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การศึกษาพันธุกรรมการถายทอดลักษณะปริมาณกรดไฟติกในเมล็ดถั่วเขียว 
 

Inheritance of Phytic Acid Content in Seed of Mungbean                                         

(Vigna radiata (L.) Wilczek) 
 

คํานํา 
 

 ภาวะทุพโภชนาการเปนปญหาที่สําคัญยิ่งตอการพัฒนาประเทศ การขาดธาตุเหล็กและ
สังกะสี เปนภาวะทุพโภชนาการหนึ่งที่พบไดในหลายประเทศทั่วโลก สาเหตุของการขาดธาตุ
ดังกลาวมีหลายประการ ไดแก (1) การมีธาตุเหล็กและสังกะสีปริมาณนอยในอาหาร (2) ไมสามารถ
รับประทานอาหารที่มีธาตุเหล็กและสังกะสีที่เพียงพอได เนื่องจากธาตุทั้งสองมีมากในเนื้อสัตวและ
เครื่องในสัตวที่มีราคาสูง และ (3) การไดรับธาตุอาหารทั้งสองเพียงพอ แตไมสามารถนําไปใชได
เพราะถูกขัดขวางการดูดซึม 
 

 กรดไฟติกเปนสารชนิดหนึ่งที่ขัดขวางการดูดซึมธาตุเหล็กและสังกะสีในสัตวกระเพาะ
เดี่ยว เชน มนุษย ทําใหไมสามารถนํากรดไฟติกมาสลายเปนธาตุฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนตอ
รางกายได  อีกทั้งการขับถายกรดไฟติกสูส่ิงแวดลอม ทําใหเกิดปญหามลภาวะทางน้ําเนื่องจาก
ฟอสฟอรัส หลายประเทศทั่วโลกจึงใหความสนใจกับปญหาดังกลาว กรดไฟติกพบไดในอาหาร
หลายชนิด โดยเฉพาะผลผลิตจากพืช เพราะพืชสะสมฟอสฟอรัสในรูปกรดไฟติกเปนสวนใหญพืช
ที่มีปริมาณกรดไฟติกมาก ไดแก ธัญพืชและพืชตระกูลถ่ัว ซ่ึงปจจุบันไดมีการศึกษาปริมาณ       

กรดไฟติกในอาหารที่ผานการปรุงในขั้นตอนตาง ๆ เพื่อหาเทคนิคการปรุงอาหารที่สามารถลด
ปริมาณกรดไฟติกลงได รวมทั้งมีการศึกษาการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของปริมาณ        

กรดไฟติกในธัญพืชตาง ๆ เชน ขาว ขาวโพด ขาวสาลี และขาวบารเลย เปนตน เพื่อนําขอมูลมาใช
ปรับปรุงพันธุพืชใหมีปริมาณกรดไฟติกที่เหมาะสมได 
 

 ถ่ัวเขียวเปนพืชชนิดหนึ่งที่มีคุณคาทางโภชนาการสูง และเปนพืชอาหารที่สําคัญของ
ประเทศที่กําลังพัฒนา ซ่ึงผลผลิตที่นิยมนํามารับประทานคือ เมล็ดและถั่วงอก ปจจุบันยังไมมีผู
ศึกษาการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของปริมาณกรดไฟติกในถั่วเขียว จึงสมควรศึกษา เพื่อใช
ประโยชนในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเขียวใหมีปริมาณกรดไฟติกที่เหมาะสมตอไป 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1. เพื่อหาแหลงพันธุกรรมเพื่อใชในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเขียวใหมีปริมาณกรดไฟติกใน
เมล็ดที่เหมาะสม  

 
2. เพื่อศึกษาพันธุกรรมการถายทอดลักษณะปริมาณกรดไฟติกในเมล็ดถ่ัวเขียว 
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การตรวจเอกสาร 
 

ภาวะทุพโภชนาการ (Malnutrition) 
 
 โภชนาการที่ดีมีความสําคัญยิ่งตอสุขภาพ แตในปจจุบัน การขาดสารอาหารยังคงเปน
ปญหาสําคัญ โดยมีสาเหตุตาง ๆ ไดแก ปริมาณแคลอรีและโปรตีนไมเพียงพอตอความตองการของ
รางกาย ขาดความรูเร่ืองโภชนาการทําใหพฤติกรรมการรับประทานอาหารไมเหมาะสม ขาดธาตุ
อาหารรอง เชน เหล็กและสังกะสี และการติดเชื้อ เปนตน 
 

 ภาวะโลหิตจางเนื่องจากการขาดธาตุเหล็ก (เหล็กเปนองคประกอบสําคัญของฮีโมโกลบิน
ซ่ึงเปนโปรตีนในเม็ดเลือดแดง) เปนปญหาที่มีผลกระทบตอประชากรของประเทศที่กําลังพัฒนา 
ซ่ึงรวมถึงประเทศไทยดวย ปจจุบันมีประชากรโลกประมาณ 3,000 ลานคนหรือเกือบครึ่งหนึ่งของ
ประชากรโลก กําลังขาดธาตุเหล็ก หากเกิดในสตรีมีครรภ จะทําใหอัตราการตายของแมและลูก
ระหวางคลอดสูง ถาเกิดในชวงแรกของการตั้งครรภ จะทําใหเสี่ยงตอการคลอดกอนกําหนด และ
ทารกมีน้ําหนักแรกคลอดต่ํา การขาดธาตุเหล็กในเด็กทารก ทําใหพัฒนาการทางสมองลดลง และ
เกิดผลเสียดานการเรียนรูอยางถาวร ในเด็กวัยเรียนทําใหประสิทธิภาพการเรียนต่ํา ขาดสมาธิ สวน
ในวัยทํางานทําใหประสิทธิภาพในการทํางานต่ํา 
 

 การขาดธาตุสังกะสีในประเทศไทยไมพบมาก แตประชาชนในประเทศกําลังพัฒนาซึ่ง
รับประทานเนื้อสัตวคอนขางนอย จะสงผลใหขาดธาตุสังกะสีไปพรอม ๆ กัน เนื่องจากแหลงของ
ธาตุอาหารโดยเฉพาะเหล็กและสังกะสี ของประชากรในเขตชนบทของประเทศกําลังพัฒนาไดรับ
จากพืชผักเปนสวนใหญ การขาดธาตุดังกลาว นอกจากทําใหรางกายแคระแกร็นแลว ยังทําให
ภูมิคุมกันตาง ๆ ของรางกายบกพรองไปดวย เนื่องจากสังกะสีมีบทบาทสําคัญในการสรางภูมิคุมกัน
แกรางกาย 
 

 โดยทั่วไปการขาดธาตุเหล็กและสังกะสี มีสาเหตุมาจากการไดรับธาตุทั้งสองจากอาหาร
ประจําวันไมเพียงพอ โดยเฉพาะในพื้นที่ชนบท เนื่องจากแหลงของธาตุเหล็กและสังกะสีที่ดีอยูใน
เนื้อสัตว ตับ และเลือด ซ่ึงมีราคาแพง นอกจากนี้ การดูดซึมธาตุเหล็กและสังกะสีจะดีขึ้นเมื่ออยูใน
โปรตีนที่มีคุณภาพดีและการดูดซึมไมถูกขัดขวางโดยสารบางชนิด เชน กรดไฟติก ที่สามารถจับกับ
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เหล็ก สังกะสี และโปรตีน (Oberleas and Prasad, 1969) เกิดเปนสารประกอบเชิงซอนที่ไมละลาย
น้ํา จึงไมสามารถถูกดูดซึมไปใชได 
 

 การควบคุมปองกันปญหาการขาดธาตุเหล็กและสังกะสี โดยทั่วไปทําได 4 วิธี คือ 
 

 1. ทําอาหารเสริมปองกันปญหาการขาดธาตุเหล็กและสังกะสี โดยอาจทําในรูปยาเม็ด 
 2. การเติมธาตุเหล็กและสังกะสีในอาหาร 
 3. ปรับปรุงพันธุพืชสําคัญใหมีธาตุเหล็กและสังกะสีสูง 
 4. ปองกันการขัดขวางการดูดซึมธาตุเหล็กและสังกะสี โดยลดปริมาณกรดไฟติกในอาหาร
ที่รับประทาน  
 

กรดไฟติก 
 

 เมล็ดพืชประกอบดวยสารชีวโมเลกุลและแรธาตุชนิดตาง ๆ ในปริมาณที่ตางกัน ขึ้นกับ
ชนิดของพืช ไดแก โปรตีน ไขมัน แปง น้ําตาล  วิตามิน โพแทสเซียม และฟอสฟอรัส เปนตน สาร
แตละชนิดตางก็มีความสําคัญตอกระบวนการตาง ๆ ของพืช ฟอสฟอรัสเปนหนึ่งในธาตุอาหารหลัก
ของพืชนอกเหนือจากไนโตรเจนและโพแทสเซียม  ฟอสฟอรัสชวยกระตุนการเจริญเติบโต 
พัฒนาการของราก การออกดอกและการสุกแกของผลผลิตของพืช (Anon., 2004a) ฟอสฟอรัสใน
เมล็ดพบในรูปของสารประกอบตาง ๆ ไดแก กรดไฟติก (phytic acid) สารประกอบฟอสฟอรัส    
อนินทรีย (inorganic phosphorus) ฟอสโฟลิปด ฟอสโฟโปรตีน และกรดนิวคลีอิก (Reddy et al., 
1978) แตพบฟอสฟอรัสในรูปของกรดไฟติกมากที่สุดถึงประมาณ 65-85 % ของปริมาณฟอสฟอรัส
ทั้งหมดในเมล็ดพืช (Coelho et al., 2002; Latta and Eskin,1980; Lott et al., 2000; Raboy and 
Dickinson, 1993) 
 
 กรดไฟติก หรือ ไฟเตท มีช่ือทางเคมีวา myo - inositol - 1, 2, 3, 4, 5, 6 - hexakisphosphate 
(InP6) (Dorsch et  al., 2003) หรือ myo - inositol - hexakis (dihydrogenphosphate) (Haug and 
Lantzsch, 1983) หรือ inositol hexaphosphate (InsP6) (Shamsuddin, 1999) หรือ inositol phosphate 
(Hatzack et al., 2001) หรือ inositol polyphosphate (Mayr, 1988) กรดไฟติกมีสูตรโมเลกุลเปน 
C6H24O27P6  เกิดจากปฏิกิริยาฟอสฟอริเลชัน (phosphorylation) ของ โมเลกุล myo - inositol (วงของ 
6 คารบอนอะตอมที่มีหมูฟงกชันเปนหมูไฮดรอกซิล 6 หมู) ดังภาพที่ 1 (Pathasathy and Eisenberg, 
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1990) จนไดเปนโมเลกุลของกรดไฟติกซึ่งมีสูตรโครงสรางดังภาพที่ 2 (Ozaki and Watanabe, 
1990) myo - inositol เปนอนุพันธของกลูโคส (Raboy, 2003) ซ่ึงมีสวนสําคัญยิ่งในกระบวนการ    
เมตาบอลิซึมของพืชดังภาพที่ 3 (Loewus and Murphy, 2000)  
 
 เมตาบอลิซึมของ myo - insitol ในพืช เร่ิมตนจาก D – glucose – 6 - P ซ่ึงเปน intermediate 

จาก glycolysis ถูกเปลี่ยนเปน Ins(3)P1  ดวย myo - inositol(3) P1 synthase (MIP) (Raboy, 2001) 
Ins(3)P1 ถูกกําจัดหมูฟอสเฟตออกดวย MI phosphatase ได myo-inositol ซ่ึงเปน cryoprotectant ใน 
ladybird beetles (Creatomegilla undecimnotata) ในพืชทนหนาวการขนสง myo - inositol ทาง 
โฟลเอม เปนการเพิ่มการขนสง Na+ ไปยังใบ และ Na+/MI symport  ยังชวยในการ uptake Na+ อีก
ดวย ปฏิกิริยาดังกลาวยังสามารถผันกลับไดดวย MI kinase ปฏิกิริยาออกซิเดชันของ myo -inositol 
ได     D - glucuronic acid ซ่ึงใชในการสังเคราะห uronosyl และ pentosyl unit ซ่ึงเปนหนวยยอยใน 
pectin hemicellulose และโครงสรางอื่นที่เกี่ยวของในผนังเซลลพืช ปฏิกิริยา esterification ของ 
myo-inositol ไดเอสเทอรของออกซิน หรือ IAA - MI (indole - 3 - acetic acid – myo - inositol)  

และ IAA - MI ที่ conjugate กับ galactosyl  และ arabinosyl myo - inositol เกิด conjugate กับ UDP - 
D - galactose ดวย galactinol synthase (GolS) ที่สกัดไดจากถั่วนิ้วนางแดง (Vigna umbellata) ได 
galactinol ซ่ึงเปนตัวให galactosyl ในการสราง raffinose และ galactopinitol ที่ทําหนาที่คง
โครงสรางของเซลลพืชในสภาวะขาดน้ํา และเปนแหลงของคารบอนในชวงแรกของกระบวนการ
งอก (Karner et al., 2004) ปฏิกิริยา isomerization และ methylation ของ myo - inositol ไดอนุพันธ
ตาง ๆ เชน O - methyl inositol, sequeoyitol, bornesitol, pinitol และ ononitol เปนตน ซ่ึงเปนสารที่
พืชสรางขึ้นเพื่อตอบสนองตอสภาวะที่ไมเหมาะสม การสังเคราะหกรดไฟติกและ phytic acid 
pyrophosphates เกิดที่ cisternal endoplasmic reticulum เร่ิมศึกษาใน duck weed (Spirodela 
polyrhiza) และ slime mold (Dictyostelium) ดังภาพที่ 4 จนในปจจุบันสามารถสรุปเปน pathway 
การสังเคราะหกรดไฟติกในพืชไดดังภาพที่ 6 สาร intermediate ตัวหนึ่งคือ phosphatidylinositol ซ่ึง
ใชใน signal transduction ของเซลลพืช 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 1 โครงสรางโมเลกุลของ myo-inositol            ภาพที่ 2 โครงสรางโมเลกุลของกรดไฟติก 
ที่มา: อรุณธรรม (2543)                                                  ที่มา:  อรุณธรรม (2543)                                                        
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ภาพที่ 3 เมตาบอลิซึมของ myo-inositol ในพืช 
ที่มา : Loewus and Murphy (2000) 
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ภาพที่ 4 การสังเคราะหกรดไฟติกใน duck weed (Spirodela polyrhiza) และ slime mold (Dictyostelium) 
ที่มา : Loewus and Murphy (2000) 

Spirodela polyrhyza 
Ins(3)P1          Ins(3,4)P2                    Ins(3,4,6)P3 
                       Ins(3,4,5,6)P4             Ins(1,3,4,5,6)P5 
                       InsP6 
Dictyostelium 
 Ins(3)P1          Ins(3,6)P2                    Ins(3,4,6)P3 
                        Ins(1,3,4,6)P4             Ins(1,3,4,5,6)P5 
                        InsP6 

 

ภาพที่ 5 isomeric inositols 
ที่มา : Loewus and Murphy (2000) 
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ภาพที่ 6 การสงัเคราะหกรดไฟติกในพืช 
ที่มา : Raboy (2003) 

ภาพที่ 5 การสงัเคราะหกรดไฟติกในพืช 

TRENDS in Plant Science 
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กรดไฟติกมี 9 isomer ดังภาพที่ 5 โดยมีทั้ง diasteriomer และ enantiomer แตที่พบในพืช
ไดแก myo-, scyllo-, muco-, neo-, D-chiro- และ L-chiro- ซ่ึง isomer ดังกลาวถูกสรางขึ้นจาก        
เมตาบอลิซึมของ myo - inositol โดยบาง isomer เกิดขึ้นอยางจําเพาะในบาง species เชน 1D-4-O-
methyl-chiro-inositol หรือ pinitol ในกระบวนการสราง stachyose ดวย stachyose synthase ซ่ึงสกัด
ไดจาก adzuki bean (Vigna angularis) 

 
 กรดไฟติกมี 2 conformation ที่ตางกันในรูปรางโมเลกุลและทิศทางตําแหนงของหมู
ฟอสเฟต ดังภาพที่ 7 โดย conformation  แบบ 1ax/5eq (มี ฟอสเฟต 1 หมูอยูในแนว axial และ 5 
หมูอยูในแนว equatorial) จะพบเมื่อกรดไฟติกอยูในสารละลายที่มี pH 1.0-9.0 สวน conformation  
แบบ 5ax/1eq (มี ฟอสเฟต 5 หมูอยูในแนว axial และ 1 หมูอยูในแนว equatorial) จะพบเมื่อ      
กรดไฟติกอยูในสารละลายที่มี pH มากกวา 9.5 แตถา pH อยูระหวาง 9.0 - 9.5 ซ่ึงเปนชวงของ pKa 
ของกรดไฟติก จะพบทั้งสอง conformation ในสมดุลไดนามิก แตถาระบบมี counter ion ขนาด
ใหญ เชน tetramethylammonium (TMA) และ tetrabutylammonium (TBA) จะพบกรดไฟติกใน 
conformation เดียว คือ แบบ 1ax/5eq เพราะเกิดสารเชิงซอนกับไอออนดังกลาวจนไมสามารถ
เปลี่ยน conformation (ring inversion)ได  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 7 phytic acid conformations 
ที่มา : Loewus and Murphy (2000) 

 
2 ax/1, 3, 4, 5, 6 eq            1, 3, 4, 5, 6 ax / 2eq      
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ภาพที่ 8 เกลือไฟเตท 

ที่มา : Kleyn (2006) 

 
โมเลกุลของกรดไฟติกมีสภาพขั้วสูงจึงสามารถละลายน้ําได มีคุณสมบัติเปนกรดออน 

สามารถแตกตัวใหไฮโดรเจนอะตอมหลุดออกมาจากหมูฟอสเฟตได 12 อะตอม (จากหมูฟอสเฟต 6 
หมู ที่มีไฮโดรเจนหมูละ 2 อะตอม) ทําใหเกิดประจุลบในโมเลกุล จึงจับกับประจุบวกไดดี เชน 
โพแทสเซียมไอออน (K+) แมกนีเซียมไอออน (Mg2+) แคลเซียมไอออน (Ca2+) แมงกานีสไอออน 
(Mn2+) สังกะสีไอออน (Zn2+) และ เหล็กไอออน (Fe2+ และ Fe3+) เปนตน โดยเฉพาะประจุบวกที่มี
สภาพไอออนหลายคา (polyvalent) จะถูกกรดไฟติกจับไดดีกวาประจุบวกที่มีสภาพไอออนคาเดียว 
(monovalent) (Lott et al., 2000) จึงทําใหกรดไฟติกเปนตัวจับประจุบวก (chelator) ที่ดี (Talamond 
et al., 2000) ดังภาพที่ 8 ไดเกลือไฟเตทที่ไมละลายน้ําที่ pH เปนกลางและเปนเบส ดังเชนในลําไส
คน และยอยสลายไดยาก ทําใหรางกายไมสามารถดูดซึมทั้งกรดไฟติกและธาตุที่ถูกกรดไฟติกจับไว
ไปใชประโยชนได(Makower, 1970) 
 

การควบคุมการสัง เคราะหกรดไฟติกในพืชเกิดได  2 ทาง  คือ  ทางแรก  เมื่อ เกิด 
photoassimilates มาก ๆ จะทําใหเกิดฟอสฟอรัสเคลื่อนยาย (translocate) ไปยังเมล็ด และสะสมใน
รูปกรดไฟติก และทางที่สอง คือ เกิด partition ของสารตั้งตนของการสังเคราะหกรดไฟติกในเมล็ด
ที่กําลังพัฒนา ทําใหสรางกรดไฟติกขึ้น (Coelho et al., 2002) กรดไฟติกจะสะสมในรูปของไฟติน 
(phytin) ซ่ึงเปนเกลือของ K+, Ca2+, Mg2+ และ Zn2+ โดยสะสมในรูปของ globoid ซ่ึงเปนกลุมของ
โมเลกุลที่มีความหนาแนนของอิเล็กตรอนสูง รวมตัวกันเปนอนุภาคกลม ๆ (electron dense sphere) 
กระจายอยูใน proteinaceous matrix ของ protein bodies ลักษณะเปนถุงที่มีเยื่อหุมชั้นเดียว 
(microvacuoles) ที่มีโครงสรางประกอบดวย H+-pyrophosphatase ขนาดและปริมาณของ globoid 
จะสัมพันธกับอัตราสวนของแมกนีเซียมและแคลเซียมตอโพแทสเซียมในเมล็ด จึงเชื่อวา ประจุบวก

 



