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ฒ 

NJ    Neighbor-joining 

nm    nanometer 

OA    Oxalic acid 

PAUP    Phylogenetic analysis using parsimony 

PCR    Polymerase chain reaction 

rbcL Gene coding for the large subunit of ribulose 1,5-

biphosphate carboxylase/ oxygenase  

RAPD-PCR   Random amplified polymorphic DNA-polymerase chain  

reaction 
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trnF    Gene encoding for tRNAPhe 
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trnL    Gene encoding for tRNALeu 
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UV    Ultraviolet 

w/v    Weight by volume 



บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ในปจจุบันอาการทองผูกเปนอาการไมพงึประสงคที่เกิดข้ึนกับคนสวนใหญ โดย

เกิดจากสาเหตุหลายประการ ที่สําคัญ คือ การรับประทานอาหารทีม่ีเสนใยนอย   เมื่อรางกายมี

อาการทองผูก ทาํใหมีของเสียสะสมอยูในลําไสและจะทําใหถายยากและอาจทําใหเกิดโรคตางๆ

โดยเฉพาะโรคริดสีดวงทวาร มะเร็งลําไส เปนตน (สุรพล สุรางคศรีรัฐ และ สมชาย ลีลากุศลวงศ, 

2543)    ในปจจุบันวธิีแกไขอาการทองผูกที่ผูปวยนยิม คือ การใชยาระบาย   ยาระบายนั้นมทีัง้ยา

แผนปจจุบันและยาสมนุไพร โดยยาแผนปจจุบัน ไดแก มิลก ออฟ แมกนีเซยี ซึ่งมีขอเสีย คือ สาร

แมกนีเซยีมอาจสะสมในรางกายจึงหามใชในผูปวยโรคไต (สุรพล สุรางคศรีรัฐ และ สมชาย ลีลา

กุศลวงศ, 2543)   สวนยาสมุนไพร ไดแก มะขามแขก ซึ่งนิยมใชมากในปจจุบัน แตขอเสียของ

มะขามแขก คือ ทําใหระดับโพแทสเซียมในรางกายลดลงและทําใหระบบประสาทที่ควบคุมการ 

บีบตัวของลําไสเสียหาย (ดวงรัตน เชีย่วชาญวิทย, 2545) ดังนัน้ยาสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ ที่มีสรรพคุณ

เปนยาระบาย เชน มะขาม จึงนาจะเปนอีกทางเลือกที่ดีอีกทางหนึง่ของผูปวยทองผกูได 

มะขามมีชื่อวทิยาศาสตรวา Tamarindus indica Linn. (เต็ม สมิตินนัท, 2544) 

เปนพชือยูในชัน้ Dicotyledonae อันดับ Leguminales วงศ Leguminosae วงศยอย 

Caesalpinioideae สกุล Tamarindus ชนดิ indica   มีชดุโครโมโซม 2n = 24    มะขามเปนไมยืน

ตนขนาดใหญ มีรสเปร้ียวทัง้สวนใบ ดอก และฝก   มะขามมีถิน่กาํเนดิในปาที่ราบแหงเขตรอนของ

ทวีปแอฟริกาตะวันออก แลวกระจายไปในแถบละตินอเมริกา หมูเกาะแถบแคริบเบียน และทวปี

เอเชีย (Gibbon และ Pain, 1985; Purseglove, 1968)   มะขามไดเขามามีถิ่นกาํเนิดรองในเขต

รอนของทวีปเอเชียมาเปนเวลานาน  ปจจุบันไดมีการปลูกมะขามกันอยูทุกประเทศในเขตรอน และ

เปนพชืเศรษฐกิจพืน้บานที่สําคัญของประเทศอินเดีย และประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต 

(สัมฤทธิ ์ เฟองจันทร, 2538; Gibbon และ Pain, 1985; Purseglove, 1968)   ในประเทศไทยมี

การปลูกทั้งมะขามเปร้ียวและมะขามหวานตามจังหวัดตางๆ เนื้อที่เพาะปลูกมะขามในประเทศ

ไทย ป พ.ศ. 2546 แสดงดังภาพที ่ 1   จังหวัดที่มกีารปลูกมาก ไดแก เพชรบูรณ แพร อุตรดิตถ 

มุกดาหาร เลย และนครราชสีมา โดยมะขามทีน่ิยมปลกูมาก คือ มะขามเปร้ียวยักษ สีทอง ศรีชมภู 

หมื่นจง ขันตี น้ําผ้ึง และอินทผลัม (ชูศักด์ิ สัจจพงษ, 2550)   มะขามแตละพันธุปลูก (cultivar) มี

ชวงระยะการออกดอกดอกและติดฝกแตกตางกันไปดังแสดงในตารางที ่1 



  

2 

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

สารสนเทศ กรมสงเสริมการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2546) 
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ตารางที่ 1  การออกดอกและติดฝกของมะขามหวาน (พิจิตร โชคพฒันา, 2546) 

 

พันธุปลูก ออกดอก                   ฝกสกุ 

ขันตี เมษายน ธันวาคม 

น้ําผ้ึง เมษายน ธันวาคม 

ศรีชมภู เมษายน ธันวาคม 

เจาเนื้อเศรษฐกิจ เมษายน ธันวาคม 

หมื่นจง    พฤษภาคม มกราคม 

อินทผาลัม    พฤษภาคม มกราคม 

ปากดุก    พฤษภาคม มกราคม 

เพชรเกษตร    พฤษภาคม มกราคม 



  

4 

มะขามเปนผลไมที่มีคุณคาทางโภชนาการสูง เพราะมะขามมีคารโบไฮเดรต

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

สูง สวนเหล็กและวิตามนิ เอ มีปริมาณนอย   กรดอินทรียทีพ่บในมะขาม คือ กรดซิตริก            

กรดทารทาริก และกรดมาลิก   เนือ้มะขามมีปริมาณกรดทารทาริกอยูประมาณรอยละ 10 

โพแทสเซียมทารเทรตรอยละ 8 และน้ําตาลอินเวิรตรอยละ 25-40   โดยความเปนกรดทัง้หมดใน

เนื้อมะขามมีคาเทากับ รอยละ 10-16   มะขามทีม่ีวิตามิน ซี และกรดทารทาริก (รอยละ 10 ข้ึนไป) 

สูงจะใหรสเปร้ียว   นอกจากนี ้มะขามยงัสามารถใชเปนยารักษาโรคตางๆ ได มะขามมีสรรพคุณ

เปนยาถายเสมหะโลหิต ฟอกเลือด แกไข ระบายอุจจาระ และแกทองเฟอได โดยเนื้อจะมีผล

โดยตรงตอระบบการยอยอาหารและการขับถาย   ในดานการใชเปนยาระบายนั้น สารสําคัญใน

การออกฤทธ์ิเปนยาระบายในเนื้อมะขาม คือ กรดอินทรีย ไดแก กรดซิตริก กรดทารทาริก และ  

กรดมาลิก โดยใชมะขามในรูปของ tamarind whey สามารถเตรียมโดยนาํเนื้อมะขามตมสุกมา

ผสมกับนมในอัตราสวน 1 ตอ 40   ขนาดที่ใช คือ 5-57 มิลลิลิตร (กัญจนา ดีวเิศษ และคณะ, 

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

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

International Centre for Underutilized Crops, Institute of Irrigation and Development 

Studies, University of Southampton; 2000, 2001) 

ในปจจุบัน ประเทศไทยยังไมมีการศึกษาและวิจัยองคประกอบและสรรพคุณของ

มะขามพันธุปลูกตางๆที่นยิมปลูกในประเทศไทย โดยเฉพาะอยางยิง่ชนิดและปริมาณของ       

กรดอินทรียในเน้ือมะขามจึงทําใหไมสามารถระบุไดวามะขามพนัธุปลูกใดมีฤทธิ์เปนยาระบายที่ดี 

จากงานวิจยัของ Zhanguo และ Jiuru (2002) ที่ทาํการศึกษาวิธกีารแยกพรอมกันกับการหา

ปริมาณของกรดอินทรีย คือ กรดออกซาลิก กรดทารทาริก กรดมาลิก วิตามนิซ ี กรดซิตริก และ 

กรดซักซินิก ในพืชสมุนไพร Fructus mume ดวยเทคนคิโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

(HPLC) พบวา วิธกีารที่ใชในงานวิจัยนี้สามารถแยกและหาปริมาณกรดอินทรีย 6 ชนิด พรอมกนั

ไดภายในเวลา 7 นาท ีดังนัน้วิธกีารนี้จึงนาจะเปนวธิีการที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบชนิดและ

ปริมาณของกรดอินทรียในเนื้อมะขามได 

การควบคุมคุณภาพและมาตรฐานในการผลิตยาจากพชืสมุนไพรในปจจุบันนี้

นอกจากการตรวจวิเคราะหสารทุติยภูมทิี่ผลิตจากพืชสมนุไพรนัน้ๆ แลวยังสามารถนาํเคร่ืองหมาย

ดีเอ็นเอ (DNA marker) มาใชในการพิสูจนเอกลักษณรวมกับการตรวจวิเคราะหองคประกอบเคมี

หรือตัวยาที่ออกฤทธ์ิในพืชสมุนไพรดวย (Joshi และคณะ, 2004)   เนื่องจากดีเอ็นเอเปนสาร
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พันธกุรรมซ่ึงมเีอกลักษณเฉพาะไมซ้าํกนัในส่ิงมชีีวิต เชนเดียวกนักับลายพิมพของน้ิวมอืที่ไม

เหมือนกนัในแตละบุคคล จึงเรียกเอกลักษณเฉพาะนีว้า ลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) 

(วิชัย บุญแสง และคณะ, 2537)   ขอดีของการใชลายพมิพดีเอ็นเอ คือ มีความเปนเอกลักษณ

เฉพาะในส่ิงมชีีวิต และไมมปีจจัยทางส่ิงแวดลอมเขามาเกี่ยวของ   ตัวอยางของพชืสมุนไพรที่มี

การนาํเคร่ืองหมายดีเอ็นเอมาใชในการพสูิจนเอกลักษณ เชน ขมิ้น และโสม   การเปรียบเทียบวงศ

วานวิวัฒนาการ (phylogeny) เชน ในพชืชนิด Panax โดยการหาลําดับเบสนวิคลีโอไทดของยีน 

18S rRNA และยีน trnK ของพืชสมนุไพรดังกลาว เปนตน (Sasaki และคณะ, 2001, 2002; Zhu 

และคณะ, 2002, 2003)   และใชในการคนหาแหลงกําเนิดของพืชชนิดตางๆ เชน การศึกษา

แหลงกาํเนิดและความหลากหลายทางพนัธุกรรมของมะขามจากประเทศในทวีปตางๆ โดยใช

เทคนิคอารเอพีดี-พีซีอาร (RAPD-PCR) (Diallo และคณะ, 2007) 

มะขามเปนไมผลที่มีคุณประโยชนนานับประการ เพราะทุกสวนของมะขาม

สามารถนํามาใชประโยชนไดหลากหลาย ไมวาจะเปนทางดานยา อาหาร เคร่ืองสําอาง และใช

ประโยชนอ่ืนๆ   โดยเฉพาะการใชเปนยาระบายใชแกอาการทองผูกในหลายประเทศมาต้ังแตสมัย

โบราณตอเนื่องมาจนถงึปจจุบัน และในประเทศไทยนัน้มมีะขามที่นยิมปลูกหลายพนัธุปลูก ซึง่ทุก

พันธุปลูกนั้นมชีื่อวิทยาศาสตรชื่อเดียวกันตามที่ไดกลาวมาดังข้ันตนแลว  ดังนัน้งานวิจัยนี้จงึมี

ความสนใจทีจ่ะพิสูจนเอกลักษณของมะขามตางพนัธุปลูกโดยใชวธิีการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ

รวมกับองคประกอบเคมีของมะขามพันธุปลูกที่มฤีทธิ์เปนยาระบายทีดี่ การวจิัยอาจนํามาใช

ประโยชนในการเลือกพนัธุปลูกของมะขามเพื่อนาํมาใชพฒันาผลิตภัณฑยาระบายจากมะขามซึ่ง

มีราคาถูกและมีอันตรายนอยกวายาระบายที่ใชในปจจุบัน 

วัตถุประสงคของการวิจยั 

เพื่อพิสูจนเอกลักษณมะขามตางพนัธุปลูกที่มีฤทธิย์าระบายที่เพาะปลูกใน

ประเทศไทย โดยใชวิธีการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอรวมกับองคประกอบเคมีในเนื้อมะขาม 

เทคนิคการศึกษาเคร่ืองหมายระดับโมเลกลุโดยการวเิคราะหลําดับเบสบนยนี ribulose 1,5-

biphosphate carboxylase/oxygenase (rbcL) ในคลอโรพลาสตและดีเอ็นเอสวน internal 

transcribed (ITS) ในนวิเคลียส และโดยการวิเคราะหโดยเทคนคิ RAPD-PCR จากตัวอยาง

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

เพาะปลูกที่จังหวัดเพชรบูรณ 
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ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1. คัดเลือกพนัธุปลูกของมะขามชนิดเปร้ียวและหวาน อยางนอย 3 พันธุปลูก ที่

ปลูกมากในประเทศไทยและรวบรวมเก็บตัวอยางที่เลือกศึกษา 

2. ศึกษาขอมลูองคประกอบทางเคมีของสารอาหารและวิธีการวิเคราะหที ่

เกี่ยวของ 

3. เตรียมน้ําสกัดมะขามและสงตัวอยางไปวิเคราะหฤทธิ์ยาระบายในสัตวทดลอง

หนูขาว (rats) ที่ภาควิชาเภสชัวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

4. คัดเลือกมะขาม 3 พันธุปลูก ทีม่ีฤทธิ์ยาระบายมาศึกษาตอไป 

5. วิเคราะหองคประกอบทางเคมีของสารอาหารและเกลือแรในตัวอยางมะขาม 

พันธุปลูกที่คัดเลือกมาศึกษา 

6. วิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางมะขาม 3 พนัธุปลูก ที ่

เลือกศึกษาโดยเทคนิค HPLC 

7. ศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางมะขาม 3 พันธุปลูก ที่เลือกศึกษาโดยการ

วิเคราะหลําดับเบสบนยนี rbcL และดีเอ็นเอสวน ITS และโดยวิธ ีRAPD-PCR 

8. พิสูจนพนัธุปลูกของมะขามโดยประเมินลายพมิพดีเอ็นเอรวมกับองคประกอบ   

กรดอินทรียของมะขาม 3 พันธุปลูก ที่มฤีทธิย์าระบายที่เลือกมาศึกษา 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 

ไดขอมูลองคประกอบทางเคมีของสารอาหาร เกลือแร ชนิดและปริมาณของกรด

อินทรีย ลายพิมพดีเอ็นเอของมะขามตางพันธุปลูก และวิธีการประเมินหาพันธุปลูกของมะขามที่มี

ฤทธิย์าระบายที่ดี
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

1. สาเหตุและอาการทองผูก (สุรพล สุรางคศรีรัฐ และ สมชาย ลีลากุศลวงศ, 2543) 

  ทองผูก หมายถึง ความผิดปกติในจํานวนคร้ังของการถายอุจจาระ คือ มีชวง

ระยะเวลาเวนหางในการถายนานกวาปกติ (ถายนอยกวา 3 คร้ังตอสัปดาห) และถายลําบาก 

เนื่องจากอุจจาระแข็งและมอีาการอืน่ๆ เกิดรวมดวย เชน อาการทองอืด แนนทอง ล้ินเปนฝา และ

หายใจมีกล่ินเหม็น เปนตน   ทองผูกไมใชอาการรายแรงแตเปนอาการที่กอใหเกิดปญหาในคนทกุ

เพศทกุวัย โดยเฉพาะผูสูงอายุ เพราะอาการทองผูกไมเพียงแตสรางความอึดอัด แตยังสงผลให

สุขภาพทรุดโทรมลงอีกดวย เชน เปนโรคริดสีดวงทวารหนัก อารมณแปรปรวนทาํใหมีผลตอ  

มนุษยสัมพนัธและบุคลิกภาพในทางลบ และถาปลอยใหทองผูกเปนระยะเวลานานโดยไมรักษา

อาจทาํใหเกิดมะเร็งลําไสใหญได 

1.1 สาเหตุของทองผูก 

 อาการทองผกูอาจเกิดไดจากสาเหตุตางๆ เชน ลําไสเคล่ือนไหวผิดปกติหรือโรคอ่ืนๆ ที่มี

ผลตอระบบทางเดินอาหาร โรคกลามเนื้อออนแรง โรคของตอมไรทอ เชน เบาหวาน ตอมไธรอยด

ทํางานผิดปกติ การรับประทานอาหารที่มีเสนใยนอย ไดแก อาหารพวกแปงและเนื้อสัตว 

ความเครียด การกล้ันอุจจาระเปนประจาํ และลําไสอุดตัน เปนตน 

1.2 การรกัษา 

 การรักษาอาการทองผูกข้ึนอยูกับระยะเวลาท่ีเปน ความรุนแรงของอาการ การควบคุม

ปจจัยที่สงเสริมอาการทองผูก อายุของผูปวยและสาเหตุ โดยทั่วไปอาจเร่ิมตนดวยการรับประทาน

อาหารที่มีเสนใยเพิ่มมากข้ึน ด่ืมน้าํใหเพยีงพอ ออกกาํลังกายอยางสม่ําเสมอ หรือรับประทานยา

ระบาย   แตไมควรรับประทานยาระบายติดตอกันเปนเวลานาน เพราะจะทาํใหลําไสเคยชินตอการ

กระตุนทาํใหตองรับประทานเปนประจาํและอาจตองเพิ่มขนาดของยา 

1.3 การปองกัน 

 เมื่อเร่ิมมีอาการทองผูกใหปฏิบัติดังนี้ ฝกถายอุจจาระใหเปนเวลา รับประทานอาหารทีม่ี

เสนใยสูง ด่ืมน้ําใหเพยีงพอ และออกกาํลังกายสม่ําเสมอ 
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2. พืชสมุนไพรที่ใชเปนยาระบาย 

จากตํารับยาแผนโบราณของไทย พบวา มีพชืสมุนไพรที่ใชรักษาและบรรเทา

อาการทองผูกหลายชนิด เชน 

2.1 มะขามแขก 

 มะขามแขก (Cassia angustifolia Vahl.) เปนพืชสมนุไพรยาระบายที่ไดรับความนิยม

มากในปจจุบนั   สวนที่นาํมาทาํเปนยา คือ ใบและฝกแหง แตใบจะทําใหมีอาการไซทองมากกวา 

สารออกฤทธิ์สําคัญ คือ แอนทราควโินน (anthraquinone) ซึ่งประกอบดวยสารเซนโนไซด 

(sennoside) A, B, C และ D โดยออกฤทธิ์กระตุนการบีบตัวของลําไสใหญสวนปลาย ขอควรระวัง

ในการใชยาระบายมะขามแขก คือ การใชยาระบายมะขามแขกติดตอกันเปนระยะเวลานานจะทาํ

ใหรางกายขาดโพแทสเซียมและทําลายระบบประสาททีค่วบคุมการบีบตัวของลําไส ไมควรใชใน

หญิงมีครรภ ผูปวยโรคลําไสอักเสบ โรคทางเดินอาหารอุดตัน และหามใชในเด็กอายุตํ่ากวา 6 ป 

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

2.2 เมล็ดแมงลัก  

 เมล็ดแมงลัก (Ocimum basilicum Linn.) เปนยาระบายท่ีชวยเพิม่กากอาหารทาํใหมี

ปริมาณอุจจาระมากข้ึน โดยเมือกจะชวยหลอล่ืนและทาํใหอุจจาระออนตัว   ขอควรระวัง คือ ตอง

ใชน้ําใหมากพอเพื่อใหเมล็ดแมงลักพองตัวเต็มที ่ หากเมล็ดแมงลักพองตัวไมเต็มทีจ่ะไปดูดน้ําจาก

กระเพาะอาหารและลําไส ทาํใหอุจจาระแข็งและอุดตัน (วิทยาลัยพยาบาลสภากาชาดไทย, 2549) 

2.3 ชุมเห็ดเทศ 

  ชุมเห็ดเทศ (Cassia alata Linn.) เปนสมุนไพรอีกชนดิหนึง่ที่มฤีทธิเ์ปนยาระบาย โดยมี

แอนทราควโินนและไกลโคไซด (glycoside) เปนสารออกฤทธ์ิกระตุนการบีบตัวของลําไสใหญ

เชนเดียวกับมะขามแขก   ขอควรระวัง คือ ไมควรใชชุมเห็ดเทศติดตอกันเปนระยะเวลานาน เพราะ

อาจทาํใหรางกายสูญเสียน้าํและเกลือแร หามใชในผูปวยที่ลําไสอุดตันหรือมอีาการอักเสบของ

ลําไสอยางเฉียบพลัน (Ogunti และ Elujoba, 1993; Thamlikitkul และคณะ, 1990) 

2.4 กลวยนํ้าวา 

 กลวยน้าํวาสุก (Musa sapientum Linn.) ใชแกอาการทองผูกไดดี เพราะมีเพกติน 

(pectin) สูง และชวยเพิ่มกากอาหาร นอกจากนี้ ยงัมีเมอืกล่ืนชวยในการขับถายใหสะดวกยิง่ข้ึน 



  

9 

2.5 มะขาม  

 มะขาม (Tamarindus indica Linn.) มีฤทธิ์เปนยาระบาย โดยเนือ้จะมีผลโดยตรงตอ

ระบบการยอยอาหารและการขับถาย สารสําคัญในการออกฤทธ์ิเปนยาระบายในเนื้อมะขาม คือ 

กรดอินทรีย ไดแก กรดทารทาริก กรดซิตริก และกรดมาลิก โดยออกฤทธิก์ระตุนการบีบตัวของ

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

Morton, 1967, 1987) 

3. มะขาม (Tamarindus indica Linn.) 

มะขามมถีิ่นกาํเนิดในปาที่ราบแหงเขตรอนของทวีปแอฟริกาตะวันออก แลว

กระจายไปในแถบละตินอเมริกา หมูเกาะแถบแคริบเบียน และทวีปเอเชีย (Gibbon และ Pain, 

1985; Purseglove, 1968)   มะขามไดเขามามีถิ่นกาํเนิดรองในเขตรอนของทวปีเอเชียมาเปน

เวลานาน  ปจจุบันไดมีการปลูกมะขามกนัอยูทุกประเทศในเขตรอน และเปนพชืเศรษฐกิจพืน้บาน

ที่สําคัญของประเทศอินเดีย และประเทศในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต (สัมฤทธ์ิ เฟองจนัทร, 

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

เปร้ียวและมะขามหวานตามจังหวัดตางๆ จังหวัดที่มีการปลูกมาก ไดแก เพชรบูรณ เลย ลําปาง 

เชียงใหม นครราชสีมา และอุบลราชธานี โดยมะขามทีน่ิยมปลกูมาก คือ มะขามเปรี้ยวยักษ สีทอง 

ศรีชมภู หมืน่จง ขันตี น้าํผ้ึง และอินทผลัม (ชูศักด์ิ สัจจพงษ, 2550) 

3.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร 

 มะขามมีชื่อวทิยาศาสตรวา Tamarindus indica Linn. (เต็ม สมิตินนัท, 2544) เปนพืช

อยูในชั้น (class) Dicotyledonae อันดับ (order) Leguminales วงศ (family) Leguminosae วงศ

ยอย (subfamily) Caesalpinioideae สกุล (genus) Tamarindus ชนิด (species) indica   มีชุด

โครโมโซม 2n = 24 (Gibbon และ Pain, 1985; Purseglove, 1968) มะขามเปนไมยืนตนตระกลู

ถั่วขนาดใหญ มีการเจริญเติบโตชา โดยมีอัตราการเจริญเติบโตประมาณ 0.5-0.8 เมตรตอป เปน

พวกกึ่งเขียวตลอดป (semi-evergreen) สามารถเจริญเติบโตแผกิ่งกานออกไปไดถึง 25 เมตร 

(Gibbon และ Pain, 1985) เปนพืชที่มขีนาดทรงพุมใหญ มีความสูง 20 เมตร (Purseglove, 

1968; Williams และคณะ, 1979) 
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3.2 การใชประโยชน 

  มะขามเปนพชืที่มีประโยชนมาก เกือบทกุสวนของตนสามารถนํามาใชประโยชนไดหลาย

อยาง ไมวาจะเปนพชืสมุนไพรรักษาโรคเบื้องตน เชน การใชเปนยาระบายและบรรเทาอาการไข ใช

ประกอบอาหาร เปนตน จงึพอจําแนกการใชประโยชนจากสวนตางๆ ได ดังนี ้

  3.2.1 ลําตน 

 ลําตนของมะขามจะใหไมเนื้อแข็ง จงึนิยมนํามาหมวกเสาเข็ม เปนตน   นอกจากนี้

แกนไมมะขามซ่ึงแข็งแรงใชทําโครงไม   สวนเนื้อไมใชเผาถานไดถานที่มีคุณภาพดีดวย (Gibbon 

และ Pain, 1985; Purseglove, 1968) 

  3.2.2 เนื้อ 

 เนื้อมะขามเปนสวนทีม่ีคามากที่สุดของมะขาม เนื่องจากมกีารนาํไปใชประโยชน

กันอยางแพรหลายทัง้ในครัวเรือนและวงการอุตสาหกรรม (Kulkarni และคณะ, 1993)  เนื้อ

มะขามถกูใชประโยชนในการเปนยารักษาโรคมาเปนเวลานานต้ังแตสมัยโบราณมาจนถึงปจจุบนั 

โดยเฉพาะการใชเปนยาระบายสารสาํคัญในการออกฤทธ์ิเปนยาระบายในเนื้อมะขาม คือ กรด

อินทรีย ไดแก กรดซิตริก กรดทารทาริก และกรดมาลิก   โดยใชมะขามในรูปของ tamarind whey 

สามารถเตรียมโดยนาํเนื้อมะขามตมสุกมาผสมกับนมในอัตราสวน 1 ตอ 40   ขนาดที่ใช คือ 5-57 

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

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

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

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

  3.2.3 เมล็ด 

 เมล็ดมะขามเปนสวนทีเ่หลือ (by-product) จากการแปรรูปฝกมะขาม อยางไรก็

ตาม เมล็ดมะขามยังสามารถนําไปใชประโยชนได   ในอดีตเมล็ดมะขามเปนเพียงของเสีย แตในป

ค.ศ. 1942 นกัวิทยาศาสตรประเทศอินเดีย Ghose และ Krishna พบวา เนื้อในเมล็ดมะขามมีสาร

ที่ทาํใหเกิดเจลได (gel-forming substance) ถงึ 46-48 %    Savur (1948) ไดจดสิทธิบัตร

กระบวนการผลิตสารดังกลาวทีท่ําใหบริสุทธิ์แลว เรียกวา เจลโลส (jellose) พอลิโอส (polyose) 

หรือเพกติน ซึ่งมีประโยชนในการเก็บรักษาผลไม ใชเปนสารคงสภาพ (stabiliser) ในการผลิต

ไอศกรีม และเปนสารหรือสวนประกอบในการผลิตยา (Morton, 1987) 



  

11 

3.3 คุณคาทางโภชนาการ 

  มะขามเปนผลไมที่มีคุณคาทางโภชนาการสูง  เพราะมะขามมีคารโบไฮเดรต โปรตีน 

เกลือแร โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส แคลเซียม แมกนีเซียม วิตามนิซี วิตามิน บ1ี บี2 และ บี3 สูง สวน

เหล็กและวิตามิน เอ มีปริมาณนอย กรดอินทรียที่พบในมะขาม คือ กรดซิตริก กรดทารทาริก และ

กรดมาลิก   เนื้อมะขามมีปริมาณกรดทารทาริกอยูประมาณรอยละ 10    โพแทสเซียมทารเทรต

รอยละ 8 และน้ําตาลอินเวริตรอยละ 25-40   โดยความเปนกรดทั้งหมดในเนื้อมะขามมีคาเทากับ 

รอยละ 10-16   มะขามทีม่ีวิตามนิ ซี และกรดทารทาริก (รอยละ 10 ข้ึนไป) สูงจะใหรสเปร้ียว 

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

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

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

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

(1974) พบวาปริมาณของสวนประกอบของสารอาหารในเนื้อมะขามอบแหงมีคาดังแสดงในตาราง

ที่ 2 และปริมาณของสวนประกอบของแรธาตุในเนื้อมะขามมคีาดังแสดงในตารางที่ 3 

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

4. กรดอินทรยีในมะขาม 

  ลักษณะเดนของมะขาม คือ เนื้อมะขามมคีวามเปนกรดสูง เพราะกรดอินทรียใน

เนื้อมะขาม   เนื้อมะขามชนิดเปร้ียวมีปริมาณกรดทารทาริกสูงถงึ 12.20-23.80 % ซึ่งสูงกวาพืช

ชนิดอ่ืนๆ ที่มกีารศึกษาไว (Ulrich, 1970)   นอกจากกรดทารทาริกแลวยังมีกรดอินทรียชนิดอ่ืนๆ ที่

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

1964; Singh, 1973; Anon, 1976) โดยกรดแอสคอบิกที่พบในมะขามจะมปีริมาณนอยมาก 

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

ปริมาณมากในเนื้อมะขามมดัีงนี ้
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ตารางที่ 2 ปริมาณของสวนประกอบของสารอาหารในเนื้อมะขามอบแหง (Anon, 1976; 

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

 

Constituent Percentage 

Moisture 15.00–30.00 

Carbohydrates, total 56.70–70.70 

Reduing sugars 25.00–45.00 

Proteins 2.00–8.79 

Fat/oil/lipid, crude 0.50–2.53 

Fiber, crude 2.20–18.30 

Total ash 2.10–2.90 

 

ตารางที่ 3 ปริมาณของสวนประกอบของแรธาตุในเนื้อมะขาม (Bhattacharyya และคณะ, 

1994; Ishola และคณะ; Marangoni และคณะ, 1988) 

 

Mineral mg/100g 

Potassium 62.00 – 570.00 

Magnesium 72.00 

Phosphorus 86.00 – 190.00 

Calcium 81.00 - 466.00 

Sodium 3.00 – 76.70 

Copper 21.80 

Iron 1.30 - 10.90 

Manganese - 

Zinc 1.1 
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4.1 กรดทารทาริก (Tartaric acid) 

  กรดทารทาริก (C4H6O6) เปน dihydroxydicarboxylic acid มีคา pKa1 และ pKa2 ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เทากับ 2.98 และ 4.34 ตามลําดับ (Gomis, 1992)   สูตรโครงสราง

ของกรดทารทาริกแสดงดังภาพที่ 2   กรดทารทาริกเปนกรดทีพ่บไดในพืชทุกชนิด โดยเฉพาะใน

องุน กลวย และมะขาม   โดยในเนื้อมะขามพบปริมาณของกรดทารทาริกมากที่สุด (Ulrich, 1970)   

สารละลายกรดทารทาริกมีฤทธิ์เปนยาระบาย โดยไปกระตุนการบีบตัวของลําไส แตในทางกลับกนั

ถารับประทานกรดทารทาริกในปริมาณสูงมากจะทาํใหกระเพาะและลําไสอักเสบไดเชนกนั 

(Martindale, 1989)  ปริมาณกรดทารทาริกในเนื้อมะขามจากประเทศไทยแสดงดังตารางที่ 4 

(Feungchan และคณะ, 1996) 

4.2 กรดมาลกิ (Malic acid) 

