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บทที� 1  

บทนํา 

1.1 ปัญหาและที�มาของงานวจิยั 
มะนาวเป็นผลไ ม้ที�มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ โ ดยมีการปลูกทั�วทุกภาคของประเทศไ ทยใ นปี                    
พ.ศ. 2554 ใ ห้ผลผลิต 120,141 ตนั มีพนัธ์ุที�มีการปลูกกนัมากได้แก่ พนัธ์ุแป้น (Citrus aurantifolia 
Swingle) โ ดยผลผลิตจะออกสู่ตลาดใ นช่วงเดือนกรกฎาคมจนถึงเดือนสิงหาคม (กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ์, 2554) สําหรับมะนาวสายพนัธ์ุตาฮิติ (Citrus latifolia Tan.) จดัอยู่ใ นกลุ่มเดียวกนักบัมะนาว
ที�ปลูกใ นประเทศไทย ซึ� งทาํการเก็บเกี�ยวในระยะที�สีเปลือกมีสีเขียวเช่นเดียวกนักบัมะนาวพนัธ์ุแป้น 
ใ นปัจจุบนัการกาํหนดราคาของมะนาวจะขึIนอยู่กบัคุณภาพภายนอกคือสีของเปลือกผลหากสีของ
เปลือกเปลี�ยนเป็นสีเหลืองจะส่งผลใ ห้ราคาลดลง สําหรับการเปลี�ยนแปลงคุณภาพหลงัการเก็บเกี�ยว
ของผลมะนาวเกิดขึIนเร็วมาก โ ดยมีการเปลี�ยนแปลงสีเปลือกจากสีเขียวไปเป็นสีเหลือง ทาํใ ห้มีอายุ
การวางจาํหน่ายที�สัI น ส่งผลกระทบต่อราคาของมะนาวทาํใ ห้ราคาตํ�าลงอย่างมาก การสูญเสียสีเขียว
ของเปลือกผลมะนาวมีสาเหตุมาจากการสลายตัวของรงควตัถุคลอโ รฟิลล์ (chlorophyll) โ ดย
กระบวนการสลายตวัของคลอโ รฟิลล์ถูกกระตุน้โ ดยกิจกรรมเอนไซม์หลกัที�เกี�ยวขอ้งกบักลไกการ
ส ลายตัวของคลอโ รฟิลล์ไ ด้แก่  chlorophyllase, Mg-chelatase, pheophorbidase และ chlorophyll-
degrading peroxidase เป็นตน้ ซึ� งเอนไซม์แต่ละชนิดมีคุณสมบติัและหน้าที�ที�แตกต่างกนั โ ดยทาํใ ห้
เกิดการทําลายหรือย่อยโ ครงสร้างของรงควตัถุคลอโ รฟิลล์ก่อใ ห้เกิดการสะสมอนุพันธ์ุของ
คลอโ รฟิลล์แต่ละชนิด ตัวอย่างเช่น chlorophyllide, pheophytin, pheophorbide และ C132-hydroxy 
chlorophyll เป็นตน้ และสุดทา้ยอนุพนัธ์ุเหล่านีIสลายตวัเป็นสารไม่มีสีที�มีโ มเลกุลขนาดเล็ก (Srilaong 
et al., 2011) รายงานของ Schelbert et al. (2009) ไดพ้บการแสดงออกของยีนของเอนไซม์ตวัใ หม่ใ น
ระดบัโ มเลกุลที�ทาํหน้าที�ใ นกลไกการสลายตวัของคลอโ รฟิลล์คือ pheophytinase หรือ pheophytin 
pheophorbide hydrolase, PPH โ ดยเอนไซมช์นิดนีI ไปย่อยอนุพนัธ์ pheophytin ซึ� งเป็นอนุพนัธ์สารตัIง
ตน้เดียวกนักบัการย่อยสลายโ ดยเอนไซม์ chlorophyllase แล้วเกิดการสร้างอนุพนัธ์ pheophorbide 
Kaewsuksaeng et al. (2011) ไ ด้ศึกษากิจกรรมของเอนไ ซม์ pheophytinase ใ นมะนาวพันธ์ุตาฮิติ 
(Citrus latofolia Tan.) ที�ผ่านการเก็บรักษา พบวา่กิจกรรมเอนไซม ์pheophytinase มีกิจกรรมที�เพิ�มขึIน 
สอดคลอ้งกบัการเหลืองของเปลือกมะนาวผลการทดลองเช่นเดียวกนักบัการศึกษาใ นบร็อคโ ครี�หลงั
การเก็บเกี�ยว ซึ� งมีกิจกรรมของเอนไซม์ pheophytinase สูง ใ นขณะที�ดอกย่อยสีเปลี�ยนจากสีเขียวไป
เป็นสี เหลือง (Aiamla-or et al., 2012) จากงานวิจยัที� ผ่านมาจะเห็นไ ด้ว่าเอนไ ซม์ pheophytinase มี
บทบาทสําคญัใ นกลไกการสลายตวัของคลอโ รฟิลล์ใ นพืชเช่นเดียวกบัเอนไซม์ชนิดอื�นๆ  อย่างไรก็
ตามยงัไม่มีการศึกษาเปรียบเทียบใ นมะนาวสายพนัธ์ุไทยและมะนาวสายพนัธ์ุตาฮิติ ดงันัIนงานวิจยันีI
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จึงมีจุดประสงค์เพื�อเปรียบเทียบลักษณะทางกายภาพและเคมี รวมทัI งรูปแบบการสลายตัวของ
คลอโ รฟิลล์ใ นมะนาว 2 สายพันธ์ุ  คือสายพันธ์ุไ ทยและสายพันธ์ุตาฮิติ โ ดยมุ่งเน้นศึกษาการ
เปลี�ยนแปลงกิจกรรมของของเอนไ ซม์และการทาํบริสุทธิc เอนไ ซม์ chlorophyllase และเอนไ ซม ์
pheophytinase เพื�อทราบถึงคุณลกัษณะทางเคมีของเอนไซม์ดงักล่าว ซึ� งการเปรียบเทียบคุณสมบติั
ของเอนไซม ์pheophytinase และ chlorophyllase ที�มีการใ ชส้ารตัIงตน้ตวัเดียวกนัจะนาํมาสู่การเขา้ใ จ
กลไกการสลายตวัของคลอโ รฟิลล์ ใ นมะนาวของทัIง 2 สายพนัธ์ุจากสําหรับการศึกษาวิธีการชะลอ
การเหลืองของมะนาวทีผ่านมามีหลายวิธีใ นการชะลอการสลายตวัของคลอโ รฟิลล์  ได้แก่ การใ ช้
ความร้อน การดดัแปลงสภาพบรรยากาศ และวธีิการอื�นๆ   

1.2 วตัถุประสงค์ 

1.2.1 
 
1.2.2 
 

เพื�อศึกษาการเปลี�ยนแปลงลกัษณะทางเคมีและทางกายภาพของมะนาว 2 สายพนัธ์ุ ได้แก่ 
มะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ ในระหวา่งการเก็บรักษาหลงัการเก็บเกี�ยว 
เพื�อศึกษาการสลายตัวของคลอโ รฟิลล์และคุณลักษณะของเอนไ ซม์ chlorophyllase และ 
pheophytinase ของมะนาว 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ มะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ ในระหวา่งการ
เก็บรักษาหลงัการเก็บเกี�ยว 

1.3 สมมุตฐิาน 

1.4 ขอบเขตของงานวจิยั 
1.4.1 
 
1.4.2 
 
 
 

ศึกษาการเปลี�ยนแปลงลกัษณะทางเคมีและทางกายภาพของมะนาวพนัธ์ุแป้น และมะนาวพนัธ์ุ 
ตาฮิติในระหวา่งการเก็บรักษา 
ศึกษาการทาํบริสุทธิc เอนไซม์ chlorophyllase และ pheophytinase ที�สกดัไดจ้ากเปลือกมะนาว
สายพนัธ์ุแป้น และสายพนัธ์ุตาฮิติ โ ดยใ ช ้ammonium sulfate ที�ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ  ไดแ้ก่ 
0-20 20-40 40-60 60-80 และ 80-100 เปอร์เซ็นต์ หลังจากนัI นนําเอนไ ซม์บริสุ ทธิc ข้างต้น
วเิคราะห์คุณสมบติัทางเคมี 

 

 

1.3.1 
1.3.2 
 

สายพนัธ์ุของมะนาวมีผลต่อการเปลี�ยนแปลงคุณภาพและการสลายตวัของคลอโ รฟิลล ์
กิจกรรมของเอนไซมที์�เกี�ยวขอ้งกบัการสลายตวัของคลอโ รฟิลล์ รวมทัIงเอนไซมช์นิดใ หม่คือ 
pheophytinase มีกลไกการทาํงานแตกต่างกนัในมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ 
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1.5 ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 
1.5.1 
1.5.2 
 

ไดท้ราบถึงขอ้มูลทางกายภาพ และเคมี ของมะนาวสายพนัธ์ุแป้น และสายพนัธ์ุตาฮิติ 
เพื�อทราบถึงขอ้มูลเบืIองตน้ และคุณสมบติัที�มีผลต่อการเกิดกิจกรรมเอนไซม์ chlorophyllase 
และ pheophytinase 
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บทที� 2 

สํารวจเอกสาร 

2.1 มะนาว 
มะนาวเป็นผลไมที้�มีความสําคญัทางเศรษฐกิจ โ ดยมีการปลูกกนัทั�วทุกภาคของประเทศไทยใ ห้โ ดย
ในปี ใ นปี พ.ศ. 2554 ใ ห้ผลผลิต 120,141 ตนั โ ดยพนัธ์ุที�มีการปลูกกนัมากไดแ้ก่ แป้น หนงั ไข่ ตาฮิติ 
เป็นต้น โ ดยผลผลิตจะออกสู่ตลาดใ นช่วงเดือนกรกฎาคมจนถึงสิงหาคม (กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ์, 2554) มะนาวเมื�อเก็บเกี�ยวสีเปลือกจะมีสีเขียว โ ดยราคาของมะนาวจะขึIนอยู่กบัคุณภาพ
ภายนอกคือสีของเปลือกผล การเปลี�ยนแปลงคุณภาพหลงัการเก็บเกี�ยวของมะนาวเกิดขึIนเร็วมากโ ดย
จะพบการเปลี�ยนแปลงสีเปลือกจากสีเขียวไปเป็นสีเหลือง ส่งผลกระทบต่อราคาของมะนาวทาํใ ห้
ราคาตํ� าลงอย่างมาก การสูญเสียสี เขียวนีI มีสาเหตุมาจากการสลายตัวของรงควตัถุคลอโ รฟิลล ์
(Chlorophyll)  

2.1.1 การแบ่งกลุ่มของมะนาว 
มะนาวสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ มะนาวฝรั�ง หรือเลม่อน (lemon) และมะนาว (lime) เลม่อน
หรือมะนาวฝรั�ง (lemon) Citrus limon Burm. f. ในบา้นเราเรียกวา่ มะนาวฝรั�ง หรือมะนาวนมยานบา้ง 
ลกัษณะทั�วไป ลาํตน้ตรงแข็งแรง และกิ�งแผ่เป็นพุ่มมีหนามเรียวสัIนใ บมีสีเขียวอ่อนอมเหลือง กา้นใ บ
มีหูที�ใ หญ่กวา่ส้มเขียวหวานเล็กนอ้ย ออกดอกเป็นกลุ่มตลอดปี ผลมีสีเหลืองอมเขียวที�เห็นไดช้ดั คือ
ส่วนปลายผลมีลกัษณะนูน สามารถแบ่งมะนาวฝรั�ง ออกได ้ดงันีI  
 1. พวกที�มีรสเปรีI ยว (acid lemon) ไดแ้ก่ ยูเรกา้ ลิสบอน  
 2. พวกที�มีรสหวาน (sweet lemon) รูปร่างคลา้ยเลม่อนแต่มีรสหวาน 
 3. อะนอมมาลสั เลม่อน (anomalous lemon) พนัธ์ุที�สาํคญัไดแ้ก่ รัiฟเลม่อน ซึ� งมีถิ�นกาํเนิดใ น
อินเดีย ผิวขรุขระจุกที�ปลายผลใหญ่ มีเมล็ดมาก 
 มะนาว (lime) Citrus aurantifolia Swing เชื�อวา่มีถิ�นกาํเนิดใ นอินเดีย พม่า ไทยและมาเลเซีย 
แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 
 1. มะนาวผลเล็ก (small-fruited acid lime) ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 1-4 นิIว แต่บางพนัธ์ุมีผล
ใ หญ่มาก รสเปรีI ยวจดั ผิวละเอียดมีสีเหลืองอมเขียว ได้แก่ มะนาวพืIนบ้าน มะนาวเม็กซิกนั และ
มะนาวไทย 
 2. มะนาวผลใหญ่ (large-fruited acid lime) ที�สาํคญัมี 2 พนัธ์ุ คือ 

2.1 ตาฮิติ (Tahiti) หรือ เปอร์เชียน (Persian) ลกัษณะตน้ไม่สูง แต่จะแตกกิ�งขยายออกเป็นพุ่ม   
ลาํตน้แข็งแรงมาก ใบมีขนาดใ หญ่ ตามกิ�งมีหนามนอ้ยมาก ผลมีขนาดใ หญ่กวา่มะนาวทั�วไป
แต่ผิวของ มะนาวตาฮิติ (Citrus latifolia Tan.) จดัอยู่ใ นกลุ่มเดียวกันกับมะนาวที�ปลูกใ น



5 
 

ประเทศไทย ซึ� งวยัของมะนาวใ นระยะที�เปลือกยงัคงเป็นสีเขียวคือลกัษณะที�ตอ้งการของ
ผูบ้ริโ ภคเนื�องจากอุดมไ ปด้วยสารประกอบหอมระเหยและมีกลิ�นเฉพาะตัว เปลือกของ
มะนาวตาฮิติบางกวา่มะนาวฝรั�ง ลกัษณะเด่นคือไม่มีเมล็ด และใหผ้ลตลอดทัIงปี 

  2.2 แบร์สไลม์ (Bearss lime) มีล ักษณะคล้ายพนัธ์ุตาฮิติแต่ผลใ หญ่กว่า (กองบรรณาธิการ
บณัฑิต เกษตรอาสา, 2529) 

2.2 พนัธ์ุมะนาว (ศุภกิจ แกว้ถนอม, 2540) 
พนัธ์ุมะนาวในเมืองไทยมีอยู่หลายพนัธ์ุ แต่พนัธ์ุที�นิยมปลูกกนัมากไดแ้ก่  
2.2.1 มะนาวแป้น เป็นมะนาวที�ไดจ้ากการเพาะเมล็ดมะนาวพนัธ์ุพืIนบา้นแลว้มีการกลายพนัธ์ุไปจน
ไดล้กัษณะที�ดี เป็นมะนาวพนัธ์ุที�คนนิยมปลูกมากที�สุด เพราะใ ห้ผลดกและออกผลตลอดทัIงปี ผลมี
ขนาดปานกลาง ทรงมนแป้น เปลือกบางใส มีสีเขียวอมเหลือง ไม่ค่อยมีเมล็ด 
2.2.2 มะนาวตาฮิติ เป็นพนัธ์ุที�นาํมาจากหมู่เกาะตาฮิติ เป็นมะนาวที�ไม่ตรงกบัรสนิยมของคนไทย แต่
มีขอ้ดีคือทนแลง้และติดผลไดดี้ตลอดทัIงปี ผลโ ตเปลือกหนา เมื�อแก่จดัผลยงัเป็นสีเขียวเขม้ มีนํI ามาก
เพราะในผลของมะนาวพนัธ์ุนีI ไม่มีเมล็ดอยู่เลย ดงันัIนการขยายพนัธ์ุจึงตอ้งใชว้ธีิการตอนกิ�งและติดตา
เท่านัIน มะนาวพนัธ์ุนีI มีราคาถูก จึงปลูกไวเ้พื�อใชใ้นยามที�มะนาวขาดตลาด 
2.2.3 มะนาวหนงั เป็นมะนาวที�ปลูกกนัทั�วไป มีลกัษณะผลใหญ่ ผลอ่อนมีลกัษณะกลมรีหวัทา้ยแหลม 
เมื�อโ ตขึIนผลจะค่อยๆ  สัIนเขา้และหวัทา้ยจะมนเขา้ เมื�อผลโ ตเต็มที�จะมีลกัษณะกลมค่อนขา้งยาว ดา้น
หวัมีจุกเล็กๆ  ผิวเรียบ เปลือกค่อนขา้งหนา จึงทาํใหเ้ก็บรักษาผลไวไ้ดน้าน มะนาวหนงัมีรสชาติเปรีI ยว
จดั เพราะมีเปอร์เซ็นต์กรดค่อนขา้งสูง มีนํIามาก 
2.2.4 มะนาวพม่า ผลมีลกัษณะผลกลมโ ตเกือบเท่าส้มเขียวหวานเมื�อผลเจริญเต็มที�กน้ผลยอ้ยแหลม 
เปลือกหนาและผิวหยาบ รสชาติเปรีI ยวแต่ไม่ค่อยมีกลิ�น จึงไม่นิยมปลูกกนัมากนกั 
 
 
 
 
 
 

