
 

 

ลายพมิพดีเอ็นเอและการประเมินทางเคมีของมะขามบางสายพันธุที่มีฤทธิ์เปนยาระบายที่ดี 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

นางสาวปฏิภาณี   ขันธโภค 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึง่ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาเทคโนโลยีชวีภาพ 

คณะวิทยาศาสตร       จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 

ปการศึกษา  2550 

ลิขสิทธิ์ของจุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 



 

 

DNA FINGERPRINT AND CHEMICAL ASSESSMENT OF SELECTED TAMARIND CULTIVARS WITH 

HIGH LAXATIVE ACTIVITY  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Miss Patipanee   Khanthapok 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Science Program in Biotechnology 

Faculty of Science  

Chulalongkorn University 

Academic Year 2007 

Copyright of Chulalongkorn University 

 









  

ฉ 

กิตติกรรมประกาศ 

ขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ปาริชาต ภูสวาง อาจารยที่ปรึกษา

วิทยานิพนธหลัก รองศาสตราจารย ดร. สุนันท พงษสามารถ อาจารยที่ปรึกษาวทิยานพินธรวม 

และผูชวยศาสตราจารย ร.ต.อ.หญิง ดร. สุชาดา สุขหรอง กรรมการสอบวิทยานิพนธ ที่ไดกรุณาให

คําปรึกษาแนะแนวทางการทําวิจัย ตลอดจนใหความเหน็ในการปรับปรุงงานวจิัยจนสําเร็จสมบูรณ 

ขอกราบขอบพระคุณ ศาสตราจารย ดร. อรัญ อินเจริญศักด์ิ ประธานกรรมการ

สอบวิทยานิพนธ และผูชวยศาสตราจารย ดร. กนกทิพย ภักดีบํารุง กรรมการสอบวิทยานิพนธ ที่

กรุณาใหความเหน็เหน็และคําแนะนําในการทําวิทยานพินธ 

ขอกราบขอบพระคุณคณาจารย ภาควชิาชีวเคม ี ภาควิชาเภสัชเวท ภาควชิา

อาหารเคม ีคณะเภสัชศาสตร คณาจารยหลักสูตรสาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ และภาควิชาชีวเคมี 

คณะวิทยาศาตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่เอ้ือเฟอสถานที่ เคร่ืองมือ อุปกรณในการทําวิจัย และ

คําแนะนํารวมทั้งความชวยเหลือต้ังแตเร่ิมดําเนนิการวิจยัจนเสร็จสมบูรณ 

ขอขอบคุณนางนาวนิ ปานแสงทนิกร นกัวทิยาศาสตรและเจาหนาที่ของภาควิชา

ชีวเคม ี ภาควิชาเภสัชเวท ภาควิชาอาหารเคม ี คณะเภสชัศาสตร หลักสูตรสาขาวิชา

เทคโนโลยีชวีภาพ และภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ที่ใหความ

ชวยเหลือและใหคําแนะนําทุกๆ ดานตลอดมา 

ขอขอบคุณจุฬาลงกรณมหาวทิยาลัยและทบวงมหาวิทยาลัย กระทรวง 

ศึกษาธิการ ทีใ่หทนุสนับสนนุการทําวิจัย 

ขอขอบคุณเพื่อนๆ พี ่ และนอง ทีค่ณะเภสัชศาสตรและคณะวิทยาศาตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทุกคนที่ใหกาํลังใจ ความชวยเหลือและคําแนะนาํดวยดีตลอดมา 

ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ตลอดจนญาติพีน่อง ทีเ่ล้ียงดู ใหความรัก 

ความเอาใจใส ใหกาํลังใจ และสนับสนุนตลอดมา 



สารบัญ 
 

บทที ่           หนา 

บทคัดยอภาษาไทย........................................................................................................ ง 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ................................................................................................... จ 

กิตติกรรมประกาศ......................................................................................................... ฉ 

สารบัญ......................................................................................................................... ช 

สารบัญตาราง............................................................................................................... ฌ 

สารบัญภาพ.................................................................................................................. ฎ 

คําจํากัดความที่ใชในงานวิจัย......................................................................................... ฑ 

  

บทที ่  

1 บทนาํ.................................................................................................................... 1 

 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา.................................................................. 1 

 วัตถุประสงคของการวิจัย........................................................................................ 5 

 ขอบเขตและวิธีดําเนนิการวจิัย................................................................................. 6 

 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ...................................................................................... 6 

2 เอกสารและงานวิจัยที่เกีย่วของ............................................................................... 7 

  1. สาเหตุและอาการทองผูก................................................................................... 7 

  2. พืชสมนุไพรที่ใชเปนยาระบาย............................................................................. 8 

  3. มะขาม............................................................................................................. 9 

  4. กรดอินทรียในมะขาม......................................................................................... 11 

  5. วิธีวเิคราะหปริมาณกรดอินทรียในผลไม.............................................................. 16 

  6. โมเลกุลเครื่องหมาย........................................................................................... 17 

  7. ยีน ribulose 1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase (rbcL)........................ 24 

  8. Internal Transcribed Spacer (ITS).................................................................. 24 

  9. การออกแบบไพรเมอร........................................................................................ 27 

 10.การเปรียบเทียบความคลายกนัของลําดับนิวคลีโอไทดหรือโปรตีน......................... 27 

3 วิธีดําเนินการวิจัย................................................................................................... 29 

 วัสดุอุปกรณ........................................................................................................... 29 

 1. สารเคม.ี............................................................................................................ 29 



  

ซ 

บทที ่           หนา 

 2. อุปกรณและเครื่องมือ......................................................................................... 30 

 3. ตัวอยางพืช........................................................................................................ 31 

 วิธีดําเนินการวิจัย................................................................................................... 34 

 1. การวิเคราะหองคประกอบทางเคม.ี...................................................................... 34 

 2. การศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอ................................................................................. 48 

 3. การประเมนิลายพิมพดีเอ็นเอรวมกบัการประเมินองคประกอบกรดอินทรีย 

 ของตัวอยางมะขามทีม่ีฤทธิ์เปนยาระบาย............................................................ 

 

58 

4 ผลการการทดลองและวิจารณผล............................................................................. 59 

 1. การวิเคราะหปริมาณและองคประกอบทางเคม.ี.................................................... 59 

 2. การศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอ................................................................................. 84 

 3. การหาความสัมพนัธโดยใชลายพมิพดีเอ็นเอรวมกบัองคประกอบกรดอินทรีย 

 ในเนื้อมะขามที่มีฤทธิ์เปนยาระบายเพื่อการพิสูจนมะขามตางพนัธุปลูก................. 

 

119 

5 สรุปและขอเสนอแนะ.............................................................................................. 121 

รายการอางอิง............................................................................................................... 124 

ภาคผนวก..................................................................................................................... 136 

       ภาคผนวก ก........................................................................................................... 137 

       ภาคผนวก ข........................................................................................................... 138 

       ภาคผนวก ค........................................................................................................... 142 

       ภาคผนวก ง........................................................................................................... 145 

       ภาคผนวก จ........................................................................................................... 149 

       ภาคผนวก ฉ........................................................................................................... 152 

       ภาคผนวก ช........................................................................................................... 156 

       ภาคผนวก ซ........................................................................................................... 191 

       ภาคผนวก ฌ.......................................................................................................... 201 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ............................................................................................... 204 

 



  

ฌ 

สารบัญตาราง 
 

ตาราง           หนา 

1 การออกดอกและติดฝกของมะขามหวาน.................................................................. 3 

2 ปริมาณของสวนประกอบของสารอาหารในเนื้อมะขามอบแหง................................... 12 

3 ปริมาณของสวนประกอบของแรธาตุในเนื้อมะขาม.................................................... 12 

4 ปริมาณกรดทารทาริกในเนือ้มะขามหวานจากประเทศไทย........................................ 14 

5 ขอมูลของการเก็บตัวอยางมะขาม 3 พนัธุปลูก คือ มะขามชนิดหวาน ไดแก  

‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ไดแก ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ที่ใช 

ในการทดลองจากจังหวัดเพชรบูรณ......................................................................... 

 

 

32 

6 ความเขมขนของสารละลายผสมกรดอินทรียมาตรฐาน จํานวน 3 ความเขมขน  

ที่ใชในการยนืยันความถกูตองของเทคนิค HPLC...................................................... 

 

46 

7 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและการหาลําดับ 

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL........................................................................................ 

 

52 

8 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค 

RAPD................................................................................................................... 

 

56 

9 ปริมาณสวนประกอบตางๆ ของผลมะขามสด........................................................... 60 

10 ปริมาณขององคประกอบน้าํในเนื้อมะขามสด........................................................... 60 

11 ปริมาณของสวนประกอบของสารอาหารในเนื้อมะขามอบแหง................................... 61 

12 ปริมาณของสวนประกอบของแรธาตุในเนื้อมะขาม.................................................... 62 

13 สมบัติการดูดกลืนแสงในชวงอัลตราไวโอเลตของกรดอินทรียชนิดตางๆ 

ใน 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4.................................................................................. 

 

65 

14 ภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหกรดอินทรียดวยเทคนิค HPLC................................. 68 

15 คาการแยกจากกันของกรดอินทรียมาตรฐานและสารมาตรฐานภายในจาก 

คอลัมน Inertsil ODS-3, C18 ขนาด 150x4.6 mm i.d., 5 μm; 0.5 % (w/w) 

(NH4)H2PO4, pH 2.9 ที่ความยาวคล่ืน 210 nm....................................................... 

 

 

71 

16 สรุปความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดอินทรีย 

มาตรฐานกับสารมาตรฐานภายในตอความเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐาน 

และคาความเขมขนตํ่าสุดของกรดอินทรียที่สามารถวเิคราะหได................................. 

 

 

73 

 



  

ญ 

ตาราง           หนา 

17 ความเที่ยงตรงแมนยําเมื่อวเิคราะหภายในวันเดียวกนัของกรดออกซาลิก  

ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก และซิตริก..................................................................... 

 

74 

18 ความเที่ยงตรงแมนยําเมื่อวเิคราะหตางวนักนัของกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก 

แอสคอบิก และซิตริก.............................................................................................. 

 

76 

19 ความถกูตองของวิธีวเิคราะหในการวิเคราะหกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก 

แอสคอบิก และซิตริก.............................................................................................. 

 

78 

20 ปริมาณขององคประกอบกรดอินทรียในเนือ้มะขามสดจากการวิเคราะหดวย 

วิธี HPLC method.................................................................................................. 

 

80 

21 สวนประกอบและสภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ 

ยีน rbcL................................................................................................................ 

 

90 

22 การแทนที่ใน 24 ตําแหนง ของนวิคลีโอไทดในยีน rbcL ของมะขามพนัธุปลูก 

’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ จากจงัหวัดเพชรบูรณ เมื่อเปรียบเทยีบ 

กับลําดับนวิคลีโอไทดยีน rbcL ของ T. indica L. (accessions no. Z70160) ที ่

มีใน GenBank โดยเร่ิมเปรียบเทยีบต้ังแตตําแหนงที ่31 ของตําแหนง 5' ของ 

ยีน rbcL................................................................................................................ 

 

 

 

 

96 

23 การแทนที่ของนิวคลีโอไทดในยนี rbcL ของมะขามพนัธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’  

และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ จากจังหวัดเพชรบูรณ......................................................... 

 

97 

24 สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ 

ดีเอ็นเอสวน ITS..................................................................................................... 

 

102 

25 การแทนที่ของนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอสวน ITS (Internal transcribed spacer)  

ของมะขามพนัธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ จากจังหวัด 

เพชรบูรณ.............................................................................................................. 

 

 

107 

26 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค  

RAPD-PCR........................................................................................................... 

 

109 

27 สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา RAPD-PCR เพือ่ศึกษา 

ลายพมิพดีเอ็นเอ.................................................................................................... 

 

110 

28 คาดัชนีความเหมือน (Similarity index, S. I.) เมื่อเทยีบระหวางตัวอยางมะขาม  

T. indica จํานวน 3 พนัธุปลูก.................................................................................. 

 

115 

 



  

ฎ 

สารบัญภาพ 
 

ภาพประกอบ          หนา 

1 เนื้อที่เพาะปลูกมะขามในประเทศไทย ป พ.ศ. 2546.................................................. 2 

2 สูตรโครงสรางของกรดอินทรียหลักทีพ่บในเนื้อมะขาม............................................... 15 

3 แผนผังแสดงระดับอนุกรมวธิานโดยประมาณของยีนที่อยูในคลอโรพลาสต  

นิวเคลียส และไมโตคอนเดรีย และดีเอ็นเอในบริเวณตางๆ ที่ใชในการศึกษา 

วงศวานวิวฒันาการโดยต้ังสมมติฐานจากพืชมีดอก.................................................. 

 

 

21 

4 แผนที่ยนี (gene map) ในคลอโรพลาสตจโีนมของ Gossypium hirsutum.................. 25 

5 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL บางสวนของ Tamarindus indica  

(accession no.Z70160) ที่มีอยูใน GenBank.......................................................... 

 

26 

6 โครงสรางของ Internal Transcribed Spacer (ITS) ในนิวเคลียส............................... 26 

7 ลักษณะฝกและเนื้อของมะขามพันธุปลูกตางๆ ที่ใชในการทดลองจากจังหวัด 

เพชรบูรณ.............................................................................................................. 

 

33 

8 Ribosomal DNA และตําแหนงของไพรเมอร 18-25S 5'F และ 18-25S 3'R  

ที่ใชในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ................................................................................ 

 

50 

9 ตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบนยนี rbcL............................... 52 

10 Ribosomal DNA และตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ................ 53 

11 ผลของความเปนกรดดาง (pH) ของเฟสเคล่ือนที่ตอการแยก (retention time) 

ของกรดอินทรียดวยคอลัมน Inertsil ODS-3, C18 ขนาด 150 x 4.6 mm i.d.,  

5 μm ที่ความยาวคล่ืน 210 nm............................................................................... 

 

 

67 

12 โครมาโทแกรม HPLC ของสารละลายกรดอินทรียมาตรฐานผสม................................ 69 

13 โครมาโทแกรม HPLC ของกรดอินทรียในน้ําสกัดมะขาม ‘ขันตี’ ที่เติม 

สารละลายผสมกรดอินทรียมาตรฐาน...................................................................... 

 

77 

14 โครมาโทแกรม HPLC ของกรดอินทรียในน้ําสกัดมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’................ 81 

15 โครมาโทแกรม HPLC ของกรดอินทรียในน้ําสกัดมะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’..................... 81 

16 โครมาโทแกรม HPLC ของกรดอินทรียในน้ําสกัด ‘มะขามเปร้ียวยักษ’......................... 82 

17 แถบจีโนมกิดีเอ็นเอของมะขามตางพนัธุปลูกที่ใชในการวิจัย....................................... 86 

  

 



  

ฏ 

ภาพประกอบ          หนา 

18 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร 18-25S 5'F กับ  

18-25S 3'R ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตาง 

พันธุปลูก............................................................................................................... 

 

 

87 

19 ตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและหาลาํดับนวิคลีโอไทด 

ของยีน rbcL บนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ Arabidopsis 

 thaliana (accession no. NC_000932) ที่มีใน Genbank........................................ 

 

 

89 

20 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร rbcL-tam-F01  

กับ rbcL-tam-R02 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขาม 

ตางพนัธุปลูก......................................................................................................... 

 

 

91 

21  แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร rbcL-tam-F03  

กับ rbcL-tam-R04 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขาม 

ตางพนัธุปลูก......................................................................................................... 

 

 

92 

22 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร Rbc-BMP-fixF-01 

กับ rbclBMP684R ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขาม 

ตางพนัธุปลูก......................................................................................................... 

 

 

93 

23 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร Rbc-BMP-fixF-03 

กับ Rbc-BMP-fixR-04 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมกิดีเอ็นเอของมะขาม 

ตางพนัธุปลูก......................................................................................................... 

 

 

94 

24 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธทางพนัธุกรรมของมะขาม T. indica ทั้ง 3 พันธุปลูก 

คือ ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ จากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL 

ดวยวิธ ีUPGMA..................................................................................................... 

 

 

99 

25 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร Stmn-ITS-F กับ ITS4  

ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตางพันธุปลูก...................... 

 

103 

26 การเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของ18S rDNA, ITS-1, 5.8S rDNA, ITS-2  

และ 26S rDNA ของมะขาม T. indica ชนดิหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และ 

มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ กบัลําดับนวิคลีโอไทดของ Trifolium 

 hybridum (accession no. EU348779); Eperua schomburgkiana (accession 

no. AY955808); Baikiaea insignis (accession no. AY955811); Tessmannia 

 anomala (accession no. AY955813); Copaifera officinalis (accession no. 

 

 

 

 

 

 



  

ฐ 

ภาพประกอบ          หนา 

AY955816); Detarium macrocarpum (accession no. AY955817) และ Sindora 

 bruggemanii (accession no. AY955824) ที่มีใน GenBank.................................. 

 

104 

27 การเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดในดีเอ็นเอสวน 18S rDNA, ITS-1, 5.8S  

rDNA, ITS-2 และ 26S rDNA ของมะขาม T. indica ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ  

‘มะขามเปร้ียวยักษ'................................................................................................ 

 

 

106 

28 ลักษณะแถบดีเอ็นเอของมะขามพนัธุปลูก ‘ศรีชมภู’ จํานวน 5 ตัวอยาง ที่เกิดจาก 

การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-02, OPA-13  

และ SD-03............................................................................................................ 

 

 

111 

29 ลักษณะแถบดีเอ็นเอของมะขามพนัธุปลูก ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ จํานวน 5 ตัวอยาง 

ที่เกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-02,  

OPA-13 และ SD-03.............................................................................................. 

 

 

112 

30 ลักษณะแถบดีเอ็นเอของมะขามพนัธุปลูก ‘ขันตี’ จํานวน 5 ตัวอยาง ที่เกิดจาก 

การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-02, SD-18  

และ OPA-13......................................................................................................... 

 

 

113 

31 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธทางพนัธุกรรมของมะขาม T. indica ทั้ง 3  

พันธุปลูก คือ ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ จากวิธ ีUPGMA จาก 

การสุมคา Bootstrap value 1,000 replicates  ดวยดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย 

RAPD................................................................................................................... 

 

 

 

116 

44 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธทางพนัธุกรรมของมะขาม T. indica ทั้ง 3  

พันธุปลูก คือ ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ จากวิธ ีNeighbor-joining  

จากการสุมคา Bootstrap value 1,000 replicates ดวยดีเอ็นเอ 

เคร่ืองหมาย RAPD................................................................................................. 

 

 

 

117 

 



  

ฑ 

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 

%    Percentage 

5.8S rDNA   5.8S ribosomal RNA gene 

18S rDNA   18S ribosomal RNA gene 

26S rDNA   26S ribosomal RNA gene 

AA    Ascorbic acid 

AFLP    Amplified fragment length polymorphism 

AR    Analytical reagent 

BSU    BioService Unit 

CA    Citric acid 

cpDNA    Chloroplast DNA 

DNA    Deoxyribonucleic acid 

dATP    Deoxyadenosine-5’ triphosphate 

dCTP    Deoxycytidine-5’ triphosphate 

ddH2O    Double distilled water 

dGTP    Deoxyguanosine-5’ triphosphate 

DI    Deionized 

dTTP    Deoxythymidine-5’ triphosphate 

FA    Fumaric acid 

g    Gram 

GA    Gallic acid 

HPLC    High-performance liquid chromatography 

ITS    Internal transcribed spacer 

ITS1    Internal transcribed spacer 1 

ITS2    Internal transcribed spacer 2 

KCl     Potassium chloride 

MA    Malic acid 

MgCl2     Magnesium chloride 

mtDNA    Mitochondrial DNA 

nDNA    Nuclear DNA 



  

ฒ 

NJ    Neighbor-joining 

nm    nanometer 

OA    Oxalic acid 

PAUP    Phylogenetic analysis using parsimony 

PCR    Polymerase chain reaction 
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trnL    Gene encoding for tRNALeu 
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w/v    Weight by volume 



บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ในปจจุบันอาการทองผูกเปนอาการไมพงึประสงคที่เกิดข้ึนกับคนสวนใหญ โดย

เกิดจากสาเหตุหลายประการ ที่สําคัญ คือ การรับประทานอาหารทีม่ีเสนใยนอย   เมื่อรางกายมี

อาการทองผูก ทาํใหมีของเสียสะสมอยูในลําไสและจะทําใหถายยากและอาจทําใหเกิดโรคตางๆ

โดยเฉพาะโรคริดสีดวงทวาร มะเร็งลําไส เปนตน (สุรพล สุรางคศรีรัฐ และ สมชาย ลีลากุศลวงศ, 

2543)    ในปจจุบันวธิีแกไขอาการทองผูกที่ผูปวยนยิม คือ การใชยาระบาย   ยาระบายนั้นมทีัง้ยา

แผนปจจุบันและยาสมนุไพร โดยยาแผนปจจุบัน ไดแก มิลก ออฟ แมกนีเซยี ซึ่งมีขอเสีย คือ สาร

แมกนีเซยีมอาจสะสมในรางกายจึงหามใชในผูปวยโรคไต (สุรพล สุรางคศรีรัฐ และ สมชาย ลีลา

กุศลวงศ, 2543)   สวนยาสมุนไพร ไดแก มะขามแขก ซึ่งนิยมใชมากในปจจุบัน แตขอเสียของ

มะขามแขก คือ ทําใหระดับโพแทสเซียมในรางกายลดลงและทําใหระบบประสาทที่ควบคุมการ 

บีบตัวของลําไสเสียหาย (ดวงรัตน เชีย่วชาญวิทย, 2545) ดังนัน้ยาสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ ที่มีสรรพคุณ

เปนยาระบาย เชน มะขาม จึงนาจะเปนอีกทางเลือกที่ดีอีกทางหนึง่ของผูปวยทองผกูได 

มะขามมีชื่อวทิยาศาสตรวา Tamarindus indica Linn. (เต็ม สมิตินนัท, 2544) 

เปนพชือยูในชัน้ Dicotyledonae อันดับ Leguminales วงศ Leguminosae วงศยอย 

Caesalpinioideae สกุล Tamarindus ชนดิ indica   มีชดุโครโมโซม 2n = 24    มะขามเปนไมยืน

ตนขนาดใหญ มีรสเปร้ียวทัง้สวนใบ ดอก และฝก   มะขามมีถิน่กาํเนดิในปาที่ราบแหงเขตรอนของ

ทวีปแอฟริกาตะวันออก แลวกระจายไปในแถบละตินอเมริกา หมูเกาะแถบแคริบเบียน และทวปี

เอเชีย (Gibbon และ Pain, 1985; Purseglove, 1968)   มะขามไดเขามามีถิ่นกาํเนิดรองในเขต

รอนของทวีปเอเชียมาเปนเวลานาน  ปจจุบันไดมีการปลูกมะขามกันอยูทุกประเทศในเขตรอน และ

เปนพชืเศรษฐกิจพืน้บานที่สําคัญของประเทศอินเดีย และประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต 

(สัมฤทธิ ์ เฟองจันทร, 2538; Gibbon และ Pain, 1985; Purseglove, 1968)   ในประเทศไทยมี

การปลูกทั้งมะขามเปร้ียวและมะขามหวานตามจังหวัดตางๆ เนื้อที่เพาะปลูกมะขามในประเทศ

ไทย ป พ.ศ. 2546 แสดงดังภาพที ่ 1   จังหวัดที่มกีารปลูกมาก ไดแก เพชรบูรณ แพร อุตรดิตถ 

มุกดาหาร เลย และนครราชสีมา โดยมะขามทีน่ิยมปลกูมาก คือ มะขามเปร้ียวยักษ สีทอง ศรีชมภู 

หมื่นจง ขันตี น้ําผ้ึง และอินทผลัม (ชูศักด์ิ สัจจพงษ, 2550)   มะขามแตละพันธุปลูก (cultivar) มี

ชวงระยะการออกดอกดอกและติดฝกแตกตางกันไปดังแสดงในตารางที ่1 



  

2 

ภาพที ่1 เนื้อที่เพาะปลูกมะขามในประเทศไทย ป พ.ศ. 2546 (งานภูมิสารสนเทศ ศูนย

สารสนเทศ กรมสงเสริมการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2546) 

 



  

3 

ตารางที่ 1  การออกดอกและติดฝกของมะขามหวาน (พิจิตร โชคพฒันา, 2546) 

 

พันธุปลูก ออกดอก                   ฝกสกุ 

ขันตี เมษายน ธันวาคม 

น้ําผ้ึง เมษายน ธันวาคม 

ศรีชมภู เมษายน ธันวาคม 

เจาเนื้อเศรษฐกิจ เมษายน ธันวาคม 

หมื่นจง    พฤษภาคม มกราคม 

อินทผาลัม    พฤษภาคม มกราคม 

ปากดุก    พฤษภาคม มกราคม 

เพชรเกษตร    พฤษภาคม มกราคม 
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มะขามเปนผลไมที่มีคุณคาทางโภชนาการสูง เพราะมะขามมีคารโบไฮเดรต

โปรตีน เกลือแร โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส แคลเซียม แมกนีเซยีม วิตามินซี วิตามนิ บี1 บี2 และ บี3 

สูง สวนเหล็กและวิตามนิ เอ มีปริมาณนอย   กรดอินทรียทีพ่บในมะขาม คือ กรดซิตริก            

กรดทารทาริก และกรดมาลิก   เนือ้มะขามมีปริมาณกรดทารทาริกอยูประมาณรอยละ 10 

โพแทสเซียมทารเทรตรอยละ 8 และน้ําตาลอินเวิรตรอยละ 25-40   โดยความเปนกรดทัง้หมดใน

เนื้อมะขามมีคาเทากับ รอยละ 10-16   มะขามทีม่ีวิตามิน ซี และกรดทารทาริก (รอยละ 10 ข้ึนไป) 

สูงจะใหรสเปร้ียว   นอกจากนี ้มะขามยงัสามารถใชเปนยารักษาโรคตางๆ ได มะขามมีสรรพคุณ

เปนยาถายเสมหะโลหิต ฟอกเลือด แกไข ระบายอุจจาระ และแกทองเฟอได โดยเนื้อจะมีผล

โดยตรงตอระบบการยอยอาหารและการขับถาย   ในดานการใชเปนยาระบายนั้น สารสําคัญใน

การออกฤทธ์ิเปนยาระบายในเนื้อมะขาม คือ กรดอินทรีย ไดแก กรดซิตริก กรดทารทาริก และ  

กรดมาลิก โดยใชมะขามในรูปของ tamarind whey สามารถเตรียมโดยนาํเนื้อมะขามตมสุกมา

ผสมกับนมในอัตราสวน 1 ตอ 40   ขนาดที่ใช คือ 5-57 มิลลิลิตร (กัญจนา ดีวเิศษ และคณะ, 

2537; Felter และ Lloyd, 1898; British Pharmaceutical Codex, 1911; Morton, 1967, 1987; 

Prakas, Gupta และ Mathur , 1979; Larsen และคณะ, 1984; Gunasena, Hughes และ 

International Centre for Underutilized Crops, Institute of Irrigation and Development 

Studies, University of Southampton; 2000, 2001) 

ในปจจุบัน ประเทศไทยยังไมมีการศึกษาและวิจัยองคประกอบและสรรพคุณของ

มะขามพันธุปลูกตางๆที่นยิมปลูกในประเทศไทย โดยเฉพาะอยางยิง่ชนิดและปริมาณของ       

กรดอินทรียในเน้ือมะขามจึงทําใหไมสามารถระบุไดวามะขามพนัธุปลูกใดมีฤทธิ์เปนยาระบายที่ดี 

จากงานวิจยัของ Zhanguo และ Jiuru (2002) ที่ทาํการศึกษาวิธกีารแยกพรอมกันกับการหา

ปริมาณของกรดอินทรีย คือ กรดออกซาลิก กรดทารทาริก กรดมาลิก วิตามนิซ ี กรดซิตริก และ 

กรดซักซินิก ในพืชสมุนไพร Fructus mume ดวยเทคนคิโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

(HPLC) พบวา วิธกีารที่ใชในงานวิจัยนี้สามารถแยกและหาปริมาณกรดอินทรีย 6 ชนิด พรอมกนั

ไดภายในเวลา 7 นาท ีดังนัน้วิธกีารนี้จึงนาจะเปนวธิีการที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบชนิดและ

ปริมาณของกรดอินทรียในเนื้อมะขามได 

การควบคุมคุณภาพและมาตรฐานในการผลิตยาจากพชืสมุนไพรในปจจุบันนี้

นอกจากการตรวจวิเคราะหสารทุติยภูมทิี่ผลิตจากพืชสมนุไพรนัน้ๆ แลวยังสามารถนาํเคร่ืองหมาย

ดีเอ็นเอ (DNA marker) มาใชในการพิสูจนเอกลักษณรวมกับการตรวจวิเคราะหองคประกอบเคมี

หรือตัวยาที่ออกฤทธ์ิในพืชสมุนไพรดวย (Joshi และคณะ, 2004)   เนื่องจากดีเอ็นเอเปนสาร
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พันธกุรรมซ่ึงมเีอกลักษณเฉพาะไมซ้าํกนัในส่ิงมชีีวิต เชนเดียวกนักับลายพิมพของน้ิวมอืที่ไม

เหมือนกนัในแตละบุคคล จึงเรียกเอกลักษณเฉพาะนีว้า ลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) 

(วิชัย บุญแสง และคณะ, 2537)   ขอดีของการใชลายพมิพดีเอ็นเอ คือ มีความเปนเอกลักษณ

เฉพาะในส่ิงมชีีวิต และไมมปีจจัยทางส่ิงแวดลอมเขามาเกี่ยวของ   ตัวอยางของพชืสมุนไพรที่มี

การนาํเคร่ืองหมายดีเอ็นเอมาใชในการพสูิจนเอกลักษณ เชน ขมิ้น และโสม   การเปรียบเทียบวงศ

วานวิวัฒนาการ (phylogeny) เชน ในพชืชนิด Panax โดยการหาลําดับเบสนวิคลีโอไทดของยีน 

18S rRNA และยีน trnK ของพืชสมนุไพรดังกลาว เปนตน (Sasaki และคณะ, 2001, 2002; Zhu 

และคณะ, 2002, 2003)   และใชในการคนหาแหลงกําเนิดของพืชชนิดตางๆ เชน การศึกษา

แหลงกาํเนิดและความหลากหลายทางพนัธุกรรมของมะขามจากประเทศในทวีปตางๆ โดยใช

เทคนิคอารเอพีดี-พีซีอาร (RAPD-PCR) (Diallo และคณะ, 2007) 

มะขามเปนไมผลที่มีคุณประโยชนนานับประการ เพราะทุกสวนของมะขาม

สามารถนํามาใชประโยชนไดหลากหลาย ไมวาจะเปนทางดานยา อาหาร เคร่ืองสําอาง และใช

ประโยชนอ่ืนๆ   โดยเฉพาะการใชเปนยาระบายใชแกอาการทองผูกในหลายประเทศมาต้ังแตสมัย

โบราณตอเนื่องมาจนถงึปจจุบัน และในประเทศไทยนัน้มมีะขามที่นยิมปลูกหลายพนัธุปลูก ซึง่ทุก

พันธุปลูกนั้นมชีื่อวิทยาศาสตรชื่อเดียวกันตามที่ไดกลาวมาดังข้ันตนแลว  ดังนัน้งานวิจัยนี้จงึมี

ความสนใจทีจ่ะพิสูจนเอกลักษณของมะขามตางพนัธุปลูกโดยใชวธิีการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ

รวมกับองคประกอบเคมีของมะขามพันธุปลูกที่มฤีทธิ์เปนยาระบายทีดี่ การวจิัยอาจนํามาใช

ประโยชนในการเลือกพนัธุปลูกของมะขามเพื่อนาํมาใชพฒันาผลิตภัณฑยาระบายจากมะขามซึ่ง

มีราคาถูกและมีอันตรายนอยกวายาระบายที่ใชในปจจุบัน 

วัตถุประสงคของการวิจยั 

เพื่อพิสูจนเอกลักษณมะขามตางพนัธุปลูกที่มีฤทธิย์าระบายที่เพาะปลูกใน

ประเทศไทย โดยใชวิธีการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอรวมกับองคประกอบเคมีในเนื้อมะขาม 

เทคนิคการศึกษาเคร่ืองหมายระดับโมเลกลุโดยการวเิคราะหลําดับเบสบนยนี ribulose 1,5-

biphosphate carboxylase/oxygenase (rbcL) ในคลอโรพลาสตและดีเอ็นเอสวน internal 

transcribed (ITS) ในนวิเคลียส และโดยการวิเคราะหโดยเทคนคิ RAPD-PCR จากตัวอยาง

มะขามที่มีฤทธิ์ยาระบายชนดิหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ที่

เพาะปลูกที่จังหวัดเพชรบูรณ 
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ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1. คัดเลือกพนัธุปลูกของมะขามชนิดเปร้ียวและหวาน อยางนอย 3 พันธุปลูก ที่

ปลูกมากในประเทศไทยและรวบรวมเก็บตัวอยางที่เลือกศึกษา 

2. ศึกษาขอมลูองคประกอบทางเคมีของสารอาหารและวิธีการวิเคราะหที ่

เกี่ยวของ 

3. เตรียมน้ําสกัดมะขามและสงตัวอยางไปวิเคราะหฤทธิ์ยาระบายในสัตวทดลอง

หนูขาว (rats) ที่ภาควิชาเภสชัวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

4. คัดเลือกมะขาม 3 พันธุปลูก ทีม่ีฤทธิ์ยาระบายมาศึกษาตอไป 

5. วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสารอาหารและเกลือแรในตัวอยางมะขาม 

พันธุปลูกที่คัดเลือกมาศึกษา 

6. วิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางมะขาม 3 พนัธุปลูก ที ่

เลือกศึกษาโดยเทคนิค HPLC 

7. ศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางมะขาม 3 พันธุปลูก ที่เลือกศึกษาโดยการ

วิเคราะหลําดับเบสบนยนี rbcL และดีเอ็นเอสวน ITS และโดยวิธ ีRAPD-PCR 

8. พิสูจนพนัธุปลูกของมะขามโดยประเมินลายพมิพดีเอ็นเอรวมกับองคประกอบ   

กรดอินทรียของมะขาม 3 พันธุปลูก ที่มฤีทธิย์าระบายที่เลือกมาศึกษา 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ไดขอมูลองคประกอบทางเคมีของสารอาหาร เกลือแร ชนิดและปริมาณของกรด

อินทรีย ลายพิมพดีเอ็นเอของมะขามตางพันธุปลูก และวิธีการประเมินหาพันธุปลูกของมะขามที่มี

ฤทธิย์าระบายที่ดี
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

1. สาเหตุและอาการทองผูก (สุรพล สุรางคศรีรัฐ และ สมชาย ลีลากุศลวงศ, 2543) 

  ทองผูก หมายถึง ความผิดปกติในจํานวนคร้ังของการถายอุจจาระ คือ มีชวง

ระยะเวลาเวนหางในการถายนานกวาปกติ (ถายนอยกวา 3 คร้ังตอสัปดาห) และถายลําบาก 

เนื่องจากอุจจาระแข็งและมอีาการอืน่ๆ เกิดรวมดวย เชน อาการทองอืด แนนทอง ล้ินเปนฝา และ

หายใจมีกล่ินเหม็น เปนตน   ทองผูกไมใชอาการรายแรงแตเปนอาการที่กอใหเกิดปญหาในคนทกุ

เพศทกุวัย โดยเฉพาะผูสูงอายุ เพราะอาการทองผูกไมเพียงแตสรางความอึดอัด แตยังสงผลให

สุขภาพทรุดโทรมลงอีกดวย เชน เปนโรคริดสีดวงทวารหนัก อารมณแปรปรวนทาํใหมีผลตอ  

มนุษยสัมพนัธและบุคลิกภาพในทางลบ และถาปลอยใหทองผูกเปนระยะเวลานานโดยไมรักษา

อาจทาํใหเกิดมะเร็งลําไสใหญได 

1.1 สาเหตุของทองผูก 

 อาการทองผกูอาจเกิดไดจากสาเหตุตางๆ เชน ลําไสเคล่ือนไหวผิดปกติหรือโรคอ่ืนๆ ที่มี

ผลตอระบบทางเดินอาหาร โรคกลามเนื้อออนแรง โรคของตอมไรทอ เชน เบาหวาน ตอมไธรอยด

ทํางานผิดปกติ การรับประทานอาหารที่มีเสนใยนอย ไดแก อาหารพวกแปงและเนื้อสัตว 

ความเครียด การกล้ันอุจจาระเปนประจาํ และลําไสอุดตัน เปนตน 

1.2 การรกัษา 

 การรักษาอาการทองผูกข้ึนอยูกับระยะเวลาท่ีเปน ความรุนแรงของอาการ การควบคุม

ปจจัยที่สงเสริมอาการทองผูก อายุของผูปวยและสาเหตุ โดยทั่วไปอาจเร่ิมตนดวยการรับประทาน

อาหารที่มีเสนใยเพิ่มมากข้ึน ด่ืมน้าํใหเพยีงพอ ออกกาํลังกายอยางสม่ําเสมอ หรือรับประทานยา

ระบาย   แตไมควรรับประทานยาระบายติดตอกันเปนเวลานาน เพราะจะทาํใหลําไสเคยชินตอการ

กระตุนทาํใหตองรับประทานเปนประจาํและอาจตองเพิ่มขนาดของยา 

1.3 การปองกัน 

 เมื่อเร่ิมมีอาการทองผูกใหปฏิบัติดังนี้ ฝกถายอุจจาระใหเปนเวลา รับประทานอาหารทีม่ี

เสนใยสูง ด่ืมน้ําใหเพยีงพอ และออกกาํลังกายสม่ําเสมอ 
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2. พืชสมุนไพรที่ใชเปนยาระบาย 

จากตํารับยาแผนโบราณของไทย พบวา มีพชืสมุนไพรที่ใชรักษาและบรรเทา

อาการทองผูกหลายชนิด เชน 

2.1 มะขามแขก 

 มะขามแขก (Cassia angustifolia Vahl.) เปนพืชสมนุไพรยาระบายที่ไดรับความนิยม

มากในปจจุบนั   สวนที่นาํมาทาํเปนยา คือ ใบและฝกแหง แตใบจะทําใหมีอาการไซทองมากกวา 

สารออกฤทธิ์สําคัญ คือ แอนทราควโินน (anthraquinone) ซึ่งประกอบดวยสารเซนโนไซด 

(sennoside) A, B, C และ D โดยออกฤทธิ์กระตุนการบีบตัวของลําไสใหญสวนปลาย ขอควรระวัง

ในการใชยาระบายมะขามแขก คือ การใชยาระบายมะขามแขกติดตอกันเปนระยะเวลานานจะทาํ

ใหรางกายขาดโพแทสเซียมและทําลายระบบประสาททีค่วบคุมการบีบตัวของลําไส ไมควรใชใน

หญิงมีครรภ ผูปวยโรคลําไสอักเสบ โรคทางเดินอาหารอุดตัน และหามใชในเด็กอายุตํ่ากวา 6 ป 

(ดวงรัตน เชีย่วชาญวทิย, 2545; Ploss, 1975; Smith, 1968) 

2.2 เมล็ดแมงลัก  

 เมล็ดแมงลัก (Ocimum basilicum Linn.) เปนยาระบายท่ีชวยเพิม่กากอาหารทาํใหมี

ปริมาณอุจจาระมากข้ึน โดยเมือกจะชวยหลอล่ืนและทาํใหอุจจาระออนตัว   ขอควรระวัง คือ ตอง

ใชน้ําใหมากพอเพื่อใหเมล็ดแมงลักพองตัวเต็มที ่ หากเมล็ดแมงลักพองตัวไมเต็มทีจ่ะไปดูดน้ําจาก

กระเพาะอาหารและลําไส ทาํใหอุจจาระแข็งและอุดตัน (วิทยาลัยพยาบาลสภากาชาดไทย, 2549) 

2.3 ชุมเห็ดเทศ 

  ชุมเห็ดเทศ (Cassia alata Linn.) เปนสมุนไพรอีกชนดิหนึง่ที่มฤีทธิเ์ปนยาระบาย โดยมี

แอนทราควโินนและไกลโคไซด (glycoside) เปนสารออกฤทธ์ิกระตุนการบีบตัวของลําไสใหญ

เชนเดียวกับมะขามแขก   ขอควรระวัง คือ ไมควรใชชุมเห็ดเทศติดตอกันเปนระยะเวลานาน เพราะ

อาจทาํใหรางกายสูญเสียน้าํและเกลือแร หามใชในผูปวยที่ลําไสอุดตันหรือมอีาการอักเสบของ

ลําไสอยางเฉียบพลัน (Ogunti และ Elujoba, 1993; Thamlikitkul และคณะ, 1990) 

2.4 กลวยนํ้าวา 

 กลวยน้าํวาสุก (Musa sapientum Linn.) ใชแกอาการทองผูกไดดี เพราะมีเพกติน 

(pectin) สูง และชวยเพิ่มกากอาหาร นอกจากนี้ ยงัมีเมอืกล่ืนชวยในการขับถายใหสะดวกยิง่ข้ึน 
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2.5 มะขาม  

 มะขาม (Tamarindus indica Linn.) มีฤทธิ์เปนยาระบาย โดยเนือ้จะมีผลโดยตรงตอ

ระบบการยอยอาหารและการขับถาย สารสําคัญในการออกฤทธ์ิเปนยาระบายในเนื้อมะขาม คือ 

กรดอินทรีย ไดแก กรดทารทาริก กรดซิตริก และกรดมาลิก โดยออกฤทธิก์ระตุนการบีบตัวของ

ลําไส (Martindale, 1989; Felter และ Lloyd, 1898; British Pharmaceutical Codex, 1911; 

Morton, 1967, 1987) 

3. มะขาม (Tamarindus indica Linn.) 