 11 

เหลานี้จะเกิดเปน multivalent cation ที่จับกับประจุลบบนหมูฟอสเฟตบนโมเลกุลกรดไฟติก จึงเกิด
เปน globoid ที่เสถียรอยูได อยางไรก็ตาม globoid ไมไดเปนโครงสรางเดียวที่ใชสะสมกรดไฟติก 
(static storage structure) เพราะเมื่อประจุภายใน globoid เปลี่ยนแปลง จะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง
องคประกอบภายใน globoid ในระหวางการสรางเมล็ดและการเจริญเติบโตของตนกลาได ในระยะ
นี้ globoid ใน cotyledon cell จะเจริญเปน 4 เทาของเดิมในเมล็ดโดยวัดจากขนาดเสนผานศูนยกลาง 
(Lott et al., 2000)  นอกจากนี้ยังพบวา กระบวนการ chilling มีผลตอการเคลื่อนยายหมูฟอสเฟต
และการสะสมของกรดไฟติกในเมล็ดของ Prunnus cerasus (Vasilios et al., 2005) 
 

กรดไฟติกจะสะสมมากในเมล็ด และพบในปริมาณนอยในราก หัว ละอองเรณู (Bohn et 
al., 2004, Bryant et al., 2005, Dorsch et al., 2003, Ockenden et al., 2004, Raboy and Dickinson, 
1993 and Wilcox et al., 2000) และ ยอดและคอเกสรตัวเมีย (Jackson et al., 1983) ในเมล็ดของพืช
ใบเลี้ยงเดี่ยวจะพบกรดไฟติกสะสมอยูบริเวณ aleurone และ scutellum (Liu et al., 2005 and Lin et 
al., 2005)  สวนในเมล็ดของพืชใบเลี้ยงคูจะพบที่ endosperm และ cotyledon (Pederson et al., 2002 
and Bohn et al., 2004) กรดไฟติกจะถูกตัดหมูฟอสเฟตออกในระหวางการงอก (Kerovuo et al., 
2000 and Hegeman and Grabau, 2001) เชนเดียวกับสิ่งมีชีวิตอื่นที่สามารถยอยสลายกรดไฟติกได
ดวยเอนไซมไฟเตสดังภาพที่ 9 (Veum et al., 2002) ที่พบมากในวัว ควาย พืช (Oltman et al., 2004 
and Guttieri et al., 2004) และราบางชนิด เชน Aspergillus niger (Li et al., 1997) ซ่ึงใชสกัด
เอนไซมไฟเตสมาเติมในอาหารสัตว แตไมพบเอนไซมไฟเตสในสัตวกระเพาะเดี่ยวไดแก มนุษย 
สัตวปก และปลา เปนตน  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 9 การยอยสลายเกลือไฟเตทดวยเอนไซมไฟเตส 
ที่มา : Loewus and Murphy (2000) 
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 นอกจากกรดไฟติกจะเปนโมเลกุลที่ใชสะสมฟอสฟอรัสที่เปนประโยชนตอพืชแลว ยังมี
ประโยชนในระดับเซลล ไดแก 
 
 1. เปนสารที่เก็บสะสมพลังงาน เชนเดียวกับ ATP (Talamond et al., 2000) 
 2. เปนสารกระตุนใหเมล็ดพักตัว (Reddy et al., 1978) 
 3.อนุพันธของกรดไฟตกิชวยใน signal transduction ของฮอรโมน growth factor 
neurotransmitters (Xizhang, 2004) 
 
 4. ควบคุม Ca2+ ion channel ในเซลลคุมที่ปากใบ (Xu et al., 2005) 
 5. inositol pyrophosphate เชน InsP6, InsP7 และ InsP8  พบทั่วไปในเซลลยูคาริโอต ทํา
หนาที่เปนผูใหฟอสฟอรัสเพื่อสราง ATP จาก ADP (Raboy, 2001) 
 
 6. มีหนาที่ใน DNA double-strand break repair (Raboy, 2001) 
 7. มีหนาที่ชวยขนสง mRNA ออกจากนิวเคลียส (Raboy, 2001) 
 
 นอกจากนี้ยังมีประโยชนในแงอ่ืน ๆ อีก ไดแก 
 

1. เปนสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) (Coelho et al., 2002; Lott et al., 2000; 
Talamond et al., 2000) โดยพบวา เมื่อฉายรังสีแกมมาใหแกอาหาร เพื่อปองกันการเนาเสียของ
อาหารจากเชื้อจุลินทรียโดยไมทําลายคุณคาทางโภชนาการ จะทําใหกรดไฟติกมีความสามารถใน
การจับกับอนุมูลอิสระ โดยวัดจากคา ferric reducing/antioxidant power (FRAP) แตยังมีคา FRAP 
ที่ต่ํากวา วิตามินซี วิตามินอี และ BHA (butylated hydroxyl anisole) ซ่ึงเปนสารกันหืนที่ใชกัน
ทั่วไป แตจะยับยั้ง lipid oxidation ไดดีกวาสารกันหืนทั้งสามชนิดดังกลาว (Ahn et al., 2004)  

 
 2. เปนสารตานการอักเสบ (anti-inflamatory) (Talamond et al., 2000) 
 3. เปนสารตานมะเร็ง (anti-cancer) (Lott et al., 2000; Shamsuddin, 1999) เชน มะเร็งลําไส
ใหญ (Coelho et al., 2002) 
 
 4.ใชเปน displacer ในการทําใหบริสุทธิ์ แยกและหาปริมาณโปรตีนในสารผสมของ
โปรตีนดวย anion-exchange displacement chromatography (Luo and Andrade, 2000) 
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 แตเนื่องจากไมพบเอนไซมไฟเตสในมนุษยและสัตวกระเพาะเดี่ยว ดังนั้น เมื่อกรดไฟติก
เขาสูรางกายจึงไมสลายใหฟอสฟอรัส แตจะจับกับแรธาตุพวก สังกะสี แคลเซียม แมกนีเซียม เหล็ก 
และโปรตีน ที่บริเวณลําไสเล็ก เกิดเปนสารประกอบที่ไมละลายน้ํา ทําใหรางกายไมสามารถดูดซึม
ได จึงเปนปญหาทุพโภชนาการในปจจุบัน นอกจากนี้ เมื่อสัตวขับถายสารประกอบเชิงซอนนี้
ออกมา จะทําใหเกิดมลภาวะทางน้ํา ดังเชนในยุโรปและอเมริกา (Raboy, 2002 and Ertl et al., 1998) 
โดยพบวา ในแหลงน้ําธรรมชาติ หากมีการปนเปอนของฟอสฟอรัสในปริมาณสูง จะเปนปจจัย
สําคัญในการจํากัดการเจริญเติบโตของแพลงตอนกและสาหราย ทั้งยังทําใหปริมาณออกซิเจนในน้ํา
ต่ําลง เกิดน้ําเนาเสียได (Sugiura et al., 1999) 
 
 ดังนั้น กรดไฟติกจึงเปนสารที่ใหทั้งประโยชนและโทษ ทําใหมีการศึกษาการลดปริมาณ
กรดไฟติกใหเหลือปริมาณที่เหมาะสมในอาหารพวกธัญพืชตาง ๆ ไดแก ถ่ัวเหลือง ขาวโพด ขาว
สาลี ขาวบาเลย และถ่ัวเขียวผิวดํา (black gram) โดยใหฟอสฟอรัสสะสมในรูปอื่นแทน เพื่อแกไข
ปญหาทุพโภชนาการดังที่กลาวไวขางตน 
 

ถั่วเขียว (mungbean) 
 

ถ่ัวเขียวมีช่ือวิทยาศาสตรวา Vigna radiata (L.) Wilczek อยูในสกุล Vigna ซ่ึงมี 7 
subgenera พืชสกุลนี้มีถ่ินกําเนิดอยูใน 3 ทวีป ไดแก เอเชีย แอฟริกา และ อเมริกา โดย subgenus ที่มี
ความสําคัญที่สุด คือ Ceratotropis ซ่ึงประกอบดวย ถ่ัวเขียวผิวดํา หรือ blackgram (V. mungo)      
ถ่ัวนิ้วนางแดง หรือ rice bean (V. umbellata) adzuki bean (V. angularis) mothbean (V. 
aconitifollia) และ ถ่ัวเขียว หรือ mungbean (V. radiata) ซ่ึงเปนพืชไรที่สําคัญของประเทศที่กําลัง
พัฒนา มีอายุส้ัน ตองการน้ํานอย จึงสามารถเจริญเติบโตไดแมในที่แหงแลง  

 
ถ่ัวเขียวมีสารอาหารที่สําคัญ ดังนี้ (เพิ่มพูน, 2531) 
 
1. แปง ถ่ัวเขียวมีแปงเปนปริมาณสูงกวาถ่ัวชนิดอื่น ๆ จึงสามารถนําไปทําเปนแปงถ่ัวเขียว

ในอุตสาหกรรมได โดยทําเปนแปงผงสําหรับใชในอุตสาหกรรมอาหาร หรือใชทําขนม เชน สล่ิม 
สวนที่เปนแปงสดใชในอุตสาหกรรมวุนเสน ซ่ึงจะเปนวุนเสนชั้นดี เนื้อใส เสนมีความสม่ําเสมอ 
ไมเปอยยุยงาย แมจะแชน้ําไวนาน ๆ ก็ตาม 
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2. โปรตีน ถ่ัวเขียวใชเปนแหลงอาหารโปรตีนได ถามีการผลิตอาหารจากถั่วเขียวทั้งเมล็ด 
สามารถทําเปนอาหารเสริมโปรตีนตาง ๆ สําหรับคน หรือทําเปนอาหารสัตว อาหารโปรตีนเหลานี้
จะชวยแกภาวะทุพโภชนาการของประเทศกําลังพัฒนา นอกจากนี้ ในชนบทหรือทองถ่ินที่ขาด
แคลนอาหารประเภทเนื้อสัตว ก็สามารถรับประทานถั่วเขียวเปนอาหารเสริมทดแทนได 

 
3. วิตามินและแรธาตุตาง ๆ ไดแก วิตามินเอ วิตามินบี 1 วิตามินบี 2 วิตามินซี โพแทสเซียม 

โซเดียม แมกนีเซียม ฟอสฟอรัส เหล็ก และแคลเซียม 
 
นอกจากนี้ ถ่ัวเขียวยังเปนพืชตระกูลถ่ัวที่ใหความอุดมสมบูรณแกดิน เนื่องจากขบวนการ

ตรึงไนโตรเจน ซ่ึงเปนกิจกรรมของเชื้อไรโซเบียมกับพืชตระกูลถ่ัว ทําใหสามารถตรึงไนโตรเจน
จากอากาศมาแปรสภาพเปนสารประกอบไนโตรเจนที่พืชนําไปใชประโยชนได และเมื่อสวนตาง ๆ 
ของตนถ่ัวอันไดแก ราก ลําตน ใบ และฝก เนาเปอยในดิน จะทําใหมีปริมาณไนโตรเจนอินทรียวัตถุ
สูงขึ้น เปนประโยชนตอพืชที่ปลูกรวมหรือพืชที่ปลูกตามหลัง (เพิ่มพูน, 2531)  

 
ถ่ัวเขียวที่ปลูกกันในปจจุบันนี้ เชื่อวามีถ่ินกําเนิดในประเทศพมาและอินเดีย ตอมาจึง

แพรกระจายไปยังทวีปตาง ๆ ของโลก สําหรับประวัติที่มาของถั่วเขียวในประเทศไทย ยังไมมีผูใด
ทราบวาเริ่มปลูกตั้งแตเมื่อใด แตมีบันทึกการปลูกถ่ัวเขียวในประเทศไทยเทาที่มีหลักฐานเกาแก
ที่สุดในป พ.ศ. 2480 วา ขุนเพงจีนานุเคราะหไดเขียนถึงการทําไรถ่ัวเขียวในจังหวัดสวรรคโลก 
(จังหวัดสุโขทัยในปจจุบัน) ตอมาราวป พ.ศ. 2503 ไดมีการคัดเลือกพันธุถ่ัวเขียวข้ึนเปนครั้งแรก
จํานวน 4 พันธุ ที่สถานีกสิกรรมศรีสําโรง พบวา ใหผลผลิตสูงถึง 132 กก./ไร เมื่อถึงป พ.ศ. 2512 
กรมกสิกรรมไดเร่ิมรวบรวมพันธุถ่ัวเขียวจํานวน 12 พันธุ ปลูกศึกษาที่สถานีกสิกรรมแมโจ และ
บานใหมสําโรง ปรากฎวา มี 2 พันธุที่ใหผลผลิตสูง ป 2514 มีการศึกษาพันธุ M-7-A ที่สถานีกสิกร
รมอูทอง พบวา ใหผลผลิตสูงสม่ําเสมอ จึงตั้งเปนพันธุอูทอง 1 กลายเปนพันธุสงเสริมในป 2519 
ตอมาป พ.ศ. 2528 ไดมีรายงานผลทดสอบเสถียรภาพของถ่ัวเขียวหลายพันธุ ซ่ึงทดสอบที่
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร กําแพงแสน และสถานีวิจัยสุวรรณวาจกกสิกิจ จนพบ 2 พันธุที่ใหผล
ผลิตสูง คือ VC1973A และ VC2278A และไดรับการคัดเลือกตอมาจนไดเปนถ่ัวเขียวพันธุ
กําแพงแสน 1 ที่มีฝกชูขึ้นเหนือพุมใบ ทําใหเก็บเกี่ยวไดงาย และกําแพงแสน 2 ที่มีผลผลิตต่ํากวา
กําแพงแสน 1 เล็กนอย แตเมล็ดสีเขียวเขมกวา จึงเปนที่ตองการของพอคาถ่ัวเขียว และมี           
ความตานทานตอโรคราแปงและใบจุดดีกวาพันธุกําแพงแสน 1 (พีระศักดิ์และเจริญศักดิ์, 2529) 
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การศึกษาการลดปริมาณกรดไฟติกในพชื 
 

 กรดไฟติกมีปริมาณตาง ๆ กัน ในพืชชนิดตาง ๆ ดังแสดงไวในตารางที่ 1 จากตารางพบวา 
กรดไฟติกพบมากใน ขาว ขาวสาลี และถ่ัวเหลือง นอกจากนี้ยังมีรายงานวา พบกรดไฟติกปริมาณ
มากในธัญพืชและพืชตระกูลถ่ัวอ่ืน ๆ (Makower, 1970) 
 
 กรดไฟติกในอาหารเปนสาเหตุหนึ่งของภาวะทุพโภชนาการในเด็กและสตรีมีครรภใน
ประเทศที่กําลังพัฒนา ซ่ึงมักบริโภคธัญพืชและพืชตระกูลถ่ัวเปนอาหารหลัก ปจจุบันจึงมีการศึกษา
ลักษณะทางพันธุกรรมของปริมาณกรดไฟติกในธัญพืชตาง ๆ เพื่อนําไปสูการปรับปรุงพันธุใหมี
ปริมาณกรดไฟติกที่นอยลง ไดแก ขาวโพด ขาวสาลี ขาวบาเลย ขาว ถ่ัวเหลือง และถ่ัวเขียวผิวดํา  
 
 Raboy (2002) รายงานวา การที่ขาวโพดและขาวสาลีพันธุ กลายมีปริมาณกรดไฟติกใน
เมล็ดลดลง 50-95 % โดยที่ปริมาณฟอสฟอรัสรวมยังคงเทาเดิม แตมีปริมาณของสารประกอบ
ฟอสฟอรัสอนินทรียมากขึ้น ในรูปของกรดฟอสฟอริก (H3PO4) และ myo - inositol phosphate ที่มี
หมูฟอสเฟตนอยกวา 6 โมเลกุล 
 
ตารางที่ 1 ปริมาณกรดไฟติกในพืช 
 

ชนิดพืช ปริมาณกรดไฟติกในสวนทีรั่บประทานไดของพืช (มก./ก.) 
แอปเปล 
แครอท 
ขาวโพด 
มันฝรั่ง 
ขาว 
มะเขือเทศ 
ขาวสาลี 
กลวย 
ถ่ัวเหลือง 

0.62 
0.09 
0.31 
0.80 

                                                   25.38 
 0.06 

                                                   40.71 
 0.00 

                                                   18.80 

 
ที่มา : Oberleas and Harland (1981) 
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1. ขาวโพด (maize) 
 
 มีการปรับปรุงพันธุใหเมล็ดมีปริมาณกรดไฟติกต่ํา โดยใชวิ ธีผสมกลับ (traditional 
backcrossing breeding method) ของพันธุกลาย จนไดเปนขาวโพดลูกผสมที่มีปริมาณกรดไฟติกลด
ลง 55-60 % มีจีโนไทปเปน lpa1-1lpa1-1 (lpa คือ low phytic acid allele) ซ่ึงเปน nonlethal 
homozygous recessive gene คาดวา Lpa allele จะ encode ใหเกิดเอนไซม myo - inositol (3) P1 
synthase (MIPs) ซ่ึงจะชวยในการสังเคราะห InsP6 ตอไป ยีนดังกลาวไมมีผลตอการงอก อัตราการ
เจริญเติบโต ความยาวฝก ความสูง และความชื้นในเมล็ด แตทําใหผลผลิตเฉลี่ยลดลง 5.5 % เพราะมี
ผลตอ vegetative process ของการเจริญเติบโตของพืช (Raboy, 2002) นอกจากนี้ ยังมีการพัฒนา 
non-lethal maize low phytic acid mutant ไดแก lpa1-1 และ lpa2-1 mutant ที่อยูบนโครโมโซม 1S 
ทั้งคู โดย lpa1-1 mutant มีปริมาณกรดไฟติกลดลงและฟอสฟอรัสอนินทรียเพิ่มขึ้น แตใน lpa2-1 
mutant  นั้น ยังพบ myo - inositol phosphate โมเลกุลอ่ืนที่มีหมูฟอสเฟตนอยกวา 6 หมูดวย (Raboy 
et al., 2000) 
 
 นอกจากนี้ยังมี single recessive gene (lpa241) ที่อยูบนโครโมโซม 1S เชนเดียวกับ lpa1-1 
และทําใหปริมาณของเอนไซม MIPs ลดลงเชนกัน ทําใหจํานวนและขนาดของ globoid ลดลง และ
ยังพบ negative pleiotropic effect กับการพัฒนาของเอมบริโอ ขนาดของเอมบริโอ อัตราการงอก 
อัตราการเจริญของตนกลา และขนาดฝก (Pilu et al., 2005) lpa241 mutant สามารถลดปริมาณ    
กรดไฟติกไดถึง 90% โดยเพิ่มปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียไดถึง 10 เทาของปริมาณเดิม (Pilu et al., 
2003) นอกจากนี้ บริษัท Pioneer Hi-Bred International ยังจดลิขสิทธิ์พันธุขาวโพดลูกผสมที่มี    
กรดไฟติกในปริมาณต่ําในป 1998 ไดเปนพืชแรก (Raboy, 1998) 
 
2. ถั่วเหลือง (soybean) 
 
 กรดไฟติกในถั่วเหลืองมีประมาณ 70 % ของปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด (Raboy 
and Dickinson, 1993) การศึกษาการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรม พบวา การมีปริมาณกรดไฟติก
ต่ําถูกควบคุมดวยยีนดอย คือ pha1 และ pha2 ซ่ึงอยูคนละตําแหนงกันบนโครโมโซม และเปน
อิสระตอกันโดยไมเกิดการขมขามคู (epistasis) มียีนหนึ่งเปนยีนหลัก (major gene) และไมมี 
maternal effect มีอัตราพันธุกรรมประมาณ 81 % (Coelho et al., 2002) ตอมา Walker et al. (2006) 
พบวา ยีนทั้ง 2 ตําแหนง (pha1 อยูบน LG N และ pha2 อยูบน LG L) นั้น มี epistasis interaction 
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โดยยีนตําแหนงบน LG N อธิบายความแปรปรวนของปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียไดถึง 41 % 
ในขณะที่ยีนบน LG L อธิบายได 11 % และ interaction ของ 2 ตําแหนง ก็อธิบายไดเพิ่มขึ้นอีก 8-11 
% การปรับปรุงถ่ัวเหลืองใหมีปริมาณกรดไฟติกต่ํา ทําไดโดยสรางลูกผสมระหวางถั่วเหลืองพันธุ
กลาย M153 และ M766 (Oltmans et  al., 2004) ซ่ึงถ่ัวเหลืองพันธุกลายดังกลาว มีปริมาณ          
กรดไฟติกในเมล็ดลดลงถึง 70 % (Wilcox et al., 2000)  

 
3. ขาวบารเลย (barley) 
 
 ขาวบาเลยพันธุกลายไดแก M422, M635 และ M955 มีปริมาณกรดไฟติกลดลงถึง 75-90 % 
โดยพันธุที่มี homozygous genotype ของ lpa 1-1 สามารถลดปริมาณกรดไฟติกในรูป InsP6 แตเพิ่ม
ปริมาณของฟอสฟอรัสอนินทรีย สวนพันธุที่มี homozygous genotype ของ lpa 2-1 InsP6 ลดลง แต
มีฟอสฟอรัสอนินทรียและ InsP ที่มีจํานวนหมูฟอสเฟตนอยกวา 6 หมูเพิ่มขึ้น 
 
4. ขาว (rice) 
 
