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Abstract 

Peel yellowing is the main problem of lime during the postharvest period which limits the marketable life 
that usually occurs with the progress of chlorophyll degradation. The chlorophyll degradation in lime is induced by 
the activities of chlorophyllase and pheophytinase. The partially purification of chlorophyllase and pheophytinase 
was investigated to prove that these two enzymes are not the same enzyme using ammonium sulfate ((NH4)2SO4) 
purification method at concentrations of 0-100 %. The results found that chlorophyllase and pheophytinase 
activities of ‘Paan’ and ‘Tahiti’ lime were highest at 10-20 % and 40-50 % of ammonium sulfate, respectively. The 
optimum pH of enzyme activity and optimum temperature for incubation of chlorophyllase were 7.0 and 30C. 
Meanwhile, pheophytinase had the highest activity at pH 8.0 and 40C. This can prove that chlorophyllase and 
pheophytinase are not the same enzyme even both enzymes share the same precursor. 
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บทคัดยอ 
การเปล่ียนแปลงคุณภาพหลังการเก็บเก่ียวของผลมะนาวคือการเหลืองของเปลือก โดยสาเหตุเกิดจากการสลายตัว

ของคลอโรฟลลอันเนื่องมาจากการทํางานของกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase ทําใหมะนาวไมเปนที่
ตองการของผูบริโภคและมีอายุการวางจําหนายที่ส้ัน การศึกษาน้ีจึงมีจุดประสงคเพื่อศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของเอนไซมทั้ง
สองชนิดนี้ โดยการทําบริสุทธิ์บางสวนของเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase จากเปลือกผลมะนาว 2 สายพันธุ  
คือพันธุแปนและพันธุตาฮิติ ดวย ammonium sulfate ((NH4)2SO4) ที่ความเขมขน 0-100 เปอรเซ็นต พบวามะนาวพันธุแปน
และมะนาวพันธุตาฮิติมีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase สูงสุดในชวงระดับความเขมขนของ ammonium sulfate  ที่ 10-20 
เปอรเซ็นต และมีกิจกรรมเอนไซม pheophytinase สูงสุดในชวงระดับความเขมขนของ ammonium sulfate  ที่ 40-50 
เปอรเซ็นต สวนของ pH ที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม chlorophyllase เทากับ 7.0 ในขณะท่ีกิจกรรมของเอนไซม 
pheophytinase เทากับ 8.0 และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการบมตอการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม chlorophyllase และ  
pheophytinase คือ 30 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลําดับ บงชี้ไดวาเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase มี
คุณสมบัติทางเคมีที่ตางกันถึงแมวาจะมีการใชสารต้ังตนในการทําปฏิกิริยาเอนไซมชนิดเดียวกัน 
คําสําคัญ: มะนาว, การสลายตัวของคลอโรฟลล, การทําบริสุทธิ์บางสวนเอนไซม  

 
คํานํา 

มะนาวเปนผลไมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ ปลูกกันมากไดแก พันธุแปน (Citrus aurantifolia Swingle) โดย
ผลผลิตจะออกสูตลาดในชวงเดือนกรกฎาคมจนถึงสิงหาคม (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2554) สําหรับมะนาวสายพันธุตาฮิ
ติ (Citrus latifolia Tan.) จัดอยูในกลุมเดียวกันกับมะนาวท่ีปลูกในประเทศไทย ซึ่งทําการเก็บเก่ียวในระยะท่ีสีเปลือกมีสีเขียว
เชนเดียวกันกับมะนาวพันธุแปน การเปล่ียนแปลงคุณภาพหลังการเก็บเก่ียวของผลมะนาวคือสีเปลือกจากสีเขียวไปเปนสี
เหลือง ทําใหมีอายุการวางจําหนายที่ส้ัน สงผลกระทบตอราคาของมะนาวทําใหราคาตํ่าลงอยางมาก การสูญเสียสีเขียวของ
เปลือกผลมะนาวมีสาเหตุมาจากการสลายตัวของคลอโรฟลล โดยกระบวนการสลายตัวของคลอโรฟลลถูกกระตุนโดยกิจกรรม
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เอนไซมหลักที่เก่ียวของไดแก chlorophyllase, Mg-chelatase, pheophorbidase และ chlorophyll-degrading peroxidase 
เปนตน จากรายงานของ Schelbert et al. (2009) ไดพบการแสดงออกของยีนของเอนไซมตัวใหมในระดับโมเลกุลที่ทําหนาที่
ในกลไกการสลายตัวของคลอโรฟลลคือ pheophytinase โดยเอนไซมชนิดนี้ไปยอยอนุพันธ pheophytin ซึ่งเปนอนุพันธสารต้ัง
ตนเดียวกันกับเอนไซม chlorophyllase แลวเกิดการสรางอนุพันธ pheophorbide ขึ้น (Aiamla-or et al., 2012) ดังนั้นงานวิจัย
นี้จึงมีจุดประสงคเพื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของของเอนไซมและการทําบริสุทธิ์เอนไซมบางสวน ของ chlorophyllase 
และ pheophytinase เพื่อทราบถึงคุณลักษณะทางเคมีของเอนไซม ในมะนาว สายพันธุแปนและตาฮิติ ซึ่งการเปรียบเทียบ
คุณสมบัติของเอนไซม pheophytinase และ chlorophyllase ที่มีการใชสารต้ังตนตัวเดียวกันจะนํามาสูการเขาใจกลไกการ
สลายตัวของคลอโรฟลล ในมะนาวไดมากขึ้น 

