อยละ 85 จ  ำนวน 100 มิลลิลิตร ผสมให้เขำ้กนั หลงัจำกนั้นปรับปริมำตรให้ได ้1,000 
มิลลิลิตร ดว้ยน ้  ำกลัน่จำกนั้นน  ำไปกรองดว้ย กระดำษกรอง whatman เบอร์ 2 
 4.4  การเตรียมโปรตีนมาตรฐาน 

ชัง่สำรโปรตีนมำตรฐำน BSA (bovine serum albumin) 2.5 มิลลิกรัม ละลำยในสำรละลำย 
phosphate buffer 0.05 โมลำร์ (pH 7.0) 25 มิลลิลิตร ไดเ้ป็นสำรละลำยท่ีมีโปรตีน 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร น ำมำเจือจำงดว้ย phosphat buffer ใหไ้ดส้ำรละลำยโปรตีนมำตรำฐำนท่ีระดบัควำมเขม้ขน้ 10 20 
30 40 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จำกนั้นน ำมำสร้ำงกรำฟมำตรฐำน (รูปภำคผนวกท่ี 5) 

y = 0.010x
R² = 0.995
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รูปที่ 3.2 กรำฟมำตรฐำน BSA ส ำหรับวิเครำะห์ปริมำณโปรตีนเพื่อหำกิจกรรมของเอนไซม ์                
POD และ PPO 
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5. กจิกรรมของเอนไซม์ Polyphenol oxidase (PPO) (ดัดแปลงจากวธีิของ Duan และคณะ, 2007) 
น ำเปลือกกลว้ยหอมมำตดัเป็นช้ินเล็ก ๆ แลว้ชัง่น ้ ำหนกั 5 กรัม แลว้บดในสำรละลำย Phosphate 

buffer (pH 7.0 และเยน็) 0.05 โมลลำร์ จ ำนวน 20 มิลลิลิตร (บดในสภำพท่ีมีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส) 
เติมสำร polyvinyl pyrolidone จ ำนวน 0.5 กรัม แลว้น ำไปป่ันให้เขำ้กนั ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 1 นำที หลงัจำกนั้นน ำไป centrifuge ท่ีควำมเร็วรอบ 19,000 x g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 
10 นำที แลว้เก็บส่วนของสำรละลำยใส (supernatant) มำวิเครำะห์หำ กิจกรรมเอมไซม ์PPO และ ปริมำณ
โปรตีน 

5.1 การวดักจิกรรมเอนไซม์ PPO 
น ำ crude enzyme (supernatant) ปริมำตร 1 มิลลิลิตร เติมในหลอดทดลอง แลว้เติมสำรละลำย 

Catechol (0.1 โมลำร์) ปริมำตร 1 ml และ Sodium phosphate buffer ควำมเขม้ขน้ 0.05 โมลำร์ (pH 7.0) 2 
ml  ผสมกนั น ำไปวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 410 นำโนเมตร โดยผลท่ีได้น ำไปค ำนวณในหน่วยกำร
เปล่ียนแปลงค่ำ OD410/mg protein.min   

5.2 การหาโปรตีนในเปลอืกกล้วยหอมส าหรับวดักจิกรรมของ PPO 
ปฏิบติัตำมขอ้ 4.2 
 

6. ความแน่นเนือ้   
วิเครำะห์โดยใช้เคร่ืองวดัควำมแน่นเน้ือ (TA-XT2 : Texture analyzer) ใชห้วักดขนำด P/6 ท่ีมี

เส้นผำ่นศูนยก์ลำง 5 มิลลิเมตร  ตั้งระยะทำงระหวำ่งฐำนกบัปลำยหวักด 40 เซนติเมตร ก ำหนดค่ำให้หัว
กดเจำะเขำ้ไปในเน้ือกลว้ยหอมบริเวณกลำงผล 5 มิลลิเมตร ควำมเร็วในกำรกด 1 มิลลิเมตร/วินำที บนัทึก
ค่ำควำมแน่นเน้ือท่ีไดใ้นหน่วยนิวตนั วดัโดยน ำผลกลว้ยหอมวำงให้หวักดตั้งฉำกกบัผลกลว้ยหอมเพื่อให้
หวักดแทงเขำ้เน้ือใหไ้ดร้ะยะตำมท่ีตั้งไว ้   

 
7. การสูญเสียน า้หนักสด 

น ำผลกลว้ยหอมมำชัง่น ้ำหนกัสดก่อนกำรเก็บรักษำและหลงักำรเก็บรักษำ แลว้น ำน ้ ำหนกัท่ีไดม้ำ
ค ำนวนเป็นร้อยละของกำรสูญเสียน ้ำหนกั โดยค ำนวณจำกสมกำร 

% Weight loss = [(WIN - WFI)/ WIN]  × 100 
เม่ือ 

WIN  = น ้ำหนกัก่อนกำรเก็บรักษำ 
                             WFI   = น ้ำหนกัหลงักำรเก็บรักษำ 
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8. การเปลีย่นแปลงสีของเปลอืก  
วิเครำะห์โดยใชเ้คร่ืองวดัสี (Colorimeter) Minolta รุ่น DP-301 และรำยงำนผลออกมำเป็นหน่วย

