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 ตรวจสอบการสะสมน้ําตาลซูโครส และกิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase 
(SAI)  neutral invertase (NI) และ cell wall invertase (CWI)  และวิเคราะหความสัมพันธ 
ระหวางรูปแบบของกิจกรรมของเอนไซม SAI  NI และ CWI ท่ีมีตอการสะสมนํ้าตาลซูโครส 
ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 และออยปาสายพันธุ S98-244 ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือน ใน 
ลําตนสวนยอดเปนสวนท่ีเนือ้เยื่อระยะออนวัย (immature) ในลําตนสวนกลางเปนสวนท่ี 
เนื้อเยื่ออยูในระยะแก (maturing) และลําตนสวนลางเปนสวนท่ีเนื้อเยื่ออยูในระยะแกแลว  
(mature) พบวา ในออยท้ังสองสายพันธุมีรูปแบบของการสะสมนํ้าตาลซูโครสและกิจกรรม 
ของเอนไซมอินเวอรเทสแตกตางกันในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 ปริมาณนํ้าตาลซูโครสมี
แนวโนมเพิ่มข้ึนตามการเพิม่ข้ึนของอายุ (6 ถึง 12 เดือน) และพบการสะสมสูงท่ีสุดใน 
สวนลางและมีแนวโนมลดลงในสวนกลางและสวนยอดของลําตน ตามลําดับ กิจกรรมของ
เอนไซม SAI  NI และ CWI มีแนวโนมลดลงตามการเพิม่ข้ึนของอาย ุ(6 ถึง 12 เดือน) และพบ
กิจกรรมของเอนไซม SAI  NI และ CWI สูงในสวนยอดและมีแนวโนมลดลงในสวนกลาง 
และสวนลางของลําตน ตามลําดับ ซ่ึงมีความสัมพันธในทิศทางตรงกันขามกับปริมาณนํ้าตาล
ซูโครสที่สะสมอยางมีนัยสําคัญ ในออยปาสายพันธุ S98-244 พบวา ปริมาณนํ้าตาลซูโครส มี 
การสะสมสูงท่ีสุดท่ีอายุ 8 เดือนและมีแนวโนมลดลงตามอายุท่ีเพิ่มข้ึน (8 ถึง12 เดือน) พบการ
สะสมสูงท่ีสุดในลําตนสวนกลาง และไมแตกตางกันในลําตนสวนยอดและ สวนลาง กิจกรรม 
ของเอนไซม SAI  และ CWI เพิ่มสูงข้ึนเม่ือออยมีอายุเพิม่ข้ึน ยกเวน NI พบวาไมมีความ 
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ พบกิจกรรมของเอนไซม SAI  NI  และCWI สูงในสวนยอด และ
ลดลงในสวนกลางและสวนลางของลําตน กิจกรรมของเอนไซม SAI มีความสัมพันธใน 
ทิศทางตรงกันขามกับปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมอยางมีนัยสําคัญ ขณะท่ีเอนไซม NI และ 
CWI มีความ สัมพันธในทิศตรงกันขามอยางไมมีนัยสําคัญ 
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              Sucrose content and  enzyme activities of soluble acid invertase (SAI), neutral invertase 
(NI) and cell wall invertase (CWI) in  cultivated sugarcane (Saccharum officinarum L.), line 20-
2248  and S. spontaneum, line S98-244  at various developmental stages, six to twelve-month 
after planting (MAP) stems, were monitored and the correlation  among them were analysed. In 
each stem, the three parts of internodes the top, middle and bottom representing relatively 
immature, maturing and mature internode, respectively were collected for the experiment.  The 
results showed that sugarcane stems of different species revealed different patterns of sucrose 
accumulation and enzyme activities. In line 20-2248, the sucrose content was increased with 
increasing of the month after planting (from 6 to 12 MAP) and was highest in the bottom part  
and decreased in the middle and top part, respectively. The activities of  SAI, NI and CWI 
decreased with increasing of month after planting (from 6 to 12 MAP) and was highest in the  
top part and decreased in the middle and bottom part, respectively. There were significantly 
negative correlations between sucrose content and the activities of SAI, NI and CWI. In line  
S98-244, the sucrose content peaked at 8 MAP and then declined toward the maturity of 12 
MAP. The mid-part of stem was marked higher in the concentration of sucrose over the middle 
and bottom parts. The activities of SAI and CWI increased with increasing of month after 
planting (from 6 to 12 MAP) except NI, that stable in all stages. The activities of SAI, NI and 
CWI was highest in the top part and decreased in the middle and bottom parts. Only the SAI 
activity  gave negatively significant correlation for sucrose content while  the correlation  
between NI and CWI  activity for sucrose content showed negative correlation but was not 
significant.  
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การศึกษาการสะสมน้ําตาลซูโครส และกิจกรรมของเอนไซมอินเวอรเทสในออย 
 

Study on Sucrose Accumulation and Invertase Enzyme Activity in Sugarcane 
 

คํานํา 
 
 ออยเปนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญชนิดหนึ่งของไทย โดยมีพืน้ท่ีปลูกออยประมาณ 9ลานไร 
ผลผลิตประมาณ 100 ลานตันตอป โดยใหผลผลิตเฉล่ีย 11.32 ตันตอไร มีคาความหวานประมาณ 
11.64 CCS สามารถผลิตนํ้าตาลไดประมาณ 10 ลานตัน (สํานักคณะกรรมการออยและน้ําตาล, 
2557) ซ่ึงนับวาตํ่ามากเม่ือเทียบกับประเทศคูแขง ขอจํากดัท่ีทําใหผลผลิตออยของไทยตํ่า เนื่องจาก
เกษตรกรสวนใหญปลูกออยโดยอาศัยน้ําฝน ขาดแคลนเทคโนโลยท่ีีเหมาะสม ขาดการวิจัยและ
พัฒนาดานการปรับปรุงพันธุออยเพื่อใหไดออยพันธุท่ีเหมาะสมตอแตละพ้ืนท่ี รวมทั้งขอจํากัดของ
พันธุท่ีมีความสามารถในการสะสมนํ้าตาลซูโครสสูง ซ่ึงปจจุบันพนัธุออยของประเทศไทยมีคา
ความหวานสูงสุดอยูประมาณ 11-12 CCS (Commercial Cane Sugar) 
 

คาความหวานของออยนั้นข้ึนอยูกับปจจัยหลายประการ ท่ีสําคัญคือ ความสามารถ 
ในการสรางและสะสมน้ําตาลซูโครสของออย ซ่ึงจะเกี่ยวของกับเอนไซมอยางนอย 2 กลุม กลุมแรก 
เปนเอนไซมท่ีชวยในการสรางน้ําตาลซูโครส ไดแกเอนไซมซูโครสฟอสเฟสซินเทส (sucrose -
phosphate synthase: SPS) เอนไซมซูโครสฟอสฟาเทส (sucrose phosphathase: SPP) และเอนไซม
กลุมท่ีสอง เปนเอนไซมท่ีทําหนาท่ีในการยอยสลายซูโครสไดแก เอนไซมซูโครสซินเทส (sucrose 
synthase: SuSy) และเอนไซมอินเวอรเทส (invertase: Inv) เพื่อใชน้ําตาลซูโครสสําหรับการ
เจริญเติบโตและพัฒนาการทางดานลําตน จากผลการวิจยัท่ีผานมาพบวา เอนไซมอินเวอรเทสที่พบ
ในออยมี 3 รูปแบบ (isoform) ไดแก เอนไซมอินเวอรเทสจากผนังเซลล (cellwall invertase: CWI/ 
insoluble acid invertase: AI) เอนไซมอินเวอรเทสจากแวคิวโอล (vascuolar invertase: VI/ soluble 
acid invertase: SAI) และเอนไซมอินเวอรเทสจากไซโทพลาซึม (cytoplasmic invertase: CI/ neutral 
invertase: NI) แตอยางไรก็ตาม รายงานท่ีเกี่ยวของกับบทบาทของเอนไซมอินเวอรเทสแตละ
รูปแบบ (isoform) ท่ีมีตอการยอยสลายน้ําตาลซูโครสยังมีขอขัดแยง ดังน้ันจึงจําเปนท่ีจะตองศึกษา
ถึงความสัมพันธระหวางรูปแบบกิจกรรมของเอนไซมอินเวอรเทสแตละรูปแบบ (isoform) กับการ
สะสมน้ําตาลซูโครสเพ่ือใหเขาใจถึงความสัมพันธดังกลาวของออยตั้งแตชวงเร่ิมมีการสะสมน้ําตาล
ซูโครส (ชวงปลายของการเจริญเติบโตในระยะยางปลอง) จนถึงชวงท่ีออยมีการสะสมนํ้าตาล
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ซูโครสสูงท่ีสุด (ระยะสุกแก) เพื่อใชเปนขอมูลประกอบการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุออยที่มี
ความสามารถในการสะสมน้ําตาลซูโครสในลําตนสูงตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อทราบปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตนออยสายพันธุท่ีมีความสามารถในการ
สะสมน้ําตาลซูโครสสูง และออยสายพันธุท่ีมีความสามารถในการสะสมนํ้าตาลซูโครสต่ํา 

 
2.  เพื่อทราบกจิกรรมของเอนไซม SAI  NI และ CWI ในลําตนออยสายพันธุท่ีมี

ความสามารถในการสะสมน้ําตาลซูโครสสูง และออยสายพันธุท่ีมีความสามารถในการสะสม
น้ําตาลซูโครสตํ่า 

 
 3.  เพื่อทราบถึงความสัมพันธระหวางรูปแบบของกิจกรรมของเอนไซมอินเวอรเทสจากแว
คิวโอล (vacuolar invertase :VI/ soluble acid invertase: SAI) เอนไซมอินเวอรเทสจากไซโทพลาซึม 
(cytoplasmic invertase: CI/ neutral invertase: NI) และเอนไซมอินเวอรเทสจากผนังเซลล (cell wall 
invertase: CWI) กับการสะสมนํ้าตาลซูโครสในออยสายพันธุท่ีมีความสามารถในการสะสมนํ้าตาล
ซูโครสสูง และออยสายพันธุท่ีมีความสามารถในการสะสมนํ้าตาลซูโครสต่ํา  
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การตรวจเอกสาร 
 

ออย 
 

 ออยเปนพืชตระกูลหญาอยูในวงค Poaceae (ช่ือเดิมคือ Gramineae) อยูในสกุล (genus) 
Saccharum การจําแนกชนิด (species) ตามท่ีไดรับการยอมรับโดยท่ัวไป คือ สามารถจําแนกได เปน 
4 ชนิด (species) ดังตอไปนี ้
  

1. ออยปลูกดั้งเดมิ (Saccharum officinarun L.) เปนออยท่ีเกดิในแถบเกาะนิวกนิี ออยชนดิ
นี้มีลักษณะสําคัญ คือลําใหญ ใบยาวและกวาง มีน้ําตาลมาก เปลือกและเนื้อนิ่ม โดยท่ัวไปมกั
เรียกวา ออยเค้ียว เทาท่ีมีอยูในประเทศไทย คือออยมอริเชียส (Mauritius) และออยบาดลิา (Badila) 
ในอดีตชาวดทัชท่ีอยูในชวาเรียกออยชนดินี้วา noble cane ตอมาในป 1956 Brandes เรียกวา native 
garden sugarcane หรือ native sugarcane ออยชนิดนี้มีลักษณะเดนคือ ใหความหวานสูง จึงเปนออย
ท่ีมีบทบาทสําคัญตออุตสาหกรรมน้ําตาลทรายของโลกอยางมาก ออยท่ีปลูกเปนการคาปจจุบันก็มัก
มีพันธุกรรมท่ีมาจากออยชนดินี ้(เกษม, 2527; ประเสริฐ และคณะ, 2544; นพพร และคณะ, 2547) 

 
2. ออยปาแถบรอน (Saccharumspontaneum L.) พบท่ัวไปในเขตรอนและชุมช้ืน มีอยู

หลายรอยชนดิแตกตางกันตามถ่ินกําเนิด แตมีลักษณะสําคัญท่ีคลายคลึงกัน คือมีอายหุลายป ข้ึนอยู
เปนกอ มีลําตนใตดนิ ลําตนเหนือดนิผอมและแข็ง ไสกลวง และมีลักษณะเดนคือ มีความสามารถ
ในการตานทานโรค แมลงและทนตอสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมไดดีจึงมีบทบาทสําคัญมาก 
ในดานการปรับปรุงพันธุ ในประเทศไทยเรียกออยชนิดนีว้า แขมพงหรือออยปา (wild cane)  
(เกษม, 2527;ประเสริฐ และคณะ, 2544; นพพร และคณะ, 2547) 

 
3. ออยอินเดยี (Saccharumbarberi Jeswiet) เปนออยท่ีมีถ่ินกําเนิดในอินเดียตอนเหนือ 

นักวิชาการเช่ือกันวาออยชนิดนี้เปนออยท่ีเกิดจากการผสมกันตามธรรมชาติ ระหวางออยปลูกและ
ออยปาแถบรอน มีลักษณะลําตนเล็ก ใบเล็ก ขอโปง มีความหวานสูง เปลือกและเนื้อนิม่ ออยขาไก
ในประเทศไทยจัดเปนออยในกลุมนี ้(ประเสริฐ และคณะ, 2544; นพพร และคณะ, 2547) 
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4. ออยปานิวกินี (Saccharumrobustum Brandes et Jeswiet Ex Grassl) เปนออยปาแถบ
เกาะนิวกินี เปลือกแข็ง ไสฟาม มีลําตนใหญ แข็งแรง อาจสูงถึง 10 เมตร มีความหวานตํ่า ออยชนดิ
นี้ไมพบในประเทศไทย นักวิชาการเช่ือกนัวาเปนตนตระกูลของออยปลูกดั้งเดิม (นพพร และคณะ, 
2547) 

 
5. ออยจีน (Saccharum sinense Roxb. Amend, Jeswist) เปนออยท่ีมีลําตนแข็ง ทนทานตอ

สภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสม มีน้ําตาลซูโครสคอนขางสูง และตานทานตอโรคบางชนิด แตผลผลิต
มักจะต่ํามาก ออยจีนเปนออยท่ีออกดอกนอยและมักจะเปนหมัน (นพพร และคณะ, 2547) 

 
แตท้ังนี้พนัธุออยที่ปลูกเปนการคาเพื่ออุตสาหกรรมนํ้าตาลสวนใหญในปจจุบัน เปนพันธุ

ลูกผสมท่ีเกิดจากการผสมระหวาง S.officinarun กับชนิดอ่ืนๆ ในสกุล Saccharum ท่ีเปนออยปา 
เชน S.spontaneum และ S.robustum และในสกุลใกลเคียง (นพพร และคณะ, 2547) 
 
การเจริญเติบโตของออย (นพพร และคณะ, 2547) 

  
ออยเปนพืชท่ีมีการเจริญเติบโตทางลําตนและการสะสมน้ําตาลเกิดข้ึนไมพรอมกันใน

ขณะท่ีออยมกีารเจริญเติบโตทางลําตนอยางรวดเร็วนั้น ปริมาณนํ้าตาลท่ีสะสมภายในลําตนจะมี
ปริมาณตํ่ามาก แตเม่ือออยมีอายุมากข้ึนการเจริญเติบโตทางลําตนจะลดลง การสะสมนํ้าตาลในลํา
ตนก็จะมีเพิ่มสูงข้ึนโดยการเจริญเติบโตของออยสามารถแบงออกเปน 4 ระยะ ดังตอไปนี ้

 
1. ระยะงอก (germination phase) เร่ิมต้ังแตปลูกจนถึงหนอโผลพนผิวดินใชเวลาประมาณ  

2-3 สัปดาห 
 

2. ระยะแตกกอ (tillering phase) เปนลักษณะพิเศษของออย เร่ิมต้ังแตอายุ 2-4 เดือน 
การแตกกอเกดิจากตาออยบริเวณลําตนใตดิน การเจริญเติบโตระยะนีต้องการแสงแดดจัด อุณหภมิู
สูงและตองการน้ํามากกวาระยะงอก 
 

3. ระยะยางปลอง (elongation phase)เปนระยะท่ีตอเนื่องจากระยะแตกกอ เร่ิมต้ังแตอายุ
ประมาณ 3-4 เดือน และเจริญเติบโตไดเร็วท่ีสุดเม่ืออายุ 6-7 เดือน เปนระยะท่ีออยมีการเจริญเติบโต
ทางลําตนอยางรวดเร็ว 
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4. ระยะแกและสุก (maturity and ripening phase) ระยะแก เปนระยะท่ีออยมีการเจริญเติบโต
ทางลําตนลดลง และมีการสะสมน้ําตาลในลําตนเพิ่มสูงข้ึนเร่ือยๆ จนกระท่ังเขาสูระยะสุก ซ่ึงเปน
ระยะท่ีออยมีการสะสมน้ําตาลสูงท่ีสุด 
  