 
อุปกรณและวิธีการ 

ในการทดลองคร้ังนี้ใชมะนาวพันธุแปนและตาฮิติ ทําการทดลอง ณ หองปฏิบัติการเทคโนโลยีการเกษตร คณะ
เทคโนโลยีและการพัฒนาชุมชน มหาวิทยาลัยทักษิณ ทําการคัดเลือกผลมะนาวที่มีขนาดผลใกลเคียงกัน มีสีเขียวสมํ่าเสมอ ไม
มีรอยตําหนิ ลักษณะการเกิดโรค นํามาทําความสะอาด ตัดแตงขั้วผลใหเรียบรอย ผ่ึงใหแหง แลวนํามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง 
25 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางเปลือกมะนาว 20 กรัม เม่ือสีเปลือกเหลืองสมบูรณในวันสุดทายของการเก็บรักษา (วันที่ 
18 สําหรับพันธุแปน และ วันที่ 24 สําหรับพันธุตาฮิติ) ในรูปของ Acetone powder เพื่อนํามาทําบริสุทธิ์บางสวนโดยสกัด
โปรตีนโดยใช Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) ที่ความเขมขนต้ัง 0-100 % หลังจากนั้นทําการวัดกิจกรรมเอนไซมของเอนไซม 
chlorophyllase และ pheophytinase (Aiamla-or et al., 2012) และ pH ที่เหมาะสม (The pH optimum) และอุณหภูมิที่
เสถียร (The temperature stability) 

 
ผลและวิจารณผล 

การทําบริสุทธ์ิบางสวนของเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase ในเปลือกผลมะนาวพันธุแปนและตาฮิติ 
มะนาวพันธุแปนและตาฮิติมีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase สูงสุดในชวงระดับความเขมขนของ ((NH4)2SO4) ที่ 

20-40 เปอรเซ็นต โดยมะนาวพันธุแปนมีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase สูงกวามะนาวพันธุตาฮิติ (Figure 1A) หลังจากนั้น
ศึกษาชวงระดับความเขมขนของ ((NH4)2SO4) เพิ่มเติม คือ 0-10, 10-20, 20-30, 30-40 และ 40-50 เปอรเซ็นต พบวา 
((NH4)2SO4) ที่ 10-20 เปอรเซ็นตมีผลตอการตกตะกอนโปรตีนในมะนาวพันธุแปนและมะนาวพันธุตาฮิติดีที่สุด และมีกิจกรรม
เอนไซม chlorophyllase สูงที่สุด (Figure 1B)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Concentrations of ammonium sulfate at 0-100% (A) and ammonium sulfate at 0-40% (B) used for 

purification of chlorophyllase activity in limes cvs. Paan and Tahiti at 25 ºC. Data represents ± SE, of 
three replications. 

 
การทําบริสุทธิ์เอนไซมบางสวน pheophytinase พบวาการตกตะกอนของโปรตีนและมีกิจกรรมเอนไซม 

