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บทคดัย่อ 

การแยกโพรโทพลาสต์ เป็นขัน้ตอนหนึ่งที่ส าคัญในการรวมโพรโทพลาสต์เพื่อการปรับปรุงพนัธุ์
สบัปะรด ซึง่สภาวะทีเ่หมาะสมในการแยกโพรโทพลาสตจ์ะแตกต่างกนัไปในพชืแต่ละชนิด ในการศกึษาครัง้นี้ 
จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการแยกโพรโทพลาสต์จากใบของสบัปะรดพนัธุ์ภูแลทีพ่ฒันาใน
สภาพปลอดเชื้อ โดยศึกษาแมนนิทอลความเขม้ข้น 0.1 – 0.5 โมลาร์ เอนไซม์เซลลูเลสความเขม้ข้น 1 – 
2.5% (w/v) เอนไซม์มาเซอโรไซม์ความเข้มข้น 0.5 – 2% (w/v) ระยะเวลาแช่เอนไซม์ 4 – 6 ชัว่โมง และ
ความเร็วรอบในการหมุนเหวีย่งที ่700 – 1000 รอบต่อนาท ีผลการทดลอง พบว่า การใช้น ้าตาลแมนนิทอล
ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ร่วมกบัเอนไซม์เซลลูเลสความเขม้ขน้ 2% (w/v) และเอนไซม์มาเซอโรไซม์ความ
เขม้ขน้ 1% (w/v) ใชเ้วลาแช่เอนไซม์ผสมนาน 6 ชัว่โมง และใชค้วามเรว็รอบในการหมุนเหวีย่ง 800 รอบต่อ
นาท ีสามารถแยกโพรโทพลาสตจ์ากใบสบัปะรดพนัธุภ์ูแลได้ดทีีสุ่ด โดยมจี านวนโพรโทพลาสตเ์ท่ากบั 3.82 ± 
0.02 x106 โพรโทพลาสตต์่อกรมัน ้าหนักสด 

 

ค าส าคญั : แมนนิทอล; เซลลูเลส; มาเซอโรไซม;์ หมุนเหวีย่ง 

 
Abstract 

Protoplast isolation is one of the important steps for protoplast fusion in pineapple breeding 
program. Conditions for protoplast isolation are different in each plant species. The objective of this 
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study was to establish appropriate conditions for protoplast isolation from in vitro leaf of Pineapple cv. 
Plulae. Mannitol concentrations (0.1 – 0.5 M), cellulase concentrations (Cellulase Onuzuga R-10, 1 – 
2.5% (w/v)), macerozyme concentrations (Macerozyme Onozuga R-10, 0.5 – 2% (w/v)), digestion time 
(4 – 6 h) and centrifugation speeds (700 – 1000 rpm) were investigated. The results showed that 0.4 
M mannitol, 2% (w/v) cellulase, 1% (w/v) macerozyme, 6 h digestion time and centrifugation speed at 
800 rpm were the appropriate condition for protoplast isolation from in vitro leaf of Pineapple cv. Plulae. 
The protoplast yield was 3.82 ± 0.02 x106 protoplasts/ g FW. 
 

Keywords: mannitol; cellulase; macerozyme; centrifuge 
 
1. บทน า 

สบัปะรด (Pineapple) มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า 
Ananas comosus (L.) Merr อ ยู่ ใ น ว ง ศ์  
Bromeliaceae มีถิ่นก าเนิดในทวีปอเมรกิาใต้ เป็น
ผลไม้เศรษฐกิจทีพ่บได้ในเขตร้อน และกึ่งเขตรอ้น
ของโลก ปลูกมากในทวปีอเมรกิากลาง ทวปีเอเชยี 
และแอฟริกาใต้ จัดว่าเป็นผลไม้ที่มีการผลิตเป็น
อนัดบั 3 ของโลกรองจากกล้วย และส้ม (Joy and 
Anjana, 2016) ในประเทศไทย สับปะรดจัดเป็น
ผลไม้เศรษฐกิจที่ส าคญั โดยผลสามารถน ามาแปร
รูปเป็นสบัปะรดอบแหง้ แช่แขง็ และใชเ้ป็นวตัถุดบิ
ใน โ ร ง ง านกระ ป๋อ ง  อีกทั ้ง ผลยังนิ ยมน ามา
รับประทานสด เนื่องจากมีสารอาหารหลายชนิด 
เช่น วิตามินเอ บี และ ซี เหล็กแคลเซียม และ
ฟอสฟอรัส (Chaudhary et al., 2019; Zulkarnain 
et al., 2018) สายพันธุ์สับปะรดที่ผลิตเป็นการค้า
ของโลกสามารถแบ่งออกเป็น 5 ก ลุ่ม ได้แก่  
Cayenne ห รื อ  Smooth Cayenne, Queen, 
Spanish, Abacaxis และ  Maipure ส่วนสายพันธุ์
สับปะรดที่ผลิตเป็นการค้าและตลาดต้องการใน
ประเทศไทยม ี2 กลุ่ม คือ Smooth Cayenne และ 
Queen (Joy and Anjana, 2016) ภูแลเป็นสบัปะรด
พันธุ์หนึ่งในกลุ่ม Queen ซึ่งในประเทศไทยนิยม
น ามารบัประทานเป็นผลสด เนื่องจากผลมขีนาดเลก็ 
เน้ือสทีอง และมกีลิน่หอม เป็นพนัธุท์ีเ่กษตรกรนิยม