การสังเคราะหและสะสมน้ําตาลซูโครสในพืช 
  

ออยจัดวาเปนพืชท่ีมีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล เนื่องจากเปนพืชท่ีมี
ความสามารถในการสะสมน้ําตาลสูงซ่ึงจะเก็บสะสมน้ําตาลในรูปแบบของน้ําตาลซูโครส  
โดยออยสามารถสะสมนํ้าตาลซูโครสไดมากกวา 25 % ของนํ้าหนกัสด (Moore, 1995) 

 
น้ําตาลซูโครส (cane sugar, disaccharide, 0-α-D-glucopyranosyl-(1, 2)-β-D- 

fructofuranose, compound sugar) เปนไดแซ็กคาไรดท่ีประกอบดวยโมเลกุลของ D-glucose 
เช่ือมตอกับโมเลกุลของ D-fructose ดวยพนัธะไกลโคซิดิก (glycosidic bond) จัดเปนไดแซ็กคาไรด
ชนิดท่ีไมเปนน้ําตาลรีดิวซ (non-reducing sugar) (Halford et al., 2010) และเปนรูปแบบของ
คารโบไฮเดรตในพืชเกือบทุกชนิดท่ีใชในการขนสงหรือเคล่ือนยายออกจากแหลงผลิตไปยังสวน
ตางๆ ของพืช เพื่อนําไปใชในเมแทบอลิซึมและเปนวัตถุดิบเร่ิมตนในการสรางสารตางๆ ท่ีจําเปน
สําหรับการเจริญเติบโตและพัฒนาการของพืช 

 
น้ําตาลซูโครสท่ีพบในออยและพืชเกือบทุกชนิด เปนผลผลิตท่ีถูกสังเคราะหข้ึนจาก

กระบวนการสังเคราะหแสงของพืช (Roitsch and Gonzalez, 2004) รูปแบบของการสังเคราะหและ
การสะสมน้ําตาลซูโครสในลําตนออยนัน้ถูกเสนอข้ึนเปนคร้ังแรกโดย Glasziou and Gayler (1972)  
โดยพบวา น้ําตาลซูโครสท่ีเกิดข้ึน เกิดจากกระบวนการสังเคราะหแสงท่ีบริเวณใบ (source organ) 
และถูกสงเขาสูทออาหาร (phloem) โดย proton-sucrose symporter (Chiou and Bush, 1998)  
จากนั้นเอนไซมอินเวอรเทสท่ีอยูบริเวณผนังเซลลจะยอยสลายซูโครสใหอยูในรูปของน้ําตาล
โมเลกุลเดี่ยว (monosaccharide) เพื่อสงผานพลาสมาเมมเบรน (plasma membrane) ไปยังเนื้อเยื่อ
พาเรนไคมาของลําตน เนื่องจากพลาสมาเมมเบรนจะยอมใหสารโมเลกุลเดี่ยวเทานัน้ท่ีสามารถผาน
เขาออกได จากน้ันซูโครสจะถูกสังเคราะหข้ึนมาใหมอีกคร้ังและเก็บไวท่ีแวคิวโอล (vacuole) 
(Antonio et al., 1980; Marta et al., 1981; Fernando et al., 1982) (ภาพท่ี 1) โดยในปฏิกิริยาการ
สังเคราะหน้ําตาลซูโครสในพืชนั้น พบวามีเอนไซมหลักอยางนอย 2 ชนิดท่ีเขามาเรงปฏิกิริยา
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เพื่อใหเกิดการสรางน้ําตาลซูโครส คือ sucrose phosphate synthase (SPS) และ sucrose synthase 
(SuSy) 
 

อยางไรก็ตาม sucrose 6’-phosphate ท่ีถูกสังเคราะหข้ึนจะถูกเคล่ือนยายออกไป ทําให
ความเขมขนของ sucrose 6’-phosphate ภายในเซลลต่ําอยูตลอดเวลา ดงันั้นปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจาก
การทํางานของเอนไซม SPS จึงมีแนวโนมท่ีจะไมยอนกลับ ในขณะท่ีปฏิกิริยาท่ีเกิดจากการทํางาน
ของเอนไซม SuSy นั้น จะสามารถยอนกลับได ดังนัน้จึงอาจกลาวไดวา เอนไซม SPS เปนเอนไซม
หลักท่ีเกีย่วของกับการสังเคราะหน้ําตาลซูโครสท้ังในเนือ้เยื่อท่ีสามารถสังเคราะหแสงไดและ
เนื้อเยื่อท่ีไมสามารถสังเคราะหแสงได กลาวคือ ในการสังเคราะหน้ําตาลซูโครสในพืชรวมท้ังใน
ออย สวนใหญเกิดข้ึนจากการทํางานของเอนไซม SPS โดยกลูโคสจาก UDP-glucose จะถูกยายไป
ยัง fructose-6-phosphate จากน้ันเอนไซม sucrose phosphathase (SPP) จะตัดหมู phosphate (Pi) 
ออก ไดซูโครสอิสระเปนผลผลิตสุดทาย สวนเอนไซม SuSy จัดวาเปนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการ
ยอยสลายซูโครส (Huber and Huber, 1996; อางใน ปทมา, 2546) 
 

 
 
ภาพท่ี 1  กระบวนการสราง และเคล่ือนยายน้ําตาลซูโครสไปยังแหลงเก็บสะสมในพืช 
 
ท่ีมา: Wang et al. (2013) 
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การยอยสลายน้ําตาลซูโครสในพืช 
 
 เนื่องจากพืชมีลักษณะสําคัญประการหนึ่ง คือ สามารถสรางอาหารไดเอง ดวยกระบวนการ
สังเคราะหแสงจากแหลงผลิต (source organ) เชน บริเวณใบ ดังท่ีกลาวไวแลวในขางตน แลวสงไป
ยังบริเวณเนื้อเยื่อท่ีไมสามารถสังเคราะหแสงได (sink organ) เพื่อใชในการเจริญเติบโต และการ
พัฒนาการของพืช เชน สวนปลายยอด ปลายราก และสวนท่ีทําหนาท่ีในการเก็บสะสมอาหาร เชน 
หัว (tuber) และเมล็ด (grain) ซ่ึงในออยนัน้น้ําตาลท่ีสรางข้ึนจะถูกขนสงและเก็บสะสมอยูในรูป
ของนํ้าตาลซูโครส ดังนั้นการใชน้ําตาลซูโครสเพ่ือเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานใน
กระบวนการเมแทบอลิซึมรวมถึงการเคล่ือนยายน้ําตาลไปยังสวนตางๆ ของพืชจะข้ึนอยูกับการยอย
สลายน้ําตาลซูโครสใหเปนน้าํตาลเฮกโซส (hexose) โดยอาศัยการทํางานของเอนไซมท่ีแตกตางกัน 
2 ชนิด ไดแก sucrose synthase (SuSy) ซ่ึงจะทําหนาท่ีเปล่ียนน้ําตาลซูโครสใหอยูในรูปของ UDP-
glucose + fructose โดย UDP-glucose ท่ีไดจากการทํางานของ SuSy จะถูกนําไปใชเปนวัตถุดิบ
เร่ิมตนในการสรางสารโพลีแซ็กคาไรดตวัอ่ืนๆ เชน แปงและองคประกอบของผนังเซลล เปนตน 
โดยปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนจากการทํางานของ SuSy เปนปฏิกริิยาท่ีสามารถยอนกลับได เอนไซมอีกชนดิ
หนึ่ง คือ เอนไซมอินเวอรเทส (invertase) ซ่ึงจะทําหนาท่ีเปล่ียนน้ําตาลซูโครสใหอยูในรูปของ
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวสองโมเลกุล คือ กลูโคสและฟรุกโทส โดยปฏิกิริยาท่ีเกดิข้ึนจากการทํางานของ
เอนไซมอินเวอรเทส เปนปฏิกิริยาท่ีไมสามารถยอนกลับได (ภาพท่ี 2) และนอกจากนี้ เอนไซมอิน
เวอรเทสยังเปนเอนไซมท่ีมีบทบาทสําคัญในการเคล่ือนยายน้ําตาลซูโครสท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล 
โดยกลูโคสและฟรุกโทสท่ีไดจากการทํางานของเอนไซมอินเวอรเทสจะถูกนําไปใชในกระบวนการ
เมแทบอลิซึมตางๆ ภายในเซลลของพืช เชน เขาสูกระบวนการไกลโคลิซีส (glycolysis) ใชใน
กระบวนการหายใจ และใชเปน signal ในการตอบสนองตอสภาวะท่ีไมเหมาะสมของพืช เปนตน 
(Sturm, 1999; Roitsch and Gonzalez, 2004) 
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ภาพท่ี 2  ปฏิกิริยาจากการทํางานของเอนไซม SuSy และ invertase  
 
เอนไซมอินเวอรเทส (invertase) 
  
 อินเวอรเทส (invertase หรือ β-Fructofuranosidase, E.C 3.2.1.26) คือ เอนไซมท่ีทําหนาท่ี
ยอยสลายน้ําตาลซูโครสใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวไดแก กลูโคสและฟรุกโทส ซ่ึงในพืชสามารถ
พบเอนไซมอินเวอรเทสไดหลายรูปแบบ (isoform) ข้ึนอยูกับคุณสมบัติทางชีวเคม ี(biochemical) 
และแหลงท่ีพบ (subcellular location) (Strum, 1999) เอนไซมอินเวอรเทสแตละรูปแบบมีบทบาท
และหนาท่ีภายในเซลลหลายอยางแตกตางกัน (ภาพท่ี 3) ถาจําแนกตามคุณสมบัติการละลายน้ํา
สามารถแบงออกเปน 2 กลุม ดังนี้ กลุมแรก คือ soluble invertase  ประกอบดวยเอนไซม 
อินเวอรเทสทีพ่บในแวคิวโอล เรียกวา vascuolar invertase (Inv-V) สามารถทํางานไดดีในสภาพท่ี
เปนกรด pH ~ 5 หรือเรียกวา soluble acid invertase (SAI) และเอนไซมอินเวอรเทสทีพ่บใน 
ไซโทพลาซึม เรียกวา cytoplasmic invertase (Inv-C) สามารถทํางานไดดีในสภาพท่ีเปนกลางหรือ
เบส pH ~ 7.0 - 7.8 หรือเรียกวา neutral/ alkaline invertase (NI) (Ma et al., 2000; Sherson et al., 
2003; Pramanik et al., 2004) กลุมท่ีสอง คือ insoluble invertase ไดแก เอนไซมอินเวอรเทสที่พบ
ในผนังเซลล เรียกวา cell wall invertase (Inv-CW) หรือ extracellular invertase สามารถทํางานไดดี
ในสภาพท่ีเปนกรด pH ~3.5 - 4.5 หรือเรียกวา acid invertase (AI) (Zhou, 2000; Andersen et al., 
2002 อางใน รัชนี, 2550)  
 

UDP-G + FructoseSucrose+ UDP+ H+
SuSy

Sucrose Glucose+ Fructose
invertase
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ภาพท่ี 3  บทบาทของเอนไซมอินเวอรเทสในการเคล่ือนยายน้ําตาลซูโครสใน phloem unloading 

pathway ในแตละสวนของเซลลพืช 
 
ท่ีมา: Roitsh and Gonzalez (2004) 
 
บทบาทของเอนไซมอินเวอรเทส  
 

ตามท่ีไดกลาวไวขางตนเกี่ยวกับหนาท่ีหลักของเอนไซมอินเวอรเทส (ภาพท่ี 4) ซ่ึงทํา
หนาท่ีในการยอยสลายซูโครสใหอยูในรูปของน้ําตาลเฮกโซส (hexose) เพื่อใชเปนแหลงพลังงาน 
และเปนแหลงคารบอนสําหรับสังเคราะหสารประกอบตางๆ ของเซลล โดยการยอยสลายซูโครสให
อยูในรูปของกลูโคสและฟรุกโทสนั้น จะทําใหเซลลมีแรงดันเพิ่มข้ึน จึงเปนไปไดวา เอนไซม 
อินเวอรเทสมบีทบาทตอการยืดตัวของเซลล การเจริญเติบโตและการเก็บสะสมนํ้าตาลไวท่ี sink 
organ เชน เมล็ด หัว ผล และราก (Gibeaut et al., 1990) เนื่องจากเนื้อเยื่อท่ีกําลังเจริญเติบโตอยาง
รวดเร็ว หรือลําตนท่ีกําลังยดืตัวจะพบกจิกรรมของเอนไซม acid invertase สูง (Sacher et al., 1963) 
แตจะมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมลดลงอยางรวดเร็ว ดังนั้นหนาท่ีของเอนไซม acid invertase  
ในเนื้อเยื่อเหลานี้ คือ การยอยสลายน้ําตาลซูโครสภายใตสภาพท่ีมีความตองการ hexose สูง 
เชนเดยีวกับในออยซ่ึงในชวงท่ีออยมีการเจริญเติบโตทางลําตนนั้นจะพบกิจกรรมของเอนไซม acid 
invertase ในระดับสูง และneutral invertase ในระดับปานกลาง ทําใหมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสม
ต่ํา ซ่ึงคาดวาเอนไซม acid invertase เปนตัวควบคุมกิจกรรมการเปล่ียนรูปราง และโครงสรางของ
อวัยวะตางๆ แตเม่ือออยโตเต็มท่ีแลวจะพบกิจกรรมของเอนไซม neutral invertaseในระดับสูง 
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ซ่ึงคาดวาอาจจะมีบทบาทในการเคล่ือนยายน้ําตาลซูโครสไปเก็บยังแวคิวโอล (Hatch and Glasziou, 
1963; Marta et al., 1981; Fernando et al., 1982; Venkataramana and Naidu, 1993; Vorster and 
Botha, 1998) 
 

สําหรับในออย เอนไซมอินเวอรเทสเกี่ยวของกับกลไกการสะสมนํ้าตาล โดยซูโครส 
ท่ีสะสมในสวนของปลองจะเปนน้ําตาลซูโครสท่ีถูกสังเคราะหข้ึนมาใหม หลังจากท่ีถูกยอยดวย
เอนไซมอินเวอรเทส และสงออกจากทออาหารไปยังสวนตางๆ ภายในเซลล ไดแก cell wall 
(apoplastic space) cytoplasm (metabolic compartment) และ vacuole (storage compartment) 
(Sacher et al., 1963) ซ่ึงสวนตางๆ ในเซลลนี้ประกอบไปดวยเอนไซมอินเวอรเทสในรูปแบบ 
(isoform) ท่ีแตกตางกัน ตามท่ีกลาวไวในขางตน   

 

 
 

ภาพท่ี 4  หนาท่ีของเอนไซมอินเวอรเทสแตละรูปแบบ (isoform) ในเซลลพืช 
 
ท่ีมา: Sturm (1999) 
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ปริมาณของน้าํตาลซูโครสท่ีสะสมในสวนของปลองออยจะมีความสัมพันธกับกิจกรรม
ของเอนไซมอินเวอรเทสและอายุของลําออย (Zhu et al., 1997) จากรายงานของ Miron and 
Schaffer (1990) พบวา มีกิจกรรมของเอนไซม acid invertase สูงในสวน apoplast และ vacuole  
ของปลองท่ียังออนและมีการเจริญเติบโต และพบกิจกรรมของเอนไซมดังกลาวตํ่ามากในสวนของ
ปลองแก สวนเอนไซม neutral invertase พบวากิจกรรมของเอนไซมต่ําในสวนของเนือ้เยื่อท่ีออน
มากและมีกิจกรรมเพ่ิมสูงข้ึนในเนื้อเยื่อท่ีเจริญมากข้ึน (Batta and Singh, 1986) จึงมีความเปนไปได
วา เอนไซม neutral invertase จะมีบทบาทในการควบคุมการเคลื่อนยายน้ําตาลซูโครสจากทอ
ลําเลียงอาหารไปยังเนื้อเยื่อท่ีเก็บสะสมในลําแก หรือเกี่ยวของกับการ turnover ของ hexose ใน
เนื้อเยื่อท่ีเจริญเต็มท่ี (Gayler and Glasziou, 1972; Bosch et al., 2004) โดยในออยท่ีมีการสะสม
น้ําตาลซูโครสสูง จะพบกจิกรรมของเอนไซม neutral invertase ต่ําในสวนของ meristematic cell 
และเพิ่มข้ึนพรอมกับการเพิม่ข้ึนของระดบัน้ําตาลซูโครสท่ีสะสมในเนื้อเยื่อท่ีสะสมน้ําตาล 
  