  กรดมาลิก (C4H6O5) เปน dihydroxydicarboxylic acid มีคา pKa1 และ pKa2 ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เทากับ 3.40 และ 5.11 ตามลําดับ (Gomis, 1992)   สูตรโครงสราง

ของกรดมาลิก แสดงดังภาพที่ 2   กรดมาลิกมีโครงสราง 2 แบบ คือ L-form (L-malic acid) และ 

D-form (D-malic acid)   ในธรรมชาติจะพบ L-malic acid อยูในส่ิงมีชีวิต เนื่องจากกรดมาลิก

เปนสารตัวกลาง (intermediate) ใน citric acid cycle   สวน D-malic acid ไดจากการสังเคราะห

ในหองปฏิบัติการ   กรดมาลิกพบในผลไมที่มีรสเปร้ียวและมีฤทธิ์เปนยาระบาย โดยไปกระตุนการ

บีบตัวของลําไส เชนเดียวกับกรดทารทาริก (Martindale, 1989) 

4.3 กรดซิตรกิ (Citric acid) 

  กรดซิตริก (C6H8O7) เปน hydroxytricarboxylic acid มีคา pKa1, pKa2 และ pKa3 ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เทากับ 3.14, 4.77 และ 6.93 ตามลําดับ (Gomis, 1992)              

สูตรโครงสรางของกรดซิตริก แสดงดังภาพที ่ 2   ในธรรมชาติจะพบกรดซิตริกอยูในส่ิงมีชีวิตทกุ

ชนิด เนื่องจากกรดซิตริกเปนสารตัวกลางที่มีบทบาทสําคัญใน citric acid cycle   กรดซิตริกพบใน

ผักและผลไมหลายชนิด เชน มะขาม โดยเฉพาะอยางยิง่ในพืชตระกูลสม (citrus fruits) เชน 

มะนาว ซึง่พบปริมาณสูงถงึ 8 % ของน้าํหนักแหง   กรดซิตริกมีฤทธ์ิเปนยาระบาย โดยไปกระตุน

การบีบตัวของลําไสเชนเดียวกับกรดทารทาริกและมาลิก   นอกจากน้ี กรดซิตริกยังมีสมบัติเปนสาร

ตานอนมุูลอิสระ (antioxidant) อีกดวย (Martindale, 1989) 
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                                                 (ก)                                             (ข) 

 

 

                                                 (ค)                                             (ง) 

ภาพที ่2 สูตรโครงสรางของกรดอินทรียหลักทีพ่บในเนื้อมะขาม (ก) tartaric acid (ข) 

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

(แหลงทีม่า: http://www.chemblink.com/structures/97-67-6) 
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ตารางที่ 4 ปริมาณกรดทารทาริกในเนือ้มะขามหวานจากประเทศไทย (Feungchan และ

คณะ, 1996) 

 

Tamarind cultivar Tartaric acid 

(%) 

Sithong (สีทอง) 3.18 

Piyai (ไผใหญ) 2.01 

Praroj (พระโรจน) 2.70 

Srichomphu (ศรีชมภู) 2.39 

Kru-in (ครูอินทร) 2.70 
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5. วธิีวิเคราะหปริมาณกรดอินทรียในผลไม 

  วิธีวิเคราะหปริมาณกรดอินทรียในผลไม มีดังนี ้

5.1 การวิเคราะหดวยวิธสีเปกโตรโฟโตเมทรี (Spectrophotometric method) 

วิธีสเปกโตรโฟโตเมทรีวิเคราะหกรดอินทรียโดยอาศัยปฏิกิริยาระหวางกรดอินทรียกบั

สารทดสอบแลวเกิดสารประกอบหรือสารประกอบเชิงซอนที่มีสีซึ่งสามารถตรวจวัดไดที่ความยาว

คล่ืนที่ใชในการทดสอบ   กอนทาํการทดสอบตองทําใหกรดอินทรียบริสุทธิ์ดวย ionic exchange 

rasin และการตกตะกอน เปนตน เพื่อปองกันการรบกวนจากสารชนิดอ่ืน (Mato และคณะ, 2005) 

วิธีนี้สามารถใชวิเคราะหหาปริมาณกรดทารทาริก มาลิก และแลคติกได แตไมสามารถหาปริมาณ

กรดอินทรียสําคัญ คือ กรดซักซินิก ซิตริก และอะซีติกในน้ําองุนและไวนได (Rebelein, 1961) 

5.2 คะพิลลารีอิเล็กโตรโฟริซีส (Capillary electrophoresis, CE) 

เทคนิคคะพิลลารีอิเล็กโตรโฟริซีส (capillary electrophoresis, CE) เปนเทคนิคการแยก

สารที่มีประจุภายในคอลัมนขนาดเล็ก (capillary column) ที่บรรจบุัฟเฟอร หรือเจลที่มีบฟัเฟอร

ภายใตสนามไฟฟา   การแยกสารดวยเทคนิค CE ใชปริมาณสารตัวอยางนอยกวาการแยกสาร

ดวยเทคนิคแกสโครมาโทกราฟ (gas chromatography, GC) และโครมาโทกราฟของเหลว 

(liquid chromatography) คาใชจายนอย สะดวก รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพในการแยกสารดี

มาก   สามารถใชแยกสารประเภทตางๆ ได เชน กรดอะมิโน โปรตีน กรดนิวคลีอิก สารอนินทรีย 

และกรดอินทรีย เปนตน   CE แบงเปนเทคนิคยอยไดหลายวธิี เชน คะพิลลารีโซนอิเล็กโตรโฟริซีส 

(capillary zone electrophoresis, CZE) และคะพิลลารีเจลอิเล็กโตรโฟริซีส (capillary gel 

electrophoresis, CGE) เปนตน   โดย CZE เปนวิธทีีง่ายและมีการใชมากทีสุ่ดในปจจุบัน 

ถึงแมวาการวิเคราะหดวยเทคนิค CE จะใชตัวอยางและบัฟเฟอรนอยกวา และมีความสามารถใน

การแยกที่ดีกวาการวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสงู (High-

Performance Liquid Chromatography, HPLC) แตเคร่ืองมักจะมีราคาแพงกวาและยงัมี

ขอจํากัดในเร่ืองปญหาของสวนหัวฉีดซึง่ไมไดฉีดดวยไซริงกแบบโครมาโทกราฟ ความจําเปนที่ตอง

ใชความตางศักยที่สูงมาก และบัฟเฟอรที่ใชตองมีความเขมขนสูง (ลีณา สุนทรสุข, 2544; อรอุมา 

ภูประเสริฐ และ มาลัย สถิรพันธุ, 2549) 

ตัวอยางการใชเทคนิค CE ในการวิเคราะหปริมาณกรดอินทรีย ไดแก การวิเคราะห

ปริมาณกรดแอสคอบิกในผลของ Lycopersicons (Galiana-Balaguer และคณะ, 2001) และการ
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วิเคราะหปริมาณกรดทารทาริก มาลิก และซิตริกในน้าํองุน และกรดทารทาริก มาลิก ซกัซินกิ     

อะซีติก แลคติก และซิตริกในไวนโดยเทคนิค CZE ดวยยูวี ดีเทคเตอร (Mato และคณะ, 2007) 

5.3 เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High-Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) 

  เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High-Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) เปนเทคนิคทีน่ิยมใชแยกสารประกอบ (substance) โดยอาศัย

หลักการความแตกตางของอัตราการเคล่ือนที่ของสารประกอบในเฟสคงท่ี (stationary phase) 

ของคอลัมนโดยมีเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) เปนตัวพาไป เมื่อตอเขากับดีเทคเตอร (detector) 

จะสามารถตรวจวัดสารที่ออกมาจากคอลัมนไดอยางตอเนื่อง โดยสามารถตรวจวัดไดทัง้เชิง

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

สามารถวิเคราะหสารไดหลายชนิด เชน สารอินทรียและสารประกอบทางชีวภาพ เปนตน การแยก

สารจะประสบความสําเร็จไดก็ตอเมื่อสารมีอัตราการเคล่ือนทีท่ี่แตกตางกนัภายในคอลัมน สาร 

ประกอบที่ถกูแยกจะเคลื่อนที่ไปตามความยาวท้ังหมดของคอลัมนโดยมีเฟสเคลื่อนที่เปนตัวพาไป      

Horvath และคณะ (1976) พบวา เฟสคงที่ที่ไมมีข้ัว เชน octadecyl silica (C18) สามารถแยกสาร

มีข้ัว เชน กรดอินทรียชนิดตางๆ ไดดี โดยใชเฟสเคลือ่นทีท่ี่มีคา pH ที่เหมาะสมเพื่อปองกันการ

แตกตัวของไอออน (ionization) ของสารทีต่องการแยก 

โดยทัว่ไปในการวิเคราะหกรดอินทรียในผลไม ไวน สมนุไพรหรืออาหาร นิยมใช

เทคนิค HPLC เฟสผนักลับ (reverse-phase HPLC) โดยเฟสคงทีท่ี่นยิมใชมากในการวิเคราะห

กรดอินทรีย คือ C18 (C18 column) และเฟสเคล่ือนที่มักใชน้ํา บฟัเฟอรเพื่อรักษาคาความเปน

กรดดาง (pH) และความแรงไอออน (ionic strength) หรือใชสารผสมระหวางน้าํและตัวทาํละลาย

อินทรีย เชน เมทานอลหรืออะซีโตไนไตร ตัวอยางการวิเคราะหกรดอินทรียในผลไม ไวน สมุนไพร

หรืออาหาร เชน การวิเคราะหกรดอินทรียในพืชสมุนไพร Fructus mume (Zhanguo และ Jiuru, 

2002) น้ําผลไมและนํ้าหวานของเกสรดอกไม (Cunha และคณะ, 2002) และไวนขาว (Kordis-

Krapez และคณะ, 2001) ดวยเทคนิค reverse-phase HPLC  

6. การศึกษาในระดับโมเลกุลของพชื (Molecular markers) 

  โมเลกุลเคร่ืองหมาย หรือตัวบงชี้ระดับโมเลกุล (molecular markers) หมายถึง 

ชิ้นสวนของสายดีเอ็นเอ หรือโปรตีนที่ใชเปนเคร่ืองหมายในการจัดจําแนกพนัธุปลูกของพืชแตละ

ชนิดออกจากกัน   โดยอาศัยพนัธุกรรมและวิธทีางอณูชีววทิยาทีก่ระทําตอสารพันธุกรรม   ทั้งวธิีที่
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ใชจีโนมกิดีเอ็นเอ (genomic DNA) โดยตรง หรือวิธปีฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase 

Chain Reaction, PCR) จากดีเอ็นเอตนแบบและตัดสายดีเอ็นเอของผลผลิต PCR (PCR 

product) ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) เพื่อใหไดเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA 

markers) หรือวิธีการอ่ืนๆ ที่ทาํใหเกิดรูปแบบจําเพาะตอพืชแตละชนดิซึ่งเรียกวา ลายพมิพดีเอ็นเอ 

(DNA fingerprint) ทําใหสามารถทราบถงึความแตกตางของสายดีเอ็นเอหรือโปรตีนเคร่ืองหมายที่

มีความจําเพาะตอพืชแตละชนิดได 

  การเกิดรูปแบบลายพมิพดีเอ็นเอของพชืแตละชนิดจะใชวิธีการตัดสายดีเอ็นเอ

ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ หรือปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain Reaction, PCR) เพื่อใหไดชิน้   

ดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะตอพืชแตละชนิด ซึง่สามารถแบงวิธีการตรวจวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอ 

หรือความหลากหลายของพืชแตละชนิดออกเปน 3 วธิ ีคือ 

1) Hybridization-based methods เปนวธิีที่ใชเอนไซมตัดจําเพาะตัดสายจโีนมิก         

ดีเอ็นเอไดเปนช้ินดีเอ็นเอขนาดตางๆ ตามความจําเพาะในการตัดสายดีเอ็นเอของ

เอนไซมชนิดนัน้ๆ แยกช้ินดีเอ็นเอที่ไดดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีส (electrophoresis) 

และตรวจสอบดวยการจับ (hybridization) ของดีเอ็นเอตรวจจับ (DNA probe) ที่เปน

ดีเอ็นเอคูสม (complementary DNA) ซึ่งติดฉลากดวยกัมมันตรังสีหรือสารเคมี จะได

รูปแบบของชิ้นดีเอ็นเอที่ถกูตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะหลายตําแหนง (multilocus 

band pattern) ที่มีความหลากหลาย 

2) Sequencing-based methods เปนวิธกีารจําแนกชนิดของพืช โดยวเิคราะหความ 

ผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดที่เกิดจากการกลายพันธุในรูปแบบตางๆ เชน การเพิม่ 

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

เปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทดต้ังแต 1 นิวคลีโอไทด ข้ึนไป   ในสวนของยีนที่มกีารใชใน

การศึกษา เชน Internal transcribed spacer (ITS) และยีนทีก่าํหนดการสราง

เอนไซมตางๆ เชน ยีน trnK ยีนmatK และยีน rbcL เปนตน 

3) PCR-based method เปนวธิีที่ใชการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยา 

PCR โดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะ (specific primer) หรือไพรเมอรที่สามารถเขา

จับและดําเนนิปฏิกิริยา PCR สรางสายดีเอ็นเอเปาหมายข้ึนมาใหม ตรวจสอบผลที่ได

ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีส จะไดรูปแบบหรือช้ินดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะตอพืชแตละ

ชนิด ซึง่สามารถใชจําแนกความหลากหลายของพืชได 
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นอกจากนีย้ังมีการประยกุตใชวิธีการอ่ืนเขารวมกับปฏิกริิยา PCR เชน ใชการตัด

สายดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ หรือ PCR-RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphisim) เปนตน  การตรวจลายพมิพดีเอ็นเอของพืชชนิดตางๆ ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง

วิธีการตรวจวิเคราะหพันธุปลูก การจําแนกลักษณะทางพันธุกรรม (genotype identification) 

อนุกรมวธิาน (taxonomy) การปรับปรุงพันธุพืช (plant breeding) การตรวจวิเคราะหโรค 

(diagnostics) ระบาดวทิยา (epidemiology) ในพืชชนดิตางๆ ซึ่งมีความรวดเร็วและถูกตองมาก

ข้ึน เมื่อเทียบกับการตวจสอบโดยใชสัณฐานวิทยา (morphology) (ฤทธิ ์วัฒนชยัยิ่งเจริญ, 2550) 

6.1 Hybridization-based methods 

 ตัวอยางเชน Restriction Fragment Length Polymorphisim (RFLP) เปนวธิีการใช

เอนไซมตัดจําเพาะตัดสายดีเอ็นเอในตําแหนงที่แตกตางกนัข้ึนอยูกับชนิดของเอนไซม การตัดสาย

ดีเอ็นเอจะมีตําแหนงจาํเพาะและมีความแมนยําทุกคร้ัง ถาดีเอ็นเอพืชเกิดการกลายพนัธุใน

ตําแหนงทีม่ีการตัดสายของเอนไซม ซึง่อาจเปนไดทัง้แบบ deletion และ insertion ทําใหเอนไซม

ไมสามารถตัดสายดีเอ็นเอในตําแหนงนัน้ได เกิดเปนรูปแบบของดีเอ็นเอที่ตางออกไป ซึ่งจะแสดง

ความหลากหลายทางพนัธกุรรมที่เกิดข้ึน   วิธีนีม้ีเทคนคิดังนี้ หลังจากตัดสายดีเอ็นเอดวยเอนไซม

ตัดจําเพาะและแยกช้ินดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซสี ยายดีเอ็นเอไปไวบนตัวกลางผิวบาง 

(membrane) ดวยวิธ ี southern blotting แลวนํามาจับกับดีเอ็นเอตรวจจบัที่ติดฉลากดวย

กัมมันตรังสีหรือสารเคมี จะไดรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอทีม่ีความจาํเพาะกับพืชแตละชนิด 

โดยทัว่ไปแลวเทคนิค RFLPs ใชในการพิสูจนตนกาํเนิดของพืชชนดิพิเศษโดยอาศัยแผนผังลําดับ

วิวัฒนาการ แตขอเสียของเทคนิคนีเ้มื่อนาํไปใชศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอ คือ ผลวิเคราะหที่ไดไมได

แสดงถึงความเหมือนกนัของส่ิงมีชีวิต 2 ชนิด อยางจําเพาะเจาะจง มีคาใชจายสูง และจํานวน

ตําแหนงตัดจาํเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะบนสายดีเอ็นเอควรมีอยางนอย 2-3 ตําแหนง 

(Vasudevan, 2007) 

6.2 Sequencing-based methods 

 การหาลําดับนิวคลีโอไทดเปนอีกเทคนิคหนึง่ทีน่ิยมใชในการศึกษาวงศวานวิวฒันาการ 

(phylogeny) ขอมูลและการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดมีความสําคัญในการจัดจําแนกระดับ

โมเลกลุ (molecular systematic) และการทําอนุกรมวธิานพืช (plant systematic) เพิ่มมากข้ึน 

เนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทดเปนหนวยพืน้ฐาน (basic unit) ของดีเอ็นเอในการแปลรหัสเปนโปรตีน

ในส่ิงมีชวีิต และชุดขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดที่วิเคราะหไดเปนขอมลูที่ละเอียดและมี
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ประสิทธิภาพเหมาะแกการศึกษาวงศวานววิัฒนาการ ถึงแมเทคนิคนี้จะสามารถตรวจสอบความ

แตกตางของพชืไดอยางละเอียดและมีประสิทธิภาพ แตเทคนิคนี้มคีาใชจายสูง คือ ถายนีที่

ทําการศึกษามีความยาวมากเทาใด คาใชจายในการหาลําดับนวิคลีโอไทดก็จะเพิ่มมากข้ึน   ยิง่ไป

กวานัน้ ยนีหรือหรือดีเอ็นเอสวนตางๆ ของจีโนม (genome) อาจมีอัตราการพฒันาแตกตางกัน   

สวนการเลือกยีนหรือดีเอ็นเอสวนตางๆ ของจีโนมมาศึกษานัน้ข้ึนอยูกับระดับของการจัดจําแนก

พืชที่ตองการศึกษา (Soltis และ Soltis, 1998; ฤทธิ์ วฒันชัยยิง่เจริญ, 2550) 

 จีโนมของพชืประกอบดวย 3 สวนดวยกนั คือ นิวเคลียรจีโนม (nuclear genome, nDNA) 

คลอโรพลาสตจีโนม (chloroplast genome, cpDNA) และไมโตคอนเดรียจีโนม (mitochondria 

genome, mtDNA) ซึ่ง 2 สวนหลังจัดเปนออรกาเนลลจีโนม (organelle genome) ทั้ง cpDNA 

และ mtDNA ประกอบดวยดีเอ็นเอที่ใหรหัสสราง RNA และโปรตีนที่จําเปนของออรกาเนลลเอง   

mtDNA ไมนยิมใชเปนโมเลกุลเคร่ืองหมายเนื่องจากโครงสราง ชนาด และการจัดเรียงตัวของยนีมี

ความแตกตางกันโดยข้ึนอยูกับชนิดของพชื   nDNA และ cpDNA เปนดีเอ็นเอทีน่ยิมใชในการจัด

จําแนกระดับโมเลกุลและการทําอนกุรมวธิานพืช   nDNA มีความซบัซอน (complexity) และ มี

การเรียงตัวของลําดับเบสซ้าํ (repititive) สูง   ในขณะที ่ cpDNA เหมาะสําหรับการศึกษาการ

พัฒนาและวงศวานวิวฒันาการในระดับทีสู่งกวาระดับสกุล (species level) เพราะ 1) cpDNA 

เปนสวนที่มีปริมาณมากที่สุดของดีเอ็นเอทั้งหมด 2) มจีํานวน primarily single copy gene สูง 

และ 3) มี conservative rate ของการเกิดการแทนที่ของลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide 

substitution) สูง   nuclear ribosomal DNA (rDNA) เปนยีนที่พบไดทัว่ไปใน nDNA ซึ่ง

ประกอบดวยบริเวณคัดลอก (transcribed region) ที่ม ี external transcribed spacer (ETS), 

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

2 (ITS-2) และ 26S rDNA ตามลําดับ   ลําดับเบสซํ้าถูกแยกออกจากลําดับเบสถัดไปดวย 

intergenic spacer (Soltis และ Soltis, 1998) 

ยีนที่นยิมใชศึกษาความหลากหลายดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทด (ภาพที ่ 3) ไดแก ยนี 

rbcS และยีน Adh ในนวิเคลียส ดีเอ็นเอสวน ITS และ 5.8S หรือ 18-26S rDNA และยีน rbcL 

และยีน matK ในคลอโรพลาสต ขอมูลที่ไดสามารถใชในการศึกษาวงศวานวิวฒันาการ 

(phylogenetic tree) และจําแนกพืชในระดับที่ตํ่ากวาสกุล (genus) หรือลึกลงไปกวานั้นได (Soltis 

และ Soltis, 1998) เชน การใชลําดับนวิคลีโอไทดศึกษาหาความสัมพันธในระดับสกุล (generic 

relationship) ภายในวงศเดียวกนัของพืชมีดอก (flowering plant) ในพืชวงศ Onagraceae  
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ภาพที ่3 แผนผังแสดงระดับอนุกรมวธิานโดยประมาณของยีนที่อยูในคลอโรพลาสต 

นิวเคลียส และไมโตคอนเดรีย และดีเอ็นเอในบริเวณตางๆ ที่ใชในการศึกษาวงศ

วานวิวัฒนาการโดยต้ังสมมติฐานจากพืชมีดอก   เคร่ืองหมายปรัศนยี (?) แสดง

ถึง ยนีที่ไมนยิมใชในการศึกษา   เสนประ แสดงถงึ ระดับอนกุรมวิธานที่จะ

สามารถนํายนีหรือดีเอ็นเอนั้นๆ ไปประยุกตใชได คือ ในพืชบางกลุมสามารถใช

ยีนหรือดีเอ็นเอสวนนี้ศึกษาในระดับอนุกรมวิธานที่ตองการได (Johnson และ 

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

Berberidaceae (Kim และ Jansen, 1996)   การใชดีเอ็นเอสวน ITS ศึกษาหาความสัมพนัธในพชื 

สกุล Lilium (Nishikawa และคณะ, 1999) และ Bauhinia สกุลยอย Phanera (Hao และคณะ, 

2003) และการศึกษาหาความสัมพันธในพืชสกุล Lathyrus โดยใชขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทด

ของดีเอ็นเอสวน ITS รวมกับดีเอ็นเอบริเวณ trnL-F และ trnS-G (Kenicer และคณะ, 2005)    

เปนตน  

6.3 PCR-based methods 

 เปนวิธทีี่มีการใชปฏิกิริยา PCR ในข้ันตอนใดข้ันตอนหนึ่งของการทําลายพมิพดีเอ็นเอ

รวมดวย   วิธกีารนี้เปนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนทีม่ีความจาํเพาะ (specific segment) ใน

หลอดทดลองดวยการสังเคราะหสายดีเอ็นเอสายใหมจากดีเอ็นเอตนแบบโดยใชไพรเมอร (primer) 

ที่มีความจําเพาะและเปนดีเอ็นเอคูสม ซึ่งไพรเมอรจะเปนตัวกาํหนดความยาวของสายดีเอ็นเอและ

ใชเอนไซมดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) ในการนําเบสตางๆ คือ dATP dCTP dGTP 

และ dTTP มาตอกันทาํใหสายของดีเอ็นเอยาวข้ึน   การสรางลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธทีี่มีการใช

ปฏิกิริยา PCR ไดแก 

 6.3.1 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

 RAPD เปนวธิีการตรวจสอบความแตกตางหรือความหลากหลายของช้ินดีเอ็นเอซึ่ง

เพิ่มปริมาณดวยปฏิกริยา PCR แบบสุม โดยใชไพรเมอรที่มีลักษณะพิเศษ ซึง่เรียกวา Arbitrarily 

primer หรือ Anchor primer มีความยาวเพยีง 10 นวิคลีโอไทด โดยไมจําเปนตองทราบลําดับ     

นิวคลีโอไทดของพืชชนิดนัน้ๆ มากอน   ผลผลิต PCR ที่ไดเปนชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกนั

หลายช้ิน ซึ่งมีรูปแบบคลายลายพิมพ เรียกวา ลายพิมพดีเอ็นเอ หากพืชชนิดใดมีความสัมพันธ

ใกลชิดกัน จะไดรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ แผนทีพ่นัธุกรรม (genetic maps) หรือเคร่ืองหมาย

พันธกุรรม (genetic marker) ที่คลายคลึงกนั ซึ่งสามารถบงบอกลักษณะจําเพาะของสายพันธุ

ความสัมพันธทางพันธุกรรมที่เกีย่วของกันในพืชชนิดตางๆ และอาจพัฒนาไปใชในการพิสูจน   

เอกลักษตางๆ ได เชน การพิสูจนชนดิ จําแนกพนัธุปลูก และตรวจสอบแหลงกําเนิดของพืช   

นอกจากนีย้ังมีการพฒันาวธิีการวเิคราะหในรูปแบบตางๆ มาใชโดยอาศัยวธิีการนี้ เชน 

Sequence-Tagged Sites (STS) marker (สุชาดา สุขหรอง, 2548; ฤทธิ์ วัฒนชัยยิ่งเจริญ, 2550)   

ตัวอยางการใชเทคนิค RAPD ไดแก การใชเทคนิค RAPD ในการจําแนกชนิดของพืชสกุล Derris

จํานวน 5 ชนดิ คือ D. scandens, D. elliptica, D. malaccencis, D. trifoliate และ D. reticulate 
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(Sukrong และคณะ, 2005)   Encheverrigaray และคณะ (2001) ใชเทคนิค RAPD และ

องคประกอบน้ํามนัหอมระเหยในการจําแนกพันธุปลูกของไทม ไดแก พนัธุปลูก Burpee Blumen 

Battle SEM Isla และพันธุปลูกพืน้เมือง   Brandolini และคณะ (2005, 2006) ไดทําการศึกษา

องคประกอบเคมีรวมกับสารพันธกุรรมของกระเทยีมและขาวในประเทศอิตาลี จากผลการทดลอง

พบวาองคประกอบเคมีของกระเทียมอิตาลีสัมพันธกับสารพันธกุรรม แตไมพบความสัมพนัธนี้ใน

ขาว   นอกจากการใชเทคนิค RAPD ในการจาํแนกชนิดและพนัธุปลูกของพืชแลว เทคนิค PARD 

ยังสามารถนําไปใชในการตรวจสอบแหลงกําเนิดของมะขามไดอีกดวย โดยมะขามนาจะมี

แหลงกาํเนิดมาจากทวีปแอฟริกา (Diallow และคณะ, 2007) 

ถึงแมวานกัวิจยัหลายกลุมนยิมใชเทคนิค RAPD ในการวิจยั เนื่องจากเทคนิคนี้

สามารถทําไดรวดเร็ว มีคาใชจายไมสูงเหมือนการหาลําดับนิวคลีโอไทด และไมจําเปนตองทราบ

ลําดับนิวคลีโอไทดของพืชที่ตองการศึกษามากอน แตเทคนิคนีม้ีขอเสีย คือ มีความสามารถในการ

ซ้ําตํ่า   ดังนั้นจงึควรทําการทดลองซํ้าในสวนประกอบและสภาวะท่ีเหมาะสมในการทาํปฏิกิริยา 

PCR เพื่อใหไดรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอทีส่ามารถทําซ้ําได (Atienzar และ Jha, 2006) 

 6.3.2 Amplified Fragment Length polymorphism (AFLP) 

AFLP เปนวธิีที่มีความไวสูงตอการตรวจสอบความแตกตางหรือความหลากหลาย

ของช้ินดีเอ็นเอที่ไดจากการยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะซึ่งตรวจสอบไดโดยปฏิกริยา RCR ซึ่งเปน

การรวมหลักการของ RFLP และ RAPD เขาดวยกนั   สารพนัธุกรรมจะถูกตัดดวยเอนไซม         

ตัดจําเพาะสองชนิดที่มีตําแหนงจดจําแตกตางกัน ชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจะถูกตอเขากับช้ินดีเอ็นเอ

สังเคราะหทีท่ราบรหัส (adapter) 2 ชนดิ และเพิม่ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบางชิน้ดวยปฏิกิริยา PCR 

โดยไพรเมอรที่จําเพาะกับช้ินดีเอ็นเอสงัเคราะหทราบรหสัและเบสคัดเลือก และตรวจสอบรูปแบบ

ของแถบดีเอ็นเอที่ไดดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีสใน polyacrylamide gel (Vos, 1995) ขอดีของ 

AFLP คือมีความแนนอนของผลการตรวจสอบสูงเหมือน RFLP และสามารถตรวจสอบความ

หลากหลายไดหลายตําแหนงภายในสารพันธกุรรมเหมอืน RAPD   ตัวอยางของการนําเทคนิค 

AFLP ไปใชประโยชน เชน Dhar และคณะ (2006) ใชขอมูลที่ไดจากเทคนิค AFLP รวมกับ

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

  ยีน ribulose 1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase (rbcL) มีตําแหนงอยู

ในบริเวณ large single-copy ของคลอโรพลาสตจีโนม ถอดรหัส (encode) ให large subunit 

ของ ribulose 1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase (RUBISCO) ซึ่งมหีนาทีต่รึง

คารบอนไดออกไซด   ยีน rbcL มีขนาดประมาณ 1,428, 1,431 หรือ 1,434 bp โดยขึ้นอยูกับชนิด

ของพืช   ตําแหนงของยนี rbcL บน large single-copy ของคลอโรพลาสตจีโนม แสดงดังภาพที่ 4    

นักวจิัยกลุมตางๆ นิยมใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ในการศึกษาวงศวาน

วิวัฒนาการ (phylogeny) หรือจําแนกชนิดของพืช   เพราะยีน rbcL มีลําดับนวิคลีโอไทดที่แนนอน 

(unambiguous), ไมม ี intron แทรกอยูภายในยีน และเกิดการเพิ่มหรือการขาดหายไปของเบส 

(indels) ตํ่า (Clegg, 1993; Soltis และ Soltis, 1998)   การนาํลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ไป

ใชประโยชน ไดแก การศึกษาหาความสัมพันธในระดับสกุล (generic relationship) ภายในวงศ

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

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

1996) เปนตน   และในบางกรณีที่สามารถใช ยีน rbcL ในการศึกษาความสัมพนัธในระดับชนดิ

รวมสกุลเดียวกัน (congeneric species) ได เชน พชืสกุล Cornus (Xiang และคณะ, 1993), 

Saxifraga (Soltis และคณะ, 1996) และ Drosera (Williams และคณะ, 1994)   แตขอจํากัดของ

การนาํลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ในการศึกษาความสัมพนัธทางพันธุกรรม คือ สามารถใช

ศึกษาในระดับสกุลข้ึนไปเทานัน้    

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL บางสวนของ Tamarindus indica ที่ Kaess 

(1995) ไดทําการศึกษา รายงานไวใน GenBank (accession no. Z70160) ลําดับนิวคลีโอไทด

ของยีน rbcL บางสวนของ T. indica แสดงดังภาพที่ 5 

8. Internal Transcribed Spacer (ITS) 

ดีเอ็นเอสวน Internal Transcribed Spacer (ITS) เปนสวนหนึ่งของ 18S-26S rDNA ที่อยูใน