ปลูกเนื่องจากขายได้ในราคาสูง (Sanputawong, 
2015; Phonyiam et al., 2016) แต่มกัพบปัญหาโรค
และแมลงที่ติดมาจากต้นพนัธุ์เดมิ เช่น โรคสชีมพู 
โรครากเน่าโคนเน่า โรคแอนแทรกซ์ ไส้เดอืนฝอย 
ไร และด้วง เป็นต้น ส่งผลให้เกิดความเสยีหายกบั
ผลผลิต (Diab, 2009) ดังนัน้เพื่อให้มีพันธุ์ใหม่ที่
ให้ผลผลติสูง มลีกัษณะและคุณภาพทีด่ ีทนต่อโรค
และศตัรูพชื จงึไดม้กีารปรบัปรุงพนัธุ์สบัปะรด การ
ผสมเกสรเป็นวธิกีารหนึ่งที่ใช้ในการปรบัปรุงพนัธุ์ 
แต่สบัปะรดเป็นพชืทีไ่ม่สามารถผสมตวัเองได ้หรอื
ที่ เ รี ย ก ว่ า  self-incompatibility (Farahani, 2014) 
และมกัพบปัญหาเมลด็มเีปอรเ์ซน็ตค์วามงอกต ่าเมือ่
ผสมข้ามสายพันธุ์ (Wongwirattana et al., 2016) 
จากปัญหาดงักล่าว จงึได้น าเทคนิคการเพาะเลี้ยง
โพรโทพลาสตม์าใชเ้พื่อปรบัปรุงพนัธุส์บัปะรด  

ในการน าเซลล์โพรโทพลาสตม์าใชป้ระโยชน์
เพื่อการปรบัปรุงพนัธุน์ัน้ จ าเป็นตอ้งศกึษาสภาวะที่
เหมาะสมในการแยกโพรโทพลาสต์ออกจากชิน้ส่วน
พชื เพื่อป้องกนัไม่ใหโ้พรโทพลาสต์แตก ทัง้นี้เนื่อง 
จากโพรโทพลาสต์เป็นเซลล์ที่ไม่มผีนังเซลล์ (cell 
wall) (Kanchanapoom, 2002; Tomar and Danntu, 
2010) การแยกโพรโทพลาสต์ของสับปะรดได้มี
รายงานการศึกษาบ้างแล้วในพันธุ์ Tainong 11, 
MD2 และ Tainong 21 (Priyadarshani et al., 2018) 
และพนัธุ์ Josapine (Zhao et al., 2011) ซึ่งสภาวะ



Vol. 10 • No. 2 • March - April 2021                                                  Thai Journal of Science and Technology 

 187 

ในการแยกโพรโทพลาสต์ ได้แก่ ชนิดและความ
เขม้ขน้ของเอนไซม ์สภาวะออสโมตกิ ระยะเวลาแช่
เอนไซม์ผสม และความเร็วรอบในการหมุนเหวี่ยง
จะแตกต่างกนัไปในพชืแต่ละชนิด ซึง่ขอ้มลูดงักล่าว
ของสบัปะรดโดยเฉพาะในกลุ่ม Queen ยงัมีอย่าง
จ ากดั รวมถงึยงัไม่มรีายงานการแยกโพรโทพลาสต์
ของสับปะรดพันธุ์ภูแล ดังนัน้ในงานวิจัยนี้จึงได้
ศกึษาสภาวะการแยกโพรโทพลาสตท์ีเ่หมาะสมจาก
ใบทีป่ลอดเชือ้ของสบัปะรดพนัธุภ์ูแล ผลการทดลอง
จากงานวจิยันี้สามารถน าไปใชเ้ป็นขอ้มลูเบือ้งตน้ใน
การแยกโพรโทพลาสต์ของสบัปะรดพนัธุ์อื่นๆ เพื่อ
ใช้ในการรวมโพรโทพลาสต์ของสบัปะรดต่างสาย
พนัธุต์่อไป 
 

2. วิธีการ 
2.1 ความเขม้ข้นของแมนนิทอล 

(mannitol)  
น ายอดสบัปะรดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารแขง็

สูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจรญิเตบิโตนาน 
4 สปัดาห์และมใีบจ านวน 4-5 ใบ ตดัใบที ่3 และ 4 
นับจากยอด น าไปชัง่ใหม้นี ้าหนัก 1.0 กรมั ตดัใบให้
เป็นชิ้นเล็กๆ มขีนาด 0.5-1.0 x 0.5-1.0 มลิลเิมตร 
แช่ในสารละลายแมนนิทอลความเขม้ข้น 0.1  0.2  
0.3  0.4 และ 0.5 โมลาร์ (M) เป็นระยะเวลา 15 
นาท ีจากนัน้ดูดสารละลายออก และเตมิสารละลาย
เอนไซม์ผสมที่ประกอบด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 
(Cellulase Onozuga R-10) ความเขม้ขน้ 2% (w/v) 
ร่ วมกับ เอนไซม์มา เซอโรไซม์  (Macerozyme 
Onozuga R-10) คว าม เ ข้ม ข้น  2% (w/v) และ
สารละลายแมนนิทอลตามความเขม้ขน้ทีไ่ดร้บัก่อน
หน้า pH ของสารละลายเอนไซม์ผสมเท่ากับ 5.6-
5.8 และกรองผ่านเมมเบรนขนาด 0.2 ไมครอน 
(µm) เติมสารละลายเอนไซม์ผสมลงบนตัวอย่าง
ปรมิาตร 10 มลิลลิติรต่อ 1 ซ ้า แล้วน าไปเขย่าดว้ย
ความเรว็รอบ 80 รอบ/นาท ีในทีม่ดืทีอุ่ณหภูม ิ25 ± 

2 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 6 ชัว่โมง เมื่อครบ
ระยะเวลา กรองสารละลายเอนไซม์ผสมที่มี 
โพรโทพลาสต์แขวนลอยผ่านเมมเบรนขนาด 50 
ไมครอน เพื่อแยกเศษชิ้นส่วนออก น าสารละลาย
เอนไซม์ผสมไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1000 
รอบ/นาที นาน 5 นาที จากนัน้ล้างโพรโทพลาสต์
ดว้ย washing solution และน าหมุนเหวีย่งเพื่อแยก 
washing solution ที่ความเร็วรอบ 1000 รอบ/นาที 
นาน 5 นาที จ านวน 3 ครัง้ วางแผนการทดลอง
แบบ Completely Randomized Design (CRD) มี 
5 ทรตีเมนต์ แต่ละทรตีเมนต์ม ี3 ซ ้า บนัทกึจ านวน
โ พ ร โ ท พ ล า ส ต์  โ ด ย ใ ช้ ส ไ ล ด์ นั บ เ ซ ล ล์  
( heamocytometer) แ ล ะ ค ว า ม มี ชี วิ ต ข อ ง 
โพรโทพลาสต์ ด้วยการย้อมสี fluorescein diatate 
(FDA) ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ นับจ านวน 
โพรโทพลาสตท์ีเ่รอืงแสงภายใตก้ลอ้งสเตอรโิอ แลว้
น ามาค านวณตามสตูร ดงันี้ 
ความมีชีวิตของโพรโทพลาสต์ (เปอร์เซ็นต์) = 

(จ านวนโพรโทพลาสตท์ีเ่รอืงแสง x 100) 
  จ านวนโพรโทพลาสตท์ัง้หมด 

2.2 ความเข้มข้นของเอนไซม์เซลลูเลส 
(Cellulase Onuzuga R-10)  

เตรียมชิ้น ส่วนใบ  และแช่ชิ้น ส่วนใบใน
สารละลายแมนนิทอลความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมจาก 
2.1 เติมสารละลายเอนไซม์ผสมที่ประกอบด้วย
เอนไซมเ์ซลลูเลส ความเขม้ขน้ 1  1.5  2 และ 2.5% 
(w/v) ร่วมกับเอนไซม์มาเซอโรไซม์ความเข้มข้น 
2% (w/v) และแมนนิทอลความเขม้ข้นที่เหมาะสม
จาก 2.1 ท าการแยกโพรโทพลาสต์ และบนัทึกผล
เช่นเดยีวกบั 2.1 วางแผนการทดลองแบบ CRD ม ี
4 ทรตีเมนต ์แต่ละทรตีเมนตม์ ี3 ซ ้า  

2.3 ความเข้มข้นของเอนไซมม์าเซอโร
ไซม ์(Macerozyme Onozuga R-10)  
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เตรียมชิ้น ส่วนใบ  และแช่ชิ้น ส่วนใบใน
สารละลายแมนนิทอลที่เหมาะสมจาก  2.1 เติม
สารละลายเอนไซม์ผสมที่ประกอบด้วยเอนไซม์
เซลลูเลส ความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมจาก 2.2 ร่วมกบั
เอนไซม์มาเซอโรไซม์ ความเข้มข้น  0.5  1  1.5  
และ  2% (w/v) และแมนนิทอลความเข้มข้นที่
เหมาะสมจาก 2.1 ท าการแยกโพรโทพลาสต์ และ
บนัทกึผลเช่นเดยีวกบั 2.1 วางแผนการทดลองแบบ 
CRD ม ี4 ทรตีเมนต ์แต่ละทรตีเมนตม์ ี3 ซ ้า  

2.4. ระยะเวลาแช่เอนไซมผ์สม 
เตรียมชิ้น ส่วนใบ  และแช่ชิ้น ส่วนใบใน

สารละลายแมนนิทอลที่เหมาะสมจาก  2.1 เติม
สารละลายเอนไซม์ผสมที่ประกอบด้วยเอนไซม์
เซลลูเลส เอนไซม์มาเซอโรไซม์ และแมนนิทอล
ความเขม้ขน้ที่เหมาะสมจากการทดลองที่ 2.1-2.3 
จากนัน้น าไปเขย่าด้วยความเร็วรอบ 80 รอบ/นาท ี
ในที่มืดที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส  เป็น
ระยะเวลา 4  6 และ 8 ชัว่โมง เมื่อครบระยะเวลา 
กรองสารละลายเอนไซม์ผสม แยกโพรโทพลาสต์ 
และบันทึกผลการทดลองเช่นเดียวกับ  2.1 วาง
แผนการทดลองแบบ CRD มี 3 ทรีตเมนต์ แต่ละ 
ทรตีเมนตม์ ี3 ซ ้า 