มะขามมถีิ่นกาํเนิดในปาที่ราบแหงเขตรอนของทวีปแอฟริกาตะวันออก แลว

กระจายไปในแถบละตินอเมริกา หมูเกาะแถบแคริบเบียน และทวีปเอเชีย (Gibbon และ Pain, 

1985; Purseglove, 1968)   มะขามไดเขามามีถิ่นกาํเนิดรองในเขตรอนของทวปีเอเชียมาเปน

เวลานาน  ปจจุบันไดมีการปลูกมะขามกนัอยูทุกประเทศในเขตรอน และเปนพชืเศรษฐกิจพืน้บาน

ที่สําคัญของประเทศอินเดีย และประเทศในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต (สัมฤทธ์ิ เฟองจนัทร, 

2538; Gibbon และ Pain, 1985; Purseglove, 1968)   ในประเทศไทยมีการปลูกทัง้มะขาม

เปร้ียวและมะขามหวานตามจังหวัดตางๆ จังหวัดที่มีการปลูกมาก ไดแก เพชรบูรณ เลย ลําปาง 

เชียงใหม นครราชสีมา และอุบลราชธานี โดยมะขามทีน่ิยมปลกูมาก คือ มะขามเปรี้ยวยักษ สีทอง 

ศรีชมภู หมืน่จง ขันตี น้าํผ้ึง และอินทผลัม (ชูศักด์ิ สัจจพงษ, 2550) 

3.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร 

 มะขามมีชื่อวทิยาศาสตรวา Tamarindus indica Linn. (เต็ม สมิตินนัท, 2544) เปนพืช

อยูในชั้น (class) Dicotyledonae อันดับ (order) Leguminales วงศ (family) Leguminosae วงศ

ยอย (subfamily) Caesalpinioideae สกุล (genus) Tamarindus ชนิด (species) indica   มีชุด

โครโมโซม 2n = 24 (Gibbon และ Pain, 1985; Purseglove, 1968) มะขามเปนไมยืนตนตระกลู

ถั่วขนาดใหญ มีการเจริญเติบโตชา โดยมีอัตราการเจริญเติบโตประมาณ 0.5-0.8 เมตรตอป เปน

พวกกึ่งเขียวตลอดป (semi-evergreen) สามารถเจริญเติบโตแผกิ่งกานออกไปไดถึง 25 เมตร 

(Gibbon และ Pain, 1985) เปนพืชที่มขีนาดทรงพุมใหญ มีความสูง 20 เมตร (Purseglove, 

1968; Williams และคณะ, 1979) 
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3.2 การใชประโยชน 

  มะขามเปนพชืที่มีประโยชนมาก เกือบทกุสวนของตนสามารถนํามาใชประโยชนไดหลาย

อยาง ไมวาจะเปนพชืสมุนไพรรักษาโรคเบื้องตน เชน การใชเปนยาระบายและบรรเทาอาการไข ใช

ประกอบอาหาร เปนตน จงึพอจําแนกการใชประโยชนจากสวนตางๆ ได ดังนี ้

  3.2.1 ลําตน 

 ลําตนของมะขามจะใหไมเนื้อแข็ง จงึนิยมนํามาหมวกเสาเข็ม เปนตน   นอกจากนี้

แกนไมมะขามซ่ึงแข็งแรงใชทําโครงไม   สวนเนื้อไมใชเผาถานไดถานที่มีคุณภาพดีดวย (Gibbon 

และ Pain, 1985; Purseglove, 1968) 

  3.2.2 เนื้อ 

 เนื้อมะขามเปนสวนทีม่ีคามากที่สุดของมะขาม เนื่องจากมกีารนาํไปใชประโยชน

กันอยางแพรหลายทัง้ในครัวเรือนและวงการอุตสาหกรรม (Kulkarni และคณะ, 1993)  เนื้อ

มะขามถกูใชประโยชนในการเปนยารักษาโรคมาเปนเวลานานต้ังแตสมัยโบราณมาจนถึงปจจุบนั 

โดยเฉพาะการใชเปนยาระบายสารสาํคัญในการออกฤทธ์ิเปนยาระบายในเนื้อมะขาม คือ กรด

อินทรีย ไดแก กรดซิตริก กรดทารทาริก และกรดมาลิก   โดยใชมะขามในรูปของ tamarind whey 

สามารถเตรียมโดยนาํเนื้อมะขามตมสุกมาผสมกับนมในอัตราสวน 1 ตอ 40   ขนาดที่ใช คือ 5-57 

มิลลิลิตร (กัญจนา ดีวิเศษ และคณะ, 2537; Felter และ Lloyd, 1898; British Pharmaceutical 

Codex, 1911; Morton, 1967, 1987; Prakas, Gupta และ Mathur , 1979; Larsen และคณะ, 

1984; Gunasena, Hughes และ International Centre for Underutilized Crops, Institute of 

Irrigation and Development Studies, University of Southampton; 2000, 2001) 

  3.2.3 เมล็ด 

 เมล็ดมะขามเปนสวนทีเ่หลือ (by-product) จากการแปรรูปฝกมะขาม อยางไรก็

ตาม เมล็ดมะขามยังสามารถนําไปใชประโยชนได   ในอดีตเมล็ดมะขามเปนเพียงของเสีย แตในป

ค.ศ. 1942 นกัวิทยาศาสตรประเทศอินเดีย Ghose และ Krishna พบวา เนื้อในเมล็ดมะขามมีสาร

ที่ทาํใหเกิดเจลได (gel-forming substance) ถงึ 46-48 %    Savur (1948) ไดจดสิทธิบัตร

กระบวนการผลิตสารดังกลาวทีท่ําใหบริสุทธิ์แลว เรียกวา เจลโลส (jellose) พอลิโอส (polyose) 

หรือเพกติน ซึ่งมีประโยชนในการเก็บรักษาผลไม ใชเปนสารคงสภาพ (stabiliser) ในการผลิต

ไอศกรีม และเปนสารหรือสวนประกอบในการผลิตยา (Morton, 1987) 
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3.3 คุณคาทางโภชนาการ 

  มะขามเปนผลไมที่มีคุณคาทางโภชนาการสูง  เพราะมะขามมีคารโบไฮเดรต โปรตีน 

เกลือแร โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส แคลเซียม แมกนีเซียม วิตามนิซี วิตามิน บ1ี บี2 และ บี3 สูง สวน

เหล็กและวิตามิน เอ มีปริมาณนอย กรดอินทรียที่พบในมะขาม คือ กรดซิตริก กรดทารทาริก และ

กรดมาลิก   เนื้อมะขามมีปริมาณกรดทารทาริกอยูประมาณรอยละ 10    โพแทสเซียมทารเทรต

รอยละ 8 และน้ําตาลอินเวริตรอยละ 25-40   โดยความเปนกรดทั้งหมดในเนื้อมะขามมีคาเทากับ 

รอยละ 10-16   มะขามทีม่ีวิตามนิ ซี และกรดทารทาริก (รอยละ 10 ข้ึนไป) สูงจะใหรสเปร้ียว 

(Morton, 1967, 1987; Prakas, Gupta และ Mathur , 1979; Larsen และคณะ, 1984; 

Gunasena, Hughes และ International Centre for Underutilized Crops, Institute of 

Irrigation and Development Studies, University of Southampton; 2000, 2001) 

  จากการศึกษาของ Anon (1976), Duke (1981), Ishola และคณะ (1990) และ Meillon 

(1974) พบวาปริมาณของสวนประกอบของสารอาหารในเนื้อมะขามอบแหงมีคาดังแสดงในตาราง

ที่ 2 และปริมาณของสวนประกอบของแรธาตุในเนื้อมะขามมคีาดังแสดงในตารางที่ 3 

(Bhattcharya และคณะ, 1994; Ishola และคณะ; Marangoni และคณะ, 1988) 

4. กรดอินทรยีในมะขาม 

  ลักษณะเดนของมะขาม คือ เนื้อมะขามมคีวามเปนกรดสูง เพราะกรดอินทรียใน

เนื้อมะขาม   เนื้อมะขามชนิดเปร้ียวมีปริมาณกรดทารทาริกสูงถงึ 12.20-23.80 % ซึ่งสูงกวาพืช

ชนิดอ่ืนๆ ที่มกีารศึกษาไว (Ulrich, 1970)   นอกจากกรดทารทาริกแลวยังมีกรดอินทรียชนิดอ่ืนๆ ที่

พบในมะขาม คือ กรดออกซาลิก มาลิก แอสคอบิก ซักซินิก และซิตริก (Lewis และ Neelakantan, 

1964; Singh, 1973; Anon, 1976) โดยกรดแอสคอบิกที่พบในมะขามจะมปีริมาณนอยมาก 

ประมาณ 2-20 มิลลิกรัม/100 กรัม (Ishola และคณะ, 1990; Lefevre, 1971)   กรดอินทรียทีพ่บ

ปริมาณมากในเนื้อมะขามมดัีงนี ้

 

 

 

 



  

12 

ตารางที่ 2 ปริมาณของสวนประกอบของสารอาหารในเนื้อมะขามอบแหง (Anon, 1976; 

Duke, 1981; Ishola และคณะ, 1990; Meillon, 1974) 

 

Constituent Percentage 

Moisture 15.00–30.00 

Carbohydrates, total 56.70–70.70 

Reduing sugars 25.00–45.00 

Proteins 2.00–8.79 

Fat/oil/lipid, crude 0.50–2.53 

Fiber, crude 2.20–18.30 

Total ash 2.10–2.90 

 

ตารางที่ 3 ปริมาณของสวนประกอบของแรธาตุในเนื้อมะขาม (Bhattacharyya และคณะ, 

1994; Ishola และคณะ; Marangoni และคณะ, 1988) 

 

Mineral mg/100g 

Potassium 62.00 – 570.00 

Magnesium 72.00 

Phosphorus 86.00 – 190.00 

Calcium 81.00 - 466.00 

Sodium 3.00 – 76.70 

Copper 21.80 

Iron 1.30 - 10.90 

Manganese - 

Zinc 1.1 
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4.1 กรดทารทาริก (Tartaric acid) 

  กรดทารทาริก (C4H6O6) เปน dihydroxydicarboxylic acid มีคา pKa1 และ pKa2 ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เทากับ 2.98 และ 4.34 ตามลําดับ (Gomis, 1992)   สูตรโครงสราง

ของกรดทารทาริกแสดงดังภาพที่ 2   กรดทารทาริกเปนกรดทีพ่บไดในพืชทุกชนิด โดยเฉพาะใน

องุน กลวย และมะขาม   โดยในเนื้อมะขามพบปริมาณของกรดทารทาริกมากที่สุด (Ulrich, 1970)   

สารละลายกรดทารทาริกมีฤทธิ์เปนยาระบาย โดยไปกระตุนการบีบตัวของลําไส แตในทางกลับกนั

ถารับประทานกรดทารทาริกในปริมาณสูงมากจะทาํใหกระเพาะและลําไสอักเสบไดเชนกนั 

(Martindale, 1989)  ปริมาณกรดทารทาริกในเนื้อมะขามจากประเทศไทยแสดงดังตารางที่ 4 

(Feungchan และคณะ, 1996) 

4.2 กรดมาลกิ (Malic acid) 

  กรดมาลิก (C4H6O5) เปน dihydroxydicarboxylic acid มีคา pKa1 และ pKa2 ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เทากับ 3.40 และ 5.11 ตามลําดับ (Gomis, 1992)   สูตรโครงสราง

ของกรดมาลิก แสดงดังภาพที่ 2   กรดมาลิกมีโครงสราง 2 แบบ คือ L-form (L-malic acid) และ 

D-form (D-malic acid)   ในธรรมชาติจะพบ L-malic acid อยูในส่ิงมีชีวิต เนื่องจากกรดมาลิก

เปนสารตัวกลาง (intermediate) ใน citric acid cycle   สวน D-malic acid ไดจากการสังเคราะห

ในหองปฏิบัติการ   กรดมาลิกพบในผลไมที่มีรสเปร้ียวและมีฤทธิ์เปนยาระบาย โดยไปกระตุนการ

บีบตัวของลําไส เชนเดียวกับกรดทารทาริก (Martindale, 1989) 

4.3 กรดซิตรกิ (Citric acid) 

  กรดซิตริก (C6H8O7) เปน hydroxytricarboxylic acid มีคา pKa1, pKa2 และ pKa3 ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เทากับ 3.14, 4.77 และ 6.93 ตามลําดับ (Gomis, 1992)              

สูตรโครงสรางของกรดซิตริก แสดงดังภาพที ่ 2   ในธรรมชาติจะพบกรดซิตริกอยูในส่ิงมีชีวิตทกุ

ชนิด เนื่องจากกรดซิตริกเปนสารตัวกลางที่มีบทบาทสําคัญใน citric acid cycle   กรดซิตริกพบใน

ผักและผลไมหลายชนิด เชน มะขาม โดยเฉพาะอยางยิง่ในพืชตระกูลสม (citrus fruits) เชน 

มะนาว ซึง่พบปริมาณสูงถงึ 8 % ของน้าํหนักแหง   กรดซิตริกมีฤทธ์ิเปนยาระบาย โดยไปกระตุน

การบีบตัวของลําไสเชนเดียวกับกรดทารทาริกและมาลิก   นอกจากน้ี กรดซิตริกยังมีสมบัติเปนสาร

ตานอนมุูลอิสระ (antioxidant) อีกดวย (Martindale, 1989) 
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                                                 (ก)                                             (ข) 

 

 

                                                 (ค)                                             (ง) 

ภาพที ่2 สูตรโครงสรางของกรดอินทรียหลักทีพ่บในเนื้อมะขาม (ก) tartaric acid (ข) 

citric acid (ค) L-malic acid และ (ง) D-malic acid  

(แหลงทีม่า: http://www.chemblink.com/structures/97-67-6) 
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ตารางที่ 4 ปริมาณกรดทารทาริกในเนือ้มะขามหวานจากประเทศไทย (Feungchan และ

คณะ, 1996) 

 

Tamarind cultivar Tartaric acid 

(%) 

Sithong (สีทอง) 3.18 

Piyai (ไผใหญ) 2.01 

Praroj (พระโรจน) 2.70 

Srichomphu (ศรีชมภู) 2.39 

Kru-in (ครูอินทร) 2.70 
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5. วธิีวิเคราะหปริมาณกรดอินทรียในผลไม 

  วิธีวิเคราะหปริมาณกรดอินทรียในผลไม มีดังนี ้

5.1 การวิเคราะหดวยวิธสีเปกโตรโฟโตเมทรี (Spectrophotometric method) 

วิธีสเปกโตรโฟโตเมทรีวิเคราะหกรดอินทรียโดยอาศัยปฏิกิริยาระหวางกรดอินทรียกบั

สารทดสอบแลวเกิดสารประกอบหรือสารประกอบเชิงซอนที่มีสีซึ่งสามารถตรวจวัดไดที่ความยาว

คล่ืนที่ใชในการทดสอบ   กอนทาํการทดสอบตองทําใหกรดอินทรียบริสุทธิ์ดวย ionic exchange 

rasin และการตกตะกอน เปนตน เพื่อปองกันการรบกวนจากสารชนิดอ่ืน (Mato และคณะ, 2005) 

วิธีนี้สามารถใชวิเคราะหหาปริมาณกรดทารทาริก มาลิก และแลคติกได แตไมสามารถหาปริมาณ

กรดอินทรียสําคัญ คือ กรดซักซินิก ซิตริก และอะซีติกในน้ําองุนและไวนได (Rebelein, 1961) 

5.2 คะพิลลารีอิเล็กโตรโฟริซีส (Capillary electrophoresis, CE) 

เทคนิคคะพิลลารีอิเล็กโตรโฟริซีส (capillary electrophoresis, CE) เปนเทคนิคการแยก

สารที่มีประจุภายในคอลัมนขนาดเล็ก (capillary column) ที่บรรจบุัฟเฟอร หรือเจลที่มีบฟัเฟอร

ภายใตสนามไฟฟา   การแยกสารดวยเทคนิค CE ใชปริมาณสารตัวอยางนอยกวาการแยกสาร

ดวยเทคนิคแกสโครมาโทกราฟ (gas chromatography, GC) และโครมาโทกราฟของเหลว 

(liquid chromatography) คาใชจายนอย สะดวก รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพในการแยกสารดี

มาก   สามารถใชแยกสารประเภทตางๆ ได เชน กรดอะมิโน โปรตีน กรดนิวคลีอิก สารอนินทรีย 

และกรดอินทรีย เปนตน   CE แบงเปนเทคนิคยอยไดหลายวธิี เชน คะพิลลารีโซนอิเล็กโตรโฟริซีส 

(capillary zone electrophoresis, CZE) และคะพิลลารีเจลอิเล็กโตรโฟริซีส (capillary gel 

electrophoresis, CGE) เปนตน   โดย CZE เปนวิธทีีง่ายและมีการใชมากทีสุ่ดในปจจุบัน 

ถึงแมวาการวิเคราะหดวยเทคนิค CE จะใชตัวอยางและบัฟเฟอรนอยกวา และมีความสามารถใน

การแยกที่ดีกวาการวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสงู (High-

Performance Liquid Chromatography, HPLC) แตเคร่ืองมักจะมีราคาแพงกวาและยงัมี

ขอจํากัดในเร่ืองปญหาของสวนหัวฉีดซึง่ไมไดฉีดดวยไซริงกแบบโครมาโทกราฟ ความจําเปนที่ตอง

ใชความตางศักยที่สูงมาก และบัฟเฟอรที่ใชตองมีความเขมขนสูง (ลีณา สุนทรสุข, 2544; อรอุมา 

ภูประเสริฐ และ มาลัย สถิรพันธุ, 2549) 

ตัวอยางการใชเทคนิค CE ในการวิเคราะหปริมาณกรดอินทรีย ไดแก การวิเคราะห

ปริมาณกรดแอสคอบิกในผลของ Lycopersicons (Galiana-Balaguer และคณะ, 2001) และการ
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วิเคราะหปริมาณกรดทารทาริก มาลิก และซิตริกในน้าํองุน และกรดทารทาริก มาลิก ซกัซินกิ     

อะซีติก แลคติก และซิตริกในไวนโดยเทคนิค CZE ดวยยูวี ดีเทคเตอร (Mato และคณะ, 2007) 

5.3 เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High-Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) 

  เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High-Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) เปนเทคนิคทีน่ิยมใชแยกสารประกอบ (substance) โดยอาศัย

หลักการความแตกตางของอัตราการเคล่ือนที่ของสารประกอบในเฟสคงท่ี (stationary phase) 

ของคอลัมนโดยมีเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) เปนตัวพาไป เมื่อตอเขากับดีเทคเตอร (detector) 

จะสามารถตรวจวัดสารที่ออกมาจากคอลัมนไดอยางตอเนื่อง โดยสามารถตรวจวัดไดทัง้เชิง

คุณภาพ (qualitative analysis) และเชิงปริมาณ (quantitative analysis)   เทคนิค HPLC 

สามารถวิเคราะหสารไดหลายชนิด เชน สารอินทรียและสารประกอบทางชีวภาพ เปนตน การแยก

สารจะประสบความสําเร็จไดก็ตอเมื่อสารมีอัตราการเคล่ือนทีท่ี่แตกตางกนัภายในคอลัมน สาร 

ประกอบที่ถกูแยกจะเคลื่อนที่ไปตามความยาวท้ังหมดของคอลัมนโดยมีเฟสเคลื่อนที่เปนตัวพาไป      

Horvath และคณะ (1976) พบวา เฟสคงที่ที่ไมมีข้ัว เชน octadecyl silica (C18) สามารถแยกสาร

มีข้ัว เชน กรดอินทรียชนิดตางๆ ไดดี โดยใชเฟสเคลือ่นทีท่ี่มีคา pH ที่เหมาะสมเพื่อปองกันการ

แตกตัวของไอออน (ionization) ของสารทีต่องการแยก 

โดยทัว่ไปในการวิเคราะหกรดอินทรียในผลไม ไวน สมนุไพรหรืออาหาร นิยมใช

เทคนิค HPLC เฟสผนักลับ (reverse-phase HPLC) โดยเฟสคงทีท่ี่นยิมใชมากในการวิเคราะห

กรดอินทรีย คือ C18 (C18 column) และเฟสเคล่ือนที่มักใชน้ํา บฟัเฟอรเพื่อรักษาคาความเปน

กรดดาง (pH) และความแรงไอออน (ionic strength) หรือใชสารผสมระหวางน้าํและตัวทาํละลาย

อินทรีย เชน เมทานอลหรืออะซีโตไนไตร ตัวอยางการวิเคราะหกรดอินทรียในผลไม ไวน สมุนไพร

หรืออาหาร เชน การวิเคราะหกรดอินทรียในพืชสมุนไพร Fructus mume (Zhanguo และ Jiuru, 

2002) น้ําผลไมและนํ้าหวานของเกสรดอกไม (Cunha และคณะ, 2002) และไวนขาว (Kordis-

Krapez และคณะ, 2001) ดวยเทคนิค reverse-phase HPLC  

6. การศึกษาในระดับโมเลกุลของพชื (Molecular markers) 

  โมเลกุลเคร่ืองหมาย หรือตัวบงชี้ระดับโมเลกุล (molecular markers) หมายถึง 

ชิ้นสวนของสายดีเอ็นเอ หรือโปรตีนที่ใชเปนเคร่ืองหมายในการจัดจําแนกพนัธุปลูกของพืชแตละ

ชนิดออกจากกัน   โดยอาศัยพนัธุกรรมและวิธทีางอณูชีววทิยาทีก่ระทําตอสารพันธุกรรม   ทั้งวธิีที่
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ใชจีโนมกิดีเอ็นเอ (genomic DNA) โดยตรง หรือวิธปีฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase 

Chain Reaction, PCR) จากดีเอ็นเอตนแบบและตัดสายดีเอ็นเอของผลผลิต PCR (PCR 

product) ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) เพื่อใหไดเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA 

markers) หรือวิธีการอ่ืนๆ ที่ทาํใหเกิดรูปแบบจําเพาะตอพืชแตละชนดิซึ่งเรียกวา ลายพมิพดีเอ็นเอ 

(DNA fingerprint) ทําใหสามารถทราบถงึความแตกตางของสายดีเอ็นเอหรือโปรตีนเคร่ืองหมายที่

มีความจําเพาะตอพืชแตละชนิดได 

  การเกิดรูปแบบลายพมิพดีเอ็นเอของพชืแตละชนิดจะใชวิธีการตัดสายดีเอ็นเอ

ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ หรือปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain Reaction, PCR) เพื่อใหไดชิน้   

ดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะตอพืชแตละชนิด ซึง่สามารถแบงวิธีการตรวจวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอ 

หรือความหลากหลายของพืชแตละชนิดออกเปน 3 วธิ ีคือ 

1) Hybridization-based methods เปนวธิีที่ใชเอนไซมตัดจําเพาะตัดสายจโีนมิก         

ดีเอ็นเอไดเปนช้ินดีเอ็นเอขนาดตางๆ ตามความจําเพาะในการตัดสายดีเอ็นเอของ

เอนไซมชนิดนัน้ๆ แยกช้ินดีเอ็นเอที่ไดดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีส (electrophoresis) 

และตรวจสอบดวยการจับ (hybridization) ของดีเอ็นเอตรวจจับ (DNA probe) ที่เปน

ดีเอ็นเอคูสม (complementary DNA) ซึ่งติดฉลากดวยกัมมันตรังสีหรือสารเคมี จะได

รูปแบบของชิ้นดีเอ็นเอที่ถกูตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะหลายตําแหนง (multilocus 

band pattern) ที่มีความหลากหลาย 

2) Sequencing-based methods เปนวิธกีารจําแนกชนิดของพืช โดยวเิคราะหความ 

ผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดที่เกิดจากการกลายพันธุในรูปแบบตางๆ เชน การเพิม่ 

(insertion) การแทนที ่ (substitution) หรือการขาดหาย (deletion) ที่มกีาร

เปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทดต้ังแต 1 นิวคลีโอไทด ข้ึนไป   ในสวนของยีนที่มกีารใชใน

การศึกษา เชน Internal transcribed spacer (ITS) และยีนทีก่าํหนดการสราง

เอนไซมตางๆ เชน ยีน trnK ยีนmatK และยีน rbcL เปนตน 

3) PCR-based method เปนวธิีที่ใชการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยา 

PCR โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะ (specific primer) หรือไพรเมอรที่สามารถเขา

จับและดําเนนิปฏิกิริยา PCR สรางสายดีเอ็นเอเปาหมายข้ึนมาใหม ตรวจสอบผลที่ได

ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีส จะไดรูปแบบหรือช้ินดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะตอพืชแตละ

ชนิด ซึง่สามารถใชจําแนกความหลากหลายของพืชได 
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นอกจากนีย้ังมีการประยกุตใชวิธีการอ่ืนเขารวมกับปฏิกริิยา PCR เชน ใชการตัด

สายดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ หรือ PCR-RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphisim) เปนตน  การตรวจลายพมิพดีเอ็นเอของพืชชนิดตางๆ ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง

วิธีการตรวจวิเคราะหพันธุปลูก การจําแนกลักษณะทางพันธุกรรม (genotype identification) 

อนุกรมวธิาน (taxonomy) การปรับปรุงพันธุพืช (plant breeding) การตรวจวิเคราะหโรค 

(diagnostics) ระบาดวทิยา (epidemiology) ในพืชชนดิตางๆ ซึ่งมีความรวดเร็วและถูกตองมาก

ข้ึน เมื่อเทียบกับการตวจสอบโดยใชสัณฐานวิทยา (morphology) (ฤทธิ ์วัฒนชยัยิ่งเจริญ, 2550) 

6.1 Hybridization-based methods 

 ตัวอยางเชน Restriction Fragment Length Polymorphisim (RFLP) เปนวธิีการใช

เอนไซมตัดจําเพาะตัดสายดีเอ็นเอในตําแหนงที่แตกตางกนัข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม การตัดสาย

ดีเอ็นเอจะมีตําแหนงจาํเพาะและมีความแมนยําทุกคร้ัง ถาดีเอ็นเอพืชเกิดการกลายพนัธุใน

ตําแหนงทีม่ีการตัดสายของเอนไซม ซึง่อาจเปนไดทัง้แบบ deletion และ insertion ทําใหเอนไซม

ไมสามารถตัดสายดีเอ็นเอในตําแหนงนัน้ได เกิดเปนรูปแบบของดีเอ็นเอที่ตางออกไป ซึ่งจะแสดง

ความหลากหลายทางพนัธกุรรมที่เกิดข้ึน   วิธีนีม้ีเทคนคิดังนี้ หลังจากตัดสายดีเอ็นเอดวยเอนไซม

ตัดจําเพาะและแยกช้ินดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซสี ยายดีเอ็นเอไปไวบนตัวกลางผิวบาง 

(membrane) ดวยวิธ ี southern blotting แลวนํามาจับกับดีเอ็นเอตรวจจบัที่ติดฉลากดวย

กัมมันตรังสีหรือสารเคมี จะไดรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอทีม่ีความจาํเพาะกับพืชแตละชนิด 

โดยทัว่ไปแลวเทคนิค RFLPs ใชในการพิสูจนตนกาํเนิดของพืชชนดิพิเศษโดยอาศัยแผนผังลําดับ

วิวัฒนาการ แตขอเสียของเทคนิคนีเ้มื่อนาํไปใชศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอ คือ ผลวิเคราะหที่ไดไมได

แสดงถึงความเหมือนกนัของส่ิงมีชีวิต 2 ชนิด อยางจําเพาะเจาะจง มีคาใชจายสูง และจํานวน

ตําแหนงตัดจาํเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะบนสายดีเอ็นเอควรมีอยางนอย 2-3 ตําแหนง 

(Vasudevan, 2007) 

6.2 Sequencing-based methods 

 การหาลําดับนิวคลีโอไทดเปนอีกเทคนิคหนึง่ทีน่ิยมใชในการศึกษาวงศวานวิวฒันาการ 

(phylogeny) ขอมูลและการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดมีความสําคัญในการจัดจําแนกระดับ

โมเลกลุ (molecular systematic) และการทําอนุกรมวธิานพืช (plant systematic) เพิ่มมากข้ึน 

เนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทดเปนหนวยพืน้ฐาน (basic unit) ของดีเอ็นเอในการแปลรหัสเปนโปรตีน

ในส่ิงมีชวีิต และชุดขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดที่วิเคราะหไดเปนขอมลูที่ละเอียดและมี
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ประสิทธิภาพเหมาะแกการศึกษาวงศวานววิัฒนาการ ถึงแมเทคนิคนี้จะสามารถตรวจสอบความ

แตกตางของพชืไดอยางละเอียดและมีประสิทธิภาพ แตเทคนิคนี้มคีาใชจายสูง คือ ถายนีที่

ทําการศึกษามีความยาวมากเทาใด คาใชจายในการหาลําดับนวิคลีโอไทดก็จะเพิ่มมากข้ึน   ยิง่ไป

กวานัน้ ยนีหรือหรือดีเอ็นเอสวนตางๆ ของจีโนม (genome) อาจมีอัตราการพฒันาแตกตางกัน   

สวนการเลือกยีนหรือดีเอ็นเอสวนตางๆ ของจีโนมมาศึกษานัน้ข้ึนอยูกับระดับของการจัดจําแนก

พืชที่ตองการศึกษา (Soltis และ Soltis, 1998; ฤทธิ์ วฒันชัยยิง่เจริญ, 2550) 

 จีโนมของพชืประกอบดวย 3 สวนดวยกนั คือ นิวเคลียรจีโนม (nuclear genome, nDNA) 

คลอโรพลาสตจีโนม (chloroplast genome, cpDNA) และไมโตคอนเดรียจีโนม (mitochondria 

genome, mtDNA) ซึ่ง 2 สวนหลังจัดเปนออรกาเนลลจีโนม (organelle genome) ทั้ง cpDNA 

และ mtDNA ประกอบดวยดีเอ็นเอที่ใหรหัสสราง RNA และโปรตีนที่จําเปนของออรกาเนลลเอง   

mtDNA ไมนยิมใชเปนโมเลกุลเคร่ืองหมายเนื่องจากโครงสราง ชนาด และการจัดเรียงตัวของยนีมี

ความแตกตางกันโดยข้ึนอยูกับชนิดของพชื   nDNA และ cpDNA เปนดีเอ็นเอทีน่ยิมใชในการจัด

จําแนกระดับโมเลกุลและการทําอนกุรมวธิานพืช   nDNA มีความซบัซอน (complexity) และ มี

การเรียงตัวของลําดับเบสซ้าํ (repititive) สูง   ในขณะที ่ cpDNA เหมาะสําหรับการศึกษาการ

พัฒนาและวงศวานวิวฒันาการในระดับทีสู่งกวาระดับสกุล (species level) เพราะ 1) cpDNA 

เปนสวนที่มีปริมาณมากที่สุดของดีเอ็นเอทั้งหมด 2) มจีํานวน primarily single copy gene สูง 

และ 3) มี conservative rate ของการเกิดการแทนที่ของลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide 

substitution) สูง   nuclear ribosomal DNA (rDNA) เปนยีนที่พบไดทัว่ไปใน nDNA ซึ่ง

ประกอบดวยบริเวณคัดลอก (transcribed region) ที่ม ี external transcribed spacer (ETS), 

18S rDNA, internal transcribed spacer 1 (ITS-1), 5.8S rDNA internal transcribed spacer 

2 (ITS-2) และ 26S rDNA ตามลําดับ   ลําดับเบสซํ้าถูกแยกออกจากลําดับเบสถัดไปดวย 

intergenic spacer (Soltis และ Soltis, 1998) 

ยีนที่นยิมใชศึกษาความหลากหลายดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทด (ภาพที ่ 3) ไดแก ยนี 

rbcS และยีน Adh ในนวิเคลียส ดีเอ็นเอสวน ITS และ 5.8S หรือ 18-26S rDNA และยีน rbcL 

และยีน matK ในคลอโรพลาสต ขอมูลที่ไดสามารถใชในการศึกษาวงศวานวิวฒันาการ 

(phylogenetic tree) และจําแนกพืชในระดับที่ตํ่ากวาสกุล (genus) หรือลึกลงไปกวานั้นได (Soltis 

และ Soltis, 1998) เชน การใชลําดับนวิคลีโอไทดศึกษาหาความสัมพันธในระดับสกุล (generic 

relationship) ภายในวงศเดียวกนัของพืชมีดอก (flowering plant) ในพืชวงศ Onagraceae  
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ภาพที ่3 แผนผังแสดงระดับอนุกรมวธิานโดยประมาณของยีนที่อยูในคลอโรพลาสต 

นิวเคลียส และไมโตคอนเดรีย และดีเอ็นเอในบริเวณตางๆ ที่ใชในการศึกษาวงศ

วานวิวัฒนาการโดยต้ังสมมติฐานจากพืชมีดอก   เคร่ืองหมายปรัศนยี (?) แสดง

ถึง ยนีที่ไมนยิมใชในการศึกษา   เสนประ แสดงถงึ ระดับอนกุรมวิธานที่จะ

สามารถนํายนีหรือดีเอ็นเอนั้นๆ ไปประยุกตใชได คือ ในพืชบางกลุมสามารถใช

ยีนหรือดีเอ็นเอสวนนี้ศึกษาในระดับอนุกรมวิธานที่ตองการได (Johnson และ 

Soltis, 1995) 
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(Conti และคณะ, 1993), Delephinium viridescens (Morgan และคณะ, 1994) และ 

Berberidaceae (Kim และ Jansen, 1996)   การใชดีเอ็นเอสวน ITS ศึกษาหาความสัมพนัธในพชื 

สกุล Lilium (Nishikawa และคณะ, 1999) และ Bauhinia สกุลยอย Phanera (Hao และคณะ, 

2003) และการศึกษาหาความสัมพันธในพืชสกุล Lathyrus โดยใชขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทด

ของดีเอ็นเอสวน ITS รวมกับดีเอ็นเอบริเวณ trnL-F และ trnS-G (Kenicer และคณะ, 2005)    

เปนตน  

6.3 PCR-based methods 

 เปนวิธทีี่มีการใชปฏิกิริยา PCR ในข้ันตอนใดข้ันตอนหนึ่งของการทําลายพมิพดีเอ็นเอ

รวมดวย   วิธกีารนี้เปนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนทีม่ีความจาํเพาะ (specific segment) ใน

หลอดทดลองดวยการสังเคราะหสายดีเอ็นเอสายใหมจากดีเอ็นเอตนแบบโดยใชไพรเมอร (primer) 

ที่มีความจําเพาะและเปนดีเอ็นเอคูสม ซึ่งไพรเมอรจะเปนตัวกาํหนดความยาวของสายดีเอ็นเอและ

ใชเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) ในการนําเบสตางๆ คือ dATP dCTP dGTP 

และ dTTP มาตอกันทาํใหสายของดีเอ็นเอยาวข้ึน   การสรางลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธทีี่มีการใช

ปฏิกิริยา PCR ไดแก 

 6.3.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

 RAPD เปนวธิีการตรวจสอบความแตกตางหรือความหลากหลายของช้ินดีเอ็นเอซึ่ง

เพิ่มปริมาณดวยปฏิกริยา PCR แบบสุม โดยใชไพรเมอรที่มีลักษณะพิเศษ ซึง่เรียกวา Arbitrarily 

primer หรือ Anchor primer มีความยาวเพยีง 10 นวิคลีโอไทด โดยไมจําเปนตองทราบลําดับ     

นิวคลีโอไทดของพืชชนิดนัน้ๆ มากอน   ผลผลิต PCR ที่ไดเปนชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกนั

หลายช้ิน ซึ่งมีรูปแบบคลายลายพิมพ เรียกวา ลายพิมพดีเอ็นเอ หากพืชชนิดใดมีความสัมพันธ

ใกลชิดกัน จะไดรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ แผนทีพ่นัธุกรรม (genetic maps) หรือเคร่ืองหมาย

พันธกุรรม (genetic marker) ที่คลายคลึงกนั ซึ่งสามารถบงบอกลักษณะจําเพาะของสายพันธุ

ความสัมพันธทางพันธุกรรมที่เกีย่วของกันในพืชชนิดตางๆ และอาจพัฒนาไปใชในการพิสูจน   

เอกลักษตางๆ ได เชน การพิสูจนชนดิ จําแนกพนัธุปลูก และตรวจสอบแหลงกําเนิดของพืช   

นอกจากนีย้ังมีการพฒันาวธิีการวเิคราะหในรูปแบบตางๆ มาใชโดยอาศัยวธิีการนี้ เชน 

Sequence-Tagged Sites (STS) marker (สุชาดา สุขหรอง, 2548; ฤทธิ์ วัฒนชัยยิ่งเจริญ, 2550)   

ตัวอยางการใชเทคนิค RAPD ไดแก การใชเทคนิค RAPD ในการจําแนกชนิดของพืชสกุล Derris

จํานวน 5 ชนดิ คือ D. scandens, D. elliptica, D. malaccencis, D. trifoliate และ D. reticulate 



  

23 

(Sukrong และคณะ, 2005)   Encheverrigaray และคณะ (2001) ใชเทคนิค RAPD และ

องคประกอบน้ํามนัหอมระเหยในการจําแนกพันธุปลูกของไทม ไดแก พนัธุปลูก Burpee Blumen 

Battle SEM Isla และพันธุปลูกพืน้เมือง   Brandolini และคณะ (2005, 2006) ไดทําการศึกษา

องคประกอบเคมีรวมกับสารพันธกุรรมของกระเทยีมและขาวในประเทศอิตาลี จากผลการทดลอง

พบวาองคประกอบเคมีของกระเทียมอิตาลีสัมพันธกับสารพันธกุรรม แตไมพบความสัมพนัธนี้ใน

ขาว   นอกจากการใชเทคนิค RAPD ในการจาํแนกชนิดและพนัธุปลูกของพืชแลว เทคนิค PARD 

ยังสามารถนําไปใชในการตรวจสอบแหลงกําเนิดของมะขามไดอีกดวย โดยมะขามนาจะมี

แหลงกาํเนิดมาจากทวีปแอฟริกา (Diallow และคณะ, 2007) 

ถึงแมวานกัวิจยัหลายกลุมนยิมใชเทคนิค RAPD ในการวิจยั เนื่องจากเทคนิคนี้

สามารถทําไดรวดเร็ว มีคาใชจายไมสูงเหมือนการหาลําดับนิวคลีโอไทด และไมจําเปนตองทราบ

ลําดับนิวคลีโอไทดของพืชที่ตองการศึกษามากอน แตเทคนิคนีม้ีขอเสีย คือ มีความสามารถในการ

ซ้ําตํ่า   ดังนั้นจงึควรทําการทดลองซํ้าในสวนประกอบและสภาวะท่ีเหมาะสมในการทาํปฏิกิริยา 

PCR เพื่อใหไดรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอทีส่ามารถทําซ้ําได (Atienzar และ Jha, 2006) 

 6.3.2 Amplified Fragment Length polymorphism (AFLP) 

AFLP เปนวธิีที่มีความไวสูงตอการตรวจสอบความแตกตางหรือความหลากหลาย

ของช้ินดีเอ็นเอที่ไดจากการยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะซึ่งตรวจสอบไดโดยปฏิกริยา RCR ซึ่งเปน

การรวมหลักการของ RFLP และ RAPD เขาดวยกนั   สารพนัธุกรรมจะถูกตัดดวยเอนไซม         

ตัดจําเพาะสองชนิดที่มีตําแหนงจดจําแตกตางกัน ชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจะถูกตอเขากับช้ินดีเอ็นเอ

สังเคราะหทีท่ราบรหัส (adapter) 2 ชนดิ และเพิม่ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบางชิน้ดวยปฏิกิริยา PCR 

โดยไพรเมอรที่จําเพาะกับช้ินดีเอ็นเอสงัเคราะหทราบรหสัและเบสคัดเลือก และตรวจสอบรูปแบบ

ของแถบดีเอ็นเอที่ไดดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีสใน polyacrylamide gel (Vos, 1995) ขอดีของ 