Terauchi (1997) กลาววา เอนไซม soluble acid invertase ไมไดมีบทบาทสําคัญในการ
สะสมน้ําตาลซูโครส แตเอนไซมท่ีมีบทบาทดังกลาวคือเอนไซม sucrose phosphate synthase  
เนื่องจากตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase สูงเกือบทุกระยะการเจริญเติบโต 
และพบวากิจกรรมของเอนไซม sucrose phosphate synthase เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแตระยะของการ
เจริญเติบโตทางลําตนจนถึงระยะเก็บเกี่ยว โดยวดัจากคาบริกซ (brix) ของนํ้าตาลอินเวอรท (invert 
sugar) ของออยพันธุ Ni 4 ซ่ึงเปนพันธุท่ีมีความสามารถในการสะสมน้ําตาลซูโครสสูง แตในขณะที่ 
Lingle (1997; 1999) ศึกษาความสัมพันธของเอนไซม sucrose phosphate synthase และ soluble 
acid invertase กับปริมาณความเขมขนของน้ําตาลซูโครสและเอนไซม sucrose synthase กับอัตรา
การสะสมน้ําตาลซูโครสของออย 7 พันธุ กลับพบวา อัตราการทํางานของเอนไซม sucrose synthase 
ไมมีสวนสัมพนัธกับอัตราการสะสมน้ําตาลซูโครส ในขณะท่ีเอนไซม sucrose phosphate synthase  
และ soluble acid invertase มีบทบาทสําคัญตอปริมาณความเขมขนของน้ําตาลซูโครสในลําตนออย
ท่ีโตเต็มท่ีแลว และเม่ือศึกษาในระดับโปรตีนท่ีเกิดจากการทํางานของเอนไซม 2 ชนดินี้ พบวา 
มีความสัมพันธกับปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในทุกสายพันธุ ดังนั้น หากยดึกจิกรรมของ
เอนไซมเปนดชันีเพียงอยางเดียวสําหรับคัดเลือกสายพันธุออยที่มีความสามารถในการสะสม
ปริมาณนํ้าตาลซูโครสไดสูงอาจจะไมประสบผลสําเร็จเชนเดียวกับ Zhu et al. (1997) พบวา 
เอนไซม soluble acid invertase และ sucrose phosphate synthase มีบทบาทสําคัญในการสะสม
น้ําตาลซูโครสในลําตนของออย โดยพบความสัมพันธในทางลบระหวางกิจกรรมของเอนไซม 
soluble acid invertase กับการสะสมน้ําตาลซูโครส นั่นคือ ถากิจกรรมของเอนไซม soluble acid 
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invertase มีมาก การสะสมนํ้าตาลซูโครสจะนอย ตอมา Zhu et al. (2000) ไดหาลําดับของเปปไทด
ของเอนไซม soluble acid invertase จากออยพันธุท่ีสะสมน้ําตาลซูโครสสูงเปรียบเทียบกับพนัธุท่ี
สะสมน้ําตาลซูโครสต่ํา พบวา มีความเหมือนกันถึง 98 % ในขณะท่ี Gutierrez-Miceli et al. (2002) 
พบวา การสะสมนํ้าตาลซูโครสในออยมีความสัมพันธอยางมากกับการเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม 
soluble acid invertase และ neutral invertase ตอมา Bosch et al. (2004) พบวา ในเน้ือเยื่อของลําตน
ออยที่มีน้ําตาลซูโครสต่ํา และมี hexose สูงจะพบ mRNA และโปรตีนของเอนไซม neutral 
invertase สูงกวาเนื้อเยื่อท่ีมีการเก็บสะสมนํ้าตาลซูโครสมาก จากผลการทดลองท่ีขัดแยงกันนี้จึงยัง
ไมสามารถสรุปไดอยางแนชัดเกีย่วกับบทบาทของเอนไซมอินเวอรเทสแตละรูปแบบ (isoform) ท่ีมี
ความสัมพันธตอปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในออย ดังนั้นจึงจําเปนท่ีจะตองศึกษาถึง
ความสัมพันธระหวางเอนไซมอินเวอรเทสแตละรูปแบบ (isoform) กบัปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ี
สะสมของออยท้ังสายพันธุท่ีมีความสามารถในการสะสมน้ําตาลซูโครสสูง และสายพันธุท่ีมี
ความสามารถในการสะสมน้ําตาลซูโครสตํ่าเพื่อใหเกิดความเขาใจถึงความสัมพันธดังกลาว 
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อุปกรณและวิธีการ 

 
อุปกรณ 

 
1.  พืชท่ีใชในการทดลอง 

 
 ออยปลูก (Saccharum officinarum L.) สายพันธุ 20-2248 เปนสายพันธุท่ีมีความสามารถใน
การสะสมนํ้าตาลซูโครสสูง และออยปา (Saccharum spontaneum) สายพันธุ S98-244 เปนสายพันธุ
ท่ีมีความสามารถในการสะสมนํ้าตาลซูโครสตํ่า ไดรับความอนุเคราะหสายพันธุออยจาก 
รศ.ดร.ประเสริฐ  ฉัตรวชิระวงษ ภาควิชาพืชไรนา คณะเกษตร กําแพงแสน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต กําแพงแสน 
 
2. วัสดุและอุปกรณ 

 
  2.1  วัสดุอุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชสําหรับวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลซูโครส ดวยเทคนิค 
high performance liquid chromatography (HPLC) 

 
วัสดุอุปกรณสําหรับศึกษาปริมาณนํ้าตาลซูโครส เชน โกรงบดตัวอยาง  ชอนตักสาร 

(spatula)  หลอดเซนตริฟวจ (centrifuge tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร  หลอดฉีดยา(syring) ขนาด 3 
มิลลิลิตร  ขวด vial พรอมชุดฝาปด  กระดาษกรองชนิด cellulose acetate ขนาด 0.45 ไมครอน 
ตัวกรอง (syring filter) ชนิด cellulose acetate ขนาด 0.2 ไมครอน  ชุดกรองสารระบบสูญญากาศ 
(glass vacuum filter holder) และ เคร่ืองแกวตางๆ เชน ขวดใสสาร บีกเกอร กระบอกตวง   
เปนตน 

 
เคร่ืองมือท่ีใชสําหรับศึกษาปริมาณนํ้าตาลซูโครส เชน เคร่ืองช่ังสาร (balance) อางน้ํา

ควบคุมอุณหภมิู (water bath)  เคร่ืองปนเหวี่ยง (centrifuge)  เคร่ืองกวน (vortex)  คอลัมนสําหรับ
แยกสารยีห่อ BIO-RAD รุน Aminex HPX-87P และ เคร่ือง HPLC ยี่หอ SHIMADZU รุน LC – 
CLASS10 เปนตน 
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2.2  วัสดุอุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชสําหรับศึกษากจิกรรมของเอนไซมอินเวอรเทส 
 

วัสดุอุปกรณสําหรับศึกษากิจกรรมของเอนไซมอินเวอรเทสเชน โกรงบดตัวอยาง  
ชอนตักสาร (spatula)  หลอดเซนตริฟวจ (centrifuge tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร  หลอดไมโครเซน 
ตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเคร่ืองแกวตางๆ เชน บีกเกอร และกระบอกตวง เปนตน 
 

เคร่ืองมือท่ีใชสําหรับศึกษากจิกรรมของเอนไซมอินเวอรเทส เชน เคร่ืองช่ังสาร
(balance)  เคร่ืองปนเหวี่ยง (centrifuge)  เคร่ืองกวน (vortex)  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath)
เคร่ืองวัดอุณหภูมิ (thermometer) และเคร่ืองวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter) เปนตน 

 
2.3  วัสดุอุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชสําหรับวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดวิซดวยวิธี 

โซโมจาย-เนลสัน (Somogyi-Nelson method) 
 

 วัสดุและอุปกรณสําหรับใชวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดวิซ เชน หลอดไมโคร 
เซนตริฟวจ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หมอตมน้ํา  ไมโครเวลเพลท (microwell plate) ชนดิ 96 หลุม  
และเคร่ืองแกวตางๆ เชน บีกเกอร และกระบอกตวง  เปนตน 

 
 เคร่ืองมือท่ีใชสําหรับวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซิงคเชน เตาแกสเคร่ืองสเปกโตร

โฟโตมิเตอร (spectrophotometer) รุน spectra MAX 190 เปนตน 
 
2.4  วัสดุอุปกรณและเคร่ืองมือท่ีใชสําหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีนรวม ดวยวิธีลาวร่ี 

(Lowry method)  
  
 วัสดุและอุปกรณสําหรับใชวิเคราะหปริมาณรวม เชน หลอดทดลองพรอมฝาปด 

ชอนตักสาร และเคร่ืองแกวตางๆ เชน บีกเกอร และกระบอกตวง เปนตน 
 

  เคร่ืองมือท่ีใชวิเคราะหปริมาณโปรตีนรวม เชน เคร่ืองกวน (vortex)  เคร่ืองสเปกโตร
โฟโตมิเตอร (spectrophotometer) รุน Jasco V-350 เปนตน 
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3. สารเคมี 
 

3.1  สารเคมีท่ีใชสําหรับสกดัน้ําตาลซูโครส และวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลซูโครสดวย 
เคร่ือง HPLC ตามภาคผนวก ข  
 

3.2 สารเคมีท่ีใชสําหรับศึกษากิจกรรมของเอนไซมอินเวอรเทส 
 
3.3 สารเคมีท่ีใชสําหรับวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซดวยวธีิโซโมจาย-เนลสัน ตาม

ภาคผนวก ข  
 
3.4 สารเคมีท่ีใชสําหรับวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนรวม ดวยวิธีลาวร่ี ตามภาคผนวก ข 

 
วิธีการ 

 
1.  การเตรียมตัวอยางพืชท่ีใชในการทดลอง 
 

ปลูกออยท่ีคัดเลือกไว 2 สายพันธุ ในแปลงทดลอง เก็บตัวอยางจากสวนของลําตนออยท่ี
อายุ  6  8  10 และ 12 เดือน แบงตัวอยางในแตละลําออกเปน 3 สวน ไดแก สวนยอด (top) 
สวนกลาง (medium) และสวนลาง (bottom) โดยตัวอยางแตละสวนท่ีใชศึกษาจะใชเฉพาะสวนของ
ปลอง (internode) ท่ีถูกแยกเอาสวนของขอ (node) และเปลือก (bark) ออกไป จากนั้นนําตัวอยางแต
ละสวนไปใชเพื่อศึกษากจิกรรมของเอนไซมอินเวอรเทส และปริมาณน้ําตาลซูโครสดวยเทคนิค 
HPLC ตอไป 

 
2.  การศึกษาปริมาณน้ําตาลซูโครส ดวยเคร่ือง high performance liquid chromatography 
(HPLC)  
   
 2.1 สกัดน้ําตาลซูโครสจากลําตนออย โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lu et al. (2011).ดังนี้ 
บดตัวอยางพืชประมาณ 1.0 - 2.0 กรัม ใหละเอียดในไนโตรเจนเหลว เติม 80 % เอทานอล ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร นําไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภมิู 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แยก
ตะกอนออกโดยนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา20 นาที แยกเก็บ
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สารละลายสวนใสไวและนําตะกอนท่ีเหลือไปสกัดน้ําตาลซูโครสซํ้าอีกคร้ัง จากนัน้นําสวนใสท่ี
ไดมารวมกัน กําจัดเอทานอลดวยการนําไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภมิูท่ีอุณหภูมิ  
95 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 60 นาที จนม่ันใจวาเอทานอลถูกกําจัดออกไปหมด บันทึก
ปริมาตรสุดทาย และนําสารละลายตัวอยางท่ีไดไปเตรียมวิเคราะหหาปริมาณซูโครสดวยเคร่ือง 
HPLC ตอไป 
 
 2.2 นําสารละลายนํ้าตาลท่ีสกัดแยกไดมาเจือจางในระดับความเจือจางท่ีเหมาะสม ซ่ึงผาน
การทดสอบหาระดับความเจอืจางท่ีเหมาะสมเรียบรอยแลว กรองผานตัวกรองชนดิ cellulose 
acetate ขนาด 0.2 ไมครอน จากนั้นนําตัวอยางฉีดเขาเครื่อง HPLC ท่ีมีสภาวะในการวิเคราะห
ดังตอไปนี้ ใชคอลัมนสําหรับแยกน้ําตาล ยี่หอ BIO-RAD ช่ือรุน Aminex HPX-87P Detector ชนิด 
reflective index (RID) ใชน้ํากล่ัน 18 เมกะโอมเปนเฟสเคล่ือนท่ี และกําหนดอัตราการไหลเทากับ
0.6 มิลลิลิตรตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส และใชตัวอยางในการฉีด ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ตามวิธีการในภาคผนวก ข จากนั้นนําพ้ืนท่ีใตกราฟไปคํานวณหาปริมาณนํ้าตาลซูโครส
จากการนําไปคํานวณเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานน้ําตาลซูโครสท่ีสรางจากสารละลายซูโครส
มาตรฐานท่ีทราบคา (ภาพผนวกท่ี ข1) 
 

3. การศึกษากิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase (SAI)  neutral invertase (NI) 
และ cell wall invertase (CWI) 
 
 3.1.  สกัดแยกเอนไซมอินเวอรเทส โดยดัดแปลงตามวิธีของ Lontom et al. (2008) 
ดังตอไปนี้ นําตัวอยางท่ีเตรียมไวประมาณ 2-3 กรัม บดใหเปนผงละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว 
ในโกรงท่ีแชเย็น จากน้ันเติมสารละลาย extraction buffer I ท่ีประกอบดวย 50 mM HEPES-NaOH 
(pH 7.5), 0.05% (w/v) Triton-X, 5 mM Na-EDTA, 10 mM MgCl2  และ 5 mM DTT ปริมาตร 8 
มิลลิลิตร กวนผสมใหเปนเนือ้เดียวกันในโกรง จากนัน้ยายสารละลายใสในหลอดเซ็นตริฟวจนําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บสวนใส 
วัดปริมาตรสวนใสท่ีได และนําสวนตะกอนท่ีไดไปสกดัแยกเอนไซมอินเวอรเทส ชนดิ insoluble 
ในข้ันตอนตอไป 
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นําสวนใสมาตกตะกอนดวยสาระละลายอะซิโตนท่ีแชเย็น -20 องศาเซลเซียส 
ปริมาตร 4 เทาของปริมาตรสารละลายสวนใสท่ีได นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 15,000 รอบตอนาที
เปนเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวละลายตะกอนดวยสารละลาย extraction buffer II 
ท่ีประกอบดวย 50 mM HEPES-NaOH (pH 7.5), 0. 5 mM Na-EDTA, 5 mM MgCl2  และ 2.5 mM 
DTT ปริมาตร 300 ไมโครลิตร จะไดสารละลายเอนไซมชนิด soluble สําหรับใชในการตรวจสอบ
กิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase (SAI) และ neutral inertase (NI) และวเิคราะหปริมาณ
โปรตีนรวมในสวน soluble โดยวิธีลาวร่ี (Lowry et al., 1951) ตามวิธีการวิเคราะหในภาคผนวก ข 

 
 เติมสารละลาย extraction buffer III ท่ีประกอบดวย 100 mM HEPES-NaOH, 0.05% 
(w/v) Triton-X, 5 mM Na-EDTA, 10 mM MgCl2 , 5 mM DTT และ 1 M NaCl ปริมาตร 2 มิลลิลิตร
ลงในสวนตะกอนที่ไดจากการปนเหวี่ยงขางตนจากนั้นบมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขามคืน 
แลวนําไปปนเหวีย่งท่ีความเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกตะกอนออกและเก็บ
สารละลายสวนใส วัดปริมาตรสวนใสท่ีได ซ่ึงจะไดสารละลายเอนไซมชนิด insoluble สําหรับใช
ในการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม cell wall invertase (CWI) และวิเคราะหปริมาณโปรตีนรวม
ในสวน insoluble โดยวิธีลาวร่ี (Lowry et al., 1951) ตามวธีิการวิเคราะหในภาคผนวก ข 
 
 3.2  ตรวจวดักจิกรรมของเอนไซม SAI  NI และ CWI โดยดัดแปลงจากวิธีของ Lontom  
et al. (2008) ดังตอไปนี้ กําหนดปริมาตรสารผสมในปฏิกิริยาท้ังหมดเทากับ 100 ไมโครลิตร 
ประกอบดวย 50 mM สารละลายโซเดียมซิเทรตบัฟเฟอร (Na-citrate) pH 3.5 สําหรับการวิเคราะห
กิจกรรมของเอนไซม cell wall invertase (CWI)  50 mM สารละลายโซเดียมซิเทรตบัฟเฟอร (Na-
citrate) pH 5.0 สําหรับการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase (SAI) และ 50 mM 
สารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (K-pi) pH 7.5 สําหรับการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
neutral invertase (NI) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร,125 mM สารละลายซูโครส (sucrose) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตรสําหรับใชเปนสารต้ังตน (substrate) ของปฏิกิริยา และสารละลายเอนไซมตัวอยาง
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
  