ต่ำงๆ ดงัน้ี 
             ค่ำ L เป็นค่ำท่ีรำยงำนถึงควำมสวำ่งของสี มีค่ำตั้งแต่ 0 ถึง 100 
  กรณีท่ี  ค่ำ L เท่ำกบั 100   หมำยถึง สีขำว 
               ค่ำ L เท่ำกบั 0       หมำยถึง สีด ำ 
 ค่ำ a เป็นค่ำท่ีรำยงำนถึงกำรเปล่ียนแปลงของสีในช่วงสีเขียวถึงสีแดงในแกนนอน 
  กรณีท่ี  ค่ำ a เป็นลบ    หมำยถึง  สีเขียว 
               ค่ำ a เป็นบวก  หมำยถึง  สีแดง   
 ค่ำ b เป็นค่ำท่ีรำยงำนถึงกำรเปล่ียนแปลงของสีในช่วงสีน ้ำเงินถึงสีเหลืองในแกนตั้ง 
  กรณีท่ี    ค่ำ b เป็นลบ    หมำยถึง  สีน ้ำเงิน 
               ค่ำ b เป็นบวก  หมำยถึง  สีเหลือง 
 ค่ำ Hue angle (Degree) เป็นค่ำท่ีรำยงำนถึงกำรเปล่ียนแปลงของโทนสีในระดบัต่ำง ๆ ท่ี
เปล่ียนไปตำมค่ำมุม ซ่ึงค ำนวณไดจ้ำกสูตร 
  Hue angle (Degree) =  (tan-1 b/a)                      เม่ือค่ำ   a > 0   และ   b  0 
  Hue angle (Degree) = 180° + (tan-1 b/a)           เม่ือค่ำ   a < 0   
  Hue angle (Degree) = 360° + (tan-1 b/a)           เม่ือค่ำ   a > 0   และ   b < 0 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่3.3 Chromaticity diagram 
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กำรเปล่ียนแปลงสี (ค่ำ ΔE) โดยค ำนวณตำมสูตร 
 

ΔEab = [(ΔL)2 + (Δa)2 + (Δb)2]1/2 
ΔL = L ของตวัอยำ่ง –L ของตวัอยำ่งมำตรฐำน 

                              Δa = a ของตวัอยำ่ง –a ของตวัอยำ่งมำตรฐำน 
                  Δb = b ของตวัอยำ่ง –b ของตวัอยำ่งมำตรฐำน 

 
9. การเปลีย่นแปลงปริมาณน า้ตาลทั้งหมด (Total sugar content)  

ชัง่ตวัอย่ำงกลว้ย 1 กรัม ผสมกบั ethanol ท่ีควำมเขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นต์ จำกนั้นน ำไปป่ันดว้ย
เคร่ืองเคร่ือง Homoginize เป็นเวลำ 1 นำที   น ำไปกรองดว้ยกระดำษกรองเบอร์วตัแมนเบอร์ 4 น ำส่วนใส
ท่ีได ้0.1 มิลลิลิตร ไปเจือจำงดว้ย ethanol ปริมำตร 20 มิลลิลิตร จำกนั้น น ำตวัอยำ่ง 2 มิลลิลิตร ผสมกบั 
phenol (ควำมเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต)์ 1 มิลลิลิตร และ H2SO4 (ควำมเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต์) 5 มิลลิลิตร 
แลว้น ำมำวดัค่ำดูดกลืนแสงท่ี 490 นำโนเมตร  

 
10. ปริมาณก๊าซออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ในภาชนะบรรจุ  
 ท ำกำรวดัปริมำณกำซคำร์บอนไดออกไซด์และออกซิเจนภำยในบรรจุภัณฑ์โดยใช้เคร่ือง 
Oxybaby V O2/CO2 ยีห่อ้ WITT-GASETECHNIK ประเทศ Germany ท ำกำรวดัโดยใชห้วัวดัเสียบเขำ้ไป
ภำยในภำชนะบรรจุและรำยงำนผลเป็นควำมเข้มข้น (เปอร์เซ็นต์) ของก๊ำซออกซิเจนและก๊ำซ
คำร์บอนไดออกไซด ์
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11. การยอมรับของผู้บริโภคด้านการสุก 
แบ่งระยะกำรสุกเป็น 8 ระยะ ดงัน้ี 

ระยะท่ี 1 เปลือกเขียว ผลแขง็ ไม่มีกำรสุก 
ระยะท่ี 2 เร่ิมเปล่ียนสีจำกเขียวออกเหลืองเล็กนอ้ย 
ระยะท่ี 3 เร่ิมเปล่ียนสีจำกเขียวออกเหลืองมำกข้ึน แต่ยงัมีสีเขียวมำกกวำ่สีเหลือง  
ระยะท่ี 4 เร่ิมเปล่ียนสีจำกเขียวออกเหลือง และมีสีเหลืองมำกกวำ่มีเขียว 
ระยะท่ี 5 เปล่ียนเป็นสีเหลือง แต่ปลำยยงัเป็นสีเขียว 
ระยะท่ี 6 ทั้งผลมีสีเหลือง (ผลสุก) 
ระยะท่ี 7 ผวิสีเหลือง และเร่ิมมีจุดสีน ้ำตำล (สุกเตม็ท่ีมีกล่ินหอม) 

               ระยะท่ี 8 ผวิสีเหลืองและเร่ิมมีจุดสีน ้ำตำลมำกข้ึน (สุกมำกเกินไป เน้ือเร่ิมอ่อนตวัและ  กล่ินแรง) 
 

 
 

รูปที ่3.4 แสดงระยะกำรสุกของผลกลว้ย (เบญจมำศ ศิลำยอ้ย , 2545) 