AFLP คือมีความแนนอนของผลการตรวจสอบสูงเหมือน RFLP และสามารถตรวจสอบความ

หลากหลายไดหลายตําแหนงภายในสารพันธกุรรมเหมอืน RAPD   ตัวอยางของการนําเทคนิค 

AFLP ไปใชประโยชน เชน Dhar และคณะ (2006) ใชขอมูลที่ไดจากเทคนิค AFLP รวมกับ

องคประกอบเคมีในการศึกษา Withania somnifera 
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7. ยีน ribulose 1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase (rbcL) 

  ยีน ribulose 1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase (rbcL) มีตําแหนงอยู

ในบริเวณ large single-copy ของคลอโรพลาสตจีโนม ถอดรหัส (encode) ให large subunit 

ของ ribulose 1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase (RUBISCO) ซึ่งมหีนาทีต่รึง

คารบอนไดออกไซด   ยีน rbcL มีขนาดประมาณ 1,428, 1,431 หรือ 1,434 bp โดยขึ้นอยูกับชนิด

ของพืช   ตําแหนงของยนี rbcL บน large single-copy ของคลอโรพลาสตจีโนม แสดงดังภาพที่ 4    

นักวจิัยกลุมตางๆ นิยมใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ในการศึกษาวงศวาน

วิวัฒนาการ (phylogeny) หรือจําแนกชนิดของพืช   เพราะยีน rbcL มีลําดับนวิคลีโอไทดที่แนนอน 

(unambiguous), ไมม ี intron แทรกอยูภายในยีน และเกิดการเพิ่มหรือการขาดหายไปของเบส 

(indels) ตํ่า (Clegg, 1993; Soltis และ Soltis, 1998)   การนาํลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ไป

ใชประโยชน ไดแก การศึกษาหาความสัมพันธในระดับสกุล (generic relationship) ภายในวงศ

เดียวกนัของพชืมีดอก (flowering plant) ในพืชวงศ Onagraceae (Conti และคณะ, 1993), 

Delephinium viridescens (Morgan และคณะ, 1994) และ Berberidaceae (Kim และ Jansen, 

1996) เปนตน   และในบางกรณีที่สามารถใช ยีน rbcL ในการศึกษาความสัมพนัธในระดับชนดิ

รวมสกุลเดียวกัน (congeneric species) ได เชน พชืสกุล Cornus (Xiang และคณะ, 1993), 

Saxifraga (Soltis และคณะ, 1996) และ Drosera (Williams และคณะ, 1994)   แตขอจํากัดของ

การนาํลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ในการศึกษาความสัมพนัธทางพันธุกรรม คือ สามารถใช

ศึกษาในระดับสกุลข้ึนไปเทานัน้    

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL บางสวนของ Tamarindus indica ที่ Kaess 

(1995) ไดทําการศึกษา รายงานไวใน GenBank (accession no. Z70160) ลําดับนิวคลีโอไทด

ของยีน rbcL บางสวนของ T. indica แสดงดังภาพที่ 5 

8. Internal Transcribed Spacer (ITS) 

ดีเอ็นเอสวน Internal Transcribed Spacer (ITS) เปนสวนหนึ่งของ 18S-26S rDNA ที่อยูใน

นิวเคลียส (nuclear genome) แตไมไดอยูรวมเปนสวนหนึ่งของไรโบโซม (ภาพที่ 6)   ดีเอ็นเอสวน 

ITS (ITS-1 และ ITS-2) มีบทบาทในการพัฒนาของ rRNAs ที่อยูในนวิเคลียส โดยนํา processing 

domain ของ large และ small subunit ใหเขามาใกลกัน   จากหนาที่ดังกลาวทาํใหเกิดขอจํากดั

ทางวิวัฒนาการของโครงสรางและลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS-1 และ ITS-2 (Hershkovitz และ 

Zimmer, 1996)  ITS-1 และ ITS-2 นิยมใชในการศึกษาวงศวานวิวัฒนาการหรือจําแนกชนิดของ 
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ภาพที ่4 แผนที่ยนี (gene map) ในคลอโรพลาสตจโีนมของ Gossypium hirsutum   ยนีที่

มีตําแหนงอยูดานในของแผนที่มกีารแปลรหัสในทิศทางทวนเข็มนาฬกิา 

(counterclockwise) และยีนที่มีตําแหนงอยูดานนอกของแผนท่ีมีการแปลรหัสใน

ทิศทางตามเข็มนาฬิกา (clockwise)   ตําแหนงของ Small Single-Copy (SSC), 

Large Single-Copy (LSC) และ Inverted repeats (IR) แสดงในแผนผังวงกลม

เล็ก บริเวณเสนทึบบนแผนทีย่ีน คือ IRs  

(แหลงทีม่า: http://www.biomedcentral.com/1471-2164/7/61/figure/F1) 
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  1 aagtgttggg ttcaaagctg gtgttaaaga ttataaattg acttattata ctcctgacta 
 61 tgaaaccaaa gatactgata tcttggcagc attccgagta actcctcaac ctggagttcc 
121 gcccgaagaa gcaggtgccg aggtagctgc tgaatcttct actggtacat ggacaactgt 
181 gtggaccgac gggcttacca gccttgatcg ttacaaagga cgatgctacc acatcgagcc 
241 cgttgctgga gaagaaaatc aatatattgc ttatgtagct taccccttag acctttttga 
301 agaaggttct gttactaaca tgtttacttc cattgtgggt aatgtttttg ggttcaaggc 
361 cctgcgcgct ctacgtctgg aggatttgcg aatccctact gcttatacta aaactttcca 
421 gggtccgcct cacggcatcc aagttgagag agataaattg aacaagtatg gccgtcccct 
481 attgggatgt actattaaac ctaaattggg gttatccgct aagaattacg gtagagcggt 
541 ttatgaatgt ctccgcggtg gacttgattt taccaaagat gatgagaacg tgaattccca 
601 accatttatg cgttggagag accgtttctt attttgtgcc gaagcaattt ataaagcaca 
661 ggccgaaacg ggtgaaatta aagggcatta cttgaatgct actgcgggta catgggaaga 
721 aatgataaaa agagctgtat ttgcgagaga attgggagtt cctatcgtaa tgcatgacta 
781 cttaacaggg ggattcaccg caaatactag cttggctcat tattgtcggg ataatggtct 
841 acttcttcac atccatcgtg caatgcatgc agttatcgat agacagaaga atcatggtat 
901 gcattttcgt gtactagcta aagcgttacg tttgtctggt ggagatcata ttcacgctgg 
961 tactgtagta ggtaaactgg aaggggaaag agaaatcact ttaggttttg ttgatttact 
1021acgtgatgat tttattgaaa aagatcgaag ccgcggtatt tatttcactc aagattgggt 
1081ctctctaccg ggtgttctgc ccgttgcttc gggaggtatt cacgtttggc atatgcccgc 
1141tctgaccgag atctttggag atgattccgt actacaattt ggtggaggaa ctttaggaca 
1201cccttgggga aatgcacccg gtgccgtagc taatcgagta gctctagaag catgtgtaca 
1261agctcgtaat gagggacgtg atcttgctcg tgagggtaat gaaattatcc gtgaggctag 
1321caaatggagt cctgaattag ctgctgcttg tgaagtatgg aaggaaat 
 

ภาพที ่5 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL บางสวนของ Tamarindus indica (accession 

no.Z70160) ที่มีอยูใน GenBank 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่6  โครงสรางของ Internal Transcribed Spacer (ITS) ในนิวเคลียส 
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พืชเชนเดียวกนักับยนี rbcL เพราะ ITS เปนดีเอ็นเอที่มีบริเวณอนุรักษ (conserved region) 

(Hershkovitz และ Zimmer, 1996) และสามารถใชในการจาํแนกพืชไดทั้งในระดับชนิดและสกุล 

(Baldwin และคณะ, 1995) ตัวอยางเชน การศึกษาหาความสัมพนัธในพชืสกุล Lilium 

(Nishikawa และคณะ, 1999) และ Bauhinia สกุลยอย Phanera (Hao และคณะ, 2003)   

นอกจากนีย้ังมีการใชขอมูลของลําดับนวิคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS รวมกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตอีกดวย เชน การศึกษาหาความสัมพันธในพืชสกุลLathyrus โดยใช

ขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS รวมกับดีเอ็นเอบริเวณ trnL-F และ trnS-G 

(Kenicer และคณะ, 2005) 

9. การออกแบบไพรเมอร (Primer design) 

  ไพรเมอรที่ดีควรมีความยาวตั้งแต 18 ถึง 24 นิวคลีโอไทด ประกอบดวย G+C 

ประมาณ 40-60% และมีปริมาณใกลเคียงกนัทัง้สองสาย (forward และ reverse) เพื่อที่ดีเอ็นเอ

ตนแบบจะไดจับกับไพรเมอรทั้งสองอยางมีความจาํเพาะเจาะจงที่อุณหภูมิเดียวกัน ไมมีโครงสราง

ทุติยภูมิเกิดข้ึนภายในสายไพรเมอร (secondary structure), การเรียงลําดับนวิคลีโอไทดตรง

บริเวณปลาย 3’ ของไพรเมอรทั้งคูไมมีเบสคูสมกัน (complementary) เพื่อปองกนัการเกิดการจบั

กันระหวางไพรเมอร (primer dimer) และ มีคา Tm อยูในชวง 55- 65 องศาเซลเซยีส และคา Tm 

ของไพรเมอรทั้งคูควรมีคาใกลเคียงกัน (Dieffenbach และ Dveksler, 2003) 

10. การเปรียบเทียบความคลายกันของลําดับนิวคลีโอไทดหรือโปรตีน (Sequence  
alignment) 

  ในการศึกษาดานชีวสารสนเทศ (bioinformatics) การทํา sequence alignment 

คือ การเปรียบเทียบความคลายกันของลําดับนวิคลีโอไทดหรือโปรตีนที่มีอยูเพื่อหาชวงลําดับ

อนุรักษ (conserved sequence) ของลําดับนิวคลีโอไทดหรือโปรตีนกลุมนั้นเพื่อประโยชนสําหรับ

การออกแบบไพรเมอรในปฏิกิริยา PCR ในกรณีของลําดับนวิคลีโอไทดและโปรตีนใชการทํา 

sequence alignment เพื่อหาวาชวงใดมคีวามสําคัญควรศึกษาหรือวเิคราะหตอไป   ผลลัพธจาก

การทาํ sequence alignment ยังสามารถนําไปสูการทาํนายลักษณะโครงสรางทางทุติยภูมิ    

ตติยภูมิของโปรตีน ตําแหนง ความคงตัว จุดกาํเนิด หนาที่และกิจกรรม (activity) ของยีนหรือ

โปรตีน   นอกจากน้ีผลลัพธจากการทาํนายโครงสรางดังกลาวยงันาํมาใชแบงกลุมโปรตีน ศึกษา

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการและวงศวานวิวัฒนาการของส่ิงมีชวีิตไดอีกดวย โดยขอมูลของลําดับ

นิวคลีโอไทดซึง่ถือเปนขอมูลดิบจะถูกนําไปเปรียบเทยีบเพื่อหาความคลายกนัดวยเคร่ืองมือทาง   
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ชีวสารสนเทศ (bioinformatics tools)   เคร่ืองมอืทางชีวสารสนเทศที่นยิมใชกันมาก ไดแก 

โปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), Clustal และ BioEdit เปนตน          

(วิเชษฐ ลีลามานิตย, 2550) 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

วัสดุอุปกรณ 

1. สารเคม ี

- Acetone, L-ascorbic acid, chloroform, citric acid, oxalic acid, perchloric acid, 

petroleum ether, selenium เกรด AR และ methanol เกรด HPLC, Fisher Scientific 

(UK) 

- Ammonium dihydrogen orthophosphate, orthophosphoric acid, sodium 

carbonate anhydrous, succinic acid และ (+)-tartaric acid เกรด AR, Ajax 

Finechem (Australia) 

- Ammonium molybdate, DL-malic acid และ potassium sodium tartarte เกรด AR, 

Carlo Erba (Italy) 

- Anthrone, boric acid, copper sulfate, Copper (II) sulfate 5-hydrate, D (+)-

glucose anhydrous, hydrochloric acid, nitric acid, n-octanol, potassium 

hydroxide, potassium sulfate, sodium chloride, sodium hydrogen carbonate และ 

sodium sulfate anhydrous เกรด AR, Merck (Germany) 

- Celite® และ di-sodium hydrogen arsenate heptahydrate เกรด AR, Fluka 

(Switzerland) 

- EDTA (Disodium ethylenediaminetetraacetate dihydrate), ethidium bromide 

solution 10 mg/ml และ 50X TAE (Tris/Acetic acid/EDTA) buffer, Bio-Rad (Italy) 

- Ethyl alcohol absolute anhydrous เกรด AR, Mallinckrodt (Mexico) 

- Gallic acid, β-mercaptoethanol และ TRIZMA® HYDROCHLORIDE (Tris 

[hydroxymethyl] aminomethane hydrochloride) เกรด AR, Sigma-Aldrich 

(Germany) 

- GENECLEAN® II KIT, MP Biomedicals (France) 

- GenePure LE Agarose, ISC BIOEXPRESS (Spain) 

- GoTaq® Flexi DNA polymerase, deoxynucleotide triphosphates (dNTPs), 

blue/orange 6X loading dye และ 1kb DNA ladder, Promega (USA) 
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- Hydrochloric acid, iso-amyl alcohol และ sulfuric acid เกรด AR, J.T. Baker (USA) 

- Liquid nitrogen, ไทยอินดัสเตรียล แกส (ประเทศไทย) 

- Methyl red, MAY & BAKER (UK) 

- Sodium hydroxide, APS Finechem (Australia) 

2. อุปกรณและเครื่องมือ 

- เคร่ืองชั่ง Precisa รุน XT 620M, บริษัท Precisa Instrument AG (Switzerland) 

- เคร่ืองวิเคราะหความช้ืน Precisa รุน XM 60, บริษัท Precisa Instrument AG 

(Switzerland) 

- เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง Mettler Toledo รุน SevenMulti, บริษัท Mettler-Toledo 

GmbH (Switzerland) 

- ตูอบลมรอน รุน YCO-NO1, บริษัท Gemmy Industrial (Taiwan) 

- เคร่ืองระเหย BÜCHI Rotavapor R-200, บริษัท BÜCHI (Switzerland) 

- เคร่ือง Spectrophotometer รุน Educator, บริษัท Thermo Electron Co. (USA) 

- เคร่ืองปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ HIMAC รุน SCR20B ประกอบดวย โรเตอร RPR9-2, 

บริษัท Hitachi Koki Co., Ltd. (Japan) 

- เคร่ืองควบคุมปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส Eppendorf Mastercycler®, บริษัท Perkin-

Elmer, Co. (USA) 

- ชุด Sub-Cell® GT agarose gel electrophoresis systems ประกอบดวย ถาดเจลขนาด 

10x15 cm, บริษัท Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA) 

- เคร่ืองถายภาพ Gel documentation รุน Gel Doc XR ประกอบดวย Quantity One 1-D 

Analysis software, บริษัท Bio-Rad Laboratories, Inc. (Canada) 

- เคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometer รุน Spectra AA-300, บริษัท Varian, 

Inc. (USA) 

- เคร่ือง Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometer รุน Plasma 

1000, บริษัท Perkin-Elmer, Co. (USA) 

- เตาเผาควบคุมอุณหภูมิ Nabertherm รุน LT 15/11/B170, บริษัท Nabertherm GmbH 

(Germany) 

- ชุดสกัด PYREX® 500 ml Extractor System ประกอบดวย Soxhlet Extractor และ 

Allihn Condenser, บริษัท Corning Incorporated Life Sciences (USA) 
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- ชุดเคร่ืองวิเคราะหเสนใย Raw fiber extractor รุน FIWE6, บริษัท VELP® Scientifica 

(Italy) 

- ชุดเคร่ืองกล่ันไนโตรเจน ประกอบดวย BÜCHI Digestion unit K-424, BÜCHI Scrubber 

B-414 และ BÜCHI Distillation unit B-324, บริษัท BÜCHI (Switzerland) 

- เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง Shimadzu Class-VP HPLC system 

ประกอบดวย class-VP software version 6.1, system controller (SCL-10Avp), 

pumps (LC-10ADvp), an auto-sampler (SIL-10ADvp), a column oven (CTO-

10ASvp) และ UV-Vis detector (SPD-10AVvp), บริษัท Shimadzu Corporation 

(Japan) 

- คอลัมน HPLC Inertsil ODS-3, C18 ขนาด 150x4.6 mm i.d., 5 μm, บริษัท GL 

Sciences Inc. (Japan) 

3. ตัวอยางพชื 

ตัวอยางมะขาม Tamarindus indica L. ตรวจสอบช่ือพืชกับหนงัสือช่ือพรรณไม

แหงประเทศไทย (เต็ม สมติินันท, 2544) เก็บรวบรวมตัวอยางใบและฝกของมะขาม 3 พันธุปลูก 

คือ ชนิดมะขามหวาน ไดแก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และชนิดมะขามเปร้ียว ไดแก ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ เก็บมาจากไรชนิกา จังหวัดเพชรบรูณ โดยเก็บมาพันธุปลูกละ 5 ตัวอยาง แสดงขอมูลในการ

เก็บตัวอยางดังตารางที ่ 5   จัดทาํเฮอรบาเรียม (herbarium specimen) ของมะขามแตละพนัธุ

ปลูกและเก็บรักษาไวที ่พพิิธภัณฑสมุนไพร คณะเภสัชศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย   ลักษณะ

ฝกและเนื้อของมะขามพนัธุปลูกตางๆ ที่ใชในการทดลองแสดงดังภาพที่ 7 

3.1 การเตรียมตัวอยางใบมะขาม 

บดตัวอยางใบมะขามสดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลวแลวเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส ในตูแชแข็งเพื่อใชวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอตอไป 

3.2 การเตรียมตัวอยางเนื้อมะขาม 

นําตัวอยางฝกมะขามมาปอกเปลือกและแยกเมล็ดออกจากเนื้อ   นําเนือ้มะขามไปอบแหง

ดวยตูอบลมรอนที่อุณหภูม ิ 60 องศาเซลเซียส จนกระทั่งน้าํหนักคงที ่ จากนัน้เก็บในตูแชแข็งที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อใชวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตอไป 
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ตารางที่ 5  ขอมูลของการเก็บตัวอยางมะขาม 3 พนัธุปลูก คือ มะขามชนิดหวาน ไดแก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนดิเปรี้ยว ไดแก ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ที่

ใชในการทดลองจากจังหวัดเพชรบูรณ 

 

ชื่อวิทยาศาสตร ชื่อพันธุปลูก รหัสตัวอยาง หมายเลขตัวอยาง แหลงที่เก็บ สวนที่เก็บ วันที่เก็บ 

Tamarindus indica L. ‘ศรีชมภู’ TI-SP/P1 

TI-SP/P2 

TI-SP/P3 

TI-SP/P4 

TI-SP/P5 

PCUTI-SP/P1 

PCUTI-SP/P2 

PCUTI-SP/P3 

PCUTI-SP/P4 

PCUTI-SP/P5 

ไรชนิกา   319 หมู 9 ต.ซับสมอทอด อ.บึงสามพัน  

จ.เพชรบูรณ 

ฝก 

ใบ 

  8 มกราคม   2548 

21 กรกฎาคม 2548 

Tamarindus indica L. ‘ขันตี’ TI-K/P1 

TI-K/P2 

TI-K/P3 

TI-K/P4 

TI-K/P5 

PCUTI-K/P1 

PCUTI-K/P2 

PCUTI-K/P3 

PCUTI-K/P4 

PCUTI-K/P5 

ไรชนิกา   319 หมู 9 ต.ซับสมอทอด อ.บึงสามพัน  

จ.เพชรบูรณ 

ฝก 

ใบ 

  8 มกราคม   2548 

21 กรกฎาคม 2548 

Tamarindus indica L. ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ TI-PY/P1 

TI-PY/P2 

TI-PY/P3 

TI-PY/P4 

TI-PY/P5 

PCUTI-PY/P1 

PCUTI-PY/P2 

PCUTI-PY/P3 

PCUTI-PY/P4 

PCUTI-PY/P5 

ไรชนิกา   319 หมู 9 ต.ซับสมอทอด อ.บึงสามพัน 

 จ.เพชรบูรณ 

ฝก 

ใบ 

  5 เมษายน    2548 

21 กรกฎาคม 2548 

32 
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ภาพที ่7 ลักษณะฝกและเนื้อของมะขามพันธุปลูกตางๆ ที่ใชในการทดลองจากจังหวัด

เพชรบูรณ: (ก) ‘ขันตี’ (ข) ‘ศรีชมภู’ และ (ค) ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ 

 

  (ก) 

  (ข) 

  (ค) 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

1. การวิเคราะหองคประกอบทางเคม ี

1.1 สารอาหาร (Food content) 

 1.1.1 ปริมาณความช้ืน (Moisture) 

 วิเคราะหปริมาณความช้ืนโดยนําตัวอยางมะขามสดและอบแหงมาตัดเปนช้ินเล็กๆ 

แลวช่ังน้ําหนกั 3 กรัม ดวยเคร่ืองวิเคราะหความชื้น Precisa รุน XM 60 (Precisa, Switzerland)   

โดยกําหนดการใชความรอนแบบมาตรฐานที่อุณหภูม ิ 105 องศาเซลเซียส และใหเคร่ืองหยุด

ทํางานเม่ือน้ําหนกัของตัวอยางลดลงนอยกวา 2 มิลลิกรัม ภายในเวลา 60 วินาท ี ชั่งน้าํหนกั

ตัวอยางแลวคํานวณหาปริมาณความช้ืนเปน % moisture ในเนื้อมะขาม   ทําการทดลองซํ้าแตละ

ตัวอยาง 3 คร้ัง 

% moisture      =      (น้ําหนักเร่ิมตน - น้าํหนักสุดทาย) x 100 

                            น้ําหนกัเร่ิมตน  

 1.1.2 ปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมด (Total available carbohydrate) 

 วิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดโดยวิธีของ Manual Clegg Anthrone 

(Manual Clegg Anthrone method) (Osborne และ Voogt, 1978) ดังนี ้

 ชั่งตัวอยางมะขามบดละเอียด 1 กรัม ใสในบีกเกอร เติมน้ํากล่ันปริมาตร 10 

มิลลิลิตร คนใหตัวอยางกระจายตัว เติมสารละลายกรดเปอรคลอริก ความเขมขน 52 % ปริมาตร 

13 มิลลิลิตร จากนั้นคนสารตัวอยางเปนเวลา 20 นาที เติมน้ํากล่ันปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมให

เปนเนื้อเดียวกันแลวกรองผานกระดาษกรองลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร และปรับ

ปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

 นาํสารสกัดตัวอยางที่ไดมาเจือจาง 20 เทา ดวยน้ํากล่ัน ปเปตสารละลายตัวอยาง 

ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ใสหลอดทดลองและปเปตน้ํากล่ันปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองเปน 

blank เติมสารละลาย anthrone reagent ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองและหลอด 

blank อยางรวดเร็วและผสมใหเขากนั   นาํไปตมใน water bath เปนเวลา 12 นาท ี ทําให

สารละลายเย็นลงที่อุณหภูมิหองอยางรวดเร็ว จากนัน้นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
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630 นาโนเมตร (nm) โดยใชหลอด blank ปรับศูนย  นาํคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางมา

คํานวณหาปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดในรูปของกลูโคส (% glucose) จากกราฟของสารละลาย

มาตรฐานกลูโคสเพื่อคํานวณหาปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมด  ทาํการทดลองซํ้าแตละตัวอยาง   

3 คร้ัง 

 1.1.3 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (Reducing sugar) 

 วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวธิีของ Nelson-Somogyi (Nelson-Somogyi 

method) (Chaplin, 1994) ดังนี ้

 ชั่งตัวอยางมะขามบดละเอียด 1 กรัม ใสในบีกเกอร   เติมน้าํกล่ันปริมาตร 35 

มิลลิลิตร คนใหตัวอยางกระจายตัว นาํไปปนเหวี่ยงที ่ 2,851 xg เปนเวลา 10 นาท ี   เก็บสวนใส  

นําตะกอนที่ไดมาสกัดซ้ําอีก 2 คร้ัง โดยใชน้ํากล่ันปริมาตร 35 มิลลิลิตร และ 30 มิลลิลิตร 

ตามลําดับ   นําสวนใสที่ไดจากการสกัดทั้ง 3 คร้ัง มารวมกันในขวดปรับปริมาตรขนาด 250 

มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยน้าํกล่ัน 

 นาํสารสกัดตัวอยางที่ไดมาเจือจาง 40 เทา ดวยน้ํากล่ัน ปเปตสารละลายตัวอยาง 

ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ใสหลอดทดลองและปเปตน้ํากล่ันปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองเปน 

blank เติมสารละลาย C (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองผสมใหเขากนั   

แลวนําไปตมใน water bath เปนเวลา 15 นาที ทาํใหสารละลายเย็นลงที่อุณหภูมิหองอยางรวดเร็ว 

เติมสารละลาย D (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเติมน้าํกล่ันปริมาตร 3 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัจากนัน้นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 520 nm ใชหลอด 

blank ปรับศูนย   นาํคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาคํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซในรูปของ

กลูโคส (% glucose) จากกราฟของสารละลายมาตรฐานกลูโคส   ทาํการทดลองซ้ําแตละตัวอยาง 

3 คร้ัง 

 1.1.4 ปริมาณโปรตีน (Protein) 

 วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Kjeldahl (Osborne และ Voogt, 1978) ทาํ

โดยใชชุดเคร่ืองกล่ันไนโตรเจน (BÜCHI, Switzerland)   ชัง่ตัวอยางมะขามบดละเอียดประมาณ 

0.2 กรัม ใสใน digestion tube ซึ่งมีสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน ปริมาตร 20 มลิลิลิตร และ   

1.1 กรัม ของ salt catalyst mixture (100g K2SO4: 10g CuSO4: 1g Se )   ยอยตัวอยางดวย

เคร่ือง BÜCHI digestion Unit รุน K-424 (BÜCHI, สวิตเซอรแลนด) จนไดสารละลายสีเขียวใส 
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นําออกมาต้ังไวใหเยน็ เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 50 % ปริมาตร             

85 มิลลิลิตร แลวนาํไปกล่ันดวยเคร่ือง BÜCHI Distillation Unit รุน B-324 (BÜCHI, 

สวิตเซอรแลนด)   ไลแอมโมเนียที่ไดจากการกล่ันออกมาผสมภายใตสารละลายกรดบอริก ความ

เขมขน 2 % ปริมาตร 60 มิลลิลิตร และเมธิลเรดอินดิเคเตอร จํานวน 2 หยด ทีบ่รรจุใน flask   

สารละลายใน flask จะเปล่ียนเปนสีเขียวและกล่ันตอไปเปนเวลา 3 นาที   นาํสารละลาย         

กรดบอริกหลังการกล่ันมาไตเตรตดวยสารละลายกรดซัลฟูริกมาตรฐาน ความเขมขน 0.005 N   

จนไดสารละลายเปนกลางโดยเปล่ียนจากสีเขียวเปนสีมวงแดง   คํานวณหาปริมาณโปรตีนใน

ตัวอยางตามสูตร   ทาํการทดลองซํ้าแตละตัวอยาง 3 คร้ัง 

% โปรตีน           =           V x N x 1.4 x CF 

                                      น้าํหนักตัวอยาง (กรัม) 

เมื่อ  V    คือ   ปริมาตรของสารละลายกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรต (มิลลิลิตร) 

  N    คือ   ความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรต (นอรมัล) 

  CF  คือ   conversion factor สําหรับเปล่ียนคาไนโตรเจนเปนคาโปรตีน โดยใชคา   

                                       6.25  

 1.1.5 ปริมาณไขมัน (Fat) 

 วิเคราะหปริมาณไขมันในตัวอยางมะขามโดยนาํตัวอยางบดละเอียดมาสกัดไขมัน

ออกดวยตัวทาํละลายอินทรีย (organic solvent) แลวช่ังน้าํหนักของไขมันที่สกัดออกมาไดโดยวธิี 

Soxhlet (Soxhlet method) (Osborne และ Voogt, 1978) ซึ่งทาํการวิเคราะหดังนี ้

 ชั่งตัวอยางมะขามบดละเอียดประมาณ 2 กรัม ใสลงใน extraction thimble แลว

นาํมาสกัดดวยปโตรเลียมอีเธอร ซึง่มีจุดเดือด 40-60 องศาเซลเซยีส ดวยชุดสกดั Soxhlet ทีม่ี 

reflux condenser และขวดกนกลมซึ่งทาํการอบแหงและช่ังน้ําหนกัแลว   ทําการสกัดโดยใชเตา

ไฟฟาที่อุณหภูมิปานกลางเปนเวลา 3-5 ชั่วโมง โดยใหมกีารไซฟอน (syphons) 10 คร้ัง   นําขวด

กนกลมไประเหยปโตรเลียมอีเธอร ออกแลวนาํไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซยีส ในตูอบลมรอน

เปนเวลา 1 ชั่วโมงและช่ังจนไดน้ําหนักคงท่ี ทาํการทดลองซํ้าแตละตัวอยาง 3 คร้ัง คํานวณหา

ปริมาณไขมันในตัวอยางดังสูตร 
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% ไขมัน        =        (W1 – W2) x 100 

                                 น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 

เมื่อ  W1   คือ   น้ําหนกัของขวดกนกลมรวมกบัไขมันหลังทาํการสกัด (กรัม) 

  W2   คือ   น้ําหนกัของขวดกนกลมกอนทาํการสกัด (กรัม) 

 1.1.6 ปริมาณเสนใยอาหาร (Crude fiber) 

ทําการวิเคราะหโดยนําตัวอยางมะขามบดละเอียดมายอยดวยกรดและดาง สวนที่

เหลือจากการยอยนี้เปนเสนใยอาหาร   วิเคราะหเสนใยอาหารดวยเคร่ือง Raw fiber extractor 

โดยดัดแปลงจากวธิีของ Lee (Lee, 1975) ซึ่งทาํการทดลองดังนี ้

ชั่งตัวอยางมะขามอบแหงซึง่บดละเอียดแลวประมาณ 1.2-1.3 กรัม ใสใน sintered 

glass filter crucible ที่ม ี celite ซึ่งทําการอบแหงและชัง่น้าํหนักแลวบรรจุอยู   นําไปใสในเคร่ือง 

Raw fiber extractor รุน FIWE6 (VELP® Scientifica, Italy)   เติมสารละลายกรดซัลฟูริก ความ

เขมขน 1.25 % ที่รอน ปริมาตร 150 มิลลิลิตร และ n-octanol (antifoam) จํานวน 3-5 หยอด 

ตามลําดับ ตมใหเดือดเปนเวลา 30 นาท ี ระบายกรดซัลฟูริกออกดวยระบบสญุญากาศ ลาง

ตะกอนดวยน้าํกล่ันรอน 3 คร้ัง คร้ังละ 30 มิลลิลิตร   เติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 

ความเขมขน 1.25 % ที่รอน ปริมาตร 150 มิลลิลิตร และ n-octanol (antifoam) จํานวน 3-5 หยด 

ตมใหเดือดเปนเวลา 30 นาท ี ระบายสารละลายออก จากนั้นลางตะกอนดวยน้าํกล่ันรอน 3 คร้ัง

และน้ํากล่ันเยน็ 1 คร้ัง   ลางตะกอนดวยอะซีโตน 3 คร้ัง คร้ังละ 25 มิลลิลิตร โดยใหความรอนทกุ

คร้ังที่ทาํการลาง จากนัน้นําตะกอนที่ไดไปอบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ในตูอบลมรอน

จนกระทั่งน้ําหนักคงที ่   นําไปเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซยีส ในเตาเผาควบคุมอุณหภูมิ 

(muffle furnace) จนน้ําหนกัคงที ่ทําการทดลองซํ้าแตละตัวอยาง 3 คร้ัง   นํามาคํานวณปริมาณ

เสนใยอาหารในตัวอยางดังนี ้

% เสนใยอาหาร        =         (W1 – W2) x 100 

                                             น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 

เมื่อ  W1   คือ  น้าํหนักของสวนผสมรวมกับ crucible หลังเผาที่อุณหภูมิ 105oซ (กรัม) 

W2   คือ  น้าํหนักของสวนผสมรวมกับ crucible หลังเผาที่อุณหภูมิ 600oซ (กรัม) 
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 1.1.7 ปริมาณเถา (Ash) 

 ทาํการวิเคราะหปริมาณเถาของตัวอยางมะขามโดยวิธ ี Dry ashing (Harold และ

คณะ, 1981; Osborne และ Voogt, 1978) โดยช่ังตัวอยางที่บดละเอียด 2 กรัม ใสใน crucible ซึง่

เตรียมไวโดยแชในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 6 N ทิง้ไวขามคืนแลวลางจนสะอาด 

อบแหงและเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี และช่ังน้ําหนักไวแลว   นํา

ตัวอยางใน crucible มาเผาบนเตาไฟฟา (hot plate) ที่อุณหภูมิตํ่าจนกระทั่งไมมคีวันออกมาอีก   

นําตัวอยางไปทําใหเปนเถาโดยเผาในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส จนกระทัง่เถาเปนสี

ขาว   ทิ้งไวในโถดูดความช้ืน (desiccator) ใหเยน็   ชั่งน้าํหนกัแลวเผาซํ้าคร้ังละ 1 ชั่วโมง 

จนกระทั่งน้ําหนักตัวอยางคงที่ ทาํการทดลองซํ้าแตละตัวอยาง 3 คร้ัง และคํานวณปริมาณเถาใน

ตัวอยาง ดังสูตร 

% เถา              =              (W1 – W2) x 100 

                                         น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 

เมื่อ  W1   คือ   น้ําหนกัของเถารวมกับ crucible (กรัม) 

 W2   คือ   น้ําหนกัของ crucible (กรัม) 

 1.1.8 การวิเคราะหแรธาตุ (Mineral analysis) 

 การวิเคราะหทําโดยวิธี Atomic Absorption (AOAC, 1995) วิเคราะหธาตุ

แคลเซียม (Ca), แมกนเีซียม (Mg), เหล็ก (Fe), สังกะสี (Zn), ทองแดง (Cu), แมงกานีส (Mn), 

โซเดียม (Na) และโพแทสเซียม (K) ดวยเคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometer 

(Spectra AA-300, Varian) และโดยวิธ ีInductively Coupled Plasma Emission Spectroscopy 

(AOAC, 1995) วิเคราะหธาตุอะลูมิเนียม (Al), อารเซนกิ (As), ฟอสฟอรัส (P), ตะกั่ว (Pb) และ

ซิลิกอน (Si) ดวยเคร่ือง Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometer 

(Plasma 1000, Perkin-Elmer) โดยเตรียมตัวอยางไปตรวจวิเคราะหที่ศูนยเคร่ืองมือวิจัย

วิทยาศาสตรและเทคโนโลย ีจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วธิีการเตรียมตัวอยางมีดังนี ้
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 1.1.8.1 การเตรียมตัวอยางสําหรับการวิเคราะหโดยวธิี Atomic Absorption 

Spectroscopy 

 ชั่งตัวอยางมะขามบดละเอียดประมาณ 2 กรัม แลวนาํไปเผาที่อุณหภูมิ 600 องศา

เซลเซียส ตามวิธ ี 1.1.7 จนไดเถาสีขาวและมีน้ําหนักคงท่ี นาํเถาทีไ่ดใสในจาน porcelain ซึ่งได

เตรียมไวโดยแชในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 6 N ทิ้งไวขามคืน ลางจนสะอาดและ

อบแหงไวแลว จากนั้นหยดน้ําปราศจากไอออน (deionized water, DI) ลงในเถาใหเปยกเล็กนอย

และเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 50 % ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวระเหยใหแหง

บน water bath ในตูดูดควัน ละลายตะกอนที่ไดดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน  

10 % แลวถายใส volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร   ใชน้ํา DI ลาง porcelain เทรวมลงไปใน 

flask และปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้าํ DI   นําตัวอยางไปวิเคราะหแรธาตุดวยเคร่ือง 

Atomic Absorption Spectrophotometer รุน AA-300 (Varian, USA) ทําการทดลองซํ้าแตละ

ตัวอยาง 2 คร้ัง 

 1.1.8.2 การเตรียมตัวอยางสําหรับการวิเคราะหโดยวธิี Inductively Coupled 

Plasma Emission Spectroscopy 

 อบตัวอยางมะขามบดละเอียดที่อุณหภูม ิ 80 องศาเซลเซียส ในตูอบลมรอนเปน

เวลา 12 ชั่วโมง   ชั่งตัวอยางประมาณ 1 กรัม ใสในจาน porcelain แลวยอยดวยสารละลาย    

กรดไนตริกเขมขน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ระเหยใหแหงบน water bath ในตูดูดควัน   ทาํการยอย

ตัวอยางซํ้าจนกระทัง่ไมมีตะกอนสีดํา (charred material)   ต้ังตัวอยางทิ้งไวใหเยน็แลวเติม

สารละลายกรดไนตริกเขมขน และสารละลายกรดเปอรคลอริก ความเขมขน 70 % อยางละ         

5 มิลลิลิตร ตามลําดับ   คอยๆ ใหความรอนแกสารละลายจนกระทั่งไดสารละลายใสแลวนําไป

ระเหยใหแหงบน water bath   นําตะกอนที่ไดมาละลายดวยสารละลายกรดไนตริกเขมขนแลวจึง

เติมน้ํา DI ปริมาตร 15 มลิลิลิตร ลงไป   กรองสารละลายผานกระดาษกรองที่ลางดวยกรดแลว 

(acid-washed filter paper) ลงใน volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ลางกระดาษกรองและ

ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํา DI   นําตัวอยางไปวิเคราะหแรธาตุดวยเคร่ือง Inductively 

Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometer (Perkin-Elmer, USA) ทําการทดลองซ้ํา   

แตละตัวอยาง 2 คร้ัง 

 



  

40 

1.2 การวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนือ้มะขาม 

 1.2.1 การเตรียมตัวอยาง 

 ชั่งตัวอยางมะขามปริมาณ 150 กรัมน้ําหนกัสด ใสในเคร่ืองปน เติมน้าํ DI 

ปริมาตร 350 มิลลิลิตร ปนใหเปนเนื้อเดียวกนัแลวต้ังทิง้คางคืนที่อุณหภูมิหอง   นาํมะขามไป    

ปนเหวี่ยงที ่6,800 xg เปนเวลา 20 นาท ีในเคร่ืองปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Hitachi, Japan) ที ่

4 องศาเซลเซยีส เก็บสวนน้าํสกัดใส   นาํตะกอนมาสกัดซ้ําอีก 1 คร้ัง โดยใชน้าํ DI ปริมาตร     

175 มิลลิลิตร ในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง   นําไป

ปนเหวี่ยงที ่ 6,800 xg เปนเวลา 20 นาท ี ในเคร่ืองปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิที ่ 4 องศาเซลเซยีส   

นําสวนน้ําสกดัใสที่ไดจากการสกัดทัง้ 2 คร้ัง มารวมกัน แลวระเหยน้ําทําใหเขมขนดวยเคร่ือง

ระเหย BÜCHI Rotavapor R-200 (BÜCHI,  Switzerland) ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ภายใต

ความดันตํ่า เทน้าํสกัดเขมขนใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 200 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย 

น้ํา DI จนครบปริมาตร 200 มิลลิลิตร   นําน้ําสกัดไปปนเหวี่ยงที ่6,800 xg เปนเวลา 20 นาท ีใน

เคร่ืองปนเหวีย่งอุณหภูมิอีกคร้ังและเก็บสวนน้ําสกัดใสไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะ

นําไปวิเคราะห ไดแก 

- วิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรีย 

- วิเคราะหฤทธิก์ารเปนยาระบายโดยสงตัวอยางไปทดสอบฤทธิย์าระบายใน 

หนูขาว ที่ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวทิยาลัยเชียงใหม 

 1.2.2 การวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอินทรียในน้าํสกัดมะขามดวยเทคนิคโครมาโท  

กราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High-Performance Liquid Chromatography: HPLC) 

 1.2.2.1 การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของการวิเคราะหดวย HPLC 

 1) คอลัมน 

 คอลัมน Inertsil ODS-3 C18 (GL Sciences, Japan) ซึ่งเปนคอลัมนที่

สามารถใชเพือ่การวิเคราะหกรดอินทรียชนิดตางๆ ไดแก กรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก ซิตริก 

ซักซินกิ และวิตามนิซ ี ทีท่าํการศึกษาสามารถละลายในนํ้าและตัวทาํละลายทีม่ีองคประกอบหลัก

เปนน้าํไดดี เชน ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
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 2) สารมาตรฐานภายใน (Internal standard) 

 สารมาตรฐานภายในควรมีโครงสรางคลายคลึงกับกรดอินทรียที่ตองการ

วิเคราะหซึ่งจะมีเวลาที่ถกูหนวงเหนีย่วในคอลัมน (Retention time) โดยผานคอลัมนตามหลัง

ตัวอยางในเวลาใกลเคียงกนัและแยกออกจากสารตัวอยางไดอยางสมบูรณ (completely 

resolved) และไมทําปฏิกิริยากับสารตางๆ ที่เปนองคประกอบของสารตัวอยาง มีสมบัติการ

ดูดกลืนแสง ณ ความยาวคล่ืนที่เลือกใช และที่สําคัญสารที่จะเลือกใชนั้นตองเปนสารบริสุทธิ์และ