 นําสารผสมปฏิกิริยาท่ีประกอบดวย 50 mM สารละลายโซเดียมซิเทรตบัฟเฟอร 
(Na-citrate) pH 3.5 สําหรับการวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม cell wall invertase (CWI)  50 mM 
สารละลายโซเดียมซิเทรตบัฟเฟอร (Na-citrate) pH 5.0 สําหรับการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม
soluble acid invertase (SAI) และ 50 mM สารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (K-pi) pH 7.5 
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สําหรับการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม neutral invertase (NI) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 125 mM 
สารละลายซูโครส ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บมในอางน้ําควบคุมอุณหภมิูท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพื่อเตรียมใหอุณหภูมิของสารผสมปฏิกิริยาพรอมตอการทําปฏิกิริยา
ของเอนไซมอินเวอรเทสเม่ือครบกําหนดเวลาเติมสารละลายเอนไซมอินเวอรเทสตวัอยาง ปริมาตร 
25 ไมโครลิตร ลงทําปฏิกิริยา จากนั้นบมตอในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เร่ิมหยุดปฏิกิริยาท่ีนาทีท่ี 0 สําหรับ sample blank และหยดุปฏิกิริยาท่ีนาทีท่ี 20 สําหรับตัวอยางปกติ 
โดยหยุดปฏิกริิยาเอนไซมอินเวอรเทสดวยการเติม alkaline copper reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
 
 3.3  การวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซดวยวิธีโซโมจาย-เนลสัน (Somogyi-Nelson method) 
 
  จากปฏิกิริยาในขอ 3.2 หลังจากหยุดปฏิกริิยาของเอนไซมอินเวอรเทสแลวจากนั้น
นําไปวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซ ซ่ึงเปนผลผลิตท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาของเอนไซม 
อินเวอรเทสทีมี่น้ําตาลซูโครสเปนสารต้ังตน (substrate)โดยวเิคราะหตามวิธีของ Nelson (1944) 
ตามวิธีการวิเคราะหในภาคผนวก ข 
 
 หนึ่งหนวยของกิจกรรมเอนไซมอินเวอรเทส คือ ปริมาณของเอนไซมท่ีใชในการ
ไฮโดรไลซน้ําตาลซูโครสทําใหเกิดน้ําตาลรีดิวซ 1 นาโนโมลตอนาที ภายใตสภาวะท่ีกําหนดดังนี้ 
สารผสมปฏิกิริยาท่ีประกอบดวย 50 mM สารละลายโซเดียมซิเทรตบัฟเฟอร (Na-citrate) pH 3.5 
สําหรับการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม cell wall invertase (CWI) 50 mM สารละลายโซเดียม 
ซิเทรตบัฟเฟอร (Na-citrate) pH 5.0 สําหรับการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม soluble acid 
invertase (SAI) และ 50 mM สารละลายโพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (K-pi) pH 7.5 สําหรับการ
วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม neutral invertase (NI) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 125 mM สารละลาย
ซูโครส (sucrose) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส วัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ท่ีเกิดขึ้นโดยวธีิโซโมจาย-เนลสัน โดยใชสารละลายฟรุกโทสและกลูโคสมาตรฐานในอัตราสวน 
1:1 โดยนํ้าหนกัเปนสารมาตรฐาน (ภาพผนวกท่ี ข2) 
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4. วิเคราะหความสัมพันธระหวางกิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase (SAI) neutral 
invertase (NI) และ cell wall invertase (CWI) กับปริมาณนํ้าตาลซูโครส 
 

4.1  นําขอมูลท่ีไดมาหาความสัมพันธระหวางกิจกรรมของเอนไซมอินเวอรเทสแตละ
รูปแบบ (isoform) และปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในชวงเวลาตางๆ ของการเจริญเติบโตของ
ออยทั้งสองสายพันธุ โดยใชแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD และใชโปรแกรม R version 
2.10.1. ในการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 
4.2  วิเคราะหสหสัมพันธ (correlation) ระหวางปริมาณน้ําตาลซูโครสท่ีสะสมกับกิจกรรม

ของเอนไซม SAI  NI และ CWI ตามวิธีการของ Pearson (Pearson’s product moment correlation) 
ดวยโปรแกรม R version 2.10.1. 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การศึกษาปริมาณน้ําตาลซูโครสในลําตนออยท่ีอายุ 6  8  10  และ 12 เดือน  

 
จากการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลซูโครสในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 และออยปา  

สายพันธุ S98-244 พบวา ออยท้ังสองสายพันธุมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตนแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ ออยปลูกสายพันธุ 20-2248 มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมเฉล่ีย 123.87 มิลลิกรัม
ตอกรัมน้ําหนกัสด ซ่ึงมีปริมาณมากกวาในออยปาสายพันธุ S98-244 ท่ีมีปรมิาณนํ้าตาลซูโครส
สะสมเฉล่ีย 62.01 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด (ภาพท่ี 5) 

   
 สวนของลําตนออย (section of internode) ไดแก สวนยอด สวนกลาง และสวนลาง  
ของออยท้ังสองสายพันธุมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมเฉล่ียแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ กลาวคือ 
ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 พบวา ลําตนสวนลางมีปริมาณการสะสมของนํ้าตาลซูโครสเฉล่ีย
มากท่ีสุด โดยมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมเฉล่ียเทากบั 145.42 มิลลิกรัมตอกรัมน้าํหนักสด แตไม
มีความแตกตางกันทางสถิติ กับสวนกลางของลําตนท่ีมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมเฉล่ียคือ 140.69 
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักสด และพบวาสวนยอดของลําตนเปนสวนท่ีมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสม
เฉล่ียตํ่าท่ีสุดเทากับ 85.50 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด ซ่ึงแตกตางจากสวนกลางและสวนลางของ
ลําตนอยางมีนยัสําคัญ (ภาพท่ี 6A) ในขณะท่ีออยปาสายพันธุ S98-244 พบวาสวนของลําตนท่ีมี
ปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมเฉล่ียมากท่ีสุดคือ ลําตนสวนกลาง โดยมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสม
เฉล่ียเทากับ 74.75 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด รองลงมาคือ ลําตนสวนลางมีปริมาณนํ้าตาลซูโครส
ท่ีสะสมเฉล่ียเทากับ 59.43 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด และพบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติกับ
ลําตนสวนยอดซ่ึงเปนสวนท่ีมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมตํ่าท่ีสุด โดยมีปริมาณน้าํตาลซูโครสท่ี
สะสมเฉล่ียเทากับ 51.86 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด และไมมีความแตกตางกับลําตนสวนกลาง 
(ภาพท่ี 6B) 
 

ท่ีอายุของออย 6  8  10 และ 12 เดือน มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมเฉล่ียแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญ ในออยท้ังสองสายพันธุ ออยปลูกสายพันธุ 20-2248 มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมสูง
ท่ีสุดที่อายุ 12 เดือน มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมเฉล่ียเทากับ 153.16 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักสด 
รองลงมาคือ อายุ 8  10 และ 6 เดือน โดยมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมเฉล่ียเทากบั 143.18  
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122.31 และ 76.81 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด ตามลําดบั โดยพบวา ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสม
เฉล่ียของออยท่ีอายุ 12 และ 8 เดือนไมมีความแตกตางกนั (ภาพท่ี 7A) ในออยปาสายพันธุ S98-244 
พบวา ออยมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมสูงสุดท่ีอายุ 8 เดือน มีปริมาณน้ําตาลซูโครสท่ีสะสม
เฉล่ียเทากับ 83.44 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด รองลงมาคือ อายุ 6 10 และ 12 เดือน โดยมีปริมาณ
น้ําตาลซูโครสสะสมเฉล่ียเทากับ 74.34  45.28 และ 44.99 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักสด ตามลําดับ 
โดยพบวา ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมเฉล่ียของออยปาท่ีอายุ 8 และ 6 เดือน ไมมีความแตกตางกัน
(ภาพท่ี 7B) 

 
ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมเฉล่ีย 

ในแตละสวนของลําตน ท่ีอายุตางๆของออย พบวา บริเวณสวนยอดของลําตนออย (top) มีปริมาณ
น้ําตาลซูโครสสะสมเฉล่ียในแตละอายแุตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ บริเวณสวนยอด 
จะมีปริมาณน้าํตาลซูโครสสะสมมากท่ีสุดเม่ือออยมีอาย ุ12 เดือน มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสม
เทากับ 127.58 มิลลิกรัมตอน้ําหนักสด รองลงมาคือ อายุ 10  8 และ 6 เดือน จะมีปริมาณนํ้าตาล
ซูโครสสะสมตํ่าท่ีสุด โดยมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมเทากับ 96.40  84.18 และ 33.84 มิลลิกรัม
ตอกรัมน้ําหนกัสด ตามลําดบั บริเวณสวนกลางของลําตน (middle) ของออยปลูกสายพันธุ 20-2248 
มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมเฉล่ียในแตละอายุของออยท่ีศึกษาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ โดยพบวา มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมมากท่ีสุดเม่ือออยมีอายุ 12 เดือน 169.76 มิลลิกรัมตอ
กรัมน้ําหนกัสด แตไมแตกตางกันกับออยอายุ 8 และ 10 เดือน ซ่ึงมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสม 
167.20 และ 150.42 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักสด ตามลําดับ และมีปริมาณน้ําตาลซูโครสสะสม
ต่ําสุดท่ีอายุ 6 เดือน คือ 75.36 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด เนื่องจากบริเวณสวนกลางของลําตน 
เปนลําตนสวนท่ีมีการเร่ิมเขาสูระยะสุกแก ทําใหโดยภาพรวมแลวจะบงบอกใหเหน็ถึงความแกของ
ลําท่ีเพิ่มข้ึน จงึทําใหปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในแตละอายุตั้งแต 8 เดือน ซ่ึงเปนระยะท่ีออย
เร่ิมสะสมน้ําตาลถึง 12 เดือน ไมมีความแตกตางกัน แตมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับปริมาณ
น้ําตาลซูโครสของออยอายุ 6 เดือน ซ่ึงยังมีการเจริญเติบโตทางลําตน สวนลางของลําตน (bottom) 
ของออยปลูกสายพันธุ 20-2248 พบวา ปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมสูงสุด ท่ีอายุ 8  เดือน รองลงมา
คือ 12  6  และ 10 เดือน โดยมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมเทากับ 178.18  162.15  121.23 และ 
120.11 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักสด ตามลําดับ แตพบวาปริมาณนํ้าตาลซูโครสดังกลาว ไมมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ เนื่องจากสวนลางของลําตนเปนสวนท่ีแกท่ีสุดของลําตนออยในแตละ
อายุ ดังนัน้บริเวณดังกลาวจึงมีปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมแตละอายท่ีุคอนขางจะใกลเคียงกันไม
แตกตางกัน (ภาพท่ี 8A และตารางผนวกท่ี ก1) 
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ในออยปาสายพันธุ S98-244 เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมเฉล่ีย 
ในแตละสวนของลําตนท่ีอายุตางๆ พบวา ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมเฉล่ีย ไมมีความแตกตาง
กันทางสถิติ ท้ังบริเวณสวนยอด สวนกลางและสวนลางของลําตน มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสม
สูงสุดบริเวณสวนกลางของลําตนท่ีอายุ 8 เดือน 78.71 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด รองลงมาคือ อายุ 
6  12 และ 10 เดือน มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมเทากับ 73.03  37.66 และ 18.04  มิลลิกรัมตอกรัม
น้ําหนกัสด ตามลําดับ บริเวณสวนกลางของลําตน ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมสูงสุดท่ีอายุ 8  
เดือน 91.05 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด รองลงมาคือ อายุ 6  10  และ 12 เดือน มีปริมาณน้ําตาล
ซูโครสสะสมเทากับ 81.35  65.09 และ 61.51 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด ตามลําดับ บริเวณ
สวนลางของลําตนปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมสูงสุดท่ีอายุ 8  เดือน 80.55 มิลลิกรัมตอกรัม
น้ําหนกัสด รองลงมาคือ อายุ 6  10 และ 12 เดือน มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมเทากับ 68.65  
52.71 และ 35.79 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด ตามลําดับ (ภาพท่ี 8B และตารางผนวกที่ ก2) 

 
ปริมาณการสะสมนํ้าตาลซูโครสในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 มีแนวโนมเพิ่มสูงข้ึนตาม

การเพิ่มข้ึนของอายุ ท้ังในสวนยอด สวนกลาง และสวนลางของลําตน โดยปริมาณน้ําตาลซูโครส 
ท่ีสะสมเพ่ิมข้ึนชัดเจนในสวนยอดของลําตน เชนเดยีวกับการศึกษาของ Batta et al. (2011) ศึกษา
ปริมาณนํ้าตาลซูโครสในลําตนออยท่ีปลูกปกติและปลูกไวตอพบวาปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีไดจะ
คอยๆ เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องจากระยะยางปลองและเพิ่มสูงสุดท่ีระยะสุกแกของท้ังออยปลูกปกติและ
ออยปลูกไวตอ และจากการศึกษาปริมาณน้ําตาลซูโครสในออยของ Verma et al. (2011) พบวา  
ในออยพนัธุท่ีมีการสะสมน้าํตาลซูโครสสูง (high-sucrose accumulation cultivars) มีปริมาณนํ้าตาล
ซูโครสสะสมเพิ่มข้ึนจาก 240 วันหลังปลูก ซ่ึงเปนชวงปลายของระยะยางปลองท่ีจะเขาสูระยะสุก
แก และเพิ่มข้ึนสูงสุดท่ี 390 วันหลังปลูก ซ่ึงเปนระยะท่ีออยมีการสุกแกเต็มท่ีท้ังในสวนของลําตนท่ี
เปน immature และ mature มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสของออยในแตละสวนท่ีระยะสุกแกเต็มท่ี
ใกลเคียงกัน จากการทดลองพบวาในทุกอายุของการเจริญเติบโตของออยปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ี
สะสมในแตละสวนของลําตนมีการสะสมเพ่ิมข้ึนจากสวนยอด สวนกลาง และสวนลาง ตามลําดับ 
เชนเดยีวกับการทดลองของ Batta and Singh (1986) ซ่ึงพบวาน้ําตาลซูโครสท่ีสะสมในแตละสวน
ของออย มีปริมาณท่ีแตกตางกันโดยพบวามีการสะสมน้าํตาลซูโครสสูงสุดท่ีสวนลางของลําตน 
รองลงมาคือ สวนกลาง และสวนยอด ตามลําดับ  

 
 จากการทดลองจะเห็นไดวา การเพิ่มข้ึนของปริมาณนํ้าตาลซูโครสจะเร่ิมข้ึนหลังจากส้ินสุด
ระยะยางปลองหลังจากอายุ 6 เดือน และมีการสะสมน้ําตาลซูโครสมากในบริเวณสวนลางลําตน 
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ซ่ึงมีเนื้อเยื่อท่ีอยูในระยะสุกแก (mature internode) เม่ือเปรียบเทียบกบัสวนอ่ืน ท้ังนี้เนื่องมาจาก
ระยะยางปลอง และสวนยอดของลําตนยังเปนระยะท่ีเนือ้เยื่อยังอยูในสภาพท่ียังไมเจริญเต็มท่ี
(immature) ยังมีความตองการน้ําตาล hexose  เพื่อใหเปนแหลงพลังงานสําหรับการแบงตัวและ 
ยืดขยายตัวของเซลลระหวางท่ีปลองมีการพัฒนา (Batta and Singh,1986; Gutierrez el al.,2002)  
จึงทําใหปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสรางข้ึนในระยะน้ีถูกใชไปเพื่อกระบวนการดังกลาว 
 
 สําหรับในออยปาสายพันธุ S98-244 ซ่ึงเปนออยท่ีมีความสามารถในการสะสมนํ้าตาล
ซูโครสต่ํา พบวา ปริมาณนํ้าตาลซูโครสมีแนวโนมเพิ่มข้ึนจากอายุ 6 เดือน ซ่ึงเปนชวงปลายของ
ระยะยางปลอง และเพิ่มสูงสุดท่ีอายุ 8 เดือน (เขาสูระยะสุกแก) หลังจากนั้นปริมาณนํ้าตาลซูโครส
ในออยปามีแนวโนมลดลงในเดือนที่ 10 และเดือนท่ี 12 หลังปลูก ท้ังสวนยอด สวนกลางและ 
สวนลางของลําตนเชนเดียวกับ Verma etal. (2011) ศึกษาปริมาณนํ้าตาลซูโครสที่สะสมในออย
พันธุท่ีสะสมน้ําตาลซูโครสตํ่า (low-sucrose accumulation cultivars) พบวา ออยพันธุดังกลาวมีการ
สะสมน้ําตาลซูโครสสูงสุดท่ีอายุ 240 วันหลังปลูก (ประมาณ 8 เดือน)  และมีแนวโนมลดลงเร่ือยๆ 
เม่ือออยมีอายุ 390 วันหลังปลูก 
 
 จากการลดลงของปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีอายุ 10 และ 12 เดือนของออยสายพันธุ S98-244 
ในการทดลองนี้อาจเนื่องมาจากลักษณะประจําพันธุของออยปาสายพันธุ S98-244 คือ มีลักษณะ
เปนออยท่ีมีการออกดอกเร็ว ซ่ึงในการทดลองนี้ พบวาออยสายพันธุดังกลาวมีการออกดอกในชวง 
9-10 เดือนหลังปลูก จึงอาจเปนไปไดวา ชวงอายหุลังจาก 8 เดือน ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีออย
สะสมและสรางข้ึนมาใหมถูกนําไปใช สําหรับกระบวนการสรางชอดอก และการออกดอกของออย 
จึงมีผลทําใหปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในชวงเวลาดังกลาวมีแนวโนมลดลง  
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ภาพท่ี 5  ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมเฉล่ีย (มิลลิกรัมตอกรมน้ําหนกัสด) ในออยปลูกสายพันธุ
   20-2248 และ ออยปาสายพันธุ S98-244  
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ภาพท่ี 6  ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมเฉล่ียในแตละสวนของลําตนออย (มิลลิกรัมตอกรัม  
  น้ําหนกัสด) ของออยปลูกสายพันธุ 20-2248 (A) และออยปาสายพันธุ S98-244 (B)  
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ภาพท่ี 7  ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมเฉล่ียในแตละอายุ (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด) ของออย  

ปลูกสายพันธุ 20-2248 (A) และออยปาสายพันธุ S98-244 (B)
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ภาพท่ี 8  ปริมาณนํ้าตาลซูโครส (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด) ท่ีสะสมในแตละสวนของลําตนออย 

ปลูกสายพันธุ  20-2248 (A) และออยปาสายพันธุ S98-244 (B) ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 
เดือนหลังปลูก 
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2.  การศึกษากิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase (SAI)  neutral invertase (NI) และ 
cell wall invertase (CWI) 
 
 2.1  การศึกษากิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase (SAI) 
 
  จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม SAI ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 และออยปา
สายพันธุ S98-244 พบวา ออยท้ังสองสายพันธุมีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม SAI ในลําตนแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญ โดยพบวาในออยปาสายพันธุ S98-244 มีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม SAI  46.48
นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ซ่ึงสูงกวาในออยปลูกสายพันธุ 20-244 ท่ีมีกิจกรรมเฉล่ียของ
เอนไซม SAI  18.12 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน (ภาพท่ี 9) 

   
 สวนของลําตนออย (section of internode) ไดแก สวนยอด สวนกลาง และสวนลาง 
ของลําตนออย พบวามีกจิกรรมเฉล่ียของเอนไซม SAI แตกตางกัน ท้ังในออยปลูกและในออยปา 
ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 พบวา ลําตนสวนกลางของลําตนออย มีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม 
SAI สูงท่ีสุด 22.56 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน แตไมแตกตางกันกับสวนยอดมีกจิกรรม
เฉล่ียของเอนไซม SAI เทากบั 21.12 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน และสวนลางพบวา 
มีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม SAI เฉล่ียตํ่าท่ีสุด โดยมีกจิกรรมเฉล่ียของเอนไซมเทากับ 10.68 นาโน
โมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน(ภาพท่ี 10A) ในออยปาสายพันธุ S98-244 พบวา มีกจิกรรมเฉล่ีย
ของเอนไซม SAI สูงสุดท่ีลําตนสวนยอด 88.51 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาคือ 
สวนกลางของลําตน 42.21 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน และสวนลางของลําตนพบวา มี
กิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม SAI ต่ําท่ีสุด  8.72 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน เชนเดยีวกับ
ออยปลูก (ภาพท่ี 10B) 
 

กิจกรรมของเอนไซม SAI ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือน พบวากจิกรรมของเอนไซม 
SAI ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 ไมมีแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ แตพบวามีความแตกตางกัน 
อยางมีนัยสําคัญในออยปา S98-244 โดยในออยปลูกสายพันธุ 20-2448 ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือน 
มีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม 23.79  19.61  15.85 และ 14.07 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน
ตามลําดับ อยางไรก็ตามจะเห็นไดวา กจิกรรมของเอนไซมมีแนวโนมที่ลดลงเม่ืออายุของออยเพิ่ม 
ข้ึนจาก 6 เดือนไป 12 เดือน ตามลําดับ (ภาพท่ี 11A) ในออยปา S98-244 ท่ีอายุ  6  8  10 และ 12 
เดือน มีกจิกรรมเฉล่ียของเอนไซม 8.39  48.46  53.20 และ 75.88 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม
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โปรตีน โดยพบวาท่ีอายุ 12 เดือน มีกิจกรรมของเอนไซม SAI สูงท่ีสุดแตไมแตกตางจากอายุ 10 
และ 8 เดือน อยางมีนัยสําคัญ ซ่ึงจะเหน็ไดวากิจกรรมของเอนไซม SAI ในออยปามีแนวโนมเพิ่ม
สูงข้ึนตามอายขุองออยท่ีเพิ่มข้ึน จาก 6 เดือนถึง 12 เดือน (ภาพท่ี 11B) 

 
ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม SAI  

ในแตละสวนของลําตนท่ีอายุตางๆ พบวา บริเวณสวนยอดของลําตนออย (top) ท่ีออยอายุตางๆ  
มีกิจกรรมของเอนไซม SAI ไมแตกตางกันทางสถิติ ท่ีอายุ 8 เดือนจะมีกิจกรรมของเอนไซม SAI 
สูงท่ีสุด 26.21 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาคือ อายุ 6  10 และ 12 เดือน โดยมี
กิจกกรรมของเอนไซม SAI เทากับ 23.65  21.99 และ 12.62 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน 
ตามลําดับ บริเวณกลางของลําตน ท่ีอายุของออยแตกตางกัน พบวามีกิจกรรมของเอนไซม SAI 
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ โดยพบวา ท่ี อาย ุ6 เดือนของออยมีกิจกรรมของเอนไซม 
SAI สูงท่ีสุด ท่ี 41.69 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาคือ ท่ีอายุ 8 และ 12 เดือน มี
กิจกรรมของเอนไซม SAI เทากับ 26.18  และ 18.19 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน แตไม
แตกตางกันทางสถิติ และท่ีอายุ 10 เดือน มีกิจกรรมของเอนไซม SAI ต่ําท่ีสุด 4.19 นาโนโมลตอ
นาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน บริเวณสวนลางของลําตน พบวา กิจกรรมของเอนไซม SAI ท่ีอายุตางๆ 
ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ โดยมีกจิกรรมของเอนไซม SAI เทากับ 21.36  8.86  6.44 และ 6.05  
นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ท่ีอายุ 10  12  8 และ 6 เดือน ตามลําดับ (ภาพท่ี 12A และ
ตารางผนวกท่ี ก3) 

 
ในออยปาสายพันธุ S98-244 เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม SAI  

ท่ีอายุตางๆ ในแตละสวนของลําตน พบวา บริเวณสวนยอดของลําตนมีกิจกรรมของเอนไซม SAI 
สูงท่ีสุดท่ีอายุ 12 เดือนของออย 140.46 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาคือ อายุ 10 
8 เดือน และตํ่าท่ีสุดท่ีออยอายุ 6 เดือน โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเทากบั 136.73  65.53 และ 11.33  
นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับบริเวณสวนกลางของลําตน ท่ีอายุของออยแตกตาง
กัน พบวามีกิจกรรมของเอนไซม SAI แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยพบวา ท่ีอายุ 12 
เดือน มีกจิกรรมของเอนไซม SAI สูงท่ีสุด 74. 37 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน แตไม
แตกตางกับ ออยอายุ 8 เดือน มีกิจกรรมของเอนไซม SAI  66.35 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม
โปรตีน รองลงมา คืออายุ 10 และ 6 เดือน มีกิจกรรมเอนไซม SAI เทากับ 19.24 และ 8.89  
นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน แตไมมีความแตกตางกันทางสถิติ สวนลางของลําตน พบวา 
ท่ีอายุตางๆ ของออย มีกิจกรรมของเอนไซม SAI ไมแตกตางกันทางสถิติ โดยพบวา มีกิจกรรมของ



 

 

31 

เอนไซม SAI เทากับ 13.49  12.82  4.96 และ 3.64 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ท่ีสวนลาง
ของออยอายุ 8  12  6 และ 10 เดือน ตามลําดับ (ภาพท่ี 12B และตารางผนวกท่ี ก4) 

 
  จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase (SAI) ในออยปลูกสายพันธุ 
20-2248 ซ่ึงเปนออยท่ีมีความสามารถในการสะสมนํ้าตาลซูโครสสูง พบวา กิจกรรมของเอนไซม 
SAI  มีแนวโนมลดลงตามอายุท่ีเพิ่มข้ึน ท้ังในสวนยอด สวนกลางและสวนลางของลําตน และ
พบวา มีกจิกรรมของเอนไซม SAI สูงในลําตนสวนยอด และลดลงในสวนกลาง และสวนลาง
ตามลําดับ กลาวคือ กิจกรรมของเอนไซม SAI มีแนวโนมลดลง เม่ือออยส้ินสุดระยะยางปลองและ
เม่ือออยเขาสูระยะสุกแก เชนเดียวกับการศึกษาของ Batta and Singh (1986) ซ่ึงพบวากิจกรรมของ
เอนไซม SAI จะสูงในลําตนท่ีอยูในระยะยางปลองและสูงสุดในสวนยอด และลดลงในสวนกลาง
และสวนลางของลําตนตามลําดับ Batta et al. (2011) ไดศึกษากจิกรรมของเอนไซม SAI ในระยะ
การเจริญตางๆ ของลําตนออย ไดแก ระยะยางปลอง ระยะแก และระยะสุกแกเต็มท่ี พบวา กิจกรรม
ของเอนไซม SAI จะสูงท่ีสุดในระยะยางปลองและลดลงเม่ือออยเขาสูระยะแก และสุกแกเต็มท่ี 
ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับระดับปริมาณน้ําตาลรีดิวซในการทดลองนี้ซ่ึงมีปริมาณลดลงเชนกัน 
และการศึกษาของ Verma et al. (2011) พบวา การเพิ่มข้ึนของอายุออยมีผลตอการลดลงของ
กิจกรรมของเอนไซม SAI และจะพบกิจกรรมของเอนไซม SAI  ท่ีสวนยอดของลําตนสูงกวา
สวนลางของลําตน 
  
 จากผลการทดลอง พบวา กิจกรรมของเอนไซม SAI ในออยปลูกสายพนัธุ 20-2248  
มีความสัมพันธในทางตรงกนัขามกับปริมาณน้ําตาลซูโครสท่ีสะสม กลาวคือ ในชวงท่ีออยอยูใน
ระยะยางปลองพบวามีกจิกรรมของเอนไซม SAI เกิดข้ึนสูง ในขณะเดยีวกันพบวาในระยะดังกลาว
มีปริมาณนํ้าตาลซูโครสสะสมตํ่า และกิจกรรมของเอนไซม SAI มีแนวโนมลดลงเร่ือยๆ เม่ือออย
เขาสูระยะสุกแก สวนทางกับการเพิ่มข้ึนของปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมซ่ึงจะเพิม่ข้ึนสูงสุด 
เม่ือออยเขาสูระยะสุกแก ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Verma et al. (2011) ซ่ึงพบวา กิจกรรม 
ของเอนไซม SAI และปริมาณน้ําตาลซูโครสท่ีสะสมมีความสัมพันธในทิศทางตรงกนัขาม  
 
 จากความสัมพนัธของปริมาณนํ้าตาลซูโครสและกิจกรรมของเอนไซม SAI การมี
ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมตํ่าในชวงท่ีออยอยูในระยะยางปลองนั้น อาจเปนผลมาจากกจิกรรม
ของเอนไซม SAI  เนื่องจาก SAI  เปนเอนไซมท่ีถูกระบุไววาพบในแวคิวโอล ซ่ึงเปนโครงสราง
หนึ่งในเซลล (organelle) ท่ีสําคัญสําหรับเปนแหลงเก็บสะสมนํ้าตาลซูโครสของออย (sink organ) 
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(Verma et al., 2011) SAI จึงมีบทบาทสําคัญในควบคุมการเคล่ือนยายน้ําตาล (remobilization) ออก
จากสวนท่ีเก็บสะสม (sink organ) เพื่อใช hexose เปนแหลงพลังงานสําหรับกระบวนการท่ีจําเปน
ตอการเจริญเติบโตของออย (Sacher et al., 1963; Verma et al., 2011) และนอกจากน้ี ยังเช่ือวา
กิจกรรมของเอนไซม SAI ยังเปนตัวท่ีควบคุมระดับของ hexose ในเนื้อเยื่ออีกดวย (Venkataramana 
et al., 1991; Verma et  al., 2011) 
 
 ในออยปา S98-244 พบวากิจกรรมของเอนไซมต่ําในชวง อายุ 6 และ 8 เดือน และ 
มีแนวโนมเพิม่สูงข้ึน เม่ือออยมีอายุ 10 และ 12 เดือนตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับปริมาณนํ้าตาล
ซูโครสที่ลดลงเม่ือออยมีอายุ 10 และ 12 เดือน  ท้ังนี้การลดลงของปริมาณน้ําตาลซูโครส 
ในชวงเวลาดังกลาว อาจเปนผลมาจากการทํางานของกิจกรรมของเอนไซม SAI ในชวงท่ีออย 
มีความตองการใช hexose เพื่อเปนแหลงพลังงานสําหรับกระบวนการออกดอก และพบวากจิกรรม
ของเอนไซม SAI มีแนวโนมลดลงเม่ือเนื้อเยื่อของลําตนมีอายุมากข้ึนกลาวคือ จะพบกิจกรรมของ
เอนไซม SAI สูงในสวนยอดของลําตนซ่ึงเปนสวนท่ีเนื้อเยื่อยังอยูในระยะ immature  ของออยทุกๆ
อายุท่ีศึกษา ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Verma et. al. (2011) พบวา มีกิจกรรมของเอนไซม SAI  
สูงในลําตนสวนยอดของออยพันธุท่ีมีการสะสมน้ําตาลซูโครสต่ํา (low-sucrose accumulation)  
และลดลงในลําตนท่ีมีอายุของเนื้อเยื่อเพ่ิมข้ึนตามลําดับ 
 

 
 

ภาพท่ี 9  กิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม soluble acid invertase (SAI) (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม 
               โปรตีน)ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 และออยปาสายพันธุ 98-244  
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ภาพท่ี 10  กิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม soluble acid invertase (SAI) (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม       
 โปรตีน)ในแตละสวนของลําตนออยปลูกสายพันธุ 20-2248 (A) และออยปาสายพันธุ 
 S98-244 (B)  
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ภาพท่ี 11  กิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม soluble acid invertase (SAI) (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม

โปรตีน) ในแตละเดือนของออยปลูกสายพันธุ 20-2248 (A) และออยปาสายพันธุ  
 S98-244 (B)  
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ภาพท่ี 12 กิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase (SAI) (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม
 โปรตีน) ท่ีสะสมในแตละสวนของลําตนออยปลูกสายพันธุ 20-2248 (A) และออยปา
 สายพันธุ S98-244 (B) ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือนหลังปลูก 
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 2.2  การศึกษากิจกรรมของเอนไซม neutral invertase (NI) 
 

จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม neutral invertase (NI) ในออยปลูกสายพันธุ  
20-2248 และออยปาสายพันธุ S98-244 พบวา กจิกรรมเฉล่ียของเอนไซม NI ในลําตนออย 
ท้ังสองสายพันธุ ไมมีความแตกตางกัน โดยในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 มีกิจกรรมของเอนไซม 
NI เฉล่ียเทากบั 37.44 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน และออยปาสายพันธุ S98-244 
มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ีย 39.87 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน (ภาพท่ี 13) 

 
กิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม NI ในแตสวนของลําตนออย (section of internode) ไดแก 