รูปที� 2.1 พนัธ์ุมะนาว (A.) มะนาวแป้น, (B.) มะนาวตาฮิติ, (C.) มะนาวหนงั และ (D.) มะนาวพม่า 
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2.3 ลกัษณะทางสรีรวทิยาภายหลงัการเกบ็เกี�ยวของผลมะนาว 
มะนาวเป็นผลไมช้นิด non-climacteric fruit ซึ� งมีอตัราการหายใ จและสังเคราะห์เอทิลีนค่อนขา้งคงที�
ใ นระหว่างการแก่จนถึงสุก (สายชล เกตุษา, 2528) มะนาวจึงจดัเป็นไมผ้ลที�มีอตัราการหายใ จ การ
สังเคราะห์เอทิลีนตํ�า (Kader et.al., 1992) ดงันัIนปัญหาสําคญัที�ทาํใหม้ะนาวมีอายุหลงัการเก็บเกี�ยวสัIน 
คือ การคายนํI าซึ� งทาํใ ห้ผลเหี�ยว สีเปลือกเปลี�ยนจากสีเขียวเป็นเหลืองและนํI าตาลภายใ น 2 สัปดาห์ที�
อุณหภูมิห้อง เมื�อผลิตผลที�อยู่ใ นสภาวะขาดนํI าจะมีอตัราการหายใ จและสังเคราะห์เอทิลีนเพิ�มขึIน ทาํ
ใ ห้ผลผลิตมีการใ ช้อาหารสะสมใ นกระบวนการหายใ จ และปริมาณเอทิลีนเพิ�มขึIนอย่างรวดเร็ว เอ
ทิลีนไปเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมที์�เกี�ยวขอ้งกบัการสุกและเสื�อมสภาพของผล เช่น chlorophyllase ใ น
การสลายคลอโ รฟิลล์และ pectimethylesterase ใ นการนิ�มของผล เป็นตน้ (นิภา คุณทรงเกียรติ, 2541) 
นอกจากนีI ผลมะนาวมีปริมาณของแข็งทัI งหมดที�ละลายนํI าไ ด้ (Total Soluble Solids: TSS) และ
ปริมาณกรดที�ไทเทรตได้ (Tritratable acidity: TA) เพิ�มขึI น แต่ปริมาณวิตามินซีใ นผลผลิตจะมีการ
ลดลงภายหลงัการเก็บเกี�ยว (นิภา คุณทรงเกียรติ และคณะ, 2531)  

2.4. โครงสร้างของผลมะนาว 

ผลมะนาวประกอบดว้ยเนืIอเยื�อที�สามารถแบ่งไดเ้ป็นชัIนต่างๆ  คือ เปลือกชัIนนอก เปลือกชัIนกลางและ
กลีบผล (รูปที�  2.2) ใ นส่ วนชัI นแรกเป็นชัI นของ epicarp ประกอบด้วยส่ วนที� เป็นสี ของเปลือก 
(flavedo) ที� มีคลอโ รฟิลล์และสารสีอื�นๆ  ส่วนนีI ประกอบด้วยเนืI อเยื�อหลายชัI น คือชัI นนอกสุด 
(epidermis) ที� ผิวของชัI นนีI มี chitin และขีI ผึI งเคลือบอยู่เพื�อป้องกันการสู ญเสี ยนํI า ถัดมาคือ ชัI น 
collenchyma และ parenchyma ซึ� งมี chromatophores และต่อมนํI ามนัระเหย (oil grand) อยู่ชัIนที�สอง 
mesocarp หรือ albedo ประกอบด้วยเซลล์ที�อยู่กนัอย่างหลวมๆ  ไม่มี chromatophores เนืIอเยื�อชัIนนีI มี
ลกัษณะนุ่มและมีสีขาวตามธรรมชาติ เนื�องจากมีช่องวา่งใ นอากาศจาํนวนมาก ภายใ นเนืIอเยื�อ albedo 
ประกอบด้วยเซลล์ parenchyma ขนาดใ หญ่ที� มีส าร pectin และ hemicellulose ห่อหุ้มส่ วนของ 
endocrap ซึ� งเป็นส่วนที�ใชรั้บประทานส่วนเปลือก (pericarp) เป็นส่วนที�รวม albedo และ flavedo และ
ชัIนที�สาม คือชัIน endocarp ประกอบดว้ยกลีบผล 9-13 กลีบ แต่ละกลีบถูกแบ่งออกจากกนัด้วยผนัง
กลีบ (segment membrane) ที�ภายใ นมีถุงนํI า (juice vesicles) ซึ� งติดกับผนังกลีบด้านนอก (vesicle 
stalk) มีอยู่เป็นจาํนวนมากและมีเมล็ดอยู่ที�แกนกลางของผล (Ting and Attaway, 1980; Ting and 
Rouseeff, 1986) มะนาวใ ห้ผลผลิตตลอดทัI งปีแต่ผลผลิตมีน้อยใ นช่วงหน้าแล้ง (กุมภาพันธ์ – 
พฤษภาคม) ดชันีการเก็บเกี�ยวที�เหมาะสมอยู่ใ นช่วง 5 – 5.5 เดือนหลงัดอกบาน โ ดยสังเกตไดว้า่ผิวผล
มะนาวจะมีสีเขียวเขม้ เป็นมนัวาว และการเลือกเก็บเกี�ยวผลมะนาวใ ห้มีขัIวติด ไม่มีรอยแผลและรอย
ชํIา (จริงแท ้ศิริพานิช, 2538) จะช่วยใหม้ะนาวมีอายุการเก็บรักษายาวนานขึIน 
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รูปที� 2.2 ลกัษณะทางกายวภิาคของพืชตระกูลส้ม 
ที�มา : Spiegle-Roy and Goldschmidt (1996) 

 

2.5 การเปลี�ยนแปลงทางสรีรวทิยาและชีวเคมีของผลไม้ 
ผลผลิตภายหลงัการเก็บเกี�ยวมาแลว้ยงัคงมีชีวติอยู่ กระบวนการทางสรีรวทิยาและชีวเคมี เช่น การหาย 
การคายนํI า การสุก การอ่อนตวัของเนืIอเยื�อ และการสูญเสียคลอโ รฟิลล์ เป็นตน้ ยงัคงดาํเนินต่อไปซึ� ง
มีความสาํคญัต่อคุณภาพและอายุการเก็บรักษาของผลิตผล (ดนยั บุณยเกียรติ และ นิธิยา รัตนาปนนท,์ 
2546) การสูญเสียสีเขียวและการเกิดสีเหลืองโ ดยเฉพาะส่วนเปลือก และส่วนต่างๆ  ของผลิตผลที�เก็บ
เกี�ยวมา บ่งบอกถึงการเสื�อมสภาพของผลิตผล ซึ� งจะป้องกนัไม่ให้เกิดขึIน โ ดยเฉพาะในผลิตผลที�ใ ชสี้
ของเปลือกเป็นดชันีใ นการจาํหน่าย กระบวนการเหล่านีI จะเกิดขึIนช้าหรือเร็วขึIนกบั ชนิด อายุ ของ
ผลิตผลและสภาพแวดลอ้มในระหวา่งการเก็บรักษา (จริงแท ้ศิริพานิช, 2546) 

2.5.1 การสูญเสียนํ6า 
การสูญเสียนํI าใ นผลไม ้นอกจากมีผลโ ดยตรงต่อการสูญเสียนํI าหนักแล้ว ยงัทาํใ ห้ล ักษณะปรากฏ
ภายนอกของผลไมเ้หี�ยว ไ ม่เป็นที�ยอมรับของผูบ้ริโ ภค รวมทัIงคุณภาพภายใ นผลลดลงอีกด้วยการ
สูญเสียนํI าในผลิตผลเป็นปัจจยัหลกัที�ทาํให้เกิดการเสื�อมสภาพของผกัและผลไม ้ส่งผลใ หอ้ายุการวาง
จาํหน่ายสัIนลง ปกติเนืIอเยื�อพืชมีความชืIนสัมพทัธ์ประมาณ 80-95 เปอร์เซ็นต์โ ดยนํI าหนกั การลดลง
ของความชืIนหรือการลดลงของความดนัไอนํI าของอากาศ มีผลทาํใ ห้เนืIอเยื�อพืชเสื�อมสภาพ (ดนัย 
บุณยเกียรติ, 2540; สายชล เกตุษา, 2528) โ ดยทั�วไ ปผลไม้จะสูญเสียใ นรูปของไ อนํI าซึ� งมีช่องว่าง
ระหวา่งเซลลข์องพืช โ ดยการแพร่ออกทางช่องเปิดธรรมชาติการสูญเสียนํI าของพืชเกิดจากการคายนํI า
ซึ� งเกิดตลอดเวลา ผลิตผลมีการคายนํI าผ่านช่องทางที�สําคญั w ช่องทาง คือ ปากใ บ (stomata) ช่องเปิด
ตามธรรมชาติ (lenticel) ชัIนเคลือบผิว (cuticular surface) และบาดแผล (wound)  การคายนํI านอกจาก
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ทาํใ หน้ํI าหนกัผลผลิตลดลง แลว้ยงัทาํให้รสชาติของผลิตผลดอ้ยลงดว้ยโ ดยเฉพาะเนืIอสัมผสั (texture) 
ใ นพืชตระกูลส้มมกัมีการสูญเสียนํI าเร็วกว่าผลไมช้นิดอื�น เนื�องจากชัIน albedo ใ นเปลือกของผลไม้
ชนิดนีI  ประกอบดว้ย spongy cell โ ดยใ นระยะ mature เซลล์มีการเรียงตวักนัอย่างหลวมๆ  มีช่องว่าง
ระหว่างเซลล์มาก ทาํใ ห้เกิดการสูญเสียนํI าไ ด้เร็วกว่าผลไ ม้ชนิดอื�น และทาํใ ห้ผิวเหี�ยวไ ม่เป็นที�
ตอ้งการของผูบ้ริโ ภค ผลิตผลส่วนใ หญ่เมื�อสูญเสียนํI าหนกัสดเกินร้อยละ 3 จะหมดสภาพการซืIอขาย 
เนื�องจากมีเนืIอเยื�อชัIนผิว (epidermis) บางและไม่แข็งแรง เนืIอเยื�อใ ตช้ัIนผิวประกอบดว้ยนํI ามาก เมื�อมี
การคายนํIาและการสูญเสียนํI าหนกัเพียงเล็กนอ้ยก็แสดงอาการเหี�ยวปรากฏ (ดิเรก ทองอร่าม และคณะ, 
2546; จริงแท ้ศิริพานิช, 2553) ความสดของผลิตผลเป็นดชันีสําคญัใ นการเลือกซืIอผกัและผลไมข้อง
ผูบ้ริโ ภค ดงันัIนภายหลงัการเก็บเกี�ยวและการแปรรูปควรมีการเก็บรักษาผลิตผลใ นสภาพที�มีความชืIน
สัมพทัธ์สูงเพื�อป้องกนัการสูญเสียนํI า แต่สภาพที�มีความชืIนสูงก็ทาํใ ห้มีความเหมาะสมต่อการเจริญ
ของเชืIอจุลินทรีย ์(Nguyen-the และ Prunier, 1989)  

โ ดยทั�วไ ปมะนาวมีการสู ญเสี ยนํI าโ ดยการแพร่ออกทางช่องเปิดธรรมชาติ ที� เรียกว่า stomata 
(Kaewsuksaeng et al., 2011) ใ นพืชตระกูลส้มมกัมีการสูญเสียนํI าเร็วกว่าผลไมช้นิดอื�น เนื�องจากชัIน 
albedo ใ นเปลือกของผลไมช้นิดนีI  ประกอบดว้ย spongy cell โ ดยใ นระยะ mature เซลล์มีการเรียงตวั
กนัอย่างหลวมๆ  มีช่องวา่งระหวา่งเซลลม์าก ทาํใ หเ้กิดการสูญเสียนํIาไดเ้ร็วกวา่ผลไมช้นิดอื�น การเก็บ
รักษามะนาวที�อุณหภูมิตํ�าสามารถช่วยลดการสูญเสียนํI าได ้(จริงแท ้ศิริพานิช, 2538) โ ดยอุณหภูมิที�
เหมาะสมใ นการเก็บรักษามะนาวอยู่ใ นช่วง 10 องศาเซลเซียส (นุกูล เพ็ญพายพั, 2532; อภิญญา              
เจริญกุล, 2537) 

2.5.2 การสลายตัวของคลอโรฟิลล์ 
คลอโรฟิลล์ 

คลอโ รฟิลล์เป็นรงควตัถุสีเขียวที�พบอยู่ในคลอโ รพลาสต์ (chloroplast) คลอโ รฟิลลมี์หลายชนิดไดแ้ก่ 
คลอโ รฟิลล์เอ บี ซี และดี ซึ� งคลอโ รฟิลล์แต่ละชนิดมีโ ครงสร้างและคุณสมบติัแตกต่างกนั ทาํใ ห้
ความสามารถใ นการดูดกลืนแสงช่วงคลื�นต่างๆ  ของคลอโ รฟิลล์แต่ละชนิดต่างกนัดว้ย ใ นพืชชัIนสูง
จะพบคลอโ รฟิลล์เอ และคลอโ รฟิลล์บี ใ นอตัราส่วน 3:1 คลอโ รฟิลล์เป็นรงควตัถุที�ไม่ละลายนํI าแต่
ละลายได้ดีใ นตวัทาํละลาย เช่น แอลกอฮอล์ อะซีโ ตน และอีเธอร์ เป็นตน้ (จริงแท ้ศิริพานิช, 2549) 
โ ครงสร้างทางโ มเลกุลของคลอโ รฟิลลป์ระกอบดว้ย ส่วนที�ชอบนํIา (hydrophilic) มีหนา้ที�ดูดพลงังาน
แสง ส่วนนีI มีโ ครงสร้างเป็นไพโ รลแบบวงแหวน 4 วง (tetrapyrol rings) แต่ละวงมีไนโ ตรเจนเป็น
หลกัเกาะลอ้มรอบแมกนีเซียมไอออน (Mg2+) ซึ� งเป็นโ ครงสร้างที�ทาํใ ห้เกิดสี และมีส่วนหาง (phytol 
chain) ที�เป็นไฮโ ดรคาร์บอนต่อกนัเป็นสายยาวดงัแสดงในรูปที� 2.3  
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รูปที� 2.3 สูตรโ ครงสร้างของคลอโ รฟิลล์ 
ที�มา: Hörtensteiner and Kräutler (2000) 

 

การเสื�อมสลายของคลอโรฟิลล์และปัจจัยที�เกี�ยวข้อง 
การสลายตวัของคลอโ รฟิลล์ใ นผลิตผลสดส่วนใ หญ่เกิดขึIนใ นคลอโ รฟิลล์เอ มากกว่าคลอโ รฟิลล์บี 
โ ดยถูกกระตุ้นใ นการย่อยหรือทําลายโ ครงสร้างโ ดยเอนไ ซม์สําคัญที� เกี�ยวข้องกับกลไ กไ ด้แก่ 
chlorophyll-degrading peroxidase, Mg-dechelating substance, chlorophyllase, pheophytinase, 
pheophorbide a oxygenase และ red chlorophyll catabolite reductase โ ดยเอนไซมแ์ต่ละชนิดมีหนา้ที�
ย่อยและมีคุณสมบติัที�แตกต่างกนัก่อให้เกิดการสะสมอนุพนัธ์ุของสารสีคลอโ รฟิลลแ์ต่ละชนิดเกิดขึIน 
เช่ น  132-Hydroxychlorophyll a, pheophytin a, chlorophyllide a, pheophorbide a, red chlorophyll 
catabolite และ primary fluorescent chlorophyll catabolite ทา้ยที�สุดแลว้ก็จะเปลี�ยนเป็น เป็นสารไม่มี
สีที�มีโ มเลกุลขนาดเล็ก (รูปที� 2.4) 
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รูปที� 2.4 กลไกการสลายตวัของคลอโ รฟิลล ์
ที�มา: Aiamla-or et al. (2012) 

บทบาทของเอนไซม์หลกัที�เกี�ยวข้องการสลายตัวคลอโรฟิลล์ 
การสลายของคลอโ รฟิลลมี์เอนไซมที์�เกี�ยวขอ้งที�สาํคญั 5 ชนิด คือ  
1. chlorophyllase เป็น hydrophobic ของ plasmid membrane (Hirschfeid and Goldschmidt, 1983) ทาํ
ให้คลอโ รฟิลล์เปลี�ยนไปเป็น chlorophyllide และ phytol (Yamauchi และ Watada, 1991) โ ดยการเร่ง
กระบวนการไฮโ ดรไลซิส (hydrolysis) ของ Ester linkage ที�ตาํแหน่ง 7-propionic acid กบัหมู่ phytol 
ใ น โ มเล กุ ล ขอ ง chlorophyll แ ล ะ  pheophytin (Bortlik et al., 1990) แ ต่ก ารสั งเคราะห์ เอ นไ ซม ์
chlorophyllase ยงัไม่มีขอ้สรุปที�ชดัเจน (Drazkiewicz, 1994) นอกจากนีI  Moll et al. (1978) รายงานว่า 
การสังเคราะห์เอนไซม์ chlorophyllase ใ นใ บของ Phaseolus vulgaris จะถูกสังเคราะห์ขึIนที� plasmid 
ribosome ห ลังจาก นัI นจะมารวมกัน อ ยู่ที�  thylakoid membrane (Moll and De, 1979) ส่ วน ใ น ใ บ 
Chlorella protothecoides เอ น ไ ซม์  chlorophyllase จะ ถู ก สั งเคราะห์ ขึI น ที�  cytoplasmid ribosome 
(Ganoza and McFeeters, 1976) 