ไมเปนองคประกอบหรือมีอยูในสารตัวอยาง โดยในการศึกษาคร้ังนี้ไดเลือกกรดแกลลิกเปนสาร

มาตรฐานภายใน 

 3) Ultraviolet Detector (UV Detector) 

 การทดลองหาความยาวคล่ืนแสงในชวงอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet) ที่

เหมาะสมในการวิเคราะหเตรียมสารละลายมาตรฐานของกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก   

วิตามนิซี ซิตริก ซกัซินกิ และสารละลายผสมของกรดอินทรียทั้ง 6 ชนิด (standard organic acid 

mixture) ในเฟสเคลื่อนที ่ (0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4) จากนั้นสแกนการดูดกลืนแสงของ

สารละลายในชวงความยาวคล่ืน 190-370 nm โดยมกีารสแกนความยาวคล่ืนทกุๆ 1 nm (scan 

step มีคาเทากับ 1 nm) 

 4) คาความเปนกรดดาง (pH) ที่เหมาะสมของเฟสเคล่ือนที ่

 ทดสอบเพื่อเลือกคาความเปนกรดดาง (pH) ที่เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที่ 

โดยใชสารละลายบัฟเฟอร 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4 ที่ pH 2.5, 2.7, 2.8 และ 2.9 ตามลําดับ  

ฉีด standard organic acid mixture ในคอลัมน HPLC แลวใชเฟสเคล่ือนทีท่ี่มีคา pH ตางๆ ชะ 

standard organic acid mixture ออกมาจากคอลัมน   จากนั้นจึงนาํ retention time ของ       

กรดอินทรียทีถู่กชะออกจากคอลัมนที่ pH ตางๆ มาเปรียบเทียบกันเพื่อหา pH ทีเ่หมาะสมสําหรับ

ใชในวิธวีิเคราะหนี ้

 1.2.2.2 การเตรียมสารละลายกรดอินทรียมาตรฐานและสารมาตรฐานภายใน 

(Organic acids and internal standard stock solutions) 

 เตรียมสารละลายมาตรฐาน stock solution โดยละลายกรดอินทรีย

มาตรฐานและสารมาตรฐานภายในดวยน้าํบริสุทธิ์  โดยเตรียมสารละลายต้ังตนของกรดออกซาลิก 
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ทารทาริก มาลิก วิตามนิซี ซิตริก ซักซินกิ และแกลลิก มีความเขมขนเทากับ 25.24, 30.02, 26.82, 

35.25, 42.03, 23.64 และ 4.01 กรัม/ลิตร, ตามลําดับ   จากนัน้ปเปตสารละลายต้ังตนของ      

กรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก วิตามินซ ีซิตริก และซักซินิก ปริมาตร 0.2, 2.0, 2.0, 0.1, 2 และ 3 

มิลลิลิตร ตามลําดับ ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยเฟสเคลื่อนที่

จนมีปริมาตรเทากบั 10 มิลลิลิตร   สําหรับใชเปนสารละลาย standard solution เพื่อการวิเคราะห

สารตัวอยางตอไป 

 1.2.2.3 การยนืยนัความถูกตองสมบูรณของวิธวีิเคราะห (Validation of Analysis  

Technique) 

 ยืนยันความถกูตองของวธิีวเิคราะหที่ใชในการศึกษา ดังนี ้

 1) ความจําเพาะเจาะจง (Specificity) 

วิธีวิเคราะหจะมีความจําเพาะเจาะจงตอสารที่ตองการแยกเมื่อคาการ

แยก (Resolution) มีคามากกวา 1.5 (USP 27, 2004) 

นําสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานและสารมาตรฐานภายใน

ที่เตรียมไดจากขอ 1.2.2.2 มาเจือจางใหมีความเขมขนของกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก 

วิตามนิซี ซิตริก ซักซนิิก และแกลลิก เทากับ 0.25, 3.00, 2.68, 0.18, 4.21, 3.55 และ 0.04    

กรัม/ลิตร ตามลําดับ   กรองสารละลายผาน nylon syringe filter ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

และนําไปฉีดเขาคอลัมน HPLC ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสม คํานวณคาการ

แยก (Resolution) ดังสูตร 

R              =               2(t2 – t1)  

                                   (W2+W1) 

เมื่อ R    คือ     คา resolution ระหวางพีคของกรดอินทรียที่สนใจ (พีคที่ 2) กับพีค 

                                          ของสารที่แยกออกมากอน (พีคที่ 1) 

  t2     คือ     retention time ของพีคที่ 2 

  t1     คือ     retention time ของพีคที่ 1 

 W2    คือ    ความกวางของฐานของพีคที ่2 

 W1    คือ    ความกวางของฐานของพีคที ่1 
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 2) ความสัมพนัธเชงิเสนตรง   (Linearity)   ระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตพคี 

ของกรดอินทรียมาตรฐานตอสารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของ     

กรดอินทรียมาตรฐาน  

เตรียมสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานที่ความเขมขน 

0.0037-0.3000 กรัม/ลิตร ของกรดออกซาลิก 0.3300-4.3300 กรัม/ลิตร ของกรดทารทาริก 

0.0130-2.1500 กรัม/ลิตร ของกรดมาลิก 0.0005-0.3000 กรัม/ลิตร ของวิตามนิซ ี0.0100-0.8100 

กรัม/ลิตร ของกรดซิตริก และ 0.0400 กรัม/ลิตร ของกรดแกลลิก  กรองสารละลายผาน nylon 

syringe filter ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร   ไปฉีดสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐาน

เขาคอลัมน HPLC ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสม โดยทําการฉีดซ้ํา 3 คร้ัง ของ

แตละความเขมขน   นาํคาเฉลี่ยมาสรางเสนกราฟความสัมพันธระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตพคี 

(Peak area ratio) และความเขมขนของกรดอินทรียของกราฟมาตรฐาน  ใช linear regression ใน

การสรางสมการเสนตรง 

 3) ความไวของวิธวีิเคราะห (Sensitivity) 

ความไวของวธิีวิเคราะหแสดงถึงคาความเขมขนตํ่าสุดของกรดอินทรีย

ที่สามารถวเิคราะหไดถูกตอง (Limit of Detection, LOD) 

เตรียมสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานของกรดออกซาลิก 

ทารทาริก มาลิก วิตามินซ ีซิตริก และซักซินิก ดังขอ 1)   กรองสารละลายผาน nylon syringe filter 

ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนําไปฉีดเขาคอลัมน HPLC ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ภายใต

ภาวะที่เหมาะสม โดยทําการฉีดซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง   คํานวณคา LOD ของกรดอินทรียแตละชนดิ 

ดังสูตร 

LOD (ASTM)      =      C x (S/N) x N/H 

เมื่อ            S/N   คือ   อัตราสวนระหวางสัญญาณของกรดอินทรียกับสัญญาณรบ  

  กวนของเฟสเคล่ือนที ่(Signal to noise ratio), S/N = 3.3 

            C     คือ   ความเขมขนของกรดอนิทรีย 

            H     คือ   สัญญาณของกรดอินทรียเมื่อทําการวิเคราะห 

   N     คือ   สัญญาณรบกวนของเฟสเคล่ือนที่เมื่อทาํการวิเคราะห 



  

44 

 4) ความเทีย่งตรงแมนยาํของวิธวีิเคราะห (Precision) 

ความเที่ยงตรงของวธิีวิเคราะหประกอบดวยความเที่ยงตรงเมื่อ

วิเคราะหภายในวันเดียวกัน (Intra-day precision) และความเที่ยงตรงเมื่อวเิคราะหตางวนักัน 

(Inter-day precision) ซึ่งแสดงผลในรูปของเปอรเซ็นตสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (% 

Relative Standard Deviation, % RSD) 

 4.1) ความเทีย่งตรงแมนยําเมื่อวิเคราะหภายในวันเดียวกัน (Intra- 

day precision) 

 เตรียมสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานจาํนวน 5 ความ

เขมขน โดยเตรียมที่ความเขมขน 0.04-0.20 กรัม/ลิตร ของกรดออกซาลิก, 1.00-3.67 กรัม/ลิตร 

ของกรดทารทาริก, 0.04-2.00 กรัม/ลิตร ของกรดมาลิก, 0.03-0.15 กรัม/ลิตร ของวติามินซี, 0.17-

0.70 กรัม/ลิตร ของกรดซิตริก และ 0.04 กรัม/ลิตร ของกรดแกลลิก โดยเตรียมความเขมขนละ      

3 ตัวอยาง (n=3)   กรองสารละลายผาน nylon syringe filter ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

และนําไปฉีดเขาคอลัมน HPLC ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสม โดยทาํการฉีดซ้ํา     

3 คร้ัง นาํคาที่วิเคราะหไดไปคํานวณหาความเขมขนของกรดอินทรียเทียบจากเสนกราฟมาตรฐาน   

คาความเขมขนทีว่ิเคราะหไดตองมีคา % RSD ไมเกิน 2 % จึงถือวาวิธวีิเคราะหมีความเที่ยงตรง 

(USP 27, 2004)  

 4.2) ความเทีย่งตรงแมนยําเมื่อวิเคราะหตางวนักนั (Inter-day  

precision) 

 ทาํการทดลองเหมือนกบัขอ 4.1) โดยทาํการฉีดสารละลายผสมของ

กรดอินทรียมาตรฐานเขาคอลัมน HPLC ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสมในแตละ

วันเปนเวลา 3 วัน แตกตางกนัและทําการฉีดซ้ําตัวอยางละ 3 คร้ัง   นําคาทีว่เิคราะหไดไป

คํานวณหาความเขมขนของกรดอินทรียเทยีบจากเสนกราฟมาตรฐาน   คาความเขมขนที่วเิคราะห

ไดตองมีคา % RSD ไมเกนิ 2 % จึงถือวาวิธีวิเคราะหมคีวามเที่ยงตรง (USP 27, 2004) 

 5) ความถูกตองแนนอนของวิธวีิเคราะห (Accuracy) 

ความถกูตองของวิธีวเิคราะหแสดงดวยคาเปอรเซ็นตคืนกลับ  

(% recovery) ดังสูตร 
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% recovery            =            C2 x 100  

                                               C1 

เมื่อ                                  C2     คือ   ความเขมขนของกรดอินทรียทีว่ิเคราะหได 

                                        C1     คือ   ความเขมขนของกรดอินทรียทีม่ีอยูจริง 

 5.1) เตรียมสารละลายน้ําสกัดมะขามที่มสีารมาตรฐานภายในเขมขน 

0.04 กรัม/ลิตร โดยเจือจางน้ําสกัดมะขามเขมขนของมะขามตัวอยาง ในอัตราสวนที่เหมาะสมดวย

เฟสเคลื่อนที ่

 5.2) เตรียมสารละลายเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐานมีกรดออกซาลิก  

ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก ซิตริก และแกลลิก ดังตารางที ่ 6   นํามาเตรียมสารละลายผสม     

กรดอินทรียมาตรฐาน 3 ความเขมขน 

 5.3) เติม (spiked) สารละลายน้าํสกัดตัวอยางมะขามผสมจากขอ 5.1  

ดวยสารละลายเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐานจากขอ 5.2 โดยเจือจางน้ําสกัดมะขามเขมขนของ

มะขามตัวอยางและ spiked ดวยสารละลายผสมของกรดอินทรียจนไดความเขมขนตางๆ 3 คา 

ดังที่แสดงในตารางที่ 6 

กรองสารละลายทีเ่ตียมไดจากขอ 5.1) 5.2) และ 5.3) ผาน nylon syringe 

filter ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร แลววิเคราะหดวยเทคนิค HPLC   โดยฉีดสารละลายแตละ

ขอซ้ํา 3 คร้ัง นําคาที่ไดจากการวเิคราะหไปคํานวณหาความเขมขนของกรดอินทรียจากตัวอยาง 

โดยวิเคราะห 

   - ความเขมขนของกรดอินทรียในสารละลายน้าํสกัดมะขาม (C1) 

   - ความเขมขนของกรดอินทรียในสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐาน (C2) 

   - ความเขมขนของกรดอินทรียในสารละลายน้าํสกัดตัวอยางมะขามที่ spiked  

ดวยสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐาน (C3) 
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ตารางที่ 6 ความเขมขนของสารละลายผสมกรดอินทรียมาตรฐาน จํานวน 3 ความเขมขน ที่ใชในการยืนยันความถูกตองของเทคนิค HPLC 

 

สารละลายผสมกรดอินทรีย ความเขมขนของกรดอินทรีย (g/L) 

 ออกซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก ซิตริก แกลลิก 

ความเขมขนที ่1 0.04 0.85 0.23 0.03 0.16 0.04 

ความเขมขนที ่2 0.12 1.70 0.46 0.09 0.33 0.04 

ความเขมขนที ่3 0.20 2.55 0.68 0.15 0.49 0.04 

46 
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นําคาความเขมขนของกรดอนิทรียในสารละลายที่วิเคราะหได (C1, C2 และ C3) ไปคํานวณคา              

% recovery ดังสูตรที่ไดกลาวมาแลวขางตน ดังนี ้

% recovery              =           C3  

                                                                                       C1 + C2 

ถาคา recovery ที่คํานวณไดมีคาอยูในชวง 75-120% แสดงวา วิธวีิเคราะหยอมรับได (AOAC, 

2002) 

 1.2.2.4 การวเิคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางน้ําสกัดมะขาม 

 นาํน้าํสกัดมะขามเขมขนพนัธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ (น้ําสกัดมะขามพันธุปลูกละ 3 ตัวอยาง, n=3) มาเจือจางดวยเฟสเคล่ือนที่ในอัตราสวน 1:6, 

1:8 และ 1:42 ตามลําดับ   สารละลายตัวอยางมะขามแตละพนัธุปลูกเติมดวยสารมาตรฐาน

ภายในในปริมาณความเขมขน 0.04 กรัม/ลิตร กรองสารละลายตัวอยางผาน nylon syringe filter 

ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร   นําตัวอยางปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไปวิเคราะหดวยเทคนคิ 

HPLC ทําการทดลองซํ้า 3 คร้ัง จากนัน้นําคาสัดสวนพื้นที่ใตพีค (Peak area ratio) ของกรด

อินทรียมาตรฐานกับสารมาตรฐานภายในที่วิเคราะหไดไปคํานวณหาความเขมขนของกรดอินทรีย

ชนิดตางๆ ที่มอียูในน้าํสกัดมะขามโดยเทยีบจากเสนกราฟมาตรฐาน และรายงานคาทีว่ิเคราะหได

แสดงเปนคาเฉล่ียและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 

1.3 การวิเคราะหทางสถิติ (Statistical analysis) 

วิเคราะหขอมลูทางสถิติของการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีในตัวอยางมะขาม

ดวยการวิเคราะหความแปรปรวนแบบจําแนกทางเดียว (One-Way Analysis of Variance, ONE-

WAY ANOVA) โดยใชวธิีการของ Fisher’s Least Significant Difference (LSD) และวิธีการของ 

Tukey (Tukey’s HSD) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 11.5   ผลการวิเคราะหแสดงวามีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติขององคประกอบทางเคมีระหวางพนัธุปลูกของมะขามทีน่าํมา

ศึกษา เมื่อ p<0.05 

 

 

x 100 
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2. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint studies) 

2.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA extraction) 

สกัดจีโนมกิดีเอ็นเอจากตัวอยางใบมะขามดวยวิธ ีCTAB extraction (Dellaporta 

และคณะ, 1983; Murray และ Thompson, 1980) ดังนี ้

นําตัวอยางพชืประมาณ 100 มิลลิกรัม สกัดดวยสารละลาย CTAB solution 

(Cetyl trimethylammonium bromide, CTAB 2 %; Tris-Cl, pH 8.0 100 มิลลิโมลาร; EDTA, pH 

8.0 20 มิลลิโมลาร; NaCl 1.4 มิลลิโมลาร และ 2-mercaptoethanol 2 %) ปริมาตร 300 

ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที จากนัน้สกัดตอดวยสารละลาย 

chloroform/isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที ่ 7,500 xg เปนเวลา     

5 นาที   เก็บสวนใส เติมสารละลาย CTAB/NaCl solution ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน

โดยการพลิกหลอดกลับไปมา   สกัดตอดวยสารละลาย chloroform/isoamyl alcohol (24:1) 

ปริมาตร 440 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที ่ 7,500 xg เปนเวลา 5 นาที   เก็บสวนใส เติมสารละลาย 

CTAB precipitation (CTAB 1 %; Tris-Cl, pH 8.0 50 มิลลิโมลาร และ EDTA, pH 8.0            

10 มิลลิโมลาร) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัและบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30 นาที   จากนัน้ปนเหวี่ยงที ่ 500 xg เปนเวลา 5 นาที ปเปตสวนใสทิง้ ลางตะกอนดวย 

high salt TE buffer (Tris-Cl, pH 8.0 10 มิลลิโมลาร; NaCl 1 โมลาร และ EDTA, pH 8.0       

0.1 มิลลิโมลาร) ปริมาตร  500 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี  

ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย isopropanol ที่เยน็จัด ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และปนเหวี่ยงที ่7,500 xg 

เปนเวลา 15 นาท ี ปเปตสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 80 % ethanol ต้ังทิง้ไวใหแหงที่

อุณหภูมิหอง   ละลายดีเอ็นเอดวย ddH2O ปริมาตร 50 ไมโครลิตร   ทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์มากข้ึน

โดยใชชุดสําเร็จรูป GENECLEAN® II KIT (MP Biomedicals, France) จากนัน้เก็บดีเอ็นเอที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อใชวิเคราะหตอไป 

2.2 การตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกดีเอ็นเอ 

2.2.1 การแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส (Agarose gel electrophoresis) 

ตรวจสอบจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริซีสที่ความตางศักย 100 

โวลท เปนเวลา 15 นาท ี ในสารละลาย Tris-acetate (TAE) buffer, pH 8.0 (Tris-acetate      

0.04 โมลาร และ EDTA 1 มิลลิโมลาร) ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจล (agarose gel) 
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ความเขมขน 1.0 % เปนตัวกลาง และใช 1kb DNA ladder (Promega, USA) เปน marker   ยอม

แผนอะกาโรสเจลดวยสารละลาย ethidium bromide ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใตแสง

อัลตราไวโอเลต และถายรูปดวยเคร่ือง Gel documentation รุน Gel Doc XR (Bio-Rad 

Laboratories, Canada) 

2.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase  

Chain Reaction, PCR) 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวน ribosomal RNA (rRNA) ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชคู

ไพรเมอร ดังนี ้

Forward primer   18-25S 5'F: 5'-GTA GGT GAA CCT GCA GAA GGA TCA-3' 

Reverse primer    18-25S 3'R: 5'-CCA TGC TTA AAC TCA GCG GGT-3' 

เตรียมสารละลายสําหรับใชในปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซึง่ประกอบดวย PCR buffer 

ความเขมขน 1 เทา (KCl 50 มิลลิโมลาร; Tris-HCl, pH 9.0 10 มิลลิโมลาร และ Triton X-100  

0.1 %) MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร, dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร ไพรเมอร 0.25 ไมโครโมลาร 

Taq DNA polymerase จํานวน 1 ยนูิต และจีโนมกิดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม ทําปฏิกิริยา PCR ใน

เคร่ืองควบคุมปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Eppendorf Mastercycler®, Perkin-Elmer, USA) โดย

ต้ังโปรแกรม ดังนี ้

ข้ันที่ 1 Initial denaturation ที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที  

ข้ันที่ 2 Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 วินาท ี

ข้ันที่ 3 Primer annealing ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 40 วินาท ี

ข้ันที่ 4 Primer extension ทีอุ่ณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาท ี 

ข้ันที่ 5 Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  

นําผลผลิตดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได (PCR product) มาตรวจสอบดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซสี  

ภาพที ่8 แสดง ribosomal DNA และตําแหนงของไพรเมอร18-25S 5’F และ 18-25S 3’R ที่ใชใน

การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ 

 

 

30 รอบ 
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ภาพที ่8  ribosomal DNA และตําแหนงของไพรเมอร 18-25S 5'F และ 18-25S 3'R ที่ใช 

ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
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2.3 การออกแบบไพรเมอร (Primer design) 

ยีนเปาหมายในการศึกษาคร้ังนี ้คือ  

ยีน 1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase (rbcL) เปนยนีทีพ่บใน       

คลอโรพลาสต ออกแบบไพรเมอรโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของยีน rbcL ของ 

Tamarindus indica L. (accession no. Z70160) และลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL ของ 

Arabidopsis thaliana (accession no. NC_000932) ที่มีแลวใน GenBank เปนตนแบบ         

ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณและหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL สังเคราะหโดยบริษทั 

Sigma (Sigma-Genosys, Australia) โดยลําดับนวิคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 

แสดงดังตารางที ่7   ตําแหนงของไพรเมอรบนยนี rbcL แสดงดังภาพที่ 9 

ดีเอ็นเอสวน Internal Transcribed Spacer (ITS) เปนดีเอ็นเอสวนที่อยูใน

นิวเคลียส (nuclear genome) ออกแบบไพรเมอรโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดของ 18S, 5.8S, 26S 

rDNA และ ดีเอ็นเอสวน ITS-1 และ ITS-2 ของ Stemona japonica จากขอมูลที่มีแลวใน 

GenBank (accession no. AF207028) เปนตนแบบ สังเคราะหโดยบริษัท Operon (OPERON 

Biotechnologies, Germany) โดยลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง มีดังนี ้

 Stmn-ITS-F: 5'-GAG AAG TCC ACT GAA CCT TAT C-3' 

 ITS4:          5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3' (White และคณะ, 1990) 

ตําแหนงของไพรเมอรที่จับกบัสายดีเอ็นเอแสดงดังภาพที่ 10 

2.4 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสและการหาลําดับ 
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอเปาหมาย (DNA amplification and nucleotide sequencing) 

  2.4.1 การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอและการหาลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL  

(DNA amplification and nucleotide sequencing of rbcL gene) 

เตรียมสารละลายสําหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวย 

PCR buffer ความเขมขน 1 เทา MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร  

ไพรเมอร 0.25 ไมโครโมลาร Taq DNA polymerase จํานวน 1.5 ยูนิต และจีโนมิกดีเอ็นเอ        

100 นาโนกรัม   ทาํปฏิกิริยา PCR ในเคร่ืองควบคุมปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Eppendorf 

Mastercycler®, Perkin-Elmer, USA) โดยต้ังโปรแกรมดังนี ้ 
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ตารางที่ 7 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและการหาลําดับ

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL 

 

Primers Nucleotide sequences 5' to 3' 

Rbcl-Tam-F01 TGG GTT CAA AGC TGG TGT TA 

Rbcl-Tam-R02 CAA GCT AGT ATT TGC GGT GAA T 

Rbcl-Tam-F03 CAT GGG AAG AAA TGA TAA AAA  

Rbcl-Tam-R04 GCA GCA GCT AAT TCA GGA CTC 

Rbc-BMP-fixF-01 GTC GAG TAG ACC TTG TTG TTT TG 

rbclBMP684R  TGC CCT TTG ATT TCA CCT GTT TC 

Rbc-BMP-fixF-03 GTT GCT TCG GGA GGT ATT CAC G 

Rbc-BMP-fixR-04 ATT CGG CTC AAT CCT TTT AGT A 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่9 ตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยนี rbcL: Rbcl-Tam-

F01, Rbcl-Tam-R02, Rbcl-Tam-F03 และ Rbcl-Tam-R04; ไพรเมอรที่ใชใน

การหาลําดับนิวคลีโอไทด: Rbc-BMP-fixF-01, rbclBMP684R, Rbc-BMP-fixF-

03 และ Rbc-BMP-fixR-04 
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ภาพที ่10 Ribosomal DNA และตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ; 

Stmn-ITS-F และ ITS4 
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ข้ันที่ 1 ที่อุณหภูมิ 95องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี 

ข้ันที่ 2 ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 วนิาท ี

ข้ันที่ 3 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 วนิาท ี

ข้ันที่ 4 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี 

ข้ันที่ 5 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี 

ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีส และสงไปวเิคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดที่

หนวยบริการชวีภาพ ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชวีภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนา

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงชาติ จังหวัดปทุมธาน ี

  2.4.2 การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอและการหาลําดับนวิคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS (DNA 

amplification and nucleotide sequencing of ITS)  

  เตรียมสารละลายสําหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวย 

PCR buffer ความเขมขน 1 เทา MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร  

ไพรเมอร 0.25 ไมโครโมลาร Taq DNA polymerase จํานวน 1 ยนูิต และจีโนมกิดีเอ็นเอ          

100 นาโนกรัม   ทาํปฏิกิริยา PCR ในเคร่ืองควบคุมปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Eppendorf 

Mastercycler®, Perkin-Elmer, USA) โดยต้ังโปรแกรมดังนี ้

ข้ันที่ 1 ที่อุณหภูมิ 95องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาท ี 

ข้ันที่ 2 ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 วนิาท ี

ข้ันที่ 3 ที่อุณหภูมิ 51 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 วนิาท ี

ข้ันที่ 4 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี 

ข้ันที่ 5 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี 

ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีส และสงไปวเิคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดที่

หนวยบริการชวีภาพ ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชวีภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนา

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงชาติ จังหวัดปทุมธาน ี

 

 

 

30 รอบ 

35 รอบ 
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  2.4.3 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค Random Amplified Polymorphic  

DNA (RAPD) 

เตรียมสารละลายสําหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวย 

PCR buffer ความเขมขน 1 เทา (NaCl 50 มิลลิโมลาร; Tris-HCl, pH 9.0 50 มิลลิโมลาร และ 

blue-yellow dye) MgCl2 ความเขมขน 3 มิลลิโมลาร dNTPs 0.33 มิลลิโมลาร ไพรเมอร             

2 ไมโครโมลาร (ตารางที ่ 8) Taq DNA polymerase จํานวน 2 ยนูิต และจีโนมิกดีเอ็นเอ          

100 นาโนกรัม   ทาํปฏิกิริยา PCR ในเคร่ืองควบคุมปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Eppendorf 

Mastercycler®, Perkin-Elmer, USA) โดยต้ังโปรแกรมดังนี ้ 

ข้ันที่ 1 ที่อุณหภูมิ 95องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 นาท ี 

ข้ันที่ 2 ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

ข้ันที่ 3 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

ข้ันที่ 4 ที่อุณหภูมิ 74 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี 

ข้ันที่ 5 ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

ข้ันที่ 6 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

ข้ันที่ 7 ที่อุณหภูมิ 74 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี 

ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอวธิีอิเล็กโตรโฟริซีสที่ความตางศักย 80 โวลท ในสารละลาย TAE buffer 

ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขน 1.0 % เปนตัวกลาง และใช 1kb DNA 

ladder (Promega, USA) เปน marker ยอมแผนอะกาโรสเจลดวยสารละลาย ethidium bromide 

ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต และถายรูปดวยเคร่ือง Gel documentation   

รุน Gel Doc XR (Bio-Rad Laboratories, Canada) 

2.5 การวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint analysis) 

 2.5.1 การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL และดีเอ็นเอสวน ITS (Nucleotide  

analysis of  rbcL gene and ITS) 

 เปรียบเทียบความแตกตางของลําดับนวิคลีโอไทดยีน rbcL ของมะขาม 3 พันธุ

ปลูกกับลําดับนิวคลีโอไทดยนี rbcL ของ Tamarindus indica L. (accession no. Z70160) และ

เปรียบเทยีบความแตกตางของลําดับนวิคลีโอไทดดีเอ็นเอสวน ITS ระหวางมะขาม 3 พันธุปลูก 

โดยใชโปรแกรม ‘Multiple sequence alignment with hierarchical clusting’ (Corpet, 1988)  

40 รอบ 
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ตารางที่ 8 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค 

RAPD 

 

RAPD Primer number Nucleotide sequences 5' to 3' 

SD-03 GTC GCC GTC A 

SD-18 GAG AGC CAA C 

SO-10 TCA GAG CGC C 

SO-16 TCG GCG GTT C 

OPA-02 TGC CGA GCT G 

OPA-03 AGT CAG CCA C 

OPA-04 AAT CGG GCT G 

OPA-09 GGG TAA CGC C 

OPA-13 CAG CAC CCA C 

OPA-16 AGC CAG CGA A 

OPA-20 GTT GCG ATC C 
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และ BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis program 

for windows 95/98/NT (Hall, 1999)   ลงทะเบียน (submitted) ลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยาง

ผานทางฐานขอมูล DNA Data Bank of Japan (DDBJ/EMBL/GenBank)  

2.5.2 การวิเคราะหขอมูลและประมวลผลลายพมิพดีเอ็นเอจากเทคนคิ RAPD (RAPD  

band scoring and DNA fingerprint analysis) 

 ตรวจนับแถบดีเอ็นเอของแตละตัวอยางดวยโปรแกรม Quantity One 1-D 

Analysis (Bio-Rad Laboratories, Canada)   และใหคะแนน (scored) โดยใหคะแนนจากการ

ปรากฏ (present) ของแถบที่ตําแหนงนัน้ๆ ใหเทากับ 1 และการไมปรากฏแถบ (absent) เทากับ 0   

นําชุดขอมูลทีไ่ดไปวิเคราะหหาความเหมือนหรือใกลเคียงกนั (Similarity index, S.I.) ตามสมการ

ของ Nei และ Li (1979) ดังนี ้

S.I.    =    2Nxy / (Nx + Ny) 

เมื่อ        x และ y     คือ         มะขามพนัธุปลูก x และ y 

        Nxy     คือ         จาํนวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตําแหนงเดียวกันในทั้ง 

      มะขามพนัธุปลูก x และ y 

        Nx และ Ny     คือ         จํานวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมดที่นับไดในมะขามแตละพนัธุปลูก 

โดยใชโปรแกรม BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis 

program for windows 95/98/NT (Hall, 1999) และสรางแผนภาพเดนโดรแกรม (dendrogram) 

โดยใชโปรแกรม PAUP* 4.0 beta version 10 (Sinauer Assoc, Inc., USA) ดวยวธิี Neighbor-

joining (NJ) และวิธ ีunweighted pair-group method with arithmetic average (UPGMA) ซึ่ง 

NJ และ UPGMA เปนวิธีที่ใชระยะทางสรางเดนโดรแกรมโดยอาศัยความสัมพนัธในเชิงความ

เหมือนของลําดับในวงศวานวิวัฒนาการ (Sneath และ Sokal, 1973 และ Sokal และ Rohlf, 

1981) 
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3. การประเมินลายพิมพดีเอ็นเอรวมกับการประเมินองคประกอบกรดอินทรียของ 
ตัวอยางมะขามท่ีมีฤทธิ์เปนยาระบาย (Correlation of DNA fingerprint and organic acids 
assessment of selected tamarind cultivars with laxative activity) 

  ทําการประเมนิผลวิธกีารวเิคราะหโดยใชลายพมิพดีเอ็นเอรวมกับองคประกอบ

กรดอินทรียของตัวอยางมะขามที่มฤีทธิ์เปนยาระบายชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ จากจังหวัดเพชรบูรณ เพื่อใชเปนแนวทางในการพสูิจนเอกลักษณ

มะขามตางพนัธุปลูกที่เพาะปลูกในประเทศไทยในพืน้ที่เดียวกัน 

 



  

59 

บทที่  4 

ผลการการทดลองและวิจารณผล 

1. การวิเคราะหปริมาณและองคประกอบทางเคม ี

1.1 ปริมาณและองคประกอบของผลมะขามและสารอาหาร (Food content) 

มะขามเปนผลไมที่มีคุณคาทางโภชนาการสูง โดยเฉพาะอยางยิง่ในสวนของเนื้อ

มะขาม   ผลของมะขามประกอบดวยเปลือกสีน้ําตาล เนื้อมีสีน้ําตาลและเหนียวหอหุมเมล็ดอยู

และมีเสนใยทีเ่รียกวา รก (Placenta) จํานวน 3 เสน ยึดติดอยูกับเนื้อทอดไปตามตวามยาวของฝก 

(Gibbon และ Pain, 1985; Purseglov, 1968; Williams และคณะ, 1980)   ปริมาณของ

สวนประกอบตางๆ ของผลมะขามสดจะมีปริมาณแตกตางกนัไป โดยข้ึนอยูกับชนดิและแหลงทีม่า

ของตัวอยางมะขาม ปริมาณของสวนประกอบตางๆของผลมะขาม Tamarindus indica L. 

จํานวน 3 พันธุปลูก (cultivar) จากจังหวัดเพชรบรูณที่ใชในการทดลองแสดงไวในตารางที่ 9        

มีสวนประกอบเปนเนื้อ 47.008-50.400 % เปลือกและรก 21.397-31.813 % และเมล็ด 19.966-

29.617 %  สวนประกอบของผลมะขามโดยท่ัวไปแลวที่มกีารรายงานไวประกอบไปดวย เนื้อ 30-

50 % (Purseglove, 1987, Shankarachrya, 1998) เปลือกและรก 11-30 % และเมล็ด 25-40 % 

ของผลมะขาม (Chapman และคณะ, 1984; Shankarachrya, 1998)   จะเห็นไดวาตัวอยางที่

นํามาทดลองไดผลมีคาใกลเคียงกับคาที่มรีายงานไว  

  ผลการทดลองการวิเคราะหปริมาณสารอาหารตางๆ ไดแก ความช้ืน 

คารโบไฮเดรตทั้งหมด น้าํตาลรีดิวซ โปรตีน ไขมนั เสนใยอาหาร เถา และแรธาตุของมะขามจาก

จังหวัดเพชรบรูณ พันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ TI-SP/P และ ‘ขันตี’ TI-K/P เปนชนิด “หวาน (sweet)” และ 

‘มะขามเปร้ียวยักษ’ TI-PY/P เปนชนิด “เปร้ียว (sour)” โดยการวิเคราะหหาความชืน้จาก     

มะขามสดและวิเคราะหสารอาหารทางเคมีไดแสดงไวในตารางที ่ 10 11 และ 12   จากตารางจะ

เห็นไดวาเนื้อมะขามสดและเนื้อหลังจากอบแหงมีปริมาณความช้ืนเทากบั 13.233-21.097 % และ 

8.710-11.347 % ตามลําดับ ซึ่งแตละพันธุปลูกมปีริมาณความช้ืนแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) โดย ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ มีปริมาณความช้ืนมากที่สุดทัง้ในเนือ้มะขามสดและ

อบแหง  ปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวซของมะขามทั้ง 3 พันธุปลูก มีคาเทากบั 

62.480-74.821 % และ 30.747-55.706 % ตามลําดับ ซึ่งแตละพนัธุปลูกมีปริมาณคารโบไฮเดรต

ทั้งหมดและน้าํตาลรีดิวซแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมะขามพันธุปลูกที่มี

ปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวซสูงสุด คือ ‘ศรีชมภู’ รองลงมา คือ ‘ขันตี’ ซึ่งเปน 
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ตารางที่ 9 ปริมาณสวนประกอบตางๆ ของผลมะขามสด คิดเปน กรัม/100 กรัม 

 

ปริมาณสวนประกอบของผลมะขาม, g/100g, แสดงคา 
mean (SD) 

Tamarind cultivar 

Hulls Pulp  Seed 

TI-SP/P 

(ศรีชมภู) 

21.397 

(0.309) 

47.008 

(0.661) 

29.617 

(0.471) 

TI-K/P 

(ขันตี) 

21.972 

(0.371) 

50.400 

(0.850) 

25.282 

(0.645) 

TI-PY/P 

(เปร้ียวยักษ) 

31.813 

(0.297) 

47.635 

(0.846) 

19.966 

(1.107) 

 

ตารางที ่10 ปริมาณขององคประกอบน้าํในเนื้อมะขามสด 

 

Tamarind cultivar Moisture weight, 
g/100g 

mean (SD) 

TI-SP/P 

(ศรีชมภู) 

13.233c 

(0.281) 

TI-K/P 

(ขันตี) 

15.937b 

(0.182) 

TI-PY/P 

(เปร้ียวยักษ) 

21.097a 

(0.095) 

 

a, b และ c = มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญระหวางพันธุปลูก (P<0.05) 
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ตารางที่ 11 ปริมาณของสวนประกอบของสารอาหารในเนื้อมะขามอบแหง คิดเปน กรัม/100 กรัม แสดงคา mean (SD) 

 

a, b และ c = มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญระหวางพันธุปลูก (P < 0.05) 

 

 

 

 

Tamarind 
cultivar 

Moisture  
(%) 

Carbohydrate  
(% glucose) 

Reducing Sugar 
(% glucose) 

Protein 
(%) 

Lipid 
(%) 

Fiber 
(%) 

Ash 
(%) 

TI-SP/P 

(ศรีชมภู) 

8.710b 

(0.036) 

74.821a 

(1.386) 

55.706a 

(1.253) 

2.977a 

(0.012) 

1.328 

(0.242) 

3.067c 

(0.025) 

3.670a 

(0.078) 

TI-K/P 

(ขันตี) 

6.927c 

(0.102) 

65.487b 

(0.692) 

50.541b 

(1.251) 

2.653b 

(0.024) 

0.968 

(0.020) 

3.761b 

(0.026) 

3.557a 

(0.134) 

TI-PY/P 

(เปรี้ยวยักษ) 

11.347a 

(0.254) 

62.480c 

(0.000) 

30.747c 

(0.626) 

1.602c 

(0.020) 

1.480 

(0.294) 

6.048a 

(0.051) 

2.719b 

(0.049) 
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ตารางที่ 12 ปริมาณของสวนประกอบของแรธาตุในเนื้อมะขาม แสดงคา mean (SD) 

 

a, b และ c = มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญระหวางพันธุปลูก (P < 0.05) 

 

 

 

Minerals 
mg/100 g ppm 

Tamarind 
cultivar 

K Mg P Ca Na Cu Fe Mn Zn Si Al As Pb 

TI-SP/P 

(ศรีชมภู) 

1299.365a 

(12.099) 

127.335a 

(3.203) 

125.547a 

(0.982) 

123.735a 

(3.401) 

7.745 

(1.619) 

0.298 

(0.031) 

1.094 

(1.114) 

0.178a 

(0.023) 

0.273a 

(0.043) 

0.009b 

(0.007) 

NONE NONE NONE 

TI-K/P 

(ขันตี) 

1190.860a 

(63.880)  

122.445a 

(17.656) 

117.460b 

(1.195) 

82.015b 

(5.579) 

15.705 

(8.662) 

0.319 

(0.018) 

0.168 

(0.059) 

0.175a 

(0.001) 

0.168a 

(0.004) 

0.029a 

(0.009) 

NONE NONE NONE 

TI-PY/P 

(เปรี้ยวยักษ) 

958.020b 

(8.853) 

40.220b 

(0.170) 

90.200c 

(1.101) 

64.630c 

(0.537) 

17.520 

(6.208) 

0.263 

(0.004) 

0.312 

(0.208) 

0.019b 

(0.008) 

0.030b 

(0.001) 

0.022a, b 

(0.003) 

NONE NONE NONE 
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ชนิด “หวาน” และ ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ซึ่งเปนชนิด “เปร้ียว”   ปริมาณน้ําตาลในมะขามชนิด 

“หวาน” จะสูงกวาชนิด “เปร้ียว” มาก ปริมาณโปรตีนในเนื้อมะขามมีอยูประมาณ 1.602-2.977 % 

และจากการวเิคราะหทางสถิติพบวา มะขามแตละพนัธุปลูกมีปริมาณโปรตีนแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดย ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ พบปริมาณโปรตีนนอยที่สุดและนอยกวา

มะขามหวานเกือบ 2 เทา   สวน ‘ศรีชมภู’ มีปริมาณของโปรตีนสูงกวา ‘ขันตี’ เล็กนอย   ปริมาณ

ของไขมันพบนอยมากในเนือ้มะขาม โดยมะขามทั้ง 3 พันธุปลูก พบปริมาณไขมันเพยีง 0.968-

1.480 % ในปริมาณที่ใกลเคียงกนั ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  

เสนใยอาหารที่พบในเนื้อมะขามมีปริมาณ 3.06-6.048 % ซึ่งแตละพันธุปลูกมีปริมาณเสนใย

อาหารแตกตางกนัอยางมนียัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมะขามพนัธุปลูกทีม่ีปริมาณเสนใย

อาหารสูงสุด คือ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ พบวามีปริมาณเสนใยอาหารสูงกวามะขามชนิดหวาน 

ประมาณ 2 เทา   สวนปริมาณของเถาที่พบในเนื้อมะขามมีคาเทากับ 2.719-3.670 % โดยที่

ปริมาณเถาในมะขามหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ มีปริมาณเถาสูงกวามะขามเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   ปริมาณแรธาตุในเนื้อมะขามแสดงไวในตารางที่ 12   