2.5 ความเรว็รอบในการหมุนเหวี่ยง  
เตรียมชิ้น ส่วนใบ  และแช่ชิ้น ส่วนใบใน

สารละลายแมนนิทอลที่เหมาะสมจาก  2.1 เติม
สารละลายเอนไซม์ผสมที่ประกอบด้วยเอนไซม์
เซลลูเลส เอนไซม์มาเซอโรไซม์ และแมนนิทอล
ความเข้มข้นที่เหมาะสมจาก 2.1-2.3 แล้วน าไป
เขย่าด้วยความเร็วรอบ 80 รอบ/นาที ในที่มืดที่
อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาที่
เหมาะสมจาก  2.4 เมื่ อครบระยะเวลา กรอง
สารละลายเอนไซม์ผสมและน าสารละลายเอนไซม์
ผสมไปหมุนเหวีย่งดว้ยเครื่องหมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็
รอบ 700  800  900 และ 1000 รอบ/นาที เป็น
ระยะเวลา 5 นาที ท าการแยกโพรโทพลาสต์ และ

บนัทกึผลการทดลองเช่นเดยีวกบั 2.1 วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD ม ี4 ทรตีเมนต ์แต่ละทรตีเมนตม์ ี
3 ซ ้า   

2.6 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
น าข้อมูลมาวิเคราะห์ความแปรปรวน 

(Analysis of variance) ต าม แผนกา รทดลอง 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี 
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ที่ ร ะ ดับ
ความเชื่อมัน่ที ่95 เปอรเ์ซน็ต ์
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ผล 
3.1 ความเขม้ข้นของแมนนิทอล 
จากการทดลอง พบว่า จ านวนและความมี

ชวีติของโพรโทพลาสต์ทีแ่ยกไดม้คีวามแตกต่างกนั
อย่างมนีัยส าคญัทางสถิตริะหว่างความเขม้ขน้ของ
แมนนิทอล โดยแมนนิทอลที่ความเข้มข้น 0.4  
โมลาร์ สามารถแยกโพรโทพลาสต์ได้สูงสุดเท่ากบั 
2.87 ± 0.18 x106 โพรโทพลาสต์ต่อกรมัน ้าหนักสด 
(รปูที ่1A) และมเีปอรเ์ซน็ตค์วามมชีวีติสงูสุด 69.64 
± 2.10 เปอร์ เซ็นต์  (ภาพที่  4.1 B) ซึ่ งจ านวน 
โพรโทพลาสต์ทีแ่ยกไดไ้ม่แตกต่างกนัทางสถิติเมื่อ
ใชแ้มนนิทอลความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร ์(2.70 ± 0.14 
x106 โพรโทพลาสต์ต่อกรัมน ้ าหนักสด) แต่มี
เปอร์เซ็นต์ความมชีวีติของโพรโทพลาสต์น้อยกว่า 
เท่ ากับ 46.24 ± 2.8 เปอร์ เซ็นต์  ส่วนการแยก 
โพรโทพลาสต์ด้วยแมนนิทอลความเข้มข้น 0.1  
โมลาร์ ได้จ านวนโพรโท-พลาสต์น้อยที่สุด 1.48 ± 
0.23 x106 โพรโทพลาสต์ต่อกรัมน ้ าหนักสด และ 
โพรโทพลาสต์ที่แยกได้ไม่มชีวีติ เมื่อใช้แมนนิทอล
ความเข้มข้น 0.1 และ 0.2 โมลาร์ ในการแยก 
โพรโทพลาสต์จากชิ้นส่วนพืชให้ออกมาอยู่ ใน
สารละลายอาหารนัน้มกัพบว่า เซลล์พชืจะแตกได้
ง่ายเนื่องจากไม่มผีนังเซลล์ จงึจ าเป็นต้องมแีรงดนั
ออสโมติกที่ท าให้เกิดสมดุลระหว่างแรงดนัภายใน
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และภายนอกเซลล์ สารที่ใช้ควบคุมสภาวะออสโม
ตกินี้เรยีกว่า สาร osmolyticum และแมนนิทอลเป็น
สาร osmolyticum ที่นิยมใชม้ากที่สุดในการใชแ้ยก
โพรโทพลาสต์ เพราะพชืสามารถดูดซมึแมนนิทอล
ได้น้อย ความเข้มข้นของแมนนิทอลที่นิยมใช้
ประมาณ 0.23 – 0.90 โมลาร์ (Kanchanapoom, 
2002; Suwanno, 2010) จากการทดลองนี้พบว่า
แมนนิทอลที่ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์เหมาะสมต่อ
การสกดัแยกโพรโทพลาสต์จากใบสบัปะรดพนัธุ์ภู
แล ท าให้ได้จ านวนโพรโทพลาสต์มากที่สุด และมี
ลกัษณะทีส่มบูรณ์ ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกบั

รายงานของ Priyadarshani et al. (2018) ทีใ่ชแ้มน
นิทอลความ เข้มข้น  0.5 โ มลาร์ ใ นการแยก 
โพรโทพลาสต์จากใบสับปะรดพันธุ์ Tainong 11, 
MD2 และ Tainong 21 ส่วน Zhao et al. (2011) ใช้
แมนนิทอลความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต์ ในการแยก
โพรโทพลาสต์จากใบสบัปะรดพนัธุ์ Josapine จาก
การศึกษาครัง้นี้เลือกใช้แมนนิทอลที่ความเขม้ขน้ 
0.4 โมลาร ์เน่ืองจากเป็นความเขม้ขน้ทีน้่อยกว่า แต่
ใหจ้ านวนโพรโทพลาสตท์ีแ่ยกได้สูงและไม่แตกต่าง
กนัทางสถติกิบัทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์

 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 A) number of protoplasts and B) viability of protoplasts under different concentrations of 

mannitol 
 

3.2 ความเขม้ข้นของเอนไซมเ์ซลลูเลส 
จากการทดลอง พบว่า เอนไซม์เซลลูเลส 

ความเขม้ขน้ 2% (w/v) สามารถแยกโพรโทพลาสต์
ไ ด้ จ า น ว น สู ง สุ ด เ ท่ า กั บ  3.44 ± 0.06 x106  

โพรโทพลาสต์ต่อกรมัน ้าหนักสด (รูปที่ 2A) ซึ่งมี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับ
จ านวนโพรโทพลาสต์ที่แยกได้โดยใช้เอนไซม์ 
เซลลูเลส ความเข้มข้น 1 1.5 และ 2.5% (w/v) ที่
สามารถแยกโพรโทพลาสต์ได้เท่ากบั 2.15 ± 0.03 
x106  2.56 ± 0.16 x106 แ ล ะ  3.00 ± 0.09 x106  

โพรโทพลาสต์ต่อกรมัน ้าหนักสด ตามล าดบั ส่วน
เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโพรโทพลาสต์ พบว่า 

เอนไซม์เซลลูเลสความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซน็ต์ ส่งผล
ใหโ้พรโทพลาสต์มคีวามมชีวีติสูงสุด เท่ากบั 61.30 
± 0.40 เปอร์เซน็ต ์ซึ่งไม่แตกต่างกนัทางสถติกิบัค่า
ดงักล่าวที่แยกด้วยเอนไซม์เซลลูเลส ความเขม้ขน้ 
1 เปอรเ์ซน็ต ์(58.70 ± 2.12 เปอรเ์ซน็ต)์ (รปูที ่2B) 
จากการที่ผนัง เซลล์ของพืชประกอบไปด้วย
เซลลูโลส เฮมเิซลลูโลส และผนังเชื่อมระหว่างเซลล์ 
(middle lamella)  ซึ่ ง เ ป็ นส า ร จ าพวก เพคทิน 
(pectin) ดงันัน้ ในการแยกโพรโทพลาสต์จงึต้องใช้
เอนไซม์หลายชนิดร่วมกันเพื่อย่อยผนัง เซลล์  
(Chamani et al. 2012; Mastuti and Rosyidah, 
2018) โดยเอนไซม์เซลลูเลสจะย่อยเซลลูโลสของ
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ผนังเซลล์พชื ความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของเอนไซม์
เซลลูเลสในการแยกโพรโทพลาสต์นัน้จะแตกต่าง
กนัไปในพชืแต่ละชนิด จากการศกึษาครัง้นี้ พบว่า 
ความเข้มข้นของเอนไซม์เซลลูเลสที่เหมาะสมใน
การแยก โพรโทพลาสต์จากใบสบัปะรดพนัธุ์ภูแล 
คือ  2% (w/v) ในขณะที่  Zhao et al. (2011) และ 
Priyadarshani et al. (2018) ใช้เอนไซม์เซลลูเลสที่
ความเข้มข้น 1.5% (w/v) เท่ากันทัง้ 2 รายงานใน
การแยกโพรโทพลาสตข์องใบสบัปะรดต่างสายพนัธุ์
ดงัทีก่ล่าวไปแล้วขา้งตน้ นอกจากนี้ในพชืชนิดอื่นๆ 
ก็พบว่า ความเข้มข้นของเอนไซม์เซลลูเลสที่
เหมาะสมจะแตกต่างกันไป เช่น Li et al. (2018) 