นิวเคลียส (nuclear genome) แตไมไดอยูรวมเปนสวนหนึ่งของไรโบโซม (ภาพที่ 6)   ดีเอ็นเอสวน 

ITS (ITS-1 และ ITS-2) มีบทบาทในการพัฒนาของ rRNAs ที่อยูในนวิเคลียส โดยนํา processing 

domain ของ large และ small subunit ใหเขามาใกลกัน   จากหนาที่ดังกลาวทาํใหเกิดขอจํากดั

ทางวิวัฒนาการของโครงสรางและลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS-1 และ ITS-2 (Hershkovitz และ 

Zimmer, 1996)  ITS-1 และ ITS-2 นิยมใชในการศึกษาวงศวานวิวัฒนาการหรือจําแนกชนิดของ 
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ภาพที ่4 แผนที่ยนี (gene map) ในคลอโรพลาสตจโีนมของ Gossypium hirsutum   ยนีที่

มีตําแหนงอยูดานในของแผนที่มกีารแปลรหัสในทิศทางทวนเข็มนาฬกิา 

(counterclockwise) และยีนที่มีตําแหนงอยูดานนอกของแผนท่ีมีการแปลรหัสใน

ทิศทางตามเข็มนาฬิกา (clockwise)   ตําแหนงของ Small Single-Copy (SSC), 

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

เล็ก บริเวณเสนทึบบนแผนทีย่ีน คือ IRs  

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

ภาพที ่5 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL บางสวนของ Tamarindus indica (accession 

no.Z70160) ที่มีอยูใน GenBank 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่6  โครงสรางของ Internal Transcribed Spacer (ITS) ในนิวเคลียส 

 

 

 



  

27 

พืชเชนเดียวกนักับยนี rbcL เพราะ ITS เปนดีเอ็นเอที่มีบริเวณอนุรักษ (conserved region) 

(Hershkovitz และ Zimmer, 1996) และสามารถใชในการจาํแนกพืชไดทั้งในระดับชนิดและสกุล 

(Baldwin และคณะ, 1995) ตัวอยางเชน การศึกษาหาความสัมพนัธในพชืสกุล Lilium 

(Nishikawa และคณะ, 1999) และ Bauhinia สกุลยอย Phanera (Hao และคณะ, 2003)   

นอกจากนีย้ังมีการใชขอมูลของลําดับนวิคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS รวมกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตอีกดวย เชน การศึกษาหาความสัมพันธในพืชสกุลLathyrus โดยใช

ขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS รวมกับดีเอ็นเอบริเวณ trnL-F และ trnS-G 

(Kenicer และคณะ, 2005) 

9. การออกแบบไพรเมอร (Primer design) 

  ไพรเมอรที่ดีควรมีความยาวตั้งแต 18 ถึง 24 นิวคลีโอไทด ประกอบดวย G+C 

ประมาณ 40-60% และมีปริมาณใกลเคียงกนัทัง้สองสาย (forward และ reverse) เพื่อที่ดีเอ็นเอ

ตนแบบจะไดจับกับไพรเมอรทั้งสองอยางมีความจาํเพาะเจาะจงที่อุณหภูมิเดียวกัน ไมมีโครงสราง

ทุติยภูมิเกิดข้ึนภายในสายไพรเมอร (secondary structure), การเรียงลําดับนวิคลีโอไทดตรง

บริเวณปลาย 3’ ของไพรเมอรทั้งคูไมมีเบสคูสมกัน (complementary) เพื่อปองกนัการเกิดการจบั

กันระหวางไพรเมอร (primer dimer) และ มีคา Tm อยูในชวง 55- 65 องศาเซลเซยีส และคา Tm 

ของไพรเมอรทั้งคูควรมีคาใกลเคียงกัน (Dieffenbach และ Dveksler, 2003) 

10. การเปรียบเทียบความคลายกันของลําดับนิวคลีโอไทดหรือโปรตีน (Sequence  
alignment) 

  ในการศึกษาดานชีวสารสนเทศ (bioinformatics) การทํา sequence alignment 

คือ การเปรียบเทียบความคลายกันของลําดับนวิคลีโอไทดหรือโปรตีนที่มีอยูเพื่อหาชวงลําดับ

อนุรักษ (conserved sequence) ของลําดับนิวคลีโอไทดหรือโปรตีนกลุมนั้นเพื่อประโยชนสําหรับ

การออกแบบไพรเมอรในปฏิกิริยา PCR ในกรณีของลําดับนวิคลีโอไทดและโปรตีนใชการทํา 

sequence alignment เพื่อหาวาชวงใดมคีวามสําคัญควรศึกษาหรือวเิคราะหตอไป   ผลลัพธจาก

การทาํ sequence alignment ยังสามารถนําไปสูการทาํนายลักษณะโครงสรางทางทุติยภูมิ    

ตติยภูมิของโปรตีน ตําแหนง ความคงตัว จุดกาํเนิด หนาที่และกิจกรรม (activity) ของยีนหรือ

โปรตีน   นอกจากน้ีผลลัพธจากการทาํนายโครงสรางดังกลาวยงันาํมาใชแบงกลุมโปรตีน ศึกษา

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการและวงศวานวิวัฒนาการของส่ิงมีชวีิตไดอีกดวย โดยขอมูลของลําดับ

นิวคลีโอไทดซึง่ถือเปนขอมูลดิบจะถูกนําไปเปรียบเทยีบเพื่อหาความคลายกนัดวยเคร่ืองมือทาง   
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ชีวสารสนเทศ (bioinformatics tools)   เคร่ืองมอืทางชีวสารสนเทศที่นยิมใชกันมาก ไดแก 

โปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), Clustal และ BioEdit เปนตน          

(วิเชษฐ ลีลามานิตย, 2550) 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

วัสดุอุปกรณ 

1. สารเคม ี

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

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

(UK) 

- Ammonium dihydrogen orthophosphate, orthophosphoric acid, sodium 

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

Finechem (Australia) 

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

Carlo Erba (Italy) 

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

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

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

sodium sulfate anhydrous เกรด AR, Merck (Germany) 

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

(Switzerland) 

- EDTA (Disodium ethylenediaminetetraacetate dihydrate), ethidium bromide 

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

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

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

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

(Germany) 

- GENECLEAN® II KIT, MP Biomedicals (France) 

- GenePure LE Agarose, ISC BIOEXPRESS (Spain) 

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

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

- Liquid nitrogen, ไทยอินดัสเตรียล แกส (ประเทศไทย) 

- Methyl red, MAY & BAKER (UK) 

- Sodium hydroxide, APS Finechem (Australia) 

2. อุปกรณและเครื่องมือ 

- เคร่ืองชั่ง Precisa รุน XT 620M, บริษัท Precisa Instrument AG (Switzerland) 

- เคร่ืองวิเคราะหความช้ืน Precisa รุน XM 60, บริษัท Precisa Instrument AG 

(Switzerland) 

- เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง Mettler Toledo รุน SevenMulti, บริษัท Mettler-Toledo 

GmbH (Switzerland) 

- ตูอบลมรอน รุน YCO-NO1, บริษัท Gemmy Industrial (Taiwan) 

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

- เคร่ือง Spectrophotometer รุน Educator, บริษัท Thermo Electron Co. (USA) 

- เคร่ืองปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ HIMAC รุน SCR20B ประกอบดวย โรเตอร RPR9-2, 

บริษัท Hitachi Koki Co., Ltd. (Japan) 

- เคร่ืองควบคุมปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส Eppendorf Mastercycler®, บริษัท Perkin-

Elmer, Co. (USA) 

- ชุด Sub-Cell® GT agarose gel electrophoresis systems ประกอบดวย ถาดเจลขนาด 

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

- เคร่ืองถายภาพ Gel documentation รุน Gel Doc XR ประกอบดวย Quantity One 1-D 

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

- เคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometer รุน Spectra AA-300, บริษัท Varian, 

Inc. (USA) 

- เคร่ือง Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometer รุน Plasma 

1000, บริษัท Perkin-Elmer, Co. (USA) 

- เตาเผาควบคุมอุณหภูมิ Nabertherm รุน LT 15/11/B170, บริษัท Nabertherm GmbH 

(Germany) 

- ชุดสกัด PYREX® 500 ml Extractor System ประกอบดวย Soxhlet Extractor และ 

Allihn Condenser, บริษัท Corning Incorporated Life Sciences (USA) 
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- ชุดเคร่ืองวิเคราะหเสนใย Raw fiber extractor รุน FIWE6, บริษัท VELP® Scientifica 

(Italy) 

- ชุดเคร่ืองกล่ันไนโตรเจน ประกอบดวย BÜCHI Digestion unit K-424, BÜCHI Scrubber 

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

- เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง Shimadzu Class-VP HPLC system 

ประกอบดวย class-VP software version 6.1, system controller (SCL-10Avp), 

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

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

(Japan) 

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

Sciences Inc. (Japan) 

3. ตัวอยางพชื 

ตัวอยางมะขาม Tamarindus indica L. ตรวจสอบช่ือพืชกับหนงัสือช่ือพรรณไม

แหงประเทศไทย (เต็ม สมติินันท, 2544) เก็บรวบรวมตัวอยางใบและฝกของมะขาม 3 พันธุปลูก 

คือ ชนิดมะขามหวาน ไดแก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และชนิดมะขามเปร้ียว ไดแก ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ เก็บมาจากไรชนิกา จังหวัดเพชรบรูณ โดยเก็บมาพันธุปลูกละ 5 ตัวอยาง แสดงขอมูลในการ

เก็บตัวอยางดังตารางที ่ 5   จัดทาํเฮอรบาเรียม (herbarium specimen) ของมะขามแตละพนัธุ

ปลูกและเก็บรักษาไวที ่พพิิธภัณฑสมุนไพร คณะเภสัชศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย   ลักษณะ

ฝกและเนื้อของมะขามพนัธุปลูกตางๆ ที่ใชในการทดลองแสดงดังภาพที่ 7 

3.1 การเตรียมตัวอยางใบมะขาม 

บดตัวอยางใบมะขามสดใหละเอียดในไนโตรเจนเหลวแลวเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส ในตูแชแข็งเพื่อใชวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอตอไป 

3.2 การเตรียมตัวอยางเนื้อมะขาม 

นําตัวอยางฝกมะขามมาปอกเปลือกและแยกเมล็ดออกจากเนื้อ   นําเนือ้มะขามไปอบแหง

ดวยตูอบลมรอนที่อุณหภูม ิ 60 องศาเซลเซียส จนกระทั่งน้าํหนักคงที ่ จากนัน้เก็บในตูแชแข็งที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อใชวิเคราะหองคประกอบทางเคมีตอไป 
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ตารางที่ 5  ขอมูลของการเก็บตัวอยางมะขาม 3 พนัธุปลูก คือ มะขามชนิดหวาน ไดแก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนดิเปรี้ยว ไดแก ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ที่

ใชในการทดลองจากจังหวัดเพชรบูรณ 

 

ชื่อวิทยาศาสตร ชื่อพันธุปลูก รหัสตัวอยาง หมายเลขตัวอยาง แหลงที่เก็บ สวนที่เก็บ วันที่เก็บ 

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

TI-SP/P2 

TI-SP/P3 

TI-SP/P4 

TI-SP/P5 

PCUTI-SP/P1 

PCUTI-SP/P2 

PCUTI-SP/P3 

PCUTI-SP/P4 

PCUTI-SP/P5 

ไรชนิกา   319 หมู 9 ต.ซับสมอทอด อ.บึงสามพัน  

จ.เพชรบูรณ 

ฝก 

ใบ 

  8 มกราคม   2548 

21 กรกฎาคม 2548 

Tamarindus indica L. ‘ขันตี’ TI-K/P1 

TI-K/P2 

TI-K/P3 

TI-K/P4 

TI-K/P5 

PCUTI-K/P1 

PCUTI-K/P2 

PCUTI-K/P3 

PCUTI-K/P4 

PCUTI-K/P5 

ไรชนิกา   319 หมู 9 ต.ซับสมอทอด อ.บึงสามพัน  

จ.เพชรบูรณ 

ฝก 

ใบ 

  8 มกราคม   2548 

21 กรกฎาคม 2548 

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

TI-PY/P2 

TI-PY/P3 

TI-PY/P4 

TI-PY/P5 

PCUTI-PY/P1 

PCUTI-PY/P2 

PCUTI-PY/P3 

PCUTI-PY/P4 

PCUTI-PY/P5 

ไรชนิกา   319 หมู 9 ต.ซับสมอทอด อ.บึงสามพัน 

 จ.เพชรบูรณ 

ฝก 

ใบ 

  5 เมษายน    2548 

21 กรกฎาคม 2548 

32 
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ภาพที ่7 ลักษณะฝกและเนื้อของมะขามพันธุปลูกตางๆ ที่ใชในการทดลองจากจังหวัด

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

 

  (ก) 

  (ข) 

  (ค) 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

1. การวิเคราะหองคประกอบทางเคม ี

1.1 สารอาหาร (Food content) 

 1.1.1 ปริมาณความช้ืน (Moisture) 

 วิเคราะหปริมาณความช้ืนโดยนําตัวอยางมะขามสดและอบแหงมาตัดเปนช้ินเล็กๆ 

แลวช่ังน้ําหนกั 3 กรัม ดวยเคร่ืองวิเคราะหความชื้น Precisa รุน XM 60 (Precisa, Switzerland)   

โดยกําหนดการใชความรอนแบบมาตรฐานที่อุณหภูม ิ 105 องศาเซลเซียส และใหเคร่ืองหยุด

ทํางานเม่ือน้ําหนกัของตัวอยางลดลงนอยกวา 2 มิลลิกรัม ภายในเวลา 60 วินาท ี ชั่งน้าํหนกั

ตัวอยางแลวคํานวณหาปริมาณความช้ืนเปน % moisture ในเนื้อมะขาม   ทําการทดลองซํ้าแตละ

ตัวอยาง 3 คร้ัง 

% moisture      =      (น้ําหนักเร่ิมตน - น้าํหนักสุดทาย) x 100 

                            น้ําหนกัเร่ิมตน  

 1.1.2 ปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมด (Total available carbohydrate) 

 วิเคราะหปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดโดยวิธีของ Manual Clegg Anthrone 

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

 ชั่งตัวอยางมะขามบดละเอียด 1 กรัม ใสในบีกเกอร เติมน้ํากล่ันปริมาตร 10 

มิลลิลิตร คนใหตัวอยางกระจายตัว เติมสารละลายกรดเปอรคลอริก ความเขมขน 52 % ปริมาตร 

13 มิลลิลิตร จากนั้นคนสารตัวอยางเปนเวลา 20 นาที เติมน้ํากล่ันปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมให

เปนเนื้อเดียวกันแลวกรองผานกระดาษกรองลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร และปรับ

ปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนครบปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

 นาํสารสกัดตัวอยางที่ไดมาเจือจาง 20 เทา ดวยน้ํากล่ัน ปเปตสารละลายตัวอยาง 

ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ใสหลอดทดลองและปเปตน้ํากล่ันปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองเปน 

blank เติมสารละลาย anthrone reagent ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองและหลอด 

blank อยางรวดเร็วและผสมใหเขากนั   นาํไปตมใน water bath เปนเวลา 12 นาท ี ทําให

สารละลายเย็นลงที่อุณหภูมิหองอยางรวดเร็ว จากนัน้นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
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630 นาโนเมตร (nm) โดยใชหลอด blank ปรับศูนย  นาํคาการดูดกลืนแสงของตัวอยางมา

คํานวณหาปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดในรูปของกลูโคส (% glucose) จากกราฟของสารละลาย

มาตรฐานกลูโคสเพื่อคํานวณหาปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมด  ทาํการทดลองซํ้าแตละตัวอยาง   

3 คร้ัง 

 1.1.3 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (Reducing sugar) 

 วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวธิีของ Nelson-Somogyi (Nelson-Somogyi 

method) (Chaplin, 1994) ดังนี ้

 ชั่งตัวอยางมะขามบดละเอียด 1 กรัม ใสในบีกเกอร   เติมน้าํกล่ันปริมาตร 35 

มิลลิลิตร คนใหตัวอยางกระจายตัว นาํไปปนเหวี่ยงที ่ 2,851 xg เปนเวลา 10 นาท ี   เก็บสวนใส  

นําตะกอนที่ไดมาสกัดซ้ําอีก 2 คร้ัง โดยใชน้ํากล่ันปริมาตร 35 มิลลิลิตร และ 30 มิลลิลิตร 

ตามลําดับ   นําสวนใสที่ไดจากการสกัดทั้ง 3 คร้ัง มารวมกันในขวดปรับปริมาตรขนาด 250 

มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยน้าํกล่ัน 

 นาํสารสกัดตัวอยางที่ไดมาเจือจาง 40 เทา ดวยน้ํากล่ัน ปเปตสารละลายตัวอยาง 

ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ใสหลอดทดลองและปเปตน้ํากล่ันปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองเปน 

blank เติมสารละลาย C (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองผสมใหเขากนั   

แลวนําไปตมใน water bath เปนเวลา 15 นาที ทาํใหสารละลายเย็นลงที่อุณหภูมิหองอยางรวดเร็ว 

เติมสารละลาย D (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเติมน้าํกล่ันปริมาตร 3 

มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัจากนัน้นาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 520 nm ใชหลอด 

blank ปรับศูนย   นาํคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาคํานวณหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซในรูปของ

กลูโคส (% glucose) จากกราฟของสารละลายมาตรฐานกลูโคส   ทาํการทดลองซ้ําแตละตัวอยาง 

3 คร้ัง 

 1.1.4 ปริมาณโปรตีน (Protein) 

 วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธีของ Kjeldahl (Osborne และ Voogt, 1978) ทาํ

โดยใชชุดเคร่ืองกล่ันไนโตรเจน (BÜCHI, Switzerland)   ชัง่ตัวอยางมะขามบดละเอียดประมาณ 

0.2 กรัม ใสใน digestion tube ซึ่งมีสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน ปริมาตร 20 มลิลิลิตร และ   

1.1 กรัม ของ salt catalyst mixture (100g K2SO4: 10g CuSO4: 1g Se )   ยอยตัวอยางดวย

เคร่ือง BÜCHI digestion Unit รุน K-424 (BÜCHI, สวิตเซอรแลนด) จนไดสารละลายสีเขียวใส 
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นําออกมาต้ังไวใหเยน็ เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 50 % ปริมาตร             

85 มิลลิลิตร แลวนาํไปกล่ันดวยเคร่ือง BÜCHI Distillation Unit รุน B-324 (BÜCHI, 

สวิตเซอรแลนด)   ไลแอมโมเนียที่ไดจากการกล่ันออกมาผสมภายใตสารละลายกรดบอริก ความ

เขมขน 2 % ปริมาตร 60 มิลลิลิตร และเมธิลเรดอินดิเคเตอร จํานวน 2 หยด ทีบ่รรจุใน flask   

สารละลายใน flask จะเปล่ียนเปนสีเขียวและกล่ันตอไปเปนเวลา 3 นาที   นาํสารละลาย         

กรดบอริกหลังการกล่ันมาไตเตรตดวยสารละลายกรดซัลฟูริกมาตรฐาน ความเขมขน 0.005 N   

จนไดสารละลายเปนกลางโดยเปล่ียนจากสีเขียวเปนสีมวงแดง   คํานวณหาปริมาณโปรตีนใน

ตัวอยางตามสูตร   ทาํการทดลองซํ้าแตละตัวอยาง 3 คร้ัง 

% โปรตีน           =           V x N x 1.4 x CF 

                                      น้าํหนักตัวอยาง (กรัม) 

เมื่อ  V    คือ   ปริมาตรของสารละลายกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรต (มิลลิลิตร) 

  N    คือ   ความเขมขนของสารละลายกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรต (นอรมัล) 

  CF  คือ   conversion factor สําหรับเปล่ียนคาไนโตรเจนเปนคาโปรตีน โดยใชคา   

                                       6.25  

 1.1.5 ปริมาณไขมัน (Fat) 

 วิเคราะหปริมาณไขมันในตัวอยางมะขามโดยนาํตัวอยางบดละเอียดมาสกัดไขมัน

ออกดวยตัวทาํละลายอินทรีย (organic solvent) แลวช่ังน้าํหนักของไขมันที่สกัดออกมาไดโดยวธิี 

Soxhlet (Soxhlet method) (Osborne และ Voogt, 1978) ซึ่งทาํการวิเคราะหดังนี ้

 ชั่งตัวอยางมะขามบดละเอียดประมาณ 2 กรัม ใสลงใน extraction thimble แลว

นาํมาสกัดดวยปโตรเลียมอีเธอร ซึง่มีจุดเดือด 40-60 องศาเซลเซยีส ดวยชุดสกดั Soxhlet ทีม่ี 

reflux condenser และขวดกนกลมซึ่งทาํการอบแหงและช่ังน้ําหนกัแลว   ทําการสกัดโดยใชเตา

ไฟฟาที่อุณหภูมิปานกลางเปนเวลา 3-5 ชั่วโมง โดยใหมกีารไซฟอน (syphons) 10 คร้ัง   นําขวด

กนกลมไประเหยปโตรเลียมอีเธอร ออกแลวนาํไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซยีส ในตูอบลมรอน

เปนเวลา 1 ชั่วโมงและช่ังจนไดน้ําหนักคงท่ี ทาํการทดลองซํ้าแตละตัวอยาง 3 คร้ัง คํานวณหา

ปริมาณไขมันในตัวอยางดังสูตร 
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% ไขมัน        =        (W1 – W2) x 100 

                                 น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 

เมื่อ  W1   คือ   น้ําหนกัของขวดกนกลมรวมกบัไขมันหลังทาํการสกัด (กรัม) 

  W2   คือ   น้ําหนกัของขวดกนกลมกอนทาํการสกัด (กรัม) 

 1.1.6 ปริมาณเสนใยอาหาร (Crude fiber) 

ทําการวิเคราะหโดยนําตัวอยางมะขามบดละเอียดมายอยดวยกรดและดาง สวนที่

เหลือจากการยอยนี้เปนเสนใยอาหาร   วิเคราะหเสนใยอาหารดวยเคร่ือง Raw fiber extractor 

โดยดัดแปลงจากวธิีของ Lee (Lee, 1975) ซึ่งทาํการทดลองดังนี ้

ชั่งตัวอยางมะขามอบแหงซึง่บดละเอียดแลวประมาณ 1.2-1.3 กรัม ใสใน sintered 

glass filter crucible ที่ม ี celite ซึ่งทําการอบแหงและชัง่น้าํหนักแลวบรรจุอยู   นําไปใสในเคร่ือง 

Raw fiber extractor รุน FIWE6 (VELP® Scientifica, Italy)   เติมสารละลายกรดซัลฟูริก ความ

เขมขน 1.25 % ที่รอน ปริมาตร 150 มิลลิลิตร และ n-octanol (antifoam) จํานวน 3-5 หยอด 

ตามลําดับ ตมใหเดือดเปนเวลา 30 นาท ี ระบายกรดซัลฟูริกออกดวยระบบสญุญากาศ ลาง

ตะกอนดวยน้าํกล่ันรอน 3 คร้ัง คร้ังละ 30 มิลลิลิตร   เติมสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 

ความเขมขน 1.25 % ที่รอน ปริมาตร 150 มิลลิลิตร และ n-octanol (antifoam) จํานวน 3-5 หยด 

ตมใหเดือดเปนเวลา 30 นาท ี ระบายสารละลายออก จากนั้นลางตะกอนดวยน้าํกล่ันรอน 3 คร้ัง

และน้ํากล่ันเยน็ 1 คร้ัง   ลางตะกอนดวยอะซีโตน 3 คร้ัง คร้ังละ 25 มิลลิลิตร โดยใหความรอนทกุ

คร้ังที่ทาํการลาง จากนัน้นําตะกอนที่ไดไปอบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ในตูอบลมรอน

จนกระทั่งน้ําหนักคงที ่   นําไปเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซยีส ในเตาเผาควบคุมอุณหภูมิ 

(muffle furnace) จนน้ําหนกัคงที ่ทําการทดลองซํ้าแตละตัวอยาง 3 คร้ัง   นํามาคํานวณปริมาณ

เสนใยอาหารในตัวอยางดังนี ้

% เสนใยอาหาร        =         (W1 – W2) x 100 

                                             น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 

เมื่อ  W1   คือ  น้าํหนักของสวนผสมรวมกับ crucible หลังเผาที่อุณหภูมิ 105oซ (กรัม) 

W2   คือ  น้าํหนักของสวนผสมรวมกับ crucible หลังเผาที่อุณหภูมิ 600oซ (กรัม) 
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 1.1.7 ปริมาณเถา (Ash) 

 ทาํการวิเคราะหปริมาณเถาของตัวอยางมะขามโดยวิธ ี Dry ashing (Harold และ

คณะ, 1981; Osborne และ Voogt, 1978) โดยช่ังตัวอยางที่บดละเอียด 2 กรัม ใสใน crucible ซึง่

เตรียมไวโดยแชในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 6 N ทิง้ไวขามคืนแลวลางจนสะอาด 

อบแหงและเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี และช่ังน้ําหนักไวแลว   นํา

ตัวอยางใน crucible มาเผาบนเตาไฟฟา (hot plate) ที่อุณหภูมิตํ่าจนกระทั่งไมมคีวันออกมาอีก   

นําตัวอยางไปทําใหเปนเถาโดยเผาในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส จนกระทัง่เถาเปนสี

ขาว   ทิ้งไวในโถดูดความช้ืน (desiccator) ใหเยน็   ชั่งน้าํหนกัแลวเผาซํ้าคร้ังละ 1 ชั่วโมง 

จนกระทั่งน้ําหนักตัวอยางคงที่ ทาํการทดลองซํ้าแตละตัวอยาง 3 คร้ัง และคํานวณปริมาณเถาใน

ตัวอยาง ดังสูตร 

% เถา              =              (W1 – W2) x 100 

                                         น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 

เมื่อ  W1   คือ   น้ําหนกัของเถารวมกับ crucible (กรัม) 

 W2   คือ   น้ําหนกัของ crucible (กรัม) 

 1.1.8 การวิเคราะหแรธาตุ (Mineral analysis) 

 การวิเคราะหทําโดยวิธี Atomic Absorption (AOAC, 1995) วิเคราะหธาตุ

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

โซเดียม (Na) และโพแทสเซียม (K) ดวยเคร่ือง Atomic Absorption Spectrophotometer 

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

(AOAC, 1995) วิเคราะหธาตุอะลูมิเนียม (Al), อารเซนกิ (As), ฟอสฟอรัส (P), ตะกั่ว (Pb) และ

ซิลิกอน (Si) ดวยเคร่ือง Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometer 

(Plasma 1000, Perkin-Elmer) โดยเตรียมตัวอยางไปตรวจวิเคราะหที่ศูนยเคร่ืองมือวิจัย

วิทยาศาสตรและเทคโนโลย ีจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย วธิีการเตรียมตัวอยางมีดังนี ้
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 1.1.8.1 การเตรียมตัวอยางสําหรับการวิเคราะหโดยวธิี Atomic Absorption 

Spectroscopy 

 ชั่งตัวอยางมะขามบดละเอียดประมาณ 2 กรัม แลวนาํไปเผาที่อุณหภูมิ 600 องศา

เซลเซียส ตามวิธ ี 1.1.7 จนไดเถาสีขาวและมีน้ําหนักคงท่ี นาํเถาทีไ่ดใสในจาน porcelain ซึ่งได

เตรียมไวโดยแชในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 6 N ทิ้งไวขามคืน ลางจนสะอาดและ

อบแหงไวแลว จากนั้นหยดน้ําปราศจากไอออน (deionized water, DI) ลงในเถาใหเปยกเล็กนอย

และเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 50 % ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวระเหยใหแหง

บน water bath ในตูดูดควัน ละลายตะกอนที่ไดดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน  

10 % แลวถายใส volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร   ใชน้ํา DI ลาง porcelain เทรวมลงไปใน 

flask และปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้าํ DI   นําตัวอยางไปวิเคราะหแรธาตุดวยเคร่ือง 

Atomic Absorption Spectrophotometer รุน AA-300 (Varian, USA) ทําการทดลองซํ้าแตละ

ตัวอยาง 2 คร้ัง 

 1.1.8.2 การเตรียมตัวอยางสําหรับการวิเคราะหโดยวธิี Inductively Coupled 

Plasma Emission Spectroscopy 

 อบตัวอยางมะขามบดละเอียดที่อุณหภูม ิ 80 องศาเซลเซียส ในตูอบลมรอนเปน

เวลา 12 ชั่วโมง   ชั่งตัวอยางประมาณ 1 กรัม ใสในจาน porcelain แลวยอยดวยสารละลาย    

กรดไนตริกเขมขน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ระเหยใหแหงบน water bath ในตูดูดควัน   ทาํการยอย

ตัวอยางซํ้าจนกระทัง่ไมมีตะกอนสีดํา (charred material)   ต้ังตัวอยางทิ้งไวใหเยน็แลวเติม

สารละลายกรดไนตริกเขมขน และสารละลายกรดเปอรคลอริก ความเขมขน 70 % อยางละ         

5 มิลลิลิตร ตามลําดับ   คอยๆ ใหความรอนแกสารละลายจนกระทั่งไดสารละลายใสแลวนําไป

ระเหยใหแหงบน water bath   นําตะกอนที่ไดมาละลายดวยสารละลายกรดไนตริกเขมขนแลวจึง

เติมน้ํา DI ปริมาตร 15 มลิลิลิตร ลงไป   กรองสารละลายผานกระดาษกรองที่ลางดวยกรดแลว 

(acid-washed filter paper) ลงใน volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ลางกระดาษกรองและ

ปรับปริมาตรเปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํา DI   นําตัวอยางไปวิเคราะหแรธาตุดวยเคร่ือง Inductively 

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

แตละตัวอยาง 2 คร้ัง 
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1.2 การวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนือ้มะขาม 

 1.2.1 การเตรียมตัวอยาง 

 ชั่งตัวอยางมะขามปริมาณ 150 กรัมน้ําหนกัสด ใสในเคร่ืองปน เติมน้าํ DI 

ปริมาตร 350 มิลลิลิตร ปนใหเปนเนื้อเดียวกนัแลวต้ังทิง้คางคืนที่อุณหภูมิหอง   นาํมะขามไป    

ปนเหวี่ยงที ่6,800 xg เปนเวลา 20 นาท ีในเคร่ืองปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Hitachi, Japan) ที ่

4 องศาเซลเซยีส เก็บสวนน้าํสกัดใส   นาํตะกอนมาสกัดซ้ําอีก 1 คร้ัง โดยใชน้าํ DI ปริมาตร     

175 มิลลิลิตร ในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชั่วโมง   นําไป

ปนเหวี่ยงที ่ 6,800 xg เปนเวลา 20 นาท ี ในเคร่ืองปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิที ่ 4 องศาเซลเซยีส   

นําสวนน้ําสกดัใสที่ไดจากการสกัดทัง้ 2 คร้ัง มารวมกัน แลวระเหยน้ําทําใหเขมขนดวยเคร่ือง

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

ความดันตํ่า เทน้าํสกัดเขมขนใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 200 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย 

น้ํา DI จนครบปริมาตร 200 มิลลิลิตร   นําน้ําสกัดไปปนเหวี่ยงที ่6,800 xg เปนเวลา 20 นาท ีใน

เคร่ืองปนเหวีย่งอุณหภูมิอีกคร้ังและเก็บสวนน้ําสกัดใสไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะ

นําไปวิเคราะห ไดแก 

- วิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรีย 

- วิเคราะหฤทธิก์ารเปนยาระบายโดยสงตัวอยางไปทดสอบฤทธิย์าระบายใน 

หนูขาว ที่ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวทิยาลัยเชียงใหม 

 1.2.2 การวิเคราะหชนิดและปริมาณกรดอินทรียในน้าํสกัดมะขามดวยเทคนิคโครมาโท  

กราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High-Performance Liquid Chromatography: HPLC) 

 1.2.2.1 การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของการวิเคราะหดวย HPLC 

 1) คอลัมน 

 คอลัมน Inertsil ODS-3 C18 (GL Sciences, Japan) ซึ่งเปนคอลัมนที่

สามารถใชเพือ่การวิเคราะหกรดอินทรียชนิดตางๆ ไดแก กรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก ซิตริก 

ซักซินกิ และวิตามนิซ ี ทีท่าํการศึกษาสามารถละลายในนํ้าและตัวทาํละลายทีม่ีองคประกอบหลัก

เปนน้าํไดดี เชน ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
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 2) สารมาตรฐานภายใน (Internal standard) 

 สารมาตรฐานภายในควรมีโครงสรางคลายคลึงกับกรดอินทรียที่ตองการ

วิเคราะหซึ่งจะมีเวลาที่ถกูหนวงเหนีย่วในคอลัมน (Retention time) โดยผานคอลัมนตามหลัง

ตัวอยางในเวลาใกลเคียงกนัและแยกออกจากสารตัวอยางไดอยางสมบูรณ (completely 

resolved) และไมทําปฏิกิริยากับสารตางๆ ที่เปนองคประกอบของสารตัวอยาง มีสมบัติการ

ดูดกลืนแสง ณ ความยาวคล่ืนที่เลือกใช และที่สําคัญสารที่จะเลือกใชนั้นตองเปนสารบริสุทธิ์และ

ไมเปนองคประกอบหรือมีอยูในสารตัวอยาง โดยในการศึกษาคร้ังนี้ไดเลือกกรดแกลลิกเปนสาร

มาตรฐานภายใน 

 3) Ultraviolet Detector (UV Detector) 

 การทดลองหาความยาวคล่ืนแสงในชวงอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet) ที่

เหมาะสมในการวิเคราะหเตรียมสารละลายมาตรฐานของกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก   

วิตามนิซี ซิตริก ซกัซินกิ และสารละลายผสมของกรดอินทรียทั้ง 6 ชนิด (standard organic acid 

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

สารละลายในชวงความยาวคล่ืน 190-370 nm โดยมกีารสแกนความยาวคล่ืนทกุๆ 1 nm (scan 

step มีคาเทากับ 1 nm) 

 4) คาความเปนกรดดาง (pH) ที่เหมาะสมของเฟสเคล่ือนที ่

 ทดสอบเพื่อเลือกคาความเปนกรดดาง (pH) ที่เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที่ 

โดยใชสารละลายบัฟเฟอร 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4 ที่ pH 2.5, 2.7, 2.8 และ 2.9 ตามลําดับ  

ฉีด standard organic acid mixture ในคอลัมน HPLC แลวใชเฟสเคล่ือนทีท่ี่มีคา pH ตางๆ ชะ 

standard organic acid mixture ออกมาจากคอลัมน   จากนั้นจึงนาํ retention time ของ       

กรดอินทรียทีถู่กชะออกจากคอลัมนที่ pH ตางๆ มาเปรียบเทียบกันเพื่อหา pH ทีเ่หมาะสมสําหรับ

ใชในวิธวีิเคราะหนี ้

 1.2.2.2 การเตรียมสารละลายกรดอินทรียมาตรฐานและสารมาตรฐานภายใน 

(Organic acids and internal standard stock solutions) 

 เตรียมสารละลายมาตรฐาน stock solution โดยละลายกรดอินทรีย

มาตรฐานและสารมาตรฐานภายในดวยน้าํบริสุทธิ์  โดยเตรียมสารละลายต้ังตนของกรดออกซาลิก 
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ทารทาริก มาลิก วิตามนิซี ซิตริก ซักซินกิ และแกลลิก มีความเขมขนเทากับ 25.24, 30.02, 26.82, 

35.25, 42.03, 23.64 และ 4.01 กรัม/ลิตร, ตามลําดับ   จากนัน้ปเปตสารละลายต้ังตนของ      

กรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก วิตามินซ ีซิตริก และซักซินิก ปริมาตร 0.2, 2.0, 2.0, 0.1, 2 และ 3 

มิลลิลิตร ตามลําดับ ใสในขวดปรับปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยเฟสเคลื่อนที่

จนมีปริมาตรเทากบั 10 มิลลิลิตร   สําหรับใชเปนสารละลาย standard solution เพื่อการวิเคราะห

สารตัวอยางตอไป 

 1.2.2.3 การยนืยนัความถูกตองสมบูรณของวิธวีิเคราะห (Validation of Analysis  

Technique) 

 ยืนยันความถกูตองของวธิีวเิคราะหที่ใชในการศึกษา ดังนี ้

 1) ความจําเพาะเจาะจง (Specificity) 

วิธีวิเคราะหจะมีความจําเพาะเจาะจงตอสารที่ตองการแยกเมื่อคาการ

แยก (Resolution) มีคามากกวา 1.5 (USP 27, 2004) 

นําสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานและสารมาตรฐานภายใน

ที่เตรียมไดจากขอ 1.2.2.2 มาเจือจางใหมีความเขมขนของกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก 

วิตามนิซี ซิตริก ซักซนิิก และแกลลิก เทากับ 0.25, 3.00, 2.68, 0.18, 4.21, 3.55 และ 0.04    

กรัม/ลิตร ตามลําดับ   กรองสารละลายผาน nylon syringe filter ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

และนําไปฉีดเขาคอลัมน HPLC ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสม คํานวณคาการ

แยก (Resolution) ดังสูตร 

R              =               2(t2 – t1)  

                                   (W2+W1) 

เมื่อ R    คือ     คา resolution ระหวางพีคของกรดอินทรียที่สนใจ (พีคที่ 2) กับพีค 

                                          ของสารที่แยกออกมากอน (พีคที่ 1) 

  t2     คือ     retention time ของพีคที่ 2 

  t1     คือ     retention time ของพีคที่ 1 

 W2    คือ    ความกวางของฐานของพีคที ่2 

 W1    คือ    ความกวางของฐานของพีคที ่1 
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 2) ความสัมพนัธเชงิเสนตรง   (Linearity)   ระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตพคี 

ของกรดอินทรียมาตรฐานตอสารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของ     

กรดอินทรียมาตรฐาน  

เตรียมสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานที่ความเขมขน 

0.0037-0.3000 กรัม/ลิตร ของกรดออกซาลิก 0.3300-4.3300 กรัม/ลิตร ของกรดทารทาริก 

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

กรัม/ลิตร ของกรดซิตริก และ 0.0400 กรัม/ลิตร ของกรดแกลลิก  กรองสารละลายผาน nylon 

syringe filter ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร   ไปฉีดสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐาน

เขาคอลัมน HPLC ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสม โดยทําการฉีดซ้ํา 3 คร้ัง ของ

แตละความเขมขน   นาํคาเฉลี่ยมาสรางเสนกราฟความสัมพันธระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตพคี 

(Peak area ratio) และความเขมขนของกรดอินทรียของกราฟมาตรฐาน  ใช linear regression ใน

การสรางสมการเสนตรง 

 3) ความไวของวิธวีิเคราะห (Sensitivity) 

ความไวของวธิีวิเคราะหแสดงถึงคาความเขมขนตํ่าสุดของกรดอินทรีย

ที่สามารถวเิคราะหไดถูกตอง (Limit of Detection, LOD) 

เตรียมสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานของกรดออกซาลิก 

ทารทาริก มาลิก วิตามินซ ีซิตริก และซักซินิก ดังขอ 1)   กรองสารละลายผาน nylon syringe filter 

ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร และนําไปฉีดเขาคอลัมน HPLC ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ภายใต

ภาวะที่เหมาะสม โดยทําการฉีดซ้ําอยางนอย 3 คร้ัง   คํานวณคา LOD ของกรดอินทรียแตละชนดิ 

ดังสูตร 

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

เมื่อ            S/N   คือ   อัตราสวนระหวางสัญญาณของกรดอินทรียกับสัญญาณรบ  

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

            C     คือ   ความเขมขนของกรดอนิทรีย 

            H     คือ   สัญญาณของกรดอินทรียเมื่อทําการวิเคราะห 

   N     คือ   สัญญาณรบกวนของเฟสเคล่ือนที่เมื่อทาํการวิเคราะห 
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 4) ความเทีย่งตรงแมนยาํของวิธวีิเคราะห (Precision) 

ความเที่ยงตรงของวธิีวิเคราะหประกอบดวยความเที่ยงตรงเมื่อ

วิเคราะหภายในวันเดียวกัน (Intra-day precision) และความเที่ยงตรงเมื่อวเิคราะหตางวนักัน 

(Inter-day precision) ซึ่งแสดงผลในรูปของเปอรเซ็นตสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (% 

Relative Standard Deviation, % RSD) 

 4.1) ความเทีย่งตรงแมนยําเมื่อวิเคราะหภายในวันเดียวกัน (Intra- 

day precision) 

 เตรียมสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานจาํนวน 5 ความ

เขมขน โดยเตรียมที่ความเขมขน 0.04-0.20 กรัม/ลิตร ของกรดออกซาลิก, 1.00-3.67 กรัม/ลิตร 

ของกรดทารทาริก, 0.04-2.00 กรัม/ลิตร ของกรดมาลิก, 0.03-0.15 กรัม/ลิตร ของวติามินซี, 0.17-

0.70 กรัม/ลิตร ของกรดซิตริก และ 0.04 กรัม/ลิตร ของกรดแกลลิก โดยเตรียมความเขมขนละ      

3 ตัวอยาง (n=3)   กรองสารละลายผาน nylon syringe filter ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

และนําไปฉีดเขาคอลัมน HPLC ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสม โดยทาํการฉีดซ้ํา     

3 คร้ัง นาํคาที่วิเคราะหไดไปคํานวณหาความเขมขนของกรดอินทรียเทียบจากเสนกราฟมาตรฐาน   

คาความเขมขนทีว่ิเคราะหไดตองมีคา % RSD ไมเกิน 2 % จึงถือวาวิธวีิเคราะหมีความเที่ยงตรง 

(USP 27, 2004)  

 4.2) ความเทีย่งตรงแมนยําเมื่อวิเคราะหตางวนักนั (Inter-day  

precision) 

 ทาํการทดลองเหมือนกบัขอ 4.1) โดยทาํการฉีดสารละลายผสมของ

กรดอินทรียมาตรฐานเขาคอลัมน HPLC ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ภายใตภาวะที่เหมาะสมในแตละ

วันเปนเวลา 3 วัน แตกตางกนัและทําการฉีดซ้ําตัวอยางละ 3 คร้ัง   นําคาทีว่เิคราะหไดไป

คํานวณหาความเขมขนของกรดอินทรียเทยีบจากเสนกราฟมาตรฐาน   คาความเขมขนที่วเิคราะห

ไดตองมีคา % RSD ไมเกนิ 2 % จึงถือวาวิธีวิเคราะหมคีวามเที่ยงตรง (USP 27, 2004) 

 5) ความถูกตองแนนอนของวิธวีิเคราะห (Accuracy) 

ความถกูตองของวิธีวเิคราะหแสดงดวยคาเปอรเซ็นตคืนกลับ  

(% recovery) ดังสูตร 
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% recovery            =            C2 x 100  

                                               C1 

เมื่อ                                  C2     คือ   ความเขมขนของกรดอินทรียทีว่ิเคราะหได 

                                        C1     คือ   ความเขมขนของกรดอินทรียทีม่ีอยูจริง 

 5.1) เตรียมสารละลายน้ําสกัดมะขามที่มสีารมาตรฐานภายในเขมขน 

0.04 กรัม/ลิตร โดยเจือจางน้ําสกัดมะขามเขมขนของมะขามตัวอยาง ในอัตราสวนที่เหมาะสมดวย

เฟสเคลื่อนที ่

 5.2) เตรียมสารละลายเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐานมีกรดออกซาลิก  

ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก ซิตริก และแกลลิก ดังตารางที ่ 6   นํามาเตรียมสารละลายผสม     

กรดอินทรียมาตรฐาน 3 ความเขมขน 

 5.3) เติม (spiked) สารละลายน้าํสกัดตัวอยางมะขามผสมจากขอ 5.1  

ดวยสารละลายเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐานจากขอ 5.2 โดยเจือจางน้ําสกัดมะขามเขมขนของ

มะขามตัวอยางและ spiked ดวยสารละลายผสมของกรดอินทรียจนไดความเขมขนตางๆ 3 คา 

ดังที่แสดงในตารางที่ 6 

กรองสารละลายทีเ่ตียมไดจากขอ 5.1) 5.2) และ 5.3) ผาน nylon syringe 

filter ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร แลววิเคราะหดวยเทคนิค HPLC   โดยฉีดสารละลายแตละ

ขอซ้ํา 3 คร้ัง นําคาที่ไดจากการวเิคราะหไปคํานวณหาความเขมขนของกรดอินทรียจากตัวอยาง 

โดยวิเคราะห 

   - ความเขมขนของกรดอินทรียในสารละลายน้าํสกัดมะขาม (C1) 

   - ความเขมขนของกรดอินทรียในสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐาน (C2) 

   - ความเขมขนของกรดอินทรียในสารละลายน้าํสกัดตัวอยางมะขามที่ spiked  

ดวยสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐาน (C3) 
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ตารางที่ 6 ความเขมขนของสารละลายผสมกรดอินทรียมาตรฐาน จํานวน 3 ความเขมขน ที่ใชในการยืนยันความถูกตองของเทคนิค HPLC 

 

สารละลายผสมกรดอินทรีย ความเขมขนของกรดอินทรีย (g/L) 

 ออกซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก ซิตริก แกลลิก 

ความเขมขนที ่1 0.04 0.85 0.23 0.03 0.16 0.04 

ความเขมขนที ่2 0.12 1.70 0.46 0.09 0.33 0.04 

ความเขมขนที ่3 0.20 2.55 0.68 0.15 0.49 0.04 

46 
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นําคาความเขมขนของกรดอนิทรียในสารละลายที่วิเคราะหได (C1, C2 และ C3) ไปคํานวณคา              

% recovery ดังสูตรที่ไดกลาวมาแลวขางตน ดังนี ้

% recovery              =           C3  

                                                                                       C1 + C2 

ถาคา recovery ที่คํานวณไดมีคาอยูในชวง 75-120% แสดงวา วิธวีิเคราะหยอมรับได (AOAC, 

2002) 

 1.2.2.4 การวเิคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางน้ําสกัดมะขาม 

 นาํน้าํสกัดมะขามเขมขนพนัธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ (น้ําสกัดมะขามพันธุปลูกละ 3 ตัวอยาง, n=3) มาเจือจางดวยเฟสเคล่ือนที่ในอัตราสวน 1:6, 

1:8 และ 1:42 ตามลําดับ   สารละลายตัวอยางมะขามแตละพนัธุปลูกเติมดวยสารมาตรฐาน

ภายในในปริมาณความเขมขน 0.04 กรัม/ลิตร กรองสารละลายตัวอยางผาน nylon syringe filter 

ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร   นําตัวอยางปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไปวิเคราะหดวยเทคนคิ 

HPLC ทําการทดลองซํ้า 3 คร้ัง จากนัน้นําคาสัดสวนพื้นที่ใตพีค (Peak area ratio) ของกรด

อินทรียมาตรฐานกับสารมาตรฐานภายในที่วิเคราะหไดไปคํานวณหาความเขมขนของกรดอินทรีย

ชนิดตางๆ ที่มอียูในน้าํสกัดมะขามโดยเทยีบจากเสนกราฟมาตรฐาน และรายงานคาทีว่ิเคราะหได

แสดงเปนคาเฉล่ียและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) 

1.3 การวิเคราะหทางสถิติ (Statistical analysis) 

วิเคราะหขอมลูทางสถิติของการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีในตัวอยางมะขาม

ดวยการวิเคราะหความแปรปรวนแบบจําแนกทางเดียว (One-Way Analysis of Variance, ONE-

WAY ANOVA) โดยใชวธิีการของ Fisher’s Least Significant Difference (LSD) และวิธีการของ 

Tukey (Tukey’s HSD) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 11.5   ผลการวิเคราะหแสดงวามีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติขององคประกอบทางเคมีระหวางพนัธุปลูกของมะขามทีน่าํมา

ศึกษา เมื่อ p<0.05 

 

 

x 100 
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2. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint studies) 

2.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA extraction) 

สกัดจีโนมกิดีเอ็นเอจากตัวอยางใบมะขามดวยวิธ ีCTAB extraction (Dellaporta 

และคณะ, 1983; Murray และ Thompson, 1980) ดังนี ้

นําตัวอยางพชืประมาณ 100 มิลลิกรัม สกัดดวยสารละลาย CTAB solution 

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

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

ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที จากนัน้สกัดตอดวยสารละลาย 

chloroform/isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที ่ 7,500 xg เปนเวลา     

5 นาที   เก็บสวนใส เติมสารละลาย CTAB/NaCl solution ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน

โดยการพลิกหลอดกลับไปมา   สกัดตอดวยสารละลาย chloroform/isoamyl alcohol (24:1) 

ปริมาตร 440 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที ่ 7,500 xg เปนเวลา 5 นาที   เก็บสวนใส เติมสารละลาย 

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

10 มิลลิโมลาร) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัและบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30 นาที   จากนัน้ปนเหวี่ยงที ่ 500 xg เปนเวลา 5 นาที ปเปตสวนใสทิง้ ลางตะกอนดวย 

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

0.1 มิลลิโมลาร) ปริมาตร  500 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี  

ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย isopropanol ที่เยน็จัด ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และปนเหวี่ยงที ่7,500 xg 

เปนเวลา 15 นาท ี ปเปตสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 80 % ethanol ต้ังทิง้ไวใหแหงที่

อุณหภูมิหอง   ละลายดีเอ็นเอดวย ddH2O ปริมาตร 50 ไมโครลิตร   ทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์มากข้ึน

โดยใชชุดสําเร็จรูป GENECLEAN® II KIT (MP Biomedicals, France) จากนัน้เก็บดีเอ็นเอที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เพื่อใชวิเคราะหตอไป 

2.2 การตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกดีเอ็นเอ 

2.2.1 การแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส (Agarose gel electrophoresis) 

ตรวจสอบจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริซีสที่ความตางศักย 100 

โวลท เปนเวลา 15 นาท ี ในสารละลาย Tris-acetate (TAE) buffer, pH 8.0 (Tris-acetate      

0.04 โมลาร และ EDTA 1 มิลลิโมลาร) ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจล (agarose gel) 
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ความเขมขน 1.0 % เปนตัวกลาง และใช 1kb DNA ladder (Promega, USA) เปน marker   ยอม

แผนอะกาโรสเจลดวยสารละลาย ethidium bromide ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใตแสง

อัลตราไวโอเลต และถายรูปดวยเคร่ือง Gel documentation รุน Gel Doc XR (Bio-Rad 

Laboratories, Canada) 

2.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase  

Chain Reaction, PCR) 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวน ribosomal RNA (rRNA) ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชคู

ไพรเมอร ดังนี ้

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

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

เตรียมสารละลายสําหรับใชในปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซึง่ประกอบดวย PCR buffer 

ความเขมขน 1 เทา (KCl 50 มิลลิโมลาร; Tris-HCl, pH 9.0 10 มิลลิโมลาร และ Triton X-100  

0.1 %) MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร, dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร ไพรเมอร 0.25 ไมโครโมลาร 

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

เคร่ืองควบคุมปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Eppendorf Mastercycler®, Perkin-Elmer, USA) โดย

ต้ังโปรแกรม ดังนี ้

ข้ันที่ 1 Initial denaturation ที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที  

ข้ันที่ 2 Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 วินาท ี

ข้ันที่ 3 Primer annealing ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 40 วินาท ี

ข้ันที่ 4 Primer extension ทีอุ่ณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาท ี 

ข้ันที่ 5 Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  

นําผลผลิตดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได (PCR product) มาตรวจสอบดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซสี  

ภาพที ่8 แสดง ribosomal DNA และตําแหนงของไพรเมอร18-25S 5’F และ 18-25S 3’R ที่ใชใน

การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ 

 

 

30 รอบ 
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ภาพที ่8  ribosomal DNA และตําแหนงของไพรเมอร 18-25S 5'F และ 18-25S 3'R ที่ใช 

ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
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2.3 การออกแบบไพรเมอร (Primer design) 

ยีนเปาหมายในการศึกษาคร้ังนี ้คือ  

ยีน 1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase (rbcL) เปนยนีทีพ่บใน       

คลอโรพลาสต ออกแบบไพรเมอรโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของยีน rbcL ของ 

Tamarindus indica L. (accession no. Z70160) และลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL ของ 

Arabidopsis thaliana (accession no. NC_000932) ที่มีแลวใน GenBank เปนตนแบบ         

ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณและหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL สังเคราะหโดยบริษทั 

Sigma (Sigma-Genosys, Australia) โดยลําดับนวิคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 

แสดงดังตารางที ่7   ตําแหนงของไพรเมอรบนยนี rbcL แสดงดังภาพที่ 9 

ดีเอ็นเอสวน Internal Transcribed Spacer (ITS) เปนดีเอ็นเอสวนที่อยูใน

นิวเคลียส (nuclear genome) ออกแบบไพรเมอรโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดของ 18S, 5.8S, 26S 

rDNA และ ดีเอ็นเอสวน ITS-1 และ ITS-2 ของ Stemona japonica จากขอมูลที่มีแลวใน 

GenBank (accession no. AF207028) เปนตนแบบ สังเคราะหโดยบริษัท Operon (OPERON 

Biotechnologies, Germany) โดยลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง มีดังนี ้

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

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

ตําแหนงของไพรเมอรที่จับกบัสายดีเอ็นเอแสดงดังภาพที่ 10 

2.4 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสและการหาลําดับ 
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอเปาหมาย (DNA amplification and nucleotide sequencing) 

  2.4.1 การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอและการหาลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL  

(DNA amplification and nucleotide sequencing of rbcL gene) 

เตรียมสารละลายสําหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวย 

PCR buffer ความเขมขน 1 เทา MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร  

ไพรเมอร 0.25 ไมโครโมลาร Taq DNA polymerase จํานวน 1.5 ยูนิต และจีโนมิกดีเอ็นเอ        

100 นาโนกรัม   ทาํปฏิกิริยา PCR ในเคร่ืองควบคุมปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Eppendorf 

Mastercycler®, Perkin-Elmer, USA) โดยต้ังโปรแกรมดังนี ้ 
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ตารางที่ 7 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและการหาลําดับ

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL 

 

Primers Nucleotide sequences 5' to 3' 

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

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

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

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

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

rbclBMP684R  TGC CCT TTG ATT TCA CCT GTT TC 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่9 ตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยนี rbcL: Rbcl-Tam-

F01, Rbcl-Tam-R02, Rbcl-Tam-F03 และ Rbcl-Tam-R04; ไพรเมอรที่ใชใน

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

03 และ Rbc-BMP-fixR-04 
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ภาพที ่10 Ribosomal DNA และตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ; 

Stmn-ITS-F และ ITS4 
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ข้ันที่ 1 ที่อุณหภูมิ 95องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี 

ข้ันที่ 2 ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 วนิาท ี

ข้ันที่ 3 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 วนิาท ี

ข้ันที่ 4 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี 

ข้ันที่ 5 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี 

ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีส และสงไปวเิคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดที่

หนวยบริการชวีภาพ ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชวีภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนา

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงชาติ จังหวัดปทุมธาน ี

  2.4.2 การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอและการหาลําดับนวิคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS (DNA 

amplification and nucleotide sequencing of ITS)  

  เตรียมสารละลายสําหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวย 

PCR buffer ความเขมขน 1 เทา MgCl2 ความเขมขน 2.5 มิลลิโมลาร dNTPs 0.2 มิลลิโมลาร  

ไพรเมอร 0.25 ไมโครโมลาร Taq DNA polymerase จํานวน 1 ยนูิต และจีโนมกิดีเอ็นเอ          

100 นาโนกรัม   ทาํปฏิกิริยา PCR ในเคร่ืองควบคุมปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Eppendorf 

Mastercycler®, Perkin-Elmer, USA) โดยต้ังโปรแกรมดังนี ้

ข้ันที่ 1 ที่อุณหภูมิ 95องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาท ี 

ข้ันที่ 2 ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 วนิาท ี

ข้ันที่ 3 ที่อุณหภูมิ 51 องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 วนิาท ี

ข้ันที่ 4 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี 

ข้ันที่ 5 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี 

ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีส และสงไปวเิคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดที่

หนวยบริการชวีภาพ ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชวีภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนา

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงชาติ จังหวัดปทุมธาน ี

 

 

 

30 รอบ 

35 รอบ 
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  2.4.3 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค Random Amplified Polymorphic  

DNA (RAPD) 

เตรียมสารละลายสําหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบดวย 

PCR buffer ความเขมขน 1 เทา (NaCl 50 มิลลิโมลาร; Tris-HCl, pH 9.0 50 มิลลิโมลาร และ 

blue-yellow dye) MgCl2 ความเขมขน 3 มิลลิโมลาร dNTPs 0.33 มิลลิโมลาร ไพรเมอร             

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

100 นาโนกรัม   ทาํปฏิกิริยา PCR ในเคร่ืองควบคุมปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Eppendorf 

Mastercycler®, Perkin-Elmer, USA) โดยต้ังโปรแกรมดังนี ้ 

ข้ันที่ 1 ที่อุณหภูมิ 95องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 นาท ี 

ข้ันที่ 2 ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

ข้ันที่ 3 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

ข้ันที่ 4 ที่อุณหภูมิ 74 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี 

ข้ันที่ 5 ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

ข้ันที่ 6 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

ข้ันที่ 7 ที่อุณหภูมิ 74 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี 

ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอวธิีอิเล็กโตรโฟริซีสที่ความตางศักย 80 โวลท ในสารละลาย TAE buffer 

ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขน 1.0 % เปนตัวกลาง และใช 1kb DNA 

ladder (Promega, USA) เปน marker ยอมแผนอะกาโรสเจลดวยสารละลาย ethidium bromide 

ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต และถายรูปดวยเคร่ือง Gel documentation   

รุน Gel Doc XR (Bio-Rad Laboratories, Canada) 

2.5 การวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint analysis) 

 2.5.1 การวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL และดีเอ็นเอสวน ITS (Nucleotide  

analysis of  rbcL gene and ITS) 

 เปรียบเทียบความแตกตางของลําดับนวิคลีโอไทดยีน rbcL ของมะขาม 3 พันธุ

ปลูกกับลําดับนิวคลีโอไทดยนี rbcL ของ Tamarindus indica L. (accession no. Z70160) และ

เปรียบเทยีบความแตกตางของลําดับนวิคลีโอไทดดีเอ็นเอสวน ITS ระหวางมะขาม 3 พันธุปลูก 

โดยใชโปรแกรม ‘Multiple sequence alignment with hierarchical clusting’ (Corpet, 1988)  

40 รอบ 
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ตารางที่ 8 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค 

RAPD 

 

RAPD Primer number Nucleotide sequences 5' to 3' 

SD-03 GTC GCC GTC A 

SD-18 GAG AGC CAA C 

SO-10 TCA GAG CGC C 

SO-16 TCG GCG GTT C 

OPA-02 TGC CGA GCT G 

OPA-03 AGT CAG CCA C 

OPA-04 AAT CGG GCT G 

OPA-09 GGG TAA CGC C 

OPA-13 CAG CAC CCA C 

OPA-16 AGC CAG CGA A 

OPA-20 GTT GCG ATC C 

 



  

57 

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

for windows 95/98/NT (Hall, 1999)   ลงทะเบียน (submitted) ลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยาง

ผานทางฐานขอมูล DNA Data Bank of Japan (DDBJ/EMBL/GenBank)  

2.5.2 การวิเคราะหขอมูลและประมวลผลลายพมิพดีเอ็นเอจากเทคนคิ RAPD (RAPD  

band scoring and DNA fingerprint analysis) 

 ตรวจนับแถบดีเอ็นเอของแตละตัวอยางดวยโปรแกรม Quantity One 1-D 

Analysis (Bio-Rad Laboratories, Canada)   และใหคะแนน (scored) โดยใหคะแนนจากการ

ปรากฏ (present) ของแถบที่ตําแหนงนัน้ๆ ใหเทากับ 1 และการไมปรากฏแถบ (absent) เทากับ 0   

นําชุดขอมูลทีไ่ดไปวิเคราะหหาความเหมือนหรือใกลเคียงกนั (Similarity index, S.I.) ตามสมการ

ของ Nei และ Li (1979) ดังนี ้

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

เมื่อ        x และ y     คือ         มะขามพนัธุปลูก x และ y 

        Nxy     คือ         จาํนวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตําแหนงเดียวกันในทั้ง 

      มะขามพนัธุปลูก x และ y 

        Nx และ Ny     คือ         จํานวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมดที่นับไดในมะขามแตละพนัธุปลูก 

โดยใชโปรแกรม BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis 

program for windows 95/98/NT (Hall, 1999) และสรางแผนภาพเดนโดรแกรม (dendrogram) 

โดยใชโปรแกรม PAUP* 4.0 beta version 10 (Sinauer Assoc, Inc., USA) ดวยวธิี Neighbor-

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

NJ และ UPGMA เปนวิธีที่ใชระยะทางสรางเดนโดรแกรมโดยอาศัยความสัมพนัธในเชิงความ

เหมือนของลําดับในวงศวานวิวัฒนาการ (Sneath และ Sokal, 1973 และ Sokal และ Rohlf, 

1981) 
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3. การประเมินลายพิมพดีเอ็นเอรวมกับการประเมินองคประกอบกรดอินทรียของ 
ตัวอยางมะขามท่ีมีฤทธิ์เปนยาระบาย (Correlation of DNA fingerprint and organic acids 
assessment of selected tamarind cultivars with laxative activity) 

  ทําการประเมนิผลวิธกีารวเิคราะหโดยใชลายพมิพดีเอ็นเอรวมกับองคประกอบ

กรดอินทรียของตัวอยางมะขามที่มฤีทธิ์เปนยาระบายชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ จากจังหวัดเพชรบูรณ เพื่อใชเปนแนวทางในการพสูิจนเอกลักษณ

มะขามตางพนัธุปลูกที่เพาะปลูกในประเทศไทยในพืน้ที่เดียวกัน 
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บทที่  4 

ผลการการทดลองและวิจารณผล 

1. การวิเคราะหปริมาณและองคประกอบทางเคม ี

1.1 ปริมาณและองคประกอบของผลมะขามและสารอาหาร (Food content) 

มะขามเปนผลไมที่มีคุณคาทางโภชนาการสูง โดยเฉพาะอยางยิง่ในสวนของเนื้อ

มะขาม   ผลของมะขามประกอบดวยเปลือกสีน้ําตาล เนื้อมีสีน้ําตาลและเหนียวหอหุมเมล็ดอยู

และมีเสนใยทีเ่รียกวา รก (Placenta) จํานวน 3 เสน ยึดติดอยูกับเนื้อทอดไปตามตวามยาวของฝก 

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

สวนประกอบตางๆ ของผลมะขามสดจะมีปริมาณแตกตางกนัไป โดยข้ึนอยูกับชนดิและแหลงทีม่า

ของตัวอยางมะขาม ปริมาณของสวนประกอบตางๆของผลมะขาม Tamarindus indica L. 