2. Mg-dechelating substance เป็นสารประกอบที�มีลกัษณะการทาํงานคลา้ยเอนไซม์หรือโ ปรตีน ทาํ
หน้าที�ยา้ยอะตอมของ Mg2+ จาก chlorophyllide (Langmeier et al., 1993) แลว้แทนที�ดว้ย 2H+  ทาํใ ห้
ได้อนุพนัธ์ุ pheophorbide รายงานส่วนใ หญ่พบมากที�เนืI อเยื�อไทลาคอยด์ (Langmeier et al., 1993) 
โ ดยคุณสมบติัของ Mg-dechelating substance ใ น Chenopodium album เป็นสารประกอบที�มีขนาด
เล็ก ��� ดาลตัล ค่อนข้างเสถียรต่อความร้อน (Shioi et al., 1996) Costa et al. (2002) รายงานว่า
กิจกรรมของ Mg-dechelation เกี�ยวขอ้งกบัสารประกอบที�มีขนาดโ มเลกุลเท่ากบั 2,180 ดาลตลั 
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3. pheophorbide a oxygenase เป็นเอนไซมที์�มีความจาํเพาะต่อสารตัIงตน้ คือ Pheophorbide a โ ดยจะ
ไปทาํใ ห้เกิดรอยแยกของวงแหวน porphyrin ring ของ pheophorbide ได้สาร fluorescent หรือ non-
fluorescent chlorophyll catabolite (Matile et al., 1996) 

4. chlorophyll-degrading peroxidase (chl-POX) เป็นเอนไ ซม์ที� เกี�ยวข้องกับการเกิดปฏิกิ ริยาออกซิ
เดชั�นของคลอโ รฟิลล์ โ ดยเขา้ไปทาํลายพนัธะคู่วงแหวน porphyrin ใ ห้เปลี�ยนไปเป็นสารที�ไ ม่มีสี  
(รูปที� 2.5) 

 
 

รูปที� 2.5 การสลายตวัของคลอโ รฟิลลที์�เกิดจากกระบวนการ Oxidation 
ที�มา: Yamauchi et al. (2004) 

 
5. pheophytinase เป็นเอนไซมที์�พบใ นคลอโ รพลาสของ Arabidopsis (Schelbert et al., 2009) โ ดยยีน 
pheophytin pheophorbide hydrolase, PPH ที�ท ําหน้าที� ใ นการย่อยสลายใ นกลไ กการสลายตัวของ
คลอโ รฟิลล์คือ pheophytinase โ ดยไปย่อยอนุพนัธ์ุ pheophytin ซึ� งเป็นอนุพนัธ์สารตัIงตน้เดียวกนัของ
เอนไ ซม์ chlorophyllase แล้วเกิดการสร้างอนุพันธ์ุ pheophorbide Kaewsuksaeng et al. (2011) ไ ด้
ศึกษากิจกรรมเอนไซม ์pheophytinase ใ นมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ (Citrus latofolia Tan.) หลงัการเก็บเกี�ยว
โ ดยทาํการหาวิธีการตรวจวดักิจกรรมเอนไซม ์พบวา่กิจกรรมเอนไซม ์pheophytinase มีกิจกรรมที�สูง
ใ นขณะที�ปริมาณคลอโ รฟิลล์เอ และบี ลดลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาสอดคลอ้งกบัการเหลือง
ของมะนาว โ ดยมีการสะสมของอนุพนัธ์ุ pheophorbide เพิ�มขึIนเมื�อระยะเวลาการเก็บรักษานานขึIน 
(รูปที� 2.6) เช่นเดียวกนัใ นบร็อคโ ครี�หลงัการเก็บเกี�ยวจะมีกิจกรรมเอนไซม์ pheophytinase สูง เมื�อสี
เปลี�ยนจากสีเขียวไปเป็นสีเหลือง (Aiamla-or et al., 2012) 
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รูปที� 2.6 การเพิ�มขึIนของอนุพนัธ์ุ pheophorbide a หลงัจากการปฏิกิริยาของเอนไซม ์ 
                pheophytinase ในมะนาว 
ที�มา: Kaewsuksaeng (2011) 

2.5.3 การสูญเสียวติามนิซี (Vitamin C) 
ผกัและผลไมเ้ป็นแหล่งวิตามินที�สาํคญัโ ดยเฉพาะวติามินเอและซี ซึ� งมีคุณสมบติัเป็นสารที�ฤทธิc รีดิวส์ 
อย่างรุนแรง ถูกออกซิไดส์ไดง่้ายแมโ้ ดยออกซิเจนในอากาศ วติามินซีทาํหนา้ที�เป็น antioxidant ใหแ้ก่
ร่างกายเพื�อไปคอยทาํลาย free radical ที�เกิดจากออกซิเจนที�เป็นอนัตรายต่อผนังเซลล์ ใ นปัจจุบนั
พบวา่วติามินซีมีส่วนเกี�ยวขอ้งกบัการทาํหนา้ที� immune ในร่างกายได ้เช่น ไปกระตุน้ให้ร่างกายสร้าง 
interferon ซึ� งเป็นโ ปรตีนที�ไปต่อตา้นเชืIอไวรัสที�ทาํใ ห้เกิดโ รคใ นระบบทางเดินหายใ จ นอกจากนีI
วติามินซียงัช่วยกระตุน้ให้ร่างกายทาํการสังเคราะห์ antibodies IgG และ IgM เพื�อมาทาํหนา้ที�ป้องกนั
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การติดเชืIอใ นร่างกายอีกดว้ย และยงัพบว่าการรับประทานวิตามินซีวนัละ 10 มิลลิกรัม สามารถลด
อาการแพไ้ดเ้ป็นอย่างดี วิตามินเอ และวิตามินซีใ นผลไมค่้อนขา้งเสถียร วิตามินซีส่วนใ หญ่อยู่ใ นรูป 
reduce ascorbic acid (90 เปอร์เซ็นต์) ผกัและผลไมที้�เก็บเกี�ยวมาใ หม่และมีการจดัการที�ดี จะมีปริมาณ
วิตามินซีอยู่สูง ส่วนผกัผลไมที้�ขาดการจดัการที�ดีหลงัการเก็บเกี�ยวปริมาณวิตามินซีจะลดลงอย่าง
รวดเร็ว (Horemans et al., 2000) การสูญเสียวิตามินซีเกิดขึIนไดง่้ายเมื�อผลิตผลเกิดบาดแผล เช่น การ
หั�น การตดั หรือการชํI า เป็นต้น ซึ� งรวมทัIงสภาพแวดล้อมใ นระหว่างการเก็บรักษาก็มรบทบาทที�
สาํคญัต่อการสูญเสียวติามินซีของผลผลิต (จริงแท ้ศิริพานิช, 2538) 

2.6 การปฏิบัตหิลงัการเกบ็เกี�ยวของผลมะนาว 
การเก็บรักษาผลมะนาว จะขึIนอยู่กบักระบวนการทางสรีรวิทยาและชีวเคมี ตลอดจนสภาพแวดลอ้ม
ภายหลังการเก็บเกี�ยวเป็นสําคัญ วิธีการต่างๆ  ที�นํามาใ ช้เก็บรักษามีหลายวิธี ซึ� งมีวิธีการต่างๆ  
ดงัต่อไปนีI  

2.6.1 การใชค้วามร้อน 
การใ ช้ความร้อนเป็นการป้องกนักาํจดัโ รคโ ดยวิธีทางกายภาพหรือทางฟิสิกส์ เป็นการใ ชอุ้ณหภูมิสูง
เพื�อระงับหรือยบัยัIงการเจริญเติบโ ตของโ รคบริเวณผิวและภายใ นเนืIอเยื�อพืช โ ดยความร้อนนัI น
สามารถทาํใ ห้เชืIอจุลินทรียอ์่อนแอหรือตายได ้แต่ไม่เป็นอนัตรายต่อเนืIอเยื�อพืช ความร้อนที�ใ ชก้็มีทัIง
ความร้อนแห้ง (hot air) และความร้อนชืI น  (humidified hot air) ห รือแช่ใ นนํI าร้อน (hot water) 
(ประเทือง สง่าวงศ์, ����) การใ ช้ความร้อนที�มีอุณหภูมิตํ�ากว่าอุณหภูมิที� เป็นอนัตรายกับผลไ ม ้
สามารถกําจัดหรือยบัยัIงการเข้าทําลายของเชืI อจุลินทรีย์ไ ด้ การใ ช้ความร้อนฆ่าเชืI อจุลินทรีย์มี
ประโ ยชน์ใ นแง่ตน้ทุนตํ�า ใ ช้เครื�องมือง่ายๆ  และไม่มีสารเคมีตกคา้งบนผิวของผลไม ้(จริงแท้ ศิริ
พานิช, 2537) 

2.6.2 การใชส้ารเคลือบผิว 
การขดัและการเช็ดหรือการลา้งนํI าเพื�อทาํความสะอาด จะทาํใ ห้ไขธรรมชาติที�มีใ นผกัและผลไมบ้าง
ชนิดหลุดหายไปบางส่วน ซึ� งมีผลทาํใ ห้ผลิตผลมีการสูญเสียนํI ามากขึIน และยงัอ่อนแอต่อการเข้า
ทาํลายจากเชืIอจุลินทรีย ์การเคลือบผิวให้ผลิตผลใ หม่ดว้ยไขก็จะช่วยลดการสูญเสียนํI าออกทางผิว ลด
การหายใ จ ช่วยป้องกนัการเขา้ทาํลายของจุลินทรียต่์างๆ  และยงัช่วยปรับปรุงลกัษณะปรากฏใ ห้เห็น
จากภายนอกของผลิตผลใหมี้ความสวยงามดึงดูดผูบ้ริโ ภคดว้ย (กนกมณฑล ศรศรีวชิยั, 2526)  

2.6.3 การบรรจุในถุงพลาสติก 
การยืดอายุการเก็บรักษาผกัและผลไม ้โ ดยการเก็บในถุงพลาสติก แลว้นาํไปเก็บไวใ้นตูเ้ย็นทาํใ ห้เก็บ
รักษาผลไมไ้ดน้านขึIน (พีรเดช ทองอาํไพ, ����) การบรรจุในถุงพลาสติก จะช่วยลดอตัราการคายนํI า
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ของผลและลดการแลกเปลี�ยนแก๊สระหวา่งภายใ นและภายนอกผล จึงทาํใ ห้ลดอตัราการหายใ จและ
การสังเคราะห์เอทิลีนได้ แต่ใ นการเก็บรักษาไวใ้ นถุงพลาสติกที�ปิดสนิทควรเก็บไวอุ้ณหภูมิตํ�าที�
เหมาะสม มิฉะนัIนจะเกิดการหายใ จแบบไม่ใ ชอ้อกซิเจน ผลจะเน่าและมีกลิ�นหมกัได ้(นิภา คุณทรง
เกียรติ และคณะ, 2541) 

2.6.4 การใชอุ้ณหภูมิตํ�า 
ผลผลิตทางการเกษตรหลังการเก็บเกี� ยวแล้วยงัคงมีชีวิตอยู่ ท ําใ ห้มีกระบวนการต่างๆ เกิดขึI น
เช่นเดียวกบัที�ดาํเนินการอยู่ภายใ นเนืIอเยื�อของผลผลิตขณะยงัติดบนตน้ โ ดยที�อาจมีการเปลี�ยนแปลง
ช้าห รือเร็วขึI นอยู่กับ ชนิดของผล ผลิ ตแล ะส ภาพแวดล้อม ซึ� งอุณหภูมินับ ว่าเป็ นปั จจัยทาง
สภาพแวดลอ้มที�สําคญัในการเก็บรักษาผกัและผลไมใ้ห้มีคุณภาพคงเดิม การเก็บรักษาไวที้�อุณหภูมิตํ�า
จะช่วยชะลอการเน่าเสียของผลิตผลได ้โ ดยจะทาํใ ห้ขบวนการเมแทบอลิซึมต่างๆ  ภายใ นเซลล์ เช่น 
อตัราการหายใจและการสังเคราะห์เอทิลีนเกิดชา้ลง ตลอดจนช่วยชะลอหรือยบัยัIงการเจริญเติบโ ตและ
การแพร่ระบาดของเชืIอจุลินทรียที์�จะเขา้ทาํลายผลิตผลได ้(ดนยั บุณยเกียรติ และนิธิยา รัตนาปนนท์, 
2531) 

2.6.5 การใชส้ารเคมี ปัจจุบนัไดมี้การแบ่งออกเป็น � ประเภทใหญ่ ๆ  ดงันีI  คือ 

2.6.5.1 สารเคมีที� ใ ช้ใ นการยบัยัIงการสังเคราะห์เอทิลีน ไ ด้แก่  aminoethoxyvinylglycine 
(AVG) และ aminooxy acetic acid (AOA) การพ่น AVG ก่อนการเก็บเกี�ยวแอปเปิลสามารถ
ชะลอการสุกได ้(Bramlage et. al., 1980) นอกจากนีIยงัสามารถยบัยัIงกระบวนการสุกของสาลี� 
(Romani et.al., 1982)  
2.6.5.2. สารเคมีที�ใ ช้ใ นการยบัยัIงการทาํงานของเอทิลีน การใ ช้สารเคมีใ นการยบัยัIงการ
ทํางานของเอทิลีนมีคุณสมบัติที� ดีกว่าสารเคมีที�อยู่ใ นกลุ่มยบัยัIงการสังเคราะห์เอทิลีน 
เนื�องจากพืชมีการตอบสนองต่อเอทิลีนไดท้ัIงจากแหล่งภายใ นและภายนอก (Abeles et.al., 
1992) ดงันัIนการควบคุมเอทิลีนใ นขัIนตอนการสังเคราะห์จึงมีขอ้จาํกดัเนื�องจากผลิตผลอาจ
ไดรั้บเอทิลีนจากแหล่งภายนอก (Feng et.al., 2000) ดว้ยเหตุนีIการใ ชต้วัยบัยัIงการทาํงานของ
เอทิลีนจึงมีความเหมาะสมหรือมีคุณสมบติัที�ดีกว่าเมื�อนํามาใ ช้ก ับผลิตผลทางการเกษตร 
เนื�องจากตัวยบัยัIงดังกล่าวจะสามารถป้องกันและต่อต้าน เอทิลีนไ ด้ Serek et.al. (1994) 
รายงานวา่สารประกอบที�ใชใ้นการยบัยัIงการทาํงานของเอทิลีนมีหลายชนิดไดแ้ก่ 

- silver thiosulphte (STS) จดัเป็นตวัยบัยัIงที�มีประสิทธิภาพ แต่ขอ้จาํกดัของการใ ช ้
silver คือ ทาํใหเ้กิดของเสียที�กาํจดัยากและสามารถสร้างมลภาวะใหก้บัสิ�งแวดลอ้มได ้

- สารประกอบ �,�- nonbornadiene มีประสิทธิภาพใ นการยบัยัIงการทาํงานของเอ
ทิลีนได้ดี แต่ขอ้เสียคือมีกลิ�นฉุนรุนแรง มีคุณสมบติัใ นการกดักร่อน จึงไ ม่เหมาะสมที�จะ
นาํมาใชก้บัผลิตผลทางการเกษตรมากนกั 
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- diaro derivative (DACP) สามารถจบักบัตวัรับเอทิลีนได ้แต่มีประสิทธิภาพในการ
ยบัยัIงการทาํงานของเอทิลีนตํ�า และมีขอ้จาํกดัคือเมื�อใ ช้ที�ความเขม้ขน้สูงอาจเกิดการระเบิด
ได ้

การใ ช้ตวัยบัยัIงการทาํงานของเอทิลีนดงักล่าวอาจไม่เหมาะแก่การนาํมาใ ช ้ดว้ยเหตุผลหรือ
ขอ้จาํกดัหลายประการ ดงันัIนจึงไดมี้ความพยายามที�จะหาสารใ หม่ทดแทน ซึ� งเมื�อไม่นานมา
นีI ไดมี้การคน้พบสารประกอบ 1-methycyclopropene (1- MCP) เป็นสารที�มีคุณสมบติัในการ
ยบัยัIงเอทิลีนโ ดยสามารถจบักบัตวัรับเอทิลีน ทาํใ ห้สามารถยบัยัIงการทาํงานของเอทิลีนได ้
นอกจากนัIนสารดงักล่าวยงัมีคุณสมบติัที�ดีใ นการนาํมาใ ชก้บัผลิตผลทางการเกษตร เนื�องจาก
เป็นสารประกอบที�ไ ม่มีกลิ�น ไ ม่เป็นพิษ และมีประสิทธิภาพสูง ที�ระดับความเข้มข้นตํ�า 
(Kende et.al., 1982; Serek et.al., 1994)   
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บทที� 3 