จะเหน็ไดวาแรธาตุทีพ่บมากในมะขาม ไดแก โพแทสเซียม แมกนีเซยีม ฟอสฟอรัส และแคลเซียม 

จะพบปริมาณสูงในมะขามชนิดหวานพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ สูงกวาในมะขามเปร้ียว 

‘มะขามเปร้ียวยักษ’   ขณะที่ปริมาณของโซเดียมพบใน ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ สูงกวา ‘ขันตี’ และ  

‘ศรีชมภู’ แตไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ระหวางพนัธุปลูก         

เนื้อมะขามทกุพันธุปลูกจะมปีริมาณโพแทสเซียมสูงประมาณ 1 กรัม/100 กรัม โดยเฉพาะอยางยิ่ง

ในเนื้อมะขามชนิดหวาน   สวนแรธาตุอ่ืนๆ ไดแก ทองแดง เหล็ก แมงกานีส สังกะสี และซิลิกอน 

พบในปริมาณนอยมาก (ตารางท่ี 12)  ในขณะที่แรธาตุอ่ืนๆ คือ อะลมูิเนียม อารเซนิก และตะก่ัว 

ตรวจไมพบเลยในเนื้อมะขามทั้ง 3 พนัธุปลูก จากจังหวดัเพชรบูรณทีน่ํามาวิเคราะห   จากผลการ

ทดลองสรุปไดวามะขามมีคุณคาทางโภชนาการทัง้ชนิด “หวาน” และชนิด “เปร้ียว” 

  เมื่อนําผลการทดลองของการวิเคราะหสารอาหารและแรธาตุในเนื้อมะขามทัง้ 3 

พันธุปลูก มาเปรียบเทยีบกบัขอมูลที่มีการรายงานไวจากแหลงอ่ืนๆ (ตารางที่ 2 และ 3) พบวา

ปริมาณสารอาหารในตัวอยางเนื้อมะขาม ไดแก คารโบไฮเดรต น้ําตาลรีดิวซ โปรตีน ไขมัน และ

เสนใยอาหาร มีใกลเคียงกับคาที่มกีารรายงานไว (ตารางท่ี 2)   สวนปริมาณความช้ืนและเถามีคา

แตกตางกับคาที่มกีารรายงานไวแลว  จากการวเิคราะหปริมาณแรธาตุในเนือ้มะขามพบวา 

มะขามที่ใชในการทดลองทุกพันธุปลูกมีปริมาณโพแทสเซียมสูงกวาคาที่มีรายงานไวแลว (ตารางที ่

3) ถึงสองเทา   ปริมาณของแมกนีเซยีม ฟอสฟอรัส แคลเซียม และโซเดียม มปีริมาณใกลเคียงกบั

คาที่มกีารรายงานไว   สวนทองแดง เหล็ก และสังกะสี มีปริมาณนอยกวาคาทีม่ีการรายงานไวมาก 
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คือ 0.263-0.319, 0.168-1.094 และ 0.030-0.273 ppm (ไมโครกรัม/กรัม) ตามลําดับ   อีกทั้งยัง

พบแมงกานีสในเนื้อมะขามที่นาํมาทดลองพบมีปริมาณ 0.019-0.178 ppm ซึ่งยังไมพบมีรายงาน

ปริมาณของแมงกานีสในเนือ้มะขาม 

  เมื่อพิจารณาจากขอมูลเกีย่วกับปริมาณสารอาหารและแรธาตุที่มีรายงานไว

รวมกับผลการทดลองที่วิเคราะหได จะเหน็ไดวามะขามเปนผลไมทีม่คุีณคาทางโภชนาการเหมาะ

แกการรับประทาน คือ มะขามมีปริมาณแรธาตุสูง เชน โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส แคลเซียม และ

แมกนีเซยีม เปนตน ซึ่งแรธาตุตางๆ เหลานี้มหีนาที่รักษาสมดุลในรางกาย   โดยแคลเซียม 

แมกนีเซยีม และโพแทสเซยีม มหีนาที่ชวยทาํใหกระดูกและฟนแข็งแรง อีกทัง้ยังมีบทบาทในการ

เสริมสรางกลามเนื้อและสุขภาพที่แข็งแรงอีกดวย   เนื่องจากมะขามมีปริมาณคารโบไฮเดรต 

น้ําตาล (โดยเฉพาะในมะขามชนิดหวาน) และโปรตีน มะขามจงึสามารถใหพลงังานแกรางกาย

และมีสวนชวยในการสรางกลามเนื้อที่แข็งแรงและมีประสิทธิภาพไดอีกดวย (ICUC, 2001)   

ขอมูลปริมาณของเกลือแรในมะขามที่ปลูกในประเทศไทยอาจมีประโยชนในการแนะนําดาน

โภชนาการในคนไขบางประเภทท่ีตองควบคุมปริมาณโพแทสเซียม เปนตน 

1.2 การวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนือ้มะขาม 

 1.2.1 ภาวะทีเ่หมาะสมของการวิเคราะหดวย HPLC 

 Ultraviolet Detector (UV Detector) 

 ผลการศึกษาความยาวคล่ืนแสงในชวงอัลตราไวโอเลตที่ใชวิเคราะหของกรด    

ออกซาลิก มาลิก วิตามนิซี ซิตริก ซักซินกิ และสารละลายผสมของกรดอินทรียทั้ง 6 ชนิด แสดงใน

ตารางที่ 13 (สเปคตรัมของกรดแตละชนิดแสดงในภาคผนวก ข)   จากตารางที่ 13 พบวา         

กรดอินทรียแตละชนิดและสารละลายผสมของกรดอินทรียมีคาความยาวคล่ืนที่มกีารดูดกลืนแสง

สูงสุดอยูในชวง 198-212 nm   จะเหน็ไดวากรดทารทาริกซึ่งเปนกรดที่พบมากในเนื้อมะขามและ

สารละลายผสมของกรดอินทรียทัง้ 6 ชนดิ มีคาความยาวคล่ืนที่มกีารดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 210 nm 

ดังนัน้ในการวเิคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนื้อมะขามจงึใชความยาวคล่ืน

แสงในชวงอัลตราไวโอเลตที ่210 nm 
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ตารางที่ 13 สมบัติการดูดกลืนแสงในชวงอัลตราไวโอเลต (UV) ของกรดอินทรียชนิดตางๆ  

  ใน 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4 

 

กรดอินทรีย คาความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืนแสงสูงสุด  

(λmax); nm 

กรดออกซาลิก 198 

กรดทารทาริก 210 

กรดมาลิก 206 

กรดแอสคอบิก (วิตามินซี) 212 

กรดซิตริก 203 

กรดซักซินิก 202 

กรดอินทรียผสมทั้ง 6 ชนิด 210 
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 คาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมของเฟสเคลื่อนที ่

 จากการวเิคราะหสารละลายผสมของกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก วิตามินซี      

ซิตริก ซักซนิกิ และฟูมาริก ดวยเทคนคิ HPLC โดยใชสารละลายบัฟเฟอร 0.5 % (w/w) 

(NH4)H2PO4 ที่ pH 2.5, 2.7, 2.8 และ 2.9 ตามลําดับ เปนเฟสเคล่ือนที่   คา retention time ของ

กรดอินทรียแตละชนิดที ่ pH ตางๆ แสดงดังภาพที ่ 11   จากรูปจะเห็นไดวากรดออกซาลิก มาลิก 

วิตามนิซ ีซิตริก และซักซินกิ ม ี retention time อยูในชวง 1.5-4.0 นาที และมีคาไมเปล่ียนแปลง

มากเม่ือวิเคราะหโดยใชสารละลายบฟัเฟอร 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4 ที่ pH ตางๆ   สําหรับ   

กรดซิตริกและซักซินกิมี retention time อยูในชวง 6.5-9.0 นาท ี และมีคาเปล่ียนแปลงเมื่อ

วิเคราะหโดยใชสารละลายบัฟเฟอร 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4 ที่ pH ตางกัน   ทีน่าสังเกต คือ 

ในชวงเวลาที ่ 7.5-8.0 นาที ปรากฏพีคของกรดฟูมาริกเพิ่มข้ึนมาอีกหนึ่งพีค   การพบพีคของ    

กรดฟูมาริกปนเหตุการณที่เกิดข้ึนทกุคร้ังเมื่อทําการวเิคราะหกรดมาลิก เพราะกรดฟูมาริกเปน 

impurity ของกรดมาลิก   การสังเคราะหกรดมาลิกที่มีความบรสุิทธิ์สูงทาํไดยาก ดังนั้นใน

กระบวนการผลิตจึงสามารถทําใหกรดมาลิกบริสุทธิ์ไดมากที่สุด คือ 99 % และมีกรดฟูมาริกเปน 

impurity หลัก   ถึงแมวาปริมาณกรดฟูมาริกที่เจือปนในกรดมาลิกจะมีปริมาณนอย แตเมื่อทําการ

วิเคราะหแลว พบวาขนาดของพีคกรดฟมูาริกที่ปรากฏนั้นมีขนาดใกลเคียงกับพีคกรดมาลิก เพราะ

กรดฟูมาริกมคีา molar absorptivity สูงกวากรดมาลิก ประมาณ 100 เทา (Kindness, 2006) พคี

ของกรดฟูมาริกมีตําแหนงอยูระหวางพีคของกรดซิตริกและซักซนิกิ ดังนัน้ถาเฟสเคล่ือนที่มีคา pH 

ที่ไมเหมาะสม พีคของกรดฟูมาริกอาจไปรบกวน (interfered) พีคกรดซิตริกหรือซักซินิกได สงผล

ใหคาความเขมขนของกรดซติริกหรือซักซินกิที่ไดจากการวิเคราะหมีความผิดพลาด   ดวยเหตุนี้จงึ

เลือกใชสารละลายบัฟเฟอร 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4 ที่ pH 2.9 เปน เฟสเคล่ือนที่ในการ

วิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนือ้มะขาม 

  จากผลการทดลองและขอมูลตางๆ ดังกลาว จงึเลือกภาวะที่เหมาะสมเพื่อใชใน

การวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนื้อมะขามดวยเทคนิค HPLC ดังสรุปไว

ในตารางที ่ 14 และแสดง HPLC chromatogram ของสารละลายกรดอินทรียมาตรฐานผสมใน

ภาพที ่12 
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ภาพที ่11  ผลของความเปนกรดดาง (pH) ของเฟสเคล่ือนที่ตอการแยก (retention time) 

ของกรดอินทรียดวยคอลัมน Inertsil ODS-3, C18 ขนาด 150 x 4.6 mm i.d.,    

5 μm ที่ความยาวคล่ืน 210 nm; OA: กรดออกซาลิก, TA: กรดทารทาริก, MA: 

กรดมาลิก, AA: กรดแอสคอบิก (วิตามินซี), CA: กรดซิตริก, FA: กรดฟูมาริก และ 

SA: กรดซักซินิก 
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ตารางที่ 14 ภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหกรดอินทรียดวยเทคนิค HPLC  

 

HPLC parameters Optimized conditions 

คอลัมน Inertsil ODS-3, C18 ขนาด 150x4.6 mm i.d.,  

5 μm 

เฟสเคลื่อนที ่ 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4, pH 2.9 

อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาท ี

เวลาที่ใชในการวิเคราะห 21 นาท ี

ดีเทคเตอร UV detector 

ความยาวคล่ืน 210 nm 

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

สารมาตรฐานภายใน กรดแกลลิก 
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ภาพที ่12 โครมาโทแกรม HPLC ของสารละลายกรดอินทรียมาตรฐานผสม พีคที ่ 1:       

กรดออกซาลิก, 2: กรดทารทาริก, 3: กรดมาลิก, 4: กรดแอสคอบิก, 5: กรดซิตริก, 

6: กรดฟูมาริก, 7: กรดซักซนิกิ และ 8: กรดแกลลิก 
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 1.2.2 การยนืยันความถกูตองสมบูรณของวิธวีิเคราะห (Validation of Analysis  

Technique) 

 1) ความจําเพาะเจาะจง (Specificity) 

  จากการวิเคราะหสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานและสารมาตรฐาน

ภายในดวยเทคนิค HPLC สามารถคํานวณคา resolution ระหวางพคีของกรดอินทรียชนิดตางๆ ที่

ถูกชะออกมาจากคอลัมนไดดังแสดงในตารางท่ี 15   วธิีวิเคราะหจะมีความจาํเพาะเจาะจงตอสาร

ที่ตองการแยกเม่ือคา resolution มีคามากกวา 1.5 (USP 27, 2004) และคา resolution ยิ่งมีคา

มากแสดงวาการแยกระหวางพีค 2 พีค ยิง่ดีข้ึนเทานั้น (แมน อมรสทิธิ์ และอมร เพชรสม, 2534)   

จากตารางที่ 15 พบวา คา resolution ระหวางพีคของกรดอินทรียแตละชนิดมีคาเทากับ 1.58-

15.77   แสดงวาเทคนิค HPLC ที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้มีความจําเพาะเจาะจงตอสารมาตรฐาน

ภายในและกรดอินทรียตางๆ ทีว่ิเคราะห (กรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก วิตามนิซี ซิตริก และ  

ซักซินกิ) ในตัวอยางเนื้อมะขาม 

 2) ความสัมพนัธเชงิเสนตรง (Linearity) ระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตพีคของ 

กรดอินทรียมาตรฐานตอสารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของ           

กรดอินทรียมาตรฐาน 

  แสดงความสัมพันธเชงิเสนตรงระหวางอัตราสวนพื้นทีใ่ตพีคของกรดอินทรีย

มาตรฐานตอสารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดอนิทรียมาตรฐาน 

จากสมการเสนตรง 

y    =    ax + b 

 

เมื่อ   y คือ อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของกรดอินทรียมาตรฐานตอ 

กรดแกลลิก (Peak area ratio) 

   x คือ ความเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐาน (g/L) 

   a คือ ความชนัของเสนกราฟ 

   b คือ คาจุดตัดแกน y ของเสนกราฟ 
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ตารางที่ 15 คาการแยกจากกัน (Resolution) ของกรดอินทรียมาตรฐานและสารมาตรฐาน

ภายในจากคอลัมน Inertsil ODS-3, C18 ขนาด 150x4.6 mm i.d., 5 μm; 0.5 % 

(w/w) (NH4)H2PO4, pH 2.9 ที่ความยาวคล่ืน 210 nm 

 

กรดอินทรีย Resolution 

กรดออกซาลิก 1.58 

กรดทารทาริก 2.11 

กรดมาลิก 4.87 

กรดแอสคอบิก (วิตามินซี) 3.08 

กรดซิตริก 8.19 

กรดฟูมาริก 2.41 

กรดซักซินิก 1.81 

กรดแกลลิก 15.77 
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ชวงความเขมขนที่เปนเสนตรงและสมการเสนตรงของกรดอินทรียชนดิตางๆ ที่ใชในการยนืยัน

ความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวาง peak area ratio และความเขมขนของกรดอนิทรียมาตรฐาน

แสดงดังตารางที ่16 และเสนกราฟที่ไดแสดงในภาคผนวก ค   จากตารางท่ี 16 พบวา คา r2 ซึ่งเปน

คาที่บงบอกถงึความเปนเสนตรงของเสนกราฟของกรดออกซาลิก ทารทาริก และวิตามนิซี มีคา

เทากับ 0.9999 กรดมาลิกและซิตริกมีคา r2 เทากับ 1.0000 และ 0.9996 ตามลําดับ   แสดงวา 

กรดอินทรียทั้ง 5 ชนิด มีความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวาง peak area ratio ตอความเขมขนของ     

กรดอินทรียทีย่อมรับได 

 3) ความไวของวิธวีิเคราะห (Limit of Detection, LOD) 

  ความไวของวิธีวิเคราะหแสดงถึงคาความเขมขนตํ่าสุดของกรดอินทรียที่

สามารถวิเคราะหไดถกูตอง (Limit of Detection, LOD) (แมน อมรสิทธิ์ และอมร เพชรสม, 2534)   

คา LOD ของกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก และซิตริก มีคาเทากับ 0.0001, 0.0005, 

0.0007, 0.0003, และ 0.0011 กรัม/ลิตร ตามลําดับ (ตารางที่ 16)   วิธวีิเคราะหนี้มีความไวตอ

กรดออกซาลิกมากที่สุด รองลงมา คือ กรดแอสคอบิก ทารทาริก มาลิก และซิตริก ตามลําดับ   

จากคา LOD ของกรดอินทรียชนิดตางๆ ทีว่ิเคราะหไดแสดงใหเหน็วาวธิีวิเคราะหนี้มีความไวตอ

การวิเคราะหกรดอินทรียทั้ง 5 ชนิด ทีพ่บในเนื้อตัวอยางมะขาม 

 4) ความเทีย่งตรงแมนยาํของวิธวีิเคราะห (Precision) 

  ความเที่ยงตรงเมื่อวิเคราะหภายในวันเดียวกนัและความเที่ยงตรงเมือ่วิเคราะห

ตางวนักนัแสดงผลในรูปของ % RSD 

   4.1) ความเที่ยงตรงแมนยาํเมื่อวิเคราะหภายในวันเดียวกัน (Intra-day  

precision) 

 การวิเคราะหสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานจํานวน 5 ความ

เขมขน ภายในหนึ่งวันไดคา RSD อยูในชวง 0.51-1.62 % สําหรับกรดออกซาลิก, 0.05-1.26 % 

สําหรับกรดทารทาริก, 0.09-1.77 % สําหรับกรดมาลิก, 0.53-1.36 % สําหรับกรดแอสคอบิก และ 

0.04-1.16 % สําหรับกรดซติริก ดังแสดงในตารางที ่17 
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ตารางที่ 16  สรุปความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดอินทรีย    

มาตรฐานกับสารมาตรฐานภายในตอความเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐานและ

คาความเขมขนตํ่าสุดของกรดอินทรียที่สามารถวิเคราะหได 

 

Organic acids Linear range  

(g/L) 

Regression 

equationa 

r2 

 

LODb 

(g/L) 

กรดออกซลิก (OA) 0.0037-0.3000 y=3.0909x-0.0009 0.9999 0.0001 

กรดทารทาริก (TA) 0.3300-4.3300 y=0.3674x-0.0015 0.9999 0.0005 

กรดมาลิก (MA) 0.0130-2.1500 y=0.3098x-0.0030 1.0000 0.0007 

กรดแอสคอบิก (AA) 0.0005-0.3000 y=2.0053x-0.0032 0.9999 0.0003 

กรดซิตริก (CA) 0.0100-0.8100 y=0.2251x-0.0026 0.9996 0.0011 
 

a y: อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของกรดอินทรียมาตรฐานกับสารมาตรฐานภายใน 

  x: ความเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐาน 
b คาความเขมขนตํ่าสุดของกรดอินทรียทีส่ามารถวิเคราะหได (Limit of Detection; LOD), 

  S/N = 3.3 
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ตารางที่ 17 ความเที่ยงตรงแมนยําเมื่อวเิคราะหภายในวันเดียวกนัของกรดออกซาลิก        

ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก และซิตริก แสดงผลในรูป % RSD (n=3) 

 

% RSD Organic 
acids ความเขมขนที่ 1 ความเขมขนที่ 2 ความเขมขนที่ 3 ความเขมขนที่ 4 ความเขมขนที่ 5 

กรดออกซาลิก 1.62 0.51 0.95 0.89 1.59 

กรดทารทาริก 0.75 0.84 1.00 1.26 0.05 

กรดมาลิก 0.43 1.32 0.65 0.09 1.77 

กรดแอสคอบิก 1.26 0.53 1.28 1.31 1.36 

กรดซิตริก 0.04 1.16 0.51 0.20 0.31 
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   4.2) ความเที่ยงตรงแมนยาํเมื่อวิเคราะหตางวนักนั (Inter-day precision) 

            การวเิคราะหสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานจาํนวน 5 ความ

เขมขน เปนเวลา 3 วนั ไดคา RSD อยูในชวง 0.20-0.43 % สําหรับกรดออกซาลิก, 0.52-1.43 % 

สําหรับกรดทารทาริก, 0.35-2.45 % สําหรับกรดมาลิก, 3.05-8.70 % สําหรับกรดแอสคอบิก และ 

0.34-1.16 % สําหรับกรดซติริก ดังแสดงในตารางที ่18 

  ความเที่ยงตรงของวธิีวิเคราะหทั้งการวิเคราะหภายในวนัเดียวกันสําหรับกรด 

ออกซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก และซิตริก และเมื่อวิเคราะหตางวนักันสําหรับกรด       

ออกซาลิก ทารทาริก มาลิก และซิตริก  มีคา RSD ไมเกิน 2 %   แสดงใหเห็นวาวิธีวิเคราะหกรด

อินทรียดวยเทคนิค HPLC นี้ สามารถนําไปใชในการวิเคราะหกรดอินทรียทัง้ 4 ชนดิ ภายในวัน

เดียวกนัหรือวนัอ่ืนๆ ไดผลแบบเดียวกนั   ในกรณีของกรดแอสคอบิกพบวา ความเที่ยงตรงของวธิี

วิเคราะหเมื่อวเิคราะหภายในวันเดียวกนัมคีา RSD ไมเกิน 2 % แตความเที่ยงตรงของวิธีวเิคราะห

เมื่อวิเคราะหตางวนักนัมีคา RSD เกนิ 2 % เปนเพราะความไมเสถียรของกรดแอสคอบิกจึงทาํให

คาความเขมขนของกรดแอสคอบิกที่วิเคราะหไดลดลงในแตละวัน   ดังนั้นในการวิเคราะหกรด

แอสคอบิกในตัวอยางดวยเทคนิค HPLC จึงควรวเิคราะหใหเสร็จภายในวนัเดียวกนัหรือควรเตรียม

ตัวอยางใหมทกุคร้ังในการวิเคราะหหาปริมาณกรดแอสคอบิกในแตละวัน 

 5) ความถูกตองแนนอนของวิธวีิเคราะห (Accuracy) 

ความถกูตองของวิธีวเิคราะหแสดงดวย % recovery   จากการวิเคราะหความ

เขมขนของกรดอินทรีย (กรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก และซิตริก) ในตัวอยางที่เติม 

(spiked) สารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานทัง้ 5 ชนิด จํานวน 3 ความเขมขน (ภาพท่ี 13) 

ไดคา recovery อยูในชวง 101.55-113.44 % สําหรับกรดออกซาลิก, 93.75-99.42 % สําหรับกรด

ทารทาริก, 97.02-103.04 % สําหรับกรดมาลิก, 91.94-97.87 % สําหรับกรดแอสคอบิก และ 

93.83-101.71 % สําหรับกรดซิตริก ดังแสดงในตารางที่ 19   คา % recovery ของกรดอินทรียทัง้ 

5 ชนิด อยูในชวง 75-120 % ตามเกณฑที่กําหนด (AOAC, 2002)   ดังนัน้วิธวีิเคราะหกรดอินทรีย

ดวยเทคนิค HPLC จากการใชภาวะตางๆ ที่เหมาะสมที่กาํหนดในตารางที่ 14 มีความถกูตอง

สามารถนําไปใชวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนื้อมะขามตอไปได 
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ตารางที่ 18 ความเที่ยงตรงแมนยําเมื่อวเิคราะหตางวนักนัของกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก 

แอสคอบิก และซิตริก แสดงผลในรูป % RSD (n=3) 

 

% RSD Organic 
acids ความเขมขนที่ 1 ความเขมขนที่ 2 ความเขมขนที่ 3 ความเขมขนที่ 4 ความเขมขนที่ 5 

กรดออกซาลิก 0.20 0.43 0.20 0.22 0.40 

กรดทารทาริก 0.53 1.11 1.43 0.88 0.52 

กรดมาลิก 2.45 1.16 0.65 0.35 0.42 

กรดแอสคอบิก 8.70 5.39 3.51 3.05 3.35 

กรดซิตริก 0.75 0.34 1.16 0.99 1.06 
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ภาพที่ 13 โครมาโทแกรม HPLC ของกรดอินทรียในนํ้าสกัดมะขาม ‘ขันตี’ ที่เติม (spiked) สารละลาย

ผสมกรดอินทรียมาตรฐานความเขมขนที่ 1 (ก), 2 (ข) และ 3 (ค) พีคที่ 1: กรดออกซาลิก, 2: 

กรดทารทาริก, 3: กรดมาลิก, 4: กรดแอสคอบิก, 5: กรดซิตริก, 6: กรดฟูมาริก,                    

7 กรดซักซินิก, 8: กรดแกลลิก และ 9: unknown 
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ตารางที่ 19 ความถกูตองของวิธีวเิคราะหในการวิเคราะหกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก 

แอสคอบิก และซิตริก แสดงผลในรูป % recovery (n=3) 

 

Organic acids Original  
(g/L) 

Added  
(g/L) 

Found 
(g/L) 

% recovery % RSD 

Oxalic acid 0.08 0.04 0.13 113.44 0.16 

  0.12 0.20 101.65 0.27 

  0.20 0.28 101.55 0.65 

Tartaric acid 2.22 0.85 3.06 99.42 1.79 

  1.70 3.70 94.27 0.80 

  2.55 4.48 93.75 0.51 

Malic acid 0.98 0.23 0.82 103.04 2.98 

  0.46 1.00 97.96 1.03 

  0.68 1.21 97.02 2.74 

Ascorbic acid 0.13 0.03 0.15 95.67 0.08 

  0.09 0.20 91.94 0.14 

  0.15 0.27 97.87 0.40 

Citric acid 0.33 0.16 0.50 101.71 1.33 

  0.33 0.62 95.06 1.92 

  0.49 0.77 93.83 5.33 



  

79 

 1.2.3 การวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางน้าํสกัดมะขาม 

 จากการวเิคราะหตัวอยางน้าํสกัดมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และ

มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ดวยเทคนิค HPLC พบกรดอนิทรีย 5 ชนิด ตามลําดับจาก

มากไปนอยดังนี้ คือ กรดทารทาริก มาลิก ซิตริก ออกซาลิก และแอสคอบิก   ปริมาณกรดอินทรีย

ชนิดตางๆ ทีพ่บในตัวอยางเนื้อมะขามแสดงดังตารางที ่ 20 และโครมาโทแกรม HPLC ของกรด

อินทรียในน้าํสกัดมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ แสดงดังภาพที ่ 14-16 ตามลําดับ   จากตารางที ่ 20 จะเหน็ไดวากรดอินทรียทีพ่บมากใน

มะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ และมะขามชนดิเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ คือ กรดทารทาริก   สวน

มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ มีปริมาณกรดทารทาริกตํ่ากวาแตมีปริมาณกรดมาลิกสูงที่สุด   

ปริมาณกรดทารทาริกทีพ่บในเนื้อมะขามแตละพันธุปลูกมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05)  โดยมะขามชนดิเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ พบปริมาณกรดทารทาริกมากที่สุดเทากบั 

18.102 % มปีริมาณกรดมาลิก ซิตริก และออกซาลิก เทากับ 0.591, 0.217 และ 0.100 % 

ตามลําดับ   มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ พบปริมาณกรดมาลิกและซิตริกสูงกวาใน

มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ และพบกรดออกซาลิกในปริมาณที่ตํ่ากวาใน ‘มะขาม

เปร้ียวยกัษ’   ปริมาณกรดมาลิก ซิตริก และออกซาลิกทีพ่บในมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ 

‘ขันตี’ มีปริมาณไมตางกันแตพบวามีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบ

กับปริมาณกรดอินทรียทั้ง 3 ชนิด ที่พบในมะขามชนดิเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’   สวนกรด

แอสคอบิกพบปริมาณสูงจากมากไปนอยในมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตามลําดับ และปริมาณกรดแอสคอบิกที่พบในมะขามทั้ง 3     

พันธุปลูก มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 
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ตารางที่ 20 ปริมาณขององคประกอบกรดอินทรียในเนือ้มะขามสดจากการวิเคราะหดวยวิธ ี

HPLC method 

 

Organic acids 

g/100 g mg/100 g 

Tamarind 

Tartaric acid Malic acid Citric acid Oxalic acid Ascorbic acid 

TI-SP/P 

(ศรีชมภู) 

1.628c 

(0.117) 

1.888a 

(0.057) 

0.631a 

(0.030) 

89.047b 

(3.028) 

78.406a 

(0.971) 

TI-K/P 

(ขันตี) 

2.134b 

(0.117) 

1.837a 

(0.015) 

0.652a 

(0.014) 

84.054b 

(0.573) 

57.911b 

(2.498) 

TI-PY/P 

(เปร้ียวยักษ) 

18.102a 

(0.134) 

0.591b 

(0.034) 

0.217b 

(0.003) 

100.667a 

(2.812) 

16.237c 

(2.812) 

 

a, b และ c = มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญระหวางพันธุปลูก (P<0.05) 
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ภาพที ่14 โครมาโทแกรม HPLC ของกรดอินทรียในน้ําสกัดมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’; พีคที่ 

1: กรดออกซาลิก, 2: กรดทารทาริก, 3: กรดมาลิก, 4: กรดแอสคอบิก, 5: กรด    

ซิตริก, 8: กรดแกลลิก และ 9: unknown 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่15 โครมาโทแกรม HPLC ของกรดอินทรียในน้ําสกัดมะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’; พีคที ่1: 

กรดออกซาลิก, 2: กรดทารทาริก, 3: กรดมาลิก, 4: กรดแอสคอบิก, 5: กรดซิตริก, 

8: กรดแกลลิก และ 9: unknown 
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ภาพที ่16 โครมาโทแกรม HPLC ของกรดอินทรียในน้าํสกัด ‘มะขามเปร้ียวยักษ’, (ก) และ 

โครมาโทแกรมขยายขนาดของ (ก): (ข); พคีที่ 1: กรดออกซาลิก,                       

2: กรดทารทาริก, 3: กรดมาลิก, 4: กรดแอสคอบิก, 5: กรดซิตริก 8: กรดแกลลิก 

และ 9: unknown 
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  ลักษณะเดนของมะขาม คือ เนื้อมะขามมีกรดอินทรียสูง โดยเนื้อมะขามชนิด

เปร้ียวมีปริมาณกรดทารทาริกสูงถงึ 12.20-23.80 % ซึ่งสูงกวาพชืชนิดอ่ืนๆ ที่มีการศึกษาไว 

(Ulrich, 1970)   นอกจากกรดทารทาริกแลวยังมีกรดอินทรียชนิดอ่ืนๆ ที่พบในมะขาม คือ กรด

ออกซาลิก กรดแอสคอบิก ซักซินกิ ซิตริก และควนิิก (Lewis และ Neelakantan, 1964 a; Singh, 

1973; Anon, 1976) โดยกรดแอสคอบิกทีพ่บในมะขามจะมีปริมาณนอยมาก ประมาณ 2-20 

มิลลิกรัม/100 กรัม (Ishola และคณะ, 1990; Lefevre, 1971)   สําหรับการทดลองนี้กรดอินทรียที่

พบในเนื้อมะขาม คือ กรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอรบิก และซิตริก แตไมพบกรดซักซนิกิ

และควินิกตามขอมูลที่มีการรายงานไวแลว   มีนกัวิจัยแตละกลุมไดรายงานปริมาณของกรด    

ทารทาริกในเนื้อมะขามที่มคีาแตกตางกนัไป ไดแก Hasan และ Ijaz (1972) พบวาในเนื้อมะขาม

ชนดิเปร้ียวในประเทศปากีสถานมีปริมาณกรดทารทาริกประมาณ 8.40-12.40 %   ปริมาณกรด

ทารทาริกของมะขามในประเทศไทยพบประมาณ 2.50-11.30 % โดยมะขามชนิดหวานมปีริมาณ

กรดทารทาริกนอยกวามะขามชนิดเปร้ียว คือ มีคาตํ่ากวา 2.00-3.20 % (Feungchan และคณะ, 

1996) ดังแสดงในตารางที่ 4   ขณะที่ ชูศักด์ิ สัจจพงษ และคณะ (2542) พบวามะขามชนิดเปร้ียว

มีปริมาณกรดทารทาริกประมาณ 12.00-17.00 %  

  เมื่อนําขอมูลของคณะผูวิจัยตางๆ ทีม่ีรายงานไวแลวมาเปรียบเทียบกบัขอมูลที่ได

จากการทดลองในคร้ังนี้พบวา มะขามชนดิเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ จากจังหวดัเพชรบูรณ มี

ปริมาณของกรดทารทาริกใกลเคียงกับคาที่ชูศักด์ิ สัจจพงษ และคณะ (2542) ไดรายงานไว   

มะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ มีปริมาณกรดทารทาริกใกลเคียงกับคาที ่ Feungchan และคณะ (1996) 

ไดรายงานไว   สวน ‘ศรีชมภู’ มีปริมาณกรดทารทาริกนอยกวาเมื่อเปรียบเทยีบกับมะขามพนัธุปลูก

อ่ืนและเปรียบเทียบกับคาที่ไดรายงานไวแลว  

  จากผลการทดลองในการวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรียในเนื้อมะขามทั้ง 3 

พันธุปลูก จากจังหวัดเพชรบูรณที่เลือกนาํมาวิจัย   ปริมาณกรดอินทรียในมะขามชนิดเปร้ียวจะมี

ปริมาณกรดทารทาริกและออกซาลิกสูงกวามะขามชนิดหวาน   สวนปริมาณกรดมาลิกและซิตริกมี

ปริมาณตํ่ากวา 

  จากการสงตัวอยางน้ําสกัดมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ไปทดสอบฤทธ์ิการเปนยาระบายในหนูขาว ภาควิชาเภสัชวิทยา 

คณะแพทยศาสตร มหาวทิยาลัยเชียงใหม   พบวากรดอินทรีย 3 ชนิด ที่ใชเปนสารมาตรฐาน

ควบคุม ไดแก กรดทารทาริก มาลิก และซิตริก มีฤทธิ์กระตุนในการระบาย โดยกรดอินทรียที่มีฤทธิ์
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กระตุนการระบายมากที่สุดในความเขมขน 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม คือ กรดทารทาริก ซิตริก และ

มาลิก ตามลําดับ โดยมีเปอรเซ็นตการเคลื่อนทีข่องผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวของกรด       

ทารทาริก ซิตริก และมาลิก เทากับ 62.56±13.77, 60.45±4.50 และ 57.03±5.01 ตามลําดับ   

สวนน้ําสกัดตัวอยางมะขาม พบวาน้าํสกัดความเขมขน 20% ของมะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ ‘มะขาม

เปร้ียวยกัษ’ และมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ มีคาเปอรเซ็นตการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็ก

ของหนูขาว เทากบั 54.09±5.23, 53.97±1.72 และ 52.05±6.83 ตามลําดับ   ขณะที่กลุมควบคุม 

(control) ที่ใหน้ํากล่ันมคีาเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาว เทากับ 

45.96±2.03 ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติจากกลุมทดลอง (p<0.05) (รายละเอียด

และผลการทดสอบฤทธ์ิการเปนยาระบายของตัวอยางน้ําสกัดมะขามและกรดอินทรียมาตรฐานใน

หนูขาวแสดงดังภาคผนวก ง)   เมื่อพิจารณาผลการทดสอบฤทธ์ิการเปนยาระบายของกรด       

ทารทาริก มาลิก ซิตริก และน้าํสกัดมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขาม           

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’พบวา น้าํสกัดมะขามทั้งชนิดเปร้ียวและหวานมีฤทธิ์ในการระบาย

ไดเชนเดียวกบักรดอินทรียทั้ง 3 ชนิด   ดังนัน้อาจกลาวไดวากรดอินทรียทีพ่บในมะขามมีผลออก

ฤทธิ์ในการกระตุนใหเกิดการระบายในหนขูาว 

  จากผลการทดลองในสัตวทดลองดังที่ไดกลาวขางตน อาจสรุปไดวามะขามมีฤทธิ์

เปนยาระบายออนๆ โดยมกีรดอินทรีย คือ กรดทารทาริก มาลิก และซิตริก เปนสารออกฤทธิ์

กระตุนการบีบตัวของลําไสรวมกัน 

2. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint studies) 

2.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA extraction) 

  สกัดจีโนมกิดีเอ็นเอจากตัวอยางใบมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และ

มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ดวยวธิี CTAB extraction (Dellaporta และคณะ, 1983; 

Murray และ Thompson, 1980) ทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิม์ากข้ึนโดยใชชุดสําเร็จรูป GENECLEAN® 

II KIT (MP Biomedicals, France) เพือ่กําจัดพอลิแซ็กคาไรดในตัวอยาง เพราะพอลิแซ็กคาไรด

อาจไปรบกวนปฏิกิริยา PCR ได โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ปนเปอนอยูในดีเอ็นเอจะไปยับยั้งการ

ทํางานของ DNA polymerase (Kim, 2000; Peist, 2001) ไดสารสกัดดีเอ็นเอบริสุทธิ์แสดงใหเหน็ 

1 แถบ (band) ของจีโนมกิดีเอ็นเอ (ภาพท่ี 17)   เก็บดีเอ็นเอที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส เพื่อใช

วิเคราะหตอไป
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2.2 การตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกดีเอ็นเอ 

 2.2.1 การแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส (Agarose gel electrophoresis) 

ตรวจสอบจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริซีสที่ความตางศักย 100 

โวลท เปนเวลา 15 นาที ในสารละลาย TAE buffer ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจล   

ความเขมขน 1.0 % เปนตัวกลาง และใช 1kb DNA ladder (Promega, USA) เปน marker       

ดังแสดงในภาพที ่17   จากภาพจะเหน็ไดวาจีโนมกิดีเอ็นเอที่สกัดไดมีขนาดใหญกวา 12 kb และมี

ปริมาณนอยมาก   ดังนัน้จึงเพิ่มจํานวนของจีโนมิกดีเอ็นเอดวยการนําไปทําปฏิกิริยา PCR  

 2.2.2 การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase  

Chain Reaction, PCR) 

ตรวจสอบคุณภาพของจีโนมกิดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชคูไพรเมอร 18-25S 

5’F และ 18-25S 3’R   ตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวธิอิีเล็กโตรโฟริซสีที่ความตางศักย 100 โวลท 

เปนเวลา 15 นาที ในสารละลาย TAE buffer ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขน 

1.0 % และใช 1kb DNA ladder (Promega, USA) เปน marker   ผลผลิต PCR มีขนาดเล็กกวา  

1 kb ดังแสดงในภาพที่ 18   จะเหน็ไดวาจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดมีคุณภาพดีพอทีจ่ะใชวิเคราะห

ดวยปฏิกิริยา PCR ในการทดลองข้ันตอไปได 

2.3 การออกแบบไพรเมอร 

  ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยนี rbcL ออกแบบโดยใชลําดับ       

นิวคลีโอไทดบางสวน (partial sequence) ของยีน rbcL ของ T. indica L. (accession no. 