 มีการฉายรังสีแกมมาใหกับเมล็ดขาว แลวตรวจหาเมล็ดกลายพันธุที่มีปริมาณกรดไฟติกต่ํา 
พบ 2 พันธุกลาย ที่เปน lethal และ non-lethal mutant โดย allele ที่ควบคุม non-lethal mutant ไดรับ
การตั้งชื่อวา lpa1-1 เชนเดียวกับขาวโพดและขาวบาเลย ยีนนี้ทําใหปริมาณกรดไฟติกลดลงจาก 71 
% เปน 39 % และมีปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียเพิ่มขึ้นจาก 5 เปน 32 % lpa1 นี้ อยูบนโครโมโซม 
2L (Larson et al., 2000) Liu et al. (2005) พบวา ไมมีความสัมพันธกันระหวางปริมาณกรดไฟติก
และปริมาณโปรตีนในเมล็ดขาว จึงมีแนวทางปรับปรุงพันธุขาวดังกลาวใหมีปริมาณกรดไฟติกต่ํา 
แตมีปริมาณโปรตีนสูง 
 

5. ขาวสาลี (wheat) 
 
 มีการสรางขาวสาลีพันธุกลายดวย ethyl-methanesulfonate (EMS) ไดสายพันธุ Js-12-LPA 
ซ่ึงมีปริมาณกรดไฟติก 48.2 % ของปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด ซ่ึงลดลงจาก wild type (Js-
12-WT) ซ่ึงมีปริมาณกรดไฟติก 74.7 % ของปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด แมปริมาณ        
กรดไฟติกจะลดลง แตปริมาณฟอสฟอรัสรวมในเมล็ดกลับไมเปลี่ยนแปลง เพราะมีสารประกอบ
ฟอสฟอรัสอนินทรียเพิ่มขึ้นเปน 50.1 % จากเดิม 9.1 % ปกติขาวสาลีจะมีปริมาณกรดไฟติกมาก
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ที่สุดใน aleulone layer และเมื่อผานการขัดสีจะมีในรํามากที่สุด แตพันธุกลายมีปริมาณ               
กรดไฟติกในรําลดลงถึง 43 % และมีฟอสฟอรัสอนินทรียเพิ่มขึ้นถึง 4 เทา (Guttieri et al., 2004) 
 
6. ถั่วเขียวผิวดํา (black gram) 
 
 มีการศึกษาปริมาณฟอสฟอรัส กรดไฟติกและแรธาตุตาง ๆ ในระหวางการงอกและ
ระหวางขั้นตอนนํามาปรุงเปนอาหารของถั่วเขียวผิวดํา พบวา มีปริมาณกรดไฟติก 79 % ของ
ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด (Reddy et al., 1978) 
 
7. ถั่วเขียว (mungbean) 
 
 เนื่องจากยังไมเคยมีรายงานการศึกษาการถายลักษณะทางพันธุกรรมของปริมาณกรดไฟติก
ในถ่ัวเขียว มีแตรายงานโดย Chitra et al. (1995) วา มีปริมาณกรดไฟติกเปน 78.2 % ของปริมาณ
ฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด  
 

การศึกษาการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรม 
  
1. การแสดงออกของลักษณะที่ควบคุมดวยยีน 1 คู 
 
 จีโนไทป (genotype) ของสิ่งมีชีวิตดิพลอยด (diploid) อยูในสภาพคู ยีน 1 คูจะมีการ
แสดงออกของยีนได 2 แบบ ไดแก 
 

1.1      การแสดงออกแบบผลบวก (additive effect)  
1.2 การแสดงออกของยีนแบบขม (dominant effect หรือ intraallelic interaction) แบง

ไดเปน 
1.2.1 ขมแบบสมบูรณ (complete dominant) 
1.2.2 ขมแบบไมสมบูรณ (incomplete dominant) 
1.2.3 ขมเกิน (overdominant) 
1.2.4 ขมรวมกัน (codominant) 
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2. การแสดงออกของลักษณะที่ควบคุมดวยยีน 2 คู 
 

การถายทอดทางพันธุกรรมเมื่อมียีนเกี่ยวของดวย 2 คู ใชพื้นฐานการแยกตัวและการ
รวมตัวของยีนเปนสําคัญ ถายีน 2 ตําแหนงเปนอิสระตอกัน และแตละตําแหนงมีการขมแบบ
สมบูรณแลว สัดสวนหรืออัตราสวนลูกชั่วที่ 2 จาก dihybrid cross จะมีอัตราสวนเปน 9 : 3 : 3 : 1 
ยกเวนเกิดปฏิกิริยาระหวางยีนตางคู (non-allelic genes) ทําใหสัดสวนผิดแผกไป ปฏิกิริยาระหวาง
ยีนแบงไดหลายแบบดังนี้ 

 
 2.1 Dominant epistasis หรือ Masking action เปนปฏิกิริยาที่ยีนตัวหนึ่งบดบังลักษณะการ
แสดงออกของยีนอีกตัวหนึ่งซึ่งอยูตางคูกัน ฟโนไทปในลูกชั่วที่ 2 มีอัตราสวนเปน 12 : 3 : 1 
 
 2.2 Recessive epistasis หรือ Modifying action เปนปฏิกิริยาที่ยีนตัวหนึ่งแสดงลักษณะ
ออกมาไดโดยตองมียีนอีกตัวหนึ่งซึ่งอยูตางตําแหนงกัน ฟโนไทปในลูกชั่วที่ 2 มี อัตราสวนเปน 9 : 
3 : 4 
 

2.2  Duplicate dominant epistasis หรือ Duplicate action ปฏิกิริยานี้เกิดจากยีน 2 คู ควบคุม
การแสดงออกของลักษณะเดียวกัน แมมียีนขมเพียงตําแหนงใดตําแหนงหนึ่งก็สามารถควบคุมการ
แสดงออกของลักษณะนั้น ๆ ไดเหมือนมีอยูทั้งสองตําแหนง ฟโนไทปในลูกชั่วที่ 2 มี อัตราสวน
เปน 15 : 1 
 

2.3 Duplicate recessive epistasis หรือ Complementary action เปนปฏิกิริยาที่ยีนตางคูกัน
ใหผลแสดงออกแบบเดียวกันโดยสนับสนุนซึ่งกันและกัน ฟโนไทปในลูกชั่วที่ 2 มี dihybrid ratio 
เปน 9 : 7 
 

2.4 Inhibition action เปนปฏิกิริยาที่ยีนตัวหนึ่งบังคับไมใหยีนอีกตัวหนึ่งซึ่งอยูตางคูกัน
แสดงออก ฟโนไทปในลูกชั่วที่ 2 มีอัตราสวนเปน 13 : 3 
 

2.5 Additive effect เปนปฏิกิริยาที่ยีน 2 ตําแหนงแสดงออกในลักษณะเดียว การแสดงออก
ของลักษณะนั้นจะมากหรือนอยข้ึนอยูกับจํานวนยีนขม ฟโนไทปในลูกชั่วที่ 2 มีอัตราสวนเปน 9 : 6 
: 1 
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3. การแสดงออกของลักษณะที่ควบคุมดวยยีนมากกวา 2 คู 
 

ลักษณะที่ควบคุมดวยยีนมากกวา 2 คู ในทางทฤษฎี จะมีจํานวนฟโนไทปในลูกชั่วที่ 2 ได
ดังตารางที่ 2 ทั้งนี้ การศึกษาการทํางานของยีนและปฏิกิริยาระหวางยีน นิยมศึกษาในลักษณะ
คุณภาพ (qualitatve traits) ซ่ึงควบคุมดวยยีนนอยคู และการแสดงออกมีความแปรปรวนนอย
เนื่องจากอิทธิพลจากสิ่งแวดลอม สวนลักษณะปริมาณ (quantitatve traits) นั้น ถูกควบคุมดวยยีน
มากคู และการแสดงออกมีความแปรปรวนมากเนื่องจากอิทธิพลจากสิ่งแวดลอม จึงศึกษาถึงผลของ
ยีนและสิ่งแวดลอมไปพรอมกัน แลวแสดงคาเปนอัตราพันธุกรรม 

 
              อัตราพันธุกรรม (heritability; h2) คือ  สัดสวนของความแปรปรวนของฟโนไทป อัน
เนื่องมาจากผลของยีน แบงออกไดเปน 2 แบบ คือ 
  
                      1. อัตราพันธุกรรมอยางแคบ คํานวณไดจาก  
                       

     
P

A2
a V

V
h =  

 
ตารางที่ 2 จํานวน gamete, genotype และ phenotype แบบตาง ๆ ในลูกชั่วที่ 2 หลังทําการผสม

ตัวเองของลูกชั่วที่ 1 ที่มียีนแตกตางกันอยู n คู 
 

Kinds of F2 phenotype No. of 
gene 

F1 gamete Possible F2 
genotype 

Possible F2 
combination Dominance Additive 

1 2 3 4 2 3 
2 4 9 16 4 9 
3 8 27 64 8 27 
4 16 81 256 16 81 
10 1,024 95,049 1,084,576 1,024 95,049 
21 2,097,152 10,460,353,203 4,398,046,511,104 2,097,152 10,460,353,203 
n 2n 3n 4n 2n 3n 
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  2. อัตราพันธุกรรมอยางกวาง คํานวนไดจาก 
                             

     
P

G2
b V

V
h =  

       

      เมื่อ VA คือ ความแปรปรวนเนื่องจากการแสดงออกของยีนแบบผลบวก 

                                   VP  คือ ความแปรปรวนของลักษณะปรากฎ (VP = VG + VE) 

               VG คือ ความแปรปรวนเนื่องจากพันธุกรรม 

                                   VE คือ ความแปรปรวนเนื่องจากสภาพแวดลอม 
          

 การคํานวนหาอัตราพันธุกรรมทําไดหลายวิธี ไดแก 
 
 1. การศึกษาจากความแปรปรวนของประชากรที่มีสวนประกอบทางพันธุกรรม
เหมือนกัน 
 
    1.1 อัตราพันธุกรรมอยางแคบ คํานวนไดดังสูตรขางตน แตตองมีลูกผสมกลับไปยัง
แม (B1) หรือพอ (B2) หรือทั้ง B1 และ B2 จากนั้นใชความแปรปรวนของลูกชั่วที่ 2 แทน             
ความแปรปรวนของลักษณะปรากฎ ใชคาเฉลี่ยความแปรปรวนของพอแมและลูกชั่วที่ 1 แทน     
ความแปรปรวนเนื่องจากสภาพแวดลอมเชนกัน จากนั้น สามารถหาความแปรปรวนเนื่องจากการ
แสดงออกของยีนแบบผลบวก ไดจากความสัมพันธ 
 

                               EDA2F VV
4
1

V
2
1

V ++=  

                               EDA2B1B VV
4
1

V
4
1

VV ++==  

 
    1.2 อัตราพันธุกรรมอยางกวาง  คํานวนไดดังสูตรขางตนเชนกัน  โดยใช         
ความแปรปรวนของลูกชั่วที่  2 แทนความแปรปรวนของลักษณะปรากฎ  และใชคาเฉลี่ย            
ความแปรปรวนของพอแมและลูกชั่วที่ 1 แทนความแปรปรวนเนื่องจากสภาพแวดลอม จะคํานวน
หาความแปรปรวนเนื่องจากพันธุกรรมได 
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 2. การศึกษาจากความคลายคลึงของลักษณะปรากฎระหวางเครือญาติ แบงไดเปน 2 
วิธี ไดแก 
 
      2.1 การคํานวณจากรีเกรสชันระหวางลูกกับพอแม (regression of offspring on 
parent) 
                                 โดยเก็บขอมูลจากพอแมฝายใดฝายหนึ่ง หรือทั้งสองฝายเปนตัวแปรอิสระ (X) 
เก็บขอมูลจากลูกเปนตัวแปรตาม (Y)  
 
    2.2 การวิเคราะหคาสังเกตของลูก (sib analysis) 
 
                                 เปนการประเมินองคประกอบของความแปรปรวนทางพันธุกรรม โดยสราง
ลูกผสม half sib หรือ full sib ตามแผนการผสมพันธุตาง ๆ ขึ้นมา แลวนําลูกที่ไดไปปลูกใน
แผนการทดลองตาง ๆ  
 

การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสท้ังหมด 
 

 ในการคัดเลือกพันธุ ถ่ัว เขียว  เพื่อนํามาใช เปนพอแมของลูกผสมที่จะศึกษา              
การถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของยีนที่ควบคุมปริมาณกรดไฟติก ในเบื้องตนจะใชปริมาณ
ฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดเปนตัวบงชี้ในการคัดเลือกพันธุดังกลาว เพราะสะดวกกวาการใช
ปริมาณกรดไฟติก ซ่ึงใชเวลาและคาใชจายมาก ไมเหมาะสมตอการวิเคราะหสายพันธุถ่ัวเขียว
จํานวนมาก เมื่อเลือกคูพอแมไดจํานวนหนึ่งแลว จึงนํามาวิเคราะหปริมาณกรดไฟติก 
 

 การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ประกอบดวยขั้นตอนดังนี้ 
 

1. การบดตัวอยางพืช 
 2.    การยอยสลายพืช ซ่ึงทําได 2 วิธี (จําเปน, 2545; ทัศนียและคณะ, 2532; Anon., 
2004b) ดังนี้ 
 
      2.1 การเผาใหเปนเถา (dry ashing)  
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                                  โดยการนําตัวอยางพืชไปเผาที่อุณหภูมิ 5500ซ เปนเวลา 5 ชม. หากอุณหภูมิสูง
กวา 6000ซ จะทําใหสูญเสียฟอสฟอรัสได ธาตุตาง ๆ รวมทั้งฟอสฟอรัสจะเปลี่ยนเปนสารประกอบ
ออกไซด ซ่ึงมีลักษณะเปนเถาสีขาว แตไนโตรเจนและคารบอนจะหายไปในรูปกาซ แลวจึงนําไป
ละลายในสารละลายกรดเจือจางกอนนํามาวิเคราะหตอไป 
 
       2.2  การยอยดวยกรด (wet ashing) 
 
         โดยการนําตัวอยางพืชไปเติมกรดและใหความรอนที่อุณหภูมิประมาณ 180-
2000ซ ซ่ึงจะทําใหกรดออกซิไดซ หรือยอยเนื้อเยื่อพืชไดเร็วขึ้น กรดท่ีใชไดแก กรดกํามะถัน 
(H2SO4) กรดไนตริก (HNO3) กรดเพอรคลอริก (HClO4) และไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) โดย
อาจใชกรดเพียงชนิดเดียว หรือมากกวา 1 ชนิดผสมกัน แลวแตความเหมาะสม 
 
 3. การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสดวยวิธีวัดสี (Colorimetric method หรือ 
Spectrophotometry) ซ่ึงมี 3 วิธี ไดแก 
 
        3.1 Vanadomolybdate method  
 
               โดยฟอสฟอรัสจะทําปฎิกิริยากับสารละลายผสมของ vanadate และ 
molybdate  ในสภาพที่เปนกรด เกิดเปนสารประกอบเชิงซอนสีเหลือง วัดการดูดกลืนแสงที่          
ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร เปนวิธีที่สะดวกและรวดเร็ว (ทัศนียและคณะ, 2532; Anon., 2004c) 
 
                            3.2 Ascorbic acid method  
 
                                  เปนวิ ธีที่มีความไวสูง  เปนการวัดสีน้ํ า เงินของสารประกอบเชิงซอน 
phosphomolybdate ที่เกิดปฏิกิริยารีดักชัน โดยมีวิตามินซี (ascorbic acid) เปนตัวรีดิวซ วัด           
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 820 นาโนเมตร (Chen et  al., 1956; Fiske and Subbarow,1925) 
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       3.3 Aminonaphtholsulfonic acid method 
 
             โดยฟอสฟอรัสจะทําปฏิกิริยากับ Aminonaphtholsulfonic acid วัดสีน้ําเงินของ
สารประกอบที่เกิดขึ้น ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร  (Leucena and Prat, 1957) 
 

การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรีย 
 

 การวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรีย อาศัยหลักการวัดสีที่เกดิขึ้นจาก
สารประกอบเชิงซอนของหมูฟอสเฟตกับ molybdate มีทั้งแบบ Semi-Quantitative และ 
Quantitative method ดังนี ้
 

 1. Semi-Quantitative method  
 
     หรือ High inorganic phosphorus test (HIP-test) เปนวิธีที่พัฒนาขึ้นโดย Raboy et 
al.(2000) จากวิธีของ Chen et al.(1956) เปนวิธีการเบื้องตนในการตรวจหาตัวอยางที่มีปริมาณ    
กรดไฟติกต่ํา เปน indirect method เพราะเปนการตรวจหาตัวอยางที่มีปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรีย
สูงแทน โดยนําตัวอยางมาบดและสกัดดวยกรดเกลือ แลวนําสารสกัดที่ไดมาทําปฏิกิริยากับ 
colorimetric reagent  ที่ประกอบดวยกรดกํามะถัน วิตามินซี ammonium molybdate  และน้ํากลั่น 
ใน microplate แลวใชสายตาเปรียบเทียบความเขมของสีน้ําเงินที่เกิดขึ้นดวยตากับสารมาตรฐาน
ฟอสฟอรัสอนินทรียที่ความเขมขนตาง ๆ จะสามารถตรวจหาตัวอยางที่ใหความเขมของสีน้ําเงิน  
สูง ๆ ซ่ึงแสดงวามีปริมาณกรดไฟติกต่ําได 
 
    วิธีการดังกลาวอาจพัฒนาเปน Quantitative method ได โดยนําสารประกอบ
เชิงซอนที่มีสีน้ําเงินที่เกิดขึ้น มาตรวจหาความยาวคลื่นที่สารดังกลาวสามารถดูดกลืนแสงไดสูงสุด 

(λmax) เพื่อนํามาใชคํานวนหาปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียตอไป 
 
 2. Quantitative method 
 
      เปนวิธีการวัดสีของสารประกอบเชิงซอนดังกลาวเชนเดียวกัน แตมีวิธีการสกัดที่
ซับซอนกวา เหมาะกับตัวอยางที่มีโปรตีนในปริมาณมาก และสารประกอบเชิงซอนที่ไดใน 
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isobutanol จะมีเสถียรภาพประมาณ 19 ช่ัวโมง วิธีการคือ บดและสกัดตัวอยางดวย trichloroacetic 
acid นําสารสกัดที่ไดมาทําปฏิกิริยากับ colorimetric reagent ที่ประกอบดวย กรดกํามะถัน 
ammonium molybdate และ stannous chloride วัดสีของสารละลายสีน้ําเงินที่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 
730 นาโนเมตร (Pon and Guthrie, 1946) 
 

การวิเคราะหปริมาณกรดไฟติก 
 
 การวิเคราะหกรดไฟติกทําไดหลายวิธีดังนี้ 
 
 1. ไทเทรตหาปริมาณกรดไฟติกโดยตรง 
 
      เปนวิธีการหาปริมาณกรดไฟติก โดยไทเทรตสารละลายตัวอยางกับเฟอรริก     
คลอไรด (FeCl3) ไดเปนเกลือเฟอรริกไฟเตท (ferric phytate) ซ่ึงจะตกตะกอน แตมีปญหาในการหา
จุดยุติ เพราะเมื่อตกตะกอนแลว จะทําใหยากตอการมองเห็นตะกอนดวยสายตา (อรุณธรรม, 2543 
และ Fables et al., 2000) 
 
                     2. หาปริมาณเหล็กที่เหลือจากการเติมเฟอรริกคลอไรดลงในตัวอยาง  
 
    โดยเฟอรริกคลอไรดจะถูกเติมในปริมาณที่มากเกินพอที่จะจับกับกรดไฟติก แลวได
ตะกอนเกลือเฟอรริกไฟเตท เมื่อกรองตะกอนออกก็หาปริมาณเหล็กที่เหลือ และสามารถนํามา
คํานวณกลับเปนปริมาณกรดไฟติกที่จับกับเฟอรริกคลอไรดที่หายไปได การหาปริมาณเหล็กที่
เหลือทําไดดังนี้ (Haug and Lantzsch, 1983; Mohamed et al., 1986; Makower, 1970; Latta and 
Eskin, 1980; Thomson and Erdman, 1982) 
 
    2.1 Atomic absorption spectrophotometry 
 
        เปนขบวนการที่อะตอมอิสระของเหล็กที่สถานะพื้น (ground state) ดูดกลืน
พลังงานแสงที่ความยาวคลื่นที่เหมาะสม แลวอะตอมเหลานั้นจะมีพลังงานสูงขึ้นไปอยูที่สถานะเรา 
(excited state) ปริมาณของพลังงานแสงที่ถูกดูดกลืนไวจะเพิ่มขึ้นเมื่อจํานวนอะตอมที่เฉพาะกับ
ความยาวคลื่นแสงนั้น ๆ เพิ่มขึ้น ความสัมพันธระหวางปริมาณพลังงานที่ถูกดูดกลืนไวกับความ
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เขมขนของสารละลายมาตรฐานที่ทราบคาแนนอน จะสามารถนํามาหาความเขมขนของสาร
ตัวอยาง โดยการวัดปริมาณพลังงานแสงของสารตัวอยางที่ดูดกลืนไว 
 