อุปกรณ์และวธีิการ 
  

3.1 การเตรียมผลผลติ 
ใ นการทดลองครัI งนีI ใ ช้มะนาวพนัธ์ุแป้นขนส่งมาจากจงัหวดัเพชรบุรี และพนัธ์ุตาฮิติขนส่งมาจาก
จงัหวดัเชียงใหม่ ทาํการทดลอง ณ หอ้งปฏิบติัการคณะทรัพยากรชีวภาพและเทคโ นโ ลยี มหาวิทยาลยั
เทคโ นโ ลยีพระจอมเกลา้ธนบุรี พืIนที�การศึกษาบางขุนเทียน กรุงเทพฯ หลงัจากนัIนทาํการคดัเลือกผล
มะนาวที�มีขนาดผลใ กลเ้คียงกนั มีสีเขียวสมํ�าเสมอเกือบทัIงผล ไม่มีรอยตาํหนิจากโ รค หลงัจากนัIน
นาํมาทาํความสะอาด ตดัแต่งขัIวผลใหเ้รียบร้อย จากนัIนนาํเขา้ชุดการทดลอง 

3.2 การวางแผนการทดลอง 
3.2.1 การทดลองที� 1 ศึกษาลกัษณะทางเคมแีละทางกายภาพของมะนาว H สายพนัธ์ุ ได้แก่ 

พนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ 
นาํมะนาวพนัธ์ุแป้น และมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ ที�ไดจ้ากขัIนตอนการเตรียมผลผลิต จากนัIนนาํมาเก็บรักษา
ที�อุณหภูมิ �� องศาเซลเซียส ทาํการวิเคราะห์ผลจนกระทั�งหมดอายุการเก็บรักษา โ ดยวางแผนการ
ทดลองแบบ CRD (Completely Randomized design) แต่ละการทดลองมี 5 ซํI า เก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส หลงัจากนัIนวเิคราะห์การเปลี�ยนแปลงทุกๆ  � วนั โ ดยมีชุดการทดลองดงันีI  

ชุดการทดลองที� 1 : มะนาวพนัธ์ุแป้น 
ชุดการทดลองที� 2 : มะนาวพนัธ์ุตาฮิติ  

การบนัทึกผลการทดลอง ดงันีI  
1. การสูญเสียนํIาหนกั 
2. สีเปลือก (L* และ Hue angle) 
3. ปริมาณของแข็งทัIงหมดที�ละลายนํIาได ้(total soluble solid, TSS) 
4. ปริมาณกรดที�ไตเตรทได ้(titratable acidity, TA) 
5. ปริมาณคลอโ รฟิลลเ์อ 
6. ปริมาณคลอโ รฟิลลท์ัIงหมด 
7. ปริมาณวติามินซีทัIงหมด (Roe et al., 1948) 
8. กิจกรรมเอนไซม ์chlorophyllase และ pheophytinase 
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3.2.2 การทดลองที� 2 ศึกษาการทําบริสุทธิJเอนไซม์ chlorophyllase และ pheophytinase ที�

สกดัได้จากเปลือกมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ   

ทาํการเก็บตวัอย่างเปลือกมะนาวในรูป acetone powder โ ดยเก็บตวัอย่างเปลือกมะนาวพนัธ์ุทัIง 2 พนัธ์ุ
ในวนัสุดทา้ยของการเก็บรักษาจากการทดลองที� 1 เพื�อใ ชใ้ นการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซมท์ัIง � ชนิด 
ไ ด้แก่  chlorophyllase และ pheophytinase และนําไ ปใ ช้ส กัดโ ปรตีนใ นการทําบริสุ ทธิc  โ ดยใ ช ้
ammonium sulfate ((NH4)2SO4) ที�ความเขม้ขน้ตัIง �-��� เปอร์เซ็นต์ 
นาํเอนไซม์บริสุทธิc จากการทดลองขา้งตน้วิเคราะห์คุณสมบติัทางเคมีของเอนไซม์ chlorophyllase 
และ pheophytinase  ดงันีI  (Kaewsuksaeng et al., 2010) 

1. pH ที�เหมาะสม (the pH optimum) 
 �. อุณหภูมิที�เสถียร (the temperature stability) 

3.3 บันทึกผลการทดลอง 

3.3.1 การเปลี�ยนแปลงนํIาหนกัสด  

การวดัการสูญเสียนํI าหนกัสด ทาํโ ดยชั�งนํI าหนกัสดใ นแต่ละชุดการทดลอง ตลอดระยะเวลาการเก็บ
รักษาแลว้คิดเป็นร้อยละของการสูญเสียนํIาหนกั โ ดยคาํนวณการสูญเสียนํIาหนกัจากสมการ 
  

 การสูญเสียนํIาหนกั (ร้อยละ) = นํIาหนกัเริ�มตน้ – นํIาหนกัหลงัการเก็บรักษา   × 100 
                นํIาหนกัเริ�มตน้                     

 

3.3.2 การเปลี�ยนแปลงสีเปลือก  
ทาํการวดัการเปลี�ยนแปลงสีเปลือกมะนาวด้วยเครื�องวดัสี Minolta Chroma Meter (Model CR-100, 
Tokyo, Japan) โ ดยใ ห้ผลสัมผสักบัหัววดัมากที�สุด ทาํการวดัสี 2 ครัI ง ต่อ ผล โ ดยวดับริเวณกลางผล
ทัI ง 2 ด้าน และใ ช้ระบบการวดัสีแบบ Three-dimension color space ซึ� งรายงานผลเป็นค่า Hunter 
Scale (McGuire, 1992; Voss, 1992) ประกอบดว้ยค่าต่างๆ  ดงันีI   

- L* เป็นค่าความสวา่งของสี ซึ� งค่า L* มีค่า 0 ถึง 100  
ถา้ค่า L* สูง หมายถึง มีความสวา่งมาก แต่ถา้ค่า L* ตํ�า หมายถึง มีสีเขม้มาก  

- a* เป็นค่าการแสดงออกของสีในช่วงสีเขียวไปจนถึงสีแดง  
เมื�อค่า a* เป็นลบจะอยู่ในช่วงสีเขียว ถา้ค่า a* เป็นบวกจะอยู่ในช่วงสีแดง  

- b* เป็นค่าการแสดงออกของสีในช่วงสีนา้เงินไปจนถึงสีเหลือง  
เมื�อค่า b* เป็นลบจะอยู่ในช่วงสีนํIาเงิน ถา้ค่า b* เป็นบวกจะอยู่ในช่วงสีเหลือง  
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- Hue หรือ Hue angle สามารถคาํนวณไดจ้ากมุมระหวา่งดา้นตรงขา้มกบัมุมฉาก และ 0° บน
แกนของ a (เขียวนํI าเงิน/ม่วงแดง) และ ° Hue จะเป็นคาํนวณอยู่ใ นระหว่าง 0° - 360° ของวงสี ดัง
แสดงในรูปที� 3.1  
การอ่านผล คือ ถา้ค่าที�ไดอ้ยู่ใกล ้ ��° แสดงใหเ้ห็นวา่สีเปลือกมะนาวเกิดการเปลี�ยนเป็นสีเหลือง
ทัIงหมด แต่ถา้ค่าที�ไดอ้ยู่ใกล ้���° แสดงใหเ้ห็นวา่สีเปลือกมะนาวยงัเป็นสีเขียว  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 
 

รูปที� 3.1 color chart 
 

3.3.3 ปริมาณคลอโ รฟิลล ์(Moran, 1982) 
ชั� งตัว อ ย่างเป ลื อ ก ม ะ น าว ป ริม าณ  � .25 ก รัม  แ ล้ว หั� น ใ ห้ เป็ น ชิI น เล็ ก  จาก นัI น เติม  N-N, 
Dimethylformamide ปริมาตร 5 ml นาํไปตัIงทิIงไวที้�มืดที�อุณหภูมิ w องศาเซลเซียส นาน � คืน นาํไป
กรองด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 2 แลว้นาํสารละลายไปวดัหาค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื�อง 
spectrophotometer (Shimadzu, Japan) ที�ความยาวคลื�น ��3 และ �w5 nm นําค่าการดูดกลืนแสงที�
อ่านได้มาคาํนวณหาปริมาณคลอโ รฟิลลจ์ากสมการ 
 

Ca (µl /mg of plant extract) = (12.7A663 – 2.69A645) * wl 
Cb (µl /mg of plant extract) = (22.9A645 – 4.68A663) * wl 
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Ca+b(µl /mg of plant extract) = (20.2A645 + 8.02A663) * wl 
กาํหนดให ้
A หมายถึง ค่าดูดกลืนแสงที�อ่านไดจ้ากความยาวช่วงคลื�น (nm) 
Ca หมายถึง Chlorophyll a 
Cb หมายถึง Chlorophyll b 
Ca+b หมายถึง Total chlorophyll 
wl หมายถึง การสูญเสียนํIาหนกัสด (%) 

3.3.4 ปริมาณของแข็งทัIงหมดที�ละลายนํIาได ้                                                                                                                           
นํานํI ามะนาวมาวิเคราะห์หาปริมาณของแข็งที�ละลายนํI าไ ด้หรือ total soluble solids โ ดยใ ช้ Hand 
refractometer โ ดยใ ช้ Hand refractometer ยี�ห้อ  ATAGO รุ่น N1 ค่าที� ไ ด้อ่ านไ ด้เป็ นองศาบ ริก ซ์ 
(oBrix) 

3.3.5 ปริมาณกรดที�ไทเทรตได ้(Association of Official Analytical Chemistry, 1990)                                                                                                                             
นํานํI ามะนาวป ริมาณ  5 มิล ลิ ลิ ตร มาไ ท เท รตกับ  NaOH ความเข้มข้น  0.1 นอ ร์มัล   โ ดยใ ช ้
phenolphthaline ความเข้มข้น  1 เป อร์เซ็นต์ ป ริมาณ 1-2 หยด เป็น indicator จนถึงจุดยุติ (เมื� อ
สารละลายมีสีชมพูอ่อนอย่างน้อย 30 วินาที) แล้วคาํนวณปริมาณกรดที�ไตเตรตได้ใ นรูปของกรด                
ซิตริก ตามสมการ ดงันีI  
   % TA   =   (ml NaOH) (N NaOH) (meq.wt.citric acid) ×100 
                                                                        Wt of sample 

meq.wt.citric acid = 0.064 

3.3.6 ปริมาณวิตามินซีทัIงหมด (Roe et al., 1948) 
นาํตวัอย่างนํI ามะนาว 5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Metaphosphoric acid ความเขม้ขน้ร้อยละ 5 ปริมาตร 
20 มิลลิลิตร (ทาํใ นที�เย็น) ปั�นใ ห้ละเอียดโ ดยใ ช้เครื� อง Homogenizer หลงัจากนัIนนําไปกรองด้วย
กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 ส่วนที�กรองได้นาํมาวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินซีทัIงหมด โ ดยนํา
สารละลายที�ได้ 0.4 มิลลิลิตร ใ ส่ใ นหลอดทดลอง เติมสารละลาย Indophenol ความเข้มขน้ร้อยละ 
0.02 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เขย่าใ ห้เขา้กนั ตัIงทิIงไว ้นาน 2-3 นาที จากนัIนใ ห้สังเกตสีของสารละลาย
หากสีของสารละลายเสถียรเป็นสีชมพูแลว้จึงเติมสารละลายต่อไป (หากสีของสารละลายไม่เปลี�ยน
หรือไม่ปรากฏสีชมพู ใ ห้ทาํการเจือจางสารละลายดว้ยสารละลาย metaphosphoric acid ความเขม้ขน้
ร้อยละ 5 จนตวัอย่างมีสีชมพู) จากนัIนเติมสารละลาย thiourea ความเข้มข้นร้อยละ 2 ปริมาตร 0.4 
มิลลิลิตร และ 2,4 – dinitrophenyl hydrazine (DNP) ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร แลว้
นําไปบ่มใ น Water bath ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั�วโ มง หลังจากนัI นเติมสารละลาย 
Sulfuric acid ความเขม้ขน้ร้อยละ 85 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ทาํใ นที�เย็น) ตัIงทิIงไวที้�อุณหภูมิห้อง นาน 
30 นาที นําไ ปวดัค่าดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 540 นาโ นเมตร เพื�อหาปริมาตร ascorbic acid 
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ทัIงหมด โ ดยนําค่าการดูดกลืนแสงที�อ่านได้มาคาํนวณกบักราฟมาตรฐานของ ascorbic acid ความ
เขม้ขน้ 0 10 20 30 40 50 และ 60 มิลลิกรัมต่อลิตร 

3.3.7 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซมที์�เกี�ยวขอ้งกบัการสลายตวัของคลอโ รฟิลล ์
3.3.7.1 การเตรียม Chlorophyll a acetone solution (ดดัแปลงจาก Costa et al., 2005) 
นาํใ บปวยเหล็งหั�นเป็นชิIนเล็กๆ  แลว้ชั�งนํI าหนกัมา 15 กรัม เติม acetone ปริมาตร 60 มิลลิลิตร นาํไป
ปั�นใ ห้ละเอียดด้วย homogenizer เป็นเวลา 3 นาที กรองตวัอย่างด้วยผา้ miracloth หลังจากนัIน เติม 
dioxane ปริมาตร 10.5 ml และเติมนํI ากลั�น 15 มิลลิลิตร เขย่าใ ห้เขา้กนั ทิIงไวใ้ นที�มืด อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั�วโ มง หลงัจากนัIน นาํสารละลายไ ปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็วรอบ 10,000 x g ที�
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที เก็บตะกอนไ ว ้แล้วเติม acetone ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 
dioxane ปริมาตร 6 มิลลิลิตร และนํI ากลั�นปริมาตร 14 มิลลิลิตร เขย่าใ ห้ตะกอนละลาย ทิIงไ วใ้ นที�
มืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั�วโ มง หลงัจากนัIนนาํสารละลายไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็วรอบ 
10,000 x g ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทส่วนใ สทิIง เก็บตะกอนไวแ้ลว้เติม petroleum 
ether ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใ ช้แท่งแก้วคนใ ห้ตะกอนละลาย จากนัIนนําสารละลายที�ได้ซึ� งเรียกว่า 
crude chlorophyll ไปแยกเอาเฉพาะ chlorophyll a โ ดยใ ช้ sugar chromatography column โ ดยวิธีการ
บรรจุ column มีดงันีI  ใ ส่สําลีเขา้ไปใ น column แลว้ผสมนํI าตาลกบั petrolium ether (ใ ส่นํI าตาลใ นบีก
เกอร์แลว้ค่อยๆ เติม  petrolrum ether ตามลงไป) ใ ส่ลงใ น column ใ ชแ้ท่งแกว้อดัให้นํI าตาลใน column 
แน่น และพยายามอย่าใ ห้มีฟองอากาศ เพื�อเวลาแยก chlorophyll จะได้แถบของ chlorophyll a แยก
ออกมาไดเ้ท่าๆ กนั หลงัจากใ ส่นํI าตาลลงใ น column เสร็จ แลว้จึงเติม Na2SO4 ลงไปใ น column แลว้
วางกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 ลงไป เติม crude chlorophyll ลงไปโ ดยใ ช้ cetrolrum ether เป็น
ตวัชะใ ห้ carotenoid เคลื�อนที�ลงมา หลังจาก carotenoid ซึ� งเป็นสารละลายสีเหลือง ไ หลลงมาไ ด้
ประมาณครึ� งหนึ� งของ column ใ ห้เป ลี �ยนส ารล ะล ายที �ใ ช ้เป็ น  petroleum ether : Isopropanal 
(99.5 : 0.5 v/v) สังเกตสารละลายใ นบีกเกอร์ ถา้เปลี�ยนเป็นสีเขียวปนนํI าเงิน ใ ห้เปลี�ยนมาใ ช้บีก
เกอร์ที�หุม้ดว้ยฟอยด์มารองรับแทน นาํ chlorophyll a ที�แยกไดป้ริมาตร 30 ml มาระเหยเอาสารละลาย 
petroleum ether : isopropanal ออกด้วยเครื� อง evaporator โ ดยใ ช้อุณหภูมิตํ�ากว่า 30 องศาเซลเซียส 
จากนัIนเติม acetone ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วนําไปวดัหาความเขม้ข้นของ chlorophyll a ที�ค่าการ
ดูดกลืนแสงที� ��1.6 และ �w4.8 นาโ นเมตร โ ดยใ ช้เครื�อง spectrophotometer (Shimadzu, Japan) นาํ
ค่าการดูดกลืนแสงที�อ่านได้มาคาํนวณหาความเขม้ขน้ของ chlorophyll a จากสมการ 

Chlorophyll a concentration (µl /mg of plant extract) 11.24A
661.6

- 2.04A
644.8 

กาํหนดให ้ 
A คือ ค่าดูดกลืนแสงที�อ่านไดจ้ากความยาวคลื�น (nm) 
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3.3.7.2 การเตรียม acetone powder เพื�อใ ช้วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ที�เกี�ยวขอ้งกบัการสลายตวั
ของคลอโ รฟิลล ์(Arkus et al., 2005) 

นาํเปลือกมะนาว 5 กรัม เติม acetone ที�เย็นจดั ความเขม้ �� เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงไป 
แลว้นาํไปปั�นใ ห้ละเอียดดว้ยเครื�อง homogenizer จากนัIน กรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 
โ ดยใ ช้ปัiมอากาศ นาํตะกอนที�ไดล้า้งดว้ย acetone และนาํไปปั�นอีกจนกระทั�งตะกอนไม่มีสี (เป็นสี
ขาว) จึงเติม diethyl ether ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ทิIงไ ว้ใ ห้แห้งนาน 3 ชั�วโ มงใ น desiccator เก็บ 
Acetone power ที�อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส สําหรับใ ช้ใ นการวิเคราะห์เอนไซม์ที�เกี�ยวของกบัการ
สลายตวัของคลอโ รฟิลล ์