pheophytinase สูงที่สุดอยูในชวง 40-60 เปอรเซ็นต โดยมะนาวพันธุแปนมีกิจกรรมเอนไซม pheophytinase สูงกวาพันธุตาฮิ
ติ (Figure 2A) และทําการศึกษาเพิ่มเติมในระดับความเขมขนของ ((NH4)2SO4) ไดแก 30-40, 40-50, 50-60, 60-70 และ 70-
80 เปอรเซ็นต พบวาระดับความเขมขนของ ((NH4)2SO4) ที่ 40-50 เปอรเซ็นตมีผลตอการตกตะกอนโปรตีนในมะนาวพันธุแปน
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และมะนาวพันธุตาฮิติดีที่สุด และมีกิจกรรมเอนไซม pheophytinase สูงที่สุด (Figure 2B)  Aiamla-or et al. (2012) ศึกษาการ
ทําบริสุทธิ์เอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase ในบร็อกโคล่ีโดยใช ((NH4)2SO4) อิ่มตัวสําหรับทําใหโปรตีน
ตกตะกอน โดยพบวาการใช ((NH4)2SO4) ที่ชวงความเขมขน 20-40 เปอรเซ็นต มีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase สูง ในสวน
ของกิจกรรมของเอนไซม pheophytinase พบวาการใช ((NH4)2SO4) ที่ชวงความเขมขน 40-60 เปอรเซ็นต มีกิจกรรมเอนไซม
สูงกวาชวงระดับความเขมขนอื่น ดังนั้นจากการทดลองสามารถบงชี้ไดวาเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ เปนเอนไซมหรือโปรตีนตางชนิด
กัน นอกจากนี้จะเห็นไดวามะนาวพันธุแปนมีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase สูงกวามะนาวพันธุตาฮิติ 
สงผลใหการสลายตัวของคลอโรฟลลหรือการเหลืองของมะนาวพันธุแปนเกิดขึ้นเร็วกวามะนาวพันธุตาฮิติ ซึ่งตามการทดลอง
ของนพรัตนและคณะ (2556) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 Concentrations of ammonium sulfate at 0-100% (A) and ammonium sulfate at 0-40% (B) used for 

purification of pheophytinase activity in limes cvs. Paan and Tahiti at 25 ºC. Data represents ± SE, of 
three replications. 

 
พีเอชที่เหมาะสม (pH optimum) ตอการเกดิปฏิกิริยาเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase 

พบวาการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม chlorophyllase เพิ่มสูงสูด เม่ือ pH ของสารละลาย phosphate buffer (50 mM KCI 
และ 0.12% TritonX-100) เทากับ 7.0 โดยมะนาวพันธุแปนมีกิจกรรมเอนไซมที่สูงกวามะนาวพันธตาฮิติ (Figure 3A) ในขณะ
ที่กิจกรรมเอนไซม pheophytinase มีกิจกรรมสูงสุดเม่ือ pH ของ phosphate buffer (50 mM KCI และ 0.12% TritonX-100) 
เทากับ 8.0 และมะนาวพันธุแปนจะมีกิจกรรมเอนไซมสูงกวามะนาวพันธุตาฮิติ (Figure 3B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3  pH optimum changes of chlorophyllase (A) and pheophytinase activities (B) in limes cvs. Paan and 

Tahiti at 25 ºC. Data represents ± SE, of three replications. 
 
อุณหภูมิที่เสถียร (temperature stability) ตอการเกิดปฏิกิรยิาเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase 

พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการบมตอการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม chlorophyllase และมีกิจกรรมสูงที่สุดเทากับ 30 
องศาเซลเซียส ทั้งมะนาวพันธุแปนและมะนาวพันธุตาฮิติ (Figure 4A) ในขณะท่ีอุณหภมิูที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา
เอนไซม pheophytinase ของมะนาวพันธุแปนและพันธุตาฮิติเทากับ 40 องศาเซลเซียส (Figure 4B) กอนหนานี้มีการศึกษา
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คุณลักษณะของเอนไซม Mg-dechelating substance ในบร็อคโคล่ี ไดแก โดยใชความเขมขนของ ((NH4)2SO4) ที่ความ
เขมขน 20-60 เปอรเซ็นต ใหกิจกรรมสูงสุด pH ที่เหมาะสมเทากับ 8.0 และอุณหภูมิที่เสถียรในการเกิดปฏิกิริยาเอนไซมเทากับ 
40 องศาเซลเซียส (Kaewsuksaeng, 2007) จะเห็นไดวาเอนไซมแตละชนิดในกระบวนการสลายตัวของคลอโรฟลลจะมี
คุณลักษณะทางเคมีที่แตกตางกัน 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4  Temperature stability changes of chlorophyllase  (A) and pheophytinase activiies (B) in limes cvs. Paan 
and Tahiti at 25 ºC. Data represents ± SE, of three replications. 

 
สรุป 

การทําบริสุทธิ์บางสวนของโปรตีนในมะนาวพันธุแปนและตาฮิติพบวามีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase และ 
pheophytinase สูงสุดในชวงระดับความเขมขนของ ((NH4)2SO4) ที่ 20-40 เปอรเซ็นต และ 40-50 เปอรเซ็นตตามลําดับ  pH 
ที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม chlorophyllase เทากับ 7.0 ในขณะท่ีกิจกรรมเอนไซม pheophytinase เทากับ 8.0 
และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการบมตอการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม chlorophyllase เทากับ 30 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม pheophytinase เทากับ 40 องศาเซลเซียส ทั้งมะนาวพันธุแปนและพันธุตาฮิติ 
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