สวนยอด สวนกลาง และสวนลางของลําตนออย พบวาแตละสวนของลําตนออยมีกจิกรรมเฉล่ียของ
เอนไซม NI แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญในออยท้ังสองสายพันธุ ออยปลูกสายพันธุ  
20-2248 มีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม NI สูงท่ีสุดท่ีลําตนสวนยอด 59.31 นาโนโมลตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาคือ ลําตนสวนกลางและสวนลางมีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซมเฉล่ียเทากบั 
34.47 และ 18.55 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับโดยพบวากจิกรรมของเอนไซม
เฉล่ียในลําตนสวนกลางไมมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ กับลําตนสวนลาง (ภาพท่ี 
14A) ออยปาสายพันธุ S98-244 มีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซมสูงท่ีสุดในลําตนสวนยอด 86.81 นาโน
โมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีนรองลงมาคือ ลําตนสวนกลางและลําตนสวนลาง โดยมีกิจกรรมของ
เอนไซมเฉล่ียเทากับ 27.17 และ 5.64 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีนตามลําดับ (ภาพท่ี 14B) 

 
กิจกรรมของเอนไซม NI ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือน พบวา ท่ีอายุตางๆ ของออยปลูก

สายพันธุ 20-2248 กิจกรรมของเอนไซม NI มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ สวนใน
ออยปา S98-244 พบวา กจิกรรมของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุตางๆ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญ โดยในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 มีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม NI สูงท่ีสุดท่ี อายุ 6 เดือน 
74.61 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นลดลงตามลําดับท่ีอายุ 8  10 และ 12 เดือน มี
กิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียเทากับ 32.25  21.97 และ 20.95 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน 
ตามลําดับ โดยกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียของออยท่ีอาย ุ8  10 และ 12 เดือน ไมมีความแตกตางกัน
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (ภาพท่ี 15A) ในออยปา S98-244 มีกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุด ท่ีอายุ 10 
เดือน 47.35 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาคือ ท่ีอายุ 12  6 และ 8 เดือน มีกิจกรรม
ของเอนไซมเฉล่ียเทากับ 42.34  36.08 และ 33.72 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 
(ภาพท่ี 15B) 
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ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 เม่ือพิจารณากิจกรรมของเอนไซม NI ในแตละสวน
ของลําตนท่ีอายุตางๆ ของออย พบวา บริเวณสวนยอดของลําตนกิจกรรมของเอนไซม NI เฉล่ีย 
ท่ีอายุตางๆ ของออย ไมมีความแตกตางกนัทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ โดยมีกจิกรรมของเอนไซม NI 
เฉล่ียสูงท่ีสุดท่ีอายุ 6 เดือน 127.47 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นลดลงตามลําดับท่ี
อายุ 8  10 และ 12 เดือน มีกจิกรรมของเอนไซมเฉล่ียเทากบั 48.94  30.96 และ 29.91 นาโนโมลตอ
นาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ สวนกลางของลําตน พบวา กจิกรรมของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุ
ตางๆ ของออย ไมมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ โดยมีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุด 
ท่ีอายุ 6 เดือน 65.25 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นลดลงตามลําดับท่ีอายุ 8  10 และ 
12 เดือน มีกจิกรรมของเอนไซมเฉล่ียเทากบั 26.76  24.60 และ 21.02 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม
โปรตีน ตามลําดับ สวนลางของลําตนออยพบวากจิกรรมของเอนไซมเฉล่ียที่อายุตางๆ ของออย มี
ความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ มีกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุดที่อายุ 6 เดือน 30.86  
นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นลดลงตามลําดับท่ีอายุ 8  12 และ 10 เดือน มีกิจกรรม
ของเอนไซมเฉล่ียเทากับ 21.06  11.92 และ 10.38 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ 
โดยพบวา กิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุ 8 เดือนไมแตกตางกับอายุ 6  10 และ 12 เดือน อยางมี
นัยสําคัญ (ภาพท่ี 16A และตารางผนวกท่ี ก5) 

 
ในออยปาสายพันธุ S98-244 เม่ือพิจารณากจิกรรมของเอนไซม NI ในแตละสวนของ

ลําตนท่ีอายุตางๆ ของออย พบวา บริเวณสวนยอดของลําตนกิจกรรมของเอนไซม NI เฉล่ียท่ีอายุ
ตางๆ ของออย ไมมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ โดยมีกิจกรรมของเอนไซม NI เฉล่ีย
สูงท่ีสุดท่ีอายุ 10 เดือน 120.70 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีนจากนั้นลดลงตามลําดับท่ีอายุ 
12 6 และ 8 เดือน มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียเทากับ 100.84  78.45 และ 47.28 นาโนโมลตอนาที
ตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ สวนกลางของลําตน กิจกรรมของเอนไซม NI เฉล่ียท่ีอายุตางๆ ของ
ออย มีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียสูงสุดท่ี อายุ 8  เดือน 
53.34 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีนรองลงมาคือ อายุ 6  10  และ 12 เดือน มีกิจกรรมของ
เอนไซมเฉล่ียเทากับ 20.75  18.06 และ 16.53 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ โดย
พบวา กจิกรรมของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุ 6  10 และ 12 เดือน ไมแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ 
สวนลางของลําตนออยกจิกรรมของเอนไซม NI เฉล่ียท่ีอายุตางๆ ของออย ไมมีความแตกตางกัน
ทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ โดยพบวามีกิจกรรมของเอนไซม NI สูงท่ีสุดท่ีอายุ 12 เดือน 9.65 นาโน
โมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมา คือท่ีอายุ  6  10 และ 8 เดือน มีกิจกรรมของเอนไซม NI 
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เฉล่ียเทากับ 9.06  3.30 และ 0.54  นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ (ภาพท่ี 16B 
และตารางผนวกท่ี ก6) 

 
จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม neutral ivertase (NI) ในออยปลูกสายพันธุ  

20-2248 ซ่ึงเปนออยท่ีมีความสามารถในการสะสมนํ้าตาลซูโครสสูง พบวา ท้ังในสวนยอด 
สวนกลางและสวนลางของลําตนกิจกรรมของเอนไซม NI มีแนวโนมลดลงตามอายุท่ีเพิ่มข้ึน  
ทํานองเดียวกบั Joshi et al. (2013) ท่ีศึกษากิจกรรมของเอนไซม NI ในออยอายุ 9 ถึง 13 เดือน  
โดยพบวากิจกรรมของเอนไซม NI มีแนวโนมลดลงอยางตอเนื่องเม่ือออยมีอายุเพิ่มข้ึน สวนใน 
ออยปาสายพันธุ S98-244 พบวา เม่ือออยมีอายุเพิ่มข้ึน กิจกรรมของเอนไซม NI คอนขางจะคงที ่
และเม่ือพิจารณากิจกรรมของเอนไซม NI ในแตละสวนของลําตนพบวาในลําตนสวนยอดซ่ึงเปน
บริเวณท่ีเนื้อเยือ่ยังมีการเจริญเติบโตจะพบกิจกรรมของเอนไซม NI ในระดับท่ีสูง และจะลดลง 
ในเนื้อเยื่อสวนกลางและสวนลางซ่ึงเปนเนื้อเยื่อท่ีมีความสุกแกมากข้ึน ทํานองเดยีวกับการศึกษา
กิจกรรมของเอนไซม NI ในออยของ Dendsay et al. (1995) และ Rossouw et al. (2010) ท่ีพบ
กิจกรรมของเอนไซม NI ในระดับท่ีต่ําในเนื้อเยื่อของลําตนท่ีอยูในระยะสุกแก 
 

 
 

ภาพท่ี 13  กิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม neutral invertase (NI) (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม  
  โปรตีน) ในออยปลูกสายพนัธุ 20-2248 และ ออยปาสายพันธุ S98-244  
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ภาพท่ี 14  กิจกรรมเฉล่ียของเอนไซมneutral invertase (NI) (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม 
    โปรตีน) ในแตละสวนของลําตนออยปลูกสายพันธุ 20-2248 (A) และออยปาสายพันธุ 
     S98-244 (B) 
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ภาพท่ี 15  กิจกรรมของเอนไซม neutral invertase (NI) (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน)  
ในแตละเดือนของออยปลูกสายพันธุ 20-2248 (A) และออยปาสายพันธุ S98-244 (B) 
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ภาพท่ี 16  กิจกรรมของเอนไซม neutral invertase (NI) (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน)  
ท่ีสะสมในแตละสวนของลําตนออยปลูกสายพันธุ 20-2248 (A) และออยปาสายพันธุ 
S98-244 (B) ท่ีอายุ 6  8 10 และ 12 เดือนหลังปลูก 
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2.3  การศึกษากิจกรรมของเอนไซมcell wall invertase (CWI) 
 
 จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม cell wall invertase (CWI) ในออยปลูกสายพันธุ 
20-2248 และออยปาสายพันธุ S98-244 พบวา กจิกรรมเฉล่ียของเอนไซม CWI ในออยท้ังสอง 
สายพันธุมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 มีกิจกรรมเฉล่ียของ
เอนไซม CWI สูงกวาในออยปาสายพันธุ S98-244 กลาวคือ ในออยปลูก 20-2248 มีกิจกรรมเฉล่ีย
ของเอนไซมเฉล่ีย 48.47 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ซ่ึงมีปริมาณสูงเปนสองเทาของ 
ในออยปาสายพันธุ S98-244 มีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม 24.33 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม
โปรตีน (ภาพท่ี 17) 

  
 กิจกรรมของเอนไซม CWI ในแตสวนของลําตนออย (section of internode) ไดแก 
สวนยอด สวนกลาง และสวนลางของลําตนออยพบวาแตละสวนของลําตนออยมีกจิกรรมของ
เอนไซม CWI แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ในออยท้ังสองสายพันธุ ออยปลูกสายพันธุ 20-2248  
มีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซมสูงท่ีสุดท่ีสวนยอด 60.01 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน  
ไมแตกตางจากสวนกลาง ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ีย 57.94 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม
โปรตีน และมีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียตํ่าสุดท่ีสวนลางของลําตน 33.09 นาโนโมลตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน (ภาพท่ี 18A)ในออยปาสายพันธุ S98-244 มีกิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม CWI สูง
ท่ีสุดในลําตนสวนยอด 39.95 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาคือ ลําตนสวนกลาง
และลําตนสวนลาง โดยมีกจิกรรมเฉล่ียของเอนไซมเทากับ 27.64 และ 5.40 นาโนโมลตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ (ภาพท่ี 18B) 

 
 กิจกรรมของเอนไซม CWI ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือน พบวา ท่ีอายุตางๆ ของออย  

มีกิจกรรมของเอนไซม CWI แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ในออยท้ังสองสายพันธุ โดยในออยปลูก
สายพันธุ 20-2248 มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียสูงท่ีสุดท่ี อายุ 6 เดือน 131. 90 นาโนโมลตอนาทีตอ
มิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นจึงลดลงตามลําดับท่ีอาย ุ8  10 และ 12 เดือน มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ีย
เทากับ 42.70  9.26 และ 8.21 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ โดยกิจกรรมของ
เอนไซมเฉล่ียของออยท่ีอาย ุ10 และ 12 เดือน ไมมีความแตกตางกัน (ภาพท่ี 19A) สวนในออยปา 
S98-244 มีกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุด ท่ีอายุ 12 เดือน 40.43 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัม
โปรตีน  จากนัน้จึงลดลงท่ีอายุ 10  8  และ 6 เดือน  ตามลําดับ มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียเทากับ  
26.91  17.45 และ 12. 53 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ โดยพบวา กิจกรรมของ
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เอนไซมเฉล่ียท่ีอายุ 12 เดือน ไมมีความแตกตางกันกับกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุ 10 เดือน 
อยางมีนัยสําคัญ และกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุ 10 เดือน ไมมีความแตกตางกับกจิกรรมของ
เอนไซมเฉล่ียท่ีอายุ 8 และท่ีอายุ 6 เดือน ซ่ึงเปนอายุท่ีมีกจิกรรมของเอนไซมเฉล่ียตํ่าสุด พบวาไมมี
ความแตกตางกันกับกิจกรรมของเอนไซมท่ีอายุ 8 เดือน (ภาพท่ี 19B) 

 
 ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 เม่ือพิจารณากจิกรรมของเอนไซม CWI ในแตละสวน

ของลําตนท่ีอายุตางๆ ของออย พบวา บริเวณสวนยอดของลําตน กิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุ
ตางๆ ของออยมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียสูงท่ีสุด 
ท่ีอายุ 6 เดือน 175.20 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน  รองลงมาคืออายุ 8  10 และ 12 เดือน  
มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียเทากับ 44.13  10.25 และ 9.93 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน 
ตามลําดับ โดยพบวา ท่ีอายุ 8  10 และ 12 เดือน มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียไมแตกตางกันอยาง 
มีนัยสําคัญ สวนกลางของลําตน (middle) พบวา กจิกรรมของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุตางๆ ของออย 
มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยมีกจิกรรมของเอนไซมสูงสุดท่ี อายุ 6 เดือน 138.02 
นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาคือ อายุ 8  10 และ 12 เดือน มีกจิกรรมของเอนไซม
เฉล่ียเทากับ 56.54  9.15 และ 5.49 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ โดยพบวาท่ีอายุ 
10 และ 12 เดือน กิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สวนลางของลํา
ตนออย กจิกรรมของเอนไซมเฉล่ียมีคาตํ่า โดยท่ีอายุตางๆ ของออย มีความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญ มีกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุดที่อายุ 6 เดือน 81.98 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน 
รองลงมา คือท่ีอายุ 8  12 และ 10 เดือน มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียเทากับ 32.79  9.23  และ 8.39
นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ โดยพบวาท่ีอายุ 8  10 และ 12 เดือน มีกิจกรรม
ของเอนไซมเฉล่ียไมแตกตางกัน อยางมีนยัสําคัญ (ภาพท่ี 20A และตารางผนวกท่ี ก7) 

 
 ในออยปาสายพันธุ S98-244 เม่ือพิจารณากจิกรรมของเอนไซม CWI ในแตละสวน

ของลําตนท่ีอายุตางๆ ของออย พบวา บริเวณสวนยอดของลําตนกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุ
ตางๆ ของออย ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียสูงท่ีสุด 
ท่ีอายุ 10 เดือน 68.71 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาคืออายุ 12  6 และ 8 เดือน  
มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียเทากับ 64.01  14.49 และ 12.59 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน 
ตามลําดับ สวนกลางของลําตนกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุตางๆ ของออย มีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียสูงสุดท่ี อายุ 12 เดือน 51.95  นาโนโมล 
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ตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมาคือ อายุ 8  6 และ 10 เดือน มีกจิกรรมของเอนไซมเฉล่ียเทากบั 
34.03  15.34 และ 9.24 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ โดยพบวา กิจกรรม 
ของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุ 6 และ 10 เดือน ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สวนลางของลําตนออย 
กิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียท่ีอายุตางๆ ของออยไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ โดยพบวา 
มีกิจกรรมของเอนไซมสูงท่ีสุดที่อายุ 6 เดือน 7.77 นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน รองลงมา 
คือท่ีอายุ 8  12 และ 10 เดือน มีกิจกรรมของเอนไซมเฉล่ียเทากับ 5.74  5.31 และ 2. 79  นาโนโมล
ตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ (ภาพท่ี 20B และตารางผนวกท่ี ก8) 

 
 จากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม cell wall invertase (CWI) ในออยปลูกสายพันธุ 

20-2248 ซ่ึงเปนออยท่ีมีความสามารถในการสะสมนํ้าตาลซูโครสสูงพบวา กิจกรรมของเอนไซม 
CWI มีแนวโนมลดลงตามการเพิ่มข้ึนของอายุ ท้ังในสวนยอด สวนกลางและสวนลางของลําตน 
และพบวามีกจิกรรมของเอนไซม CWI สูงในลําตนสวนยอดซ่ึงเปนสวนท่ีเนื้อเยื่อยังมีเจริญเติบโต
และเซลลยังมีการยืดขยายตัว และลดลงในสวนกลาง และสวนลางตามลําดับ กลาวคือ กิจกรรมของ
เอนไซม CWI มีแนวโนมลดลงเม่ือออยส้ินสุดระยะยางปลองและออยเขาสูระยะสุกแก  
 