3.3.7.3 ก ารเตรียม pheophytin a เพื� อ ใ ช้ เป็ น  substrate ใ นกิ จก รรมของเอนไ ซม์  pheophytinese 
(ดดัแปลงจาก Schelbert et al., 2009) 

นํา Chlorophyll a ปริมาตร 3 ml เติม HCl ที�ความเข้มข้น 0.1 N ปริมาตร 2 หยด หลังจากนัI น เติม 
NaOH ที�ความเขม้ขน้ 0.1 N ปริมาตร 2 หยด  
3.3.7.4 การสกดั crude enzyme สาํหรับกิจกรรมของ chlorophyllase (Suzuki and Shioi, 2002) 
นํ า  acetone powder 0.5 ก รัม  เติม ส ารล ะ ล าย phosphate buffer pH 7 (50 mM KCI แ ล ะ  0.12% 
TritonX-100) ที�ความเขม้ขน้ 50 mM ปริมาตร 15 ml คนใ ห้เขา้กนัที�อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 1 
ชั�วโ มง กรองดว้ย miracloth จากนัIนนาํไปปั�นเหวี�ยง ที�ความเร็ว 16000×g ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที 
3.3.7.5 การสกดั crude enzyme สาํหรับกิจกรรมของ pheophytinase (Schelbert et al., 2009) 
นาํ acetone powder 0.5 กรัม เติมสารละลาย Tris-HCl pH 8 ที�ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโ มลาร์ ปริมาตร 15 
มิลลิลิตร คนใ ห้เขา้กนัที�อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั�วโ มง กรองดว้ย miracloth จากนัIน นาํไป 
ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 16000×g ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
3.3.7.6 กิจกรรมของเอนไซม ์Chlorophyllase (Amir-Shapira et al., 1987) 
นาํ crude enzyme ที�สกดัได้ (จาก 3.2.7.4) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาทาํปฏิกิริยากบั Tritron-X100 ที�
ความเขม้ขน้ 1.44 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เติม chlorophyll a acetone solution (ความเขม้ขน้ 
��� มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของ acetone) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และ phosphate buffer (pH 7.5) ที�
ความเขม้ขน้ 0.1 โ มล ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 25 องสาเซลเซียส นาน 40 นาที หยุด
ป ฏิกิ ริยาโ ดยเติม acetone ป ริมาตร 4 มิล ลิ ลิ ตร แ ล ะแ ยก ส่ วนของ chlorophyllide a ออก จาก 
chlorophyll a โ ดยเติม hexane ปริมาตร 4 มิลลิลิตร จากนัIนนําส่วนของสารละลายชัIนล่าง มาวดัค่า
ดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 663 นาโ นเมตร โ ดยใ ช้เครื� อง spectrophotometer (Shimadzu, Japan) 
จากนัIน นาํค่าการดูดกลืนแสงที�ได้มาคาํนวณหากิจกรรมของเอนไซม์โ ดยเทียบกบัค่า Coefficient 
ของ chlorophyllide a = 76.79 mM·cm-1 โ ดยมีหน่วยของเอนไซมคื์อ Unit.mg-1protein  
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3.3.7.7 กิจกรรมของเอนไซม ์pheophytinese (ดดัแปลงจาก Schelbert et al., 2009) 
นาํ crude enzyme ที�สกดัได้ (จาก 3.2.7.5) ปริมาตร 0.5 ml มาทาํปฏิกิริยากบั Tris-HCl pH 8 ที�ความ
เขม้ขน้ 15 มิลลิโ มลาร์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ pheophytin a ปริมาตร 0.2 ml บ่มที�อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หยุดปฏิกิริยาโ ดยเติม acetone ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และแยกส่วนของ 
pheophocide a ออกจากชัI นของ pheophytin a โ ดยเติม hexane ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําส่วนของ
สารละลายชัIนล่างมาวดัค่าการดูดกลืนคลื�นแสงที�ความยาวคลื�น 535 นาโ นเมตร จากนัIนนาํค่าการ
ดูดกลืนแสงที�ไ ด้มาคาํนวณเทียบกบัค่า Coefficient ของ pheophocide a = 7.08 mM·cm-1 โ ดยมี
หน่วยของเอนไซมคื์อ Unit.mg-1protein 

3.3.7.8 การทาํบริสุทธิc เอนไซม ์chlorophyllase และ pheophytinase (Kaewsuksaeng et al., 2010) 
นํา acetone powder 1.5 กรัม เติมสารละลาย phosphate buffer pH 7 (50 มิลลิโ มลาร์ KCI และ 0.12
เปอร์เซ็นต์ tritonX-100) ที�ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโ มลาร์ ปริมาตร 30 มิลลิลิตร คนให้เขา้กนัที�อุณหภูมิ 
0 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั�วโ มง กรองดว้ย mila cloth จากนัIน นาํไป centrifuge ที�ความเร็ว 10,000×g 
ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนัI นนํา crude enzyme ที�สกัดไ ด้มาเติม Ammonium 
sulfate (0-20 เปอร์เซ็นต์ (NH4)2SO4) (ดงัภาคผนวก ข.) คนใ ห้เขา้กนัที�อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 
1 ชั�วโ มง (หรือจนกว่าสารละลาย) จากนัIนนาํไป centrifuge ที�ความเร็ว 10,000×g ที�อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที จากนัIนนาํ crude enzyme ที�สกดัได ้ไดม้าเติม ammonium sulfate (20-40, 40-
60, 60-80 และ 80-100 เปอร์เซ้นต์ (NH4)2SO4) (ภาคผนวก ข.) คนใ ห้ เข้าก ันที�อุณหภูมิ 0 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั�วโ มง (หรือจนกว่าสารละลาย) จากนัIนนาํไป centrifuge ที�ความเร็ว 10,000×g ที�
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที นาํ ตะกอนที�ไดจ้ากการปั�นเหวี�ยงมาเติม phosphate buffer pH 
7.5 ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโ มลาร์ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร จากกนัIนนาํไปวิเคราะห์หากิจกรรมเอนไซม ์
chlorophyllase (จาก 3.2.7.6)  และ pheophytinase (จาก 3.2.7.7)  

3.3.7.9 วเิคราะห์ปริมาณโ ปรตีน ตามวธีิของ Bradford  
การเตรียมสารละลาย Coomassie billiant blue  โ ดยนาํสาร Coomassie blue 100 มิลลิกรัม มาละลาย
ใ นเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 จํานวน 50 มิลลิลิตร จนกระทั�งละลายหมด แล้วเติมสาร 
phosphoric acid ความเข้มข้นร้อยละ 85 จาํนวน 100 มิลลิลิตร ผสมใ ห้เข้าก ัน หลังจากนัI นปรับ
ปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร ดว้ยนํIากลั�น นาํไปกรองดว้ยกระดาษกรอง Whatsman เบอร์ 2   

การวเิคราะห์ปริมาณโ ปรตีน   
ดูดสารละลายส่วนใสที�สกดัได ้ 1 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย Coomassie blue 4 มิลลิลิตรเขย่าให ้
ผสมเป็นเนืIอเดียวกนัตัIงทิIงไว ้ 30 นาที แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 595 นาโ นเมตร 
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จากนัIนนาํค่าที�อ่านไดไ้ปเทียบกบักราฟมาตรฐาน BSA (bovine serum albumin) และรายงานผลใน 
หน่วย มิลลิกรัมต่อมิลลิลิลตร   
 

 
รูปที� 3.2 กราฟโ ปรตีนมาตรฐานกบัค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 595 นาโ นเมตร 

การเตรียมโ ปรตีนมาตรฐาน   
ชั�งโ ปรตีนมาตรฐาน BSA (Bovine Serum Alumin, Sigma Co.,Ltd.) จาํนวน 2.5 มิลลิกรัม ละลายใน 
สารละลายใน phosphate buffer pH 6.0 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ไดเ้ป็นสารละลายโ ปรตีนเขม้ขน้ 100 
ไมโ ครกรัมต่อมิลลิลิตรแลว้นาํสารละลายโ ปรตีนที�ไดม้าเจือจางดว้ย phosphate buffer pH 7.0 ที� 
ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ และนาํมาสร้างกราฟมาตรฐาน (รูปที� 3.2) กาํหนดให ้ 
A คือ ค่าดูดกลืนแสงที�อ่านไดจ้ากความยาวคลื�น (นาโ นเมตร) 

3.4 สถานที�ทําการทดลองและเกบ็ข้อมูล 

 

 

 

 

 
 
 

1. 
 
2. 

ณ ห้องปฏิบัติการเทคโ นโ ลยีหลังการเก็บเกี�ยว หลักสูตรเทคโ นโ ลยีหลังการเก็บเกี�ยวคณะ
ทรัพยากรชีวภาพและเทคโ นโ ลยี มหาวทิยาลยัเทคโ นโ ลยีพระจอมเกลา้ธนบุรี (บางขุนเทียน) 
ณ ห้องปฏิบติัการเทคโ นโ ลยีการเกษตร คณะเทคโ นโ ลยีและการพฒันาชุมชน มหาวิทยาลัย
ทกัษิณ วทิยาเขตพทัลุง 
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บทที� 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การทดลองที�  1 การศึกษาการเปลี�ยนแปลงทางเคมีและทางกายภาพของ
มะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิต ิ
การศึกษาการเปลี�ยนแปลงทางเคมีและทางกายภาพหลงัการเก็บเกี�ยวของมะนาว � สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ 
พนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ ใ นระหวา่งการเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบการเปลี�ยนแปลง
ในดา้นต่างๆ  ดงันีI  

4.1.1 การสูญเสียนํ6าหนัก 
การสูญเสียนํI าหนักของมะนาว 2 สายพันธ์ุ ไ ด้แก่ สายพนัธ์ุแป้น และสายพันธ์ุตาฮิติ พบว่าการ
เปลี�ยนแปลงนํI าหนกัสดมีแนวโ นม้เพิ�มขึIนตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา (รูปที� 4.1) โ ดยพบวา่มะนาว
พนัธ์ุตาฮิติมีการสูญเสียนํI าหนักน้อยกว่ามะนาวพนัธ์ุแป้น จึงทาํใ ห้มะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีอายุการเก็บ
รักษานานกว่ามะนาวพนัธ์ุแป้น ซึ� งมะนาวพนัธ์ุแป้นมีอายุการเก็บรักษานาน �� วนั (การสูญเสีย
นํI าหนกัเท่ากบั  4.42 เปอร์เซ็นต์)  และใ นส่วนของมะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีอายุการเก็บรักษานาน �w วนั 
(การสูญเสียนํI าหนกัเท่ากบั 3.64 เปอร์เซ็นต์) อย่างไรก็ตามการสูญเสียนํI าหนกัของมะนาวทัIง 2 สาย
พนัธ์ุไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (ภาคผนวก ก.1) 
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รูปที� 4.1 การสูญเสียนํIาหนกัของมะนาว 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ พนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ ในระหวา่งการ 
              เก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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4.1.2 การเปลี�ยนแปลงสีเปลือกของมะนาว 

ค่าความสวา่ง (L*value) 
ค่าความสว่างของมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติมีแนวโ น้มเพิ�มขึIนตลอดอายุการเก็บรักษา โ ดย
พบวา่ค่าความสวา่งของมะนาวทัIง 2 สายพนัธ์ุ ในวนัเริ�มตน้ของการเก็บรักษามีค่าใกลเ้คียงกนั แต่เมื�อ
เก็บรักษานานขึIนมะนาวพนัธ์ุแป้นมีค่าความสวา่งเพิ�มขึIนมากกวา่พนัธ์ุตาฮิติ ซึ� งแสดงวา่สีเปลือกของ
มะนาวพนัธ์ุแป้นมีการเปลี�ยนแปลงไปเป็นสีเหลืองเร็วกว่าพนัธ์ุตาฮิติ ดงันัIนจึงทาํใ ห้มีอายุการเก็บ
รักษาเพียง 18 วนั ใ นขณะที�มะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีการเปลี�ยนแปลงสีช้ากว่าและมีอายุการเก็บรักษา 24 
วนั เมื�อพิจารณาการเปลี�ยนแปลงค่าความสว่างระหว่างมะนาวทัIง 2 สายพนัธ์ุ พบว่ามีความแตกต่าง
กนัทางสถิติ (p≤ 0.05) (ภาคผนวก ก.2) (รูปที� 4.2) 
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รูปที� 4.2 การเปลี�ยนแปลงค่าความสวา่ง L* value ของมะนาว 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ พนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุ       
               ตาฮิติ ในระหวา่งการเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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ค่า Hue angle  
การเปลี�ยนแปลงค่า Hue angle ของเปลือกมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ จากผลการทดลองพบว่า
การเปลี�ยนแปลงค่า Hue angle ของมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ มีแนวโ นม้ลดลงอย่างต่อเนื�องจน
สิIนสุดอายุการเก็บรักษา โ ดยพนัธ์ุตาฮิติค่า Hue angle เท่ากบั 89.52 ใ นวนัที� 24 ของการเก็บรักษาซึ� งมี
ค่าน้อยกว่ามะนาวพันธ์ุแป้น ที� มีค่า Hue angle เท่าก ับ 95.76 ใ นวนัที�  18 ของอายุการเก็บรักษา                     
(รูปที� 4.3) การลดลงของค่า Hue angle สูงแสดงให้เห็นวา่สีเปลือกมะนาวมีการพฒันาสีจากสีเขียวไป
เป็นสี เหลืองมากขึI น (รูปที�  4.4) อย่างไ รก็ตามจากผลการทดลองไ ม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 
(ภาคผนวก ก.3) 
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รูปที� 4.3 การเปลี�ยนแปลงค่า Hue angle ของมะนาว 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ มะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุ  
               ตาฮิติ ในระหวา่งการเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

 

 

 

 

 

รูปที� 4.4  แสดงการเปลี�ยนแปลงสีเปลือกของมะนาว 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ มะนาวพนัธ์ุแป้น และมะนาว 
พนัธ์ุตาฮิติ A. วนัเริ�มตน้ของการเก็บรักษามะนาวพนัธ์ุแป้น (วนัที� 0), B. วนัสุดทา้ยของการ
เก็บรักษามะนาวพนัธ์ุแป้น (วนัที� 18), C. วนัเริ�มต้นของการเก็บรักษามะนาวพนัธ์ุตาฮิติ 
(วนัที� 0), D. วนัสุดทา้ยของการเก็บรักษามะนาวพนัธ์ุตาฮิติ (วนัที� 24) 
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4.1.3 ปริมาณกรดที�ไทเทรตได้ (Titratable acidity)  
ปริมาณกรดที�ไทเทรตไดจ้ากนํI าคัIนเนืIอของมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติ มีค่าเริ�มตน้ใ กลเ้คียงกนั
คือ 4.23 และ 4.10 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั ใ นระหวา่งการเก็บรักษา พบวา่ปริมาณกรดที�ไทเทรตไดข้อง
มะนาวพนัธ์ุแป้นมีแนวโ น้มเพิ�มขึIนจากวนัที� 0 และมีค่าเท่ากบั 5.33 เปอร์เซ็นต์ ใ นวนัที� 18  ของการ
เก็บรักษา ในขณะที�ปริมาณกรดที�ไทเทรตในนํI าคัIนของมะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีค่าค่อนขา้งคงที�ในช่วง 18 
วนัของการเก็บรักษา หลงัจากนัIนเพิ�มขึIนเล็กน้อย โ ดยใ นวนัที� 24 ของการเก็บรักษามีปริมาณกรดที�
ไทเทรตได้เท่ากบั 4.33 เปอร์เซ็นต์ มื�อพิจารณาปริมาณกรดที�ไทเทรตได้ใ นมะนาวทัIง 2 สายพนัธ์ุ 
พบวา่ ปริมาณกรดที�ไทเทรตไดใ้นมะนาวพนัธ์ุแป้นมากกวา่พนัธ์ุตาฮิติอย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (รูปที� 
4.5) (ภาคผนวกที� ก.4)  

0 3 6 9 12 15 18 21 24
0

1

2

3

4

5

6

7

Paan

Tahiti

Days of storage

Ti
tr

at
ab

le
 a

ci
di

ty
 (

%
)

 

รูปที� 4.5 ปริมาณกรดทัIงหมดที�ไทเทรตจากนํIาคัIนเนืIอของมะนาว 2 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ พนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุ 

               ตาฮิติในระหวา่งการเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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4.1.4 ปริมาณของแขง็ทั6งหมดที�ละลายนํ6าได้ (Total soluble solids) 