ศึกษาการแยกโพรโทพลาสต์จากใบกล้วยไม้ 
ฟาแลนน็อปซิส พบว่า ความเข้มข้น 1.5% (w/v) 
สามารถแยกโพรโทพลาสต์ได้จ านวนสูงสุด และที่
ความเขม้ขน้ 2.5 เปอร์เซน็ต์ แยกโพรโทพลาสตไ์ด้
จ านวนน้อยที่สุด และ Kang et al. (2020) ศึกษา
การแยกโพรโทพลาสต์จากใบพิทูเนีย โดยใช้
เอนไซม์เซลลูเลสความเข้มข้น 1 – 2.5% (w/v) 
พบว่า เอนไซม์เซลลูเลสความเข้มข้น 2% (w/v) 
สามารถแยกโพรโทพลาสตไ์ดจ้ านวนสูงสุด ในขณะ
ที่ความเข้มข้น 1% (w/v) แยกโพรโทพลาสต์จาก
ใบพทิเูนียไดจ้ านวนน้อยทีสุ่ด 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 A) number of protoplasts and B) viability of protoplasts when using 1- 2.5% cellulase (w/v) 
 

3.3 ความเขม้ข้นของเอนไซมม์าเซอโร
ไซม ์
จ านวนและความมชีวีติของโพรโทพลาสต์ทีแ่ยกได้ 
พบว่า มคีวามแตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิ
ระหว่างความเขม้ขน้ของเอนไซมม์าเซอโรไซม ์โดย
เอนไซม์มาเซอโรไซม์ความเข้มข้น  1% (w/v) 
สามารถแยกโพรโทพลาสต์ได้สูงสุดเท่ากบั 3.47 ± 
0.08 x106 โพรโทพลาสต์ต่อกรมัน ้าหนักสด (รูปที่ 
3A) และมีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตสูงสุดเท่ากับ 
68.51 ± 1.13 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 3B) ซึ่งมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับจ านวน 
โพรโทพลาสต์ที่แยกได้  และความมีชีวิตของ 
โพรโทพลาสต์เมื่อใช้เอนไซม์มาเซอร์โรไซม์ความ

เข้มข้น  0.5 1.5 และ 2% (w/v) ที่สามารถแยก 
โพรโทพลาสต์ได ้เท่ากบั 3.02 ± 0.09 x106  3.18 ± 
0.06 x106 และ 3.08 ± 0.13 x106 โพรโทพลาสตต์่อ
กรมัน ้าหนักสด และมเีปอร์เซน็ต์ความมชีวีติ 54.33 
± 0.81 55.65 ± 1.50 และ 55.54 ± 0.68 เปอรเ์ซน็ต ์
ตามล าดบั เอนไซม์มาเซอโรไซม์มคีวามส าคญัใน
การช่วยท าลายโครงสร้างของเพกทนิในผนังเซลล์
ของพชื (Kanchanapoom, 2002) ซึ่งต้องใชร้่วมกบั
เอนไซม์ชนิดอื่นโดยเฉพาะเอนไซม์เซลลูเลส จาก
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ความเข้มข้นของ
เ อน ไซม์ ม า เซอ โ ร ไซม์มีผ ลต่ อ จ า นวนของ 
โพรโทพลาสต์ที่แยกได้ โดยความเข้มข้นของ
เอนไซม์มาเซอโรไซม์ที่เหมาะสมต่อการแยก 
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โพรโทพลาสต์จากใบสับปะรดพันธุ์ภูแล คือ  1% 
(w/v)  ซึ่งความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของเอนไซมช์นิด
นี้กจ็ะแตกต่างกนัไปในพชืแต่ละชนิด หรอืแมแ้ต่ตา่ง
สายพนัธุ ์ดงัรายงานของ Zhao et al. (2011) พบวา่ 
เอนไซม์มาเซอโรไซม์ที่ความเข้มข้น 1.5% (w/v) 
เหมาะสมต่อการแยกโพรโทพลาสตจ์ากใบสบัปะรด
พันธุ์  Josapine ส่วน Priyadarshani et al. (2018) 

พบว่า เอนไซม์มาเซอโรไซม์ที่ความเขม้ขน้ 0.5% 
(w/v) เหมาะสมต่อการแยกโพรโทพลาสต์จากใบ
สบัปะรดพนัธุ์ Tainong 11, MD2 และ Tainong 21 
นอกจากนี้ Li et al. (2018) พบว่า เอนไซมม์าเซอโร
ไซม์ความเข้มข้น 0.7 % (w/v) เหมาะสมต่อการ
แยกโพรโทพลาสตจ์ากใบกลว้ยไมฟ้าแลนน็อปซสิ

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 A) number of protoplasts and B) viability of protoplasts when using 0.5- 2.0% macerozyme 

(w/v) 
 

3.4 ระยะเวลาแช่เอนไซมผ์สม 
จากการทดลองพบว่า ระยะเวลาแช่เอนไซม์

ผสมนาน 6 ชัว่โมง สามารถแยกโพรโทพลาสต์ได้
จ า น ว น สู ง สุ ด  เ ท่ า กั บ  3.62 ± 0.02 x106  