    2.2 Spectrophotometry  (Colorimetric method) 
 
         โดยนําสารละลายที่มีเหล็กที่เหลือมาเติมโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เพื่อ
เปลี่ยนเฟอรริกคลอไรดที่เหลือไปเปนเฟอรริกไฮดรอกไซด (Fe(OH)3)  แลวนํามาทําปฏิกิริยากับ 
hydroxylamine เพื่อเปล่ียน Fe3+ ไปเปน Fe2+ แลวนํามาทําปฏิกิริยากับ O-phenanthrolin วัดสีของ
สารประกอบที่เกิดขึ้นที่ความยาวคลื่น 640 นาโนเมตร 
  
 3. Biosenser 
 
     เปนวิธีการที่งายในการวัดปริมาณกรดไฟติกและเอนไซมไฟเตส โดยอาศัยการ
ทํางานของเอนไซมไฟเตสรวมกับ pyruvate oxidase (POD) ที่จะเปลี่ยนหมูฟอสเฟตที่สลายจากกรด
ไฟติกกับออกซิเจนเปน H2O2โดยมี pyruvate เปนโคเอนไซม วัดผลิตภัณฑ H2O2 ที่เกิดขึ้น สามารถ
คํานวนหาปริมาณกรดไฟติกตั้งตนได (Mak et al., 2004) 
  
 4. Nuclear magnetic resonance (NMR)  
 
    เปนวิธีที่ยุงยากและคาใชจายสูง (Hatzack et al., 2001) 
 
 5. Inductively coupled plasma atomic emission spectrophotometer (ICP-AES)  
 
     เปนการวัดปริมาณกรดไฟติกที่งายและรวดเร็ว แตเครื่องมือนี้ไมเปนที่แพรหลาย
นัก (Plaami and Kumpulainen, 1991) เปนการวัดปริมาณฟอสฟอรัสองคประกอบในหมูฟอสเฟต
ของกรดไฟติก (Grases et  al., 2004) 
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 6. Liquid scintillation counter  
 
    โดยติดฉลาก (label) ไฮโดรเจนอะตอมในกรดไฟติกดวย 3H isotope จะสามารถวัด
ปริมาณกรดไฟติกได (Pittet et al., 1989) 
 
 7. หาปริมาณกรดไฟติกโดยการแยกกรดไฟติกออกจากสารอื่น ๆ  
 
    โดยสกัดกรดไฟติกดวยสารละลายกรดเจือจาง เชน กรดเกลือ (HCl) หรือ 
trichloroacetic acid (TCA) เปนตน แลวนํามาแยกกรดไฟติกออกจากสารอื่น ๆ ดวยวิธีตาง ๆ แลว
คํานวณปริมาณกรดไฟติกจากการวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสดังที่กลาวมาแลว หรือคํานวณเปน
ปริมาณกรดไฟติกโดยตรง วิธีแยกกรดไฟติกออกจากสารอื่น ๆ ทําไดดังนี้ (Lott et al., 2000; Stock 
and Rice; 1974) 
 
     7.1 ตกตะกอนกรดไฟติดดวยเฟอรริกคลอไรด 
     7.2 ใชโครมาโทกราฟ ตาง ๆ ดังนี้ 
    
                                7.2.1 ชนิดของโครมาโทกราฟแบงตามหลักการแยกไดแก 
 
    ก.โครมาโทกราฟแบบดูดซับ (adsorption chromatography) อาศัย
คุณสมบัติในการจับแบบผันกลับได (reversible) กับตัวดูดซับเพื่อแยกกรดไฟติกไดแก 
 
                                              1) โครมาโทกราฟกระดาษ (paper chromatography) โดยโมเลกุลของ
สารตาง ๆ ในสารละลายจะวิ่งเร็วชาตางกันบนตัวดูดซับที่เปนกระดาษ 
 
                                              2) โครมาโทกราฟแบบชั้นบาง (thin-layer chromatography; TLC) มี
หลักการเชนเดียวกับโครมาโทกราฟกระดาษ แตตัวดูดซับเปนเจลที่ฉาบบนแผนกระจก โดยนําสาร
สกัดมา load บนแผน TLC ที่ฉาบดวยเซลลูโลส Huhurez et al. (1995) รายงานวาเมื่อใชเฟสที่
เคลื่อนที่ไดเปนสารละลายผสมของ propanol และ aqueous ammonia solution เมื่อเสร็จ spray ดวย 
molybdate reagent นําไปสองแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร จะปรากฎแถบสี
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น้ําเงินทั้งของฟอสฟอรัสอนินทรีย และ myo - inositol phosphate ตาง ๆ สามารถตัดแถบที่ไดมาชะ
ออกแลวนําไปหาปริมาณตอไปได  
 
                               ข.โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออน (ion-exchange chromatography) 
เนื่องจากกรดไฟติกเปนสารที่มีประจุลบ จึงจับกับเรซินในคอลัมนที่มปีระจุบวกได ตัวอยางหมูทีม่ี
ประจุลบของเรซิน ไดแก aminoethyl, diethylaminoethyl และ quaternary aminoethyl เปนตน เมือ่
นําสารละลายที่มีกรดไฟตกิใสลงในคอลัมน แลวลางคอลัมนเพื่อใหสารที่ไมจบักับเรซินหลุด
ออกมาดวยสารละลายเกลือ (NaCl) เจือจาง จากนั้น ชะกรดไฟติกออกมาจากคอลัมนดวยสารละลาย
เกลือเขมขน และนําไปยอยกรดไฟติก (digest) เปนฟอสฟอรัสอิสระดวยกรดกํามะถัน และ         
กรดไนตริก (HNO3) เขมขน แลวจึงนาํไปวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสตอไป จากปริมาณ
ฟอสฟอรัส สามารถคํานวนเปนปริมาณกรดไฟตกิได โดย 6 โมเลกุลของฟอสฟอรัสมาจาก        
กรดไฟตกิ 1 โมเลกุล แตวธีินี้ใชเวลาคอนขางมาก และไมไวตอปริมาณกรดไฟติกที่นอย ๆ (Ellis 
and Moris, 1983; Harland and Oberleas, 1977, 1986) 
 
                                         ค.โครมาโทกราฟแบบแบงละลาย (partition chromatography) อาศัย
สมบัติของการแบงละลายระหวาง 2 เฟส ที่ไมละลายเปนเนื้อเดียวกัน  
 
   7.2.2 ชนิดของโครมาโทกราฟแบงตามสถานะของเฟสเคลื่อนที่ ไดแก 
 
        ก. gas chromatography โดยมีเฟสเคลื่อนที่อยูในสถานะกาซ ตัวอยางจะ
ถูกฉีดเขาไปในรูปไอ แลวเดินทางในคอลัมนไปแบงละลาย (Lott et al., 2000 and Park et al., 2006) 
นอกจากนี้ยังมีการใช GC-MS (gas chromatography-mass spectroscopy) (March et al., 2001) ใน
การวิเคราะหหาปริมาณกรดไฟติกอีกดวย 
 
   ข. liquid chromatography สามารถแบงออกไดเปน 2 ชนิด ตามสถานะ
ของเฟสอยูกับที่ ไดแก liquid-solid chromatography มีเฟสอยูกับที่เปนของแข็ง เชน                    
โครมาโทกราฟแบบดูดซับ (adsorption chromatography) และ โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยน
ประจุ (ion-exchange chromatography) เปนตน และ liquid-liquid chromatography มีเฟสอยูกับที่
เปนของเหลวฉาบอยูบนตัวเกาะยดึ (supportor) ในคอลัมน เชน โครมาโทกราฟแบบแบงละลาย 
(partition chromatography) เปนตน 
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 HPLC  หรือ high performance liquid chromatography คือ โครมาโทกราฟที่มี
ประสิทธิภาพสูง โดยมีเรซินเปนเฟสที่อยูกับที่ และมีของเหลวเปนเฟสที่เคลื่อนที่ได ไดแก (1) ตัว
ทําละลายอินทรีย เชน แอลกอฮอล และ acetonitrile เปนตน และ (2) สารละลายเกลือความเขมขน
ตาง ๆ เชน โซเดียมคลอไรด และ โซเดียมอะซีเตท เปนตน ภายในคอลัมนจะมีเรซินที่บรรจุมา
สําเร็จรูป HPLC เปนวิธีที่ไวตอการวัดปริมาณกรดไฟติกนอย ๆ สะดวกและรวดเร็ว เพราะไมตอง
เสียเวลาในการบรรจุเรซินลงในคอลัมน แตสารละลายที่ใชตองเปนเกรดเฉพาะสําหรับ HPLC 
เนื่องจากมีความไวมากจึงตองการความบริสุทธิ์สูง โดยสารละลายตัวอยางที่ใชในการวิเคราะหหา
ปริมาณกรดไฟติก อาจตองสกัดน้ํามันออกกอนดวยปโตรเลียมอีเทอร (Graf and Dinzis, 1982 and 
Talamond et al., 2000) หรือกําจัดสารละลายกรดเกลือ หรือ TCA ที่ใชในสกัดกรดไฟติกออกมา
ดวยการทํา diethyl ether treatment (Mayr, 1988) และกําจัดกรดนิวคลีอิกออกไปดวย charcoal 
treatment (Hatzack et  al., 2001) 
     
 RP-HPLC (Reverse phase – high perfornmance liquid chromatography) เปน        

โครมาโทกราฟที่นิยมกันมากถึง 75% ของการแยกสารโดย HPLC (วัชรี, 2544) ใชแยกโมเลกุลที่มี
สภาพเปนกลางในสารละลาย โดยอาศัยสมบัติ hydrophobicity แยกกรดและเบสออน โดยเฟสที่อยู
กับที่จะไมมีขั้ว แตเปน bonded phase ที่มีหมูฟงกชันเกิดพันธะกับเฟสอยูกับที่ เชน ซิลิกา หรือ    
พอลิเมอร เชน polymethacrylate หรือ polystyrene หรือเปนคารบอน เชน porous graphite carbon มี
กลไกการหนวงเหนี่ยวแบงไดเปน 2 ทฤษฎี คือ 
 
    1) Solvophobic theory เปนอันตรกริิยา hydrophobic ระหวางตัว           
ถูกละลายและเฟสเคลื่อนที่ โดยตัวถูกละลายจะเกาะที่ผิวของเฟสที่อยูกับที่ และการดูดซับจะ
เพิ่มขึ้น เมื่อแรงตึงผิวของเฟสเคลื่อนที่เพิ่มขึ้น 
 
                              2)   Partitioning theory ตัวถูกละลายจะถูกลอมรอบดวยหวงโซของเฟส
อยูกับที่ เมื่อหวงโซของสารเกิดพันธะยาวขึ้น กลไกการหนวงเหนีย่วจะเกิดการแบงสวน  
 

  RP-HPLC  แบงไดเปน 2 ประเภทตามหลักการที่ใชกับสารตัวอยาง (จันคนา, 2542) 
คือ  
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       1) Ion-suppression chromatography ใชวิธีปรับ pH ของสารละลาย ทํา
ใหกรดออนไมแตกตัว หรือเบสออนไมเกิด protonation สารเหลานี้จึงอยูในสภาวะเปนกลาง Chen 
and Li (2003) ใชหลักการนี้แยกสารผสมของ inositol phosphate 35 ชนิด ได 27 peak 
 
      2)  Ion-pair chromatography การเติม counter ion ที่เหมาะสมเพื่อใหสาร
ตัวอยางเกิด ion-pair ซ่ึงจะประพฤติตัวเหมือนโมเลกุลมีขั้วที่ไมแตกตัว แตละลายไดในตัวทาํละลาย
อินทรีย counter ion ดังกลาว เรียกวา reagent PIC ตัวอยางของ reagent PIC ที่ใชในการวิเคราะห
กรดไฟติกดวย RP-HPLC ไดแก TBA-OH (tetrabutylammonium hydroxide) (Sanberge and 
Ahderinne, 1986) TBA-PO4, TBA-Cl, TBA-Br, และ TPA-Cl (Shayman and BeMent, 1998) 

 
        การวิเคราะหหาปริมาณกรดไฟติกดวย HPLC ทําไดโดยตรงโดยใช detector  
ตาง ๆ ไดแก  
       ก. Refractomonitor หรือ Refractive index detector เปนเครื่องมือที่ใช
วัดดัชนีการหักเหของสาร โดยสารแตละชนิดจะมีสมบัติในการหักเหแสงที่สองผานตางกัน จึง
สามารถหาเปนปริมาณกรดไฟติกได (Camire and Clydesdale, 1982 and Graf and Dinzis, 1982) 
 
                    ข.  Absorption detector แบงออกไดเปน 
 
      1) Atomic absorption spectrophotometer ใชวิเคราะหปริมาณ  
กรดไฟติกในรูปเฟอรริกไฟเตท เชนเดียวกับที่กลาวมาแลว เปนวิธีที่สะดวก แตเครื่องมือดังกลาวมี
ราคาสูง (Camire and Clydesdale, 1982) 
 
                  2) UV/VIS Spectrophotometer โดยใช metal-dye method โดยมี 
post-column ที่มี colorimetric reagent  คือ FeCl3 และ  sulfosalicylic acid วัดสารประกอบเชิงซอน
ของเหล็กที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร (Carneiro et al., 2002 and Larson et  al., 2000) หรือใช
ปฏิกิริยา metal replacement โดยเกิดสารประกอบเชิงซอนกับ iron (III) thiocyanate แลววัดปริมาณ
ที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร (Dost and Tokul, 2006) 
     
   ค. Conductance detector เปนการวดัการนาํไฟฟาของกรดไฟติกทีแ่ยก
ได (Talamond et al., 2000)  
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   ง. Evaporative light scattering detector (ELSD) โดยสารละลาย
ตัวอยางที่แยกไดและเฟสเคลื่อนที่ถูกทําใหมีสภาพเปน aerosol ดวย nebulizer และกาซไนโตรเจน 
แลวปลอยใหผาน drift tube ที่มีอุณหภูมิเหมาะสมที่ทําใหเฟสเคลื่อนที่ระเหยออกไป เหลือแตสาร
ตัวอยาง เดินทางผานลําแสงเลเซอร ทําใหเกิดการกระเจิง (scattering) ของแสง เกิดเปนสัญญาณทาง
ไฟฟา (Anon., 2004d) detector นี้ใชไดกับ RP-HPLC แบบ ion-suppression chromatography 
เทานั้น เพราะ RP-HPLC แบบ ion-pair chromatography มี reagent PIC ในเฟสเคลื่อนที่ ซ่ึงมี       
จุดเดือดสูงจึงไมระเหยไปพรอมกับเฟสเคลื่อนที่ ทําใหมารบกวน interfere การกระเจิงแสงของสาร
ตัวอยางได 
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แผนการวิจัย 
 

วัสดุและอุปกรณ 
 

1. วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการปลูกและเก็บเก่ียวถั่วเขียว 
 
    ไดแก 
     1.1 เมล็ดพนัธุถ่ัวเขียว  
     1.2 เครื่องปลูก 
     1.3 ตลับเมตร 
     1.4 สอมพรวน 
     1.5 ถุงกระดาษขนาด 8 x 20 นิ้ว  
     1.6 ถุงไนลอนขนาด 8X 20 นิ้ว 
     1.7 ถุงพลาสติกแบบปากซิปขนาดตาง ๆ 
 
2. วัสดุอุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการผสมพันธุลูกผสม 
 
    ไดแก 
     2.1 ปากคีบ (forceps) 
     2.2 75% เอทานอล 
     2.3 ปายชื่อ 
 
3. วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการเตรียมตัวอยาง 
      

     ไดแก 
     3.1 เตาอบ 
     3.2 เครื่องปน (RT-02A) 
     3.3 ตะแกรงขนาด 0.5 มม. (40 mesh) 
     3.4 desiccator 
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4. วัสดุอุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสท้ังหมด 
 
    4.1 วัสดุอุปกรณ 
        4.1.1  เตาเผา (muffle furnace; Carbolite CWF 1200) 
        4.1.2 แทงคนสารแมเหล็ก (magnetic stirrer) 
        4.1.3  ขวดวดัปริมาตรขนาด 25 มล. 
        4.1.4  กระดาษกรอง (Whatman No.1) 
        4.1.5  กรวยกรอง 
        4.1.6  ขาตั้งและที่จับ 
        4.1.7  บีกเกอรขนาด 50 และ 500 มล. 
        4.1.8  ถวยกระเบื้องมีฝาปด (crucible) 
        4.1.9  ELISA reader (Multiskan EX Labsystems) 
      4.1.10  Multiskan transmit software 
      4.1.11  microplate ขนาด 96 หลุม 
      4.1.12  micropipette ขนาด 20 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
      4.1.13  microtube ขนาด 1.5 มล. 
 
    4.2 สารเคมี 
        4.2.1  2 N กรดเกลือ (HCl)  
        4.2.2  40 ppm โพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4)  
        4.2.3  0.25% แอมโมเนียมเมตาวานาเดต (NH4VO3) 
        4.2.4  5% แอมโมเนยีมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7O24) 
        4.2.5  ผงแคลเซียมออกไซด (CaO) 
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5. วัสดุอุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรีย 
 
    5.1 วัสดุอุปกรณ 

5.1.1 ขวดรูปชมพูขนาด 125 มล. 
           5.1.2  กระดาษกรอง (Whatman No.1) 

5.1.3  กรวยแยกขนาด 125 มล. 
5.1.4  กระบอกตวงขนาด 25 มล. 
5.1.5  ขาตั้งพรอมที่จับ 
5.1.6  ตูดูดควนั 
5.1.7  บีกเกอรขนาด 50 และ 250 มล. 
5.1.8 ขวดวดัปริมาตรขนาด 25 มล. 
5.1.9  ขวดมีฝาปดขนาด 50 มล. 

         5.1.10  หลอดทดลองขนาด 15 มล. พรอมที่ตั้งหลอดทดลอง (rack) 
         5.1.11  incubator shaker (Infors AI72 minitron) 
         5.1.12  micropipette ขนาด 200 และ 1000 มล. 
         5.1.13  plastic cuvette 1 มล. 