Z70160) ที่มีใน GenBank เปนตนแบบ มดัีงนี้ Rbcl-Tam-F01, Rbcl-Tam-R02, Rbcl-Tam-F03 

และ Rbcl-Tam-R04   สวนไพรเมอรที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ออกแบบโดย

ใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ Arabidopsis thaliana (accession no. NC_000932) ทีม่ี

ใน GenBank เปนตนแบบ มีดังนี ้ Rbc-BMP-fixF-01, rbclBMP684R, Rbc-BMP-fixF-03 และ 

Rbc-BMP-fixR-04   ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรทัง้หมดที่ใชในการทดลองแสดงดังตารางที่ 7  
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ภาพที ่17 แถบจีโนมกิดีเอ็นเอของมะขามตางพนัธุปลูกที่ใชในการวิจัย เมื่อแยกดวย

กระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder 

Lane 1: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 4 (TI-PY/P4) 

Lane 2: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่1 (TI-SP/P1) 

Lane 3: ‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

 

    M       1        2       3 

12 kb 

  5 kb 

  1 kb 

Genomic DNA 
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ภาพที ่18 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร 18-25S 5'F กับ  

18-25S 3'R ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตางพนัธุ

ปลูก เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder 

Lane 1: ‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

Lane 2: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่1 (TI-SP/P1) 

Lane 3: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 1 (TI-PY/P1) 

M       1        2        3 

12 kb 

  5 kb 

  1 kb 
PCR product 

(<1 bp) 
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  นอกจากการใชไพรเมอร Rbcl-Tam-F01 กับ Rbcl-Tam-R02 และ Rbcl-Tam-

F03 กับ Rbcl-Tam-R04 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแลวไพรเมอรทัง้ 2 คู ยังใชในการหาลําดับ    

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL อีกดวย   ตําแหนงและทิศทางของไพรเมอรที่ใชในการทดลองบนลําดับ

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ Arabidopsis thaliana (accession no. NC_000932) ที่มีใน 

GenBank แสดงดังภาพที่ 19 

  ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณและหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS 

ออกแบบโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดของ 18S, 5.8S และ 26S rDNA และดีเอ็นเอสวน ITS-1 และ 

ITS-2 ของ Stemona japonica (accession no. AF207028) ทีม่ีใน GenBank เปนตนแบบ   

ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง มีดังนี้  

Stmn-ITS-F: 5'-GAG AAG TCC ACT GAA CCT TAT C-3' 

ITS4:        5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3' (White และคณะ, 1990) 

2.4 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ การหาลาํดับนิวคลโีอไทด และการเปรียบเทยีบ 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL (DNA amplification, nucleotide sequencing, and 
nucleotide alignment of rbcL gene) 

  เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยนี rbcL ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอร Rbcl-Tam-

F01, Rbcl-Tam-R02, Rbcl-Tam-F03, Rbcl-Tam-R04, Rbc-BMP-fixF-01, rbclBMP684R, 

Rbc-BMP-fixF-03 และ Rbc-BMP-fixR-04   สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทาํ

ปฏิกิริยา PCR แสดงดังตารางที ่21   ความเขมขนของ MgCl2 และ annealing temperature ทีใ่ห

ปริมาณผลผลิต PCR สูงสุด เทากับ 2.5 มิลลิโมลาร และ 50 องศาเซลเซียส   เมื่อตรวจสอบ

ผลผลิต PCR ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีสที่ความตางศักย 100 โวลท โดยใชอะกาโรสเจล ความ

เขมขน 1.0 % พบวา ผลผลิต PCR ทีไ่ดจากคูไพรเมอร “Rbcl-Tam-F01 กับ Rbcl-Tam-R02” 

และ “Rbcl-Tam-F03 กับ Rbcl-Tam-R04” มีขนาดประมาณ 800 และ 650 bp ตามลําดับ (ภาพ

ที่ 20 และ 21)   สวนผลผลิต PCR ที่ไดจากคูไพรเมอร “Rbc-BMP-fixF-01 กับ rbclBMP684R” 

และ “Rbc-BMP-fixF-03 กับ Rbc-BMP-fixR-04” มีขนาดประมาณ 800 และ 450 bp ตามลําดับ 

(ภาพที ่22 และ 23)  

  สงผลผลิต PCR ไปวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทดโดยใชไพรเมอร Rbcl-Tam-

F01, Rbcl-Tam-R02, Rbcl-Tam-F03, Rbcl-Tam-R04, Rbc-BMP-fixF-01, rbclBMP684R, 

Rbc-BMP-fixF-03 และ Rbc-BMP-fixR-04 ที่หนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธวุิศวกรรมและ 
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        5' 
  1 gaaagaatat acaataatga tgtatttggc gaatcaaata tcatggtcta ataaagaata 
 61 attctgatta gttgataatt ttgtgaaaga ttcctgtgaa aaaggttaat taaatctatt 
 
121 cctaatttat gtcgagtaga ccttgttgtt ttgttttatt gcaagaattc taaattcatg 
 
181 acttgtaggg agggacttat gtcaccacaa acagagacta aagcaagtgt tgggttcaaa 
 
241 gctggtgtta aagagtataa attgacttac tatactcctg aatatgaaac caaggatact 
301 gatatcttgg cagcattccg agtaactcct caacctggag ttccacctga agaagcaggg 
361 gctgcggtag ctgctgaatc ttctactggt acatggacaa ctgtgtggac cgatgggctt 
421 accagccttg atcgttacaa aggacgatgc taccacatcg agcccgttcc aggagaagaa 
481 actcaattta ttgcgtatgt agcttatccc ttagaccttt ttgaagaagg ttcggttact 
541 aacatgttta cctcgattgt gggtaatgta tttgggttca aagccctggc tgctctacgt 
601 ctagaggatc tgcgaatccc tcctgcttat actaaaactt tccaaggacc acctcatggt 
661 atccaagttg aaagagataa attgaacaag tatggacgtc ccctattagg atgtactatt 
721 aaaccaaaat tggggttatc cgcgaaaaac tatggtagag cagtttatga atgtctacgt 
781 ggtggacttg attttaccaa agatgatgag aatgtgaact cccaaccatt tatgcgttgg 
 
841 agagaccgtt tcttattttg tgccgaagct atttataaat cacaggctga aacaggtgaa 
 
901 atcaaagggc attatttgaa tgctactgcg ggtacatgcg aagaaatgat caaaagagct 
 
961 gtatttgcca gagaattggg agttcctatc gtaatgcatg actacttaac agggggattc 
 
1021accgcaaata ctagtttgtc tcattattgc cgagataatg gcctacttct tcacatccac 
1081cgtgcaatgc acgctgttat tgatagacag aagaatcatg gtatgcactt ccgtgtacta 
1141gctaaagctt tacgtctatc tggtggagat catattcacg cgggtacagt agtaggtaaa 
1201cttgaaggag acagggagtc aactttgggc tttgttgatt tactgcgcga tgattatgtt 
1261gaaaaagatc gaagccgcgg tatctttttc actcaagatt gggtctcact acctggtgtt 
 
1321ctgcctgtgg cttcaggggg tattcacgtt tggcatatgc ctgctttgac cgagatcttt 
1381ggagatgatt ctgtactaca attcggtgga ggaactttag gccacccttg gggaaatgca 
1441ccgggtgccg tagccaaccg agtagctctg gaagcatgtg tacaagctcg taatgaggga 
1501cgtgatcttg cagtcgaggg taatgaaatt atccgtgaag cttgcaaatg gagtcctgaa 
 
1561ctagctgctg cttgtgaagt atggaaagag atcacattta acttcccaac catcgataaa 
 
1621ttagatggcc aagagtagat gaattagatt tagtaattca cgtttgtttt attagtttaa 
 
1681ttgcactcgg ctcaatcttt tttttactaa aaaagattga gccgaggtta tctgttgtat 
1741atactatttt ttttgataga tacatactta aatttagata gaaaaaaaac tcttcaataa 

                                                                                                                                           3' 

ภาพที ่19 ตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและหาลาํดับนวิคลีโอไทด

ของยีน rbcL บนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ Arabidopsis thaliana 

(accession no. NC_000932) ที่มีใน Genbank 

Rbc-BMP-fixF-01 

Start codon 

Rbcl-tam-F01 

rbcl684R 

Rbcl-tam-F03 

Rbcl-tam-R02 

Rbc-BMP-fixF-03 

Rbcl-tam-R04 

Stop codon 

Rbc-BMP-fixR-04 



  

90 

ตารางที่ 21 สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิม่ปริมาณยนี 

rbcL ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร 

 

PCR parameters Optimised condition for rbcL gene amplification 

PCR buffer (10 X) 1 X (50 mM KCl; 10 mM Tris-HCl, pH 9.0 and 

0.1 % Triton X-100) 

MgCl2 concentration 2.5 mM 

Primer concentration 0.25 μM 

dATP, dTTP, dCTP  

and dGTP mixture 

0.2 mM 

Taq DNA polymerase  1.5 U 

DNA template 100 ng per a reaction 

 

Thermal cycling condition 

First cycle: 95oC for 2 min. 

35 cycles: 95oC for 40 sec, 50oC for 40 sec, 

72oC for 1 min. 

Last cycle: 72oC for 5 min. 
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ภาพที ่20 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร rbcL-tam-F01 กับ 

rbcL-tam-R02 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตาง

พันธุปลูก เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %    

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1: Negative control 

Lane 2, 3: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-PY/P3) 

Lane 4, 5: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่3 และ 4 (TI-SP/P3 และ TI-SP/P4) 

Lane 6, 7: ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ TI-K/P4) 

 

M      1       2      3      4       5      6      7 

1,000 bp 
   750 bp PCR product 

(~800 bp) 
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ภาพที ่21 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร rbcL-tam-F03 กับ 

rbcL-tam-R04 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตาง

พันธุปลูก เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %    

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1: Negative control 

Lane 2: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) 

Lane 3: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่3 (TI-SP/P3) 

Lane 4: ‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

M       1        2        3        4 

1,000 bp 
   750 bp 

   500 bp 
PCR product 

(~650 bp) 
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ภาพที ่22 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร Rbc-BMP-fixF-01

กับ rbclBMP684R ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตาง

พันธุปลูก เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %    

Lane 1: 1 kb DNA Ladder  

Lane 2: Negative control 

Lane 3: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) 

Lane 4: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่3 (TI-SP/P3) 

Lane 5: ‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

1,000 bp 
   750 bp 

   500 bp 

PCR product 

(~800 bp) 

M       1        2        3        4 
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ภาพที ่23 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร Rbc-BMP-fixF-03

กับ Rbc-BMP-fixR-04 ในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมกิดีเอ็นเอของมะขาม

ตางพนัธุปลูก เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %    

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1: Negative control 

Lane 2: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) 

Lane 3: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่3 (TI-SP/P3) 

Lane 4: ‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

   750 bp 
   500 bp 

   250 bp 
PCR product 

(~450 bp) 

M        1        2        3       4 
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เทคโนโลยีชวีภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ   จัดเรียง (align) 

และตรวจสอบความถกูตองของลําดับนวิคลีโอไทดยีน rbcL ของตัวอยาง โดยเปรียบเทียบกับ

ลําดับนิวคลีโอไทดยีน rbcL ของ Tamarindus indica L. (accession no. Z70160); Nicotiana 

tabacum (accession no. Z00044); Pisum sativum (accession no. X03853) และ Medicago 

truncatula (accession no. NC_003119) ที่มีใน GenBank ดวยโปรแกรม BioEdit Sequence 

Alignment Editor (Hall, 1999) ดังแสดงในภาคผนวก จ 

  จากผลการทดลองในภาคผนวก จ พบวายนี rbcL ของมะขามชนิดหวาน        

‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ มีขนาดเทากับ 1,428 bp   สวนมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ได

ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน rbcL มีขนาดเทากับ 1,398 bp โดยลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดเร่ิม

จากตําแหนงที ่ 31 ของตําแหนง 5' ของยีน rbcL  จากการเปรียบเทียบความแตกตางของลําดับ   

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามทัง้ 3 พนัธุปลูก กบั T. indica L. (accession no. Z70160) 

ไดผลดังแสดงในภาคผนวก ฉ   พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามชนิดหวานและ

ชนิดเปร้ียวที่ใชในการวิจัยจากจังหวัดเพชรบูรณแตกตางจาก T. indica L. (accession no. 

Z70160) ทั้งหมด 24 ตําแหนง จากการเปรียบเทียบ 1,368 ตําแหนง (1.75 %) ดังแสดงในตารางท่ี 

22 ดังนี ้

- มะขามทั้ง 3 พนัธุปลูก ทีเ่พาะปลูกในประเทศไทยมกีารแทนที่ของนวิคลีโอไทด 

(nucleotide substitution) ที่ตําแหนงที ่ 96, 167, 168, 290, 372, 427, 434, 462 

และ 1,221 ดวย guanine, cytosine, adenine, thymine, cytosine, thymine, 

thymine, thymine และ guanine ตามลําดับ  

- ‘ศรีชมภู’ มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดซึ่งแตกตางจาก ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ตําแหนงที ่850, 885, 1,060, 1,061 และ 1,064 ดวย adenine, guanine, thymine, 

guanine และ thymine ตามลําดับ  

- ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดซึ่งแตกตางจาก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’

ที่ตําแหนงที่ 31, 43, 44 และ 696 ดวย cytosine, adenine, guanine, และ cytosine 

ตามลําดับ  

อยางไรก็ดี เมือ่พิจารณาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามทั้ง 3 พนัธุ

ปลูก พบวาในกลุมตัวอยางของมะขามแตละพันธุปลูกพบ variation ดังนี ้ 
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ตารางที่ 22 การแทนที่ใน 24 ตําแหนง ของนิวคลีโอไทดในยนี rbcL ของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากจังหวัดเพชรบูรณ เมื่อ

เปรียบเทยีบกบัลําดับนวิคลีโอไทดยีน rbcL ของ T. indica L. (accessions no. Z70160) ที่มีใน GenBank โดยเริ่มเปรียบเทยีบตั้งแตตําแหนงที ่31 

ของตําแหนง 5' ของยีน rbcL 

เครื่องหมาย * แทนลําดับนวิคลีโอไทดที่เหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ T. indica (accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank 

Nucleotide positions Species Cultivars No. Voucher no. 

31 42 43 44 96 167 168 290 372 427 434 462 696 705 736 738 850 885 954 964 1060 1061 1064 1221 

T. indica L. non-identified - - G A G C A A G A T G C C G T A A T T A G A T A A 

T. indica L. ‘Srichomphu’ 
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ตารางที่ 23 การแทนที่ของนิวคลีโอไทดในยนี rbcL ของมะขามพนัธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยกัษ’ จากจงัหวดัเพชรบูรณ  

 

เครื่องหมาย * แทนลําดับนวิคลีโอไทดที่เหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ ‘ศรีชมภู’ ตนที ่1 (PCUTI-SP/P1)  
 

 

Accession no. Nucleotide positions Species Cultivars 

 

Voucher no. 

31 42 43 44 696 705 736 738 850 885 954 964 1060 1061 1064 

T. indica L. ‘Srichomphu’ 
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- ลําดับนิวคลีโอไทดของ ‘ศรีชมภู’ ตนที ่1 เกิดการแทนทีท่ี่ตําแหนงที ่42 ดวย guanine 

และ ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 5 เกิดการแทนท่ีที่ตําแหนงที่ 696 และ 738 ดวย adenine และ 

cytosine ตามลําดับ   คิดเปนการเกิด variation ในกลุมตัวอยาง เทากบั 0.21 %  

- ลําดับนิวคลีโอไทดของ ‘ขันตี’ ตนที ่3 เกดิการแทนทีท่ีตํ่าแหนงที ่696 และ 705 ดวย 

adenine และ cytosine ตามลําดับ   คิดเปนการเกิด variation ในกลุมตัวอยาง 

เทากับ 0.14 % 

- ลําดับนิวคลีโอไทดของ ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ตนที ่ 3 เกิดการแทนทีท่ี่ตําแหนงที่ 736 

ดวย adenine และ ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ตนที ่4 เกิดการแทนที่ที่ตําแหนงที่ 954 และ 

964 ดวย cytosine   คิดเปนการเกิด variation ในกลุมตัวอยาง เทากบั 0.21 % 

จากผลการทดลองสรุปไดวานิวคลีโอไทดของยีน rbcL จํานวน 9 ตําแหนง ไดแก 

ตําแหนงที ่ 31, 43, 44, 696, 850, 885, 1,060, 1,061 และ 1,064 สามารถใชเปนโมเลกุล

เคร่ืองหมายในการจาํแนกพันธุปลูกของมะขามชนิดหวานและชนิดเปร้ียวได 

  จากนั้นลงทะเบียนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามชนิดหวาน       

‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน rbcL ของมะขามชนดิเปร้ียว ‘มะขาม

เปร้ียวยกัษ’ ที่ใชในการทดลองจากจังหวดัเพชรบูรณผานทางฐานขอมูล DDBJ/EMBL/GenBank   

ขอมูลในการลงทะเบียนและ accession no. ของแตละตัวอยางแสดงในภาคผนวก ช 

  สรางแผนภาพเดนโดรแกรม (dendrogram) จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 

rbcL ของมะขามทัง้ 3 พนัธุปลูก ดวยวิธ ี unweighted pair-group method with arithmetic 

average (UPGMA) โดยใชโปรแกรม PAUP* 4.0 beta version 10 (Sinauer Assoc, Inc., USA) 

ไดผลดังภาพที่ 24   จากเดนโดรแกรม พบวาพันธุปลูกของมะขามจากจังหวัดเพชรบูรณที่ใชในการ

ทดลอง จําแนกไดเปน 2 กลุม   กลุมแรก ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขามชนิดหวาน

และกลุมที่สอง ไดแก ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ คือ มะขามชนดิเปร้ียว  

  ระยะหางภูมิศาสตรของพืช (plant geographical distance) ไมมีผลตอ

ความสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic relationship) ระหวางประชากรในพชืชนิดเดียวกัน 

โดยเฉพาะพชืที่มีการกระจายพนัธุในบริเวณกวาง (Irwin, 2001; Qui และคณะ, 2004)   มะขามก็

เชนเดียวกนั จากผลการทดลองจะเห็นไดวา โดยสวนใหญแลวลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL 

ของ T. indica (accession no. Z70160) และตัวอยางมะขามชนิดหวานและชนิดเปร้ียวจาก

จังหวัดเพชรบรูณมีความเหมือนกนัมาก   อีกทัง้มะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ และชนิดเปรี้ยว    
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ภาพที ่24 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธทางพนัธุกรรมของมะขาม T. indica ทั้ง 3 พันธุปลูก คือ ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากลําดับ         

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL ดวยวธิี UPGMA จากการสุมคา Bootstrap value 1,000 replicates 

 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 1 (TI-SP/P1) 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 3 (TI-SP/P3) 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 5 (TI-SP/P5) 

‘ขันตี’ ตนที่ 2 (TI-K/P2) 

‘ขันตี’ ตนที่ 3 (TI-K/P3) 

‘ขันตี’ ตนที่ 4 (TI-K/P4) 

‘ขันตี’ ตนที่ 5 (TI-K/P5) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 3 (TI-PY/P3) 

Phyllanthus urinaria 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 2 (TI-SP/P2) 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 4 (TI-SP/P4) 

‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 4 (TI-PY/P4) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 5 (TI-PY/P5) 

กลุมที ่1 

กลุมที ่2 
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‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ยังมีลําดับนิวคลีโอไทดรวมกันที่ไมแตกตางจาก T. indica (accession no. 

Z70160) คือ ตําแหนงที ่850, 885, 1,060, 1,061 และ 1,064   แตแตกตางจากมะขามชนิดหวาน 

‘ศรีชมภู’ ซึ่งถกูแทนที่ดวย adenine, guanine, thymine, guanine และ thymine ตามลําดับ    

ดังนัน้จึงอาจสันนษิฐานไดวามะขามชนิดเปร้ียวและชนดิหวานนาจะมีความใกลชดิทางพนัธุกรรม

แลวเกิดการกระจายพันธุไปตามพ้ืนที่ตางๆ พรอมกับเกิดการคัดเลือก พัฒนา และปรับปรุงพนัธุ 

จนไดมะขามชนิดเปร้ียวและชนิดหวานพันธุปลูกตางๆ มากมาย ซึง่มีการเพาะปลูกและเจริญตาม

ธรรมชาติตามพื้นที่ตางๆ ทัว่โลก 

  นักวจิัยกลุมตางๆ นิยมใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ในการศึกษาวงศวาน

วิวัฒนาการ (phylogeny) หรือจําแนกชนิดของพืช   เนื่องจากยีน rbcL มีลําดับนิวคลีโอไทดที่

แนนอน (unambiguous) ไมมี intron แทรกอยูภายในยนี และเกิดการเพิ่มหรือการขาดหายไปของ

เบส (iindels) ตํ่า (Clegg, 1993; Soltis และ Soltis, 1998)   ตัวอยางการนาํลําดับนิวคลีโอไทด

ของยีน rbcL ไปใชประโยชน ไดแก การศึกษาหาความสัมพนัธในระดับสกลุ (generic 

relationship) ภายในวงศเดียวกนัของพชืมีดอก (flowering plant) ในพชืวงศ Onagraceae 

(Conti และคณะ, 1993) Delephinium viridescens (Morgan และคณะ, 1994) และ 

Berberidaceae (Kim และ Jansen, 1996) เปนตน   และในบางกรณีสามารถใชยีน rbcL ใน

การศึกษาความสัมพนัธในระดับชนิดรวมสกุลเดียวกัน (congeneric species) ได เชน พืชสกุล 

Cornus (Xiang และคณะ, 1993) Saxifraga (Soltis และคณะ, 1996) และ Drosera (Williams 

และคณะ, 1994)   สําหรับการทดลองนี้จะเห็นไดวายีน rbcL สามารถใชจําแนกพนัธุปลูกของ

มะขามได 

นอกจากจะใชขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของยีนหรือดีเอ็นเอสวนตางๆ เชน ยีน 

rbcL ยีน matK ดีเอ็นเอบริเวณ trnL และ trnS ซึ่งเปนดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตแลว ยงัมนีักวิจยั

หลายกลุมนําขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของยีนหรือดีเอ็นเอในสวนตางๆ ของพืช   ในสวนนวิเคลียส 

เชน ITS หรือขอมูลลายพมิพดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิคอ่ืนๆ เชน RAPD และ RFLP ดังที่ไดกลาว

มาแลวในบทนํา มาพิจารณารวมกนัและนําไปใชศึกษาความสัมพนัธทางพันธุกรรมและวงศวาน

วิวัฒนาการในพืชชนิดตางๆ ตัวอยางเชน Käss และ Wink (1997) ศึกษาความสัมพนัธทาง

พันธกุรรมของพืชในวงศยอย Papilionoideae (วงศ Leguminosae) โดยใชขอมูลลําดับ              

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL ในคลอโรพลาสตรวมกบัขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน   

ITS-1 และ 2 ในนวิเคลียส   Kenicer และคณะ (2005) ศึกษาความสัมพันธในพืชสกุล Lathyrus  

โดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS และ 5.8S rDNA ในนิวเคลยีสรวมกับลําดับ 
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นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ trnL-F และ trnS-G ในคลอโรพลาสต ดังนั้นในการทดลองนี้จึง

สนใจศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS และขอมลูลายพมิพดีเอ็นเอจากเทคนิค 

RAPD-PCR ของมะขามทั้ง 3 พันธุปลูกเพิ่มเติมเพื่อนาํมาใชพิจารณารวมกับขอมูลลําดับ            

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL ในการจาํแนกพันธุปลูกของมะขามจากจังหวัดเพชรบูรณ 

2.5 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ การหาลาํดับนิวคลโีอไทด และการเปรียบเทยีบ 
ลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS (Internal transcribed spacer) (DNA amplification, 
nucleotide sequencing, and nucleotide alignment of ITS) 

  เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสวน ITS ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอร Stmn-ITS-F 

และ ITS4   สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา PCR แสดงดังตารางที่ 24   

ความเขมขนของ MgCl2 และ annealing temperature ที่ใหปริมาณผลผลิต PCR สูงสุด เทากบั 

2.5 มิลลิโมลาร และ 51 องศาเซลเซียส   เมื่อตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีสที่

ความตางศักย 100 โวลท โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขน 1.0 %   พบวาผลผลิต PCR มีขนาด

ประมาณ 750 bp ดังภาพที่ 25   สงผลผลิต PCR ไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช       

ไพรเมอร Stmn-ITS-F และ ITS4 ทีห่นวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชวีภาพ

แหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงชาติ จังหวัดปทุมธาน ี จัดเรียงและ

ตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดตัวอยาง โดยเปรียบเทยีบกับลําดับนวิคลีโอไทดของ 

Trifolium hybridum (accession no. EU348779); Eperua schomburgkiana (accession no. 

AY955808); Baikiaea insignis (accession no. AY955811); Tessmannia anomala, 

accession no. AY955813; Copaifera officinalis, accession no. AY955816; Detarium 

macrocarpum (accession no. AY955817) และ Sindora bruggemanii (accession no. 

AY955824) ดวยโปรแกรม ‘Multiple sequence alignment with hierarchical clusting’ 

(Corpet, 1988) และ BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and 

analysis program for windows 95/98/NT (Hall, 1999) ดังภาพที่ 26 

  จากภาพที ่ 26 ลําดับนิวคลีโอไทด 18S rDNA, ITS-1, 5.8S rDNA, ITS-2 และ 

26S rDNA ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ มีขนาดเทากบั 775, 730 และ 773 bp ตามลําดับ      เปรียบเทยีบความแตกตางของลําดับ

นิวคลีโอไทด 18S rDNA, ITS-1, 5.8S rDNA, ITS-2 และ 26S rDNA ของมะขามทั้ง 3 พนัธุปลูก 

ดวยโปรแกรม ‘Multiple sequence alignment with hierarchical clusting’ (Corpet, 1988) และ 
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ตารางที่ 24 สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา PCR เพือ่เพิ่มปริมาณ      

ดีเอ็นเอสวน ITS (Internal Transcribed Spacer) ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร 

 

PCR parameters Optimised condition for ITS region amplification 

PCR buffer (10 X) 1 X (50 mM KCl; 10 mM Tris-HCl, pH 9.0 and  

0.1 % Triton X-100) 

MgCl2 concentration 2.5 mM 

Primer concentration 0.25 μM 

dATP, dTTP, dCTP  

and dGTP mixture 

0.2 mM 

Taq DNA polymerase  1.0 U 

DNA template 100 ng per a reaction 

 

Thermal cycling condition 

First cycle: 95oC for 3 min. 

30 cycles: 95oC for 40 sec, 51oC for 40 sec, 72oC 

for 1 min. 

Last cycle: 72oC for 5 min. 
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ภาพที ่25 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร Stmn-ITS-F กับ 

ITS4 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตางพนัธุปลูก เมื่อ

แยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %    

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1: Negative control 

Lane 2: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 4 (TI-PY/P4) 

Lane 3: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่2 (TI-SP/P2) 

Lane 4: ‘ขันตี’ ตนที่ 4 (TI-K/P4) 

 

   750 bp 
   500 bp 

1,000 bp 
PCR product 

(~750 bp) 

 M       1        2        3       4 
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ภาพที ่26 การเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของ18S rDNA, ITS-1, 5.8S rDNA, ITS-2 และ 26S rDNA ของมะขาม T. indica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ 

‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ กบัลําดับนวิคลีโอไทดของ Trifolium hybridum (accession no. EU348779); Eperua 

schomburgkiana (accession no. AY955808); Baikiaea insignis (accession no. AY955811); Tessmannia anomala (accession no. 

AY955813); Copaifera officinalis (accession no. AY955816); Detarium macrocarpum (accession no. AY955817) และ Sindora 

bruggemanii (accession no. AY955824) ที่มีใน GenBank 

18S rDNA ITS-1 

5.8S rDNA 

ITS-2 

26S rDNA 
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BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis program for 

windows 95/98/NT (Hall, 1999)   ผลการเปรียบเทียบและตําแหนงของ 18S rDNA, ITS-1, 5.8S 

rDNA, ITS-2 และ 26S rDNA แสดงดังภาพที ่ 27   จากผลการทดลองพบวาลําดับนิวคลีโอไทด

ของ ITS-1, 5.8S rDNA และ ITS-2 ของมะขามทัง้มะขามชนิดหวานและเปร้ียวไมมคีวามแตกตาง

กัน   สวนลําดับนิวคลีโอไทดของ 18S และ 26S rDNA ในมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ 

มีความแตกตางกนั (ตารางที่ 25) ดังนี ้

สวน 18S rDNA 

- ‘ศรีชมภู’ ที่ตําแหนงที ่ 2, 3, 12, 13 และ 14 มีการแทนที่ของนวิคลีโอไทดดวย 

adenine, guanine, thymine, guanine และ adenine ตามลําดับ 

- ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ที่ตําแหนงที ่ 2, 3, 12, 13 และ 14 มีการแทนที่ของนวิคลีโอไทด

ดวย guanine, adenine, cytosine และ thymine ตามลําดับ  

สวน 26S rDNA 

- ‘ศรีชมภู’ ที่ตําแหนงที ่ 756, 757, 758, 759, 763, 764, 765 และ 770 มีการแทนที่

ของนิวคลีโอไทดดวย adenine, thymine, thymine, thymine, guanine, cytosine, 

cytosine และ guanine ตามลําดับ 

- ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ที่ตําแหนงที ่ 756, 757, 758, 759, 763, 764, 765 และ 770 มี

การแทนที่ของนิวคลีโอไทดดวย cytosine, adenine, adenine, adenine, adenine, 

guanine, guanine และ adenine ตามลําดับ 

จากนั้นลงทะเบียนลําดับนิวคลีโอไทดของ 18S rDNA, ITS-1, 5.8S rDNA, ITS-2 และ 26S rDNA 

ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ที่ใชในการ

ทดลองจากจังหวัดเพชรบูรณผานทางฐานขอมูล DDBJ/EMBL/GenBank   ขอมูลในการ

ลงทะเบียนและ accession no. ของแตละตัวอยางแสดงในภาคผนวก ช  

  ดีเอ็นเอสวน ITS เปนดีเอ็นเออีกสวนหนึ่งที่นยิมใชในการศึกษาววิฒันาการชาติ

พันธุหรือจําแนกชนิดของพชืเชนเดียวกนักับยีน rbcL เพราะ ITS เปนดีเอ็นเอที่พัฒนาไดเร็ว

ถึงแมวาจะมีบริเวณอนุรักษ (conserved region) สูงก็ตาม (Hershkovitz และ Zimmer, 1996) 

และสามารถใชในการจาํแนกพืชไดทัง้ในระดับชนิดและสกุล (Baldwin และคณะ, 1995) 

ตัวอยางเชน การศึกษาหาความสัมพันธในพืชสกุล Lilium (Nishikawa และคณะ, 2005) และ 

Bauhinia สกลุยอย Phanera (Hao และคณะ, 2003)         นอกจากนี้ยงัมีการใชขอมูลของลําดับ 
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ภาพที่ 27 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอสวน 18S rDNA (กรอบสีเหลือง), ITS-1 (กรอบ

สีเขียว), 5.8S rDNA (กรอบสีชมพู), ITS-2 (กรอบสีขาว) และ 26S rDNA (กรอบสีฟา) ของ

มะขาม T. indica ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ'  
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ตารางที่ 25 การแทนที่ของนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอสวน ITS (Internal transcribed spacer) ของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จาก

จังหวัดเพชรบรูณ 

 

 

 

 

    Nucleotide positions 
Species Cultivars Accession no. Voucher no. 18S rDNA 26S rDNA 

    2 3 12 13 14 756 757 758 759 763 764 765 770 

T. indica L. ‘Srichomphu’ AB378733 PCUTI-SP/P2 A G T G A A T T T G C C G 

 ‘Khanti’ AB378734 PCUTI-K/P4 - - - - - - - - - - - - - 

 ‘Priao-yak’ AB378735 PCUTI-PY/P5 G A C T T C A A A A G G A 
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นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS รวมกบัลําดับนวิคลีโอไทดของดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตอีกดวย 

เชน การศึกษาหาความสัมพันธในพืชสกลุ  Lathyrus โดยใชขอมูลของลําดับนวิคลีโอไทดของดี

เอ็นเอสวน ITS รวมกับดีเอ็นเอบริเวณ trnL-F และ trnS-G (Kenicer และคณะ, 2005)   แตใน

กรณีของการจาํแนกพันธุปลูกของมะขาม T. indica ชนดิหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ในการวิจัยนีพ้บวาไมสามารถใชขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของ     

ดีเอ็นเอสวน ITS รวมกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL จําแนกพนัธุปลูกของมะขามได เพราะไม

พบความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอในบริเวณ ITS ของมะขามทั้ง 3 พันธุปลูก   

อยางไรก็ตาม ยังมีอีกเทคนิคหนึ่งที่นยิมและสามารถนาํมาใชจาํแนกพันธุปลูกของมะขามรวมกบั

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ได คือ เทคนิค RAPD-PCR ซึง่เทคนิคนี้ใชปริมาณดีเอ็นเอนอย 

ราคาไมแพง และไมจําเปนตองทราบขอมูลทางพนัธกุรรมของพืชมากอน (Atienzar และ Jha, 

2006) ดังนัน้เทคนิค RAPD-PCR จึงคาดวาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่งทีส่ามารถใชแยกพันธุปลูกของ

มะขามในการวิจัยคร้ังนี้ได 

2.6 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค Random Amplified Polymorphic (RAPD) 
DNA 

  จากการตรวจสอบ random primer จํานวน 60 ไพรเมอร คือ ไพรเมอรชดุ SD, 

SO และ OPA (Operon Biotechnologies, Germany)   พบวามีไพรเมอร จํานวน 11 ไพรเมอร ที่

แสดงแถบดีเอ็นเอครบทั้ง 3 ตัวอยาง และแสดงความแตกตาง (polymorphism) ของแถบดีเอ็นเอ

ระหวางมะขามแตละพันธุปลูก โดยลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลองคร้ังนี้แสดง

ดังตารางที่ 26   สวนประกอบและภาวะทีเ่หมาะสมในการทําปฏิกริิยา RAPD-PCR แสดงดัง

ตารางที่ 27   ความเขมขนของ MgCl2 และ annealing temperature ที่ใหปริมาณผลผลิต PCR 

สูงสุด เทากับ 3.0 มิลลิโมลร และ 50 องศาเซลเซียส   ใชไพรเมอรอยางนอย 3 ไพรเมอร คัดเลือก

ตัวแทนของตัวอยางมะขามแตละพันธุปลูก โดยตัวแทนของตัวอยางที่ดีตองแสดงแถบดีเอ็นเอที่

ชัดเจนครบทัง้ 3 ไพรเมอร ดังนี ้OPA-02, OPA-13 และ SD-03 สําหรับมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ 

และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ (ภาพที่ 28 และ 29) และ OPA-02, SD-18 และ OPA-

13 สําหรับมะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ (ภาพที่ 30)   จากการทดลองพบวาตัวแทนของตัวอยาง

มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ทีคั่ดเลือกมามี

ดังนี้ ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 (TI-SP/P3) และ 4 (TI-SP/P4) ‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) และ 4 (TI-K/P4) 

และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) และ 3 (TI-PY/P3)   จากนัน้เพิม่ปริมาณดีเอ็นเอโดย

ใชเทคนิค RAPD ของตัวอยางโดยใชไพรเมอรดังแสดงในตารางที ่ 26 (ยกเวนไพรเมอร SD-18 
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ตารางที่ 26 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค 

RAPD-PCR 

 

RAPD Primer number Nucleotide sequences  
5’ to 3’ 

SD-03 GTC GCC GTC A 

SD-18 GAG AGC CAA C 

SO-10 TCA GAG CGC C 

SO-16 TCG GCG GTT C 

OPA-02 TGC CGA GCT G 

OPA-03 AGT CAG CCA C 

OPA-04 AAT CGG GCT G 

OPA-09 GGG TAA CGC C 

OPA-13 CAG CAC CCA C 

OPA-16 AGC CAG CGA A 

OPA-20 GTT GCG ATC C 
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ตารางที่ 27 สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา RAPD-PCR เพื่อศึกษา

ลายพมิพดีเอ็นเอ ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร 

 

PCR parameters Optimised condition for RAPD amplification 

PCR buffer (5 X) 1 X (50 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl, pH 9.0 and 

blue-yellow dye) 

MgCl2 concentration 3.0 mM 

Primer concentration 2.0 μM 

dATP, dTTP, dCTP  

and dGTP mixture 

0.33 mM 

Taq DNA polymerase  2.0 U 

DNA template 100 ng per a reaction 

 

Thermal cycling condition 

First cycle: 95oC for 4 min. 

40 cycles:  95oC for 1 min, 50oC for 1 min, 74oC 

for 1 min. 

Last cycle: 74oC for 10 min. 
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ภาพที ่28 ลักษณะแถบดีเอ็นเอของมะขามพนัธุปลูก ‘ศรีชมภู’ (TI-SP/P) จํานวน 5 ตัวอยาง ทีเ่กิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใช     

ไพรเมอร OPA-02, OPA-13 และ SD-03 ตามลําดับ ในเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %   lane ที่มีลูกศรชี ้ คือ ตัวแทนของตัวอยางของมะขาม   

พันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ 

 M:  1 kb DNA Ladder 

 Lane 1-5: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ จํานวน 5 ตัวอยาง (TI-SP/P1, TI-SP /P2, TI-SP /P3, TI-SP P4 และ TI-SP /P5) 

M      1       2       3       4       5 M       1      2      3       4      5 M      1      2      3       4      5 

1,000 bp 

4,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

OPA-02 OPA-13 SD-03 
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ภาพที ่29 ลักษณะแถบดีเอ็นเอของมะขามพนัธุปลูก ‘มะขามเปรี้ยวยกัษ’ (TI-PY/P) จํานวน 5 ตัวอยาง ที่เกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD 

โดยใชไพรเมอร OPA-02, OPA-13 และ SD-03 ตามลําดับ ในเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %   lane ทีม่ีลูกศรชี้ คือ ตัวแทนของตัวอยางของ

มะขามพันธุปลูก ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ 

 Lane M: 1 kb DNA Ladder  

 Lane 1-5: มะขามเปรี้ยวยักษ จํานวน 5 ตัวอยาง (TI-PY/P1, TI-PY/P2, TI-PY/P3, TI-PY/P4 และ TI-PY/P5) 

M       1       2       3       4       5 M      1      2        3        4       5 M      1      2       3       4       5 

1,000 bp 

4,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

OPA-02 OPA-13 SD-03 
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ภาพที ่30 ลักษณะแถบดีเอ็นเอของมะขามพนัธุปลูก ‘ขันตี’ (TI-K/P) จํานวน 5 ตัวอยาง ที่เกิดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนคิ RAPD โดยใชไพรเมอร 

OPA-02, SD-18 และ OPA-13 ตามลําดับ ในเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %   lane ที่มีลูกศรชี้ คือ ตัวแทนของตัวอยางของมะขามพันธุปลูก 

‘ขันตี’ 

 M:  1 kb DNA Ladder  

 Lane 1-5: มะขามพันธุขันตี จํานวน 5 ตัวอยาง (TI-K/P1, TI-K/P2, TI-K/P3, TI-K/P4 และ TI-K/P5) 

OPA-02 SD-18 OPA-13 

1,000 bp 

4,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

M       1       2      3       4      5 M       1       2       3        4      5 M       1       2       3        4      5 
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เพราะเม่ือทาํการทดลองซ้ํา SD-18 แสดงแถบดีเอ็นเอไมครบทั้ง 6 ตัวอยาง) และใช Phyllanthus 

urinaria เปน outgroup   เมื่อตรวจสอบแถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซสี

ที่ความตางศักย 80 โวลท โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขน 1.0 % พบความแตกตางของแถบ     

ดีเอ็นเอของตัวอยางมะขามแตละพันธุปลูกดังแสดงในภาคผนวก ซ ซึ่งแสดงถึงความแตกตางกนั

ในระดับพนัธกุรรม 

  จํานวนแถบดีเอ็นเอของตัวอยางมะขามแตละพันธุปลูกทีไ่ดจาก RAPD เทากบั 

313 แถบ โดยมีคา polymorphism bands/primer เทากบั 31.30   ไพรเมอรที่ใหจาํนวนแถบ       

ดีเอ็นเอ RAPD มากที่สุด คือ SO-10 จํานวน 45 แถบ และไพรเมอรที่ใหจาํนวนแถบดีเอ็นเอ 

RAPD นอยทีสุ่ด คือ OPA-20 จํานวน 11 แถบ   แถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดต้ังแต 161 bp ถึง 2.3 kb 

เมื่อเทียบกับ 1kb DNA ladder   จากการทดลองพบวา OPA-13 เปนไพรเมอรที่ใหรูปแบบของ

แถบดีเอ็นเอของมะขามแตละพันธุปลูกแตกตางกนัอยางเห็นไดชัดมากที่สุด เมื่อเทียบกับไพรเมอร

อ่ืนๆ  

  ความเหมือนทางพนัธุกรรม (genetic similarity) ระหวางมะขามชนิดหวาน     

‘ศรีชมภู’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ คํานวณไดจากขอมูลของแถบดีเอ็นเอ RAPD 

นับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏดวยโปรแกรม Quantity One 1-D Analysis (Bio-Rad Laboratories, 

Inc., Canada) กําหนดให 1 แทนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ (presence) และ 0 แทนแถบดีเอ็นเอที่ไม

ปรากฏ (absence) ณ ตําแหนงนัน้   ขอมูลของแถบดีเอ็นเอ RAPD ในรูป binary presence-

absence data matrix แสดงในภาคผนวก ฌ   คํานวณคาดัชนีความเหมือน (similarity index,   

S. I.) ตามวธิขีอง Nei และ Li (1979) คาดัชนีความเหมือนมีคาอยูในชวง 0-1 ดังแสดงในตารางที ่

28   จากตารางที่ 28 พบวาคาดัชนีความเหมือนระหวางมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ มีคาเทากับ 0.7284-0.8722 โดยคูพันธุปลูกของมะขามที่ใหคา

ดัชนีความเหมอืนตํ่าสุด คือ มะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ (TI-K/P4) และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขาม

เปร้ียวยกัษ’ (TI-PY/P3) สวนคูพนัธุปลูกของมะขามที่ใหคาดัชนีความเหมือนสูงสุด คือ มะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ (TI-PY/P2 และ TI-PY/P3) 

  สรางแผนภาพเดนโดรแกรม (dendrogram) จากขอมลูของแถบดีเอ็นเอ RAPD 

ในภาคผนวก ฌ ดวยวิธี UPGMA และ Neighbor-joining (NJ) โดยใชโปรแกรม PAUP* 4.0 beta 

version 10 (Sinauer Assoc, Inc., USA) ไดผลดังภาพที ่31 และ 32   จากเดนโดรแกรมที่สราง

จากวธิี UPGMA พบวาพันธุปลูกของมะขามที่ใชในการทดลองจากจังหวัดเพชรบูรณจําแนกไดเปน  
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ตารางที่ 28 คาดัชนีความเหมือน (Similarity index, S. I.) เมื่อเทยีบระหวางตัวอยางมะขาม T. indica จํานวน 3 พันธุปลูก 

 

 

 

 

 

 

 

 