โพรโทพลาสต์ต่อกรมัน ้าหนักสด แต่ไม่แตกต่างกนั
ทางสถิติกับจ านวนโพรโทพลาสต์ที่แยกได้โดยใช้
ระยะเวลาในการแยกนาน 4 ชัว่โมง (3.56 ± 0.02 
x106 โพรโทพลาสตต์่อกรมัน ้าหนักสด) เช่นเดยีวกบั
เปอร์เซ็นต์ความมชีวีติทีพ่บว่า ไม่มคีวามแตกต่าง
กนัทางสถิติระหว่างระยะเวลาแช่เอนไซม์ผสมที่ 4 
และ 6 ชัว่โมง โดยมีความมีชีวิตเท่ากับ 98.87 ± 
0.55 เปอรเ์ซน็ต ์และ 98.87 ± 0.24 เปอรเ์ซน็ต ์(รปู
ที ่4A และ 4B) ส่วนระยะเวลาแช่เอนไซม์ผสมนาน 
8 ชัว่โมง พบว่า มจี านวนโพรโทพลาสต ์และความมี
ชี วิ ต น้ อ ย ที่ สุ ด เ ท่ า กั บ  2.06 ± 0.08 x 106  

โพรโทพลาสตต์่อกรมัน ้าหนักสด และ 21.36 ± 2.62 
เปอร์เซน็ต์ ตามล าดบั จากผลการทดลอง แสดงให้

เห็นระยะเวลาแช่เอนไซม์ผสมมผีลต่อจ านวนของ
โพรโทพลาสต์ที่แยกได้ โดยระยะเวลาที่เหมาะสม
ในการแช่เอนไซม์ผสมเพื่อแยกโพรโทพลาสต์จาก
ใบสับปะรดพันธุ์ภูแล คือ ที่ระยะเวลา 4 และ 6 
ชัว่โมง โดยทีร่ะยะเวลาในการแช่นานเกนิไป คอื 8 
ชัว่โมง ส่งผลท าใหโ้พรโทพลาสตเ์กดิความเสยีหาย
ได ้เนื่องจากเอนไซม์ทีเ่ติมลงไปนอกจากจะท าลาย
ผนังเซลล์ของพืชแล้ว ยังสามารถท าลายเยื่อหุ้ม
เซลล์ของพืชได้ด้วยเช่นกัน อย่างไรก็ตาม การใช้
ระยะเวลาแช่ที่สัน้ เกินไปก็จะไม่สามารถแยก 
โพรโทพลาสต์ไดอ้ย่างเตม็ประสทิธภิาพ (Jia et al. 
2016) ซึ่งระยะเวลาแช่เอนไซม์นัน้ก็จะแตกต่างกนั
ไปในพืชแต่ ละชนิ ด  ผลการทดลองนี้ พบว่ า 
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Jia et al. (2016) ทีศ่กึษา
ระยะเวลาแช่เอนไซม์ผสมเพื่อแยกโพรโทพลาสต์
จากใบขา้วสาลเีป็นระยะเวลานาน 2  4  6  และ 8 
ชัว่โมง พบว่า ระยะเวลาแช่นาน 4 ชัว่โมงสามารถ
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แยกโพรโทพลาสต์ได้จ านวนสูงสุด แต่ที่ระยะ
เวลานาน 8 ชัว่โมงสามารถแยกโพรโทพลาสต์ได้
จ านวนน้อยที่ สุ ด  เช่ น เดียวกับรายงานของ 
Priyadarshani et al. (2018)  ศึ ก ษ า ก า ร แ ย ก 
โพรโทพลาสต์จากใบสับปะรดพันธุ์ Tainong 11, 
MD2 และ Tainong 21 โดยใชร้ะยะเวลาแช่เอนไซม์
ผสมนาน 2 – 6 ชัว่โมง พบว่า ทีร่ะยะเวลานาน 3 – 

6 ชัว่โมง สามารถแยกโพรโทพลาสต์ได้สูงและไม่
แตกต่างกนัทางสถิติ รวมถึงรายงานของ Kang et 
al. (2020) ที่ศึกษาการแยกโพรโทพลาสต์จากใบ 
พทิูเนีย โดยใชร้ะยะเวลาแช่เอนไซม์ผสมนาน 2  4  
6  และ 8 ชัว่โมง พบว่า ที่ระยะเวลานาน 6 ชัว่โมง
เหมาะสมทีสุ่ด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 A) number of protoplasts and B) viability of protoplasts after using different of digestion 

times  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 A) number of protoplasts and B) viability of protoplasts after using different of centrifugation 
 

3.5 ความเรว็รอบในการหมุนหวี่ยง 
จากการทดลอง พบว่า จ านวนและความมี

ชีวิตโพรโทพลาสต์ที่แยกได้มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติระหว่างความเร็วรอบใน
การหมุนเหวี่ยงที่ต่างกนั (รูปที่ 1E) โดยความเร็ว
รอบในการหมุนเหวีย่งที ่800 รอบต่อนาท ีสามารถ
แยกโพรโทพลาสต์ได้จ านวนสูงสุด เท่ากบั 3.82 ± 

0.02 x106 โพรโทพลาสต์ต่อกรัมน ้าหนักสด ซึ่งมี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ กับ
จ านวน โพรโทพลาสตท์ีแ่ยกไดโ้ดยใชค้วามเรว็รอบ
ในการหมุนเหวีย่งที ่ 700  900  และ 1000 รอบต่อ
นาที สามารถแยกโพรโทพลาสต์ได้ 3.06 ± 0.02 
x106  3.35 ± 0.08 x106 และ  3.06 ± 0.08 x106  