จํานวน 3 พันธุปลูก (cultivar) จากจังหวัดเพชรบรูณที่ใชในการทดลองแสดงไวในตารางที่ 9        

มีสวนประกอบเปนเนื้อ 47.008-50.400 % เปลือกและรก 21.397-31.813 % และเมล็ด 19.966-

29.617 %  สวนประกอบของผลมะขามโดยท่ัวไปแลวที่มกีารรายงานไวประกอบไปดวย เนื้อ 30-

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

ของผลมะขาม (Chapman และคณะ, 1984; Shankarachrya, 1998)   จะเห็นไดวาตัวอยางที่

นํามาทดลองไดผลมีคาใกลเคียงกับคาที่มรีายงานไว  

  ผลการทดลองการวิเคราะหปริมาณสารอาหารตางๆ ไดแก ความช้ืน 

คารโบไฮเดรตทั้งหมด น้าํตาลรีดิวซ โปรตีน ไขมนั เสนใยอาหาร เถา และแรธาตุของมะขามจาก

จังหวัดเพชรบรูณ พันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ TI-SP/P และ ‘ขันตี’ TI-K/P เปนชนิด “หวาน (sweet)” และ 

‘มะขามเปร้ียวยักษ’ TI-PY/P เปนชนิด “เปร้ียว (sour)” โดยการวิเคราะหหาความชืน้จาก     

มะขามสดและวิเคราะหสารอาหารทางเคมีไดแสดงไวในตารางที ่ 10 11 และ 12   จากตารางจะ

เห็นไดวาเนื้อมะขามสดและเนื้อหลังจากอบแหงมีปริมาณความช้ืนเทากบั 13.233-21.097 % และ 

8.710-11.347 % ตามลําดับ ซึ่งแตละพันธุปลูกมปีริมาณความช้ืนแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.05) โดย ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ มีปริมาณความช้ืนมากที่สุดทัง้ในเนือ้มะขามสดและ

อบแหง  ปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวซของมะขามทั้ง 3 พันธุปลูก มีคาเทากบั 

62.480-74.821 % และ 30.747-55.706 % ตามลําดับ ซึ่งแตละพนัธุปลูกมีปริมาณคารโบไฮเดรต

ทั้งหมดและน้าํตาลรีดิวซแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมะขามพันธุปลูกที่มี

ปริมาณคารโบไฮเดรตทั้งหมดและน้ําตาลรีดิวซสูงสุด คือ ‘ศรีชมภู’ รองลงมา คือ ‘ขันตี’ ซึ่งเปน 
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ตารางที่ 9 ปริมาณสวนประกอบตางๆ ของผลมะขามสด คิดเปน กรัม/100 กรัม 

 

ปริมาณสวนประกอบของผลมะขาม, g/100g, แสดงคา 
mean (SD) 

Tamarind cultivar 

Hulls Pulp  Seed 

TI-SP/P 

(ศรีชมภู) 

21.397 

(0.309) 

47.008 

(0.661) 

29.617 

(0.471) 

TI-K/P 

(ขันตี) 

21.972 

(0.371) 

50.400 

(0.850) 

25.282 

(0.645) 

TI-PY/P 

(เปร้ียวยักษ) 

31.813 

(0.297) 

47.635 

(0.846) 

19.966 

(1.107) 

 

ตารางที ่10 ปริมาณขององคประกอบน้าํในเนื้อมะขามสด 

 

Tamarind cultivar Moisture weight, 
g/100g 

mean (SD) 

TI-SP/P 

(ศรีชมภู) 

13.233c 

(0.281) 

TI-K/P 

(ขันตี) 

15.937b 

(0.182) 

TI-PY/P 

(เปร้ียวยักษ) 

21.097a 

(0.095) 

 

a, b และ c = มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญระหวางพันธุปลูก (P<0.05) 
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ตารางที่ 11 ปริมาณของสวนประกอบของสารอาหารในเนื้อมะขามอบแหง คิดเปน กรัม/100 กรัม แสดงคา mean (SD) 

 

a, b และ c = มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญระหวางพันธุปลูก (P < 0.05) 

 

 

 

 

Tamarind 
cultivar 

Moisture  
(%) 

Carbohydrate  
(% glucose) 

Reducing Sugar 
(% glucose) 

Protein 
(%) 

Lipid 
(%) 

Fiber 
(%) 

Ash 
(%) 

TI-SP/P 

(ศรีชมภู) 

8.710b 

(0.036) 

74.821a 

(1.386) 

55.706a 

(1.253) 

2.977a 

(0.012) 

1.328 

(0.242) 

3.067c 

(0.025) 

3.670a 

(0.078) 

TI-K/P 

(ขันตี) 

6.927c 

(0.102) 

65.487b 

(0.692) 

50.541b 

(1.251) 

2.653b 

(0.024) 

0.968 

(0.020) 

3.761b 

(0.026) 

3.557a 

(0.134) 

TI-PY/P 

(เปรี้ยวยักษ) 

11.347a 

(0.254) 

62.480c 

(0.000) 

30.747c 

(0.626) 

1.602c 

(0.020) 

1.480 

(0.294) 

6.048a 

(0.051) 

2.719b 

(0.049) 
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ตารางที่ 12 ปริมาณของสวนประกอบของแรธาตุในเนื้อมะขาม แสดงคา mean (SD) 

 

a, b และ c = มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญระหวางพันธุปลูก (P < 0.05) 

 

 

 

Minerals 
mg/100 g ppm 

Tamarind 
cultivar 

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

TI-SP/P 

(ศรีชมภู) 

1299.365a 

(12.099) 

127.335a 

(3.203) 

125.547a 

(0.982) 

123.735a 

(3.401) 

7.745 

(1.619) 

0.298 

(0.031) 

1.094 

(1.114) 

0.178a 

(0.023) 

0.273a 

(0.043) 

0.009b 

(0.007) 

NONE NONE NONE 

TI-K/P 

(ขันตี) 

1190.860a 

(63.880)  

122.445a 

(17.656) 

117.460b 

(1.195) 

82.015b 

(5.579) 

15.705 

(8.662) 

0.319 

(0.018) 

0.168 

(0.059) 

0.175a 

(0.001) 

0.168a 

(0.004) 

0.029a 

(0.009) 

NONE NONE NONE 

TI-PY/P 

(เปรี้ยวยักษ) 

958.020b 

(8.853) 

40.220b 

(0.170) 

90.200c 

(1.101) 

64.630c 

(0.537) 

17.520 

(6.208) 

0.263 

(0.004) 

0.312 

(0.208) 

0.019b 

(0.008) 

0.030b 

(0.001) 

0.022a, b 

(0.003) 

NONE NONE NONE 
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ชนิด “หวาน” และ ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ซึ่งเปนชนิด “เปร้ียว”   ปริมาณน้ําตาลในมะขามชนิด 

“หวาน” จะสูงกวาชนิด “เปร้ียว” มาก ปริมาณโปรตีนในเนื้อมะขามมีอยูประมาณ 1.602-2.977 % 

และจากการวเิคราะหทางสถิติพบวา มะขามแตละพนัธุปลูกมีปริมาณโปรตีนแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดย ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ พบปริมาณโปรตีนนอยที่สุดและนอยกวา

มะขามหวานเกือบ 2 เทา   สวน ‘ศรีชมภู’ มีปริมาณของโปรตีนสูงกวา ‘ขันตี’ เล็กนอย   ปริมาณ

ของไขมันพบนอยมากในเนือ้มะขาม โดยมะขามทั้ง 3 พันธุปลูก พบปริมาณไขมันเพยีง 0.968-

1.480 % ในปริมาณที่ใกลเคียงกนั ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  

เสนใยอาหารที่พบในเนื้อมะขามมีปริมาณ 3.06-6.048 % ซึ่งแตละพันธุปลูกมีปริมาณเสนใย

อาหารแตกตางกนัอยางมนียัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมะขามพนัธุปลูกทีม่ีปริมาณเสนใย

อาหารสูงสุด คือ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ พบวามีปริมาณเสนใยอาหารสูงกวามะขามชนิดหวาน 

ประมาณ 2 เทา   สวนปริมาณของเถาที่พบในเนื้อมะขามมีคาเทากับ 2.719-3.670 % โดยที่

ปริมาณเถาในมะขามหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ มีปริมาณเถาสูงกวามะขามเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   ปริมาณแรธาตุในเนื้อมะขามแสดงไวในตารางที่ 12   

จะเหน็ไดวาแรธาตุทีพ่บมากในมะขาม ไดแก โพแทสเซียม แมกนีเซยีม ฟอสฟอรัส และแคลเซียม 

จะพบปริมาณสูงในมะขามชนิดหวานพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ สูงกวาในมะขามเปร้ียว 

‘มะขามเปร้ียวยักษ’   ขณะที่ปริมาณของโซเดียมพบใน ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ สูงกวา ‘ขันตี’ และ  

‘ศรีชมภู’ แตไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ระหวางพนัธุปลูก         

เนื้อมะขามทกุพันธุปลูกจะมปีริมาณโพแทสเซียมสูงประมาณ 1 กรัม/100 กรัม โดยเฉพาะอยางยิ่ง

ในเนื้อมะขามชนิดหวาน   สวนแรธาตุอ่ืนๆ ไดแก ทองแดง เหล็ก แมงกานีส สังกะสี และซิลิกอน 

พบในปริมาณนอยมาก (ตารางท่ี 12)  ในขณะที่แรธาตุอ่ืนๆ คือ อะลมูิเนียม อารเซนิก และตะก่ัว 

ตรวจไมพบเลยในเนื้อมะขามทั้ง 3 พนัธุปลูก จากจังหวดัเพชรบูรณทีน่ํามาวิเคราะห   จากผลการ

ทดลองสรุปไดวามะขามมีคุณคาทางโภชนาการทัง้ชนิด “หวาน” และชนิด “เปร้ียว” 

  เมื่อนําผลการทดลองของการวิเคราะหสารอาหารและแรธาตุในเนื้อมะขามทัง้ 3 

พันธุปลูก มาเปรียบเทยีบกบัขอมูลที่มีการรายงานไวจากแหลงอ่ืนๆ (ตารางที่ 2 และ 3) พบวา

ปริมาณสารอาหารในตัวอยางเนื้อมะขาม ไดแก คารโบไฮเดรต น้ําตาลรีดิวซ โปรตีน ไขมัน และ

เสนใยอาหาร มีใกลเคียงกับคาที่มกีารรายงานไว (ตารางท่ี 2)   สวนปริมาณความช้ืนและเถามีคา

แตกตางกับคาที่มกีารรายงานไวแลว  จากการวเิคราะหปริมาณแรธาตุในเนือ้มะขามพบวา 

มะขามที่ใชในการทดลองทุกพันธุปลูกมีปริมาณโพแทสเซียมสูงกวาคาที่มีรายงานไวแลว (ตารางที ่

3) ถึงสองเทา   ปริมาณของแมกนีเซยีม ฟอสฟอรัส แคลเซียม และโซเดียม มปีริมาณใกลเคียงกบั

คาที่มกีารรายงานไว   สวนทองแดง เหล็ก และสังกะสี มีปริมาณนอยกวาคาทีม่ีการรายงานไวมาก 
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คือ 0.263-0.319, 0.168-1.094 และ 0.030-0.273 ppm (ไมโครกรัม/กรัม) ตามลําดับ   อีกทั้งยัง

พบแมงกานีสในเนื้อมะขามที่นาํมาทดลองพบมีปริมาณ 0.019-0.178 ppm ซึ่งยังไมพบมีรายงาน

ปริมาณของแมงกานีสในเนือ้มะขาม 

  เมื่อพิจารณาจากขอมูลเกีย่วกับปริมาณสารอาหารและแรธาตุที่มีรายงานไว

รวมกับผลการทดลองที่วิเคราะหได จะเหน็ไดวามะขามเปนผลไมทีม่คุีณคาทางโภชนาการเหมาะ

แกการรับประทาน คือ มะขามมีปริมาณแรธาตุสูง เชน โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส แคลเซียม และ

แมกนีเซยีม เปนตน ซึ่งแรธาตุตางๆ เหลานี้มหีนาที่รักษาสมดุลในรางกาย   โดยแคลเซียม 

แมกนีเซยีม และโพแทสเซยีม มหีนาที่ชวยทาํใหกระดูกและฟนแข็งแรง อีกทัง้ยังมีบทบาทในการ

เสริมสรางกลามเนื้อและสุขภาพที่แข็งแรงอีกดวย   เนื่องจากมะขามมีปริมาณคารโบไฮเดรต 

น้ําตาล (โดยเฉพาะในมะขามชนิดหวาน) และโปรตีน มะขามจงึสามารถใหพลงังานแกรางกาย

และมีสวนชวยในการสรางกลามเนื้อที่แข็งแรงและมีประสิทธิภาพไดอีกดวย (ICUC, 2001)   

ขอมูลปริมาณของเกลือแรในมะขามที่ปลูกในประเทศไทยอาจมีประโยชนในการแนะนําดาน

โภชนาการในคนไขบางประเภทท่ีตองควบคุมปริมาณโพแทสเซียม เปนตน 

1.2 การวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนือ้มะขาม 

 1.2.1 ภาวะทีเ่หมาะสมของการวิเคราะหดวย HPLC 

 Ultraviolet Detector (UV Detector) 

 ผลการศึกษาความยาวคล่ืนแสงในชวงอัลตราไวโอเลตที่ใชวิเคราะหของกรด    

ออกซาลิก มาลิก วิตามนิซี ซิตริก ซักซินกิ และสารละลายผสมของกรดอินทรียทั้ง 6 ชนิด แสดงใน

ตารางที่ 13 (สเปคตรัมของกรดแตละชนิดแสดงในภาคผนวก ข)   จากตารางที่ 13 พบวา         

กรดอินทรียแตละชนิดและสารละลายผสมของกรดอินทรียมีคาความยาวคล่ืนที่มกีารดูดกลืนแสง

สูงสุดอยูในชวง 198-212 nm   จะเหน็ไดวากรดทารทาริกซึ่งเปนกรดที่พบมากในเนื้อมะขามและ

สารละลายผสมของกรดอินทรียทัง้ 6 ชนดิ มีคาความยาวคล่ืนที่มกีารดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 210 nm 

ดังนัน้ในการวเิคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนื้อมะขามจงึใชความยาวคล่ืน

แสงในชวงอัลตราไวโอเลตที ่210 nm 
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ตารางที่ 13 สมบัติการดูดกลืนแสงในชวงอัลตราไวโอเลต (UV) ของกรดอินทรียชนิดตางๆ  

  ใน 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4 

 

กรดอินทรีย คาความยาวคลื่นที่มีการดูดกลืนแสงสูงสุด  

(λmax); nm 

กรดออกซาลิก 198 

กรดทารทาริก 210 

กรดมาลิก 206 

กรดแอสคอบิก (วิตามินซี) 212 

กรดซิตริก 203 

กรดซักซินิก 202 

กรดอินทรียผสมทั้ง 6 ชนิด 210 
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 คาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมของเฟสเคลื่อนที ่

 จากการวเิคราะหสารละลายผสมของกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก วิตามินซี      

ซิตริก ซักซนิกิ และฟูมาริก ดวยเทคนคิ HPLC โดยใชสารละลายบัฟเฟอร 0.5 % (w/w) 

(NH4)H2PO4 ที่ pH 2.5, 2.7, 2.8 และ 2.9 ตามลําดับ เปนเฟสเคล่ือนที่   คา retention time ของ

กรดอินทรียแตละชนิดที ่ pH ตางๆ แสดงดังภาพที ่ 11   จากรูปจะเห็นไดวากรดออกซาลิก มาลิก 

วิตามนิซ ีซิตริก และซักซินกิ ม ี retention time อยูในชวง 1.5-4.0 นาที และมีคาไมเปล่ียนแปลง

มากเม่ือวิเคราะหโดยใชสารละลายบฟัเฟอร 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4 ที่ pH ตางๆ   สําหรับ   

กรดซิตริกและซักซินกิมี retention time อยูในชวง 6.5-9.0 นาท ี และมีคาเปล่ียนแปลงเมื่อ

วิเคราะหโดยใชสารละลายบัฟเฟอร 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4 ที่ pH ตางกัน   ทีน่าสังเกต คือ 

ในชวงเวลาที ่ 7.5-8.0 นาที ปรากฏพีคของกรดฟูมาริกเพิ่มข้ึนมาอีกหนึ่งพีค   การพบพีคของ    

กรดฟูมาริกปนเหตุการณที่เกิดข้ึนทกุคร้ังเมื่อทําการวเิคราะหกรดมาลิก เพราะกรดฟูมาริกเปน 

impurity ของกรดมาลิก   การสังเคราะหกรดมาลิกที่มีความบรสุิทธิ์สูงทาํไดยาก ดังนั้นใน

กระบวนการผลิตจึงสามารถทําใหกรดมาลิกบริสุทธิ์ไดมากที่สุด คือ 99 % และมีกรดฟูมาริกเปน 

impurity หลัก   ถึงแมวาปริมาณกรดฟูมาริกที่เจือปนในกรดมาลิกจะมีปริมาณนอย แตเมื่อทําการ

วิเคราะหแลว พบวาขนาดของพีคกรดฟมูาริกที่ปรากฏนั้นมีขนาดใกลเคียงกับพีคกรดมาลิก เพราะ

กรดฟูมาริกมคีา molar absorptivity สูงกวากรดมาลิก ประมาณ 100 เทา (Kindness, 2006) พคี

ของกรดฟูมาริกมีตําแหนงอยูระหวางพีคของกรดซิตริกและซักซนิกิ ดังนัน้ถาเฟสเคล่ือนที่มีคา pH 

ที่ไมเหมาะสม พีคของกรดฟูมาริกอาจไปรบกวน (interfered) พีคกรดซิตริกหรือซักซินิกได สงผล

ใหคาความเขมขนของกรดซติริกหรือซักซินกิที่ไดจากการวิเคราะหมีความผิดพลาด   ดวยเหตุนี้จงึ

เลือกใชสารละลายบัฟเฟอร 0.5 % (w/w) (NH4)H2PO4 ที่ pH 2.9 เปน เฟสเคล่ือนที่ในการ

วิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนือ้มะขาม 

  จากผลการทดลองและขอมูลตางๆ ดังกลาว จงึเลือกภาวะที่เหมาะสมเพื่อใชใน

การวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนื้อมะขามดวยเทคนิค HPLC ดังสรุปไว

ในตารางที ่ 14 และแสดง HPLC chromatogram ของสารละลายกรดอินทรียมาตรฐานผสมใน

ภาพที ่12 
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ภาพที ่11  ผลของความเปนกรดดาง (pH) ของเฟสเคล่ือนที่ตอการแยก (retention time) 

ของกรดอินทรียดวยคอลัมน Inertsil ODS-3, C18 ขนาด 150 x 4.6 mm i.d.,    

5 μm ที่ความยาวคล่ืน 210 nm; OA: กรดออกซาลิก, TA: กรดทารทาริก, MA: 

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

SA: กรดซักซินิก 
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ตารางที่ 14 ภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหกรดอินทรียดวยเทคนิค HPLC  

 

HPLC parameters Optimized conditions 

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

5 μm 

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

อัตราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาท ี

เวลาที่ใชในการวิเคราะห 21 นาท ี

ดีเทคเตอร UV detector 

ความยาวคล่ืน 210 nm 

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

สารมาตรฐานภายใน กรดแกลลิก 
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ภาพที ่12 โครมาโทแกรม HPLC ของสารละลายกรดอินทรียมาตรฐานผสม พีคที ่ 1:       

กรดออกซาลิก, 2: กรดทารทาริก, 3: กรดมาลิก, 4: กรดแอสคอบิก, 5: กรดซิตริก, 

6: กรดฟูมาริก, 7: กรดซักซนิกิ และ 8: กรดแกลลิก 
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 1.2.2 การยนืยันความถกูตองสมบูรณของวิธวีิเคราะห (Validation of Analysis  

Technique) 

 1) ความจําเพาะเจาะจง (Specificity) 

  จากการวิเคราะหสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานและสารมาตรฐาน

ภายในดวยเทคนิค HPLC สามารถคํานวณคา resolution ระหวางพคีของกรดอินทรียชนิดตางๆ ที่

ถูกชะออกมาจากคอลัมนไดดังแสดงในตารางท่ี 15   วธิีวิเคราะหจะมีความจาํเพาะเจาะจงตอสาร

ที่ตองการแยกเม่ือคา resolution มีคามากกวา 1.5 (USP 27, 2004) และคา resolution ยิ่งมีคา

มากแสดงวาการแยกระหวางพีค 2 พีค ยิง่ดีข้ึนเทานั้น (แมน อมรสทิธิ์ และอมร เพชรสม, 2534)   

จากตารางที่ 15 พบวา คา resolution ระหวางพีคของกรดอินทรียแตละชนิดมีคาเทากับ 1.58-

15.77   แสดงวาเทคนิค HPLC ที่ใชในการศึกษาคร้ังนี้มีความจําเพาะเจาะจงตอสารมาตรฐาน

ภายในและกรดอินทรียตางๆ ทีว่ิเคราะห (กรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก วิตามนิซี ซิตริก และ  

ซักซินกิ) ในตัวอยางเนื้อมะขาม 

 2) ความสัมพนัธเชงิเสนตรง (Linearity) ระหวางอัตราสวนพื้นที่ใตพีคของ 

กรดอินทรียมาตรฐานตอสารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของ           

กรดอินทรียมาตรฐาน 

  แสดงความสัมพันธเชงิเสนตรงระหวางอัตราสวนพื้นทีใ่ตพีคของกรดอินทรีย

มาตรฐานตอสารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดอนิทรียมาตรฐาน 

จากสมการเสนตรง 

y    =    ax + b 

 

เมื่อ   y คือ อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของกรดอินทรียมาตรฐานตอ 

กรดแกลลิก (Peak area ratio) 

   x คือ ความเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐาน (g/L) 

   a คือ ความชนัของเสนกราฟ 

   b คือ คาจุดตัดแกน y ของเสนกราฟ 
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ตารางที่ 15 คาการแยกจากกัน (Resolution) ของกรดอินทรียมาตรฐานและสารมาตรฐาน

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

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

 

กรดอินทรีย Resolution 

กรดออกซาลิก 1.58 

กรดทารทาริก 2.11 

กรดมาลิก 4.87 

กรดแอสคอบิก (วิตามินซี) 3.08 

กรดซิตริก 8.19 

กรดฟูมาริก 2.41 

กรดซักซินิก 1.81 

กรดแกลลิก 15.77 



  

72 

ชวงความเขมขนที่เปนเสนตรงและสมการเสนตรงของกรดอินทรียชนดิตางๆ ที่ใชในการยนืยัน

ความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวาง peak area ratio และความเขมขนของกรดอนิทรียมาตรฐาน

แสดงดังตารางที ่16 และเสนกราฟที่ไดแสดงในภาคผนวก ค   จากตารางท่ี 16 พบวา คา r2 ซึ่งเปน

คาที่บงบอกถงึความเปนเสนตรงของเสนกราฟของกรดออกซาลิก ทารทาริก และวิตามนิซี มีคา

เทากับ 0.9999 กรดมาลิกและซิตริกมีคา r2 เทากับ 1.0000 และ 0.9996 ตามลําดับ   แสดงวา 

กรดอินทรียทั้ง 5 ชนิด มีความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวาง peak area ratio ตอความเขมขนของ     

กรดอินทรียทีย่อมรับได 

 3) ความไวของวิธวีิเคราะห (Limit of Detection, LOD) 

  ความไวของวิธีวิเคราะหแสดงถึงคาความเขมขนตํ่าสุดของกรดอินทรียที่

สามารถวิเคราะหไดถกูตอง (Limit of Detection, LOD) (แมน อมรสิทธิ์ และอมร เพชรสม, 2534)   

คา LOD ของกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก และซิตริก มีคาเทากับ 0.0001, 0.0005, 

0.0007, 0.0003, และ 0.0011 กรัม/ลิตร ตามลําดับ (ตารางที่ 16)   วิธวีิเคราะหนี้มีความไวตอ

กรดออกซาลิกมากที่สุด รองลงมา คือ กรดแอสคอบิก ทารทาริก มาลิก และซิตริก ตามลําดับ   

จากคา LOD ของกรดอินทรียชนิดตางๆ ทีว่ิเคราะหไดแสดงใหเหน็วาวธิีวิเคราะหนี้มีความไวตอ

การวิเคราะหกรดอินทรียทั้ง 5 ชนิด ทีพ่บในเนื้อตัวอยางมะขาม 

 4) ความเทีย่งตรงแมนยาํของวิธวีิเคราะห (Precision) 

  ความเที่ยงตรงเมื่อวิเคราะหภายในวันเดียวกนัและความเที่ยงตรงเมือ่วิเคราะห

ตางวนักนัแสดงผลในรูปของ % RSD 

   4.1) ความเที่ยงตรงแมนยาํเมื่อวิเคราะหภายในวันเดียวกัน (Intra-day  

precision) 

 การวิเคราะหสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานจํานวน 5 ความ

เขมขน ภายในหนึ่งวันไดคา RSD อยูในชวง 0.51-1.62 % สําหรับกรดออกซาลิก, 0.05-1.26 % 

สําหรับกรดทารทาริก, 0.09-1.77 % สําหรับกรดมาลิก, 0.53-1.36 % สําหรับกรดแอสคอบิก และ 

0.04-1.16 % สําหรับกรดซติริก ดังแสดงในตารางที ่17 
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ตารางที่ 16  สรุปความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดอินทรีย    

มาตรฐานกับสารมาตรฐานภายในตอความเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐานและ

คาความเขมขนตํ่าสุดของกรดอินทรียที่สามารถวิเคราะหได 

 

Organic acids Linear range  

(g/L) 

Regression 

equationa 

r2 

 

LODb 

(g/L) 

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

กรดทารทาริก (TA) 0.3300-4.3300 y=0.3674x-0.0015 0.9999 0.0005 

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

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

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

a y: อัตราสวนพื้นที่ใตพีคของกรดอินทรียมาตรฐานกับสารมาตรฐานภายใน 

  x: ความเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐาน 
b คาความเขมขนตํ่าสุดของกรดอินทรียทีส่ามารถวิเคราะหได (Limit of Detection; LOD), 

  S/N = 3.3 
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ตารางที่ 17 ความเที่ยงตรงแมนยําเมื่อวเิคราะหภายในวันเดียวกนัของกรดออกซาลิก        

ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก และซิตริก แสดงผลในรูป % RSD (n=3) 

 

% RSD Organic 
acids ความเขมขนที่ 1 ความเขมขนที่ 2 ความเขมขนที่ 3 ความเขมขนที่ 4 ความเขมขนที่ 5 

กรดออกซาลิก 1.62 0.51 0.95 0.89 1.59 

กรดทารทาริก 0.75 0.84 1.00 1.26 0.05 

กรดมาลิก 0.43 1.32 0.65 0.09 1.77 

กรดแอสคอบิก 1.26 0.53 1.28 1.31 1.36 

กรดซิตริก 0.04 1.16 0.51 0.20 0.31 
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   4.2) ความเที่ยงตรงแมนยาํเมื่อวิเคราะหตางวนักนั (Inter-day precision) 

            การวเิคราะหสารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานจาํนวน 5 ความ

เขมขน เปนเวลา 3 วนั ไดคา RSD อยูในชวง 0.20-0.43 % สําหรับกรดออกซาลิก, 0.52-1.43 % 

สําหรับกรดทารทาริก, 0.35-2.45 % สําหรับกรดมาลิก, 3.05-8.70 % สําหรับกรดแอสคอบิก และ 

0.34-1.16 % สําหรับกรดซติริก ดังแสดงในตารางที ่18 

  ความเที่ยงตรงของวธิีวิเคราะหทั้งการวิเคราะหภายในวนัเดียวกันสําหรับกรด 

ออกซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก และซิตริก และเมื่อวิเคราะหตางวนักันสําหรับกรด       

ออกซาลิก ทารทาริก มาลิก และซิตริก  มีคา RSD ไมเกิน 2 %   แสดงใหเห็นวาวิธีวิเคราะหกรด

อินทรียดวยเทคนิค HPLC นี้ สามารถนําไปใชในการวิเคราะหกรดอินทรียทัง้ 4 ชนดิ ภายในวัน

เดียวกนัหรือวนัอ่ืนๆ ไดผลแบบเดียวกนั   ในกรณีของกรดแอสคอบิกพบวา ความเที่ยงตรงของวธิี

วิเคราะหเมื่อวเิคราะหภายในวันเดียวกนัมคีา RSD ไมเกิน 2 % แตความเที่ยงตรงของวิธีวเิคราะห

เมื่อวิเคราะหตางวนักนัมีคา RSD เกนิ 2 % เปนเพราะความไมเสถียรของกรดแอสคอบิกจึงทาํให

คาความเขมขนของกรดแอสคอบิกที่วิเคราะหไดลดลงในแตละวัน   ดังนั้นในการวิเคราะหกรด

แอสคอบิกในตัวอยางดวยเทคนิค HPLC จึงควรวเิคราะหใหเสร็จภายในวนัเดียวกนัหรือควรเตรียม

ตัวอยางใหมทกุคร้ังในการวิเคราะหหาปริมาณกรดแอสคอบิกในแตละวัน 

 5) ความถูกตองแนนอนของวิธวีิเคราะห (Accuracy) 

ความถกูตองของวิธีวเิคราะหแสดงดวย % recovery   จากการวิเคราะหความ

เขมขนของกรดอินทรีย (กรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก และซิตริก) ในตัวอยางที่เติม 

(spiked) สารละลายผสมของกรดอินทรียมาตรฐานทัง้ 5 ชนิด จํานวน 3 ความเขมขน (ภาพท่ี 13) 

ไดคา recovery อยูในชวง 101.55-113.44 % สําหรับกรดออกซาลิก, 93.75-99.42 % สําหรับกรด

ทารทาริก, 97.02-103.04 % สําหรับกรดมาลิก, 91.94-97.87 % สําหรับกรดแอสคอบิก และ 

93.83-101.71 % สําหรับกรดซิตริก ดังแสดงในตารางที่ 19   คา % recovery ของกรดอินทรียทัง้ 

5 ชนิด อยูในชวง 75-120 % ตามเกณฑที่กําหนด (AOAC, 2002)   ดังนัน้วิธวีิเคราะหกรดอินทรีย

ดวยเทคนิค HPLC จากการใชภาวะตางๆ ที่เหมาะสมที่กาํหนดในตารางที่ 14 มีความถกูตอง

สามารถนําไปใชวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางเนื้อมะขามตอไปได 
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ตารางที่ 18 ความเที่ยงตรงแมนยําเมื่อวเิคราะหตางวนักนัของกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก 

แอสคอบิก และซิตริก แสดงผลในรูป % RSD (n=3) 

 

% RSD Organic 
acids ความเขมขนที่ 1 ความเขมขนที่ 2 ความเขมขนที่ 3 ความเขมขนที่ 4 ความเขมขนที่ 5 