         5.1.14  spectrophotometer (Beckman CouterTM DU 530 ®Life Science UV/VIS) 
 
     5.2 สารเคมี 
           5.2.1  0.75 N กรดไตรคลอโรอะซีติก (CCl3COOH) 
           5.2.2  0.05% แอมโมเนียมโมลิบเดต ((NH4)6Mo7O24) โดยใช 4 N กรดกํามะถัน เปนตัวทํา

ละลาย 
           5.2.3  10 N กรดกํามะถัน (H2SO4) 
           5.2.4  ไอโซบิวทานอล (C4H9OH) 
           5.2.5  37% กรดเกลือ (conc. HCl) 
           5.2.6  1 มก./มล. โพแทสเซียมออโธฟอสเฟต (KH2PO4) 
           5.2.7  99.5% เอทานอล (C2H5OH ) 
           5.2.8  1.34 M stannous chloride (SnCl2) โดยใช 37% กรดเกลือ เปนตัวทําละลาย 
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6. วัสดุอุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหปริมาณกรดไฟติก 
    
   6.1 วัสดุอุปกรณ 
        6.1.1  ขวดวดัปริมาตรขนาด 25 มล. 
        6.1.2   กระบอกตวงขนาด 25 มล. 
        6.1.3  ตูเย็น –20oซ 

        6.1.4  กระดาษกรอง (Whatman No.1) 
        6.1.6  ขวดมีฝาปดขนาด 50 มล. 
        6.1.7  ขวดกนกลมขนาด 100 มล. 
        6.1.8  กรวยกรอง 
        6.1.9  ขาตั้งพรอมที่จับ 
        6.1.10  ชุดสายยางและ stopcock 

6.1.11 กระบอกฉีดยา 10 มล. 
6.1.12 ชุดกรองและปม (Rocker 300, 220 V, 50 Hz) 
6.1.13 หลอดปนขนาด 15 มล. 
6.1.14 micropipette ขนาด 1000 ไมโครลิตร 
6.1.15 microtube 1.5 มล. 
6.1.16 vial ขนาด 2 มล. 
6.1.17 nylon millipore filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
6.1.18 incubator shaker (Infors AI72 minitron) 
6.1.19 centrifuge (Universal 32R Hettich Zentrifugen)  

6.1.20 rotary evaporator (Buchi Rotavapor® R-205) 

6.1.21 preperation column (AG1-X8, 200-400 mesh prefilled poly-prep®column 0.8 x 4.0 
cm, Biorad) 

6.1.22 sonicator (Transonic T 460/H) 
6.1.23 controller (Alltech control unit) 
6.1.24 ปม (Alltech 626 pump) 
6.1.25 autosampler (Alltech 580) ขนาด 96 ตัวอยาง 
6.1.26 analytical column (C18 prevail 5 μm 250 x 4.6 mm) 
6.1.27 guard column (All-GuardTM cartridge system 7.5 x 4.6 mm)  
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6.1.28 Evaporative light scattering detector (ELSD 2000) 
6.1.29 SRI 203 PeakSimple Chromatoghaphy data system 
6.1.30 PeakSimple 3.26 software 
6.1.31 เครื่องทําน้ําความบริสุทธิ์สูง (maxima) 
 

     6.2 สารเคมี 
          6.2.1  0.025, 0.5 และ 2 N กรดเกลือ (HCl) 
          6.2.2  0.05 N กรดฟอรมิก (HCOOH) 
          6.2.3  เมทานอล (CH3OH) 
          6.2.4  10,000 ppm โซเดียมไฟเตท (C6H6Na6O24P6) 

          6.2.5  กาซไนโตรเจนความบริสุทธิ์ 99.95% (High pure N2(g)) 
          6.2.6 ไอโซโพรพานอล (C3H7OH)  
          6.2.7  น้ําความบริสุทธิ์สูง (ultra high pure water) 
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วิธีการ 
  
 การปลูกถ่ัวเขยีวทกุครั้งใชแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Design) 
โดยเริ่มตนปลกูถ่ัวเขียวจํานวน 612 พันธุที่แปลงทดลองของศูนยวจิัยพืชผักเขตรอน ใน
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน อ. กําแพงแสน จ. นครปฐม คัดเลือกไวเพยีง 250 
พันธุ จาก 18 ประเทศ (ดังตารางที่ 3) จากพันธุที่รอดตายและใหผลผลิตเมล็ดพอเพียงสําหรับ      
การปลูกครั้งตอไป นําถ่ัวเขยีวทั้ง 250 พันธุมาปลูกที่แปลงเดมิ เก็บลักษณะทางพชืไร ไดแก อายุ
ออกดอก อายุเก็บเกี่ยว น้าํหนัก 100 เมล็ด จํานวนฝกตอตน และจํานวนเมล็ดตอฝก จากนัน้
วิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดถ่ัวเขียวทั้ง 250 พันธุ จํานวน 3 ซํ้า แทนการตรวจหา
ปริมาณกรดไฟติกโดยตรงซึ่งใชเวลามากสําหรับการวิเคราะหในตัวอยางจํานวนมาก จากนั้นนํา
พันธุที่มีปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดสูงสุดและต่ําสุดอยางละ 5 พันธุมาวเิคราะหหาปรมิาณ         
กรดไฟตกิ และฟอสฟอรัสอนินทรีย จํานวน 3 ซํ้า แลวคัดเลือกพนัธุที่มีปริมาณกรดไฟตกิสูงสุด
และต่ําสุดมาใชเปนพอแมในการสรางลูกผสมตอไป แบงเมล็ดสวนหนึ่งของลูกผสมชั่วที่ 1 มาปลูก
เปนตนถ่ัวเขยีวช่ัวที่ 1 เก็บลักษณะพชืไรเชนเดิม อีกสวนนํามาหาปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด 
ฟอสฟอรัสอนินทรีย และกรดไฟติกในแตละตน ทั้งจากลูกผสมตรงและผสมสลับอยางละ 3 ตน 
จํานวน 3 ซํ้า 
 
 เลือกตนถ่ัวเขยีวช่ัวที่ 1 จากคูผสมเดียวที่เกิดจากพอแมที่มีปริมาณกรดไฟติกสูงสุดและต่ําสุด 
นําเมล็ดชั่วที่ 2 จากตนถ่ัวเขียวช่ัวที่ 1 ที่เลือกไวเพียง 1 ตน มาปลูกเปนตนถ่ัวเขียวช่ัวที่ 2 เก็บ
ลักษณะทางพชืไรเชนเดิม วิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ฟอสฟอรัสอนินทรีย และ      
กรดไฟตกิในเมล็ดชั่วที่ 2 จากตนถ่ัวเขยีวช่ัวที่ 1 ที่เลือกไวทั้งจากคูผสมตรงและผสมสลับอยางละ 8 
ตน จํานวน 3 ซํ้า 
 
 วิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ฟอสฟอรัสอนินทรีย และกรดไฟติกในเมล็ดชั่วที่ 3 
จากตนถ่ัวเขียวช่ัวที่ 2 จํานวน 161 ตน จํานวน 3 ซํ้า จากนั้นนําผลการวิเคราะหมาคํานวณหา       
การถายทอดทางพันธุกรรมและอัตราพันธุกรรม คาเฉลี่ยของลักษณะ และสหสัมพันธระหวาง
ลักษณะ  
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ตารางที่ 3 เชื้อพันธุกรรมถั่วเขียว 250 พันธุจากประเทศผูปลูกถ่ัวเขียวทีสํ่าคัญ 
 

No. Acc  No. Source No. Acc  No. Source No. Acc  No. Source No. Acc  No. Source

1 V1016AY Thailand 36 V1157AG Iran 71 V1553AG India 106 V1945AG Philippines

2 V1066AG Philippines 37 V1157BLY Iran 72 V1555AG India 107 V1946AY Philippines

3 V1067BG Philippines 38 V1158AG Iran 73 V1556AG India 108 V1948AG Philippines

4 V1098ABLM India 39 V1168ABR Afghanistan 74 V1557AG India 109 V1946BY Philippines

5 V1099BG India 40 V1171AG Afghanistan 75 V1573BG Pakistan 110 V1947AG Philippines

6 V1100BG India 41 V1174AG India 76 V1631BG India 111 V1968AG USA

7 V1103AG India 42 V1191ABR Afghanistan 77 V1656BG Iran 112 V1969AG India

8 V1105BG India 43 V1196ABR Afghanistan 78 V1658BBR Afghanistan 113 V1998BG Iran

9 V1106BG India 44 V1198BG Afghanistan 79 V1660BG Afghanistan 114 V1999BG Iran

10 V1110AY India 45 V1242BG Afghanistan 80 V1661BG Afghanistan 115 V2010BG China

11 V1111BG India 46 V1250BG India 81 V1671BG Afghanistan 116 V2184AG Philippines

12 V1112AG India 47 V1252AG India 82 V1672AG Afghanistan 117 V2190BG Afghanistan

13 V1113BG India 48 V1253BG India 83 V1672BG Afghanistan 118 V2191BG Philippines

14 V1114AG India 49 V1254BG India 84 V1676BBR Afghanistan 119 V2209BG Iran

15 V1114BG India 50 V1255AG India 85 V1687ABLM Afghanistan 120 V2268BG India

16 V1121BG India 51 V1256AG India 86 V1709BG Iran 121 V2365BG India

17 V1123AG India 52 V1257AG India 87 V1713BG Iran 122 V2396BG India

18 V1124AG India 53 V1261AG India 88 V1716AG Iran 123 V2467BG Afghanistan

19 V1125AG India 54 V1262BG India 89 V1717BG Iran 124 V2476AG Afghanistan

20 V1126BG India 55 V1273AG India 90 V1719BG Iran 125 V2479AG Afghanistan

21 V1131AG India 56 V1131AG Iraq 91 V1710BG Iran 126 V2481AG Afghanistan

22 V1132AG India 57 V1311BG Iraq 92 V1721BG Iran 127 V2490AG Iran

23 V1133BG India 58 V1379BG Philippines 93 V1722BG Iran 128 V2495AG Afghanistan

24 V1134AG India 59 V1387AG Philippines 94 V1723AG Iran 129 V2523BG Iran

25 V1137BG India 60 V1399BG Philippines 95 V1724AG Iran 130 V2525AG Iran

26 V1138BG India 61 V1410AG Philippines 96 V1725BG Iran 131 V2709BG India

27 V1139AG India 62 V1414AG Philippines 97 V1726BG Iran 132 V2774AG India

28 V1140BG India 63 V1415AG Philippines 98 V1735AG India 133 V2787AG India

29 V1141BG India 64 V1532BG India 99 V1766BG India 134 V2802BBL Philippines

30 V1142BG India 65 V1544AG India 100 V1837BG India 135 V2915BG England

31 V1144AG India 66 V1536BG India 101 V1844ABLM India 136 V2949BG India

32 V1145AG India 67 V1539AG India 102 V1857ABLM India 137 V3017BG India

33 V1148BG India 68 V1546BG India 103 V1877AG India 138 V3088AG Iran

34 V1153AG Iran 69 V1548AG India 104 V1927AG India 139 V3088BG Iran

35 V1156AG Iran 70 V1552AG India 105 V1944BY Philippines 140 V3092AG India  
 

1Acc No. = Accession number 
ที่มา : David et al. (1995) 
 
 

 1 

 
 1 

 
 1 

 
 1 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 
 

No. Acc  No. Source No. Acc  No. Source No. Acc  No. Source No. Acc  No. Source

141 V3096AG Korea 176 V3735AG Iran 211 V3788AG Iran 246 KPS1 Thailand

142 V3109AG Korea 177 V3736AG Iran 212 V3791AG Iran 247 KPS2 Thailand

143 V3131AG Thailand 178 V3737AG Iran 213 V3792BBR Iran 248 CN60 Thailand

144 V3170AG Iran 179 V3738AG Iran 214 V3792BBR Iran 249 CN72 Thailand

145 V3171AG Iran 180 V3739AG Iran 215 V3794ABLM Iran 250 PSU1 Thailand

146 V3178AG Iran 181 V3740AG Iran 216 V3795AG Iran

147 V3179AG Iran 182 V3741AG Iran 217 V4287AG India

148 V3215BG Afghanistan 183 V3743BG Iran 218 V4451AG India

149 V3218AG Afghanistan 184 V3748AG Iran 219 V4685BG India

150 V3220AG Afghanistan 185 V3748BG Iran 220 V4793BG India

151 V3221AG Afghanistan 186 V3749AG Iran 221 V4908ABLM Iraq

152 V3222BBR Afghanistan 187 V3751ABR Iran 222 V4909ABLM Iraq

153 V3227AG Afghanistan 188 V3754BG Iran 223 V4956BG Iran

154 V3235ABR Afghanistan 189 V3755BBR Iran 224 V5197BG India

155 V3238ABR Afghanistan 190 V3756BBR Iran 225 V5461BBR Iran

156 V3242AG Afghanistan 191 V3757AG Iran 226 V5926BG Philippines

157 V3243AG Afghanistan 192 V3757BG Iran 227 V6011AG Philippines

158 V3248BG Afghanistan 193 V3758BBR Iran 228 V6015AG Philippines

159 V3249BBR Afghanistan 194 V3759BG Iran 229 V6017ADY Philippines

160 V3250BG Afghanistan 195 V3760BG Iran 230 V6083AG USA

161 V3251ABLM Afghanistan 196 V3761ABR Iran 231 NM10-12-1 Thailand

162 V3253ABLM Afghanistan 197 V3762BG Iran 232 NM15-11 Thailand

163 V3258AG Afghanistan 198 V3763BG Iran 233 NM20-11 Thailand

164 V3262AG Afghanistan 199 V3764AG Iran 234 NM49-7 Thailand

165 V3264BG Afghanistan 200 V3766ABR Iran 235 NM92 Thailand

166 V3384BG Nigeria 201 V3768AG Iran 236 NM98 Thailand

167 V3387AG USA 202 V3769AG Iran 237 NM3960A-89 Thailand

168 V3404AG Thailand 203 V3771BG Iran 238 NM3960-88 Thailand

169 V3476AG Philippines 204 V3772BG Iran 239 NM46-7-2 Thailand

170 V3484AG Pakistan 205 V1725ABR Iran 240 NM63-15-8 Thailand

171 V3726BG India 206 V3780BG Iran 241 NM45-24-1 Thailand

172 V3731AG Iran 207 V3781AGR Iran 242 V1135AG India

173 V3732AG Iran 208 V3783BG Iran 243 V1270AG India

174 V3733AG Iran 209 V3784AG Iran 244 V2688BG India

175 V3734AG Iran 210 V3787ABR Iran 245 V3490AG Indonesia  
 

1Acc No. = Accession number 
ที่มา : David et al. (1995) 
 
 

 1 

 
 1 

 
 1 

 
 1 
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1. การปลูกถั่วเขียวและการเก็บเกี่ยวผลผลิต 
 
    เตรียมแปลงโดยไถ พรวน และยกรองขนาด 1 x 5 เมตร ปลูกโดยหยอดเมลด็ถ่ัวเขียวเปน
หลุม หลุมละ 2-3 เมล็ด ดวยระยะปลูก 12.5 x 75.0 ซม. ในการปลกูถ่ัวเขียวทั้ง 250 พันธุ จะปลูก
พันธุละแถว สวนการปลูกพอแมเพื่อผสมพันธุจะปลูกเปน 2 ชวง (planting date) หางกัน 1 สัปดาห 
เพื่อใหมกีารออกดอกตรงกนั ใหน้ําตามรอง พูนโคน ถากหญาและใสปุยรองพื้นสูตร 15-15-15 และ 
สูตร 12-24-12 อัตราสวน 20 กก./ไร ใหสม่ําเสมอทั่วทั้งแปลง บันทึกอายุวันออกดอกเมื่อถ่ัวเขียวมี
จํานวนตนที่ออกดอกประมาณ 50 % ของจํานวนตนทั้งหมด บนัทึกอายุเก็บเกี่ยวเมื่อถ่ัวเขยีวมี
จํานวนตนที่มฝีกแกประมาณ 70 % ของจํานวนตนทั้งหมดในแถว จากนั้นทยอยเก็บฝกแกแยกตน
ใสถุงกระดาษหรือถุงไนลอน นําไปผึ่งแดดตอใหแหงสนิท บันทึกลักษณะจํานวนฝกตอตนและ
เมล็ดตอฝก จากนั้นแกะเมลด็ออกจากฝกใสถุงพลาสติกปากซิป บันทึกลักษณะน้ําหนัก 100 เมล็ด 
และสีเปลือกหุมเมล็ด เก็บเมล็ดในหองเยน็ที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 
2. การผสมพนัธุลูกผสม 
 
 ใชปากคีบจุมแอลกอฮอลเพือ่ตอนเกสรตัวผูบนตนแมออกในตอนเยน็ โดยเลือกดอกที่คาดวา
จะบานในตอนเชาของวันรุงขึ้น ซ่ึงจะมขีนาดใหญพอประมาณ เตง และเกสรตัวผูไมฟุงกระจาย 
แลวใชปากคีบแหวกกลีบดอกจนสามารถดงึเกสรตัวผูออกได เชาวนัรุงขึ้นเก็บดอกตัวผูใสภาชนะ 
แลวใชปากคีบดึงเกสรตัวผูและเกสรตัวเมยีออกมาทั้งหมดพรอมกันจากดอกตวัผู ปายเกสรตัวผูบน
ยอดเกสรตวัเมยีของดอกที่เตรียมไว ติดปายโดยใชดินสอเขียนชื่อพนัธุ คูผสม และวันที่ผสมไวที่
กานดอกอยางหลวม ๆ หลังจากผสมแลว 1 - 2 วัน ถ่ัวเขยีวจะเริ่มติดฝก แตถาผสมไมติดดอกจะรวง
ไป ถาติดฝกตองมาขยับปายชื่อใหพอดกีับฝกเพื่อปองกันการหลนหาย และเดด็ฝกที่ไมมีปายชื่อใน
ชอเดียวกันทิ้งไป แตละชอดอกไมควรผสมเกิน 3 ดอก 
 
3. การเตรียมตัวอยางเมล็ดเพื่อวิเคราะหสารประกอบฟอสฟอรัส 
 
 อบฝกถ่ัวเขียวที่อุณหภูมิ 35 - 450ซ ประมาณ 48 ชม. เพื่อลดความชื้นในฝก จากนั้น แกะ
เมล็ดที่อบแลวมาบดดวยเครือ่งปนขนาด 30,000 รอบตอนาที 3 นาที จนละเอยีดเปนผง รอนดวย
ตะแกรง เก็บตวัอยางบดละเอียดในถุงพลาสติกปากซิปใน desiccator แลวเก็บไวในหองเยน็     4 0ซ 
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4. การวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสท้ังหมด  
 
 ดัดแปลงจากทศันียและคณะ (2532) ดังนี ้
 

    4.1 การสกัด 
 
                 ช่ังตัวอยางบดละเอียดประมาณ 1 ก. บันทึกน้ําหนกัอยางละเอียด (ทศนยิม 4 ตําแหนง) 
คลุกเคลากับผงแคลเซียมออกไซด 1 ก. ในถวยกระเบื้อง เผาที่ 5500ซ 5 ชม. เติม 2 N HCl 5 มล. ลง
ในถวยกระเบือ้งที่มีเถา กรองดวยกระดาษกรอง ปรับปริมาตรดวยน้ําอุนประมาณ 60-700ซ  ในขวด
วัดปริมาตรขนาด 25 มล. ทํา 3 ซํ้า 
 
    4.2 การวิเคราะห 
 
           ปเปตสารละลายตัวอยาง 25 ไมโครลิตร น้ํากลั่น 25 ไมโครลิตร และ 2 N HCl, 5% 
(NH4)6Mo7O24.4H2O และ 0.25% NH4VO3 อยางละ 50 ไมโครลิตร แสดงไวในตารางที่ 4 เขยาแลว
ทิ้งไว 30 นาที ทํา 3 ซํ้า จากนั้นนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ดวย ELISA reader 
การทํากราฟมาตรฐานฟอสฟอรัส ทําโดยผันแปรปริมาตรของฟอสฟอรัสมาตรฐาน (40 ppm Std.P) 
ระหวาง 25 ถึง 150 ไมโครลิตร และผันแปรน้ํากลับระหวาง 0 ถึง 125 ไมโครลิตร โดยปเปต
สารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสและ reagent ตาง ๆ ลงสู microplate ดังตารางที่ 4 จะได            
ความเขมขน 0, 3.33, 6.67, 10.0, 13.33, 16.67 และ 20. 0 ppm P ตามลําดับ เขยาแลวทิ้งไว 30 นาที 
จากนั้นนํามาวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ดวย ELISA reader คํานวณปริมาณ
ฟอสฟอรัสทั้งหมดตอน้ําหนกัของเมล็ด ดังนี้        
 

 
s

3
ef

WV10

VCV
TP =  

 
 เมื่อ   TP   =  ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด (มก./ก.) 
  C     =  ความเขมขนของฟอสฟอรัสที่ไดจากกราฟมาตรฐาน (ppm) 

    Vf     =  ปริมาตรสุดทายของสารตัวอยางและสารที่ใชเกิดปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

    Ve     =  ปริมาตรของสารตัวอยางที่สกดัได (มล.) 
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ตารางที่ 4 ปริมาตรสารตัวอยางและสารตาง ๆ ที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาของการวิเคราะหหาปริมาณ
ฟอสฟอรัสทั้งหมด 

 
ปริมาตร (ไมโครลิตร)  

สารมาตรฐาน ตัวอยาง 
ตัวอยาง 0 0 0 0 0 0 25 

40 ppm Std.P  25 50 75 100 125 150 0 
น้ํากลั่น 125 100 75 50 25 0 125 
2 N HCl 50 50 50 50 50 50 50 

5% (NH4)6Mo7O24 50 50 50 50 50 50 50 
0.25% NH4VO3 50 50 50 50 50 50 50 

รวม 300 300 300 300 300 300 300 
 
    W     =  น้ําหนักตวัอยาง (ก.) 

