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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 30C. 
Meanwhile, pheophytinase had the highest activity at pH 8.0 and 40C. This can prove that chlorophyllase and 
pheophytinase are not the same enzyme even both enzymes share the same precursor. 
Keywords: lime, chlorophyll degradation, enzyme partially purification 
  

บทคัดยอ 
การเปล่ียนแปลงคุณภาพหลังการเก็บเก่ียวของผลมะนาวคือการเหลืองของเปลือก โดยสาเหตุเกิดจากการสลายตัว

ของคลอโรฟลลอันเนื่องมาจากการทํางานของกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase ทําใหมะนาวไมเปนที่
ตองการของผูบริโภคและมีอายุการวางจําหนายที่ส้ัน การศึกษาน้ีจึงมีจุดประสงคเพื่อศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของเอนไซมทั้ง
สองชนิดนี้ โดยการทําบริสุทธิ์บางสวนของเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase จากเปลือกผลมะนาว 2 สายพันธุ  
คือพันธุแปนและพันธุตาฮิติ ดวย ammonium sulfate ((NH4)2SO4) ที่ความเขมขน 0-100 เปอรเซ็นต พบวามะนาวพันธุแปน
และมะนาวพันธุตาฮิติมีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase สูงสุดในชวงระดับความเขมขนของ ammonium sulfate  ที่ 10-20 
เปอรเซ็นต และมีกิจกรรมเอนไซม pheophytinase สูงสุดในชวงระดับความเขมขนของ ammonium sulfate  ที่ 40-50 
เปอรเซ็นต สวนของ pH ที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม chlorophyllase เทากับ 7.0 ในขณะท่ีกิจกรรมของเอนไซม 
pheophytinase เทากับ 8.0 และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการบมตอการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม chlorophyllase และ  
pheophytinase คือ 30 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลําดับ บงชี้ไดวาเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase มี
คุณสมบัติทางเคมีที่ตางกันถึงแมวาจะมีการใชสารต้ังตนในการทําปฏิกิริยาเอนไซมชนิดเดียวกัน 
คําสําคัญ: มะนาว, การสลายตัวของคลอโรฟลล, การทําบริสุทธิ์บางสวนเอนไซม  

 
คํานํา 

มะนาวเปนผลไมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ ปลูกกันมากไดแก พันธุแปน (Citrus aurantifolia Swingle) โดย
ผลผลิตจะออกสูตลาดในชวงเดือนกรกฎาคมจนถึงสิงหาคม (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2554) สําหรับมะนาวสายพันธุตาฮิ
ติ (Citrus latifolia Tan.) จัดอยูในกลุมเดียวกันกับมะนาวท่ีปลูกในประเทศไทย ซึ่งทําการเก็บเก่ียวในระยะท่ีสีเปลือกมีสีเขียว
เชนเดียวกันกับมะนาวพันธุแปน การเปล่ียนแปลงคุณภาพหลังการเก็บเก่ียวของผลมะนาวคือสีเปลือกจากสีเขียวไปเปนสี
เหลือง ทําใหมีอายุการวางจําหนายที่ส้ัน สงผลกระทบตอราคาของมะนาวทําใหราคาตํ่าลงอยางมาก การสูญเสียสีเขียวของ
เปลือกผลมะนาวมีสาเหตุมาจากการสลายตัวของคลอโรฟลล โดยกระบวนการสลายตัวของคลอโรฟลลถูกกระตุนโดยกิจกรรม
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เอนไซมหลักที่เก่ียวของไดแก chlorophyllase, Mg-chelatase, pheophorbidase และ chlorophyll-degrading peroxidase 
เปนตน จากรายงานของ Schelbert et al. (2009) ไดพบการแสดงออกของยีนของเอนไซมตัวใหมในระดับโมเลกุลที่ทําหนาที่
ในกลไกการสลายตัวของคลอโรฟลลคือ pheophytinase โดยเอนไซมชนิดนี้ไปยอยอนุพันธ pheophytin ซึ่งเปนอนุพันธสารต้ัง
ตนเดียวกันกับเอนไซม chlorophyllase แลวเกิดการสรางอนุพันธ pheophorbide ขึ้น (Aiamla-or et al., 2012) ดังนั้นงานวิจัย
นี้จึงมีจุดประสงคเพื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของของเอนไซมและการทําบริสุทธิ์เอนไซมบางสวน ของ chlorophyllase 
และ pheophytinase เพื่อทราบถึงคุณลักษณะทางเคมีของเอนไซม ในมะนาว สายพันธุแปนและตาฮิติ ซึ่งการเปรียบเทียบ
คุณสมบัติของเอนไซม pheophytinase และ chlorophyllase ที่มีการใชสารต้ังตนตัวเดียวกันจะนํามาสูการเขาใจกลไกการ
สลายตัวของคลอโรฟลล ในมะนาวไดมากขึ้น 