กรดออกซาลิก 0.20 0.43 0.20 0.22 0.40 

กรดทารทาริก 0.53 1.11 1.43 0.88 0.52 

กรดมาลิก 2.45 1.16 0.65 0.35 0.42 

กรดแอสคอบิก 8.70 5.39 3.51 3.05 3.35 

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

ผสมกรดอินทรียมาตรฐานความเขมขนที่ 1 (ก), 2 (ข) และ 3 (ค) พีคที่ 1: กรดออกซาลิก, 2: 

กรดทารทาริก, 3: กรดมาลิก, 4: กรดแอสคอบิก, 5: กรดซิตริก, 6: กรดฟูมาริก,                    

7 กรดซักซินิก, 8: กรดแกลลิก และ 9: unknown 
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ตารางที่ 19 ความถกูตองของวิธีวเิคราะหในการวิเคราะหกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก 

แอสคอบิก และซิตริก แสดงผลในรูป % recovery (n=3) 

 

Organic acids Original  
(g/L) 

Added  
(g/L) 

Found 
(g/L) 

% recovery % RSD 

Oxalic acid 0.08 0.04 0.13 113.44 0.16 

  0.12 0.20 101.65 0.27 

  0.20 0.28 101.55 0.65 

Tartaric acid 2.22 0.85 3.06 99.42 1.79 

  1.70 3.70 94.27 0.80 

  2.55 4.48 93.75 0.51 

Malic acid 0.98 0.23 0.82 103.04 2.98 

  0.46 1.00 97.96 1.03 

  0.68 1.21 97.02 2.74 

Ascorbic acid 0.13 0.03 0.15 95.67 0.08 

  0.09 0.20 91.94 0.14 

  0.15 0.27 97.87 0.40 

Citric acid 0.33 0.16 0.50 101.71 1.33 

  0.33 0.62 95.06 1.92 

  0.49 0.77 93.83 5.33 
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 1.2.3 การวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางน้าํสกัดมะขาม 

 จากการวเิคราะหตัวอยางน้าํสกัดมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และ

มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ดวยเทคนิค HPLC พบกรดอนิทรีย 5 ชนิด ตามลําดับจาก

มากไปนอยดังนี้ คือ กรดทารทาริก มาลิก ซิตริก ออกซาลิก และแอสคอบิก   ปริมาณกรดอินทรีย

ชนิดตางๆ ทีพ่บในตัวอยางเนื้อมะขามแสดงดังตารางที ่ 20 และโครมาโทแกรม HPLC ของกรด

อินทรียในน้าํสกัดมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ แสดงดังภาพที ่ 14-16 ตามลําดับ   จากตารางที ่ 20 จะเหน็ไดวากรดอินทรียทีพ่บมากใน

มะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ และมะขามชนดิเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ คือ กรดทารทาริก   สวน

มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ มีปริมาณกรดทารทาริกตํ่ากวาแตมีปริมาณกรดมาลิกสูงที่สุด   

ปริมาณกรดทารทาริกทีพ่บในเนื้อมะขามแตละพันธุปลูกมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 

(p<0.05)  โดยมะขามชนดิเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ พบปริมาณกรดทารทาริกมากที่สุดเทากบั 

18.102 % มปีริมาณกรดมาลิก ซิตริก และออกซาลิก เทากับ 0.591, 0.217 และ 0.100 % 

ตามลําดับ   มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ พบปริมาณกรดมาลิกและซิตริกสูงกวาใน

มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ และพบกรดออกซาลิกในปริมาณที่ตํ่ากวาใน ‘มะขาม

เปร้ียวยกัษ’   ปริมาณกรดมาลิก ซิตริก และออกซาลิกทีพ่บในมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ 

‘ขันตี’ มีปริมาณไมตางกันแตพบวามีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบ

กับปริมาณกรดอินทรียทั้ง 3 ชนิด ที่พบในมะขามชนดิเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’   สวนกรด

แอสคอบิกพบปริมาณสูงจากมากไปนอยในมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตามลําดับ และปริมาณกรดแอสคอบิกที่พบในมะขามทั้ง 3     

พันธุปลูก มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 
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ตารางที่ 20 ปริมาณขององคประกอบกรดอินทรียในเนือ้มะขามสดจากการวิเคราะหดวยวิธ ี

HPLC method 

 

Organic acids 

g/100 g mg/100 g 

Tamarind 

Tartaric acid Malic acid Citric acid Oxalic acid Ascorbic acid 

TI-SP/P 

(ศรีชมภู) 

1.628c 

(0.117) 

1.888a 

(0.057) 

0.631a 

(0.030) 

89.047b 

(3.028) 

78.406a 

(0.971) 

TI-K/P 

(ขันตี) 

2.134b 

(0.117) 

1.837a 

(0.015) 

0.652a 

(0.014) 

84.054b 

(0.573) 

57.911b 

(2.498) 

TI-PY/P 

(เปร้ียวยักษ) 

18.102a 

(0.134) 

0.591b 

(0.034) 

0.217b 

(0.003) 

100.667a 

(2.812) 

16.237c 

(2.812) 

 

a, b และ c = มีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญระหวางพันธุปลูก (P<0.05) 
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ภาพที ่14 โครมาโทแกรม HPLC ของกรดอินทรียในน้ําสกัดมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’; พีคที่ 

1: กรดออกซาลิก, 2: กรดทารทาริก, 3: กรดมาลิก, 4: กรดแอสคอบิก, 5: กรด    

ซิตริก, 8: กรดแกลลิก และ 9: unknown 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่15 โครมาโทแกรม HPLC ของกรดอินทรียในน้ําสกัดมะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’; พีคที ่1: 

กรดออกซาลิก, 2: กรดทารทาริก, 3: กรดมาลิก, 4: กรดแอสคอบิก, 5: กรดซิตริก, 

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

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

2: กรดทารทาริก, 3: กรดมาลิก, 4: กรดแอสคอบิก, 5: กรดซิตริก 8: กรดแกลลิก 

และ 9: unknown 
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  ลักษณะเดนของมะขาม คือ เนื้อมะขามมีกรดอินทรียสูง โดยเนื้อมะขามชนิด

เปร้ียวมีปริมาณกรดทารทาริกสูงถงึ 12.20-23.80 % ซึ่งสูงกวาพชืชนิดอ่ืนๆ ที่มีการศึกษาไว 

(Ulrich, 1970)   นอกจากกรดทารทาริกแลวยังมีกรดอินทรียชนิดอ่ืนๆ ที่พบในมะขาม คือ กรด

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

1973; Anon, 1976) โดยกรดแอสคอบิกทีพ่บในมะขามจะมีปริมาณนอยมาก ประมาณ 2-20 

มิลลิกรัม/100 กรัม (Ishola และคณะ, 1990; Lefevre, 1971)   สําหรับการทดลองนี้กรดอินทรียที่

พบในเนื้อมะขาม คือ กรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอรบิก และซิตริก แตไมพบกรดซักซนิกิ

และควินิกตามขอมูลที่มีการรายงานไวแลว   มีนกัวิจัยแตละกลุมไดรายงานปริมาณของกรด    

ทารทาริกในเนื้อมะขามที่มคีาแตกตางกนัไป ไดแก Hasan และ Ijaz (1972) พบวาในเนื้อมะขาม

ชนดิเปร้ียวในประเทศปากีสถานมีปริมาณกรดทารทาริกประมาณ 8.40-12.40 %   ปริมาณกรด

ทารทาริกของมะขามในประเทศไทยพบประมาณ 2.50-11.30 % โดยมะขามชนิดหวานมปีริมาณ

กรดทารทาริกนอยกวามะขามชนิดเปร้ียว คือ มีคาตํ่ากวา 2.00-3.20 % (Feungchan และคณะ, 

1996) ดังแสดงในตารางที่ 4   ขณะที่ ชูศักด์ิ สัจจพงษ และคณะ (2542) พบวามะขามชนิดเปร้ียว

มีปริมาณกรดทารทาริกประมาณ 12.00-17.00 %  

  เมื่อนําขอมูลของคณะผูวิจัยตางๆ ทีม่ีรายงานไวแลวมาเปรียบเทียบกบัขอมูลที่ได

จากการทดลองในคร้ังนี้พบวา มะขามชนดิเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ จากจังหวดัเพชรบูรณ มี

ปริมาณของกรดทารทาริกใกลเคียงกับคาที่ชูศักด์ิ สัจจพงษ และคณะ (2542) ไดรายงานไว   

มะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ มีปริมาณกรดทารทาริกใกลเคียงกับคาที ่ Feungchan และคณะ (1996) 

ไดรายงานไว   สวน ‘ศรีชมภู’ มีปริมาณกรดทารทาริกนอยกวาเมื่อเปรียบเทยีบกับมะขามพนัธุปลูก

อ่ืนและเปรียบเทียบกับคาที่ไดรายงานไวแลว  

  จากผลการทดลองในการวิเคราะหหาปริมาณกรดอินทรียในเนื้อมะขามทั้ง 3 

พันธุปลูก จากจังหวัดเพชรบูรณที่เลือกนาํมาวิจัย   ปริมาณกรดอินทรียในมะขามชนิดเปร้ียวจะมี

ปริมาณกรดทารทาริกและออกซาลิกสูงกวามะขามชนิดหวาน   สวนปริมาณกรดมาลิกและซิตริกมี

ปริมาณตํ่ากวา 

  จากการสงตัวอยางน้ําสกัดมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ไปทดสอบฤทธ์ิการเปนยาระบายในหนูขาว ภาควิชาเภสัชวิทยา 

คณะแพทยศาสตร มหาวทิยาลัยเชียงใหม   พบวากรดอินทรีย 3 ชนิด ที่ใชเปนสารมาตรฐาน

ควบคุม ไดแก กรดทารทาริก มาลิก และซิตริก มีฤทธิ์กระตุนในการระบาย โดยกรดอินทรียที่มีฤทธิ์
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กระตุนการระบายมากที่สุดในความเขมขน 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม คือ กรดทารทาริก ซิตริก และ

มาลิก ตามลําดับ โดยมีเปอรเซ็นตการเคลื่อนทีข่องผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวของกรด       

ทารทาริก ซิตริก และมาลิก เทากับ 62.56±13.77, 60.45±4.50 และ 57.03±5.01 ตามลําดับ   

สวนน้ําสกัดตัวอยางมะขาม พบวาน้าํสกัดความเขมขน 20% ของมะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ ‘มะขาม

เปร้ียวยกัษ’ และมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ มีคาเปอรเซ็นตการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็ก

ของหนูขาว เทากบั 54.09±5.23, 53.97±1.72 และ 52.05±6.83 ตามลําดับ   ขณะที่กลุมควบคุม 

(control) ที่ใหน้ํากล่ันมคีาเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาว เทากับ 

45.96±2.03 ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติจากกลุมทดลอง (p<0.05) (รายละเอียด

และผลการทดสอบฤทธ์ิการเปนยาระบายของตัวอยางน้ําสกัดมะขามและกรดอินทรียมาตรฐานใน

หนูขาวแสดงดังภาคผนวก ง)   เมื่อพิจารณาผลการทดสอบฤทธ์ิการเปนยาระบายของกรด       

ทารทาริก มาลิก ซิตริก และน้าํสกัดมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขาม           

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’พบวา น้าํสกัดมะขามทั้งชนิดเปร้ียวและหวานมีฤทธิ์ในการระบาย

ไดเชนเดียวกบักรดอินทรียทั้ง 3 ชนิด   ดังนัน้อาจกลาวไดวากรดอินทรียทีพ่บในมะขามมีผลออก

ฤทธิ์ในการกระตุนใหเกิดการระบายในหนขูาว 

  จากผลการทดลองในสัตวทดลองดังที่ไดกลาวขางตน อาจสรุปไดวามะขามมีฤทธิ์

เปนยาระบายออนๆ โดยมกีรดอินทรีย คือ กรดทารทาริก มาลิก และซิตริก เปนสารออกฤทธิ์

กระตุนการบีบตัวของลําไสรวมกัน 

2. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint studies) 

2.1 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA extraction) 

  สกัดจีโนมกิดีเอ็นเอจากตัวอยางใบมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และ

มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ดวยวธิี CTAB extraction (Dellaporta และคณะ, 1983; 

Murray และ Thompson, 1980) ทําดีเอ็นเอใหบริสุทธิม์ากข้ึนโดยใชชุดสําเร็จรูป GENECLEAN® 

II KIT (MP Biomedicals, France) เพือ่กําจัดพอลิแซ็กคาไรดในตัวอยาง เพราะพอลิแซ็กคาไรด

อาจไปรบกวนปฏิกิริยา PCR ได โดยพอลิแซ็กคาไรดที่ปนเปอนอยูในดีเอ็นเอจะไปยับยั้งการ

ทํางานของ DNA polymerase (Kim, 2000; Peist, 2001) ไดสารสกัดดีเอ็นเอบริสุทธิ์แสดงใหเหน็ 

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

วิเคราะหตอไป
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2.2 การตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกดีเอ็นเอ 

 2.2.1 การแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส (Agarose gel electrophoresis) 

ตรวจสอบจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริซีสที่ความตางศักย 100 

โวลท เปนเวลา 15 นาที ในสารละลาย TAE buffer ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจล   

ความเขมขน 1.0 % เปนตัวกลาง และใช 1kb DNA ladder (Promega, USA) เปน marker       

ดังแสดงในภาพที ่17   จากภาพจะเหน็ไดวาจีโนมกิดีเอ็นเอที่สกัดไดมีขนาดใหญกวา 12 kb และมี

ปริมาณนอยมาก   ดังนัน้จึงเพิ่มจํานวนของจีโนมิกดีเอ็นเอดวยการนําไปทําปฏิกิริยา PCR  

 2.2.2 การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase  

Chain Reaction, PCR) 

ตรวจสอบคุณภาพของจีโนมกิดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชคูไพรเมอร 18-25S 

5’F และ 18-25S 3’R   ตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวธิอิีเล็กโตรโฟริซสีที่ความตางศักย 100 โวลท 

เปนเวลา 15 นาที ในสารละลาย TAE buffer ความเขมขน 1 เทา โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขน 

1.0 % และใช 1kb DNA ladder (Promega, USA) เปน marker   ผลผลิต PCR มีขนาดเล็กกวา  

1 kb ดังแสดงในภาพที่ 18   จะเหน็ไดวาจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดมีคุณภาพดีพอทีจ่ะใชวิเคราะห

ดวยปฏิกิริยา PCR ในการทดลองข้ันตอไปได 

2.3 การออกแบบไพรเมอร 

  ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยนี rbcL ออกแบบโดยใชลําดับ       

นิวคลีโอไทดบางสวน (partial sequence) ของยีน rbcL ของ T. indica L. (accession no. 

Z70160) ที่มีใน GenBank เปนตนแบบ มดัีงนี้ Rbcl-Tam-F01, Rbcl-Tam-R02, Rbcl-Tam-F03 

และ Rbcl-Tam-R04   สวนไพรเมอรที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ออกแบบโดย

ใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ Arabidopsis thaliana (accession no. NC_000932) ทีม่ี

ใน GenBank เปนตนแบบ มีดังนี ้ Rbc-BMP-fixF-01, rbclBMP684R, Rbc-BMP-fixF-03 และ 

Rbc-BMP-fixR-04   ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรทัง้หมดที่ใชในการทดลองแสดงดังตารางที่ 7  

 

 



  

86 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่17 แถบจีโนมกิดีเอ็นเอของมะขามตางพนัธุปลูกที่ใชในการวิจัย เมื่อแยกดวย

กระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder 

Lane 1: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 4 (TI-PY/P4) 

Lane 2: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่1 (TI-SP/P1) 

Lane 3: ‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

 

    M       1        2       3 

12 kb 

  5 kb 

  1 kb 

Genomic DNA 
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ภาพที ่18 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร 18-25S 5'F กับ  

18-25S 3'R ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตางพนัธุ

ปลูก เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder 

Lane 1: ‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

Lane 2: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่1 (TI-SP/P1) 

Lane 3: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 1 (TI-PY/P1) 

M       1        2        3 

12 kb 

  5 kb 

  1 kb 
PCR product 

(<1 bp) 
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  นอกจากการใชไพรเมอร Rbcl-Tam-F01 กับ Rbcl-Tam-R02 และ Rbcl-Tam-

F03 กับ Rbcl-Tam-R04 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแลวไพรเมอรทัง้ 2 คู ยังใชในการหาลําดับ    

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL อีกดวย   ตําแหนงและทิศทางของไพรเมอรที่ใชในการทดลองบนลําดับ

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ Arabidopsis thaliana (accession no. NC_000932) ที่มีใน 

GenBank แสดงดังภาพที่ 19 

  ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณและหาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS 

ออกแบบโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดของ 18S, 5.8S และ 26S rDNA และดีเอ็นเอสวน ITS-1 และ 

ITS-2 ของ Stemona japonica (accession no. AF207028) ทีม่ีใน GenBank เปนตนแบบ   

ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง มีดังนี้  

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

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

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

  เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยนี rbcL ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอร Rbcl-Tam-

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

Rbc-BMP-fixF-03 และ Rbc-BMP-fixR-04   สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทาํ

ปฏิกิริยา PCR แสดงดังตารางที ่21   ความเขมขนของ MgCl2 และ annealing temperature ทีใ่ห

ปริมาณผลผลิต PCR สูงสุด เทากับ 2.5 มิลลิโมลาร และ 50 องศาเซลเซียส   เมื่อตรวจสอบ

ผลผลิต PCR ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีสที่ความตางศักย 100 โวลท โดยใชอะกาโรสเจล ความ

เขมขน 1.0 % พบวา ผลผลิต PCR ทีไ่ดจากคูไพรเมอร “Rbcl-Tam-F01 กับ Rbcl-Tam-R02” 

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

ที่ 20 และ 21)   สวนผลผลิต PCR ที่ไดจากคูไพรเมอร “Rbc-BMP-fixF-01 กับ rbclBMP684R” 

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

(ภาพที ่22 และ 23)  

  สงผลผลิต PCR ไปวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทดโดยใชไพรเมอร Rbcl-Tam-

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

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

                                                                                                                                           3' 

ภาพที ่19 ตําแหนงของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและหาลาํดับนวิคลีโอไทด

ของยีน rbcL บนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ Arabidopsis thaliana 

(accession no. NC_000932) ที่มีใน Genbank 

Rbc-BMP-fixF-01 

Start codon 

Rbcl-tam-F01 

rbcl684R 

Rbcl-tam-F03 

Rbcl-tam-R02 

Rbc-BMP-fixF-03 

Rbcl-tam-R04 

Stop codon 

Rbc-BMP-fixR-04 
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ตารางที่ 21 สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิม่ปริมาณยนี 

rbcL ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร 

 

PCR parameters Optimised condition for rbcL gene amplification 

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

0.1 % Triton X-100) 

MgCl2 concentration 2.5 mM 

Primer concentration 0.25 μM 

dATP, dTTP, dCTP  

and dGTP mixture 

0.2 mM 

Taq DNA polymerase  1.5 U 

DNA template 100 ng per a reaction 

 

Thermal cycling condition 

First cycle: 95oC for 2 min. 

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

72oC for 1 min. 

Last cycle: 72oC for 5 min. 
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ภาพที ่20 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร rbcL-tam-F01 กับ 

rbcL-tam-R02 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตาง

พันธุปลูก เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %    

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1: Negative control 

Lane 2, 3: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-PY/P3) 

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

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

 

M      1       2      3      4       5      6      7 

1,000 bp 
   750 bp PCR product 

(~800 bp) 
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ภาพที ่21 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร rbcL-tam-F03 กับ 

rbcL-tam-R04 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตาง

พันธุปลูก เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %    

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1: Negative control 

Lane 2: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) 

Lane 3: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่3 (TI-SP/P3) 

Lane 4: ‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

M       1        2        3        4 

1,000 bp 
   750 bp 

   500 bp 
PCR product 

(~650 bp) 
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ภาพที ่22 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร Rbc-BMP-fixF-01

กับ rbclBMP684R ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตาง

พันธุปลูก เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %    

Lane 1: 1 kb DNA Ladder  

Lane 2: Negative control 

Lane 3: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) 

Lane 4: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่3 (TI-SP/P3) 

Lane 5: ‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

1,000 bp 
   750 bp 

   500 bp 

PCR product 

(~800 bp) 

M       1        2        3        4 
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ภาพที ่23 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร Rbc-BMP-fixF-03

กับ Rbc-BMP-fixR-04 ในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมกิดีเอ็นเอของมะขาม

ตางพนัธุปลูก เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %    

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1: Negative control 

Lane 2: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) 

Lane 3: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่3 (TI-SP/P3) 

Lane 4: ‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

   750 bp 
   500 bp 

   250 bp 
PCR product 

(~450 bp) 

M        1        2        3       4 
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เทคโนโลยีชวีภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ   จัดเรียง (align) 

และตรวจสอบความถกูตองของลําดับนวิคลีโอไทดยีน rbcL ของตัวอยาง โดยเปรียบเทียบกับ

ลําดับนิวคลีโอไทดยีน rbcL ของ Tamarindus indica L. (accession no. Z70160); Nicotiana 

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

truncatula (accession no. NC_003119) ที่มีใน GenBank ดวยโปรแกรม BioEdit Sequence 

Alignment Editor (Hall, 1999) ดังแสดงในภาคผนวก จ 

  จากผลการทดลองในภาคผนวก จ พบวายนี rbcL ของมะขามชนิดหวาน        

‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ มีขนาดเทากับ 1,428 bp   สวนมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ได

ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน rbcL มีขนาดเทากับ 1,398 bp โดยลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดเร่ิม

จากตําแหนงที ่ 31 ของตําแหนง 5' ของยีน rbcL  จากการเปรียบเทียบความแตกตางของลําดับ   

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามทัง้ 3 พนัธุปลูก กบั T. indica L. (accession no. Z70160) 

ไดผลดังแสดงในภาคผนวก ฉ   พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามชนิดหวานและ

ชนิดเปร้ียวที่ใชในการวิจัยจากจังหวัดเพชรบูรณแตกตางจาก T. indica L. (accession no. 

Z70160) ทั้งหมด 24 ตําแหนง จากการเปรียบเทียบ 1,368 ตําแหนง (1.75 %) ดังแสดงในตารางท่ี 

22 ดังนี ้

- มะขามทั้ง 3 พนัธุปลูก ทีเ่พาะปลูกในประเทศไทยมกีารแทนที่ของนวิคลีโอไทด 

(nucleotide substitution) ที่ตําแหนงที ่ 96, 167, 168, 290, 372, 427, 434, 462 

และ 1,221 ดวย guanine, cytosine, adenine, thymine, cytosine, thymine, 

thymine, thymine และ guanine ตามลําดับ  

- ‘ศรีชมภู’ มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดซึ่งแตกตางจาก ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ตําแหนงที ่850, 885, 1,060, 1,061 และ 1,064 ดวย adenine, guanine, thymine, 

guanine และ thymine ตามลําดับ  

- ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ มีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดซึ่งแตกตางจาก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’

ที่ตําแหนงที่ 31, 43, 44 และ 696 ดวย cytosine, adenine, guanine, และ cytosine 

ตามลําดับ  

อยางไรก็ดี เมือ่พิจารณาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามทั้ง 3 พนัธุ

ปลูก พบวาในกลุมตัวอยางของมะขามแตละพันธุปลูกพบ variation ดังนี ้ 
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ตารางที่ 22 การแทนที่ใน 24 ตําแหนง ของนิวคลีโอไทดในยนี rbcL ของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากจังหวัดเพชรบูรณ เมื่อ

เปรียบเทยีบกบัลําดับนวิคลีโอไทดยีน rbcL ของ T. indica L. (accessions no. Z70160) ที่มีใน GenBank โดยเริ่มเปรียบเทยีบตั้งแตตําแหนงที ่31 

ของตําแหนง 5' ของยีน rbcL 

เครื่องหมาย * แทนลําดับนวิคลีโอไทดที่เหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ T. indica (accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank 

Nucleotide positions Species Cultivars No. Voucher no. 

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

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

T. indica L. ‘Srichomphu’ 
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T. indica L. ‘Khanti’ 
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T. indica L. ‘Priao-yak’ 
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ตารางที่ 23 การแทนที่ของนิวคลีโอไทดในยนี rbcL ของมะขามพนัธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยกัษ’ จากจงัหวดัเพชรบูรณ  

 

เครื่องหมาย * แทนลําดับนวิคลีโอไทดที่เหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ ‘ศรีชมภู’ ตนที ่1 (PCUTI-SP/P1)  
 

 

Accession no. Nucleotide positions Species Cultivars 

 

Voucher no. 

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

T. indica L. ‘Srichomphu’ 

 

 

 

AB378725 

 

AB378726 

 

AB378727 

PCUTI-SP/P1 

PCUTI-SP/P2 

PCUTI-SP/P3 

PCUTI-SP/P4 

PCUTI-SP/P5 

G 

* 

* 

* 

* 

G 

A 

A 

A 

A 

G 

* 

* 

* 

* 

C 

* 

* 

* 

* 

G 

* 
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* 

A 

T 

* 

* 

* 
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A 

* 

* 

* 

* 

A 
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A 

* 
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G 

* 
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A 

* 

* 

* 

* 

G 

* 

* 

* 

* 

T 

* 

* 

* 

* 

G 

* 

* 

* 

* 

T  

* 

* 

* 

* 

T. indica L. ‘Khanti’ 

 

 

 

 

 

AB378728 

 

AB378729 

PCUTI-K/P1 

PCUTI-K/P2 

PCUTI-K/P4 

PCUTI-K/P5 

PCUTI-K/P3 

* 

* 

* 

* 

* 

A 

A 

A 

A 
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T 
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A 

A 

A 
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A 

T. indica L. ‘Priao-yak’ 

 

AB378730 

AB378731 

AB378732 

PCUTI-PY/P3 

PCUTI-PY/P4 

PCUTI-PY/P5 

C 

C 
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A 

A 

A 
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A 
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A 

A 

A 
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- ลําดับนิวคลีโอไทดของ ‘ศรีชมภู’ ตนที ่1 เกิดการแทนทีท่ี่ตําแหนงที ่42 ดวย guanine 

และ ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 5 เกิดการแทนท่ีที่ตําแหนงที่ 696 และ 738 ดวย adenine และ 

cytosine ตามลําดับ   คิดเปนการเกิด variation ในกลุมตัวอยาง เทากบั 0.21 %  

- ลําดับนิวคลีโอไทดของ ‘ขันตี’ ตนที ่3 เกดิการแทนทีท่ีตํ่าแหนงที ่696 และ 705 ดวย 

adenine และ cytosine ตามลําดับ   คิดเปนการเกิด variation ในกลุมตัวอยาง 

เทากับ 0.14 % 

- ลําดับนิวคลีโอไทดของ ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ตนที ่ 3 เกิดการแทนทีท่ี่ตําแหนงที่ 736 

ดวย adenine และ ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ตนที ่4 เกิดการแทนที่ที่ตําแหนงที่ 954 และ 

964 ดวย cytosine   คิดเปนการเกิด variation ในกลุมตัวอยาง เทากบั 0.21 % 

จากผลการทดลองสรุปไดวานิวคลีโอไทดของยีน rbcL จํานวน 9 ตําแหนง ไดแก 

ตําแหนงที ่ 31, 43, 44, 696, 850, 885, 1,060, 1,061 และ 1,064 สามารถใชเปนโมเลกุล

เคร่ืองหมายในการจาํแนกพันธุปลูกของมะขามชนิดหวานและชนิดเปร้ียวได 

  จากนั้นลงทะเบียนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามชนิดหวาน       

‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน rbcL ของมะขามชนดิเปร้ียว ‘มะขาม

เปร้ียวยกัษ’ ที่ใชในการทดลองจากจังหวดัเพชรบูรณผานทางฐานขอมูล DDBJ/EMBL/GenBank   

ขอมูลในการลงทะเบียนและ accession no. ของแตละตัวอยางแสดงในภาคผนวก ช 

  สรางแผนภาพเดนโดรแกรม (dendrogram) จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 

rbcL ของมะขามทัง้ 3 พนัธุปลูก ดวยวิธ ี unweighted pair-group method with arithmetic 

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

ไดผลดังภาพที่ 24   จากเดนโดรแกรม พบวาพันธุปลูกของมะขามจากจังหวัดเพชรบูรณที่ใชในการ

ทดลอง จําแนกไดเปน 2 กลุม   กลุมแรก ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขามชนิดหวาน

และกลุมที่สอง ไดแก ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ คือ มะขามชนดิเปร้ียว  

  ระยะหางภูมิศาสตรของพืช (plant geographical distance) ไมมีผลตอ

ความสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic relationship) ระหวางประชากรในพชืชนิดเดียวกัน 

โดยเฉพาะพชืที่มีการกระจายพนัธุในบริเวณกวาง (Irwin, 2001; Qui และคณะ, 2004)   มะขามก็

เชนเดียวกนั จากผลการทดลองจะเห็นไดวา โดยสวนใหญแลวลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL 

ของ T. indica (accession no. Z70160) และตัวอยางมะขามชนิดหวานและชนิดเปร้ียวจาก

จังหวัดเพชรบรูณมีความเหมือนกนัมาก   อีกทัง้มะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ และชนิดเปรี้ยว    
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ภาพที ่24 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธทางพนัธุกรรมของมะขาม T. indica ทั้ง 3 พันธุปลูก คือ ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากลําดับ         

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL ดวยวธิี UPGMA จากการสุมคา Bootstrap value 1,000 replicates 

 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 1 (TI-SP/P1) 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 3 (TI-SP/P3) 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 5 (TI-SP/P5) 

‘ขันตี’ ตนที่ 2 (TI-K/P2) 

‘ขันตี’ ตนที่ 3 (TI-K/P3) 

‘ขันตี’ ตนที่ 4 (TI-K/P4) 

‘ขันตี’ ตนที่ 5 (TI-K/P5) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 3 (TI-PY/P3) 

Phyllanthus urinaria 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 2 (TI-SP/P2) 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 4 (TI-SP/P4) 

‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 4 (TI-PY/P4) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 5 (TI-PY/P5) 

กลุมที ่1 

กลุมที ่2 
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‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ยังมีลําดับนิวคลีโอไทดรวมกันที่ไมแตกตางจาก T. indica (accession no. 