ปริมาณของแข็งทัIงหมดที�ละลายนํI าได้จากนํI าคัIนของมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ จากผลการ
ทดลองพบวา่ปริมาณของแข็งทัIงหมดที�ละลายนํI าไดใ้นนํI าคัIนของมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ มี
ค่าคงที�ตลอดอายุเก็บรักษา (รูปที� 4.6) โ ดยพบวา่มะนาวพนัธ์ุแป้นมีปริมาณของแข็งทัIงหมดที�ละลาย
นํI าไดสู้งกวา่ มะนาวพนัธ์ุตาฮิติ ซึ� งมีค่าเท่ากบั 6.30 ๐Brix (ใ นวนัที� 18 ของการเก็บรักษา) และมะนาว
พนัธ์ุตาฮิติมีปริมาณของแข็งทัIงหมดที�ละลายนํIาไดเ้ท่ากบั 5.90 (ใ นวนัที� 24ของการเก็บรักษา) อย่างไร
ก็ตามจากผลการทดลองไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (ภาคผนวก ก.5) 
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รูปที� 4.6 ปริมาณของแข็งทัIงหมดที�ละลายนํIาไดจ้ากนํIาคัIนเนืIอของมะนาว 2 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ พนัธ์ุแป้น  
              และพนัธ์ุตาฮิติในระหวา่งการเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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4.1.5 ปริมาณคลอโรฟิลล์เอ 

ปริมาณคลอโ รฟิลล์เอ ใ นเปลือกมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ จากผลการทดลองพบว่า การ
เปลี�ยนแปลงปริมาณคลอโ รฟิลลเ์อมีแนวโ นม้ลดลงอย่างต่อเนื�องจนหมดอายุการเก็บรักษาในวนัที� 18 
ใ นมะนาวพันธ์ุแป้น และวนัที�  24 ใ นมะนาวพันธ์ุตาฮิติ (รูปที�  4.7) โ ดยการลดลงของปริมาณ
คลอโ รฟิลล์เอใ นเปลือกมะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีการลดลงช้ากวา่มะนาวพนัธ์ุแป้น โ ดยใ นวนัสุดทา้ยของ
การเก็บรักษาพบว่ามะนาวพนัธ์ุแป้นมีปริมาณคลอโ รฟิลล์เอ เท่ากบั 2.63 mg/100 g FW และมะนาว
พนัธ์ุตาฮิติมีปริมาณคลอโ รฟิลล์เอ เท่ากบั 1.50 mg/100 g FW ซึ� งการเปลี�ยนแปลงคลอโ รฟิลล์เอยิ�งมี
ค่ามาก แสดงว่ามีการเปลี�ยนแปลงสีเปลือกของมะนาวที�พฒันาจากสีเขียวไปเป็นสีเหลืองไดม้ากขึIน 
จากผลการทดลองไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (ภาคผนวก ก.6) 
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รูปที� 4.7 การเปลี�ยนแปลงปริมาณคลอโ รฟิลลเ์อ ของมะนาว 2 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ พนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ 
              ในระหวา่งการเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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4.1.6 ปริมาณคลอโรฟิลล์ทั6งหมด 

ปริมาณคลอโ รฟิลล์ทัI งหมดใ นเปลือกมะนาวพนัธ์ุแป้น และมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ จากผลการทดลอง
พบวา่การเปลี�ยนแปลงปริมาณคลอโ รฟิลลท์ัIงหมด มีแนวโ นม้ลดลงอย่างต่อเนื�องจนหมดอายุการเก็บ
รักษาในวนัที� 18 ใ นมะนาวพนัธ์ุแป้น และวนัที� 24 ในมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ (รูปที� 4.8) โ ดยการลดลงของ
ปริมาณคลอโ รฟิลล์ทัIงหมดในเปลือกมะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีการลดลงชา้กวา่มะนาวพนัธ์ุแป้น โ ดยใ นวนั
สุดทา้ยของการเก็บรักษาพบวา่มะนาวพนัธ์ุแป้นมีปริมาณคลอโ รฟิลล์ทัIงหมด เท่ากบั 4.93 mg/100 g 
FW  และมะนาวพันธ์ุตาฮิติมีปริมาณคลอโ รฟิลล์ทัI งหมด เท่ากับ 3.05 mg/100 g FW จากผลการ
ทดลองไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (ภาคผนวก ก.7) 
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รูปที� 4.8 ปริมาณคลอโ รฟิลลท์ัIงหมดของมะนาว 2 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ พนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติในระหวา่ง 
               การเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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4.1.7 ปริมาณวติามนิซีทั6งหมด (Total ascorbic acid) 
การเปลี�ยนแปลงปริมาณวติามินซีทัIงหมดของมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติพบวา่ปริมาณวติามินซี
ทัIงหมดมีแนวโ น้มเพิ�มสูงสุดใ นวนัที� 6 ของการเก็บรักษาใ นมะนาวพนัธ์ุแป้นหลงัจากจากมีค่าลดลง
อย่างต่อเนื�องจนกระทั�งหมดอายุการเก็บรักษา ใ นขณะที�ประมาณวิตามินซีทัIงหมดใ นมะนาวพนัธ์ุ 
ตาฮิติมีการเปลี�ยนแปลงเล็กนอ้ยในช่วง 18 วนัแรกของการเก็บรักษา หลงัจากนัIนมีค่าลดลงจนสิIนสุด
อายุการเก็บรักษา (รูปที� 4.9)โ ดยมีความแตกต่างกนัทางสถิติ (p≤ 0.05) (ภาคผนวก ก.8)   
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รูปที� 4.9 ปริมาณวติามินซีทัIงหมดของมะนาว 2 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ พนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติในระหวา่งการ 
              เก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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4.1.8 กจิกรรมเอนไซม์ chlorophyllase 
การเปลี�ยนแปลงกิจกรรมเอนไ ซม์ chlorophyllase ใ นมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติจากผลการ
ทดลองพบวา่ กิจกรรมเอนไซม ์chlorophyllase มีแนวโ นม้เพิ�มสูงขึIนตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาใ น
วนัที� 18 ใ นมะนาวพนัธ์ุแป้น และวนัที� 24 ใ นมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ โ ดยใ นวนัสุดทา้ยของการเก็บรักษา
พบว่ามะนาวพนัธ์ุแป้นมีกิจกรรมเอนไซม์มากกว่าพนัธ์ุตาฮิติ ซึ� งมีค่าเท่ากบั 0.66 Unit/mg protein 
และพนัธ์ุตาฮิติมีกิจกรรมเอนไ ซม์ chlorophyllase เท่าก ับ 0.57 Unit/mg protein อย่างไ รก็ตามไ ม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติ (รูปที� 4.10) (ภาคผนวก ก.9) 
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รูปที� 4.10 กิจกรรมเอนไซม ์chlorophyllase ของมะนาว 2 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ พนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติใน 
                ระหวา่งการเก็บรักษาที�อุณหภูมิ �� องศาเซลเซียส 
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4.1.9 กจิกรรมเอนไซม์ pheophytinase 
การเปลี�ยนแปลงกิจกรรมเอนไซม ์pheophytinase ของมะนาวพนัธ์ุแป้น และมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ จากผล
การทดลองพบวา่กิจกรรมเอนไซม ์pheophytinase มีแนวโ นม้เพิ�มขึIนตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาใ น
วนัที� �� ใ นมะนาวพนัธ์ุแป้น และวนัที� �w ใ นมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ โ ดยใ นวนัสุดทา้ยของการเก็บรักษา
พบว่ามะนาวพนัธ์ุแป้นมีกิจกรรมเอนไซม์มากกว่าพนัธ์ุตาฮิติ ซึ� งมีค่าเท่ากบั 0.12 Unit/mg protein 
และพนัธ์ุตาฮิติมีกิจกรรมเอนไ ซม์ pheophytinase เท่าก ับ 0.09 Unit/mg protein อย่างไ รก็ตามไ ม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติ (รูปที� 4.11) (ภาคผนวก ก.10) 
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รูปที� 4.11 กิจกรรมเอนไซม ์pheophytinase ของมะนาว 2 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ พนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติใน 
                ระหวา่งการเก็บรักษาที�อุณหภูมิ �� องศาเซลเซียส 
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4.2 ก าร ท ด ล อ งที�  2 ศึ ก ษ าก ารทํ าบ ริ สุ ท ธิJ เอ น ไซ ม์  chlorophyllase แ ล ะ

pheophytinase ที�สกดัได้จากเปลือกมะนาว สายพนัธ์ุแป้น และสายพนัธ์ุตาฮิต ิ
ศึกษาการทาํบริสุทธิc ซึ� งเก็บตวัอย่างเปลือกมะนาวที�เหลืองสมบูรณ์ (เหลือง 100 เปอร์เซ็นต์ ของผิว
เปลือก) จากการทดลองที� 1โ ดยเก็บตวัอย่างใ นรูป acetone powder เพื�อนําไปใ ช้ใ นการทาํบริสุทธิc
เอนไ ซม์ โ ดยใ ช้ ammonium sulfate ((NH4)2SO4) ที�ความเข้มข้นตัI งแต่ �-��� เปอร์เซ็นต์วิเคราะห์
กิจกรรมเอนไซมท์ัIง � ชนิด ไดแ้ก่ chlorophyllaseและ pheophytinaseโ ดยผลการทดลองดงัต่อไปนีI  

4.2.1 การทําบริสุทธิJเอนไซม์ chlorophyllase โดยใช้ ammonium sulfate ((NH4)2SO4) ที�
ความเข้มข้นตั6งแต่ b-dbb เปอร์เซ็นต์ 
จากการทดลองสกัดเอนไ ซม์ chlorophyllase โ ดยใ ช้ ammonium sulfate ที� ช่วงระดับความเข้มข้น 
ไดแ้ก่ 0-20, 20-40, 40-60, 60-80 และ 80-100 เปอร์เซ็นต์เพื�อทาํใ ห้โ ปรตีนตกตะกอน ผลการทดลอง
พบวา่ระดบัความเขม้ขน้ของ ammonium sulfate ที�มีผลต่อการตกตะกอนของโ ปรตีนอยู่ใ นช่วง 0-60 
เปอร์เซ็นต์ มะนาวพนัธ์ุแป้น และมะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุดใ นช่วงระดับความ
เข้มข้นของ ammonium sulfate ที�  20-40 เป อร์เซ็นต์ โ ดยมะนาวพัน ธ์ุแป้นมีกิ จกรรมเอนไ ซม ์
chlorophyllase สูงกว่ามะนาวพนัธ์ุตาฮิติ (รูปที� 4.12) จากช่วงความเขม้ขน้ 0-60 เปอร์เซ็นต์ ดงักล่าว
จึงนาํมาศึกษาช่วงระดบัความเขม้ขน้ของ ammonium sulfate เพิ�มเติม คือ 0-10, 10-20, 20-30, 30-40 
และ 40-50 เปอร์เซ็นต์ เพื�อใ ห้ทราบถึงระดับความเข้มข้นของ ammonium sulfate ที� มีผลต่อการ
ตกตะกอนโ ปรตีนดีที�สุด และมีกิจกรรมของเอนไซม์ chlorophyllase สูงสุด ซึ� งพบว่าระดับความ
เขม้ขน้ของ ammonium sulfate ที� 10-20 เปอร์เซ็นต์มีผลต่อการตกตะกอนโ ปรตีนใ นมะนาวพนัธ์ุแป้น
และมะนาวพนัธ์ุตาฮิติดีที�สุด และมีกิจกรรมเอนไซม ์chlorophyllase มากที�สุด (รูปที� 4.13)  
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รูปที� 4.12 การทาํบริสุทธิc เอนไซม ์chlorophyllase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติโ ดยใช ้
                 ammonium sulfate 



35 
 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
Tahiti lime

Paan lime

0-10 40-5030-4020-3010-20

% (NH4)2SO4

∆
O

D
66

7.
 m

in
-1

 f
or

 c
h

lo
ro

p
h

yl
la

se

 
รูปที� 4.13 การทาํบริสุทธิc เอนไซม ์chlorophyllase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติโ ดยใช ้
                 ammonium sulfate   

4.2.2 การทําบริสุทธิJเอนไซม์ pheophytinase โดยใช้ ammonium sulfate ((NH4)2SO4) ที�
ความเข้มข้นตั6งแต่ b-dbb เปอร์เซ็นต์ 
การทาํบริสุทธิc เอนไซม ์pheophytinaseโ ดยใ ช ้ammonium sulfate ที�ระดบัความเขม้ขน้ไดแ้ก่0-20, 20-
40, 40-60, 60-80 และ 80-100 เปอร์เซ็นต์พบวา่ช่วงระดบัความเขม้ขน้ของ ammonium sulfate ที�มีผล
ต่อการตกตะกอนของโ ปรตีนและมีกิจกรรมเอนไ ซม์ pheophytinase สูงที� สุ ดอยู่ใ นช่วง 40-60 
เปอร์เซ็นต์ โ ดยมะนาวพันธ์ุแป้นมีกิจกรรมเอนไ ซม์ pheophytinase สู งกว่ามะนาวพันธ์ุตาฮิติ                    
(รูปที� 4.14) และทาํการศึกษาเพิ�มเติมใ นระดบัความเขม้ขน้ของ ammonium sulfate ไดแ้ก่ 30-40, 40-
50, 50-60, 60-70 และ 70-80 เปอร์เซ็นต์ พบว่าระดับความเข้มข้นของ ammonium sulfate ที�  40-50 
เปอร์เซ็นต์มีผลต่อการตกตะกอนโ ปรตีนใ นมะนาวพนัธ์ุแป้นและมะนาวพนัธ์ุตาฮิติดีที�สุด และมี
กิจกรรมเอนไซม ์pheophytinase มาก (รูปที� 4.15)  
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รูปที� 4.14 การทาํบริสุทธิc เอนไซม ์pheophytinase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติโ ดยใช ้
                ammonium sulfate   
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รูปที� 4.15 การทาํบริสุทธิc เอนไซม ์pheophytinase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติโ ดยใช ้
                ammonium sulfate   
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4.2.3 วเิคราะห์คุณสมบัติทางเคมขีองเอนไซม์ chlorophyllase และ pheophytinase ดังนี6 
พี เอชที� เหมาะสม (pH optimum) ต่อการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม์ chlorophyllase และ 
pheophytinase 
จากผลการทดลองระดบัพีเอชต่างๆ  ที�เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม ์chlorophyllase และ 
pheophytinase พบว่าการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม์ chlorophyllase มีกิจกรรมเอนไซม์เพิ�มสูงขึIนเรื� อยๆ  
เมื� อ  pH ของส ารล ะล าย phosphate buffer (50 mM KCI และ 0.12% TritonX-100) เพิ% ม ขึ) นและมี
ค่าสูงสุดเมื%อ pH เท่ากบั 7.0 หลงัจากนั)นกิจกรรมเอนไซม์ chlorophyllase ก็เริ%มลดลงและตํ%าสุด เมื%อ 
pH เท่ากับ 8.5 โ ดยมะนาวพันธ์ุแป้นมีกิจกรรมเอนไ ซม์ที� สูงกว่ามะนาวพันธ์ตาฮิติ (รูปที�  4.16) 
ใ นขณะที�กิจกรรมเอนไซม์ pheophytinase มีกิจกรรมสูงสุดเมื�อ pH ของ phosphate buffer (50 mM 
KCI และ 0.12% TritonX-100) เท่ากบั 8.0 และมะนาวพนัธ์ุแป้นจะมีกิจกรรมเอนไซม์สูงกว่ามะนาว
พนัธ์ุตาฮิติ (รูปที� 4.17)  
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รูปที� 4.16 พีเอชที�เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม ์chlorophyllase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและ   
                 พนัธ์ุตาฮิติ 
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รูปที� 4.17 พีเอชที�เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม ์pheophytinase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและ 
                พนัธ์ุตาฮิติ 

อุณหภูมิที�เสถียร (temperature stability) ต่อการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม์ chlorophyllase 

และ pheophytinase 
จากการทดลองอุณหภูมิที�ใ ชใ้ นการบ่มปฏิกิริยาเอนไซม ์chlorophyllase และ pheophytinase แตกต่าง
กัน ไ ด้แก่  20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส โ ดยอุณหภูมิที� เหมาะสมใ นการบ่มต่อการ
เกิดปฏิกิ ริยาเอนไ ซม์ chlorophyllase มีกิจกรรมเอนไ ซม์ chlorophyllase สูงที� สุดเท่ากับ 30 องศา
เซลเซียส ทัIงมะนาวพนัธ์ุแป้นและมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ (รูปที� 4.18) และอุณหภูมิที�เหมาะสมต่อการ
เกิดปฏิกิริยาเอนไซม์ pheophytinase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติเท่ากบั 40 องศาเซลเซียส 
และเมื�ออุณหภูมิที� ใ ช้ใ นการบ่มสู งขึI น กิจกรรมเอนไ ซม์ chlorophyllase และ pheophytinase มี
แนวโ นม้ลดลง (รูปที� 4.19)  
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รูปที� 4.18 อุณหภูมิที�เสถียรต่อการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม ์ chlorophyllase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและ 
                พนัธ์ุตาฮิติ 
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รูปที� 4.19 อุณหภูมิที�เสถียรต่อการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม ์pheophytinase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและ 

                พนัธ์ุตาฮิติ 
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บทที� 5 
วจิารณ์ผลการทดลอง 