  Vs      =  ปริมาตรของสารตัวอยางที่ใชในปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

 
5. การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรีย  
 
     ตามวิธีของ Pons and Guthrie (1946) ทําไดดังนี้  
 
 5.1 การสกัด 
 
 โดยช่ังตัวอยางบดละเอียดประมาณ 0.5 ก. ลงในขวดรูปชมพูขนาด 125 มล. ปดดวย
กระดาษฟอยล บันทึกน้ําหนักอยางละเอยีด (ทศนยิม 4 ตําแหนง) จากนั้น เติม 0.75 N                  
กรดไตรคลอโรอะซีติก 25 มล. ลงไปในขวดรูปชมพูดังกลาว แลวเขยา 200 รอบตอนาทีที่ 25-300ซ 
เปนเวลา 1 ชม. ดวย incubator shaker นาํมากรองผานกระดาษกรองลงขวดที่มีฝาปดขนาด 50 มล. 
ทํา 3 ซํ้า 
 
 
 

สาร 
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 5.2 การวิเคราะห 
 
  ปเปตสารสกัดที่ได 2 มล. ลงสูกรวยแยกขนาด 125 มล. จากนั้น เติม molybdate - sulfuric 
reagent 5 มล. (ประกอบดวย 12.5 ก. ของแอมโมเนียมโมลิบเดตใน 10 N กรดกํามะถัน 100 มล. 
แลวปรับปริมาตรเปน 250 มล. ดวยน้าํกลั่น) ปรับปริมาตรใหได 20 มล. ดวยน้ํากลั่น เตมิ                
ไอโซบิวทานอล 10 มล. เขยา 2 นาที ทิ้งชั้นลางซึ่งเปนชั้นน้ํา เติม 1 N กรดกํามะถัน 10 มล. เขยา 2 
นาที ทิ้งชั้นลาง เติม dil. stannous chloride 15 มล. (เตรียมโดยใช 1.34 M stannous chloride 1 มล. 
ผสมกับ 1 N กรดกํามะถัน 200 มล.) เขยา 1 นาที ทิ้งชั้นลาง ถายของเหลวในกรวยแยก                
(ช้ันไอโซบิวทานอล) ลงขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มล. ลางกรวยแยกและปรับปริมาตรดวย 99.5% 
เอทานอล วัดคาการดูดกลืนของสารละลายสีน้ําเงินที่เกดิขึ้นที่ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร ทํา
กราฟมาตรฐานของฟอสฟอรัสอนินทรีย โดยใชสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสอนินทรีย
โพแทสเซียมออโธฟอสเฟตเขมขน 1 มก. ฟอสฟอรัสตอมล. แทนการใชสารสกัดจากตัวอยาง เพื่อ
ทําปฏิกิริยาการเกิดสารละลายสีน้ําเงินดังกลาว ที่ความเขมขน 0 0.02 0.03 และ 0.05 มก. 
ฟอสฟอรัสตอ 25 มล. ตามลําดับ คํานวณปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียตอน้ําหนกัของเมล็ดดังนี ้
 

  
s

e
WV
CV

IP=  

 
                  เมื่อ IP  =  ปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียในเมล็ด (มก./ก.) 
    C   =  ความเขมขนของฟอสฟอรัสอนินทรียที่ไดจากกราฟมาตรฐาน (มก./25มล.) 

                        Ve  = ปริมาตรของสารตัวอยางที่สกัดได (มล.) 
                        W  = น้ําหนักตัวอยาง (ก.) 

   Vs   = ปริมาตรของสารตัวอยางที่ใชในปฏิกิริยา (มล.) 
 
6. การวิเคราะหปริมาณกรดไฟติก   
     
     ดัดแปลงจาก Sandberg and Ahderinne (1986) ดังนี ้
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     6.1 การสกัดตวัอยาง 
 
         ช่ังตัวอยางบดละเอียดประมาณ 0.25 ก. บันทึกน้ําหนักอยางละเอียด (ทศนิยม 4 
ตําแหนง) ใสลงขวดรูปชมพูขนาด 125 มล. จากนั้น เตมิ 0.5 N กรดเกลือ 15 มล. เขยา 200 รอบตอ
นาทีที่ 25-30 0ซ เปนเวลา 2 ชม. ดวย incubator shaker แลวปนที ่2,000g เปนเวลา 10 นาที แชแขง็
สวนน้ําใสในหลอดปนดวยตูเย็น -200ซ ขามคืน (ประมาณ 15 ชม.) จากนัน้ นํามาตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองจนน้ําแข็งละลายเปนของเหลว กรองผานกระดาษกรองลงสูขวดที่มีฝาปดขนาด 50 
มล. (บันทึกปริมาตร) ระเหยแหงของเหลวที่กรองไดดวย rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 400ซ    
ความดัน 57 มิลลิบาร ความเร็ว 200-250 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที โดยความดนัที่ใชคํานวณได
จากสูตร 
 

 
p

ps

bT

TT 
  3.006logP

−
−=  

 

               เมื่อ P  = ความดันที่ใช 

   Ts  = จุดเดือดที่ความดันบรรยากาศ (1,013 มิลลิบาร) 

   Tp = อุณหภมูิของไอระเหยของสาร ซ่ึงเทากับจุดเดือดของสารที่ความดัน P ในที่นี้
คือ 400ซ 
                        b  =  คาคงที่เทากับ 0.159 
 
  จากนั้น ละลายสวนที่เหลือดวย 0.025 N กรดเกลือ 20 มล. กรองผานกระดาษกรอง    ป
เปตของเหลวที่ไดลงสู preperation column ที่เตรียมโดยใช 0.025 N กรดเกลือ 15 มล. ไหลผานดวย
อัตราการไหล 0.4 มล. ตอนาที ชะลางสารอื่นที่ไมไดจับกับเรซินในคอลัมนดวย 0.025 N กรดเกลือ 
15 มล. จากนัน้ ชะกรดไฟตกิออกจากคอลมันดวย 2 N กรดเกลือ 10 มล. เก็บสวนทีช่ะไดไว 25 มล. 
ดวยกระบอกตวงขนาด 25 มล. แลวเทลงสูขวดที่มีฝาปดขนาด 50 มล. ลางคอลัมนดวย 0.025 N 
กรดเกลือ 15 มล. ระเหยแหงสวนที่ชะไดดวยสภาวะเดียวกับขางตน ละลายสวนที่เหลือดวยน้ํา
ความบริสุทธิ์สูง 2 มล. กรองผาน millipore filter 0.45 ไมโครเมตร ลงสู vial ขนาด 2 มล. เก็บใน
ตูเย็นที่อุณหภมูิ 40ซ ทํา 3 ซํ้า 
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     6.2 การวิเคราะหดวย RP-HPLC 
 
            เตรียมเฟสเคลื่อนที่ คือ 0.05 N กรดฟอรมิก:เมทานอล ในอัตราสวน 40:60 แลวกรอง
ผาน millipore filter 0.45 ไมโครเมตร ดวยชุดกรองและปม จากนัน้ เตรยีมพรอม analytical column 
ดวยการใชเฟสเคลื่อนที่ใหไหลผานเปนเวลา 1 ชม. ตั้งคาเครื่อง ELSD ที่ drift tube temperature 
98.50ซ อัตราการไหลของไนโตรเจน 2.2 ลิตรตอนาที โดยอุณหภูมแิละอัตราการไหลที่ใชคํานวณ
ไดจากสูตร 
   
   ∑= ix rTT  
   ∑= ix rFF  
 
  เมื่อ  r   = อัตราสวนของสารนั้นในเฟสเคลื่อนที่ 

                      Tx = drift tube temperature ที่เหมาะที่จะใชกบัเฟสเคลี่อนที่  

                  Ti = drift tube temperature ที่เหมาะที่จะใชกับของเหลวองคประกอบในเฟส
เคลื่อนที่ 

                  Fx = gas flowrate ที่เหมาะทีจ่ะใชกับของเหลวองคประกอบในเฟสเคลื่อนที ่

                  Fi  = gas flowrate ที่เหมาะทีจ่ะใชกับเฟสเคลื่อนที่ 
         
         จากนั้น วาง vial ของสารสกัดในถาดของ autosampler โดยตั้งคาเครื่อง autosampler ให
ฉีดตัวอยางละ 20 ไมโครลิตร เมื่อเปลี่ยน vial ลางเข็มฉีดทุกครั้งดวยไอโซโพรพานอล 200 
ไมโครลิตร และดวยตวัอยางเอง 10 ไมโครลิตร เดินเครื่องดวยอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่      
0.3 มล. ตอนาที เปนเวลา 15 นาที สรางกราฟมาตรฐานของกรดไฟติกดวยสารละลายมาตรฐาน        
กรดไฟตกิ 10,000 ppm P ที่เตรียมจากโซเดียมไฟเตท ทีค่วามเขมขน 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500 
ppm P คํานวณปริมาณไฟเตทฟอสฟอรัสและกรดไฟตกิตอน้ําหนักของเมล็ดดังนี ้
 

  
W10

CV
InsP 3

f=  

 

                InsP552.3PA =  
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 เมื่อ  InsP  = ปริมาณไฟเตทฟอสฟอรัส (มก./ก.)   
                          PA  = ปริมาณกรดไฟติก (มก./ก.) 
       C   =  ความเขมขนของไฟเตทฟอสฟอรัสที่ไดจากกราฟมาตรฐาน (ppm) 

       Vf   = ปริมาตรสุดทายของสารตัวอยาง (มล.)  
      W   = น้ําหนักตัวอยาง (ก.) 
 
7. การวิเคราะหขอมูล 
 
 7.1 การแจกแจงความถี ่
 
              เปนการจัดเรียงลําดับขอมูลโดยจัดใหเปนพวกหรือหมวดหมู ซ่ึงจะถูกจําแนกออกเปนชั้น 
ๆ ตามลําดับคาของขอมูล (กานดา, 2530) ทําไดโดยคํานวณหาจํานวนชั้น จํานวนขอมูลที่จะจัดเขาสู
ช้ัน จํานวนขอมูลในแตละชั้น (อันตรภาค) เขียนขีดจํากัดบนและลางของแตละชั้น แลวพิจารณาแต
ละจํานวนวาอยูในชั้นใด โดยทํารอยขีดของแตละชั้น แลวนับจํานวนรอยขีดซึ่งจะเปนจํานวน
ความถี่ของขอมูลในชั้นนั้น ๆ (Leclerg et al., 1966)  
             

                                            ( ) 4
1

 างจํานวนตัวอย5.2จํานวนชั้น=                   
 
                                                 คาต่ําสุดคาสูงสุดคาพิสัย −=             
  
               1คาพิสัยขาสูชันลที่จะจัดเจํานวนขอมู +=               
 

                                             
จํานวนชั้น
คาพิสัย

อันตรภาค=                                   

  
 7.2 การทดสอบการแจกแจงปกติ 
 
  การแจกแจงปกติมีลักษณะเปนโคงระฆังคว่ํา สมมาตร ขอมูลสวนใหญมีคาปานกลาง 
ขอมูลที่มีคาต่ําและสูงมากมจีํานวนนอย และความสูงของสวนโคงขึ้นกับสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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การทดสอบสมมติฐานวาขอมูลมีการแจกแจงเปนปกตใิชโปรแกรม SAS ดวยชุดคําส่ัง proc 
univariate และคําส่ัง normal plot (ประเสริฐและคณะ, 2546) 
 
 7.3 การคํานวณทางสถิติ 
 
  คาทางสถิติที่ตองคํานวณ ไดแก คาเฉลี่ย (mean) สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard 
deviation) ความแปรปรวน (variance)  ความเบ (skewness) ความโดง (kurtosis) และสัมประสิทธิ์
ความแปรปรวน (coefficient of variation) ซ่ึงสามารถคํานวณไดโดยโปรแกรม SAS ดวยชุดคําส่ัง 
proc univariate  
 
 7.4 การคํานวณสหสัมพันธ 
 
  เพื่อหาความสมัพันธระหวาง 2 ปจจยั โดยคํานวณหาสัมประสิทธสหสัมพันธ (r) โดย
โปรแกรม SAS ดวยชุดคําส่ัง proc corr แลวตรวจสอบลักษณะสองลักษณะที่ศึกษามีความสัมพันธ
กัน  
 
 7.5 การเปรียบเทียบคาเฉลี่ย 2 กลุม (group comparison) 
 
                 ทําไดโดยคํานวนคาสถิติที (t-test) ดังนี้    
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  ถากลุม 2 กลุมมีความแปรปรวนไมเทากนัแลว (ตรวจสอบไดจากการทดสอบสมมติฐาน

โดยใชคาสถิติ F ; 2
B

2
A

S

S
F = )  ใหใช dfeffective ดังนี้     
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 7.6 การวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of variance) 
 
  โดยคํานวนหาคา sum of squares, mean square และคาสถิติ F เพื่อทดสอบสมมติฐานวา 
คาเฉลี่ยของทรีทเมนตมีความแตกตางกนั โดยใชโปรแกรม SAS ชุดคําส่ัง proc anova หรือแบบ 
orthogonal comparison in CRD ดวยชุดคําสั่ง  proc glm 
 
 7.7 การเปรียบเทียบคาเฉลี่ยทรีทเมนต  
 
  เมื่อทดสอบสมมติฐานแลวพบวา คาเฉลี่ยของทรีทเมนตมีความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญแลว แสดงวา มีอยางนอย 2 ทรีทเมนตที่มีคาเฉลี่ยแตกตางกัน ตองทดสอบตอไป เพื่อ
สรุปวา คาเฉลี่ยทรีทเมนตคูใดบางที่แตกตางกัน และคาเฉลี่ยทรีทเมนตคูใดบางที่ไมแตกตางกนั 
(พิสมัย, 2547) โดยใชวิธีเปรียบเทียบคาเฉลี่ยทรีทเมนตแบบ lsd แบบซ้ําไมเทา ซ่ึงคํานวณไดจาก
สูตร 
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                 เมื่อ α   = ระดับนยัสําคัญซึ่งใชที่ระดับ 0.01 
                            ν  = องศาความอิสระของความคลาดเคลื่อน 
               MSE = mean square error 
              nI และ nj  = จํานวนขอมูลของทรีทเมนตที่กําลังเปรียบเทียบคาเฉลี่ย 
 

 7.8 การคํานวณหาอัตราพนัธุกรรม 
 
 คํานวณหาอัตราพันธุกรรมอยางกวาง โดยการใชความแปรปรวนของประชากรที่มี
องคประกอบทางพันธุกรรมเหมือนกนัไดจากสูตร 
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                                 EPG VVV −=  
 

                 เมื่อ    VG = ความแปรปรวนเนื่องจากพันธุกรรม 

                            VP = ความแปรปรวนของลักษณะปรากฎ 

       VA = ความแปรปรวนเนื่องจากยีนแบบผลบวก 

                           VE  = ความแปรปรวนเนื่องจากสภาพแวดลอม 
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     SS = sum square 
       n  = จํานวนขอมูลในแตละช่ัว 
   

   7.9 การทดสอบอัตราสวนดวย Chi-square (χ2) (Goodness-of-fit test) 
 
 เพื่อตรวจสอบหาความสอดคลองกันระหวางจํานวนสังเกต (Oi) กับจํานวนคาดหมาย (Ei) 
ในลูกช่ัวท่ี 2 โดยใชสัดสวนการถายทอดทางพันธุกรรมที่กําหนดให 
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  7.10 การทดสอบอิทธิพลของละอองเกสรเพศผู (xenia effect) บนตนแม 
 

    การทดสอบอัตราสวนดวย Chi-square ทําใหทราบถึงการทํางานของยีนและปฏิกิริยา
ของยีนที่ควบคุมลักษณะปริมาณกรดไฟติกในเมล็ด ซ่ึงสามารถนํามาประเมินอิทธิพลของละออง
เกสรเพศผูบนตนแมได ดังตารางที่ 5 โดยท่ีหากมี xenia effect ควบคุมปริมาณกรดไฟติกแลว ไมวา
กรดไฟติกจะควบคุมดวยยีนเดนหรือดอยก็ตาม เมล็ดช่ัวท่ี 1 ท้ังผสมตรงและผสมกลับ จะตองมี
ปริมาณกรดไฟติกเหมือนลักษณะเดนนั้น กลาวคือ ถาลักษณะกรดไฟติกสูงเปนลักษณะเดน เมล็ด
ช่ัวท่ี 1 ตองมีกรดไฟติกสูงทั้งลูกผสมตรงและผสมสลับ ในทางกลับกัน ถาลักษณะ     กรดไฟติกต่ํา
เปนลักษณะเดนแลว เมล็ดช่ัวท่ี 1 ท้ังสองการผสมจะตองมีกรดไฟติกต่ําตามไปดวย แตถาลักษณะ
ปริมาณกรดไฟติกไมมี xenia effect เมล็ดช่ัวท่ี 1 จะมีปริมาณกรดไฟติกไมแตกตางจากตนแมในทั้ง
สองกรณี (possibility) ดังแสดงในตารางที่ 5 
 
สถานที่ทําการทดลอง 
 

1. แปลงทดลองของศูนยวจิัยพืชผักเขตรอน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 
อ. กําแพงแสน จ.นครปฐม 
 

2. หองปฏิบัติการวิจัย Plant Physio - Molecular Biology (PMB Lab) ศูนยเทคโนโลยชีีวภาพ
เกษตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน อ. กําแพงแสน จ.นครปฐม 
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ตารางที่ 5 การแสดงอิทธิพลของละอองเกสรเพศผู (xenia effect) บนตนแม 
 

Xenia effect in F1 seed  
Possibility 

 
                     Cross1 No Yes 

I High PA content controlled by dominant gene 
 Direct Low x High Low High 
 Reciprocal High x Low High High 

II Low PA content controlled by dominant gene 
 Direct Low x High Low Low 
 Reciprocal High x Low High Low 
 
1PA = phytic acid content 
 

3. หองปฏิบัติการวิจัยภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน อ. กําแพงแสน จ.นครปฐม 
 

 
ระยะเวลาในการทดลอง 
 
 ระหวางเดือน มิถุนายน 2547 ถึงเดือนเมษายน 2549 
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ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

1. การตรวจหาพันธุถั่วเขียวท่ีมีปริมาณฟอสฟอรัสท้ังหมดในเมล็ดสูงและต่ํา  
  
 การวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดของเช้ือพันธุกรรมถ่ัวเขียว 250 พันธุ 
สามารถแจกแจงความถี่ออกไดเปน 9 อันตรภาคชั้น ดังตารางที่ 6 โดยพบวา ปริมาณฟอสฟอรัส
ท้ังหมดในเมล็ดอยูในชวง 2.34 ถึง 5.75 มก./ก. โดยพันธุท่ีมีปริมาณสูงสุดคือ V1724AG ซ่ึง
มากกวาพันธุท่ีมีปริมาณต่ําสุด คือ V1137BG ถึง 59% สามารถเขียนกราฟการกระจายตัวของ
ปริมาณดังกลาวไดดังภาพที่ 10 ซ่ึงแสดงการกระจายตัวแบบปกติ มีความเบซายเล็กนอย (ความเบ
เทากับ - 0.18) ขอมูลมีความโดงปกติ (มีความโดงเทากับ 2.55) มีคาเฉล่ียเปน 3.82 มก./ก. 
สัมประสิทธ์ิของความแปรปรวนเปน 11.96% การที่สายพันธุชุดนี้แสดงความแตกตางกันใน
ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดคอนขางสูง เพราะนําเขามาจาก 18 ประเทศทั่วโลก และทุกประเทศไมมี
การคัดเลือกเพ่ือเพิ่มหรือลดปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด คาที่ไดจึงเปนคาสุมที่เปนจริงใน
ประชากรถ่ัวเขียว และไมจําเปนตองมีการกระจายตัวแบบปกติ อยางไรก็ตาม ความแปรปรวนของ
ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดอาจเปลี่ยนแปลงไปไดเล็กนอยข้ึนอยูกับ สภาวะดิน การใสปุย 
ความชื้นในดิน และสภาพภูมิอากาศ (Raboy and Dickinson, 1993) ท้ังนี้เพราะ ปจจัยดาน
ส่ิงแวดลอมมีผลตอปริมาณฟอสฟอรัสที่พืชจะดูดซึมจากดิน ในขณะที่ปจจัยทางพันธุกรรมเปนตัว
จํากัดระดับความสามารถในการดูดซึมฟอสฟอรัสที่มีในดินไปใช   
 

2. การวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสชนิดตาง ๆ ในเมล็ดถั่วเขียว 
 

จากผลการวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด ทําใหสามารถแบงเชื้อพันธุกรรมถ่ัว
เขียวไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่มีปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดสูงสุด 5 พันธุ และกลุมที่มี
ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดต่ําสุด 5 พันธุ ดังตารางที่ 7 จากนัน้ นําเมล็ดถ่ัวเขียวท้ัง 10 พันธุ 
มาวิเคราะหหาปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรีย ไฟเตทฟอสฟอรัส และกรดไฟติก รวมถึงคํานวณหา
เปอรเซ็นตฟอสฟอรัสอนินทรียสัมพัทธ เปอรเซ็นตไฟเตทฟอสฟอรัสสัมพัทธ และคาทางสถิติตาง 
ๆ (ตารางที่ 7) พบวา ปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียอยูในชวง 0.34 - 0.59 มก./ก. พันธุท่ีมีปริมาณ
ตํ่าสุดและสูงสุด คือ V1141BG และ V1724AG ตามลําดับ ปริมาณไฟเตทฟอสฟอรัสและ          
กรดไฟตกิอยูในชวง 1.67 - 5.03 มก./ก. และ 5.94 - 17.87 มก./ก. ตามลําดับ โดยพันธุท่ีมีปริมาณทั้ง
สองต่ําสุดและสูงสุด ไดแก V1658BBR และ V1724AG เปอรเซ็นตฟอสฟอรัสอนินทรียสัมพัทธอยู
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ในชวง 6.3 - 19.1% โดยพันธุท่ีมีเปอรเซ็นตดังกลาวต่ําสุดและสูงสุด ไดแก V1141BG และ 
V3251ABLM ตามลําดับ และเปอรเซ็นตไฟเตทฟอสฟอรัสสัมพัทธอยูในชวง 70.3 - 98.0% โดย
พันธุท่ีมีเปอรเซ็นตดังกลาวต่ําสุดและสูงสุด ไดแก V1658BBR และ V1687ABLM ตามลําดับ เมื่อ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยปริมาณฟอสฟอรัสตาง ๆ ในเมล็ดระหวาง 2 กลุม ไดผลดังตารางที่ 8 พบวา ท้ัง
สองกลุมมีคาเฉลี่ยปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ไฟเตทฟอสฟอรัส กรดไฟตกิ และเปอรเซ็นต
ฟอสฟอรัสอนินทรียสัมพัทธแตกตางกนั แตปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียและเปอรเซ็นตไฟเตท
ฟอสฟอรัสสัมพัทธไมแตกตางกัน ท้ังนีเ้ปนเพราะปรมิาณฟอสฟอรสัอนินทรียในเมล็ดถ่ัวเขียวท่ี
เจริญเต็มที่ มีปริมาณไมแตกตางกัน ไมวาจะมีปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดสูงหรือตํ่า Raboy (2003) 
รายงานวา ปริมาณกรดไฟตกิในเมล็ดธัญพืชท่ีเจริญเต็มท่ีจะเพิ่มข้ึนจาก 75.0 + 10% เปนมากกวา 
90% ของปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด ในขณะที่สารประกอบฟอสฟอรัสอนินทรียในเมล็ด มี
อิทธิพลตอการทํางานของเอนไซมในกระบวนการเมตาบอลิซึม เพื่อการเจริญเติบโตและพัฒนาการ 
(Schachtman et al., 1998) เมื่อเมล็ดพัฒนาเต็มที่ ฟอสฟอรัสจึงถูกเกบ็สะสมในรูปของกรดไฟตกิ 
และจะถูกยอยเปนฟอสฟอรัสอนินทรียอีกคร้ังในกระบวนการงอก เมล็ดท่ีเจริญเต็มที่จึงมีปริมาณ
ฟอสฟอรัสอนินทรียท่ีคอนขางคงที่ดวยระบบการรักษาสมดุล (homeostasis) โดยอาศัยการทํางาน
รวมกันของการขนสงระหวางเยื่อเซลล (membrane transport) และการเปลี่ยนรูปของสารประกอบ
ฟอสฟอรัสในเซลล (phosphorus intracellular pools) ซ่ึงฟอสฟอรัสจะอยูในรูปใดขึ้นอยูกับท่ีอยู 
เชน ในไซโตพลาสซึมมี H3PO4 แวคิวโอลและอะโพพลาสมีท้ัง H2PO4

- และ HPO4
2- เปนตน สวน

ปจจัยอ่ืน ๆ ท่ีกําหนดรูปของฟอสฟอรัสอนินทรีย คือ pH ชนิดของเนื้อเยื่อ อาย ุ และปริมาณ
ฟอสฟอรัสที่ไดรับจากดนิ นอกจากนี ้ ยังพบสารประกอบฟอสฟอรัสอนินทรียในรูปเกลือของ      
แรธาตุตาง ๆ อีกประมาณ 170 ชนิด (Schachtman et al., 1998)  

 
จากผลการวิเคราะหปริมาณไฟเตทฟอสฟอรัสและกรดไฟติกดวย RP-HPLC พบวา        โคร

มาโทแกรมของถั่วเขียวท้ัง 10 พันธุ มี 2 พีค (ภาพที่ 11) เหมือนกับสารมาตรฐานโซเดียมไฟเตท 
แสดงวา inositol phosphate ท่ีนํามาวิเคราะหดังกลาวมีอยางนอย 2 form ซ่ึงนาจะมสีาเหตุมาจาก
การที่กรดไฟตกิถูกยอยสลายเปน myo - inositol phosphate (InsP) ท่ีมีจํานวนหมูฟอสเฟตนอยกวา 6 
หมู หรือเปล่ียน isoform ไป เชน cis-, epi-, muco-, chiro-, allo-, neo- หรือ scyllo - inositol 
phosphate ดังภาพที่ 6 หรือเปล่ียน conformation ดังภาพที่ 7 ซ่ึงอาจเปนผลมาจากสภาวะที่สกัดซ่ึงมี 
pH ตํ่า (ประมาณ 2 - 3) และอุณหภูมิสูงขณะระเหยแหง (40Oซ) และขณะที่ผาน detector (98.5Oซ) 
นอกจากนี้ InsP ในเมล็ดถ่ัวเขียวอาจมีมากกวา 1 รูป เชนเดยีวกับรายงานของ Ockenden et al. 
(2004) ท่ีพบ 4 รูป ไดแก InsP3, InsP4, InsP5 และ InsP6  ในขาวบาเลยพันธุกลายที่มีปริมาณ        
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กรดไฟตกิต่ํา นอกจากนี้ Dorsch et al. (2003) และ Raboy  et al. (2000) ยังพบ InsP ในขาวบาเลย
และขาวโพดมากกวา 1 รูป และไดตรวจสอบหาโครงสรางของ InsP ดวย NMR (nuclear magnetic 
resonance) ดังนั้น งานวิจยัคร้ังนี้จึงรวมพืน้ที่ใตพีคทั้ง 2 พีค มาคํานวณเปนปริมาณ InsP รวม และ
ประมาณเปนปริมาณไฟเตทฟอสฟอรัส เพื่อคํานวณเปนปริมาณกรดไฟติกตอไป 

 
 การศึกษาความสัมพันธระหวางปริมาณฟอสฟอรัสชนิดตาง ๆ ในเมล็ด กับลักษณะทางพืชไร
บางประการในถั่วเขียวท้ัง 10 พันธุ ไดผลดังตารางที่ 9 แตเนื่องจากปริมาณกรดไฟติกไดจากการ
คํานวณดวยปริมาณไฟเตทฟอสฟอรัสโดยตรง การทดลองครั้งนี้จึงใชปริมาณกรดไฟติก แตไมใช
ปริมาณไฟเตทฟอสฟอรัสในการคํานวณสหสัมพันธ ซ่ึงพบวา ปริมาณกรดไฟติกมีสหสัมพันธใน
ทางบวกกับปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด (r = 0.98) ซ่ึงใกลเคียงกับที่ Raboy et al. (2000) 
และ Raboy et al. (2001) รายงานไววา ในพืชไรท่ัวไปมีสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธเปน 0.95 และ 0.90 
ตามลําดับ นอกจากนี้ ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดและกรดไฟติก ยังสัมพันธในทางลบกับ
เปอรเซ็นตฟอสฟอรัสอนินทรียสัมพัทธ (r = -0.90 และ -0.93 ตามลําดับ) สวนฟอสฟอรัสอนินทรีย
มีความสัมพันธกับอายุเก็บเกี่ยว (r = 0.87) เพียงลักษณะเดียว ความสัมพันธดังกลาว สามารถแสดง
ใหเห็นไดดังภาพที่ 12 
 
ตารางที่ 6 การจัดอันตรภาคชั้นของปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดของถ่ัวเขียว 250 พันธุ ท่ี

รวบรวมจาก 18 ประเทศ 

Class range Class mean

(mg P g-1) (mg P g-1)

1 2.34-2.71 2.52 7
2 2.72-3.09 2.91 6
3 3.10-3.47 3.29 33
4 3.48-3.85 3.67 86
5 3.86 - 4.23 4.05 90
6 4.24 - 4.61 4.43 22
7 4.62 - 4.99 4.81 3
8 5.00 - 5.37 5.19 2
9 5.38 - 5.75 5.57 1

sum 250

Class no. Frequency
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ภาพที่ 10 ความแปรปรวนของปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดถ่ัวเขียว 250 พันธุ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ตารางที่ 7 ปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสชนิดตาง ๆ ในเมล็ดถ่ัวเขียวกลุมที่มีปริมาณฟอสฟอรัส  
ท้ังหมดต่ําสุด (ลําดับที่ 1 - 5) และกลุมที่มีปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดสูงสุด                          
(ลําดับที่ 6 -10)  

 

  No.    Accession Content1  (mg g-1)  % 
 number TP IP InsP PA  IP/TP InsP/TP 

 Accessions with low P-compounds 

1 V1158AG 2.34 0.37 1.69 6.01  15.7 72.3 
2 V1658BBR 2.38 0.40 1.67 5.94  16.7 70.3 
3 V1137BG 2.39 0.38 1.98 8.20  15.8 96.6 
4 V3251ABLM 2.43 0.46 1.95 7.25  19.1 84.0 
5 V1687ABLM 2.44 0.35 2.09 8.49  14.4 98.0 

 Accessions with high P-compounds 
6 V1725BG 4.71 0.59 3.63 12.91  12.5 77.2 
7 V3092AG 4.92 0.43 4.12 14.65    8.7 83.8 
8 V1722BG 5.03 0.44 4.53 16.11    8.6 90.2 
9 V1141BG 5.32 0.34 4.97 17.66    6.3 93.5 
10 V1724AG 5.75 0.59 5.03 17.87  10.3 87.5 

 Mean+SD 3.77+1.47 0.44+0.09 3.17+1.42 11.51+4.84  12.8+4.24 85.3+9.83 
 CV (%) 39.10 20.77 44.88 42.05  33.10 11.53 

 

1TP = total P content, IP = inorganic P content, InsP = phytate P content, PA = phytic acid content 
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2.52     2.91     3.29     3.67     4.05    4.43     4.81     5.19     5.57 
 

     Class mean of total P content (mg g-1) 

Mean + SD = 3.82 + 0.46 mg g-1 
CV = 11.96 % 
Skewness = -0.18 
Kurtosis = 2.55 
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ภาพที่ 11 โครมาโทแกรมของการวิเคราะหหาปริมาณกรดไฟติกในเมลด็ถ่ัวเขียวดวย  
                  RP-HPLC-ELSD  

ตารางที่ 8 การเปรียบเทียบคาเฉลี่ยระหวางถ่ัวเขียว 2 กลุมที่มีปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดสูงและต่ํา 
 

 

1TP = total P content, IP = inorganic P content, InsP = phytate P content, PA = phytic acid content 
** Significantly different at 0.01 probability level 
  
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

Content1 t - test
TP                                              15.19**
IP 1.66
Ins P                                                9.31**
PA                                                8.26**
%IP/TP                                                5.47**
%InsP/TP 0.34
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ตารางที่ 9 ความสัมพันธระหวางปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสชนิดตาง ๆ ในเมล็ดกับลักษณะ
ทางพืชไรของถ่ัวเขียว 10 พันธุ 

 

 

1TP = total P content, IP = inorganic P content, InsP = phytate P content, PA = phytic acid 
content, Pd/Plt = number of pods/plant, Sd/Pd = number of seeds/pod, HSW = 100-seed weight, 
DAF = days to flowering, DAH = days to harvesting 
** Significant at 0.01 probability level 
 

3. การศึกษาพันธุกรรมการถายทอดลักษณะปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสในเมล็ด 
 
 การวิเคราะหความแปรปรวนและคาเฉลี่ยของปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ฟอสฟอรัส                   
อนินทรีย ไฟเตทฟอสฟอรัส กรดไฟติก เปอรเซ็นตฟอสฟอรัสอนินทรียสัมพัทธ และเปอรเซ็นต     
ไฟเตทฟอสฟอรัสสัมพัทธในเมล็ดพอแม ลูกช่ัวท่ี 1, 2 และ 3 ไดผลดังตารางที่ 10 และ 11 พบวา 
คาเฉล่ียของทุกลักษณะแตกตางกันในระหวางพอแม แตไมแตกตางกันระหวางลูกแตละช่ัว ยกเวน
เปอรเซ็นตฟอสฟอรัสอนินทรียสัมพัทธและเปอรเซ็นตไฟเตทฟอสฟอรัสสัมพัทธ ท่ีมีคาเฉลี่ยไม
แตกตางกันทางสถิติท้ังในระหวางพอแมและลูกแตละช่ัว  
 
 

T rait1 TP IP InsP PA % IP /TP % InsP /TP
IP    0 .50
InsP       0 .99**   0 .40
PA      0 .98**   0 .38    1 .00**
% IP /TP     -0 .90** -0.11   -0 .93**   -0 .93**
% InsP /TP   0 .18 -0.24 0.29  0 .37 -0 .34
Pd/P lt   0 .16 -0.35  0 .22  0 .27 -0 .37  0 .62
Sd/Pd   0 .16 -0.07  0 .20  0 .19 -0 .15  0 .06
H SW   0 .03  0 .14 -0 .04 -0.10  0 .03 -0.68
D A F  -0 .33  0 .11 -0 .16 -0.32  0 .31  0 .23
D A H    0 .21      0 .87**   0 .12   0 .12  0 .15 -0.12
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ภาพที่ 12 ความสัมพันธระหวางปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดกับปริมาณกรดไฟตกิ (a), ปริมาณ
ฟอสฟอรัสทั้งหมดกับเปอรเซ็นตฟอสฟอรัสอนินทรียสัมพัทธ (b), ปริมาณกรดไฟตกิ
กับเปอรเซ็นตฟอสฟอรัสอนินทรียสัมพัทธ (c), และปริมาณฟอสฟอรสัอนินทรียกับ
อายุเก็บเกี่ยว (d) ของถ่ัวเขียวท่ีมีปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดสูง 5 สายพันธุ และ
ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดต่ํา 5 สายพันธุ 

 

Oltman et al. (2004) รายงานวา ไมมีอิทธิพลทางพันธุกรรมจากไซโตพลาสซึมของแมตอ
ปริมาณกรดไฟติกในเมล็ดถ่ัวเหลือง (ไมมี maternal effect) ดังนั้น การวิจยัคร้ังนี้จึงศึกษาเฉพาะ
อิทธิพลของละอองเกสรเพศผูบนตนแม (xenia effect)  ท่ีมีตอปริมาณฟอสฟอรัสชนิดตาง ๆ ใน
เมล็ดถ่ัวเขียว ดวยการวเิคราะหในลูกผสมชั่วท่ี 1 ท้ังผสมตรง (V1658BBR x V1141BG) และผสม
สลับ (V1141BG x V1658BBR) พบวา คาเฉลี่ยปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ไฟเตทฟอสฟอรัส และ
กรดไฟตกิในเมล็ดลูกผสมชั่วท่ี 1 ท้ังสองการผสมไมแตกตางกนัและไมแตกตางจากพอและแม 

0

5

10

15

20

3 6 9 12 15 18

Phytic acid content (mg/g)

Re
lat

ive
 in

org
an

ic 
P c

on
ten

t (%
)

 

0

5

10

15

20

1 2 3 4 5 6
Total P content (mg/g)

Ph
yti

c a
cid

 co
nte

nt 
(m

g/g
)

 

0

5

10

15

20

1 2 3 4 5 6

Total P content (mg/g)

 R
ela

tiv
e i

no
rga

nic
 P 

co
nte

nt 
(%

)

 

50

52

54

56

58

60

0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Inorganic P content (mg/g)

Da
ys

 to
 ha

rve
sti

ng
 (d

ay
s)

 

a b 

c d 

r = 0.98 r = -0.90 

r = -0.93 r = 0.87 

0 

0 0 

0 

Total P content (mg.g-1) Total P content (mg g-1) 

Ph
y t

ic 
ac

id 
co

nte
nt 

(m
g g

-1 ) 

Phytic acid content (mg g-1) 

Total P content (mg g-1) 

Inorganic P content (mg g-1) 



 59 

(ตารางที่ 12) ยกเวนปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียท่ีตางกันระหวางคูผสม และตางจากพอแม 
นอกจากนี้ ผลการเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยเปนคู ๆ (ตารางที่ 13) พบวา เมล็ดลูกผสมชั่วท่ี 1 ของการ
ผสมตรงและผสมสลับมีปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด ไฟเตทฟอสฟอรัส และกรดไฟตกิไม
ตางจาก V1141BG ซ่ึงมีปริมาณกรดไฟตกิสูง จึงสรุปไดวา มีอิทธิพลของละอองเกสรเพศผูบนตน
แม เพราะผลการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยเปนคู ๆ ดังกลาว พบวา สอดคลองกับการมีอิทธิพลของละออง
เกสรเพศผู ในกรณีท่ีลักษณะปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสทั้งสามชนิดท่ีมากเปนลักษณะเดน 
(ตารางที่ 5) โดยเมล็ดลูกผสมชั่วท่ี 1 ท้ังสองคูผสมมีปริมาณกรดไฟติกสูง ตามลักษณะที่ยนีเดน
ควบคุม 

 
คาเฉลี่ยและคาทางสถิติของปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสในเมล็ด F3 จากตน F2 เปนดัง

ตารางที่ 14 ซ่ึงพบวา ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ฟอสฟอรัสอนินทรีย ไฟเตทฟอสฟอรัส กรดไฟติก 
เปอรเซ็นตฟอสฟอรัสอนินทรียสัมพัทธ และเปอรเซ็นตไฟเตทฟอสฟอรัสสัมพัทธ มีคาอยูในชวง 
2.42 - 6.11 มก./ก., 0.25 - 0.73 มก./ก., 1.77 - 5.79 มก./ก., 6.29 - 20.57 มก./ก. 5.17 - 21.00% และ 
64.6 - 96.2% ตามลําดับ ซ่ึงพบวา คาเฉลี่ยปริมาณกรดไฟติกในเมล็ดของตนช่ัวท่ี 2  (12.58 มก./ก. 
จากตารางที่ 14) เทียบกับคาเฉล่ียปริมาณกรดไฟติกในเมล็ดทุกช่ัว (12.36 มก./ก. จากตารางที่ 11) 
รวมถึงคาเฉลี่ยปริมาณกรดไฟติกในเชื้อพันธุกรรมถ่ัวเขียว 10 พันธุ (11.51 มก./ก. จากตารางที่ 7) 
ใกลเคียงกับที่ Chitra et al. (1995) ไดรายงานไววา เมล็ดถ่ัวเขียวมีปริมาณกรดไฟติกเฉลี่ย 12.0 มก./
ก. นอกจากนี ้ คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตฟอสฟอรัสอนินทรียสัมพัทธในเมล็ดของตนช่ัวท่ี 2 และทุกช่ัว 
(9.30% จากตารางที่ 14 และ 9.33% จากตารางที่ 11) ก็ใกลเคียงกับท่ี Larson et al. (2000) รายงาน
ไววา มี 5+3% ในเมล็ดถ่ัวเหลืองพันธุกลาย 

 
ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ฟอสฟอรัสอนินทรีย ไฟเตทฟอสฟอรัส และกรดไฟติก ในเมล็ด

ถ่ัวเขียวจากตนช่ัวท่ี 2 สามารถนํามาแจกแจงความถี่และจัดได 10, 7, 9 และ 9 ช้ันตามลําดับ ดัง
ตารางที่ 15, 16, 17 และ 18 ตามลําดับ และเขียนกราฟการกระจายตัวไดดังภาพที่ 13, 14, 15 และ 16 
ตามลําดับ ซ่ึงทุกลักษณะไมพบการกระจายตัวแบบปกติ (P = 0.0075, 0.0001, 0.0333 และ 0.0329 
ตามลําดับ) โดยปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ไฟเตทฟอสฟอรัส และกรดไฟติก แสดงการกระจายตัว
แบบ transgressive ในทางบวกและทางลบที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 มีความเบขวาเล็กนอยเทากับ 0.56 
0.44 และ 0.44 ตามลําดับ และมีความโดงต่ํากวาปกติ โดยมีคาเทากันที่ 0.54 ในขณะที่ปริมาณ
ฟอสฟอรัสอนินทรียมีการกระจายแบบ transgressive ในทางลบที่ระดับนัยสําคัญ 0.01 ความเบขวา
เปน 2.13 และความโดงเกินปกติเทากับ 7.75 คาดวา การกระจายตัวแบบ transgressive ในปริมาณ
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สารประกอบฟอสฟอรัสชนิดตาง ๆ ในเมล็ดจากตนช่ัวท่ี 2 นั้น อาจเปนผลทั้งจากพันธุกรรม (การที่
พอแมอาจมีพันธุกรรมไมบริสุทธ์ิ) และสภาพแวดลอม เพราะเมื่อทดสอบโดยใชคาเฉลี่ยของพอแม
จากฤดูกอนหนาไมพบการกระจายแบบ transgressive อีก และเมื่อแบงปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด 
ไฟเตทฟอสฟอรัส และกรดไฟติก โดยใชคากึ่งกลางของคาเฉลี่ยของพอและแม สามารถแบงไดเปน 