Taxa TI-SP/P3 TI-SP/P4 TI-K/P1 TI-K/P4 TI-PY/P2 TI-PY/P3 

‘ศรีชมภู’ 3 (TI-SP/P3) 1.0000 0.8403 0.7380 0.7476 0.7891 0.7508 

‘ศรีชมภู’ 4 (TI-SP/P4)  1.0000 0.8275 0.7795 0.8275 0.7827 

‘ขันตี’ 1 (TI-K/P1)   1.0000 0.8498 0.7700 0.7380 

‘ขันตี’ 4 (TI-K/P4)    1.0000 0.7800 0.7284 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ 2 (TI-PY/P2)     1.0000 0.8722 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ 3 (TI-PY/P3)      1.0000 
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ภาพที ่31 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธทางพนัธุกรรมของมะขาม T. indica ทั้ง 3 พนัธุปลูก คือ ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากวิธ ีUPGMA 

จากการสุมคา Bootstrap value 1,000 replicates  ดวยดีเอ็นเอเครื่องหมาย RAPD  

‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 (TI-SP/P3) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) 

‘ศรีชมภู’ ตนที่ 4 (TI-SP/P4) 

Phyllanthus urinaria 

‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

‘ขันตี’ ตนที่ 4 (TI-K/P4) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 3 (TI-PY/P3) 

กลุมที ่1 

กลุมที ่2 
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ภาพที ่32 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธทางพนัธุกรรมของมะขาม T. indica ทั้ง 3 พนัธุปลูก คือ ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากวธิี 

Neighbor-joining จากการสุมคา Bootstrap value 1,000 replicates ดวยดีเอ็นเอเครื่องหมาย RAPD  

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 4 (TI-SP/P4) 

Phyllanthus urinaria 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 3 (TI-SP/P3) 

‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

‘ขันตี’ ตนที่ 4 (TI-K/P4) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 3 (TI-PY/P3) 

กลุมที ่1 

กลุมที ่2 
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2 กลุม   กลุมแรก ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ เปนมะขามชนิดหวาน และ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ เปน

มะขามชนิดเปรี้ยวและกลุมที่สอง ไดแก ‘ขันตี’ คือ มะขามชนิดหวาน  จะเห็นไดวามะขาม       

ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ มีความใกลชิดทางพนัธุกรรมกบัมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

มากกวามะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ โดยมีคา bootstrap เทากับ 65.0 %   สวนมะขามชนิดหวาน 

‘ขันตี’ แยกออกมาอยูอีกกลุมหนึง่ ซึง่แสดงใหเห็นถึงความแตกตางของ ‘ขันตี’ กับ ‘ศรีชมภู’ และ 

‘มะขามเปร้ียวยักษ’ (ภาพที่ 31)   แตการจัดกลุมโดยทัว่ไปแยกตามรสของมะขามโดย ‘ขันตี’ และ 

‘ศรีชมภู’ จัดอยูในกลุมมะขามชนิดหวาน   อยางไรกดี็รสของ ‘ขันตี’ จะมีรสเปร้ียวกวา ‘ศรีชมภู’ 

และมีรสหวานกวา ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ซึง่ไมมีรสหวานเลย   เมื่อพจิารณาเดนโดรแกรมที่สราง

จากวธิ ี Neighbor-joining พบวาพนัธุปลูกของมะขามที่ใชในการทดลองจากจังหวัดเพชรบูรณ 

จําแนกไดเปน 2 กลุม   กลุมแรก ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขามชนิดหวาน  โดยมี

คา bootstrap เทากับ 71.0 % และกลุมที่สอง ไดแก ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ คือ มะขามชนิดเปร้ียว 

(ภาพที ่32) 

วิธีการทางสถติิบางวธิีไดถูกนํามาใชเพื่อประเมินคาความม่ันใจตอเดนโดรแกรมที่

สรางข้ึน   วิธทีี่นยิมใช ไดแก วิธ ี bootstrap ซึง่เปนวิธทีี่อาศัยการทดลองสับเปล่ียนคาของขอมลู

โดยการแทนที ่ คือ จะเร่ิมจากการสุมดึงเอาขอมูลสวนใดสวนหนึง่ออกจากตารางเมทริกซ แลวทํา

ใหเมทริกซนัน้มีขนาดเทาเดิมโดยการเพิ่มจํานวนซํ้าของขอมูลสวนอ่ืนเขามาแทนที ่ แลวสราง    

เดนโดรแกรมใหมข้ึนมา หลังจากทีท่ําการทดลองดังกลาวไปหลายๆ รอบ เดนโดรแกรมทั้งหมดที่

สรางข้ึนมาจะถูกนาํมาวิเคราะหหาความมั่นใจทีก่ิ่ง (branch) ตางๆ โดยจะแสดงในรูปของ

เปอรเซ็นต   ถาคา bootstrap มีคาใกล 100 % สามารถมั่นใจไดวา กิ่งหรือเคลด (clade) บนกิง่

นั้น นาจะเกิดข้ึนไดจริงบนเดนโดรแกรมที่ถูกตอง (เจษฎา เดนดวงบริพนัธ, 2545) โดยคา 

bootstrap ที่มีคาอยูในชวง 85-100 % แสดงถึงคาความเชื่อมั่นในระดับสูง (strong support)    

คา bootstrap 71-84 % แสดงถงึคาความเชื่อม่ันในระดับปานกลาง (moderate support)         

คา bootstrap 50-70 % แสดงถึงคาความเชื่อมั่นในระดับตํ่า (weak support) ของเดนโดรแกรมที่

สรางได (Richardson และคณะ, 2000)   เมื่อวิเคราะหภาพท่ี 31 และ 32 แลว พบวา                

คา bootstrap ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ กับมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ บน        

เดนโดรแกรมที่สรางจากวิธ ีUPGMA มีคานอยกวาคา bootstrap ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ 

และ ‘ขันตี’ บนเดนโดรแกรมที่สรางจากวิธ ี NJ แสดงวาเดนโดรแกรมที่สรางจากวธิี NJ มีระดับ

ความมัน่ใจสงูกวาวิธ ี UPGMA เพราะฉะนั้นการแบงกลุมพันธุปลูกของมะขามจากเดนโดรแกรมที่

สรางดวยวิธ ี NJ จึงนาจะมีความนาเชื่อถอืมากกวา   ดังนัน้มะขามที่ใชในการทดลองจากจังหวดั

เพชรบูรณ จําแนกไดเปน 2 กลุม   กลุมแรก ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขาม      
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ชนิดหวานและกลุมที่สอง ไดแก ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ คือ มะขามชนิดเปรี้ยว ซึ่งตรงกับ                    

การจัดกลุมโดยทั่วไปที่แยกตามรสของมะขามและการจําแนกพันธุปลูกของมะขามจากขอมูล

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL  

  นักวจิัยกลุมตางๆ นิยมใชเทคนิค RAPD ในการพิสูจนชนิด จําแนกพนัธุปลูก และ

ตรวจสอบแหลงกําเนิดของพืช เชน การใชเทคนิค RAPD ในการจําแนกชนิดของพืชสกุล Derris 

จํานวน 5 ชนดิ คือ D. scandens, D. elliptica, D. malaccencis, D. trifoliate และ D. reticulate 

(สุชาดา สุขหรอง และคณะ, 2548) Encheverrigaray และคณะ (2001) ใชเทคนคิ RAPD และ

องคประกอบน้ํามนัหอมระเหยในการจําแนกพันธุปลูกของไทม ไดแก พันธุปลูก Burpee, Blumen 

Battle, SEM, Isla และพันธุปลูกพืน้เมือง   Brandolini และคณะ (2005, 2006) ไดทําการศึกษา

องคประกอบเคมีรวมกับสารพันธกุรรมของกระเทยีมและขาวในประเทศอิตาลี จากผลการทดลอง

พบวาองคประกอบเคมีของกระเทียมอิตาลีสัมพันธกับสารพันธกุรรม แตไมพบความสัมพนัธนี้ใน

ขาว   นอกจากการใชเทคนิค RAPD ในการจาํแนกชนิดและพนัธุปลูกของพืชแลว เทคนิค PARD

ยังสามารถนําไปใชในการตรวจสอบแหลงกําเนิดของมะขามไดอีกดวย โดยมะขามนาจะมี

แหลงกาํเนิดมาจากทวีปแอฟริกา (Diallow และคณะ, 2007) เปนตน และจากผลการทดลองดังที่

ไดกลาวขางตน พบวาเทคนคิ RAPD สามารถใหแถบดีเอ็นเอซึ่งแสดงใหเหน็ความแตกตางระหวาง

พันธุปลูกของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’   

ดังนัน้เทคนิค RAPD จึงสามารถนาํไปประยุกตใชรวมกบัขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcLใน

การพิสูจนเอกลักษณของพนัธุปลูกของมะขามได    

3. การหาความสัมพันธโดยใชลายพมิพดีเอ็นเอรวมกับองคประกอบกรดอินทรียในเน้ือ 
มะขามทีม่ีฤทธิ์เปนยาระบายเพื่อการพิสูจนมะขามตางพันธุปลูก (Correlation of DNA 
fingerprint and organic acids in tamarind pulps with laxative activity to identify tamarind 
cultivars) 

  ผลการทดลองวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD-PCR และจาก    

เดนโดรแกรมที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL พบวามะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ 

‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ จากจงัหวัดเพชรบูรณที่เลือกมาวิจัยมีความ

แตกตางระหวางพันธุปลูก โดยสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่ 1 ประกอบดวยพนัธุ

ปลูก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขามชนดิหวานกับกลุมที่ 2 ไดแก ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ คือ มะขาม

ชนิดเปร้ียว   จากการวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางน้าํสกัดเนื้อมะขามทัง้ 3 

พันธุปลูก ประกอบดวยกรดอินทรีย ไดแก กรดทารทาริก มาลิก และซิตริกเปนหลัก (ตารางที ่ 20) 
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พบวากรดทารทาริกในเนื้อมะขามพนัธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ แตละชนิดมี

ปริมาณแตกตางกนัในแตละพันธุปลูกมะขามอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (p<0.05)   มะขามชนดิ

เปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ มีปริมาณกรดทารทาริกสูงกวามะขามชนดิหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ 

ประมาณ 11 และ 8 เทา ตามลําดับ   สําหรับกรดมาลิก ซิตริก และออกซาลิกในเนื้อมะขามพนัธุ

ปลูก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ มีปริมาณไมตางกนั (p>0.05) แตจะแตกตางกับมะขามชนิดเปร้ียว 

‘มะขามเปร้ียวยักษ’ อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   ปริมาณของกรดทารทาริกอาจใชเปน

กรดอินทรียชนิดหนึ่งเพื่อใชในการพิสูจนมะขามตางพนัธุปลูกและพบความสอดคลองเมื่อประเมิน

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ (reducing sugar) ในเนื้อมะขาม (ตารางที่ 11) มีปริมาณแตกตางกนัอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จากมากไปนอยในมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ เปนทิศทางตรงกันขามกับปริมาณของกรดทารทาริก 

  ในปจจุบันมีนกัวิจัยหลายกลุมใชการประเมินลายพมิพดีเอ็นเอรวมกบัการ

ประเมินองคประกอบทางเคมีเพื่อพิสูจนเอกลักษณ จาํแนกชนิด และควบคุมคุณภาพของพชื

สมุนไพรเปนจาํนวนมาก เชน Xai และคณะ (2005) ใชลายพิมพดีเอ็นเอรวมกบัการวิเคราะหทาง

เคมีในการพิสูจนเอกลักษณและควบคุมคุณภาพของพชืสมุนไพรสกุล Curcumae ในประเทศจีน   

แตในกรณีของพืชสมนุไพรสกุล Angelica สามารถใชลายพมิพดีเอ็นเอในการพสูิจนเอกลักษณ

ของพืชสกุลนีแ้ละใชการวิเคราะหทางเคมใีนการหาปริมาณสารออกฤทธิ์สําคัญ แตไมสามารถใช

การวิเคราะหทางเคมีในการพิสูจนเอกลักษณได เพราะปริมาณสารออกฤทธ์ิสําคัญในพืชสมนุไพร

สกุลนี้เปล่ียน แปลงไปตามฤดูกาลและพืน้ที่เพาะปลูก (Zhao และคณะ, 2003)   เห็นไดวาการใช

ลายพมิพดีเอ็นเอในการพิสูจนเอกลักษณและจําแนกชนิดของพืช หรือวสัดุทางชีวภาพตางๆ 

(biological material) ไดดีกวาการใชวธิีวิเคราะหทางเคมี เพราะการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอใช

ปริมาณตัวอยางในการวิเคราะหนอยและที่สําคัญ คือ ลายพมิพดีเอ็นเอจะไมเปล่ียนแปลงไปตาม

สภาพแวดลอมและระยะการเจริญเติบโตของพืช 
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บทที่  5 

สรุปและขอเสนอแนะ 

  มะขามเปนผลไมที่มีคุณคาทางโภชนาการมีประโยชนแกการรับประทาน มะขาม

มีปริมาณแรธาตุสูง เชน โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส แคลเซียม และแมกนีเซียม เปนตน และมี

ปริมาณคารโบไฮเดรต และน้ําตาลรีดิวซ (โดยเฉพาะในมะขามชนิดหวาน) สูง มีโปรตีนและไขมัน

ตํ่า   นอกจากนี้ขอมูลปริมาณของเกลือแรในมะขามที่ปลูกในประเทศไทยอาจมีประโยชนในการ

แนะนาํดานโภชนาการในคนไขบางประเภทท่ีตองควบคุมปริมาณโพแทสเซียม 

  ชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในเนื้อมะขามวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกรา 

ฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) เทคนิค 

HPLC มีความถูกตองสมบูรณสําหรับการใชวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในเนื้อ

มะขาม   วธิีวเิคราะหมีความจําเพาะเจาะจงตอกรดอินทรียในเนื้อมะขามที่ตองการแยก (กรดออก

ซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก และซิตริก) และสารมาตรฐานภายใน โดยคา resolution 

ระหวางพีคของกรดอินทรียแตละชนิดมีคาอยูในชวง 1.58-15.77   กรดอินทรียทั้ง 5 ชนิด มี

ความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดอินทรียมาตรฐานตอสารมาตรฐาน

ภายใน (peak area ratio) และความเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐานที่ยอมรับได คาความเปน

เสนตรง (r2) ของกรดอินทรียทัง้ 5 ชนิด มีคาเทากับ 0.9996-1.0000   คาความเขมขนตํ่าสุดของ

กรดอินทรียทีส่ามารถวิเคราะหไดถกูตอง (Limit of Detection, LOD) ซึ่งแสดงถึงความไวของวิธี

วิเคราะหของกรดอินทรียทั้ง 5 ชนิด มีคาเทากับ 0.0001-0.0011 g/L   ความเที่ยงตรงของวธิี

วิเคราะหแสดงผลในรูปของ % RSD ซึ่งควรมีคาไมเกนิ 2   ความเที่ยงตรงของวธิีวิเคราะหเมื่อ

วิเคราะหภายในวันเดียวกันสําหรับกรดอินทรียทั้ง 5 ชนิด มีคา RSD อยูในชวง 0.04-1.77 % และ

เมื่อวิเคราะหตางวนักนัสําหรับกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก และซิตริก มีคา RSD อยูในชวง 

0.20-2.45 %   สวนความเที่ยงตรงเมื่อวเิคราะหตางวนักนัสําหรับกรดแอสคอบิกมีคา RSD อยู

ในชวง 3.05-8.70 % ดังนั้นจงึควรวเิคราะหกรดแอสคอบิกในตัวอยางใหเสร็จภายในวันเดียวกัน

หรือควรเตรียมตัวอยางใหมทุกคร้ังในการวิเคราะหปริมาณกรดแอสคอบิกเมื่อวิเคราะหตัวอยาง

ตางวนักนั   และคา recovery ซึ่งแสดงถึงความถกูตองของวิธีวเิคราะหของกรดอินทรียทัง้ 5 ชนดิ 

มีคาอยูในชวง 91.94-113.33 % 

กรดอินทรียหลักทีพ่บในตัวอยางเนื้อมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และ

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ไดแก กรดทารทาริก มาลิก และซิตริก   ปริมาณกรดทารทาริกที่ 
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พบในเนื้อมะขามพนัธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ มีปริมาณแตกตางกนัอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ มีปริมาณกรดทารทาริกสูงกวามะขามชนิด

หวานพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ โดยปริมาณกรดทารทาริกเทากับ 18.102±0.134 % ใน 

‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 1.628±0.117 % ใน ‘ศรีชมภู’ และ 2.134±0.117 % ใน ‘ขันตี’   ดังนัน้จงึอาจ

ใชปริมาณกรดทารทาริกรวมกับลายพิมพดีเอ็นเอในการพิสูจนเอกลักษณมะขามตางพนัธุปลูกได 

สวนกรดมาลิกและซิตริกในเนื้อมะขาม ‘ศรีชมภู’ (1.888±0.057 % และ 0.631±0.030 %) และ 

‘ขันตี’ (1.837±0.015 % และ 0.652±0.014 %) มีปริมาณไมแตกตางกนัอยางมนียัสําคัญทางสถิติ 

(p>0.05) ซึ่งอยูในกลุมเดียวกัน คือ มะขามหวาน   แตมปีริมาณสูงกวาในเนื้อ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

(0.591±0.034 % และ 0.217±0.003 %) ซึ่งอยูในกลุมมะขามเปร้ียวอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ 

(p<0.05) 

ปริมาณกรดอินทรีย คือ กรดทารทาริก มาลิก และซิตริก ในเนื้อมะขามเปนสาร

ออกฤทธิก์ระตุนการบีบตัวของลําไสรวมกันเม่ือทดสอบในสัตวทดลอง ทําใหมีผลเปนยาระบาย 

จากการศึกษาและเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามทั้ง 3 

พันธุปลูก พบวายนี rbcL ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ มีขนาดเทากบั 1,428 bp 

สวนลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของยีน rbcL ของมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ มีขนาด

เทากับ 1,3928 bp   ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามทัง้ 3 พันธุปลูก จากจังหวัด

เพชรบูรณที่ใชในการทดลองแตกตางจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ T. indica 

(accession no. Z70160) ทีม่ีอยูใน GenBank ทั้งหมด 24 ตําแหนง (1.75 %)   มะขามทั้ง 3 พนัธุ

ปลูกที่เพาะปลูกในจังหวัดเพชรบูรณมีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดตางกัน 9 ตําแหนง ไดแก 

ตําแหนงที ่31, 43, 44, 696, 850, 885, 1,060, 1,061 และ 1,064   โดย ‘ศรีชมภู’ มีการแทนที่ของ

ลําดับนิวคลีโอไทดซึ่งแตกตางจาก ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 5 ตําแหนง และ ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ มีการแทนที่ของลําดับนิวคลีโอไทดซึ่งแตกตางจาก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ 4 ตําแหนง            

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL จํานวน 9 ตําแหนง ขางตนสามารถใชเปนโมเลกุลเคร่ืองหมายในการ

จําแนกพนัธุปลูกของมะขามชนิดหวานและชนิดเปร้ียวได   และจากภาพเดนโดรแกรมที่สรางจาก

วิธี unweighted pair-group method with arithmetic average (UPGMA) สามารถแบง       

พันธุปลูกของมะขามไดเปน 2 กลุม  กลุมแรก ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขามชนดิ

หวาน และกลุมที่สอง ไดแก ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ คือ มะขามชนิดเปร้ียว ซึง่สอดคลองกับผลการ

วิเคราะหปริมาณกรดอินทรียดวยเทคนิค HPLC แตไมพบความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด

ของดีเอ็นเอในบริเวณ ITS ของมะขามทัง้ 3 พันธุปลูก จากจังหวัดเพชรบูรณที่ใชในการวิจยั 
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การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของมะขามทั้ง 3 พันธุปลูก ดวยเทคนิค RAPD-PCR 

ใชไพรเมอรทั้งหมด 10 ไพรเมอร ดังนี้ SD-03, SO-10, SO-16, OPA-02, OPA-03, OPA-04, 

OPA-09, OPA-13, OPA-16 และ OPA-20 โดยมี Phyllanthus urinaria เปน outgroup   OPA-

13 เปนไพรเมอรที่ใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอของมะขามแตละพนัธุปลูกแตกตางกันอยางเหน็ได

ชัดมากที่สุด   คาดัชนีความเหมือน (similarity index, S.I.) ระหวางมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ 

‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ มีคาเทากับ 0.7284-0.8722 และจากภาพเดนโดรแกรมที่สราง

ดวยวิธ ี Neighbor-joining (NJ) สามารถแบงพนัธุปลูกของมะขามไดเปน 2 กลุม เชนเดียวกบั

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL  

จากการวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL รวมกับลายพมิพดีเอ็นเอ

ของมะขามที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค RAPD ในการจาํแนกพันธุปลูกของมะขาม สามารถ

สรุปไดวาตัวอยางมะขามจากจังหวัดเพชรบูรณสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม   กลุมแรก 

ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขามชนิดหวาน และกลุมที่สอง ไดแก ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ คือ มะขามชนิดเปรี้ยว ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะหจากสวนประกอบปริมาณกรด

อินทรีย   ดังนั้นจงึสามารถนําเทคนิค RAPD และขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL รวมกับ

การประเมนิทางเคมีไปประยุกตใชในการจําแนกพนัธุปลูกของมะขามได 

ปริมาณกรดทารทาริกและน้าํตาลรีดิวซทีพ่บในเนื้อมะขามทัง้ 3 พนัธุปลูก มี

ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   เมื่อนาํขอมูลดังกลาวมาวิเคราะหรวมกับ 

ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามทั้ง 3 พนัธุปลูก พบวาปริมาณกรดทารทาริกและน้าํตาลรีดิวซสัมพนัธ

กับการแบงกลุมพันธุปลูกของมะขาม ทาํใหสามารถจําแนกมะขามแตละพันธุปลูกออกจากกันได   

ดังนัน้จึงสรุปไดวาการประเมินลายพมิพดีเอ็นเอรวมกับองคประกอบกรดอินทรียในเน้ือมะขาม

สามารถนํามาใชเปนแนวทางในการพิสูจนเอกลักษณมะขามตางพนัธุปลูกที่มฤีทธิ์เปนยาระบาย

ได 
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ภาคผนวก ก 

การเตรยีมสารละลายเพือ่ใชในการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซโดยวธิีของ Nelson - 
Somogyi (Nelson-Somogyi method) (Chaplin, 1994) 

1. สารละลาย A 

ละลาย sodium potassium tartrate 15 กรัม และ anhydrous Na2CO3 30 กรัม ในน้าํ DI 

ปริมาตร 300 มิลลิลิตร เติม NaHCO3 20 กรัม แลวผสมใหเขากนั   ละลาย anhydrous Na2SO4 

180 กรัม ในน้าํ DI เดือด ปริมาตร 500 มลิลิลิตร และต้ังทิง้ไวใหเย็น   ผสมสารละลายทัง้ 2 ชนิด 

เขาดวยกนัและปรับปริมาตรใหครบ ดวยน้าํ DI ในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร 

2. สารละลาย B 

ละลาย CuSO4.5H2O 5 กรัม และ anhydrous Na2SO4 45 กรัม ในน้าํ DI ปรับปริมาตรให

ครบ 500 มิลลิลิตร ดวยน้าํ DI ในขวดปรับปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร  

3. สารละลาย C 

 ผสมสารละลาย A และ B .ในอัตราสวน 4:1 กอนนําไปใช 

4. สารละลาย D 

 ละลาย ammonium molybdate 25 กรัม ในน้าํ DI ปริมาตร 450 มิลลิลิตร เติม      

กรดซัลฟูริกเขมขน ปริมาตร 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั   ละลาย Na2HAsO4.7 H2O 3 กรัม ในน้าํ 

DI ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวผสมลงในสารละลาย ammonium molybdate ผสมใหเขากนั และ

บมทิ้งไวในขวดสีชา เปนเวลา 24-28 ชัว่โมง   กอนนาํไปใชเจือจางดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75  

โมลาร ในอัตราสวน 1:2 
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ภาคผนวก ข 

สเปคตรัมของกรดออกซาลิก มาลิก วิตามินซี ซิตริก ซักซินกิ และสารละลายผสมของ
กรดอินทรียทั้ง 6 ชนิด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่33 สเปคตรัมอัลตราไวโอเลตของกรดออกซาลกิใน 0.5% (w/w) (NH4)H2PO4 

 

198 nm 
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ภาพที ่34 สเปคตรัมอัลตราไวโอเลตของกรดทารทาริกใน 0.5% (w/w) (NH4)H2PO4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่35 สเปคตรัมอัลตราไวโอเลตของกรดมาลิกใน 0.5% (w/w) (NH4)H2PO4 

206 nm 

210 nm 
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ภาพที ่36 สเปคตรัมอัลตราไวโอเลตของกรดแอสคอบิก (วิตามินซี) ใน 0.5% (w/w) 

(NH4)H2PO4 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่37 สเปคตรัมอัลตราไวโอเลตของกรดซิตริก ใน 0.5% (w/w) (NH4)H2PO4 

212 nm 

203 nm 
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ภาพที ่38  สเปคตรัมอัลตราไวโอเลตของกรดซักซนิิก ใน 0.5% (w/w) (NH4)H2PO4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่39  สเปคตรัมอัลตราไวโอเลตกรดอินทรียผสมทั้ง 6 ชนดิ ใน 0.5% (w/w) 

(NH4)H2PO4

202 nm 

210 nm 



  

142 

ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดอินทรียมาตรฐานกับ
สารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดออกซาลกิ ทารทาริก 
มาลกิ วิตามนิซี และซิตรกิ 

ภาพที ่40 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดออกซาลิกกับ

สารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดออกซาลิก 

(g/L) 

y = 3.0909x - 0.0009

R2 = 0.9999
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y = 0.3674x - 0.0015

R2 = 0.9999
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ภาพที ่41 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดทารทาริกกับ

สารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดทารทาริก (g/L) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่42 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดมาลิกกับสาร

มาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดมาลิก (g/L) 
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y = 0.2251x - 0.0026

R2 = 0.9996
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ภาพที ่43 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดแอสคอบิกกับ

สารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดแอสคอบิก 

(g/L) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่44 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดซติริกกับสาร

มาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดซิตริก (g/L) 
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ภาคผนวก ง 

การทดสอบฤทธิ์ในการเปนยาระบายในหนูขาว 

  ทดสอบฤทธิ์การเปนยาระบายของกรดอินทรียมาตรฐานที่พบในเนื้อมะขาม คือ 

กรดทารทาริก มาลิก ซิตริก และน้ําสกัดมะขามพนัธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

โดยสงไปทดสอบในหนูขาว (rats) ที่ภาควิชาเภสัชวทิยา คณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม ดังนี ้

  นําหนูขาวที่มนี้ําหนกัประมาณ 200 กรัม มาอดอาหารกอนปอนสารทดสอบเปน

เวลา 16-18 ชั่วโมง   แบงกลุมหนูออกเปน 3 กลุม คือ กลุมควบคุม กลุมยาอางอิง (reference 

drug) และกลุมทดสอบ   หนูกลุมควบคุมไดรับการปอนน้ํา DI ขนาด 10 มิลลิลิตร/กิโลกรัม   กลุม

ยาอางอิงไดรับน้ําลูกพรุนขนาด 10 เทา ของขนาดที่คนน้าํหนัก 50 กิโลกรัม รับประทาน (น้ําลูก

พรุนขนาด 1 เทา มีปริมาตรเทากับ 42 มิลลิลิตร) คือ 8.4 10 มิลลิลิตร/กิโลกรัม   กลุมทดสอบ

ไดรับสารละลายกรดอินทรียมาตรฐานและน้ําสกัดมะขาม ขนาด 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และ     

10 มิลลิลิตร/กิโลกรัม ตามลําดับ   ทิง้ระยะเวลานาน 30 นาที แลวจึงปอนผงถานความเขมขน 3% 

(3% suspension of deactivated charcoal in 0.5% CMC) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ทิ้งไวเปนเวลา 

15 นาท ี จึงฆาหนูดวย pentobarbital sodium วัดระยะการเคล่ือนที่ของผงถานจากลําไสสวน 

duodenum และความยาวของลําไสสวน duodenum ถึง ileum แตละกลุมทาํการทดลองซ้ํา        

6 คร้ัง   ศึกษาผลของสารทดสอบตอการเคล่ือนทีข่องผงถานจากลําไสเล็กของหนูขาวจากคา

เปอรเซ็นตการเคลื่อนของผงถาน ซึง่คํานวณไดตามสูตร 

% การเคลื่อนที่ของผงถาน    =    ระยะการเคล่ือนที่ของผงถานจากลําไสสวน duodenum x 100 

                                      ความยาวของลําไสสวน duodenum ถึง ileum 

ผลการทดสอบฤทธิ์การเปนยาระบายในหนูขาว 

  ผลการทดสอบฤทธ์ิการเปนยาระบายของกรดอินทรียมาตรฐานที่พบในมะขาม 

คือ กรดทารทาริก มาลิก ซติริก และน้ําสกัดมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ แสดงไวในตารางที ่29 และ 30 ตามลําดับ 

  จากตารางที่ 29 พบวาน้ําลูกพรุนในขนาดเปน 10 เทา ของขนาดรับประทานในคน

มีเปอรเซ็นตการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนขูาวเทากับ 63.94±7.40 ซึ่งสูงกวา 
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ตารางที่ 29 ผลตอการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวของน้าํลูกพรุนและกรด

อินทรียมาตรฐาน 

 
กลุม เปอรเซ็นตการ

เคลื่อนที่ของผงถาน 

กลุมควบคุม (นํ้า DI) 47.68±1.72 

กลุมยาอางอิง (นํ้าลูกพรุน 10 เทา ขนาดรับประทานในคน) 63.94±7.40* 

กลุมทดสอบกรดทารทาริก (100 มิลลิกรัม/กโิลกรัม) 62.56±13.77* 

กลุมทดสอบกรดมาลิก (100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 57.03±5.01* 

กลุมทดสอบกรดซิตริก (100 มลิลิกรัม/กิโลกรัม) 60.45±4.50* 

        

 * = มีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญระหวางกลุม (P < 0.05) 
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ตารางที่ 30 ผลตอการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวของน้าํลูกพรุนและนํ้าสกัด 

                  มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

 
กลุม เปอรเซ็นตการ

เคลื่อนที่ของผงถาน 

กลุมควบคุม (นํ้า DI) 45.96±2.03 

กลุมยาอางอิง (นํ้าลูกพรุน 10 เทา ขนาดรับประทานในคน) 59.65±2.65* 

กลุมทดสอบนํ้าสกัดมะขาม ‘ศรีชมภู’ (10 มลิลิลิตร/กิโลกรัม) 52.05±6.83* 

กลุมทดสอบนํ้าสกัดมะขาม ‘ขันตี’ (10 มิลลิลิตร/กิโลกรัม) 54.09±5.23* 

กลุมทดสอบนํ้าสกัด ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ (10 มิลลิลิตร/กิโลกรัม) 53.97±1.72* 

        

 * = มีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญระหวางกลุม (P < 0.05) 
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เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวในกลุมควบคุมซึ่งมีคาเทากบั 

47.68±1.72 อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   กรดอินทรีย 3 ชนิด คือ กรดทารทาริก มาลิก และซิตริกมี

เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวเทากับ 62.56±13.77, 57.03±5.01 และ 

60.45±4.50 ตามลําดับ ซึง่สูงกวาเปอรเซ็นตการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวใน

กลุมควบคุมอยางมีนยัสําคัญทางสถิติเชนเดียวกัน 

จากตารางที่ 30 พบวาน้ําลูกพรุนในขนาดเปน 10 เทา ของขนาดรับประทานใน

คนมีเปอรเซ็นตการเคลื่อนทีข่องผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวเทากับ 59.65±2.65 ซึ่งสูงกวา

เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวในกลุมควบคุมซึ่งมีคาเทากบั 

45.96±2.03 อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   น้ําสกัดมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ มีเปอรเซ็นตการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนขูาว

เทากับ 52.05±6.83, 54.09±5.23 และ 53.97±1.72 ตามลําดับ ซึง่สูงกวาเปอรเซน็ตการเคลื่อนที่

ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวในกลุมควบคุมอยางมีนยัสําคัญทางสถิติเชนเดียวกนั 
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ภาคผนวก จ 

การเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามทั้ง 3 พันธุปลูก กับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ Tamarindus indica L. (accession no. Z70160), 
Nicotiana tabacum (accession no. Z00044), Pisum sativum (accession no. X03853) และ Medicago truncatula (accession no. NC_003119) ที่มีใน GenBank 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 45 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขาม T. indica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ กับลําดับนิวคลีโอไทด

ของยีน rbcL ของ Tamarindus indica L. (accession no. Z70160), Nicotiana tabacum (accession no. Z00044), Pisum sativum (accession no. X03853) และ 

Medicago truncatula (accession no. NC_003119) 

Start codon 
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ภาพที ่45 (ตอ) การเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขาม T. indica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ 

กับลําดับนวิคลีโอไทดยีน rbcL ของ Tamarindus indica L. (accession no. Z70160), Nicotiana tabacum (accession no. Z00044), Pisum 

sativum (accession no. X03853) และ Medicago truncatula (accession no. NC_003119) 150 
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ภาพที ่45 (ตอ) การเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขาม T. indica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ 

กับลําดับนวิคลีโอไทดยีน rbcL ของ Tamarindus indica L. (accession no. Z70160), Nicotiana tabacum (accession no. Z00044), Pisum 

sativum (accession no. X03853) และ Medicago truncatula (accession no. NC_003119) 

Stop codon 

151 
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ภาคผนวก ฉ 

การเปรยีบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามพนัธุปลกู ‘ศรีชมภ’ู ‘ขันตี’ และ ’มะขามเปรี้ยวยักษ’ กับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL 
(accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 46 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดยีน rbcL ของมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ’มะขามเปรี้ยวยักษ’ กับยีน rbcL (accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank   

ยีน rbcL ของมะขามที่ใชในการศึกษามีความยาวทั้งหมด 1,428 bp โดย start   codon อยูที่ตําแหนงที่ 1 และ stop codon อยูที่ตําแหนงที่ 1,428 

Start codon 
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ภาพที่ 46 (ตอ) การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดยีน rbcL ของมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ’มะขามเปรี้ยวยักษ’ กับยีน rbcL (accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank   

ยีน rbcL ของมะขามที่ใชในการศึกษามีความยาวทั้งหมด 1,428 bp โดย start   codon อยูที่ตําแหนงที่ 1 และ stop codon อยูที่ตําแหนงที่ 1,428 153 
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ภาพที่ 46 (ตอ) การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดยีน rbcL ของมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ’มะขามเปรี้ยวยักษ’ กับยีน rbcL (accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank   

ยีน rbcL ของมะขามที่ใชในการศึกษามีความยาวทั้งหมด 1,428 bp โดย start   codon อยูที่ตําแหนงที่ 1 และ stop codon อยูที่ตําแหนงที่ 1,428 154 
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ภาพที่ 46 (ตอ) การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดยีน rbcL ของมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ’มะขามเปรี้ยวยักษ’ กับยีน rbcL (accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank   

ยีน rbcL ของมะขามที่ใชในการศึกษามีความยาวทั้งหมด 1,428 bp โดย start   codon อยูที่ตําแหนงที่ 1 และ stop codon อยูที่ตําแหนงที่ 1,428 

Stop codon 

155 
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ภาคผนวก ช 

1. ขอมูลการลงทะเบียนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภ’ู 
และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ที่ใชในการทดลองจากจังหวัด
เพชรบูรณผานทางฐานขอมูล DNA Data Bank of Japan (DDBJ/EMBL/GenBank) 

ตารางที่ 31 Accession no. ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามชนิดหวาน     

‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ที่ใชในการ

ทดลองจากจังหวัดเพชรบูรณในฐานขอมลู DNA Data Bank of Japan 

(DDBJ/EMBL/GenBank) 

 

 

 

Scientific 
name 

Cultivar Voucher no. Size in bp Genbank 
accession no. 

T. indica L. ‘Srichomphu’ PCUTI-SP/P1 1,428 AB378725 

 (‘ศรีชมภู’) PCUTI-SP/P2 

PCUTI-SP/P3 

PCUTI-SP/P4 

1,428 AB378726 

  PCUTI-SP/P5 1,428 AB378727 

T. indica L. ‘Khanti’  

(‘ขันตี’) 

PCUTI-K/P1 

PCUTI-K/P2 

PCUTI-K/P4 

PCUTI-K/P5 

1,428 AB378728 

  PCUTI-K/P3 1,428 AB378729 

T. indica L. ‘Priao-yak’ 

‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ 

PCUTI-PY/P3 

PCUTI-PY/P4 

PCUTI-PY/P5 

1,398 AB378730 

AB378731 

AB378732 
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1.1 มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ (PCUTI-SP/P) 

1.1.1 มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 1 (PCUTI-SP/P1) 

EntryID:    20080125000932.72971 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

author(s):   Suchada Sukrong, Patipanee Khanthapok, Sunanta Pongsamart 
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[Sequence] 

length:    1428 bp 

Sequence: 
atgtcaccac aaacagagac taaagcaagt gttgggttca aggctggtgt taaagattat 
aaattgactt attatactcc tgactatgaa accaaggata ctgatatctt ggcagcattc 
cgagtaactc ctcaacctgg agttccgccc gaagaagcag gtgccgcagt agctgctgaa 
tcttctactg gtacatggac aactgtgtgg accgacgggc ttaccagcct tgatcgttac 
aaaggacgat gctaccacat cgagcccgtt gctggagaag aaaatcaatt tattgcttat 
gtagcttacc ccttagacct ttttgaagaa ggttctgtta ctaacatgtt tacttccatt 
gtgggtaatg tctttgggtt caaggccctg cgcgctctac gtctggagga tttgcgaatc 
cctacttctt atattaaaac tttccagggt ccgcctcacg gtatccaagt tgagagagat 
aaattgaaca agtatggccg tcccctattg ggatgtacta ttaaacctaa attggggtta 
tccgctaaga attacggtag agcggtttat gaatgtctcc gcggtggact tgattttacc 
aaagatgatg agaacgtgaa ttcccaacca tttatgcgtt ggagagaccg tttcttattt 
tgtgccgaag caatttataa agcacaggcc gaaacgggtg aaattaaagg gcattacttg 
aatgctactg cgggtacatg ggaagaaatg ataaaaagag ctgtatttgc gagagaattg 
ggagttccta tcgtaatgca tgactactta acagggggat tcaccgcaaa tactagcttg 
gctcattata gtcgggataa tggtctactt cttcacatcc atcgggcaat gcatgcagtt 
atcgatagac agaagaatca tggtatgcat tttcgtgtac tagctaaagc gttacgtttg 
tctggtggag atcatattca cgctggtact gtagtaggta aactggaagg ggaaagagaa 
atcactttag gttttgttga tttactacgt gatgattttt gtgtaaaaga tcgaagccgc 
ggtatttatt tcactcaaga ttgggtctct ctaccgggtg ttctgcccgt tgcttcggga 
ggtattcacg tttggcatat gcccgctctg accgagatct ttggagatga ttccgtacta 
caatttggtg gaggaacttt gggacaccct tggggaaatg cacccggtgc cgtagctaat 
cgagtagctc tagaagcatg tgtacaagct cgtaatgagg gacgtgatct tgctcgtgag 
ggtaatgaaa ttatccgtga ggctagcaaa tggagtcctg aattagctgc tgcttgtgaa 
gtatggaagg aaatcaaatt tgaattccca gcaatggata ctttgtaa 
 

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn.  