5.1 การศึกษาการเปลี�ยนแปลงทางเคมีและทางกายภาพของมะนาวพนัธ์ุแป้น และ

พนัธ์ุตาฮิต ิ
การศึกษาลกัษณะทางเคมีและทางกายภาพของมะนาวพนัธ์ุแป้น และมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ ใ นระหว่าง
การเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา่เมื�อทาํการเก็บรักษามะนาวทัIง 2 สายพนัธ์ุเป็นระยะ
เวลานานขึIนทาํใ ห้มีการสูญเสียนํI าหนกัสดเพิ�มสูงขึIนดว้ย โ ดยการสูญเสียนํI าหนกัสดมีแนวโ น้มเพิ�ม
สูงขึIนจากค่าเริ�มตน้ของวนัแรกในการเก็บรักษา ซึ� งการสูญเสียนํIาหนกัสดของมะนาวพนัธ์ุแป้นมีการ
สูญเสียนํI าหนกัสดสูงกว่ามะนาวพนัธ์ุตาฮิติ โ ดยมะนาวพนัธ์ุแป้นมีอายุการเก็บรักษา 18 วนั และใ น
ส่วนของมะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีอายุการเก็บรักษา 24 วนั การสูญเสียนํIาหนกัสดของมะนาวทัIง 2 สายพนัธ์ุ 
แสดงใหเ้ห็นวา่เมื�อมีอายุการเก็บรักษานานขึIนการสูญเสียนํIาหนกัสดก็เพิ�มสูงขึIนดว้ย โ ดยทั�วไปผลไม้
จะสูญเสียใ นรูปของไอนํI าซึ� งมีช่องวา่งระหวา่งเซลล์ของพืช โ ดยการแพร่ออกทางช่องเปิดธรรมชาติ
การสูญเสียนํI าของพืชเกิดจากการคายนํI าซึ� งเกิดตลอดเวลา การคายนํI านอกจากทาํใ ห้นํI าหนกัผลผลิต
ลดลง แลว้ยงัทาํใหร้สชาติของผลิตผลดอ้ยลงดว้ยโ ดยเฉพาะเนืIอสัมผสั (Texture)ในส่วนของมะนาวมี
การสูญเสียนํI าโ ดยการแพร่ออกทางช่องเปิดธรรมชาติ ที�เรียกวา่ stomata (Kaewsuksaeng et al., 2011) 
พืชตระกูลส้มมกัมีการสูญเสียนํI าเร็วกวา่ผลไมช้นิดอื�น เนื�องจากชัIน albedo ใ นเปลือกของผลไมช้นิด
นีI  ประกอบด้วย spongy cell โ ดยใ นระยะ mature เซลล์มีการเรียงตัวกันอย่างหลวมๆ  มีช่องว่าง
ระหวา่งเซลล์มาก ทาํให้เกิดการสูญเสียนํI าไดเ้ร็วกวา่ผลไมช้นิดอื�น การเก็บรักษามะนาวที�อุณหภูมิตํ�า
จะช่วยลดการสูญเสียนํI าได้ (จริงแท ้ศิริพานิช, 2538) นอกจากนีI การสูญเสียนํI าหนกัสด เกิดจากการ
คายนํI าจากกระบวนการหายใ จ ทัIงนีI อาจเป็นไปได้ว่ามะนาวพนัธ์ุแป้นมีอตัราการหายใ จที�สูงกว่า
มะนาวพนัธ์ุตาฮิติ จึงส่งผลใหเ้กิดการสูญเสียนํIาหนกัสดที�สูงกวา่ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 

เมื�อทาํการเก็บรักษาผลมะนาวเป็นระยะเวลานานขึIน ปริมาณของแข็งที�ละลายนํI าไดพ้บวา่ไม่แตกต่าง
อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติแต่มีแนวโ น้มเพิ�มขึIนเล็กน้อยเนื�องจากการสูญเสียนํI าไประหว่างการเก็บ
รักษา ทาํใ ห้ความเขม้ขน้ของปริมาณของแข็งที�ละลายนํI าไดเ้พิ�มขึIน (จริงแท ้ศิริพานิช, 2540) และผล
มะนาวเป็นผลไมก้ลุ่ม non-climacteric fruit มีการเปลี�ยนแปลงปริมาณของแข็งที�ละลายนํI าได้เพียง
เล็กนอ้ยและตอ้งใชช่้วงระยะเวลานานมากใ นการเปลี�ยนแปลง (ดนยั บุณยเกียรติ, 2534) ปริมาณกรด
ที�ไตเตรตไดมี้ค่าคงที�ใ กลเ้คียงของมะนาวทัIง 2 สายพนัธ์ุ ทัIงนีI อาจเป็นเพราะผลมะนาวจดัเป็นผลไม้
ชนิด non-climacteric fruit ซึ� งมีอตัราการหายใ จและเมตาบอลิซึมภายใ นผลค่อนข้างคงที� (สายชล
เกตุษา, 2528) จึงมีการเปลี�ยนแปลงกรดภายในผลนอ้ย ส่วนปริมาณวติามินซีมีลกัษณะคงที� ไม่มีความ
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แตกต่างทางสถิติ เช่นเดียวกบักรดภายใ นผลผลมะนาว และการเก็บรักษาที�อุณหภูมิสูงทาํใ ห้สูญเสีย
วติามินซีไดม้ากกวา่ที�อุณหภูมิตํ�า (สายชล เกตุษา, 2528)  

การเปลี�ยนแปลงสีของมะนาว 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ มะนาวพนัธ์ุแป้น และมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ พบว่าเมื�อ
ระยะเวลาการเก็บรักษานานขึIนสีเปลือกของมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติมีการเปลี�ยนแปลงสี
เปลือกจากสีเขียวไปเป็นสีเหลือง (ค่า L* มีค่าเพิ�มขึIน ในขณะที�ค่า Hue ลดลง) โ ดยมะนาวพนัธ์ุแป้นมี
การเปลี�ยนแปลงสีเปลือกเกิดขึIนเร็วกวา่มะนาวพนัธ์ุตาฮิติ เนื�องจากมะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีสีเปลือกที�เขียว
เข้ม ซึ� งมีปริมาณคลอโ รฟิลล์เริ� มต้นสูงกว่ามะนาวพนัธ์ุแป้น ดังนัI นมะนาวพนัธ์ุแป้นจึงเกิดการ
เปลี�ยนแปลงสีเปลือกจากสีเขียวไปเป็นสีเหลืองเร็วกวา่มะนาวพนัธ์ุตาฮิติ 

คลอโ รฟิลล์เป็นรงควตัถุสี เขียวที�พบอยู่ใ นเมมเบรนของคลอโ รพลาสต์ ทําหน้าที�ใ นการเปลี�ยน
พลงังานแสงเป็นพลงังานเคมี ใ นพืชชัIนสูงรวมทัIงมะนาวพบอตัราส่วนของปริมาณคลอโ รฟิลล์เอต่อ
คลอโ รฟิลล์บี เป็น 3 ต่อ 1 โ ดยทั�วไปผลิตผลจะมีการสร้างและการสลายตวัของคลอโ รฟิลล์เกิดขึIน
ตลอดเวลา แต่ใ นช่วงที�ผลิตผลเกิดการวายจะมีการสลายตวัของคลอโ รฟิลลม์ากกวา่การสร้าง (จริงแท ้
ศิริพานิช, 2546) จากการทดลองการเก็บรักษามะนาวทัIง 2 สายพนัธ์ุ ได้แก่ มะนาวพนัธ์ุแป้น และ
มะนาวพนัธ์ุตาฮิติที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  พบวา่ มะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติมีการสลายตวั
ของคลอโ รฟิลล์เกิดขึIนอย่างต่อเนื�องจนหมดอายุการเก็บรักษา โ ดยสังเกตไดจ้ากการเปลี�ยนสีเปลือก
ของมะนาวจากสีเขียวไปเป็นสีเหลือง  การสลายตวัของคลอโ รฟิลล์เกิดขึIนไดห้ลายสภาวะ เช่น ใ น
สภาพที�เป็นกรด และการทาํงานของเอนไซม์ที�เกี�ยวขอ้งกบัการสลายตงัของคลอโ รฟิลล์ (จริงแท้-                
ศิริพานิช, 2546) ซึ� งสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ ฐิฏิมา ช้างทอง (2544) ศึกษาการเก็บรักษาผลการเก็บ
รักษาผลมะนาวไวที้�อุณหภูมิ �� องศาเซลเซียส และที�อุณหภูมิปกติ (�� องศาเซลเซียส) พบว่าผล
มะนาวเกิดการเสื�อมสภาพอย่างรวดเร็ว เนื�องจากการเปลี�ยนแปลงต่างๆ  ภายใ นผลิตผล มีการผนัแปร
ตามอุณหภูมิ โ ดยถา้อุณหภูมิสูงอตัราเร็วของปฏิกิริยาก็จะสูง ทาํใหเ้กิดการเปลี�ยนแปลงไดเ้ร็วขึIน และ
ส่งผลใหผ้ลิตผลมีอายุการเก็บรักษาสัIนลง (จริงแท ้ศิริพานิช, 2541) 

การสลายตวัของคลอโ รฟิลล์เกี�ยวขอ้งกบัการทาํงานของเอนไซม์หลายชนิด ซึ� งการทดลองครัI งนีI ได้
วิ เคราะห์ กิ จก รรมเอ นไ ซม์  2 ชนิด คือ  chlorophyllase แ ล ะ pheophytinase จาก ก ารศึก ษาก าร
เปลี�ยนแปลงกิจกรรมเอนไซม ์ chlorophyllase และ pheophytinase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและมะนาว
พนัธ์ุตาฮิติ พบวา่เมื�อมะนาวมีระยะเวลาการเก็บรักษานานขึIนสีเปลือกของมะนาวเปลี�ยนจากสีเขียวไป
เป็นสีเหลือง ซึ� งการเปลี�ยนแปลงของสีเปลือกมะนาวสอดคล้องกับการเปลี�ยนแปลงของกิจกรรม
เอนไซม์ chlorophyllase และ pheophytinase เมื�อมะนาวมีอายุการเก็บรักษานานขึIนกิจกรรมเอนไซม์
ทัIง 2 ชนิดนีI  มีแนวโ น้มเพิ�มสูงขึIนดว้ยเช่นกนัโ ดยสมมุติฐานกลไกการสลายตวัของคลอโ รฟิลล์ใ น
มะนาว คือ เอนไซม ์chlorophyllase จะ hydrolyze หมู่ Phytol ของโ มเลกุลของคลอโ รฟิลล์ ทาํให้ส่วน
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หาง phytol หลุดออกจากโ มเลกุลคลอโ รฟิลล์ ไดเ้ป็น chlorophyllide a นอกจากนีI  chlorophyllase ไป
ย่อยอนุพนัธ์ของ pheophytin ซึ� งเกิดจากการดึงอะตอม Mg ออกจาก pyrrole ring โ ดย Mg-dechelatase
และมีการทาํงานควบคู่ไ ปกับ pheophytinase จนได้อนุพนัธ์ pheophobide ซึ� งอีกทางหนึ� งเอนไซม ์
Mg-dechelatase จะมีการดึงเอาอะตอมของ Mg ออกจากวงแหวน chlorophyllide a ระยะสุดท้าย 
pheophorbide a oxygenase (PaO) จะทํางานร่วมกับ เอนไ ซม์ red chlorophyll catabolite reductase 
(RCC) ใ นการปิดวงแหวน phophyrin ทาํใ ห้เป็น primary fluorescent catabolite (pFCC) ที�ไ ม่มีสีแต่มี
คุณสมบติัเรืองแสงได ้(Takamiya et al., 2000) การที�คลอโ รฟิลล์เปลี�ยนเป็นสารประกอบที�ไม่มีสี จึง
ปรากฏสีเหลืองหรือสีอื�นๆ  จากผลการทดลองมะนาวพนัธ์ุแป้นมีกิจกรรมเอนไซม์ chlorophyllase 
และ pheophytinase ที� สู งกว่ามะนาวพันธ์ุตาฮิติตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาส่งผลใ ห้ปริมาณ
คลอโ รฟิลล์ทัIงหมดลดลงอย่างต่อเนื�อง ในมะนาวพนัธ์ุแป้นจึงทาํให้เกิดการแสดงสารสีของคลอโ รที
นอยด์ ซึ� งแสดงออกเป็นสีเหลืองเร็วกวา่มะนาวพนัธ์ุตาฮิติ 

5.2 ศึกษาการทําบริสุทธิJเอนไซม์ chlorophyllase และ pheophytinase ที�สกัดได้
จากเปลือกมะนาว สายพนัธ์ุแป้น และสายพนัธ์ุตาฮิต ิ

กระบวนการสลายตวัของคลอโ รฟิลล์ซึ� งเกี�ยวขอ้งกบัเอนไซมห์ลกั ที�เปลี�ยนคลอโ รฟิลล์เอให้ไปเป็น
สารที�ไม่มีสี โ ดยมี � ขัIนตอนไดแ้ก่ใ นขัIนตอนแรกเอนไซม ์chlorophyllase จะทาํการย่อยอนุพนัธ์ุของ
คลอโ รฟิลล์เอ ไปเป็น chlorophyllide a และหลังจากนัIนก็มีเอนไซม์ Mg-dechelating substance มา
สลายอนุพนัธ์ุใ ห้ไปเป็น pheophorbide a จากนัIนเอนไซม์ pheophorbide a oxygenase สลายอนุพนัธ์ุ
ต่อไ ปเป็น red chlorophyll catabolite จากนัI นเอนไ ซม์ red chlorophyll catabolitereductase จะสลาย
อนุพนัธ์ุสุดท้ายใ ห้มาเป็นอนุพนัธ์ุที�มีคุณสมบติั ไ ม่เสถียร ไ ม่มีสี และมีขนาดโ มเลกุลตํ�าและใ น
ขณะเดียวกันเอนไซม์ Mg-dechelating substance ก็สามารถมาทาํการย่อยอนุพนัธ์ุของคลอโ รฟิลล์
ก่อนไ ด้โ ดยจะย่อยอนุพันธ์ุ chlorophylide a ไ ปเป็น pheophytin a และจากนัI นเอนไ ซม์ที� เข้ามา
เกี�ยวขอ้งกบัการสบายอนุพนัธ์ุ ไดแ้ก่ chlorophyllase และ pheophytinase มาย่อยอนุพนัธ์ุให้เปลี�ยนไป
เป็น pheophorbide a จากนัI นก็จะเข้าสู่ กระบวนการส ลายตัวของคลอโ รฟิลล์ต่อไ ปจนสิI นสุ ด
กระบวนการ และอีกเช่นเดียวปฏิกิริยาออกซิเดชั�นสามารถมากระตุน้อนุพนัธ์ุของ chlorophyll a ใ ห้
เปลี�ยนไ ปเป็นสารที�ไ ม่มีไ ด้อีกเช่นกัน (Aimla-or et al., 2011) ดังนัI นจึงมีการศึกษากระบวนการ
สลายตวัของคลอโ รฟิลล์ เอนไซม ์chlorophyllase เป็นตวัสําคญัใ นการสลายอนุพนัธ์ุของคลอโ รฟิลล ์
และเอนไ ซม์ pheophytinase ซึ� งไ ม่ค่อยมีการศึกษาเกี�ยวกับเอนไ ซม์ชนิดนีI มากนักแต่เอนไ ซม์
pheophytinase สามารถทาํหนา้ที� เช่นเดียวกนักบัเอนไซม ์chlorophyllase โ ดยสามารถใชส้ารตัIงตน้ตวั
เดียวกนั คือ phophytin a 
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จากการทดลองพบวา่การสกดัเอนไซม์ chlorophyllaseโ ดยใ ช้ ammonium sulfate ที�ช่วงความเขม้ขน้ 
0-100 เปอร์เซ็นต์ มะนาวพนัธ์ุแป้น และมะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีกิจกรรมเอนไซม์ chlorophyllase สูงสุด
ใ นช่วงระดับความเข้มข้นของ ammonium sulfate ที�  20-40 เปอร์เซ็นต์ ซึ� งแตกต่างกับเอนไ ซม์
pheophytinase ทัIงมะนาวพนัธ์ุตาฮิติและมะนาวพนัธ์ุแป้น มีการเกิดกิจกรรมเอนไซม์ pheophytinase 
สูงสุดในช่วงระดบัความเขม้ขน้ของ ammonium sulfate ที� 40-50 เปอร์เซ็นต์ จากผลการทดลองระดบั
พีเอชต่างๆ  ที�เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม ์chlorophyllase และ pheophytinase พบวา่การ
เกิดปฏิกิริยาเอนไซม์ chlorophyllase มีกิจกรรมเอนไ ซม์เพิ�มสูงขึI นเรื� อยๆ  เมื�อ pH ของสารละลาย
phosphate buffer (50 mM KCI และ 0.12% TritonX-100) เพิ�มขึIนสูงสุดเมื�อ pH เท่ากบั 7.0 ซึ� งมะนาว
พนัธ์ุแป้นจะมีกิจกรรมเอนไซมที์�สูงกวา่มะนาวพนัธ์ตาฮิติ ใ นขณะที�กิจกรรมเอนไซม ์pheophytinase
จะมีกิจกรรมสูงสุดเมื�อ pH ของ phosphate buffer (50 mM KCI และ 0.12% TritonX-100) เท่ากบั 8.0 
ทัIงมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติโ ดยอุณหภูมิที�เหมาะสมใ นการบ่มต่อการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม ์
chlorophyllase มีกิจกรรมเอนไซม์ chlorophyllase สูงที�สุดเท่ากบั 30 องศาเซลเซียส ทัIงมะนาวพนัธ์ุ
แป้นและมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ และอุณหภูมิที�เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม ์pheophytinase ของ
มะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติเท่ากบั 40 องศาเซลเซียส ซึ� งสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Aiamla-or 
et al. (2011) ศึกษาการทาํบริสุทธิc เอนไซม์ chlorophyllase และ pheophytinase ใ นบล็อกโ คลี�โ ดยใ ช ้
ammonium sulfate อิ�มตวัสําหรับทาํใ ห้โ ปรตีนตกตะกอน โ ดยพบวา่การใช้ ammonium sulfate ที�ช่วง
ความเข้มข้น 20-40 เปอร์เซ็นต์ มีกิจกรรมเอนไ ซม์ chlorophyllase สูง ใ นส่วนของกิจกรรมของ
เอนไ ซม์ pheophytinase พบว่าการใ ช้ ammonium sulfate ที� ช่วงความเข้มข้น 40-60 เปอร์เซ็นต์ มี
กิจกรรมเอนไซม์สูงกวา่ช่วงระดบัความเขม้ขน้อื�น ดงันัIนจากการทดลองสามารถบ่งชีI ไดว้่าเอนไซม์
ทัIง 2 ชนิดนีI  เป็นเอนไซมห์รือโ ปรตีนต่างชนิดกนั และมีคุณลกัษณะทางเคมีที�แตกต่างกนั ในเรื�อง pH 
และอุณหภูมิที�เหมาะสมต่อการทาํปฏิกิริยาเคมี ถึงแมว้า่จะมีการใ ชส้ารตัIงตน้ชนิดเดียวกนั อย่างไรก็
ตามก่อนหนา้นีI มีการศึกษาคุณลกัษณะของเอนไซมที์�เกี�ยวขอ้งกบัการสลายของคลอโ รฟิลลใ์ นบร็อค-
โ คลี�  ไ ด้แก่ Mg-dechelating substance โ ดยใ ช้ความเข้มข้นของ ammonium sulfate ที�ความเข้มข้น                 
20-60 เปอร์เซ็นต์ ใ ห้กิจกรรมสู งสุ ด pH ที� เหมาะส มเท่ากับ  8.0 และอุณหภูมิที� เส ถียรใ นการ
เกิดปฏิกิริยาเอนไซมเ์ท่ากบั 40 องศาเซลเซียส (Kaosamphan et al., 2010)  
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บทที� 6 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