โพรโทพลาสต์ต่อกรมัน ้าหนักสด ตามล าดบั (รูปที่ 
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5A) ส่วนเปอรเ์ซน็ตค์วามมชีวีติของโพรโทพลาสตท์ี่
ความเร็วรอบการหมุนเหวี่ยง 700 800 และ 900 
รอบต่อนาที พบว่า ไม่แตกต่างกันทางสถิติ อยู่
ในช่วง 97.50 ± 0.47 ถึง 98.47 ± 0.10 เปอร์เซน็ต์ 
แต่ที่ความเร็วรอบการหมุนเหวี่ยง 1,000 รอบต่อ
นาที พบว่า ความมีชีวิตมีค่าน้อยที่สุด เท่ากับ 
79.79 ± 1.08 เปอร์เซ็นต์ (รูปที่ 5B) ลักษณะของ 
โพรโทพลาสต์ที่แยกได้ดังแสดงในรูปที่ 6 ซึ่ง
ความเร็วรอบในการหมุนเหวี่ยงนัน้มผีลต่อจ านวน
และความมชีวีติของโพรโทพลาสต์ที่แยกได้ เนื่อง 
จ า ก ค ว า ม เ ร็ ว ร อ บที่ น้ อ ย เ กิ น ไ ป จ ะ ท า ใ ห้ 
โพรโทพลาสต์ยงัแขวนลอยไม่แยกชัน้ แต่หากใช้
ความเรว็รอบในการหมุนเหวีย่งทีม่ากเกนิไป จะท า
ใหโ้พรโทพลาสต์เกดิความเสยีหายได ้ซึ่งความเร็ว
รอบในการหมุนเหวีย่งนี้จะแตกต่างกนัไปในพชืแต่
ละชนิด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 6 pineapple protoplasts after isolation 
with 2% (w/v) cellulase, 1% (w/v) macerozyme, 
0.4 M mannitol, 6 h of digestion time and 800 
rpm. scale = 20 µm 

 
ดงัที่ได้มีรายงานในการสกัดโพรโทพลาสต์จากใบ
สับปะรดพันธุ์ Smoth Cauun ของ Hagagy et al. 
(2007) โดยศึกษาความเร็วรอบในการหมุนเหวี่ยง 
500 1000 และ 1500 รอบต่อนาท ีพบว่า ความเรว็

รอบในการหมุนเหวีย่ง 1000 รอบต่อนาท ีสามารถ
แยกโพรโทพลาสต์ได้จ านวนสูงสุด และ Jia et al. 
(2016) ศกึษาความเรว็รอบในการหมนุเหวีย่ง 500 - 
2000 รอบต่อนาท ีในการแยกโพรโทพลาสตจ์ากใบ
ขา้วสาล ีพบว่า ที่ 1000 รอบต่อนาท ีสามารถแยก
โพรโทพลาสตไ์ดจ้ านวนสงูสุด 

จากการศกึษานี้ท าใหท้ราบถงึสภาวะในการ
แยกโพรโทพลาสตจ์ากใบของสบัปะรดพนัธุภ์ูแล ซึง่
สามารถน าไปเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการแยก 
โพรโทพลาสต์จากใบ หรอืส่วนอื่นๆ ของสบัปะรด
พนัธุต์่างๆ เพื่อใชใ้นการปรบัปรุงพนัธุต์่อไป 
 

4. สรปุ 
สภาวะการแยกโพรโทพลาสต์จากใบของ

สับปะรดพันธุ์ภูแลที่เหมาะสม คือ ใช้แมนนิทอล
ความเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ร่วมกบัเอนไซม์เซลลูเลส 
ความเขม้ขน้ 2% (w/v) และเอนไซม์มาเซอโรไซม์
ความเขม้ขน้ 1% (w/v) ใชเ้วลาแช่เอนไซมผ์สมนาน 
6 ชัว่โมง และใช้ความเร็วรอบในการหมุนเหวี่ยง 
800 รอบต่อนาที สามารถแยกโพรโทพลาสต์ได้ 
3.82 ± 0.02 x106 โพรโทพลาสตต์่อกรมัน ้าหนักสด 
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
คณะผู้วิจ ัยขอขอบคุณบุคลากรทีมวิจัย

นวัตกรรมโรงงานผลิตพืชสมุนไพร ศูนย์พันธุ
วศิวกรรมและเทคโนโลยชีวีภาพแห่งชาต ิคุณวชิติ 
แพพูล ที่ได้ให้ค าแนะน าการวางแผนการทดลอง 
และวิเคราะห์ผลทางสถิติ คุณภัทรพร ศุภปัญญา
พงศ์ ทีอ่นุเคราะห์ยอดสบัปะรดภูแลในสภาพปลอด
เชือ้ และคุณทวิา เทพมุณี ทีแ่นะน าเทคนิคต่างๆ ใน
ห้องปฏิบตัิการ รวมถึงบุคลากรในห้องปฏิบตัิการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อบ้านวทิยาศาสตร์สรินิธร ที่ได้ให้
ความช่วยเหลอืในดา้นต่างๆ และขอบคุณส านักงาน
พัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ งชาติ  
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(สวทช.) ที่ได้อนุเคราะห์สถานที่ในการด าเนินงาน
วจิยั 
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