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Srichomphu 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

note   Tamarindus indica Linn. chloroplast rbcL gene for ribulose 1,5- 

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-SP/P1 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-SP/P1 
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Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

Location   1..1428 

product   the large subunit of ribulose 1,5- bisphosphate carboxylase/ 

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

translation: 
 
MSPQTETKASVGFKAGVKDYKLTYYTPDYETKDTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAE 
SSTGTWTTVWTDGLTSLDRYKGRCYHIEPVAGEENQFIAYVAYPLDLFEEGSVTNMFTSI 
VGNVFGFKALRALRLEDLRIPTSYIKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGL 
SAKNYGRAVYECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLFCAEAIYKAQAETGEIKGHYL 
NATAGTWEEMIKRAVFARELGVPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYSRDNGLLLHIHRAMHAV 
IDRQKNHGMHFRVLAKALRLSGGDHIHAGTVVGKLEGEREITLGFVDLLRDDFCVKDRSR 
GIYFTQDWVSLPGVLPVASGGIHVWHMPALTEIFGDDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVAN 
RVALEACVQARNEGRDLAREGNEIIREASKWSPELAAACEVWKEIKFEFPAMDTL 
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1.1.2 มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 2, 3 และ 4 (PCUTI-SP/P2, PCUTI-SP/P3 และ

PCUTI-SP/P4) 

EntryID:    20080205114609.69056 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

author(s):   Suchada Sukrong, Patipanee Khanthapok, Sunanta Pongsamart 
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[Sequence] 

length:    1428 bp 

Sequence: 
atgtcaccac aaacagagac taaagcaagt gttgggttca aagctggtgt taaagattat 
aaattgactt attatactcc tgactatgaa accaaggata ctgatatctt ggcagcattc 
cgagtaactc ctcaacctgg agttccgccc gaagaagcag gtgccgcagt agctgctgaa 
tcttctactg gtacatggac aactgtgtgg accgacgggc ttaccagcct tgatcgttac 
aaaggacgat gctaccacat cgagcccgtt gctggagaag aaaatcaatt tattgcttat 
gtagcttacc ccttagacct ttttgaagaa ggttctgtta ctaacatgtt tacttccatt 
gtgggtaatg tctttgggtt caaggccctg cgcgctctac gtctggagga tttgcgaatc 
cctacttctt atattaaaac tttccagggt ccgcctcacg gtatccaagt tgagagagat 
aaattgaaca agtatggccg tcccctattg ggatgtacta ttaaacctaa attggggtta 
tccgctaaga attacggtag agcggtttat gaatgtctcc gcggtggact tgattttacc 
aaagatgatg agaacgtgaa ttcccaacca tttatgcgtt ggagagaccg tttcttattt 
tgtgccgaag caatttataa agcacaggcc gaaacgggtg aaattaaagg gcattacttg 
aatgctactg cgggtacatg ggaagaaatg ataaaaagag ctgtatttgc gagagaattg 
ggagttccta tcgtaatgca tgactactta acagggggat tcaccgcaaa tactagcttg 
gctcattata gtcgggataa tggtctactt cttcacatcc atcgggcaat gcatgcagtt 
atcgatagac agaagaatca tggtatgcat tttcgtgtac tagctaaagc gttacgtttg 
tctggtggag atcatattca cgctggtact gtagtaggta aactggaagg ggaaagagaa 
atcactttag gttttgttga tttactacgt gatgattttt gtgtaaaaga tcgaagccgc 
ggtatttatt tcactcaaga ttgggtctct ctaccgggtg ttctgcccgt tgcttcggga 
ggtattcacg tttggcatat gcccgctctg accgagatct ttggagatga ttccgtacta 
caatttggtg gaggaacttt gggacaccct tggggaaatg cacccggtgc cgtagctaat 
cgagtagctc tagaagcatg tgtacaagct cgtaatgagg gacgtgatct tgctcgtgag 
ggtaatgaaa ttatccgtga ggctagcaaa tggagtcctg aattagctgc tgcttgtgaa 
gtatggaagg aaatcaaatt tgaattccca gcaatggata ctttgtaa 

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Srichomphu 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

note   Tamarindus indica Linn. chloroplast rbcL gene for ribulose 1,5- 

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-SP/P3 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-SP/P3 

Genetic code   11 
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[CDS Feature No.1] 

Location   1..1428 

product   the large subunit of ribulose 1,5- bisphosphate carboxylase/ 

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

translation: 

MSPQTETKASVGFKAGVKDYKLTYYTPDYETKDTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAE 
SSTGTWTTVWTDGLTSLDRYKGRCYHIEPVAGEENQFIAYVAYPLDLFEEGSVTNMFTSI 
VGNVFGFKALRALRLEDLRIPTSYIKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGL 
SAKNYGRAVYECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLFCAEAIYKAQAETGEIKGHYL 
NATAGTWEEMIKRAVFARELGVPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYSRDNGLLLHIHRAMHAV 
IDRQKNHGMHFRVLAKALRLSGGDHIHAGTVVGKLEGEREITLGFVDLLRDDFCVKDRSR 
GIYFTQDWVSLPGVLPVASGGIHVWHMPALTEIFGDDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVAN 
RVALEACVQARNEGRDLAREGNEIIREASKWSPELAAACEVWKEIKFEFPAMDTL 
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1.1.3 มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 5 (PCUTI-SP/P5) 

EntryID:    20080205115933.73031 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

author(s):   Suchada Sukrong, Patipanee Khanthapok, Sunanta Pongsamart 

[Sequence] 

length:    1428 bp 



  

164 

Sequence: 
atgtcaccac aaacagagac taaagcaagt gttgggttca aagctggtgt taaagattat 
aaattgactt attatactcc tgactatgaa accaaggata ctgatatctt ggcagcattc 
cgagtaactc ctcaacctgg agttccgccc gaagaagcag gtgccgcagt agctgctgaa 
tcttctactg gtacatggac aactgtgtgg accgacgggc ttaccagcct tgatcgttac 
aaaggacgat gctaccacat cgagcccgtt gctggagaag aaaatcaatt tattgcttat 
gtagcttacc ccttagacct ttttgaagaa ggttctgtta ctaacatgtt tacttccatt 
gtgggtaatg tctttgggtt caaggccctg cgcgctctac gtctggagga tttgcgaatc 
cctacttctt atattaaaac tttccagggt ccgcctcacg gtatccaagt tgagagagat 
aaattgaaca agtatggccg tcccctattg ggatgtacta ttaaacctaa attggggtta 
tccgctaaga attacggtag agcggtttat gaatgtctcc gcggtggact tgattttacc 
aaagatgatg agaacgtgaa ttcccaacca tttatgcgtt ggagagaccg tttcttattt 
tgtgccgaag caatttataa agcacaggcc gaaacaggtg aaattaaagg gcattacttg 
aatgctactg cgggtacctg ggaagaaatg ataaaaagag ctgtatttgc gagagaattg 
ggagttccta tcgtaatgca tgactactta acagggggat tcaccgcaaa tactagcttg 
gctcattata gtcgggataa tggtctactt cttcacatcc atcgggcaat gcatgcagtt 
atcgatagac agaagaatca tggtatgcat tttcgtgtac tagctaaagc gttacgtttg 
tctggtggag atcatattca cgctggtact gtagtaggta aactggaagg ggaaagagaa 
atcactttag gttttgttga tttactacgt gatgattttt gtgtaaaaga tcgaagccgc 
ggtatttatt tcactcaaga ttgggtctct ctaccgggtg ttctgcccgt tgcttcggga 
ggtattcacg tttggcatat gcccgctctg accgagatct ttggagatga ttccgtacta 
caatttggtg gaggaacttt gggacaccct tggggaaatg cacccggtgc cgtagctaat 
cgagtagctc tagaagcatg tgtacaagct cgtaatgagg gacgtgatct tgctcgtgag 
ggtaatgaaa ttatccgtga ggctagcaaa tggagtcctg aattagctgc tgcttgtgaa 
gtatggaagg aaatcaaatt tgaattccca gcaatggata ctttgtaa 

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn.  

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Srichomphu 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

note   Tamarindus indica Linn. chloroplast rbcL gene for ribulose 1,5- 

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-SP/P5 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-SP/P5 

Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

Location   1..1428
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product   the large subunit of ribulose 1,5- bisphosphate carboxylase/  

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

translation: 
 
MSPQTETKASVGFKAGVKDYKLTYYTPDYETKDTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAE 
SSTGTWTTVWTDGLTSLDRYKGRCYHIEPVAGEENQFIAYVAYPLDLFEEGSVTNMFTSI 
VGNVFGFKALRALRLEDLRIPTSYIKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGL 
SAKNYGRAVYECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLFCAEAIYKAQAETGEIKGHYL 
NATAGTWEEMIKRAVFARELGVPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYSRDNGLLLHIHRAMHAV 
IDRQKNHGMHFRVLAKALRLSGGDHIHAGTVVGKLEGEREITLGFVDLLRDDFCVKDRSR 
GIYFTQDWVSLPGVLPVASGGIHVWHMPALTEIFGDDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVAN 
RVALEACVQARNEGRDLAREGNEIIREASKWSPELAAACEVWKEIKFEFPAMDTL 
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1.2 มะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ (PCUTI-K/P) 

1.1.1 มะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ ตนที่ 1, 2, 4 และ 5 (PCUTI-K/P1, PCUTI-K/P2, PCUTI-

K/P4 และ PCUTI-K/P5) 

EntryID:    20080205120823.03471 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

author(s):   Suchada Sukrong, Patipanee Khanthapok, Sunanta Pongsamart 
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[Sequence] 

length:    1428 bp 

Sequence: 
atgtcaccac aaacagagac taaagcaagt gttgggttca aagctggtgt taaagattat 
aaattgactt attatactcc tgactatgaa accaaggata ctgatatctt ggcagcattc 
cgagtaactc ctcaacctgg agttccgccc gaagaagcag gtgccgcagt agctgctgaa 
tcttctactg gtacatggac aactgtgtgg accgacgggc ttaccagcct tgatcgttac 
aaaggacgat gctaccacat cgagcccgtt gctggagaag aaaatcaatt tattgcttat 
gtagcttacc ccttagacct ttttgaagaa ggttctgtta ctaacatgtt tacttccatt 
gtgggtaatg tctttgggtt caaggccctg cgcgctctac gtctggagga tttgcgaatc 
cctacttctt atattaaaac tttccagggt ccgcctcacg gtatccaagt tgagagagat 
aaattgaaca agtatggccg tcccctattg ggatgtacta ttaaacctaa attggggtta 
tccgctaaga attacggtag agcggtttat gaatgtctcc gcggtggact tgattttacc 
aaagatgatg agaacgtgaa ttcccaacca tttatgcgtt ggagagaccg tttcttattt 
tgtgccgaag caatttataa agcacaggcc gaaacgggtg aaattaaagg gcattacttg 
aatgctactg cgggtacatg ggaagaaatg ataaaaagag ctgtatttgc gagagaattg 
ggagttccta tcgtaatgca tgactactta acagggggat tcaccgcaaa tactagcttg 
gctcattatt gtcgggataa tggtctactt cttcacatcc atcgtgcaat gcatgcagtt 
atcgatagac agaagaatca tggtatgcat tttcgtgtac tagctaaagc gttacgtttg 
tctggtggag atcatattca cgctggtact gtagtaggta aactggaagg ggaaagagaa 
atcactttag gttttgttga tttactacgt gatgatttta ttgaaaaaga tcgaagccgc 
ggtatttatt tcactcaaga ttgggtctct ctaccgggtg ttctgcccgt tgcttcggga 
ggtattcacg tttggcatat gcccgctctg accgagatct ttggagatga ttccgtacta 
caatttggtg gaggaacttt gggacaccct tggggaaatg cacccggtgc cgtagctaat 
cgagtagctc tagaagcatg tgtacaagct cgtaatgagg gacgtgatct tgctcgtgag 
ggtaatgaaa ttatccgtga ggctagcaaa tggagtcctg aattagctgc tgcttgtgaa 
gtatggaagg aaatcaaatt tgaattccca gcaatggata ctttgtaa 

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. cultivar Khanti 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Khanti 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

note   Tamarindus indica Linn. chloroplast rbcL gene for ribulose 1,5-  

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-K/P1 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-K/P1 
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Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

Location   1..1428 

product   the large subunit of ribulose 1,5- bisphosphate carboxylase/ 

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

translation: 

MSPQTETKASVGFKAGVKDYKLTYYTPDYETKDTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAE 
SSTGTWTTVWTDGLTSLDRYKGRCYHIEPVAGEENQFIAYVAYPLDLFEEGSVTNMFTSI 
VGNVFGFKALRALRLEDLRIPTSYIKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGL 
SAKNYGRAVYECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLFCAEAIYKAQAETGEIKGHYL 
NATAGTWEEMIKRAVFARELGVPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYCRDNGLLLHIHRAMHAV 
IDRQKNHGMHFRVLAKALRLSGGDHIHAGTVVGKLEGEREITLGFVDLLRDDFIEKDRSR 
GIYFTQDWVSLPGVLPVASGGIHVWHMPALTEIFGDDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVAN 
RVALEACVQARNEGRDLAREGNEIIREASKWSPELAAACEVWKEIKFEFPAMDTL 
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1.1.2 มะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ ตนที ่3 (PCUTI-K/P3) 

EntryID:    20080205121357.37979 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

author(s):   Suchada Sukrong, Patipanee Khanthapok, Sunanta Pongsamart 

[Sequence] 

length:    1428 bp 
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Sequence: 
atgtcaccac aaacagagac taaagcaagt gttgggttca aagctggtgt taaagattat 
aaattgactt attatactcc tgactatgaa accaaggata ctgatatctt ggcagcattc 
cgagtaactc ctcaacctgg agttccgccc gaagaagcag gtgccgcagt agctgctgaa 
tcttctactg gtacatggac aactgtgtgg accgacgggc ttaccagcct tgatcgttac 
aaaggacgat gctaccacat cgagcccgtt gctggagaag aaaatcaatt tattgcttat 
gtagcttacc ccttagacct ttttgaagaa ggttctgtta ctaacatgtt tacttccatt 
gtgggtaatg tctttgggtt caaggccctg cgcgctctac gtctggagga tttgcgaatc 
cctacttctt atattaaaac tttccagggt ccgcctcacg gtatccaagt tgagagagat 
aaattgaaca agtatggccg tcccctattg ggatgtacta ttaaacctaa attggggtta 
tccgctaaga attacggtag agcggtttat gaatgtctcc gcggtggact tgattttacc 
aaagatgatg agaacgtgaa ttcccaacca tttatgcgtt ggagagaccg tttcttattt 
tgtgccgaag caatttataa agcacaggcc gaaacaggtg aaatcaaagg gcattacttg 
aatgctactg cgggtacatg ggaagaaatg ataaaaagag ctgtatttgc gagagaattg 
ggagttccta tcgtaatgca tgactactta acagggggat tcaccgcaaa tactagcttg 
gctcattatt gtcgggataa tggtctactt cttcacatcc atcgtgcaat gcatgcagtt 
atcgatagac agaagaatca tggtatgcat tttcgtgtac tagctaaagc gttacgtttg 
tctggtggag atcatattca cgctggtact gtagtaggta aactggaagg ggaaagagaa 
atcactttag gttttgttga tttactacgt gatgatttta ttgaaaaaga tcgaagccgc 
ggtatttatt tcactcaaga ttgggtctct ctaccgggtg ttctgcccgt tgcttcggga 
ggtattcacg tttggcatat gcccgctctg accgagatct ttggagatga ttccgtacta 
caatttggtg gaggaacttt gggacaccct tggggaaatg cacccggtgc cgtagctaat 
cgagtagctc tagaagcatg tgtacaagct cgtaatgagg gacgtgatct tgctcgtgag 
ggtaatgaaa ttatccgtga ggctagcaaa tggagtcctg aattagctgc tgcttgtgaa 
gtatggaagg aaatcaaatt tgaattccca gcaatggata ctttgtaa 

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. cultivar Khanti 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Khanti 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

note   Tamarindus indica Linn. chloroplast rbcL gene for ribulose 1,5- 

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-K/P3 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-K/P3 

Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

Location   1..1428 
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product   the large subunit of ribulose 1,5- bisphosphate carboxylase/  

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

translation: 
 
MSPQTETKASVGFKAGVKDYKLTYYTPDYETKDTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAE 
SSTGTWTTVWTDGLTSLDRYKGRCYHIEPVAGEENQFIAYVAYPLDLFEEGSVTNMFTSI 
VGNVFGFKALRALRLEDLRIPTSYIKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGL 
SAKNYGRAVYECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLFCAEAIYKAQAETGEIKGHYL 
NATAGTWEEMIKRAVFARELGVPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYCRDNGLLLHIHRAMHAV 
IDRQKNHGMHFRVLAKALRLSGGDHIHAGTVVGKLEGEREITLGFVDLLRDDFIEKDRSR 
GIYFTQDWVSLPGVLPVASGGIHVWHMPALTEIFGDDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVAN 
RVALEACVQARNEGRDLAREGNEIIREASKWSPELAAACEVWKEIKFEFPAMDTL 
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1.3 มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ (PCUTI-PY/P) 

1.3.1 มะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ตนที ่3 (PCUTI-PY/P3) 

EntryID:    20080205121953.93960 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

author(s):   Suchada Sukrong, Patipanee Khanthapok, Sunanta Pongsamart 
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[Sequence] 

length:    1398 bp 

Sequence: 
cttgggttca aaagcggtgt taaagattat aaattgactt attatactcc tgactatgaa 
accaaggata ctgatatctt ggcagcattc cgagtaactc ctcaacctgg agttccgccc 
gaagaagcag gtgccgcagt agctgctgaa tcttctactg gtacatggac aactgtgtgg 
accgacgggc ttaccagcct tgatcgttac aaaggacgat gctaccacat cgagcccgtt 
gctggagaag aaaatcaatt tattgcttat gtagcttacc ccttagacct ttttgaagaa 
ggttctgtta ctaacatgtt tacttccatt gtgggtaatg tctttgggtt caaggccctg 
cgcgctctac gtctggagga tttgcgaatc cctacttctt atattaaaac tttccagggt 
ccgcctcacg gtatccaagt tgagagagat aaattgaaca agtatggccg tcccctattg 
ggatgtacta ttaaacctaa attggggtta tccgctaaga attacggtag agcggtttat 
gaatgtctcc gcggtggact tgattttacc aaagatgatg agaacgtgaa ttcccaacca 
tttatgcgtt ggagagaccg tttcttattt tgtgccgaag caatttataa agcacaggcc 
gaaacgggtg aaattaaagg gcattacttg aatgctactg cgggtacatg ggaagaaatg 
ataaaaagag ctgtatttgc gagagaattg ggagttccta tcgtaatgca tgactactta 
acagggggat tcaccgcaaa tactagcttg gctcattatt gtcgggataa tggtctactt 
cttcacatcc atcgtgcaat gcatgcagtt atcgatagac agaagaatca tggtatgcat 
tttcgtgtac tagctaaagc gttacgtttg tctggtggag atcatattca cgctggtact 
gtagtaggta aactggaagg ggaaagagaa atcactttag gttttgttga tttactacgt 
gatgatttta ttgaaaaaga tcgaagccgc ggtatttatt tcactcaaga ttgggtctct 
ctaccgggtg ttctgcccgt tgcttcggga ggtattcacg tttggcatat gcccgctctg 
accgagatct ttggagatga ttccgtacta caatttggtg gaggaacttt gggacaccct 
tggggaaatg cacccggtgc cgtagctaat cgagtagctc tagaagcatg tgtacaagct 
cgtaatgagg gacgtgatct tgctcgtgag ggtaatgaaa ttatccgtga ggctagcaaa 
tggagtcctg aattagctgc tgcttgtgaa gtatggaagg aaatcaaatt tgaattccca 
gcaatggata ctttgtaa 

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. Cultivar Priao-yak 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Priao-yak 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

note   Tamarindus indica Linn. chloroplast rbcL gene for ribulose 1,5- 

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-PY/P3 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-PY/P3 

Genetic code   11 
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[CDS Feature No.1] 

Location   1..1398 

product   the large subunit of ribulose 1,5- bisphosphate carboxylase/  

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

translation: 
 
LGFKSGVKDYKLTYYTPDYETKDTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTWTTVW 
TDGLTSLDRYKGRCYHIEPVAGEENQFIAYVAYPLDLFEEGSVTNMFTSIVGNVFGFKAL 
RALRLEDLRIPTSYIKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY 
ECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLFCAEAIYKAQAETGEIKGHYLNATAGTWEEM 
IKRAVFARELGVPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYCRDNGLLLHIHRAMHAVIDRQKNHGMH 
FRVLAKALRLSGGDHIHAGTVVGKLEGEREITLGFVDLLRDDFIEKDRSRGIYFTQDWVS 
LPGVLPVASGGIHVWHMPALTEIFGDDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVANRVALEACVQA 
RNEGRDLAREGNEIIREASKWSPELAAACEVWKEIKFEFPAMDTL 
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1.3.2 มะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ตนที ่4 (PCUTI-PY/P4) 

EntryID:    20080205123311.91906 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

author(s):   Suchada Sukrong, Patipanee Khanthapok, Sunanta Pongsamart 

[Sequence] 

length:    1398 bp 
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Sequence: 
cttgggttca aaagcggtgt taaagattat aaattgactt attatactcc tgactatgaa 
accaaggata ctgatatctt ggcagcattc cgagtaactc ctcaacctgg agttccgccc 
gaagaagcag gtgccgcagt agctgctgaa tcttctactg gtacatggac aactgtgtgg 
accgacgggc ttaccagcct tgatcgttac aaaggacgat gctaccacat cgagcccgtt 
gctggagaag aaaatcaatt tattgcttat gtagcttacc ccttagacct ttttgaagaa 
ggttctgtta ctaacatgtt tacttccatt gtgggtaatg tctttgggtt caaggccctg 
cgcgctctac gtctggagga tttgcgaatc cctacttctt atattaaaac tttccagggt 
ccgcctcacg gtatccaagt tgagagagat aaattgaaca agtatggccg tcccctattg 
ggatgtacta ttaaacctaa attggggtta tccgctaaga attacggtag agcggtttat 
gaatgtctcc gcggtggact tgattttacc aaagatgatg agaacgtgaa ttcccaacca 
tttatgcgtt ggagagaccg tttcttattt tgtgccgaag caatttataa agcacaggcc 
gaaacgggtg aaattaaagg gcattacttg aatgctactg cgggttcatg ggaagaaatg 
ataaaaagag ctgtatttgc gagagaattg ggagttccta tcgtaatgca tgactactta 
acagggggat tcaccgcaaa tactagcttg gctcattatt gtcgggataa tggtctactt 
cttcacatcc atcgtgcaat gcatgcagtt atcgatagac agaagaatca tggtatgcat 
tttcgtgtac tagctaaagc gttccgtttg tctcgtggag atcatattca cgctggtact 
gtagtaggta aactggaagg ggaaagagaa atcactttag gttttgttga tttactacgt 
gatgatttta ttgaaaaaga tcgaagccgc ggtatttatt tcactcaaga ttgggtctct 
ctaccgggtg ttctgcccgt tgcttcggga ggtattcacg tttggcatat gcccgctctg 
accgagatct ttggagatga ttccgtacta caatttggtg gaggaacttt gggacaccct 
tggggaaatg cacccggtgc cgtagctaat cgagtagctc tagaagcatg tgtacaagct 
cgtaatgagg gacgtgatct tgctcgtgag ggtaatgaaa ttatccgtga ggctagcaaa 
tggagtcctg aattagctgc tgcttgtgaa gtatggaagg aaatcaaatt tgaattccca 
gcaatggata ctttgtaa 

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. Cultivar Priao-yak 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Priao-yak 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

note   Tamarindus indica Linn. chloroplast rbcL gene for ribulose 1,5- 

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-PY/P4 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-PY/P4 

Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

Location   1..1398
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product   the large subunit of ribulose 1,5- bisphosphate carboxylase/ 

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

translation: 
 
LGFKSGVKDYKLTYYTPDYETKDTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTWTTVW 
TDGLTSLDRYKGRCYHIEPVAGEENQFIAYVAYPLDLFEEGSVTNMFTSIVGNVFGFKAL 
RALRLEDLRIPTSYIKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY 
ECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLFCAEAIYKAQAETGEIKGHYLNATAGSWEEM 
IKRAVFARELGVPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYCRDNGLLLHIHRAMHAVIDRQKNHGMH 
FRVLAKAFRLSRGDHIHAGTVVGKLEGEREITLGFVDLLRDDFIEKDRSRGIYFTQDWVS 
LPGVLPVASGGIHVWHMPALTEIFGDDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVANRVALEACVQA 
RNEGRDLAREGNEIIREASKWSPELAAACEVWKEIKFEFPAMDTL 
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1.3.3 มะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ตนที ่5 (PCUTI-PY/P5) 

EntryID:    20080205123831.11234 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

author(s):   Suchada Sukrong, Patipanee Khanthapok, Sunanta Pongsamart 

[Sequence] 

length:    1398 bp 
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Sequence: 
cttgggttca aaagcggtgt taaagattat aaattgactt attatactcc tgactatgaa 
accaaggata ctgatatctt ggcagcattc cgagtaactc ctcaacctgg agttccgccc 
gaagaagcag gtgccgcagt agctgctgaa tcttctactg gtacatggac aactgtgtgg 
accgacgggc ttaccagcct tgatcgttac aaaggacgat gctaccacat cgagcccgtt 
gctggagaag aaaatcaatt tattgcttat gtagcttacc ccttagacct ttttgaagaa 
ggttctgtta ctaacatgtt tacttccatt gtgggtaatg tctttgggtt caaggccctg 
cgcgctctac gtctggagga tttgcgaatc cctacttctt atattaaaac tttccagggt 
ccgcctcacg gtatccaagt tgagagagat aaattgaaca agtatggccg tcccctattg 
ggatgtacta ttaaacctaa attggggtta tccgctaaga attacggtag agcggtttat 
gaatgtctcc gcggtggact tgattttacc aaagatgatg agaacgtgaa ttcccaacca 
tttatgcgtt ggagagaccg tttcttattt tgtgccgaag caatttataa agcacaggcc 
gaaacgggtg aaattaaagg gcattacttg aatgctactg cgggttcatg ggaagaaatg 
ataaaaagag ctgtatttgc gagagaattg ggagttccta tcgtaatgca tgactactta 
acagggggat tcaccgcaaa tactagcttg gctcattatt gtcgggataa tggtctactt 
cttcacatcc atcgtgcaat gcatgcagtt atcgatagac agaagaatca tggtatgcat 
tttcgtgtac tagctaaagc gttacgtttg tctggtggag atcatattca cgctggtact 
gtagtaggta aactggaagg ggaaagagaa atcactttag gttttgttga tttactacgt 
gatgatttta ttgaaaaaga tcgaagccgc ggtatttatt tcactcaaga ttgggtctct 
ctaccgggtg ttctgcccgt tgcttcggga ggtattcacg tttggcatat gcccgctctg 
accgagatct ttggagatga ttccgtacta caatttggtg gaggaacttt gggacaccct 
tggggaaatg cacccggtgc cgtagctaat cgagtagctc tagaagcatg tgtacaagct 
cgtaatgagg gacgtgatct tgctcgtgag ggtaatgaaa ttatccgtga ggctagcaaa 
tggagtcctg aattagctgc tgcttgtgaa gtatggaagg aaatcaaatt tgaattccca 
gcaatggata ctttgtaa 

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. Cultivar Priao-yak 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Priao-yak 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

note   Tamarindus indica Linn. chloroplast rbcL gene for ribulose 1,5- 

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-PY/P5 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-PY/P5 

Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

Location   1..1398 
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product   the large subunit of ribulose 1,5- bisphosphate carboxylase/ 

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

translation: 
 
LGFKSGVKDYKLTYYTPDYETKDTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTWTTVW 
TDGLTSLDRYKGRCYHIEPVAGEENQFIAYVAYPLDLFEEGSVTNMFTSIVGNVFGFKAL 
RALRLEDLRIPTSYIKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY 
ECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLFCAEAIYKAQAETGEIKGHYLNATAGSWEEM 
IKRAVFARELGVPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYCRDNGLLLHIHRAMHAVIDRQKNHGMH 
FRVLAKALRLSGGDHIHAGTVVGKLEGEREITLGFVDLLRDDFIEKDRSRGIYFTQDWVS 
LPGVLPVASGGIHVWHMPALTEIFGDDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVANRVALEACVQA 
RNEGRDLAREGNEIIREASKWSPELAAACEVWKEIKFEFPAMDTL 
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2. ขอมลูการลงทะเบยีนลําดับนิวคลีโอไทดของ 18S rDNA, ITS-1, 5.8S rDNA, ITS-2 
และ 26S rDNA ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขนัตี’และมะขามชนิดเปรีย้ว 
‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ที่ใชในการทดลองจากจังหวดัเพชรบูรณผานทางฐานขอมูล DNA 
Data Bank of Japan (DDBJ/EMBL/GenBank) 

ตารางที่ 32 Accession no. ของลําดับนิวคลีโอไทดของของ 18S rDNA, ITS1, 5.8S rDNA, 

ITS2 และ 26S rDNA ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ที่ใชในการทดลองจากจังหวดัเพชรบูรณใน

ฐานขอมูล DNA Data Bank of Japan (DDBJ/EMBL/GenBank) 

 

 

 

Scientific name Cultivar Voucher no. Size in bp Genbank 
accession no. 

T. indica L. ‘Srichomphu’ 

(‘ศรีชมภู’) 

PCUTI-SP/P2 775 AB378733 

T. indica L. ‘Khanti’  

(‘ขันตี’) 

PCUTI-K/P4 

 

730 AB378734 

T. indica L. ‘Priao-yak’ 

‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

PCUTI-PY/P5 

 

773 AB378735 
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2.1 มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 2 (PCUTI-SP/P2) 

EntryID:    20080127235249.69005 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

author(s):   Suchada Sukrong, Patipanee Khanthapok, Sunanta Pongsamart 

[Sequence] 

length:    775 bp 
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Sequence:  
gagaagtccc ctgaacctta tcatttagag gaaggagaag tcgtaacaag gtttccgtag 
gtgaacctgc ggaaggatca ttgtcgatac cttacacaaa cagcacgacc ggtgaacttg 
ttcttttgtc aaactagacg gaggcacacg gcgttcgtcg ccatgggcct cccgtgctgg 
gatacaacgc ggggctagcc agtcccgttg tttctcccgg cataaaaacg aacccccggc 
gttgaacgcg ccaaggaaca caactacatg acgttctctt gtcgtcccgg agacggtgca 
tcggcaatga gcaacgcaaa atttgtatcc ataacgactc tcggcaacgg atatctcggc 
tctcgcatcg atgaagaacg tagcgaaatg cgatacttgg tgtgaattgc agaatcccgt 
gaaccatcga gtctttgaac gcaagttgcg cccgaggtca ttaggccaag ggcacgtctg 
gctgggtgtc acacaacgtt gccccaaccc caacgcctgt cacacggcga tgggcacggg 
gcggacgatg gcttcccgtg agcatggcct cgcggatggc cgaaataaga gttcgcggtg 
tggcgagcac cacggcgcac ggtagttgag taacactcga gcccagtcgt gcgtgctcca 
tccctccgtg acgaactccg ggatcctatc gcgtccagtg acgcttctaa cgcgacctca 
gctcaggcgg ggccacccgc tgagtttaag catatattta aagccgggag gaaaa 

Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. cultivar Srichomphu 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun province 

cultivar   Srichomphu 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

note  Tamarindus indica Linn. 18S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 

gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; 

and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence, specimen 

voucher PCUTI-SP/P2 

specimen_voucher  PCUTI-SP/P2 

Genetic code   11 

[Other Feature No.1 (rRNA)] 

Location   <1..83 

product   18S rRNA 

[Other Feature No.2 (rRNA)] 

Location   331..494 

product   5.8S rRNA 
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[Other Feature No.3 (rRNA)] 

Location   711..>775 

product   26S rRNA 

[Other Feature No.4 (misc_RNA)] 

Location   84..330 

note  internal transcribed spacer 1 

[Other Feature No.5 (misc_RNA)] 

Location  4 95..710 

note  internal transcribed spacer 2 
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2.2 มะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ ตนที่ 4 (PCUTI-K/P4) 

EntryID:    20080205125707.27372 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

author(s):   Suchada Sukrong, Patipanee Khanthapok, Sunanta Pongsamart 

[Sequence] 

length:    730 bp 
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Sequence:  
tatcatttag aggaaggaga agtcgtaaca aggtttccgt aggtgaacct gcggaaggat 
cattgtcgat accttacaca aacagcacga ccggtgaact tgttcttttg tcaaactaga 
cggaggcaca cggcgttcgt cgccatgggc ctcccgtgct gggatacaac gcggggctag 
ccagtcccgt tgtttctccc ggcataaaaa cgaacccccg gcgttgaacg cgccaaggaa 
cacaactaca tgacgttctc ttgtcgtccc ggagacggtg catcggcaat gagcaacgca 
aaatttgtat ccataacgac tctcggcaac ggatatctcg gctctcgcat cgatgaagaa 
cgtagcgaaa tgcgatactt ggtgtgaatt gcagaatccc gtgaaccatc gagtctttga 
acgcaagttg cgcccgaggt cattaggcca agggcacgtc tggctgggtg tcacacaacg 
ttgccccaac cccaacgcct gtcacacggc gatgggcacg gggcggacga tggcttcccg 
tgagcatggc ctcgcggatg gccgaaataa gagttcgcgg tgtggcgagc accacggcgc 
acggtagttg agtaacactc gagcccagtc gtgcgtgctc catccctccg tgacgaactc 
cgggatccta tcgcgtccag tgacgcttct aacgcgacct cagctcaggc ggggccaccc 
gctgagttta  

Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. cultivar Khanti 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun province 

cultivar   Khanti 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

note  Tamarindus indica Linn. 18S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 

gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; 

and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence, specimen 

voucher PCUTI-K/P4 

specimen_voucher  PCUTI-K/P4 

Genetic code   11 

[Other Feature No.1 (rRNA)] 

Location   <1..65 

product   18S rRNA 

[Other Feature No.2 (rRNA)] 

Location   313..476 

product   5.8S rRNA 
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[Other Feature No.3 (rRNA)] 

Location   693..>730 

product   26S rRNA 

[Other Feature No.4 (misc_RNA)] 

Location   66..312 

note  internal transcribed spacer 1 

[Other Feature No.5 (misc_RNA)] 

Location  4 477..692 

note  internal transcribed spacer 2 
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2.3 มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 5 (PCUTI-PY/P5) 

EntryID:    20080205130815.95350 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

author(s):   Suchada Sukrong, Patipanee Khanthapok, Sunanta Pongsamart 

[Sequence] 

length:    773 bp 
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Sequence:  
ggaaagtccc ccttacctta tcatttagag gaaggagaag tcgtaacaag gtttccgtag 
gtgaacctgc ggaaggatca ttgtcgatac cttacacaaa cagcacgacc ggtgaacttg 
ttcttttgtc aaactagacg gaggcacacg gcgttcgtcg ccatgggcct cccgtgctgg 
gatacaacgc ggggctagcc agtcccgttg tttctcccgg cataaaaacg aacccccggc 
gttgaacgcg ccaaggaaca caactacatg acgttctctt gtcgtcccgg agacggtgca 
tcggcaatga gcaacgcaaa atttgtatcc ataacgactc tcggcaacgg atatctcggc 
tctcgcatcg atgaagaacg tagcgaaatg cgatacttgg tgtgaattgc agaatcccgt 
gaaccatcga gtctttgaac gcaagttgcg cccgaggtca ttaggccaag ggcacgtctg 
gctgggtgtc acacaacgtt gccccaaccc caacgcctgt cacacggcga tgggcacggg 
gcggacgatg gcttcccgtg agcatggcct cgcggatggc cgaaataaga gttcgcggtg 
tggcgagcac cacggcgcac ggtagttgag taacactcga gcccagtcgt gcgtgctcca 
tccctccgtg acgaactccg ggatcctatc gcgtccagtg acgcttctaa cgcgacctca 
gctcaggcgg ggccacccgc tgagtttaag catatcaaaa aaagggggaa gaa 

Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. cultivar Priao-yak 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun province 

cultivar   Priao-yak 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

note  Tamarindus indica Linn. 18S ribosomal RNA gene, partial 

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 

gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; 

and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence, specimen 

voucher PCUTI-PY/P5 

specimen_voucher  PCUTI-PY/P5 

Genetic code   11 

[Other Feature No.1 (rRNA)] 

Location   <1..83 

product   18S rRNA 

[Other Feature No.2 (rRNA)] 

Location   331..494 

product   5.8S rRNA 
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[Other Feature No.3 (rRNA)] 

Location   711..>773 

product   26S rRNA 

[Other Feature No.4 (misc_RNA)] 

Location   84..330 

note  internal transcribed spacer 1 

[Other Feature No.5 (misc_RNA)] 

Location  4 495..710 

note  internal transcribed spacer 2 
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ภาคผนวก ซ 

ลายพิมพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลกู ’ศรีชมภ’ู ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ที่ไดจาก
การเพิม่ปริมาณ   ดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่47 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร SD-03   เมื่อ

แยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7: Phyllanthus urinaria (out group) 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 

M       1       2       3       4       M       5        6      M      7 
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ภาพที ่48 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร SO-10   เมื่อ

แยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 

 M       1       2       3       4       M        5       6      M      7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่49 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร SO-16   เมื่อ

แยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

M      1       2       3       4      M      5       6       M       7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่50 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-02   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 M      1        2       3       4       M       5       6       M      7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่51 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-03   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 

  M      1       2       3       4       M      5        6     M       7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่52 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-04   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

M      1       2       3       4       M      5       6       M       7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่53 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-09   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 

 M     1       2       3       4      M       5      6      M      7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่54 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-13   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 

M       1       2       3       4      M       5       6       M        7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่55 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-16   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

  M      1       2       3       4       M      5       6       M       7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่56 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-20   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 

M      1        2       3       4       M       5       6      M        7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาคผนวก ฌ 

ขอมูลแถบดีเอ็นเอ RAPD (RAPD profiles) ในรูป binary presence-absence data matrix ของมะขาม T. inica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภ’ู และ ‘ขันตี’ และ
มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากจังหวัดเพชรบูรณทีใ่ชในการทดลอง 

 

ตารางที่ 33 ขอมูลแถบดีเอ็นเอ RAPD (RAPD profiles) ในรูป binary presence-absence data matrix ของมะขาม T. inica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ 

และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากจงัหวัดเพชรบูรณที่ใชในการทดลอง 

 

Tamarind 
cultivars 

RAPD profiles 

‘Srichomphu’ 3 111110100000100000001000100000001000010100000100000110100000101010001000101000010101100000001000000000000 

‘Srichomphu’ 4 111110100000000100000100000100001000010000010100000110001001001000100000100000010101100100001000000000000 

‘Khanti’ 1 111100110100000100000100000100001100010000000100000110001001001000100000000000001100000100001001000000000 

‘Khanti’ 4 111100110100000100001000000100101100010000010100000110001000001000000000000100001100000000001000000010000 

‘Priao-yak’ 2 111110000010000010010000010000001000010000010100000110001000001100000000100000000100000100001000000000000 

‘Priao-yak’ 3 111110000010001000010000010001001001000010000100000110001000010000000000110000100101000000001000000100000 
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ตารางที่ 33 (ตอ) ขอมูลแถบดีเอ็นเอ RAPD (RAPD profiles) ในรูป binary presence-absence data matrix ของมะขาม T. inica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ 

‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยกัษ’ จากจังหวัดเพชรบรูณที่ใชในการทดลอง  

 

Tamarind 
cultivars 

RAPD profiles 

‘Srichomphu’ 3 000001000100000100000010000100001010100000010001000101010000101010001000010100010010000000000000010100101 

‘Srichomphu’ 4 100000000100100000000010000100000010000000000001001001010001101000000010000100010010010000000000010000000 

‘Khanti’ 1 000000001000000101000100001000100011000010000000000000100000101010100100000110010010010110011100110000100 

‘Khanti’ 4 000101010001000001000000101000100010001000001001010000100000101010100100000110010110010110101100010010100 

‘Priao-yak’ 2 101001000100001010001000100000000010001000000101100100001000101000100000010100010010010000000000010000000 

‘Priao-yak’ 3 100001000100000000100000110001000010000000100101000100100100101000100000010100010010010000000001110001000 
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ตารางที่ 33 (ตอ) ขอมูลแถบดีเอ็นเอ RAPD (RAPD profiles) ในรูป binary presence-absence data matrix ของมะขาม T. inica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ 

‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยกัษ’ จากจังหวัดเพชรบรูณที่ใชในการทดลอง  

 

Tamarind 
cultivars 

RAPD profiles 

‘Srichomphu’ 3 1101010000011010000001000000001000011010000000100000000000100000000001000000100100010100000100100000000 

‘Srichomphu’ 4 1100010000011010010010001000001000011000001000000001000001000100000001000000000100010000000000100000000 

‘Khanti’ 1 1110010000011000010000001000001000000000001000000001000101000000010000001000000000000000000000100000000 

‘Khanti’ 4 1100011010011000010000000000001001001000000001000010000101010000000010000000100100010100000000100000000 

‘Priao-yak’ 2 1100010000011000010000000100010100000100100000000000010000000001000000000000000100010100000000100000000 

‘Priao-yak’ 3 1100010000011000010000000101010100000100100100000000001000000000100000000000010100010001000000100000000 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวปฏิภาณี   ขันธโภค เกิดวนัที่ 21 มกราคม พ.ศ. 2525 ที่จงัหวดัพระนครศรีอยุธยา   

สําเร็จการศึกษาหลักสูตรวทิยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิศวกรรมศาสตรและ

เทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร วทิยาเขตพระราชวังสนามจนัทร เมื่อปการศึกษา 

2546 และเขาศึกษาตอหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ที่

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2547 

การเสนอผลงานวจิัย 

โปสเตอร 

 Chaipornpokin, W., Khanthapok, P., and Pongsamart, S. Determination of 

Organic Acids in Fresh Pulps of Thai Tamarind Cultivars by HPLC/UV. The 6th World 

Meeting on Pharmaceutics, Biopharmaceutics, and Pharmaceutical Technology. 

Barcelona, Spain, 2008. 

 Khanthapok, P., Bhusawang, P., and Pongsamart, S. Analysis of Organic Acids 

in Certain Tamarindus indica by Reversed- Phase High-Performance Liquid 

Chromatography (RP-HPLC). The International Workshop on Medicinal and Aromatic 

Plants. Chiang Mai, Thailand, 2007. 
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