 จากผลการทดลอง พบวา กิจกรรมของเอนไซม CWI ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248  
มีความสัมพันธในทางตรงกนัขามกับปริมาณน้ําตาลซูโครสท่ีสะสม กลาวคือ ในชวงท่ีออยอยูใน
ระยะยางปลองพบวามีกจิกรรมของเอนไซม CWI เกิดข้ึนสูง ในทุกสวนของลําตน ในขณะเดียวกนั
พบวาในระยะดังกลาวมีปริมาณน้ําตาลซูโครสสะสมตํ่า และกิจกรรมของเอนไซม CWI มีแนวโนม
ลดลงเร่ือยๆ เม่ือออยเขาสูระยะสุกแก สวนทางกับการเพิ่มข้ึนของปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสม 
ซ่ึงจะเพิ่มข้ึนสูงสุดเม่ือออยเขาสูระยะสุกแก จากผลการทดลองดังกลาว พบวา ผลการทดลองท่ีได 
มีความขัดแยงกบัผลการทดลองท่ีเคยมีรายงานมา เชนจากรายงานของ Batta and Singh (1986) ท่ี
ศึกษากจิกรรมของเอนไซม CWI ในออยซ่ึงพบวาในระหวางท่ีออยอยูในระยะยางปลองจะมี
กิจกรรมของเอนไซม CWI ต่ําในทุกสวนของลําตนและกิจกรรมของเอนไซม CWI จะเพิ่มข้ึนเม่ือ
ออยเขาสูระยะสุกแก 
 
 อยางไรก็ตาม จากบทบาทและหนาท่ีของเอนไซม cell wall invertase ซ่ึงพบวา 
เปนเอนไซมท่ีพบในสวนของ apoplast และเปนเอนไซมหลักท่ีทําหนาท่ีในการยอยสลายน้ําตาล
ซูโครสที่อยูบริเวณนอกเซลล (extracellular sucrose) เพื่อใหไดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวในรูปของ
น้ําตาลกลูโคสและฟรุกโตสซ่ึงการทํางานของเอนไซมดงักลาวจะมีผลทําใหระดับของน้ําตาล
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กลูโคสและน้ําตาลฟรุกโตสภายนอกเซลลเพิ่มสูงข้ึน (Roitsch and Gonzalez, 2004) และมีการ
เคล่ือนยายเขาสูเซลลภายใตการทํางานรวมกันกับ hexose transporter ในรูปแบบน้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยวซ่ึงเปนรูปแบบของนํ้าตาลท่ีพืชสามารถนําไปใชเปนแหลงพลังงาน จากการทดลอง ซ่ึงพบวา 
มีกิจกรรมของเอนไซมดังกลาวสูงในระยะท่ีออยอยูในชวงระยะยางปลองและสูงในทุกๆ สวนของ
ลําตนและลดลงเม่ือออยเขาสูระยะสุกแก ท้ังนี้อาจเปนไปไดวาในชวงระยะยางปลองของออยนั้น
ภายในเซลลมีความตองการ hexose ในปริมาณท่ีสูง ซ่ึงรูปแบบท่ีพืชสามารถนําไปใชไดและงายตอ
การเคล่ือนยายเขาสูเซลลจึงอยูในรูปของน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว จึงมีผลทําใหในระยะนี้มีกิจกรรมของ
เอนไซม CWI สูง เชนเดียวกบัรายงานของ Borisjuk et al. (1998) ไดกลาววาในระยะท่ีเมล็ดมีการ
พัฒนาซ่ึงเซลลท่ีมีการแบงตัวจะพบวามีการทํางานของ CWI สูง และจากรายงานของ Miron and 
Schaffer (1990) พบวามีกิจกรรมของเอนไซม acid invertase ในสวนของ apoplast สูง ในเนื้อเยื่อ
สวนของปลองท่ียังออนและมีการเจริญเติบโต 
 

 ในชวงท่ีออยยงัมีการเจริญเติบโตทางลําตน สัดสวนของการนําน้ําตาลซูโครสท่ีพืช
สังเคราะหข้ึนจากกระบวนการสังเคราะหแสงไปใชในกระบวนการเจริญเติบโตยอมมีมากกวาการ
นําไปเก็บสะสมในแวคิวโอล (sink organ) ดังนั้นเม่ือเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม CWI ซ่ึงเปน
เอนไซมท่ีอยูในสวน apoplast กับเอนไซม SAI ซ่ึงทําหนาท่ีหลักในสวนของแวคิวโอล จึงพบวา 
ในชวงระยะท่ีออยมีการเจริญเติบโตทางลําตน ซ่ึงในการทดลองนี้คือ ระยะยางปลอง จะมีกจิกรรม
ของเอนไซม CWI ท่ีสูงมากกวาเม่ือเปรียบเทียบกับกิจกรรมของเอนไซม SAI ในออยปา S98-244 
พบวากจิกรรมของเอนไซม CWI มีแนวโนมเพิ่มสูงข้ึนตามอายุท่ีเพิ่มข้ึน ในทุกสวนของลําตนและ
ชัดเจนในลําตนสวนยอด ซ่ึงมีความสัมพันธในทิศทางตรงกันขามกับปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสม
ของออยซ่ึงพบวาจะลดลงท่ีอายุ 10 และ 12 เดือน 
 
 เม่ือเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม CWI ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 และออยปา
สายพันธุ S98-244 กิจกรรมของ CWI ในออยปลูกจะมีสูงกวาในออยปา ตามสัดสวนของปริมาณ
น้ําตาลซูโครสท่ีพบซ่ึงพบในออยปลูกสูงกวาออยปา ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากหนาท่ีของเอนไซม CWI 
ซ่ึงอยูในสวน apoplast ในการควบคุมการเคล่ือนยายน้ําตาลเขาสูเซลล (Roitsch and Gonzalez, 
2004) ดังนั้นในออยปลูกซ่ึงเปนออยท่ีมีความสามารถในการสรางและสะสมนํ้าตาลซูโครสสูง 
และมีการเจริญเติบโตทางลําตนท่ีดี ลําตนสูงใหญ ยอมสงผลใหกิจกรรมของเอนไซม CWI ซ่ึงอยู
ภายนอกเซลลเกิดข้ึนสูงเชนกัน และยอมสูงกวาในออยปาซ่ึงเปนออยท่ีมีความสามารถในการสราง
และสะสมน้ําตาลไดต่ําและมีลําตนเรียวเล็ก 
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ภาพท่ี 17  กิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม cell wall invertase (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
    ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 และออยปาสายพันธุ S98-244  
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ภาพท่ี 18  กิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม cell wall invertase (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน)
    ในแตละสวนของลําตนออย ของออยปลูกสายพันธุ 20-2248 (A) และออยปาสายพันธุ 
     S98-244 (B) 
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ภาพท่ี 19  กิจกรรมเฉล่ียของเอนไซม cell wall invetase (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน) 
ในแตละเดือนของออยปลูกสายพันธุ 20-2248 (A) และออยปาสายพันธุ S98-244 (B) 
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ภาพท่ี 20 กิจกรรมของเอนไซม cell wall invertase (นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน)  
ท่ีสะสมในแตละสวนของลําตนออยปลูกสายพันธุ 20-2248(A) และออยปาสายพันธุ 
S98-244 (B) ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือน 
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3.  ความสัมพันธระหวางกิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase (SAI)  neutral invertase 
(NI) และ cell wall invertase (CWI) กับปริมาณน้ําตาลซูโครส 
 

จากการวิเคราะหความสัมพนัธ (correlation) ระหวางปริมาณนํ้าตาลซูโครสและกิจกรรม
ของเอนไซมอินเวอรเทส (SAI  NI และCWI) ในออยปลูกสายพันธุ20-2248 ซ่ึงเปนออยท่ีมี
ความสามารถในการสะสมน้ําตาลซูโครสสูง ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตนมีความ 
สัมพันธในทิศทางตรงกันขามอยางมีนัยสําคัญกับกิจกรรมของเอนไซม SAI (r = -0.4743,  
P < 0.05)  NI (r=-0.7352, P < 0.001)  และ CWI (r = -0.6952, P < 0.001) สวนในออยปาสายพันธุ 
S98-244 ซ่ึงเปนออยท่ีมีการสะสมน้ําตาลซูโครสต่ํา พบวา ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตน 
มีความสัมพันธในทิศทางตรงกันขามอยางมีนัยสําคัญกับกิจกรรมของเอนไซม SAI (r = -0.4498,  
P < 0.05)  และมีความสัมพนัธในทิศทางตรงกันขามอยางไมมีนัยสําคัญ กับกิจกรรมของเอนไซม 
NI (r=-0.3857, P > 0.05) และ CWI (r = -0.3795, P >0.05) (ภาพท่ี 21) จากการศึกษาจะเหน็ไดวา 
เม่ือกิจกรรมของเอนไซมอินเวอรเทสสูงข้ึนปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตนจะลดตํ่าลง 
ทํานองเดียวกบัการศึกษาของ Lontom et al. (2008) พบวาปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมของออย
ระหวางออยอยูในระยะสุกแกจะมีความสมัพันธในทิศทางตรงกันขามอยางมีนัยสําคัญกับกิจกรรม
ของเอนไซม SAI ในออยท้ังสองพันธุท่ีใชศึกษา (HoCP, r=-0.449** และ L97-128, r= 0.503 **) 
เชนเดยีวกับ Pan et al. (2009) ท่ีพบวาปริมาณน้ําตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตนมีความสัมพันธใน
ทิศทางตรงกันขามกับกิจกรรมของเอนไซม SAI และ NI 

 

และจากผลการทดลอง ซ่ึงพบวามีกิจกรรมของเอนไซม SAI เกิดข้ึนตํ่าท่ีสุดในออยปลูก
สายพันธุ 20-224 ซ่ึงเปนออยท่ีมีความสามารถในการสะสมนํ้าตาลซูโครสสูงเปรียบเทียบกับ
เอนไซมอินเวอรเทสชนิดอ่ืน และในขณะเดียวกันก็จะพบวา มีกิจกรรมของเอนไซม SAI เกิดข้ึนสูง
ท่ีสุดในออยปาสายพันธุ S98-244 ซ่ึงเปนออยท่ีมีความสามารถในการสะสมนํ้าตาลซูโครสต่ํา 
ดังนั้นอาจเปนไปไดวา เอนไซม SAI อาจจะเปนเอนไซมท่ีมีบทบาทสําคัญตอปริมาณนํ้าตาล
ซูโครสที่สะสมในลําตน เชนเดียวกับการศึกษาของ Ma et al. (2000) ท่ีพบความสัมพันธในทิศทาง
ตรงกันขามระหวางปริมาณน้ําตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตนและเอนไซม SAI มีความสําคัญตอการ
สะสมน้ําตาลซูโครสของออย 
 

ในออยปลูกซ่ึงเปนออยท่ีมีความสามารถการสะสมนํ้าตาลซูโครสสูง พบกิจกกรมของ
เอนไซม SAI ต่ําท่ีสุด และกิจกรรมของ CWI สูงท่ีสุด ซ่ึงแตกตางจากในออยปาท่ีมีกจิกรรมของ
เอนไซม SAI สูงท่ีสุดและกจิกรรมของ CWI ต่ําท่ีสุด สวนกจิกรรมของ NI นั้นไมแตกตางกัน 



        51 

 

51 

นอกจากนี้ยังพบกิจกรรมของเอนไซม SAI ในออยปลูกในระดับท่ีต่าํในทุกระยะการ
เจริญเติบโตท่ีศึกษาเม่ือเปรียบเทียบกับออยปาท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม SAI สูงในทุกระยะการ
เจริญเติบโตท่ีศึกษา 

 
ดังนั้นจากผลการศึกษาความสัมพันธระหวางกิจกรรมของเอนไซม SAI กับปริมาณน้ําตาล

ซูโครสที่สะสมในลําตนของออยปลูกและออยปาเทียบกบักิจกรรมของเอนไซม CWI และ NI จะ
เห็นวากิจกรรมของเอนไซม SAI มีความสัมพันธในทิศทางตรงกันขามกับปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ี
สะสมในลําตน อยางมีนยัสําคัญท้ังในออยปลูกและในออยปา ซ่ึงอาจเปนไปไดวา เอนไซม SAI 
อาจเปนเอนไซมท่ีมีบทบาทสําคัญตอปริมาณน้ําตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตน ซ่ึงจากความสัมพันธ
ท่ีพบนี้ อาจใชเปนขอมูลประกอบในการพฒันาเอนไซม SAI เพื่อใชเปนตัวบงช้ีทางชีวเคมีท่ีบงบอก
ถึงลักษณะของพันธุออยในแงของความสามารถในการสะสมนํ้าตาลซูโครสในลําตนของออยตอไป 
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ภาพท่ี 21  ความสัมพันธระหวางปริมาณน้ําตาลซูโครสและกิจกรรมของเอนไซม SAI, CWI และNI 

ในออยปลูกสายพันธุ 20-2248 (a, b และ c ตามลําดับ) และในออยปาสายพันธุ S98-244 
(c, d และf ตามลําดับ) (r= correlation coefficient) 
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สรุป 

 
จากการศึกษาความสัมพันธระหวางรูปแบบของกิจกรรมของเอนไซมอินเวอรเทส 

ท้ัง 3 ชนิด คือ soluble acid invertase (SAI)  neutral invertase (NI) และ cell wall invertase  
(CWI) และปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตนออยปลูกสายพันธุ 20-2248 และออยปา 
S98-244 ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือน สามารถสรุปผลการทดลองไดดังนี้ 

 
1. ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในออยปลูกมีแนวโนมเพิ่มข้ึนตามการเพิ่มข้ึนของอายุ (6 

ถึง 12 เดือน) และพบการสะสมสูงท่ีสุดในสวนลางและมีแนวโนมลดลงในสวนกลางและสวนยอด
ของลําตน ตามลําดับ และในออยปาพบวา ปริมาณนํ้าตาลซูโครส มีการสะสมสูงท่ีสุดท่ีอายุ 8 เดือน
และมีแนวโนมลดลงตามอายุท่ีเพิ่มข้ึน (8 ถึง12 เดือน) และพบการสะสมสูงท่ีสุดในลําตนสวนกลาง 
และไมแตกตางกันในลําตนสวนยอด และสวนลาง 

 
2. กิจกรรมของเอนไซม SAI พบในออยปาสูงกวาในออยปลูก ในออยปลูกกิจกรรมของ

เอนไซม SAI มีแนวโนมลดลงเม่ือออยมีอายุเพิ่มข้ึน สวนในออยปากจิกรรมของเอนไซม SAI มี
แนวโนมเพิ่มข้ึนตามการเพิม่ข้ึนของอายุออย ในออยท้ังสองสายพันธุพบกิจกรรมของเอนไซม SAI 
สูงในสวนยอด และมีแนวโนมลดลงในสวนกลาง และสวนลางของลําตน ตามลําดบั 

 

3. กิจกรรมของเอนไซม NI ในออยปลูกและในออยปา พบกิจกรรมของเอนไซม NI เฉล่ีย
ไมแตกตางกัน ในออยปลูกกจิกรรมของเอนไซม NI มีแนวโนมลดลงเม่ือออยมีอายุเพิ่มข้ึน และ
พบวามีกจิกรรมของเอนไซม NI สูงในชวงปลายของระยะยางปลอง (6 เดือน) สวนในออยปา
กิจกรรมของเอนไซม NI เพิ่มข้ึนตามการเพิ่มข้ึนของอายุออยอยางไมมีนัยสําคัญ ในออยท้ังสองสาย
พันธุพบกิจกรรมของเอนไซม NI สูงในสวนยอดและมีแนวโนมลดลงในสวนกลาง และสวนลาง
ของลําตน ตามลําดับ 

 

4. กิจกรรมของเอนไซม CWI พบในออยปลูกสูงกวาในออยปา และในออยปลูกกิจกรรม
ของเอนไซม CWI มีแนวโนมลดลงตามการเพิ่มข้ึนของอายุออย สวนในออยปากจิกรรมของ
เอนไซม CWI เพิ่มข้ึนตามการเพิ่มข้ึนของอายุออย ในออยท้ังสองสายพันธุพบกิจกรรมของเอนไซม 
CWI สูงในสวนยอดและมีแนวโนมลดลงในสวนกลาง และสวนลางของลําตน ตามลําดับ 
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5. กิจกรรมของเอนไซม SAI  NI  และ CWI .ในออยปลูกมีความสัมพันธในทิศทางตรงกัน
ขามกับปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตนอยางมีนยัสําคัญ สวนในออยปา กจิกรรมของ
เอนไซม SAI มีความสัมพันธในทิศทางตรงกันขามกับปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตนอยาง
มีนัยสําคัญ ในขณะท่ีกจิกรรมของเอนไซม NI และ CWI มีความสัมพันธในทิศทางตรงกันขามกับ
ปริมาณนํ้าตาลซูโครสท่ีสะสมในลําตนอยางไมมีนยัสําคัญ   
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ภาคผนวก ก 
ขอมูลผลการทดลอง 
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ตารางผนวกท่ี ก1  ปริมาณนํ้าตาลซูโครส (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักสด) ท่ีสะสมในแตละสวน 
    ของลําตนออยปลูกสายพันธุ  20-2248 ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือน 
 