Z70160) คือ ตําแหนงที ่850, 885, 1,060, 1,061 และ 1,064   แตแตกตางจากมะขามชนิดหวาน 

‘ศรีชมภู’ ซึ่งถกูแทนที่ดวย adenine, guanine, thymine, guanine และ thymine ตามลําดับ    

ดังนัน้จึงอาจสันนษิฐานไดวามะขามชนิดเปร้ียวและชนดิหวานนาจะมีความใกลชดิทางพนัธุกรรม

แลวเกิดการกระจายพันธุไปตามพ้ืนที่ตางๆ พรอมกับเกิดการคัดเลือก พัฒนา และปรับปรุงพนัธุ 

จนไดมะขามชนิดเปร้ียวและชนิดหวานพันธุปลูกตางๆ มากมาย ซึง่มีการเพาะปลูกและเจริญตาม

ธรรมชาติตามพื้นที่ตางๆ ทัว่โลก 

  นักวจิัยกลุมตางๆ นิยมใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ในการศึกษาวงศวาน

วิวัฒนาการ (phylogeny) หรือจําแนกชนิดของพืช   เนื่องจากยีน rbcL มีลําดับนิวคลีโอไทดที่

แนนอน (unambiguous) ไมมี intron แทรกอยูภายในยนี และเกิดการเพิ่มหรือการขาดหายไปของ

เบส (iindels) ตํ่า (Clegg, 1993; Soltis และ Soltis, 1998)   ตัวอยางการนาํลําดับนิวคลีโอไทด

ของยีน rbcL ไปใชประโยชน ไดแก การศึกษาหาความสัมพนัธในระดับสกลุ (generic 

relationship) ภายในวงศเดียวกนัของพชืมีดอก (flowering plant) ในพชืวงศ Onagraceae 

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

Berberidaceae (Kim และ Jansen, 1996) เปนตน   และในบางกรณีสามารถใชยีน rbcL ใน

การศึกษาความสัมพนัธในระดับชนิดรวมสกุลเดียวกัน (congeneric species) ได เชน พืชสกุล 

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

และคณะ, 1994)   สําหรับการทดลองนี้จะเห็นไดวายีน rbcL สามารถใชจําแนกพนัธุปลูกของ

มะขามได 

นอกจากจะใชขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของยีนหรือดีเอ็นเอสวนตางๆ เชน ยีน 

rbcL ยีน matK ดีเอ็นเอบริเวณ trnL และ trnS ซึ่งเปนดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตแลว ยงัมนีักวิจยั

หลายกลุมนําขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของยีนหรือดีเอ็นเอในสวนตางๆ ของพืช   ในสวนนวิเคลียส 

เชน ITS หรือขอมูลลายพมิพดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิคอ่ืนๆ เชน RAPD และ RFLP ดังที่ไดกลาว

มาแลวในบทนํา มาพิจารณารวมกนัและนําไปใชศึกษาความสัมพนัธทางพันธุกรรมและวงศวาน

วิวัฒนาการในพืชชนิดตางๆ ตัวอยางเชน Käss และ Wink (1997) ศึกษาความสัมพนัธทาง

พันธกุรรมของพืชในวงศยอย Papilionoideae (วงศ Leguminosae) โดยใชขอมูลลําดับ              

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL ในคลอโรพลาสตรวมกบัขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน   

ITS-1 และ 2 ในนวิเคลียส   Kenicer และคณะ (2005) ศึกษาความสัมพันธในพืชสกุล Lathyrus  

โดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS และ 5.8S rDNA ในนิวเคลยีสรวมกับลําดับ 
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นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ trnL-F และ trnS-G ในคลอโรพลาสต ดังนั้นในการทดลองนี้จึง

สนใจศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS และขอมลูลายพมิพดีเอ็นเอจากเทคนิค 

RAPD-PCR ของมะขามทั้ง 3 พันธุปลูกเพิ่มเติมเพื่อนาํมาใชพิจารณารวมกับขอมูลลําดับ            

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL ในการจาํแนกพันธุปลูกของมะขามจากจังหวัดเพชรบูรณ 

2.5 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ การหาลาํดับนิวคลโีอไทด และการเปรียบเทยีบ 
ลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS (Internal transcribed spacer) (DNA amplification, 
nucleotide sequencing, and nucleotide alignment of ITS) 

  เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสวน ITS ดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชไพรเมอร Stmn-ITS-F 

และ ITS4   สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา PCR แสดงดังตารางที่ 24   

ความเขมขนของ MgCl2 และ annealing temperature ที่ใหปริมาณผลผลิต PCR สูงสุด เทากบั 

2.5 มิลลิโมลาร และ 51 องศาเซลเซียส   เมื่อตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซีสที่

ความตางศักย 100 โวลท โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขน 1.0 %   พบวาผลผลิต PCR มีขนาด

ประมาณ 750 bp ดังภาพที่ 25   สงผลผลิต PCR ไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช       

ไพรเมอร Stmn-ITS-F และ ITS4 ทีห่นวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชวีภาพ

แหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงชาติ จังหวัดปทุมธาน ี จัดเรียงและ

ตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดตัวอยาง โดยเปรียบเทยีบกับลําดับนวิคลีโอไทดของ 

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

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

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

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

AY955824) ดวยโปรแกรม ‘Multiple sequence alignment with hierarchical clusting’ 

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

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

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

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

ยักษ’ มีขนาดเทากบั 775, 730 และ 773 bp ตามลําดับ      เปรียบเทยีบความแตกตางของลําดับ

นิวคลีโอไทด 18S rDNA, ITS-1, 5.8S rDNA, ITS-2 และ 26S rDNA ของมะขามทั้ง 3 พนัธุปลูก 

ดวยโปรแกรม ‘Multiple sequence alignment with hierarchical clusting’ (Corpet, 1988) และ 
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ตารางที่ 24 สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา PCR เพือ่เพิ่มปริมาณ      

ดีเอ็นเอสวน ITS (Internal Transcribed Spacer) ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร 

 

PCR parameters Optimised condition for ITS region amplification 

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

0.1 % Triton X-100) 

MgCl2 concentration 2.5 mM 

Primer concentration 0.25 μM 

dATP, dTTP, dCTP  

and dGTP mixture 

0.2 mM 

Taq DNA polymerase  1.0 U 

DNA template 100 ng per a reaction 

 

Thermal cycling condition 

First cycle: 95oC for 3 min. 

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

for 1 min. 

Last cycle: 72oC for 5 min. 
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ภาพที ่25 แถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ที่สังเคราะหไดเมื่อใชไพรเมอร Stmn-ITS-F กับ 

ITS4 ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนมิกดีเอ็นเอของมะขามตางพนัธุปลูก เมื่อ

แยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %    

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1: Negative control 

Lane 2: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 4 (TI-PY/P4) 

Lane 3: ‘ศรีชมภู’ ตนที ่2 (TI-SP/P2) 

Lane 4: ‘ขันตี’ ตนที่ 4 (TI-K/P4) 

 

   750 bp 
   500 bp 

1,000 bp 
PCR product 

(~750 bp) 

 M       1        2        3       4 
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ภาพที ่26 การเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของ18S rDNA, ITS-1, 5.8S rDNA, ITS-2 และ 26S rDNA ของมะขาม T. indica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ 

‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ กบัลําดับนวิคลีโอไทดของ Trifolium hybridum (accession no. EU348779); Eperua 

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

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

bruggemanii (accession no. AY955824) ที่มีใน GenBank 

18S rDNA ITS-1 

5.8S rDNA 

ITS-2 

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

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

rDNA, ITS-2 และ 26S rDNA แสดงดังภาพที ่ 27   จากผลการทดลองพบวาลําดับนิวคลีโอไทด

ของ ITS-1, 5.8S rDNA และ ITS-2 ของมะขามทัง้มะขามชนิดหวานและเปร้ียวไมมคีวามแตกตาง

กัน   สวนลําดับนิวคลีโอไทดของ 18S และ 26S rDNA ในมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ 

มีความแตกตางกนั (ตารางที่ 25) ดังนี ้

สวน 18S rDNA 

- ‘ศรีชมภู’ ที่ตําแหนงที ่ 2, 3, 12, 13 และ 14 มีการแทนที่ของนวิคลีโอไทดดวย 

adenine, guanine, thymine, guanine และ adenine ตามลําดับ 

- ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ที่ตําแหนงที ่ 2, 3, 12, 13 และ 14 มีการแทนที่ของนวิคลีโอไทด

ดวย guanine, adenine, cytosine และ thymine ตามลําดับ  

สวน 26S rDNA 

- ‘ศรีชมภู’ ที่ตําแหนงที ่ 756, 757, 758, 759, 763, 764, 765 และ 770 มีการแทนที่

ของนิวคลีโอไทดดวย adenine, thymine, thymine, thymine, guanine, cytosine, 

cytosine และ guanine ตามลําดับ 

- ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ที่ตําแหนงที ่ 756, 757, 758, 759, 763, 764, 765 และ 770 มี

การแทนที่ของนิวคลีโอไทดดวย cytosine, adenine, adenine, adenine, adenine, 

guanine, guanine และ adenine ตามลําดับ 

จากนั้นลงทะเบียนลําดับนิวคลีโอไทดของ 18S rDNA, ITS-1, 5.8S rDNA, ITS-2 และ 26S rDNA 

ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ที่ใชในการ

ทดลองจากจังหวัดเพชรบูรณผานทางฐานขอมูล DDBJ/EMBL/GenBank   ขอมูลในการ

ลงทะเบียนและ accession no. ของแตละตัวอยางแสดงในภาคผนวก ช  

  ดีเอ็นเอสวน ITS เปนดีเอ็นเออีกสวนหนึ่งที่นยิมใชในการศึกษาววิฒันาการชาติ

พันธุหรือจําแนกชนิดของพชืเชนเดียวกนักับยีน rbcL เพราะ ITS เปนดีเอ็นเอที่พัฒนาไดเร็ว

ถึงแมวาจะมีบริเวณอนุรักษ (conserved region) สูงก็ตาม (Hershkovitz และ Zimmer, 1996) 

และสามารถใชในการจาํแนกพืชไดทัง้ในระดับชนิดและสกุล (Baldwin และคณะ, 1995) 

ตัวอยางเชน การศึกษาหาความสัมพันธในพืชสกุล Lilium (Nishikawa และคณะ, 2005) และ 

Bauhinia สกลุยอย Phanera (Hao และคณะ, 2003)         นอกจากนี้ยงัมีการใชขอมูลของลําดับ 
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ภาพที่ 27 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอสวน 18S rDNA (กรอบสีเหลือง), ITS-1 (กรอบ

สีเขียว), 5.8S rDNA (กรอบสีชมพู), ITS-2 (กรอบสีขาว) และ 26S rDNA (กรอบสีฟา) ของ

มะขาม T. indica ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ'  
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ตารางที่ 25 การแทนที่ของนิวคลีโอไทดในดีเอ็นเอสวน ITS (Internal transcribed spacer) ของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จาก

จังหวัดเพชรบรูณ 

 

 

 

 

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

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

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

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

 ‘Priao-yak’ AB378735 PCUTI-PY/P5 G A C T T C A A A A G G A 
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นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอสวน ITS รวมกบัลําดับนวิคลีโอไทดของดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตอีกดวย 

เชน การศึกษาหาความสัมพันธในพืชสกลุ  Lathyrus โดยใชขอมูลของลําดับนวิคลีโอไทดของดี

เอ็นเอสวน ITS รวมกับดีเอ็นเอบริเวณ trnL-F และ trnS-G (Kenicer และคณะ, 2005)   แตใน

กรณีของการจาํแนกพันธุปลูกของมะขาม T. indica ชนดิหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ในการวิจัยนีพ้บวาไมสามารถใชขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของ     

ดีเอ็นเอสวน ITS รวมกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL จําแนกพนัธุปลูกของมะขามได เพราะไม

พบความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอในบริเวณ ITS ของมะขามทั้ง 3 พันธุปลูก   

อยางไรก็ตาม ยังมีอีกเทคนิคหนึ่งที่นยิมและสามารถนาํมาใชจาํแนกพันธุปลูกของมะขามรวมกบั

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ได คือ เทคนิค RAPD-PCR ซึง่เทคนิคนี้ใชปริมาณดีเอ็นเอนอย 

ราคาไมแพง และไมจําเปนตองทราบขอมูลทางพนัธกุรรมของพืชมากอน (Atienzar และ Jha, 

2006) ดังนัน้เทคนิค RAPD-PCR จึงคาดวาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่งทีส่ามารถใชแยกพันธุปลูกของ

มะขามในการวิจัยคร้ังนี้ได 

2.6 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค Random Amplified Polymorphic (RAPD) 
DNA 

  จากการตรวจสอบ random primer จํานวน 60 ไพรเมอร คือ ไพรเมอรชดุ SD, 

SO และ OPA (Operon Biotechnologies, Germany)   พบวามีไพรเมอร จํานวน 11 ไพรเมอร ที่

แสดงแถบดีเอ็นเอครบทั้ง 3 ตัวอยาง และแสดงความแตกตาง (polymorphism) ของแถบดีเอ็นเอ

ระหวางมะขามแตละพันธุปลูก โดยลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการทดลองคร้ังนี้แสดง

ดังตารางที่ 26   สวนประกอบและภาวะทีเ่หมาะสมในการทําปฏิกริิยา RAPD-PCR แสดงดัง

ตารางที่ 27   ความเขมขนของ MgCl2 และ annealing temperature ที่ใหปริมาณผลผลิต PCR 

สูงสุด เทากับ 3.0 มิลลิโมลร และ 50 องศาเซลเซียส   ใชไพรเมอรอยางนอย 3 ไพรเมอร คัดเลือก

ตัวแทนของตัวอยางมะขามแตละพันธุปลูก โดยตัวแทนของตัวอยางที่ดีตองแสดงแถบดีเอ็นเอที่

ชัดเจนครบทัง้ 3 ไพรเมอร ดังนี ้OPA-02, OPA-13 และ SD-03 สําหรับมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ 

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

13 สําหรับมะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ (ภาพที่ 30)   จากการทดลองพบวาตัวแทนของตัวอยาง

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

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

และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) และ 3 (TI-PY/P3)   จากนัน้เพิม่ปริมาณดีเอ็นเอโดย

ใชเทคนิค RAPD ของตัวอยางโดยใชไพรเมอรดังแสดงในตารางที ่ 26 (ยกเวนไพรเมอร SD-18 
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ตารางที่ 26 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ใชในการศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค 

RAPD-PCR 

 

RAPD Primer number Nucleotide sequences  
5’ to 3’ 

SD-03 GTC GCC GTC A 

SD-18 GAG AGC CAA C 

SO-10 TCA GAG CGC C 

SO-16 TCG GCG GTT C 

OPA-02 TGC CGA GCT G 

OPA-03 AGT CAG CCA C 

OPA-04 AAT CGG GCT G 

OPA-09 GGG TAA CGC C 

OPA-13 CAG CAC CCA C 

OPA-16 AGC CAG CGA A 

OPA-20 GTT GCG ATC C 
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ตารางที่ 27 สวนประกอบและภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา RAPD-PCR เพื่อศึกษา

ลายพมิพดีเอ็นเอ ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร 

 

PCR parameters Optimised condition for RAPD amplification 

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

blue-yellow dye) 

MgCl2 concentration 3.0 mM 

Primer concentration 2.0 μM 

dATP, dTTP, dCTP  

and dGTP mixture 

0.33 mM 

Taq DNA polymerase  2.0 U 

DNA template 100 ng per a reaction 

 

Thermal cycling condition 

First cycle: 95oC for 4 min. 

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

for 1 min. 

Last cycle: 74oC for 10 min. 
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ภาพที ่28 ลักษณะแถบดีเอ็นเอของมะขามพนัธุปลูก ‘ศรีชมภู’ (TI-SP/P) จํานวน 5 ตัวอยาง ทีเ่กิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใช     

ไพรเมอร OPA-02, OPA-13 และ SD-03 ตามลําดับ ในเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %   lane ที่มีลูกศรชี ้ คือ ตัวแทนของตัวอยางของมะขาม   

พันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ 

 M:  1 kb DNA Ladder 

 Lane 1-5: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ จํานวน 5 ตัวอยาง (TI-SP/P1, TI-SP /P2, TI-SP /P3, TI-SP P4 และ TI-SP /P5) 

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

1,000 bp 

4,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

OPA-02 OPA-13 SD-03 

111 



  

112 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่29 ลักษณะแถบดีเอ็นเอของมะขามพนัธุปลูก ‘มะขามเปรี้ยวยกัษ’ (TI-PY/P) จํานวน 5 ตัวอยาง ที่เกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD 

โดยใชไพรเมอร OPA-02, OPA-13 และ SD-03 ตามลําดับ ในเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %   lane ทีม่ีลูกศรชี้ คือ ตัวแทนของตัวอยางของ

มะขามพันธุปลูก ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ 

 Lane M: 1 kb DNA Ladder  

 Lane 1-5: มะขามเปรี้ยวยักษ จํานวน 5 ตัวอยาง (TI-PY/P1, TI-PY/P2, TI-PY/P3, TI-PY/P4 และ TI-PY/P5) 

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

1,000 bp 

4,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

OPA-02 OPA-13 SD-03 
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ภาพที ่30 ลักษณะแถบดีเอ็นเอของมะขามพนัธุปลูก ‘ขันตี’ (TI-K/P) จํานวน 5 ตัวอยาง ที่เกิดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนคิ RAPD โดยใชไพรเมอร 

OPA-02, SD-18 และ OPA-13 ตามลําดับ ในเจลอะกาโรส ความเขมขน 1.0 %   lane ที่มีลูกศรชี้ คือ ตัวแทนของตัวอยางของมะขามพันธุปลูก 

‘ขันตี’ 

 M:  1 kb DNA Ladder  

 Lane 1-5: มะขามพันธุขันตี จํานวน 5 ตัวอยาง (TI-K/P1, TI-K/P2, TI-K/P3, TI-K/P4 และ TI-K/P5) 

OPA-02 SD-18 OPA-13 

1,000 bp 

4,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

M       1       2      3       4      5 M       1       2       3        4      5 M       1       2       3        4      5 
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เพราะเม่ือทาํการทดลองซ้ํา SD-18 แสดงแถบดีเอ็นเอไมครบทั้ง 6 ตัวอยาง) และใช Phyllanthus 

urinaria เปน outgroup   เมื่อตรวจสอบแถบดีเอ็นเอของผลผลิต PCR ดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟริซสี

ที่ความตางศักย 80 โวลท โดยใชอะกาโรสเจล ความเขมขน 1.0 % พบความแตกตางของแถบ     

ดีเอ็นเอของตัวอยางมะขามแตละพันธุปลูกดังแสดงในภาคผนวก ซ ซึ่งแสดงถึงความแตกตางกนั

ในระดับพนัธกุรรม 

  จํานวนแถบดีเอ็นเอของตัวอยางมะขามแตละพันธุปลูกทีไ่ดจาก RAPD เทากบั 

313 แถบ โดยมีคา polymorphism bands/primer เทากบั 31.30   ไพรเมอรที่ใหจาํนวนแถบ       

ดีเอ็นเอ RAPD มากที่สุด คือ SO-10 จํานวน 45 แถบ และไพรเมอรที่ใหจาํนวนแถบดีเอ็นเอ 

RAPD นอยทีสุ่ด คือ OPA-20 จํานวน 11 แถบ   แถบดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดต้ังแต 161 bp ถึง 2.3 kb 

เมื่อเทียบกับ 1kb DNA ladder   จากการทดลองพบวา OPA-13 เปนไพรเมอรที่ใหรูปแบบของ

แถบดีเอ็นเอของมะขามแตละพันธุปลูกแตกตางกนัอยางเห็นไดชัดมากที่สุด เมื่อเทียบกับไพรเมอร

อ่ืนๆ  

  ความเหมือนทางพนัธุกรรม (genetic similarity) ระหวางมะขามชนิดหวาน     

‘ศรีชมภู’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ คํานวณไดจากขอมูลของแถบดีเอ็นเอ RAPD 

นับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏดวยโปรแกรม Quantity One 1-D Analysis (Bio-Rad Laboratories, 

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

ปรากฏ (absence) ณ ตําแหนงนัน้   ขอมูลของแถบดีเอ็นเอ RAPD ในรูป binary presence-

absence data matrix แสดงในภาคผนวก ฌ   คํานวณคาดัชนีความเหมือน (similarity index,   

S. I.) ตามวธิขีอง Nei และ Li (1979) คาดัชนีความเหมือนมีคาอยูในชวง 0-1 ดังแสดงในตารางที ่

28   จากตารางที่ 28 พบวาคาดัชนีความเหมือนระหวางมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ มีคาเทากับ 0.7284-0.8722 โดยคูพันธุปลูกของมะขามที่ใหคา

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

เปร้ียวยกัษ’ (TI-PY/P3) สวนคูพนัธุปลูกของมะขามที่ใหคาดัชนีความเหมือนสูงสุด คือ มะขาม

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

  สรางแผนภาพเดนโดรแกรม (dendrogram) จากขอมลูของแถบดีเอ็นเอ RAPD 

ในภาคผนวก ฌ ดวยวิธี UPGMA และ Neighbor-joining (NJ) โดยใชโปรแกรม PAUP* 4.0 beta 

version 10 (Sinauer Assoc, Inc., USA) ไดผลดังภาพที ่31 และ 32   จากเดนโดรแกรมที่สราง

จากวธิี UPGMA พบวาพันธุปลูกของมะขามที่ใชในการทดลองจากจังหวัดเพชรบูรณจําแนกไดเปน  



  

115 

ตารางที่ 28 คาดัชนีความเหมือน (Similarity index, S. I.) เมื่อเทยีบระหวางตัวอยางมะขาม T. indica จํานวน 3 พันธุปลูก 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

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

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

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

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

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ 3 (TI-PY/P3)      1.0000 
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ภาพที ่31 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธทางพนัธุกรรมของมะขาม T. indica ทั้ง 3 พนัธุปลูก คือ ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากวิธ ีUPGMA 

จากการสุมคา Bootstrap value 1,000 replicates  ดวยดีเอ็นเอเครื่องหมาย RAPD  

‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 (TI-SP/P3) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) 

‘ศรีชมภู’ ตนที่ 4 (TI-SP/P4) 

Phyllanthus urinaria 

‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

‘ขันตี’ ตนที่ 4 (TI-K/P4) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 3 (TI-PY/P3) 

กลุมที ่1 

กลุมที ่2 
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ภาพที ่32 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธทางพนัธุกรรมของมะขาม T. indica ทั้ง 3 พนัธุปลูก คือ ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากวธิี 

Neighbor-joining จากการสุมคา Bootstrap value 1,000 replicates ดวยดีเอ็นเอเครื่องหมาย RAPD  

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 4 (TI-SP/P4) 

Phyllanthus urinaria 

‘ศรีชมภ’ู ตนที่ 3 (TI-SP/P3) 

‘ขันตี’ ตนที่ 1 (TI-K/P1) 

‘ขันตี’ ตนที่ 4 (TI-K/P4) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 2 (TI-PY/P2) 

‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 3 (TI-PY/P3) 

กลุมที ่1 

กลุมที ่2 
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2 กลุม   กลุมแรก ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ เปนมะขามชนิดหวาน และ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ เปน

มะขามชนิดเปรี้ยวและกลุมที่สอง ไดแก ‘ขันตี’ คือ มะขามชนิดหวาน  จะเห็นไดวามะขาม       

ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ มีความใกลชิดทางพนัธุกรรมกบัมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

มากกวามะขามชนิดหวาน ‘ขันตี’ โดยมีคา bootstrap เทากับ 65.0 %   สวนมะขามชนิดหวาน 

‘ขันตี’ แยกออกมาอยูอีกกลุมหนึง่ ซึง่แสดงใหเห็นถึงความแตกตางของ ‘ขันตี’ กับ ‘ศรีชมภู’ และ 

‘มะขามเปร้ียวยักษ’ (ภาพที่ 31)   แตการจัดกลุมโดยทัว่ไปแยกตามรสของมะขามโดย ‘ขันตี’ และ 

‘ศรีชมภู’ จัดอยูในกลุมมะขามชนิดหวาน   อยางไรกดี็รสของ ‘ขันตี’ จะมีรสเปร้ียวกวา ‘ศรีชมภู’ 

และมีรสหวานกวา ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ซึง่ไมมีรสหวานเลย   เมื่อพจิารณาเดนโดรแกรมที่สราง

จากวธิ ี Neighbor-joining พบวาพนัธุปลูกของมะขามที่ใชในการทดลองจากจังหวัดเพชรบูรณ 

จําแนกไดเปน 2 กลุม   กลุมแรก ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขามชนิดหวาน  โดยมี

คา bootstrap เทากับ 71.0 % และกลุมที่สอง ไดแก ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ คือ มะขามชนิดเปร้ียว 

(ภาพที ่32) 

วิธีการทางสถติิบางวธิีไดถูกนํามาใชเพื่อประเมินคาความม่ันใจตอเดนโดรแกรมที่

สรางข้ึน   วิธทีี่นยิมใช ไดแก วิธ ี bootstrap ซึง่เปนวิธทีี่อาศัยการทดลองสับเปล่ียนคาของขอมลู

โดยการแทนที ่ คือ จะเร่ิมจากการสุมดึงเอาขอมูลสวนใดสวนหนึง่ออกจากตารางเมทริกซ แลวทํา

ใหเมทริกซนัน้มีขนาดเทาเดิมโดยการเพิ่มจํานวนซํ้าของขอมูลสวนอ่ืนเขามาแทนที ่ แลวสราง    

เดนโดรแกรมใหมข้ึนมา หลังจากทีท่ําการทดลองดังกลาวไปหลายๆ รอบ เดนโดรแกรมทั้งหมดที่

สรางข้ึนมาจะถูกนาํมาวิเคราะหหาความมั่นใจทีก่ิ่ง (branch) ตางๆ โดยจะแสดงในรูปของ

เปอรเซ็นต   ถาคา bootstrap มีคาใกล 100 % สามารถมั่นใจไดวา กิ่งหรือเคลด (clade) บนกิง่

นั้น นาจะเกิดข้ึนไดจริงบนเดนโดรแกรมที่ถูกตอง (เจษฎา เดนดวงบริพนัธ, 2545) โดยคา 

bootstrap ที่มีคาอยูในชวง 85-100 % แสดงถึงคาความเชื่อมั่นในระดับสูง (strong support)    

คา bootstrap 71-84 % แสดงถงึคาความเชื่อม่ันในระดับปานกลาง (moderate support)         

คา bootstrap 50-70 % แสดงถึงคาความเชื่อมั่นในระดับตํ่า (weak support) ของเดนโดรแกรมที่

สรางได (Richardson และคณะ, 2000)   เมื่อวิเคราะหภาพท่ี 31 และ 32 แลว พบวา                

คา bootstrap ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ กับมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ บน        

เดนโดรแกรมที่สรางจากวิธ ีUPGMA มีคานอยกวาคา bootstrap ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ 

และ ‘ขันตี’ บนเดนโดรแกรมที่สรางจากวิธ ี NJ แสดงวาเดนโดรแกรมที่สรางจากวธิี NJ มีระดับ

ความมัน่ใจสงูกวาวิธ ี UPGMA เพราะฉะนั้นการแบงกลุมพันธุปลูกของมะขามจากเดนโดรแกรมที่

สรางดวยวิธ ี NJ จึงนาจะมีความนาเชื่อถอืมากกวา   ดังนัน้มะขามที่ใชในการทดลองจากจังหวดั

เพชรบูรณ จําแนกไดเปน 2 กลุม   กลุมแรก ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขาม      
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ชนิดหวานและกลุมที่สอง ไดแก ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ คือ มะขามชนิดเปรี้ยว ซึ่งตรงกับ                    

การจัดกลุมโดยทั่วไปที่แยกตามรสของมะขามและการจําแนกพันธุปลูกของมะขามจากขอมูล

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL  

  นักวจิัยกลุมตางๆ นิยมใชเทคนิค RAPD ในการพิสูจนชนิด จําแนกพนัธุปลูก และ

ตรวจสอบแหลงกําเนิดของพืช เชน การใชเทคนิค RAPD ในการจําแนกชนิดของพืชสกุล Derris 

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

(สุชาดา สุขหรอง และคณะ, 2548) Encheverrigaray และคณะ (2001) ใชเทคนคิ RAPD และ

องคประกอบน้ํามนัหอมระเหยในการจําแนกพันธุปลูกของไทม ไดแก พันธุปลูก Burpee, Blumen 

Battle, SEM, Isla และพันธุปลูกพืน้เมือง   Brandolini และคณะ (2005, 2006) ไดทําการศึกษา

องคประกอบเคมีรวมกับสารพันธกุรรมของกระเทยีมและขาวในประเทศอิตาลี จากผลการทดลอง

พบวาองคประกอบเคมีของกระเทียมอิตาลีสัมพันธกับสารพันธกุรรม แตไมพบความสัมพนัธนี้ใน

ขาว   นอกจากการใชเทคนิค RAPD ในการจาํแนกชนิดและพนัธุปลูกของพืชแลว เทคนิค PARD

ยังสามารถนําไปใชในการตรวจสอบแหลงกําเนิดของมะขามไดอีกดวย โดยมะขามนาจะมี

แหลงกาํเนิดมาจากทวีปแอฟริกา (Diallow และคณะ, 2007) เปนตน และจากผลการทดลองดังที่

ไดกลาวขางตน พบวาเทคนคิ RAPD สามารถใหแถบดีเอ็นเอซึ่งแสดงใหเหน็ความแตกตางระหวาง

พันธุปลูกของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’   

ดังนัน้เทคนิค RAPD จึงสามารถนาํไปประยุกตใชรวมกบัขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcLใน

การพิสูจนเอกลักษณของพนัธุปลูกของมะขามได    

3. การหาความสัมพันธโดยใชลายพมิพดีเอ็นเอรวมกับองคประกอบกรดอินทรียในเน้ือ 
มะขามทีม่ีฤทธิ์เปนยาระบายเพื่อการพิสูจนมะขามตางพันธุปลูก (Correlation of DNA 
fingerprint and organic acids in tamarind pulps with laxative activity to identify tamarind 
cultivars) 

  ผลการทดลองวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD-PCR และจาก    

เดนโดรแกรมที่สรางจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL พบวามะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ 

‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ จากจงัหวัดเพชรบูรณที่เลือกมาวิจัยมีความ

แตกตางระหวางพันธุปลูก โดยสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่ 1 ประกอบดวยพนัธุ

ปลูก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขามชนดิหวานกับกลุมที่ 2 ไดแก ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ คือ มะขาม

ชนิดเปร้ียว   จากการวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางน้าํสกัดเนื้อมะขามทัง้ 3 

พันธุปลูก ประกอบดวยกรดอินทรีย ไดแก กรดทารทาริก มาลิก และซิตริกเปนหลัก (ตารางที ่ 20) 
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พบวากรดทารทาริกในเนื้อมะขามพนัธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ แตละชนิดมี

ปริมาณแตกตางกนัในแตละพันธุปลูกมะขามอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (p<0.05)   มะขามชนดิ

เปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ มีปริมาณกรดทารทาริกสูงกวามะขามชนดิหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ 

ประมาณ 11 และ 8 เทา ตามลําดับ   สําหรับกรดมาลิก ซิตริก และออกซาลิกในเนื้อมะขามพนัธุ

ปลูก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ มีปริมาณไมตางกนั (p>0.05) แตจะแตกตางกับมะขามชนิดเปร้ียว 

‘มะขามเปร้ียวยักษ’ อยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   ปริมาณของกรดทารทาริกอาจใชเปน

กรดอินทรียชนิดหนึ่งเพื่อใชในการพิสูจนมะขามตางพนัธุปลูกและพบความสอดคลองเมื่อประเมิน

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ (reducing sugar) ในเนื้อมะขาม (ตารางที่ 11) มีปริมาณแตกตางกนัอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จากมากไปนอยในมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ เปนทิศทางตรงกันขามกับปริมาณของกรดทารทาริก 