2 กลุม ซ่ึงเมื่อทดสอบ Chi-square (χ2) ดังตารางที่ 19 พบวา ลักษณะทั้งสามมีอัตราสวนของ
ปริมาณที่มากและนอยสอดคลองกับอัตราสวน 9 :7 ซ่ึงเปนอัตราสวนของปฏิกิริยาของยีน  2 คูแบบ 
duplicated recessive epistasis โดยลักษณะปริมาณนอยถูกควบคุมดวยยีนดอยท่ีตําแหนงใดตาํแหนง
หนึ่ง หรือท้ัง 2 ตําแหนง ทําใหจีโนไทป aaB_, A_bb และ aabb มีปริมาณกรดไฟติกต่ํา ในขณะที่   
จีโนไทป A_B_ มีปริมาณกรดไฟติกสูง ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับรายงานของ Oltman et 
al. (2004) ท่ีศึกษาการกระจายตัวของลูกรุนที่ 2 ท่ีเกิดจากการผสมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุกลายที่มี
ปริมาณกรดไฟติกต่ํากับถ่ัวเหลืองปกติ พบวา ลักษณะปริมาณกรดไฟติกต่ําถูกควบคุมดวยยีน 2 คู 
คือ pha1 และ pha2 แตตางกันที่มีปฏิกิริยาระหวางยีนแบบ duplicated dominant epistasis (15:1) 
เชนเดียวกับรายงานของ Walker et al. (2006) ท่ีพบวา ถ่ัวเหลืองพันธุกลายที่มีปริมาณกรดไฟติกต่ํา 
(CX1834-1-2) ควบคุมดวยยีน 2 ตําแหนงที่มีปฏิกิริยาตอกัน (epistasis) ในขาวบาเลยและขาวโพดก็
พบยีน 2 ตําแหนงที่ควบคุมปริมาณกรดไฟติกต่ํา ไดแก lpa1-1 และ lpa2-1  โดยเชื่อวา lpa1-1 เกิด
จากการกลายพันธุ ท่ี มีสวนสําคัญในชวงแรกของกระบวนการสังเคราะหกรดไฟติก  เชน              
การถอดรหัสเพื่อสังเคราะหเอนไซม MIPs (D-myo-inositol 3-phosphate synthase) ท่ีเปล่ียน 
glucose 6-phosphate เปน myo-inositol 3-phosphate ดังภาพที่ 5 และ lpa2-1 คือ การกลายพันธุใน
สวนของ inositol phosphate kinase gene (Pilu et al., 2003) ในขาวโพด Raboy et al. (2000) ช้ีวา 
lpa1-1 และ lpa2-1 เปนยีนดอย และ Larson et al. (2000) ศึกษาในขาวก็พบวา lpa1 นาจะ encode 
ให MIPs Pilu et al. (2005) พบวา การกลายพันธุของขาวโพดที่มีปริมาณกรดไฟติกต่ํา (LR33 
mutant) เกิดจากการเปลี่ยนแปลงเบส 1 ตัวในรหัส codon ท่ีกําหนดกรดอะมิโนตัวท่ี 396 ของ
เอนไซม MIPs และยังพบอีกวา ขาวโพดพันธุกลายอีกพันธุ (lpa241 mutant) มีปริมาณกรดไฟติกต่ํา 
เนื่องจาก epigenetic mutation คือ ไมไดเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ลําดับนิวคลีโอไทด แตเกิดการ
เปล่ียนแปลงของกระบวนหลังถอดรหัส (post-transcription) โดยเกิดการเติมหมู เมทิล 
(methylation) บนเบส ทําใหโครงสรางของโครมาทินบริเวณของ MIPs gene เปล่ียนไป  

 
ผลการประเมินอัตราพันธุกรรมของปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ไฟเตทฟอสฟอรัส และ     

กรดไฟติกมีคาใกลเคียงกันคือ 80.8  80.7 และ 80.7% ตามลําดับ (ตารางที่ 20) สวนอัตราพันธุกรรม
ของปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียเปน 78.6% เปอรเซ็นตฟอสฟอรัสอนินทรียสัมพัทธ และ
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เปอรเซ็นต  ไฟเตทฟอสฟอรัสสัมพัทธเปน 68.1 และ 66.0% ตามลําดับ ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับที่ 
Coelho et al. (2002) ไดรายงานไวในถ่ัวเหลืองที่ปลูกที่ประเทศบราซิลวา ปริมาณกรดไฟติกมีอัตรา
พันธุกรรม 81% อัตราพันธุกรรมทั้งหมดจัดวาสูง แสดงวาลักษณะปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัส
ชนิดตาง ๆ กระทบกระเทือนนอยจากอิทธิพลของสภาพแวดลอม สามารถจัดเปนลักษณะคุณภาพที่
ถูกควบคุมดวยยีนนอยคูหรือมียีนหลัก (major gene) ทําใหสามารถจัดแยกกลุมการกระจายตัวในลูก
ช่ัวท่ี 2 ได 

 
ผลการศึกษาในครั้งนี้ช้ีใหเหน็วา มียีนหลักควบคมุปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด        

ไฟเตทฟอสฟอรัส กรดไฟติก และฟอสฟอรัสอนินทรียในเมล็ดถ่ัวเขียวอยูเพียงไมกี่คู และมี
ความสามารถในการถายทอดทางพันธุกรรมสูง อยางไรก็ตาม จากการพบการกระจายตัวแบบปกติ
ของฟอสฟอรัสทั้งหมดในเชือ้พันธุกรรมถ่ัวเขียว 250 พันธุ แสดงวามีกลุมยีนรองหรือยีนทีมี่
อิทธิพลนอย (minor genes, modifying genes หรือ modifiers) ควบคุมลักษณะนี้อยูดวย ซ่ึงสามารถ
อธิบายข้ันตอนการสังเคราะหกรดไฟติกไดวา มีเอนไซมท่ีเกี่ยวของในขั้นตอนตาง ๆ อยูหลาย
เอนไซม โดยมียีน 2 ตําแหนงควบคุมเอนไซมสําคัญ (rate limiting enzyme) ไดแก MIPs (Larson et 
al.,2000) เปนตน ซ่ึงสามารถควบคุมการสรางกรดไฟติกไดมากกวาเอนไซมอ่ืน ๆ ท่ีอาจควบคุม
ดวยยีนที่มีอิทธิพลนอย นักปรับปรุงพันธุถ่ัวเขียวจึงสามารถคัดเลือกเพื่อเพ่ิมหรือลดปริมาณ
สารประกอบฟอสฟอรัสในเมล็ดได โดยใชวิธีการปรับปรุงพันธุท่ีใชกับพืชผสมตัวเองทั่ว ๆ ไป
ไดแก วิธีคัดเลือกแบบบันทกึประวัติ (pedigree selection) วิธีคัดเลือกแบบเก็บ 1 เมล็ดตอตน (single 
seed descent selection) วิธีคัดเลือกรวม (bulk selection) หรือวิธีทดสอบชั่วตน ๆ (early generation 
testing) ก็ได 
 

 จากผลการทดลองที่ผานมา สามารถใชเปนแนวทางการศึกษาตอไปได โดยศึกษายนีหลักที่
ควบคุมปริมาณกรดไฟติก ดวยการโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดังกลาวในถ่ัวเขียว ซ่ึง
อาศัยการหาขอมูลลําดับดังกลาวจากพืชอ่ืน ๆ ท่ีมีในฐานขอมูลไดแก Arabidopsis ขาว และ           
ถ่ัวเหลือง เปนตน นอกจากนี ้ยังอาจศึกษาแผนที่ทางพันธุกรรมบางสวน (partial genetic map) โดย
จัดเครื่องหมายโมเลกุลท่ีมีเขาสู linkage group ส้ัน ๆ ท่ีมีพ้ืนท่ีบนโครโมโซมครอบคลุมยีนหลักทั้ง 
2 ตําแหนง ซ่ึงแผนที่ดังกลาวจะถูกนํามาใชประโยชนในการวิเคราะหหา QTL (quantitative trait 
loci) อันจะนํามาสูการใชประโยชนจากเครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือกเพื่อการปรับปรุงพันธุ 
ถ่ัวเขียวใหมีปริมาณกรดไฟติกในเมล็ดทีเ่หมาะสมตอไป 
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ตารางที่ 10 ความแปรปรวนของปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสในเมล็ดถ่ัวเขียวช่ัวพอแม และ
เมล็ดช่ัวท่ี 1, 2 และ 3  

 
                                                                                                  Mean square1 
           Source                df                   TP             IP          InsP          PA        %IP/TP    %InsP/TP 
 Generations                    4                2.5684**  0.0140* 2.0828** 26.2047**  4.20          1.55 
 Error                           187                0.4802      0.0037   0.5248       6.6291      4.93        21.87 
 Total                            191                  
 

1TP = total P content, IP = inorganic P content, InsP = phytate P content, PA = phytic acid content 
** Significantly different at 0.01 probability level 
 
ตารางที่ 11 คาเฉลี่ยปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสในเมล็ดถ่ัวเขียวช่ัวพอแม และเมล็ดช่ัวท่ี 1, 2 

และ 3  
 

 

1Means in a column followed by the same letter are not different at P < 0.05 by Fisher’s least 

significant difference (lsd). 
TP = total P content, IP = inorganic P content, InsP = phytate P content, PA = phytic acid content 
 

TP IP InsP PA %IP/TP %InsP/TP

P1 (V1658BBR) 3.09b 0.30b 2.77b 9.82b 9.7 89.6

P2 (V1141BG) 4.10a 0.38a 3.65a 12.96a 9.3 88.9

F1 3.78ab 0.28b 3.42ab 12.14ab 7.6 90.2

F2 3.31b 0.34ab 2.94b 10.46b 10.3 89.0

F3 3.95a 0.36a 3.54a 12.58a 9.3 89.1

Mean+SD 3.89+0.59 0.35+0.04 3.48+0.64 12.36+2.26 9.33+1.97 89.16+3.97

CV 15.29 11.48 18.29 18.31 21.12 4.46

Mean1 (mg g-1)

Generations

(%) 
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ตารางที่ 12 ความแปรปรวนของปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสในเมล็ดของพอแม (V1658BBR x 
V1141BG) กับลูกผสมชั่วท่ี 1 (แยกผสมตรงกับผสมสลับ)   

 
                                                                                        Mean square1  
           Source                df               TP             IP            InsP            PA         %IP/TP      %InsP/TP 
 Generations                   3            1.8054**  0.0139**   1.4145**  17.7807**    3.63           2.22 
     Between parents        1            5.1005**  0.0336**   3.9072**  49.1097**    0.45           1.80 
     Between F1                1            0.0228      0.0042*      0.0170       0.2090        1.40           0.08 
     Parents vs F1                       1            0.2930      0.0038*      0.3192       4.0233        9.05           4.77 
Error                              22           0.1362      0.0008        0.1444       1.8354        1.15           6.36 
Total                              25                  
 

1TP = total P content, IP = inorganic P content, InsP = phytate P content, PA = phytic acid content  
** Significantly different at 0.01 probability level 
* Significantly different at 0.05 probability level 
 
ตารางท่ี  13 การเปรียบเทียบคาเฉล่ียปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสในเมล็ดของพอแมและ

ลูกผสมชั่วท่ี 1 (แยกผสมตรงกับผสมสลับ) 

 

1Means in a column followed by the same letter are not different at P < 0.05 by Fisher’s least 

significant difference (lsd). TP = total P content, IP = inorganic P content, PA = phytic acid  

TP IP InsP PA %IP/TP %InsP/TP
P1 (V1658BBR) 3.09b 0.30c 2.77b 9.82b 9.7 89.6

P2 (V1141BG) 4.10a 0.38a 3.65a 12.96a 9.3 88.9

F1  (V1658BBRxV1141BG) 3.78a 0.28c 3.42a 12.14a 7.6 90.2

F1  (V1141BGxV1658BBR) 3.91a 0.34b 3.52a 12.51a 8.6 90.1

t-test of the difference 0.23ns 0.48ns 0.18ns 0.35ns 1.54ns 0.09ns

between F1

Generations
Mean1 (mg g-1)

nsNon - significant different 
 

content 
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ตารางที่ 14 คาทางสถิติของปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสตาง ๆ ในเมล็ดถ่ัวเขียวท่ีติดบนตนช่ัวท่ี 
2 (เมล็ดช่ัวท่ี 3) 

 

1TP = total P content, IP = inorganic P content, InsP = phytate P content, PA = phytic acid content 
 
ตารางที่ 15 การจัดอันตรภาคชั้นของปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดถ่ัวเขียวจากตนช่ัวท่ี 2 
 

Content1 Mean+SD (mg g-1) Variance CV (%) Skewness Kurtosis
TP 3.95+0.74 0.54 18.60 0.56 0.54
IP 0.36+0.06 0.00 18.22 2.13 7.75
InsP 3.54+0.77 0.59 21.72 0.44 0.54
PA 12.58+2.73 7.47 21.73 0.44 0.54
%IP/TP 9.30+2.32 5.39 25.01 1.19 3.42
%InsP/TP 89.13+4.96 24.64 5.57 -2.36 6.87

Class range Class mean

(mg P g-1) (mg P g-1)
1 2.42-2.78 2.6 6
2 2.79-3.15 2.97 13
3 3.16-3.52 3.34 30
4 3.53-3.89 3.71 25
5 3.90-4.26 4.08 39
6 4.27-4.63 4.45 24
7 4.64-5.00 4.82 10
8 5.01-5.37 5.19 6
9 5.38-5.74 5.56 4

10 5.75-6.11 5.93 4
sum 161

FrequencyClass no.
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ภาพที่ 13 การกระจายตัวของปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดถ่ัวเขียวจากตนช่ัวท่ี 2 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

ตารางที่ 16 การจัดอันตรภาคชั้นของปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียในเมล็ดถ่ัวเขียวจากตนช่ัวท่ี 2 
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Class range Class mean

(mg P g-1) (mg P g-1)
1 0.25-0.31 0.28 38
2 0.32-0.38 0.35 85
3 0.39-0.45 0.42 25
4 0.46-0.52 0.49 9
5 0.53-0.59 0.56 2
6 0.60-0.66 0.63 1
7 0.67-0.73 0.7 1

sum 161

FrequencyClass no.
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ภาพที่ 14 การกระจายตัวของปริมาณฟอสฟอรัสอนินทรียในเมลด็ถ่ัวเขียวจากตนช่ัวท่ี 2 
 

 

ตารางที่ 17 การจัดอันตรภาคชั้นของปริมาณไฟเตทฟอสฟอรัสในเมล็ดถ่ัวเขียวจากตนช่ัวท่ี 2 
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Class range Class mean

(mg P g-1) (mg P g-1)
1 1.77-2.21 1.99 4
2 2.22-2.66 2.44 16
3 2.67-3.11 2.89 32
4 3.12-3.56 3.34 26
5 3.57-4.01 3.79 46
6 4.02-4.46 4.24 21
7 4.47-4.91 4.69 8
8 4.92-5.36 5.14 3
9 5.37-5.81 5.59 5

sum 161

Class no. Frequency
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ภาพที่ 15 การกระจายตัวของปริมาณไฟเตทฟอสฟอรัสในเมล็ดถ่ัวเขียวจากตนช่ัวท่ี 2 

 

 

 

ตารางที่ 18 การจัดอันตรภาคชั้นของปริมาณกรดไฟติกในเมล็ดถ่ัวเขียวจากตนช่ัวท่ี 2 
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Class range Class mean

(mg g-1) (mg g-1)
1 6.29-7.87 7.08 4
2 7.88-9.46 8.67 16
3 9.47-11.05 10.26 32
4 11.06-12.64 11.85 26
5 12.65-14.23 13.44 46
6 14.24-15.82 15.03 21
7 15.83-17.41 16.62 8
8 17.42-19.00 18.21 3
9 19.01-20.59 19.8 5

sum 161

FrequencyClass no.

1.99    2.44     2.89    3.34    3.79    4.24     4.69    5.14    5.59 
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ภาพที่ 16 การกระจายตัวของปริมาณกรดไฟติกในเมล็ดถ่ัวเขียวจากตนช่ัวท่ี 2 

 
ตารางที่ 19 คา Chi-square (χ2) ในการทดสอบอัตราสวน 9:7 ของปริมาณกรดไฟตกิในเมล็ดจาก 

ตนช่ัวท่ี 2 
                  

Trait1 Oi Ei χ2 
High PA 106 90.6 5.99ns 
Low PA 55 70.4  

Total 161 161  
                                           

  1PA = phytic acid content, Oi = observed value, Ei = expected value 

  nsNon - significant at 0.01 probability level 
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ตารางที่ 20 อัตราพันธุกรรมของลักษณะปริมาณฟอสฟอรัสชนิดตาง ๆ ในเมล็ด 
 

 

1TP = total P content, IP = inorganic P content, InsP = phytate P content, PA = phytic acid content 
2 P1 = V1658BBR, P2 = V1141BG  
 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P1 P2 F1 F2

TP 0.070 0.147 0.059 0.541 0.541 0.104 0.437 80.8
IP 0.001 0.001 0.001 0.004 0.004 0.001 0.003 78.6
InsP 0.060 0.180 0.062 0.592 0.592 0.114 0.478 80.7
PA 0.760 2.269 0.784 7.474 7.474 1.442 6.032 80.7
%IP/TP 1.107 1.803 3.849 5.311 5.311 1.694 3.617 68.1
%InsP/TP 2.199 11.096 23.396 24.489 24.489 8.323 16.166 66.0

VGVETrait1

Generation variance2

VP h2
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สรุป 
 
 1. ความแปรปรวนทางพันธุกรรมของปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสในเมล็ดเชื้อ
พันธุกรรมถ่ัวเขียว มีมากพอที่จะใชเปนแหลงพันธุกรรมเพื่อการปรับปรุงพันธุใหมีปริมาณสูงหรือ
ตํ่าตามที่ตองการได 
  
 2.  ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ดมีสหสัมพันธในทางบวกกับปริมาณกรดไฟติกใน
เมล็ด (r = 0.98) จึงสามารถนําลักษณะปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด มาใชคัดเลือกแทน
ปริมาณกรดไฟติกในเมล็ดซ่ึงมีการวิเคราะหท่ียุงยากและคาใชจายสูงกวา 
  
 3. ลักษณะปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ไฟเตทฟอสฟอรัสและกรดไฟติกในเมล็ดถ่ัวเขียวมี
อัตราพันธุกรรมสูง สภาพแวดลอมมีอิทธิพลนอย สามารถปรับปรุงพันธุเพื่อเพิ่มหรืดลดลักษณะ
ดังกลาวไดงายโดยใชวิธีการคัดเลือกพันธุท่ีใชกับพืชผสมตัวเอง โดยคาดวาจะมีความกาวหนาและ
การตอบสนองตอการคัดเลือก (response to selection) สูง 
 
 4. ลักษณะปริมาณกรดไฟติกในเมล็ดถ่ัวเขียวถูกควบคุมดวยยีนหลัก 2 คู มีปฏิกิริยาระหวาง
ยีนเปนแบบ duplicated recessive epistasis และมียีนรองซ่ึงมีปฏิกิริยาเหมือนกลุมยีนควบคุม
ลักษณะเชิงปริมาณ (quantitative trait loci) อีกดวย 
 
 5. ลักษณะปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ไฟเตทฟอสฟอรัส และกรดไฟติกในเมล็ดถ่ัวเขียวมี
การแสดงอิทธิพลของละอองเกสรเพศผู (xenia effect) บนตนแม 
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การหาเปอรเซ็นต Recovery 
 

 การคํานวนหาเปอรเซ็นต Recovery เปนการตรวจสอบความแมนยําและประสิทธิภาพของ
การวิเคราะห โดยท่ัวไปแลววิธีการที่ดีควรมีคาดังกลาวเทากับ 100 % แตถาในตัวอยางที่มีปริมาณ
สารตํ่า ๆ และใชวิธีการวิเคราะหหลายข้ันตอน ไดแก การสกัดตัวอยาง การถายสารละลาย การ
กรอง การปนเหวี่ยง การระเหยตัวทําละลาย และการแยกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ  จะทําใหมีคา
ดังกลาวลดลงได ในการวิเคราะหสารตัวอยางที่ปริมาณสารเทากับหรือมากกวา 100 ไมโครกรัม/
กก. กองควบคุมตรวจสอบผลิตภัณฑ อนุญาตใหมีคาเปน 80-100% (อรุณธรรม, 2543)  
 
 ในงานวิจยัคร้ังนี้มีการวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสชนิดตาง ๆ ในเมล็ด    
ถ่ัวเขียว ไดแก ฟอสฟอรัสทั้งหมดในเมล็ด ฟอสฟอรัสอนินทรีย และกรดไฟติก  ซ่ึงมีปริมาณสารอยู
ในชวง 0.30-20.00 มก./ก. ซ่ึงมากกวา 100 ไมโครกรัม/กก. ดังนั้น หากวิธีวิเคราะหใดมคีา 
Recovery อยูในชวง 80-100 % ถือวายอมรับได แตถานอยกวาชวงดังกลาวจะตองใชเปอรเซ็นต
ดังกลาวมาใชคํานวนหาปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสนั้น ๆ   
 
 การวิเคราะหหาเปอรเซ็นต Recovery ในงานวิจัยคร้ังนี้จะทําไปพรอมกับตัวอยางที่วิเคราะห
ทุกคร้ัง ไดคาเฉลี่ยดังตารางผนวกที่ 1 
 
ตารางผนวกที่ 1 เปอรเซ็นต Recovery ในการวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบฟอสฟอรัสชนิด  

ตาง ๆ 
 

Content 1 Recovery (%) 
TP 
IP 
PA 

83.1 
                                     100.9 

 46.6 
 

1 TP = total P content, IP = inorganic P content, PA = phytic acid content 
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