อายุ 
(เดือน) 

ปริมาณนํ้าตาลซูโครส1/ 

(มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักสด) 

 
สวนยอด สวนกลาง สวนลาง 

6 33.84 ± 8.17   c 75.36 ± 17.14   b 121.23 ± 11. 64 

8 84.18 ± 10.53 b 167.20 ± 2.22   a 178.18 ± 19.88 

10 96.40 ± 4.34   b 150.42 ± 17.28 a 120.11 ± 24.14 

12 127.58 ± 5.91 a 169.76 ± 2.26   a 162.15 ± 1.95  

F-test ** ** ns 
 

1/ตัวอักษรท่ีเหมือนกันไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย
แบบ LSD  
** = แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 % 
ns = ไมแตกตางกันทางสถิติ 
±  = Standard deviation  
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ตารางผนวกท่ี ก2  ปริมาณนํ้าตาลซูโครส (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักสด) ท่ีสะสมในแตละสวน 
     ของลําตนออยปาสายพันธุ S98-244 ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือน 
 

อายุ 
(เดือน) 

ปริมาณนํ้าตาลซูโครส 

(มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักสด) 
สวนยอด สวนกลาง สวนลาง 

6 73.03 ± 21.68 81.35 ± 16.26 68.65 ± 22.94 
8 78.71 ± 16.05 91.05 ± 7.12 80.55 ± 4.68 
10 18.04 ± 6.18 65.09 ± 0.42 52.71 ± 4.58 
12 37.66 ± 23.52 61.51 ± 12.41 35.79 ± 15.31 

F-test ns ns ns 
 

ns = ไมแตกตางทางสถิติ 
±  = Standard deviation  
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ตารางผนวกท่ี ก3  กิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase (SAI) (นาโนโมลตอนาทีตอ 
     มิลลิกรัมโปรตีน) ท่ีสะสมในแตละสวนของลําตนออยปลูกสายพันธุ  
     20-2248 ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือน 
 

อายุ 
(เดือน) 

 

กิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase 1/ 

(นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน) 

สวนยอด สวนกลาง สวนลาง 

6 23.65 ± 4.72 41.69 ± 0.93 a 6.05 ± 1.58 

8 26.21 ± 7.16 26.18 ± 8.41 b 6.44 ± 0.50 

10 21.99 ± 10.07 4.19   ± 2.33 c 21.36 ± 11.76 

12 12.62 ± 7.43 18.19 ± 4.94 b 8.86 ± 0.13 

F-test ns ** ns 

 
1/ตัวอักษรท่ีเหมือนกันไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย
แบบ LSD  
** = แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 % 
ns = ไมแตกตางกันทางสถิติ 
±  = Standard deviation  
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ตารางผนวกท่ี ก4  กิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase (SAI) (นาโนโมลตอนาทีตอ 
     มิลลิกรัมโปรตีน) ท่ีสะสมในแตละสวนของลําตนออยปาสายพันธุ S98-244 
     ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือน 
 

อายุ 
(เดือน) 

กิจกรรมของเอนไซม soluble acid invertase 1/ 

(นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน) 

สวนยอด สวนกลาง สวนลาง 

6 11.33  ± 1.05 8.89  ± 0.16   b 4.96  ± 2.65 

8 65.53  ± 38.09 66.35 ± 10.66 a 13.49 ± 1.99 

10 136.73 ± 66.09 19.24 ± 3.55   b 3.64  ± 1.95 

12 140.46 ± 5.44 74.37 ± 31.68 a 12.82 ± 8.56 

F-Test ns ** ns 

 
1/ตัวอักษรท่ีเหมือนกันไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย
แบบ LSD  
* = แตกตางกนัทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 % 
ns = ไมแตกตางกันทางสถิติ 
±  = Standard deviation 
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ตารางผนวกท่ี ก5  กิจกรรมของเอนไซม neutral inverase (NI)  (นาโนโมลตอนาทีตอ  
     มิลลิกรัมโปรตีน) ท่ีสะสมในแตละสวนของลําตนออยปลูกสายพันธุ 20-2248 
    ท่ีอายุ 6  8  10และ 12 เดือน 
 

อายุ 
(เดือน) 

กิจกรรมของเอนไซม neutral invertase1/ 

(นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน) 

สวนยอด สวนกลาง สวนลาง 

6 127.47 ± 55.85 65.52 ± 30.82 30.86 ± 7.63 a 

8 48.94 ± 11.19 26.76 ± 8.11 21.06 ± 1.14 ab 

10 30.96 ± 20.17 24.60± 9.49 10.38 ± 1.52 b 

12 29.91 ± 18.87 21.015 ± 4.00 11.92 ± 6.05 b 

F-test ns ns * 

 
1/ตัวอักษรท่ีเหมือนกันไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย
แบบ LSD  
* = แตกตางกนัทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 % 
±  = Standard deviation 
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ตารางผนวกท่ี ก6  กิจกรรมของเอนไซม neutral invertase (NI) (นาโนโมลตอนาทีตอ  
     มิลลิกรัมโปรตีน) ท่ีสะสมในแตละสวนของลําตนออยปาสายพันธุ S98-244 
     ท่ี อายุ 6  8  10และ 12 เดือนหลังปลูก 
 

 
อายุ 

(เดือน) 

กิจกรรมของเอนไซม neutral invertase 

(นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน) 

สวนยอด สวนกลาง สวนลาง 

6 78.45 ±3.60 20.75 ± 9.02 b 9.06 ± 8.37 

8 47.28 ± 24.30 53.34 ± 4.90 a 0.54 ± 0.06 

10 120.70 ± 17.04 18.06 ± 2.69 b 3.3 ± 1.63 

12 100.84 ± 19.64 16.53 ± 6.06 b 9.65 ± 8.88 

F-test ns * ns 

 
1/ตัวอักษรท่ีเหมือนกันไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย
แบบ LSD  
* = แตกตางกนัทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 % 
±  = Standard deviation 
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ตารางผนวกท่ี ก7  กิจกรรมของเอนไซม cell wall  invertase (CWI) (นาโนโมลตอนาทีตอ 

    มิลลิกรัมโปรตีน) ท่ีสะสมในแตละสวนของลําตนออยปลูกสายพันธุ 20-2248 

    ท่ีอายุ 6  8  10และ 12 เดือนหลังปลูก 

 

อายุ 
(เดือน) 

กิจกรรมของเอนไซม cel lwall invertase1/ 

(นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน) 

สวนยอด สวนกลาง สวนลาง 

6 175.72 ± 33.62 a 138.02 ± 14.25a 81.98 ± 2.04   a 

8 44.13 ± 18.74   b 56.54 ± 8.89   b 32.79 ± 26.49 b 

10 10.25 ± 3.26     b 9.15 ± 8.63     c 8.39 ± 2.61     b 

12 9.93 ± 4.94       b 5.49 ± 0.25     c 9.23 ± 3.50     b 

F-test ** ** * 
 

1/ตัวอักษรท่ีเหมือนกันไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย
แบบ LSD  
** = แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 % 
* = แตกตางกนัทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 % 
±  = Standard deviation 
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ตารางผนวกท่ี ก8  กิจกรรมของเอนไซม cell wall  invertase (CWI)  (นาโนโมลตอนาทีตอ 
     มิลลิกรัมโปรตีน)ท่ีสะสมในแตละสวนของลําตนออยปาสายพันธุ S98-244 
     ท่ีอายุ 6  8  10 และ 12 เดือนหลังปลูก 
 

อายุ 
(เดือน) 

กิจกรรมของเอนไซม cell wall invertase1/ 

(นาโนโมลตอนาทีตอมิลลิกรัมโปรตีน) 

สวนยอด สวนกลาง สวนลาง 

6 14.49 ± 7.48 15.34 ± 1. 29  c 7.77 ± 0.51 

8 12.59 ± 10.78 34.03 ± 11.33 b 5.74 ± 3.35 

10 68.71 ± 3.04 9.24   ± 0.74   c 2.79 ± 0.81 

12 64.01 ± 34.25 51.95 ± 5.72   a 5.31 ± 1.37 

F-Test ns ** ns 

 
1/ตัวอักษรท่ีเหมือนกันไมมีความแตกตางกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย
แบบ LSD  
** = แตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 % 
ns = ไมแตกตางกันทางสถิติ 
±  = Standard deviation 
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ภาคผนวก ข 
วิธีวิเคราะหทางเคมี 
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1.  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลซูโครสดวยเครื่อง High Performance Liqid Chromatography 
(HPLC) 
 
 1.1  สารเคมี 

 
1.1.1  สารละลายน้ําตาลซูโครสมาตรฐานความเขมขน 0, 2, 4, 6, 8และ 10  มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร 
 
1.1.2 น้ํากล่ัน 18  เมกะโอม 

 
 1.2  การเตรียมตัวอยางสําหรับวิเคราะห 
 

1.2.1  เตรียมน้ํากล่ัน 18 เมกะโอมสําหรับใชเปนเฟสเคล่ือนท่ีดวยการนําไปกรองโดย
ใชชุดกรองและใชแผนกรองชนิด Cellulose Acetate Membrance Filter ขนาด 0.45 ไมครอน ยี่หอ 
Satorius 

1.2.2  เจือจางตัวอยางในระดับความเจือจางท่ีเหมาะสมดวยน้ํากล่ัน 18 เมกะโอม 
จากนั้นกรองตัวอยางผานตัวกรองชนิด Cellulose Acetate Syringe Filter ขนาด 0.2 ไมครอน ใส
ขวด vial เตรียมไปฉีดเขาเคร่ือง HPLC 
 
  1.3  การวิเคราะหตวัอยางดวยเคร่ืองHPLC   
  

 1.3.1  นําสารละลายนํ้าตาลซูโครสมาตรฐานท่ีความเขมขนตางๆ และสารละลาย
ตัวอยางท่ีเตรียมไวฉีดเขาเคร่ือง HPLC โดยกําหนดใหมีสภาวะในการวเิคราะหดังตารางผนวกท่ี ข1 
ฉีดสารละลายตัวอยางซูโครสมาตรฐานเขาเคร่ือง HPLC เพื่อหาเวลาท่ีตัวอยางน้ําตาลมาตรฐานถูก
ดูดซับอยูในคอลัมน (retention time) จากนั้นจึงฉีดสารละลายนํ้าตาลซูโครสมาตรฐานท่ีความ
เขมขนตางๆ เขาเคร่ือง HPLC นําพื้นท่ีใตกราฟท่ีไดของสารละลายนํ้าตาลซูโครสมาตรฐานท่ีทราบ
ความเขมขน มาสรางกราฟมาตรฐาน ดังแสดงในภาพผนวกท่ี ข1 

 
 1.3.2  ฉีดสารละลายตัวอยางท่ีเจือจางใหมีความเขมขนท่ีเหมาะสม โดยใหมีพืน้ท่ีใต

กราฟอยูในชวงของสารละลายซูโครสมาตรฐาน จากนั้นนําพื้นท่ีใตกราฟที่ไดมาคํานวนหาความ
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เขมขนของน้ําตาลซูโครสโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานน้ําตาลซูโครสท่ีทราบความเขมขน 
(ภาพผนวกท่ี ข1) 

 
ตารางผนวกท่ี ข1  สภาวะท่ีใชในการวิเคราะหน้ําตาลซูโครสมาตรฐานและตัวอยางดวยเคร่ือง  
     HPLC 
 

รายการ สภาวะท่ีใชวิเคราะห 
Mobile phase น้ํากล่ัน 18 เมกะโอม 
Injection volume 20  ไมโครลิตร 
Column ยี่หอ BIO-RAD รุน  Aminex HPX-87P 
Detector reflective index (RID) 
Column temperature 80 องศาเซลเซียส 
Flow rate 0.6  มิลลิลิตรตอนาที 

 

 
 

ภาพผนวกท่ี ข1  กราฟมาตรฐาน (standard curve) ของสารละลายซูโครสมาตรฐานท่ีความเขมขน 
  0  2  4  6  8 และ 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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2.  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซดวยวธีิโซโมจาย-เนลสัน (Nelson, 1944) 
 

2.1  สารเคมี 
 
2.1.1 Alaline copper reagent ประกอบดวยสารดงัตอไปนี ้

 
- Na2HPO4·12H2O 71 กรัม 
- NaK Tartate 40 กรัม  
- NaOH 1N 100 มิลลิลิตร 
- CuSO4·5H2O 8 กรัม 
- Na2SO4 180 กรัม 

 
ละลายสารขางตนตามลําดับในน้ํากล่ันปริมาตร 700 มิลลิลิตร โดยเร่ิมให 

ความรอนเม่ือเติม CuSO4·5H2O จนหมดแลวจึงเติม Na2SO4 จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร 
เก็บไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอง 24-48 ช่ัวโมง แลวจึงนํามากรองตะกอนออกกอนนําไปใชงาน 
 

2.1.2  Nelson reagent  ประกอบดวยสารดังตอไปนี้ 
 

-  (NH4)8Mo7O24·4H2O 53.2  กรัม 
- H2SO4  (96%) 21 มิลลิลิตร 
- NaHASO4·7H2O (12%) 50  มิลลิลิตร 

 
ละลายสารตามลําดับในน้ํากล่ันจากนั้นปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1 ลิตร  

นําสารไปเก็บไวในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิหอง 24-48 ช่ัวโมง จึงนํามากรองกอนใช 
 
เตรียมสารละลายมาตรฐาน โดยใชสารละลายฟรุกโตสตอกลูโคสมาตรฐาน

อัตราสวน 1:1เปนสารละลายมาตรฐานท่ีความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (0, 40, 80, 
120, 160 และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
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2.2 วิธีการวิเคราะห (สําหรับใชไมโครเพลท) 
 

2.2.1  เตรียมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยาง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ในหลอดไมโครเซนตริฟวจ 

 
2.2.2 เติม Alkaline copper reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นนาํไปตมในน้ํา

เดือด เปนเวลา 15 นาที และนําไปแชในน้ําเย็น เปนเวลา 5 นาที 
 
2.2.3 เติมNelson reagent ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัแลวบมไวท่ี

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที 
 

2.2.4 เติมน้ํากล่ัน ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร 

 
2.2.5 นําคาการดูดกลืนแสงท่ีวัดไดไปคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานท่ีทราบคา

ความเขมขนของสารมาตรฐาน โดยใชฟรุกโตสตอกลูโคสมาตรฐานในอัตราสวน 1:1 โดยนํ้าหนัก 
เปนสารมาตรฐาน (ภาพผนวกท่ี ข2) 
 

 
 
ภาพผนวกท่ี ข2  กราฟมาตรฐาน (standard curve) ของสารละลายฟรุกโตสตอกลูโคสมาตรฐานท่ี
  ความเขมขน 0  40  80  120  160  180 และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  
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3.  การวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีลาวรี่ (Lowry et al., 1951) 
 
3.1 สารเคมี 

  
3.1.1 สารละลาย CuSO4·5H20 ความเขมขน 1 % จํานวน 100  มิลลิลิตร 
 
3.1.2 สารละลายโซเดียมโปแตสเซียมทารเทรต ความเขมขน 2 % จํานวน 100 

มิลลิลิตร 
 
3.1.3 สารละลายโซเดียมคารบอเนต ความเขมขน 2 % ในสารละลายโซเดียม 

ไฮดรอกไซด ความเขมเขน 0.1 นอรมอล  จํานวน 1 ลิตร 
 
3.1.4 สารละลาย A (ดางคอพเปอร) เตรียมโดยใชสารละลายในขอ 3.1.1, 3.1.2  

และ 3.1.3 ในอัตราสวน 1:1:100 (จะตองเตรียมใหมกอนนําไปใชวิเคราะหเทานัน้) 
 
3.1.5 สารละลาย B โดยใชสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent  ความเขมขน  

2 นอรมอล ดวยน้ํากล่ันในอัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร 
 
3.1.6 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน โดยใชสารละลายโปรตีนของ BSA (bovine serum 

albumin) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เจือจางใหมีความเขมขน 0-100 ไมโครกรัมตอ 
100 ไมโครลิตร 

 
3.2 วิธีการวิเคราะห 

 
3.2.1 เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ีความเขมขนตางๆ และสารละลายตัวอยาง 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
 
3.2.2 เติมสารละลาย A ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 10 นาที 
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3.2.3 เติมสารละลาย B จํานวน 300 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งท้ิงไวท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที  

 
3.2.4 วัดคาการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 

 

 
 

ภาพผนวกท่ี ข3  กราฟมาตรฐาน (standard curve) ของสารละลายโปรตีน BSA ท่ีความเขมขน          
 0  20  40  60  80 และ 100 ไมโครกรัมตอ 100ไมโครลิตร 
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