 
อุปกรณและวิธีการ 

ในการทดลองคร้ังนี้ใชมะนาวพันธุแปนและตาฮิติ ทําการทดลอง ณ หองปฏิบัติการเทคโนโลยีการเกษตร คณะ
เทคโนโลยีและการพัฒนาชุมชน มหาวิทยาลัยทักษิณ ทําการคัดเลือกผลมะนาวที่มีขนาดผลใกลเคียงกัน มีสีเขียวสมํ่าเสมอ ไม
มีรอยตําหนิ ลักษณะการเกิดโรค นํามาทําความสะอาด ตัดแตงขั้วผลใหเรียบรอย ผ่ึงใหแหง แลวนํามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง 
25 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางเปลือกมะนาว 20 กรัม เม่ือสีเปลือกเหลืองสมบูรณในวันสุดทายของการเก็บรักษา (วันที่ 
18 สําหรับพันธุแปน และ วันที่ 24 สําหรับพันธุตาฮิติ) ในรูปของ Acetone powder เพื่อนํามาทําบริสุทธิ์บางสวนโดยสกัด
โปรตีนโดยใช Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) ที่ความเขมขนต้ัง 0-100 % หลังจากนั้นทําการวัดกิจกรรมเอนไซมของเอนไซม 
chlorophyllase และ pheophytinase (Aiamla-or et al., 2012) และ pH ที่เหมาะสม (The pH optimum) และอุณหภูมิที่
เสถียร (The temperature stability) 

 
ผลและวิจารณผล 

การทําบริสุทธ์ิบางสวนของเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase ในเปลือกผลมะนาวพันธุแปนและตาฮิติ 
มะนาวพันธุแปนและตาฮิติมีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase สูงสุดในชวงระดับความเขมขนของ ((NH4)2SO4) ที่ 

20-40 เปอรเซ็นต โดยมะนาวพันธุแปนมีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase สูงกวามะนาวพันธุตาฮิติ (Figure 1A) หลังจากนั้น
ศึกษาชวงระดับความเขมขนของ ((NH4)2SO4) เพิ่มเติม คือ 0-10, 10-20, 20-30, 30-40 และ 40-50 เปอรเซ็นต พบวา 
((NH4)2SO4) ที่ 10-20 เปอรเซ็นตมีผลตอการตกตะกอนโปรตีนในมะนาวพันธุแปนและมะนาวพันธุตาฮิติดีที่สุด 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. 

 
การทําบริสุทธิ์เอนไซมบางสวน pheophytinase พบวาการตกตะกอนของโปรตีนและมีกิจกรรมเอนไซม 