1. มะนาวพนัธ์ุแป้น และมะนาวพนัธ์ุตาฮิติ ใ นระหว่างการเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
พบวา่มะนาวพนัธ์ุตาฮิติ (อายุการเก็บรักษา 24 วนั) มีอายุการเก็บรักษานานกวา่มะนาวพนัธ์ุแป้น (อายุ
การเก็บรักษา 18 วนั) และมะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีการเปลี�ยนแปลงการสูญเสียนํI าหนกั การเปลี�ยนแปลงสี
เปลือก (ค่า L และ Hue) ปริมาณคลอโ รฟิลล์ เอ คลอโ รฟิลลท์ัIงหมด กิจกรรมเอนไซม ์chlorophyllase 
และ pheophytinase โ ดยมะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีการเปลี�ยนแปลงชา้กวา่มะนาวพนัธ์ุแป้น  

2. มะนาวพนัธ์ุแป้นมี ปริมาณของแข็งทัIงหมดที�ละลายนํI าได ้ปริมาณกรดที�ไทเทรตไดใ้ นนํI าคัIน และ
ปริมาณวติามินซีทัIงหมด มีการเปลี�ยนแปลงที�ตํ�ากวา่มะนาวพนัธ์ุตาฮิติ 

3. มะนาวพนัธ์ุแป้น และมะนาวพนัธ์ุตาฮิติมีกิจกรรมเอนไซม์ chlorophyllase และ pheophytinase 
สูงสุดในช่วงระดบัความเขม้ขน้ของ ammonium sulfate ที� 20-40 เปอร์เซ็นต์ และ 40-50 เปอร์เซ็นต์  

4. pH ที%เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยาเอนไซม์ chlorophyllase เท่ากบั 7.0 ใ นขณะที�กิจกรรมเอนไซม ์
pheophytinase pH  เท่ากับ 8.0 และอุณหภูมิที� เหมาะส มใ นการบ่มต่อการเกิดปฏิกิ ริยาเอนไ ซม ์
chlorophyllase เท่าก ับ 30 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิที� เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิ ริยาเอนไ ซม ์
pheophytinase เท่ากบั 40 องศาเซลเซียส ทัIงมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติ 
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กลไกการสลายตวัของคลอโรฟิลล์ในมะนาว สามารถสรุปได้ดงักระบวนการดงันี6 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที� 6.1 กลไกการสลายตวัของคลอโ รฟิลลใ์นมะนาว 

A: Chlorophyll-degrading peroxidase (Kaewsuksaeng et. al., 2010) 
B: Mg-dechelating substance (Kaewsuksaeng et. al., 2011) 
C: Chlorophyllase 
D: Pheophytinase 
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Colorless, Low molecular 
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ข้อเสนอแนะ 

1. จากการทดลองพบว่าเมื�อเก็บรักษามะนาวเป็นระยะเวลานานขึIน เปลือกมะนาวจะเกิดอาการเหี�ยว
เนื�องจากการสูญเสียนํI า ดงันัIนควรมีการประยุกต์ใ ช้ฟองก๊าซ 1-MCP ร่วมกบับรรจุภณัฑ์แบบสภาพ
บรรยากาศดดัแปลง ในการควบคุมคุณภาพหลงัการเก็บเกี�ยว 

2. ควรศึกษาเพิ�มเติมการทาํบริสุทธิc เอนไซม์ของเอนไ ซม์ chlorophyllase และ pheophytinase เพื�อ
สามารถแยกไดเ้อนไซม์ที�บริสุทธิc  นาํมาสู่การหาขนาดโ มเลกุลและลาํดบัอะมิโ น (amino sequence) 
ต่อไป 

3. จากผลการทดลองการทาํบริสุทธิc เอนไซมบ์างส่วนทาํใ ห้ทราบคุณลกัษณะทางเคมี ไดแ้ก่ pH และ 
อุณหภูมิที�เหมาะสมต่อกิจกรรมเอนไซมที์�เกี�ยวขอ้งกบัการสลายตวัของคลอโ รฟิลล์ จึงสามารถศึกษา
ผลของอุณหภูมิ ได้แก่ การใ ช้ความร้อน ใ นการชะลอสลายตวั และควบคุมการเหลืองของมะนาว
เพิ�มเติมต่อไป 
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ตารางที& ก.1 การสูญเสียนํ) าหนกัสดของมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ ในระหวา่งการเก็บรักษาที%
อุณหภูมิ VW องศาเซลเซียส 

 

NS คือ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
*    คือ มีความแตกต่างกนัทางสถิติที%ระดบัความเชื%อมั%นร้อยละ ^5 

หมายเหตุ : ค่าเฉลี%ยที%ตามดว้ยตวัอกัษรที%ปรากฏอยูใ่นแต่ละคอลมัน์แตกต่างกนัหมายถึง                                             
ขอ้มูลดงักล่าวมีความแตกต่างกนัทางสถิติเมื%อเปรียบเทียบค่าเฉลี%ย โดยวธีิ  

  Duncan’s New Multiple Rang Test (DMRT) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Treatment 
Weight loss 

Days of storage 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 
Paan lime 0 1.43a 2.17 2.71 2.59 3.60 4.42 - - 
Tahiti lime 0 0.74b 1.71 2.39 2.96 3.86 3.81 3.63 3.6433 
F-test - * NS NS NS NS NS - - 
C.V. (%) 0 21.02 14.37 16.82 0.39 11.11 15.88 - - 
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ตารางที& ก.2 การเปลี%ยนแปลงค่าความสว่าง L* value ของมะนาวพันธ์ุแป้น และพันธ์ุตาฮิติ ใน

ระหวา่งการเก็บรักษาที%อุณหภูมิ VW องศาเซลเซียส 

Treatment 

L* 

Days of storage 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 

Paan lime 43.63 48.10 58.57a 59.78a 65.11a 70.41a 69.65 - - 

Tahiti lime 41.06 42.65 44.45b 46.98b 49.45b 54.05b 61.48 72.36 85.92 

F-test NS NS * * * * NS - - 

C.V. (%) 9.18 9.46 10.17 10.36 7.84 9.99 10.59 - - 

NS คือ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 

*   คือ มีความแตกต่างกนัทางสถิติที%ระดบัความเชื%อมั%นร้อยละ ^5 

หมายเหตุ : ค่าเฉลี%ยที%ตามดว้ยตวัอกัษรที%ปรากฏอยูใ่นแต่ละคอลมัน์แตกต่างกนัหมายถึง                                             

ขอ้มูลดงักล่าวมีความแตกต่างกนัทางสถิติเมื%อเปรียบเทียบค่าเฉลี%ย โดยวธีิ  

Duncan’s New Multiple Rang Test (DMRT) 

ตารางที& ก.3 การเปลี%ยนแปลงค่า Hue angle ของมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติ ในระหวา่งการเก็บ

รักษาที%อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

Treatment 

Hue angle value 

Days of storage 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 

Paan lime 114.05 113.59 111.44 110.68 107.12 100.14 95.76 - - 

Tahiti lime 116.99 116.70 114.67 107.55 104.85 106.56 100.90 94.75 89.52 

F-test NS NS NS NS NS NS NS - - 

C.V. (%) 2.82 2.12 4.03 2.10 3.06 4.64 3.06 - - 

NS คือ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
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ตารางที& ก.4 ปริมาณกรดทั)งหมดที%ไทเทรตจากนํ) าคั)นเนื)อของมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติใน
ระหวา่งการเก็บรักษาที%อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

Treatment 
Titratable acidity 
Days of storage 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 
Paan lime 4.23 4.66 4.76 5.23 5.10 5.36a 5.33 - - 
Tahiti lime 4.10 4.16 4.33 4.50 4.33 4.26b 4.30 4.76 4.33 
F-test NS NS NS NS NS ** * - - 
C.V. (%) 5.18 5.22 7.87 7.31 8.11 5.81 5.93 - - 

NS คือ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
*   คือ มีความแตกต่างกนัทางสถิติที%ระดบัความเชื%อมั%นร้อยละ ^5 
** คือ มีความแตกต่างกนัทางสถิติที%ระดบัความเชื%อมั%นร้อยละ 99 

หมายเหตุ : ค่าเฉลี%ยที%ตามดว้ยตวัอกัษรที%ปรากฏอยูใ่นแต่ละคอลมัน์แตกต่างกนัหมายถึง                                             
ขอ้มูลดงักล่าวมีความแตกต่างกนัทางสถิติเมื%อเปรียบเทียบค่าเฉลี%ย โดยวธีิ  
Duncan’s New Multiple Rang Test (DMRT) 

ตารางที& ก.5 ปริมาณของแขง็ทั)งหมดที%ละลายนํ)าไดจ้ากนํ)าคั)นของมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติใน
ระหวา่งการเก็บรักษาที%อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

Treatment 
Total soluble solid 

Days of storage 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 
Paan lime 4.23 6.33 6.33 6.66 6.40 6.16 6.30 - - 
Tahiti lime 4.10 5.33 5.66 5.76 5.50 5.50 5.43 5.96 5.9000 
F-test NS NS NS NS NS NS NS - - 
C.V. (%) 5.18 9.89 9.62 13.91 11.39 16.32 12.13 - - 

NS คือ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
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ตารางที& ก.6 ปริมาณคลอโรฟิลลเ์อ ของมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติในระหวา่งการเก็บรักษาที%
อุณหภูมิ VW องศาเซลเซียส 

Treatment 
Chlorophyll a content 

Days of storage 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 
Paan lime 22.65 19.29 18.19 11.20 6.78 5.16 2.63 - - 
Tahiti lime 27.26 23.71 21.89 16.20 10.47 7.03 5.10 3.09 1.50 
F-test NS NS NS NS NS NS NS - - 
C.V. (%) 9.71 12.46 16.05 16.25 24.28 26.50 48.44 - - 

NS คือ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 

ตารางที& ก.7 ปริมาณคลอโรฟิลล์ทั) งหมดของมะนาวพนัธ์ุแป้น และพนัธ์ุตาฮิติในระหว่างการเก็บ
รักษาที%อุณหภูมิ VW องศาเซลเซียส 

Treatment 
Total chlorophyll content 

Days of storage 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 
Paan lime 32.11 26.39b 21.78 16.01 10.48 8.10 4.93 - - 
Tahiti lime 36.00 31.08a 28.34 22.34 14.99 10.64 7.64 5.430 3.05 
F-test NS * NS NS NS NS NS - - 
C.V. (%) 7.31 5.60 13.17 14.92 23.43 29.41 35.80 - - 

NS คือ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
*   คือ มีความแตกต่างกนัทางสถิติที%ระดบัความเชื%อมั%นร้อยละ ^5 

หมายเหตุ : ค่าเฉลี%ยที%ตามดว้ยตวัอกัษรที%ปรากฏอยูใ่นแต่ละคอลมัน์แตกต่างกนัหมายถึง                                             
ขอ้มูลดงักล่าวมีความแตกต่างกนัทางสถิติเมื%อเปรียบเทียบค่าเฉลี%ย โดยวธีิ  
Duncan’s New Multiple Rang Test (DMRT) 
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ตารางที& ก.8 ปริมาณวิตามินซีทั)งหมดของมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติในระหวา่งการเก็บรักษาที%
อุณหภูมิ VW องศาเซลเซียส 

NS คือ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 

*   คือ มีความแตกต่างกนัทางสถิติที%ระดบัความเชื%อมั%นร้อยละ ^5 

หมายเหตุ : ค่าเฉลี%ยที%ตามดว้ยตวัอกัษรที%ปรากฏอยูใ่นแต่ละคอลมัน์แตกต่างกนัหมายถึง                                             

ขอ้มูลดงักล่าวมีความแตกต่างกนัทางสถิติเมื%อเปรียบเทียบค่าเฉลี%ย โดยวธีิ  

Duncan’s New Multiple Rang Test (DMRT) 

ตารางที& ก.9 กิจกรรมเอนไซม์ Chlorophyllase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติในระหว่างการ

เก็บรักษาที%อุณหภูมิ VW องศาเซลเซียส 

Treatment 

Chlorophyllase activity 

Days of storage 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 

Paan lime 0.24 0.48 0.48 0.61 0.62 0.57 0.66 - - 

Tahiti lime 0.16 0.41 0.44 0.37 0.46 0.36 0.57 0.69 0.78 

F-test NS NS NS NS NS NS NS - - 

C.V. (%) 35.91 14.17 22.13 14.40 23.28 12.56 22.87 - - 

NS คือ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 

 

 

 

Treatment 

Total ascorbic acid  

Days of storage 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 

Paan lime 24.45 29.33 32.72a 30.82 29.95 29.89a 29.37a - - 

Tahiti lime 20.56 24.38 26.05b 25.33 24.74 22.36b 24.05b 21.273 16.623 

F-test NS NS * NS NS * * - - 

C.V. (%) 9.77 10.58 8.18 8.87 10.19 10.42 8.74 - - 
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ตารางที& ก.10 กิจกรรมเอนไซม์ Pheophytinase ของมะนาวพนัธ์ุแป้นและพนัธ์ุตาฮิติในระหว่างการ

เก็บรักษาที%อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

Treatment 

Pheophytinase activity 

Days of storage 

0 3 6 9 12 15 18 21 24 

Paan lime 0.06 0.08 0.06 0.07 0.08 0.10 0.12 - - 

Tahiti lime 0.04 0.06 0.05 0.06 0.07 0.07 0.09 0.08 0.117 

F-test NS NS NS NS NS NS NS - - 

C.V. (%) 17.58 20.14 22.09 11.65 10.05 22.01 16.43 - - 

NS คือ ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
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ตารางภาคผนวก ข 

วธีิคาํนวณความเข้มข้น Ammonium sulfate (NH4)2SO4 
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ภาคผนวก ข. ตารางแสดงความเข้มข้นของ Ammonium sulfate (NH4)2SO4

  Final concentration of (NH4)2SO4 (% /L) 

Fr
ist

 co
nc

en
tr

at
io

n 
of

 (N
H

4) 2S
O

4 (
%

/L
) 

%  10 20 25 30 33 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 90 100 

0 56 114 144 176 196 209 243 277 313 351 390 430 472 516 561 662 767 

10  57 86 118 137 150 183 216 251 288 326 365 406 449 494 592 694 

20  29 59 78 91 123 155 189 225 262 300 340 382 424 520 619 

25  30 49 61 93 125 158 193 230 267 307 348 390 485 583 

30  19 30 62 94 127 162 198 235 273 314 356 449 546 

33  12 43 74 107 142 177 214 252 292 333 426 522 

35  31 63 94 129 164 200 238 278 319 411 506 

40  31 63 97 132 168 205 245 285 375 469 

45  32 65 99 134 171 210 250 339 431 

50  33 66 101 137 176 214 302 392 

55  33 67 103 141 179 264 353 

60  34 69 105 143 227 314 

65  34 70 107 190 275 

70  35 72 153 237 

75  36 115 198 

80  77 157 

90  79 



 

 