pheophytinase สูงที่สุดอยูในชวง 40-60 เปอรเซ็นต โดยมะนาวพันธุแปนมีกิจกรรมเอนไซม pheophytinase สูงกวาพันธุตาฮิ
ติ (Figure 2A) และทําการศึกษาเพิ่มเติมในระดับความเขมขนของ ((NH4)2SO4) ไดแก 30-40, 40-50, 50-60, 60-70 และ 70-
80 เปอรเซ็นต พบวาระดับความเขมขนของ ((NH4)2SO4) ที่ 40-50 เปอรเซ็นตมีผลตอการตกตะกอนโปรตีนในมะนาวพันธุแปน
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และมะนาวพันธุตาฮิติดีที่สุด และมีกิจกรรมเอนไซม pheophytinase สูงที่สุด (Figure 2B)  Aiamla-or et al. (2012) ศึกษาการ
ทําบริสุทธิ์เอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase ในบร็อกโคล่ีโดยใช ((NH4)2SO4) อิ่มตัวสําหรับทําใหโปรตีน
ตกตะกอน โดยพบวาการใช ((NH4)2SO4) ที่ชวงความเขมขน 20-40 เปอรเซ็นต มีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase สูง ในสวน
ของกิจกรรมของเอนไซม pheophytinase พบวาการใช ((NH4)2SO4) ที่ชวงความเขมขน 40-60 เปอรเซ็นต มีกิจกรรมเอนไซม
สูงกวาชวงระดับความเขมขนอื่น ดังนั้นจากการทดลองสามารถบงชี้ไดวาเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้ เปนเอนไซมหรือโปรตีนตางชนิด
กัน นอกจากนี้จะเห็นไดวามะนาวพันธุแปนมีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase สูงกวามะนาวพันธุตาฮิติ 
สงผลใหการสลายตัวของคลอโรฟลลหรือการเหลืองของมะนาวพันธุแปนเกิดขึ้นเร็วกวามะนาวพันธุตาฮิติ ซึ่งตามการทดลอง
ของนพรัตนและคณะ (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) ตอการเกดิปฏิกิริยาเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase 

พบวาการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม chlorophyllase เพิ่มสูงสูด เม่ือ pH ของสารละลาย phosphate buffer (50 mM KCI 
และ 0.12% TritonX-100) เทากับ 7.0 โดยมะนาวพันธุแปนมีกิจกรรมเอนไซมที่สูงกวามะนาวพันธตาฮิติ (Figure 3A) ในขณะ
ที่กิจกรรมเอนไซม pheophytinase มีกิจกรรมสูงสุดเม่ือ pH ของ phosphate buffer (50 mM KCI และ 0.12% TritonX-100) 
เทากับ 8.0 และมะนาวพันธุแปนจะมีกิจกรรมเอนไซมสูงกวามะนาวพันธุตาฮิติ (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) ตอการเกิดปฏิกิรยิาเอนไซม chlorophyllase และ pheophytinase 

พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการบมตอการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม chlorophyllase และมีกิจกรรมสูงที่สุดเทากับ 30 
องศาเซลเซียส ทั้งมะนาวพันธุแปนและมะนาวพันธุตาฮิติ (Figure 4A) ในขณะท่ีอุณหภมิูที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา
เอนไซม pheophytinase ของมะนาวพันธุแปนและพันธุตาฮิติเทากับ 40 องศาเซลเซียส (Figure 4B) กอนหนานี้มีการศึกษา
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คุณลักษณะของเอนไซม Mg-dechelating substance ในบร็อคโคล่ี ไดแก โดยใชความเขมขนของ ((NH4)2SO4) ที่ความ
เขมขน 20-60 เปอรเซ็นต ใหกิจกรรมสูงสุด pH ที่เหมาะสมเทากับ 8.0 และอุณหภูมิที่เสถียรในการเกิดปฏิกิริยาเอนไซมเทากับ 
40 องศาเซลเซียส (Kaewsuksaeng, 2007) จะเห็นไดวาเอนไซมแตละชนิดในกระบวนการสลายตัวของคลอโรฟลลจะมี
คุณลักษณะทางเคมีที่แตกตางกัน 

 
 
 
 
 
 
 
 

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 

การทําบริสุทธิ์บางสวนของโปรตีนในมะนาวพันธุแปนและตาฮิติพบวามีกิจกรรมเอนไซม chlorophyllase และ 
pheophytinase สูงสุดในชวงระดับความเขมขนของ ((NH4)2SO4) ที่ 20-40 เปอรเซ็นต และ 40-50 เปอรเซ็นตตามลําดับ  pH 
ที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม chlorophyllase เทากับ 7.0 ในขณะท่ีกิจกรรมเอนไซม pheophytinase เทากับ 8.0 
และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการบมตอการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม chlorophyllase เทากับ 30 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม pheophytinase เทากับ 40 องศาเซลเซียส ทั้งมะนาวพันธุแปนและพันธุตาฮิติ 
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