  ในปจจุบันมีนกัวิจัยหลายกลุมใชการประเมินลายพมิพดีเอ็นเอรวมกบัการ

ประเมินองคประกอบทางเคมีเพื่อพิสูจนเอกลักษณ จาํแนกชนิด และควบคุมคุณภาพของพชื

สมุนไพรเปนจาํนวนมาก เชน Xai และคณะ (2005) ใชลายพิมพดีเอ็นเอรวมกบัการวิเคราะหทาง

เคมีในการพิสูจนเอกลักษณและควบคุมคุณภาพของพชืสมุนไพรสกุล Curcumae ในประเทศจีน   

แตในกรณีของพืชสมนุไพรสกุล Angelica สามารถใชลายพมิพดีเอ็นเอในการพสูิจนเอกลักษณ

ของพืชสกุลนีแ้ละใชการวิเคราะหทางเคมใีนการหาปริมาณสารออกฤทธิ์สําคัญ แตไมสามารถใช

การวิเคราะหทางเคมีในการพิสูจนเอกลักษณได เพราะปริมาณสารออกฤทธ์ิสําคัญในพืชสมนุไพร

สกุลนี้เปล่ียน แปลงไปตามฤดูกาลและพืน้ที่เพาะปลูก (Zhao และคณะ, 2003)   เห็นไดวาการใช

ลายพมิพดีเอ็นเอในการพิสูจนเอกลักษณและจําแนกชนิดของพืช หรือวสัดุทางชีวภาพตางๆ 

(biological material) ไดดีกวาการใชวธิีวิเคราะหทางเคมี เพราะการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอใช

ปริมาณตัวอยางในการวิเคราะหนอยและที่สําคัญ คือ ลายพมิพดีเอ็นเอจะไมเปล่ียนแปลงไปตาม

สภาพแวดลอมและระยะการเจริญเติบโตของพืช 
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บทที่  5 

สรุปและขอเสนอแนะ 

  มะขามเปนผลไมที่มีคุณคาทางโภชนาการมีประโยชนแกการรับประทาน มะขาม

มีปริมาณแรธาตุสูง เชน โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส แคลเซียม และแมกนีเซียม เปนตน และมี

ปริมาณคารโบไฮเดรต และน้ําตาลรีดิวซ (โดยเฉพาะในมะขามชนิดหวาน) สูง มีโปรตีนและไขมัน

ตํ่า   นอกจากนี้ขอมูลปริมาณของเกลือแรในมะขามที่ปลูกในประเทศไทยอาจมีประโยชนในการ

แนะนาํดานโภชนาการในคนไขบางประเภทท่ีตองควบคุมปริมาณโพแทสเซียม 

  ชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในเนื้อมะขามวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกรา 

ฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) เทคนิค 

HPLC มีความถูกตองสมบูรณสําหรับการใชวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดอินทรียในเนื้อ

มะขาม   วธิีวเิคราะหมีความจําเพาะเจาะจงตอกรดอินทรียในเนื้อมะขามที่ตองการแยก (กรดออก

ซาลิก ทารทาริก มาลิก แอสคอบิก และซิตริก) และสารมาตรฐานภายใน โดยคา resolution 

ระหวางพีคของกรดอินทรียแตละชนิดมีคาอยูในชวง 1.58-15.77   กรดอินทรียทั้ง 5 ชนิด มี

ความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดอินทรียมาตรฐานตอสารมาตรฐาน

ภายใน (peak area ratio) และความเขมขนของกรดอินทรียมาตรฐานที่ยอมรับได คาความเปน

เสนตรง (r2) ของกรดอินทรียทัง้ 5 ชนิด มีคาเทากับ 0.9996-1.0000   คาความเขมขนตํ่าสุดของ

กรดอินทรียทีส่ามารถวิเคราะหไดถกูตอง (Limit of Detection, LOD) ซึ่งแสดงถึงความไวของวิธี

วิเคราะหของกรดอินทรียทั้ง 5 ชนิด มีคาเทากับ 0.0001-0.0011 g/L   ความเที่ยงตรงของวธิี

วิเคราะหแสดงผลในรูปของ % RSD ซึ่งควรมีคาไมเกนิ 2   ความเที่ยงตรงของวธิีวิเคราะหเมื่อ

วิเคราะหภายในวันเดียวกันสําหรับกรดอินทรียทั้ง 5 ชนิด มีคา RSD อยูในชวง 0.04-1.77 % และ

เมื่อวิเคราะหตางวนักนัสําหรับกรดออกซาลิก ทารทาริก มาลิก และซิตริก มีคา RSD อยูในชวง 

0.20-2.45 %   สวนความเที่ยงตรงเมื่อวเิคราะหตางวนักนัสําหรับกรดแอสคอบิกมีคา RSD อยู

ในชวง 3.05-8.70 % ดังนั้นจงึควรวเิคราะหกรดแอสคอบิกในตัวอยางใหเสร็จภายในวันเดียวกัน

หรือควรเตรียมตัวอยางใหมทุกคร้ังในการวิเคราะหปริมาณกรดแอสคอบิกเมื่อวิเคราะหตัวอยาง

ตางวนักนั   และคา recovery ซึ่งแสดงถึงความถกูตองของวิธีวเิคราะหของกรดอินทรียทัง้ 5 ชนดิ 

มีคาอยูในชวง 91.94-113.33 % 

กรดอินทรียหลักทีพ่บในตัวอยางเนื้อมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และ

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ไดแก กรดทารทาริก มาลิก และซิตริก   ปริมาณกรดทารทาริกที่ 
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พบในเนื้อมะขามพนัธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ มีปริมาณแตกตางกนัอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ มีปริมาณกรดทารทาริกสูงกวามะขามชนิด

หวานพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ โดยปริมาณกรดทารทาริกเทากับ 18.102±0.134 % ใน 

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

ใชปริมาณกรดทารทาริกรวมกับลายพิมพดีเอ็นเอในการพิสูจนเอกลักษณมะขามตางพนัธุปลูกได 

สวนกรดมาลิกและซิตริกในเนื้อมะขาม ‘ศรีชมภู’ (1.888±0.057 % และ 0.631±0.030 %) และ 

‘ขันตี’ (1.837±0.015 % และ 0.652±0.014 %) มีปริมาณไมแตกตางกนัอยางมนียัสําคัญทางสถิติ 

(p>0.05) ซึ่งอยูในกลุมเดียวกัน คือ มะขามหวาน   แตมปีริมาณสูงกวาในเนื้อ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

(0.591±0.034 % และ 0.217±0.003 %) ซึ่งอยูในกลุมมะขามเปร้ียวอยางมนีัยสําคัญทางสถติิ 

(p<0.05) 

ปริมาณกรดอินทรีย คือ กรดทารทาริก มาลิก และซิตริก ในเนื้อมะขามเปนสาร

ออกฤทธิก์ระตุนการบีบตัวของลําไสรวมกันเม่ือทดสอบในสัตวทดลอง ทําใหมีผลเปนยาระบาย 

จากการศึกษาและเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามทั้ง 3 

พันธุปลูก พบวายนี rbcL ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ มีขนาดเทากบั 1,428 bp 

สวนลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของยีน rbcL ของมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ มีขนาด

เทากับ 1,3928 bp   ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามทัง้ 3 พันธุปลูก จากจังหวัด

เพชรบูรณที่ใชในการทดลองแตกตางจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ T. indica 

(accession no. Z70160) ทีม่ีอยูใน GenBank ทั้งหมด 24 ตําแหนง (1.75 %)   มะขามทั้ง 3 พนัธุ

ปลูกที่เพาะปลูกในจังหวัดเพชรบูรณมีการแทนที่ของนิวคลีโอไทดตางกัน 9 ตําแหนง ไดแก 

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

ลําดับนิวคลีโอไทดซึ่งแตกตางจาก ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 5 ตําแหนง และ ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ มีการแทนที่ของลําดับนิวคลีโอไทดซึ่งแตกตางจาก ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ 4 ตําแหนง            

นิวคลีโอไทดของยีน rbcL จํานวน 9 ตําแหนง ขางตนสามารถใชเปนโมเลกุลเคร่ืองหมายในการ

จําแนกพนัธุปลูกของมะขามชนิดหวานและชนิดเปร้ียวได   และจากภาพเดนโดรแกรมที่สรางจาก

วิธี unweighted pair-group method with arithmetic average (UPGMA) สามารถแบง       

พันธุปลูกของมะขามไดเปน 2 กลุม  กลุมแรก ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขามชนดิ

หวาน และกลุมที่สอง ไดแก ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ คือ มะขามชนิดเปร้ียว ซึง่สอดคลองกับผลการ

วิเคราะหปริมาณกรดอินทรียดวยเทคนิค HPLC แตไมพบความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด

ของดีเอ็นเอในบริเวณ ITS ของมะขามทัง้ 3 พันธุปลูก จากจังหวัดเพชรบูรณที่ใชในการวิจยั 
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การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของมะขามทั้ง 3 พันธุปลูก ดวยเทคนิค RAPD-PCR 

ใชไพรเมอรทั้งหมด 10 ไพรเมอร ดังนี้ SD-03, SO-10, SO-16, OPA-02, OPA-03, OPA-04, 

OPA-09, OPA-13, OPA-16 และ OPA-20 โดยมี Phyllanthus urinaria เปน outgroup   OPA-

13 เปนไพรเมอรที่ใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอของมะขามแตละพนัธุปลูกแตกตางกันอยางเหน็ได

ชัดมากที่สุด   คาดัชนีความเหมือน (similarity index, S.I.) ระหวางมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ 

‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ มีคาเทากับ 0.7284-0.8722 และจากภาพเดนโดรแกรมที่สราง

ดวยวิธ ี Neighbor-joining (NJ) สามารถแบงพนัธุปลูกของมะขามไดเปน 2 กลุม เชนเดียวกบั

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL  

จากการวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL รวมกับลายพมิพดีเอ็นเอ

ของมะขามที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิค RAPD ในการจาํแนกพันธุปลูกของมะขาม สามารถ

สรุปไดวาตัวอยางมะขามจากจังหวัดเพชรบูรณสามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม   กลุมแรก 

ประกอบดวย ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ เปนมะขามชนิดหวาน และกลุมที่สอง ไดแก ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ คือ มะขามชนิดเปรี้ยว ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะหจากสวนประกอบปริมาณกรด

อินทรีย   ดังนั้นจงึสามารถนําเทคนิค RAPD และขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL รวมกับ

การประเมนิทางเคมีไปประยุกตใชในการจําแนกพนัธุปลูกของมะขามได 

ปริมาณกรดทารทาริกและน้าํตาลรีดิวซทีพ่บในเนื้อมะขามทัง้ 3 พนัธุปลูก มี

ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05)   เมื่อนาํขอมูลดังกลาวมาวิเคราะหรวมกับ 

ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามทั้ง 3 พนัธุปลูก พบวาปริมาณกรดทารทาริกและน้าํตาลรีดิวซสัมพนัธ

กับการแบงกลุมพันธุปลูกของมะขาม ทาํใหสามารถจําแนกมะขามแตละพันธุปลูกออกจากกันได   

ดังนัน้จึงสรุปไดวาการประเมินลายพมิพดีเอ็นเอรวมกับองคประกอบกรดอินทรียในเน้ือมะขาม

สามารถนํามาใชเปนแนวทางในการพิสูจนเอกลักษณมะขามตางพนัธุปลูกที่มฤีทธิ์เปนยาระบาย

ได 
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ภาคผนวก ก 

การเตรยีมสารละลายเพือ่ใชในการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซโดยวธิีของ Nelson - 
Somogyi (Nelson-Somogyi method) (Chaplin, 1994) 

1. สารละลาย A 

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

ปริมาตร 300 มิลลิลิตร เติม NaHCO3 20 กรัม แลวผสมใหเขากนั   ละลาย anhydrous Na2SO4 

180 กรัม ในน้าํ DI เดือด ปริมาตร 500 มลิลิลิตร และต้ังทิง้ไวใหเย็น   ผสมสารละลายทัง้ 2 ชนิด 

เขาดวยกนัและปรับปริมาตรใหครบ ดวยน้าํ DI ในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร 

2. สารละลาย B 

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

ครบ 500 มิลลิลิตร ดวยน้าํ DI ในขวดปรับปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร  

3. สารละลาย C 

 ผสมสารละลาย A และ B .ในอัตราสวน 4:1 กอนนําไปใช 

4. สารละลาย D 

 ละลาย ammonium molybdate 25 กรัม ในน้าํ DI ปริมาตร 450 มิลลิลิตร เติม      

กรดซัลฟูริกเขมขน ปริมาตร 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั   ละลาย Na2HAsO4.7 H2O 3 กรัม ในน้าํ 

DI ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวผสมลงในสารละลาย ammonium molybdate ผสมใหเขากนั และ

บมทิ้งไวในขวดสีชา เปนเวลา 24-28 ชัว่โมง   กอนนาํไปใชเจือจางดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 0.75  

โมลาร ในอัตราสวน 1:2 
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ภาคผนวก ข 

สเปคตรัมของกรดออกซาลิก มาลิก วิตามินซี ซิตริก ซักซินกิ และสารละลายผสมของ
กรดอินทรียทั้ง 6 ชนิด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

198 nm 
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ภาพที ่34 สเปคตรัมอัลตราไวโอเลตของกรดทารทาริกใน 0.5% (w/w) (NH4)H2PO4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

206 nm 

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

(NH4)H2PO4 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

212 nm 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่39  สเปคตรัมอัลตราไวโอเลตกรดอินทรียผสมทั้ง 6 ชนดิ ใน 0.5% (w/w) 

(NH4)H2PO4

202 nm 

210 nm 
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดอินทรียมาตรฐานกับ
สารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดออกซาลกิ ทารทาริก 
มาลกิ วิตามนิซี และซิตรกิ 

ภาพที ่40 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดออกซาลิกกับ

สารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดออกซาลิก 

(g/L) 

y = 3.0909x - 0.0009

R2 = 0.9999
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y = 0.3674x - 0.0015

R2 = 0.9999
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ภาพที ่41 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดทารทาริกกับ

สารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดทารทาริก (g/L) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่42 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดมาลิกกับสาร

มาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดมาลิก (g/L) 
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y = 0.2251x - 0.0026

R2 = 0.9996
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ภาพที ่43 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดแอสคอบิกกับ

สารมาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดแอสคอบิก 

(g/L) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่44 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางอัตราสวนพืน้ที่ใตพีคของกรดซติริกกับสาร

มาตรฐานภายใน (Peak area ratio) และความเขมขนของกรดซิตริก (g/L) 
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ภาคผนวก ง 

การทดสอบฤทธิ์ในการเปนยาระบายในหนูขาว 

  ทดสอบฤทธิ์การเปนยาระบายของกรดอินทรียมาตรฐานที่พบในเนื้อมะขาม คือ 

กรดทารทาริก มาลิก ซิตริก และน้ําสกัดมะขามพนัธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

โดยสงไปทดสอบในหนูขาว (rats) ที่ภาควิชาเภสัชวทิยา คณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม ดังนี ้

  นําหนูขาวที่มนี้ําหนกัประมาณ 200 กรัม มาอดอาหารกอนปอนสารทดสอบเปน

เวลา 16-18 ชั่วโมง   แบงกลุมหนูออกเปน 3 กลุม คือ กลุมควบคุม กลุมยาอางอิง (reference 

drug) และกลุมทดสอบ   หนูกลุมควบคุมไดรับการปอนน้ํา DI ขนาด 10 มิลลิลิตร/กิโลกรัม   กลุม

ยาอางอิงไดรับน้ําลูกพรุนขนาด 10 เทา ของขนาดที่คนน้าํหนัก 50 กิโลกรัม รับประทาน (น้ําลูก

พรุนขนาด 1 เทา มีปริมาตรเทากับ 42 มิลลิลิตร) คือ 8.4 10 มิลลิลิตร/กิโลกรัม   กลุมทดสอบ

ไดรับสารละลายกรดอินทรียมาตรฐานและน้ําสกัดมะขาม ขนาด 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และ     

10 มิลลิลิตร/กิโลกรัม ตามลําดับ   ทิง้ระยะเวลานาน 30 นาที แลวจึงปอนผงถานความเขมขน 3% 

(3% suspension of deactivated charcoal in 0.5% CMC) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ทิ้งไวเปนเวลา 

15 นาท ี จึงฆาหนูดวย pentobarbital sodium วัดระยะการเคล่ือนที่ของผงถานจากลําไสสวน 

duodenum และความยาวของลําไสสวน duodenum ถึง ileum แตละกลุมทาํการทดลองซ้ํา        

6 คร้ัง   ศึกษาผลของสารทดสอบตอการเคล่ือนทีข่องผงถานจากลําไสเล็กของหนูขาวจากคา

เปอรเซ็นตการเคลื่อนของผงถาน ซึง่คํานวณไดตามสูตร 

% การเคลื่อนที่ของผงถาน    =    ระยะการเคล่ือนที่ของผงถานจากลําไสสวน duodenum x 100 

                                      ความยาวของลําไสสวน duodenum ถึง ileum 

ผลการทดสอบฤทธิ์การเปนยาระบายในหนูขาว 

  ผลการทดสอบฤทธ์ิการเปนยาระบายของกรดอินทรียมาตรฐานที่พบในมะขาม 

คือ กรดทารทาริก มาลิก ซติริก และน้ําสกัดมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ แสดงไวในตารางที ่29 และ 30 ตามลําดับ 

  จากตารางที่ 29 พบวาน้ําลูกพรุนในขนาดเปน 10 เทา ของขนาดรับประทานในคน

มีเปอรเซ็นตการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนขูาวเทากับ 63.94±7.40 ซึ่งสูงกวา 
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ตารางที่ 29 ผลตอการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวของน้าํลูกพรุนและกรด

อินทรียมาตรฐาน 

 
กลุม เปอรเซ็นตการ

เคลื่อนที่ของผงถาน 

กลุมควบคุม (นํ้า DI) 47.68±1.72 

กลุมยาอางอิง (นํ้าลูกพรุน 10 เทา ขนาดรับประทานในคน) 63.94±7.40* 

กลุมทดสอบกรดทารทาริก (100 มิลลิกรัม/กโิลกรัม) 62.56±13.77* 

กลุมทดสอบกรดมาลิก (100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 57.03±5.01* 

กลุมทดสอบกรดซิตริก (100 มลิลิกรัม/กิโลกรัม) 60.45±4.50* 

        

 * = มีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญระหวางกลุม (P < 0.05) 
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ตารางที่ 30 ผลตอการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวของน้าํลูกพรุนและนํ้าสกัด 

                  มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

 
กลุม เปอรเซ็นตการ

เคลื่อนที่ของผงถาน 

กลุมควบคุม (นํ้า DI) 45.96±2.03 

กลุมยาอางอิง (นํ้าลูกพรุน 10 เทา ขนาดรับประทานในคน) 59.65±2.65* 

กลุมทดสอบนํ้าสกัดมะขาม ‘ศรีชมภู’ (10 มลิลิลิตร/กิโลกรัม) 52.05±6.83* 

กลุมทดสอบนํ้าสกัดมะขาม ‘ขันตี’ (10 มิลลิลิตร/กิโลกรัม) 54.09±5.23* 

กลุมทดสอบนํ้าสกัด ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ (10 มิลลิลิตร/กิโลกรัม) 53.97±1.72* 

        

 * = มีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญระหวางกลุม (P < 0.05) 
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เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวในกลุมควบคุมซึ่งมีคาเทากบั 

47.68±1.72 อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   กรดอินทรีย 3 ชนิด คือ กรดทารทาริก มาลิก และซิตริกมี

เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวเทากับ 62.56±13.77, 57.03±5.01 และ 

60.45±4.50 ตามลําดับ ซึง่สูงกวาเปอรเซ็นตการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวใน

กลุมควบคุมอยางมีนยัสําคัญทางสถิติเชนเดียวกัน 

จากตารางที่ 30 พบวาน้ําลูกพรุนในขนาดเปน 10 เทา ของขนาดรับประทานใน

คนมีเปอรเซ็นตการเคลื่อนทีข่องผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวเทากับ 59.65±2.65 ซึ่งสูงกวา

เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวในกลุมควบคุมซึ่งมีคาเทากบั 

45.96±2.03 อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ   น้ําสกัดมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และมะขาม

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ มีเปอรเซ็นตการเคล่ือนที่ของผงถานในลําไสเล็กของหนขูาว

เทากับ 52.05±6.83, 54.09±5.23 และ 53.97±1.72 ตามลําดับ ซึง่สูงกวาเปอรเซน็ตการเคลื่อนที่

ของผงถานในลําไสเล็กของหนูขาวในกลุมควบคุมอยางมีนยัสําคัญทางสถิติเชนเดียวกนั 
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ภาคผนวก จ 

การเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามทั้ง 3 พันธุปลูก กับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของ Tamarindus indica L. (accession no. Z70160), 
Nicotiana tabacum (accession no. Z00044), Pisum sativum (accession no. X03853) และ Medicago truncatula (accession no. NC_003119) ที่มีใน GenBank 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

Medicago truncatula (accession no. NC_003119) 

Start codon 

149 
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ภาพที ่45 (ตอ) การเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขาม T. indica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ 

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

sativum (accession no. X03853) และ Medicago truncatula (accession no. NC_003119) 150 
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ภาพที ่45 (ตอ) การเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขาม T. indica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ 

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

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

Stop codon 

151 
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ภาคผนวก ฉ 

การเปรยีบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามพนัธุปลกู ‘ศรีชมภ’ู ‘ขันตี’ และ ’มะขามเปรี้ยวยักษ’ กับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL 
(accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 46 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดยีน rbcL ของมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ’มะขามเปรี้ยวยักษ’ กับยีน rbcL (accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank   

ยีน rbcL ของมะขามที่ใชในการศึกษามีความยาวทั้งหมด 1,428 bp โดย start   codon อยูที่ตําแหนงที่ 1 และ stop codon อยูที่ตําแหนงที่ 1,428 

Start codon 

152 
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ภาพที่ 46 (ตอ) การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดยีน rbcL ของมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ’มะขามเปรี้ยวยักษ’ กับยีน rbcL (accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank   

ยีน rbcL ของมะขามที่ใชในการศึกษามีความยาวทั้งหมด 1,428 bp โดย start   codon อยูที่ตําแหนงที่ 1 และ stop codon อยูที่ตําแหนงที่ 1,428 153 
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ภาพที่ 46 (ตอ) การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดยีน rbcL ของมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ’มะขามเปรี้ยวยักษ’ กับยีน rbcL (accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank   

ยีน rbcL ของมะขามที่ใชในการศึกษามีความยาวทั้งหมด 1,428 bp โดย start   codon อยูที่ตําแหนงที่ 1 และ stop codon อยูที่ตําแหนงที่ 1,428 154 
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ภาพที่ 46 (ตอ) การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดยีน rbcL ของมะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ’มะขามเปรี้ยวยักษ’ กับยีน rbcL (accession no. Z70160) ที่มีใน GenBank   

ยีน rbcL ของมะขามที่ใชในการศึกษามีความยาวทั้งหมด 1,428 bp โดย start   codon อยูที่ตําแหนงที่ 1 และ stop codon อยูที่ตําแหนงที่ 1,428 

Stop codon 

155 
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ภาคผนวก ช 

1. ขอมูลการลงทะเบียนลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภ’ู 
และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ที่ใชในการทดลองจากจังหวัด
เพชรบูรณผานทางฐานขอมูล DNA Data Bank of Japan (DDBJ/EMBL/GenBank) 

ตารางที่ 31 Accession no. ของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ของมะขามชนิดหวาน     

‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ที่ใชในการ

ทดลองจากจังหวัดเพชรบูรณในฐานขอมลู DNA Data Bank of Japan 

(DDBJ/EMBL/GenBank) 

 

 

 

Scientific 
name 

Cultivar Voucher no. Size in bp Genbank 
accession no. 

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

 (‘ศรีชมภู’) PCUTI-SP/P2 

PCUTI-SP/P3 

PCUTI-SP/P4 

1,428 AB378726 

  PCUTI-SP/P5 1,428 AB378727 

T. indica L. ‘Khanti’  

(‘ขันตี’) 

PCUTI-K/P1 

PCUTI-K/P2 

PCUTI-K/P4 

PCUTI-K/P5 

1,428 AB378728 

  PCUTI-K/P3 1,428 AB378729 

T. indica L. ‘Priao-yak’ 

‘มะขามเปร้ียว

ยักษ’ 

PCUTI-PY/P3 

PCUTI-PY/P4 

PCUTI-PY/P5 

1,398 AB378730 

AB378731 

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

1.1.1 มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 1 (PCUTI-SP/P1) 

EntryID:    20080125000932.72971 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

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

length:    1428 bp 

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

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn.  

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Srichomphu 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

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

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-SP/P1 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-SP/P1 
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Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

Location   1..1428 

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

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

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

PCUTI-SP/P4) 

EntryID:    20080205114609.69056 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

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

length:    1428 bp 

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

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Srichomphu 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

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

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-SP/P3 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-SP/P3 

Genetic code   11 
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[CDS Feature No.1] 

Location   1..1428 

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

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

translation: 

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

EntryID:    20080205115933.73031 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

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

[Sequence] 

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

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn.  

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Srichomphu 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

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

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-SP/P5 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-SP/P5 

Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

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

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

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

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

K/P4 และ PCUTI-K/P5) 

EntryID:    20080205120823.03471 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

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

length:    1428 bp 

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

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. cultivar Khanti 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Khanti 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

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

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-K/P1 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-K/P1 
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Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

Location   1..1428 

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

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

translation: 

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

EntryID:    20080205121357.37979 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

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

[Sequence] 

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

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. cultivar Khanti 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Khanti 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

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

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-K/P3 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-K/P3 

Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

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

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

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

1.3.1 มะขามชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปร้ียวยกัษ’ ตนที ่3 (PCUTI-PY/P3) 

EntryID:    20080205121953.93960 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

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

length:    1398 bp 

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

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. Cultivar Priao-yak 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Priao-yak 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

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

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-PY/P3 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-PY/P3 

Genetic code   11 
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[CDS Feature No.1] 

Location   1..1398 

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

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

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

EntryID:    20080205123311.91906 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

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

[Sequence] 

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

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. Cultivar Priao-yak 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Priao-yak 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

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

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-PY/P4 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-PY/P4 

Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

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

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

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

EntryID:    20080205123831.11234 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

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

[Sequence] 

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

[Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. Cultivar Priao-yak 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun Province 

cultivar   Priao-yak 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

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

bisphosphate carboxylase/oxygenase, complete cds., specimen 

voucher PCUTI-PY/P5 

organelle   plastid:chloroplast 

specimen_voucher  PCUTI-PY/P5 

Genetic code   11 

[CDS Feature No.1] 

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

  oxygenase (RUBISCO) 

gene    rbcL 

transl_table   11 

translation: 
 
LGFKSGVKDYKLTYYTPDYETKDTDILAAFRVTPQPGVPPEEAGAAVAAESSTGTWTTVW 
TDGLTSLDRYKGRCYHIEPVAGEENQFIAYVAYPLDLFEEGSVTNMFTSIVGNVFGFKAL 
RALRLEDLRIPTSYIKTFQGPPHGIQVERDKLNKYGRPLLGCTIKPKLGLSAKNYGRAVY 
ECLRGGLDFTKDDENVNSQPFMRWRDRFLFCAEAIYKAQAETGEIKGHYLNATAGSWEEM 
IKRAVFARELGVPIVMHDYLTGGFTANTSLAHYCRDNGLLLHIHRAMHAVIDRQKNHGMH 
FRVLAKALRLSGGDHIHAGTVVGKLEGEREITLGFVDLLRDDFIEKDRSRGIYFTQDWVS 
LPGVLPVASGGIHVWHMPALTEIFGDDSVLQFGGGTLGHPWGNAPGAVANRVALEACVQA 
RNEGRDLAREGNEIIREASKWSPELAAACEVWKEIKFEFPAMDTL 
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2. ขอมลูการลงทะเบยีนลําดับนิวคลีโอไทดของ 18S rDNA, ITS-1, 5.8S rDNA, ITS-2 
และ 26S rDNA ของมะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขนัตี’และมะขามชนิดเปรีย้ว 
‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ที่ใชในการทดลองจากจังหวดัเพชรบูรณผานทางฐานขอมูล DNA 
Data Bank of Japan (DDBJ/EMBL/GenBank) 

ตารางที่ 32 Accession no. ของลําดับนิวคลีโอไทดของของ 18S rDNA, ITS1, 5.8S rDNA, 

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

ชนิดเปร้ียว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ที่ใชในการทดลองจากจังหวดัเพชรบูรณใน

ฐานขอมูล DNA Data Bank of Japan (DDBJ/EMBL/GenBank) 

 

 

 

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

T. indica L. ‘Srichomphu’ 

(‘ศรีชมภู’) 

PCUTI-SP/P2 775 AB378733 

T. indica L. ‘Khanti’  

(‘ขันตี’) 

PCUTI-K/P4 

 

730 AB378734 

T. indica L. ‘Priao-yak’ 

‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

PCUTI-PY/P5 

 

773 AB378735 
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2.1 มะขามชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 2 (PCUTI-SP/P2) 

EntryID:    20080127235249.69005 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

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

[Sequence] 

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

Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. cultivar Srichomphu 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun province 

cultivar   Srichomphu 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

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

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 

gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; 

and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence, specimen 

voucher PCUTI-SP/P2 

specimen_voucher  PCUTI-SP/P2 

Genetic code   11 

[Other Feature No.1 (rRNA)] 

Location   <1..83 

product   18S rRNA 

[Other Feature No.2 (rRNA)] 

Location   331..494 

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

Location   711..>775 

product   26S rRNA 

[Other Feature No.4 (misc_RNA)] 

Location   84..330 

note  internal transcribed spacer 1 

[Other Feature No.5 (misc_RNA)] 

Location  4 95..710 

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

EntryID:    20080205125707.27372 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

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

[Sequence] 

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

Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. cultivar Khanti 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun province 

cultivar   Khanti 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

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

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 

gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; 

and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence, specimen 

voucher PCUTI-K/P4 

specimen_voucher  PCUTI-K/P4 

Genetic code   11 

[Other Feature No.1 (rRNA)] 

Location   <1..65 

product   18S rRNA 

[Other Feature No.2 (rRNA)] 

Location   313..476 

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

Location   693..>730 

product   26S rRNA 

[Other Feature No.4 (misc_RNA)] 

Location   66..312 

note  internal transcribed spacer 1 

[Other Feature No.5 (misc_RNA)] 

Location  4 477..692 

note  internal transcribed spacer 2 
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2.3 มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ตนที่ 5 (PCUTI-PY/P5) 

EntryID:    20080205130815.95350 

[Contact Person] 

E-mail:    ssukrong@hotmail.com 

Name:    Suchada Sukrong 

Institution:   Chulalongkorn University 

Department:   Pharmacognosy 

Country:   Thailand 

City:    Bangkok 

Street:    Phyathai 

Zip code:   10330 

Phone:    6622188364 

Fax:    6622188357 

submitter:   Suchada Sukrong 

[Hold-date] 

Immediate release:  No 

Hold-date:   2009/01/01 

Kind of data:   General data 

[REFERENCE No.1] 

Journal:   Thesis (2007) Chulalongkorn University 

Status:    In Preparation 

Year:    2008 

Title:    DNA fingerprint and chemical assessment of selected tamarind  

cultivars with high laxative activity 

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

[Sequence] 

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

Organism] 

organism   Tamarindus indica Linn. cultivar Priao-yak 

mol_type   genomic DNA 

collected_by   Patipanee Khanthapok 

collection_date  21-JUL-2005 

country   Thailand: Phetchabun province 

cultivar   Priao-yak 

identified_by   Patipanee Khanthapok 

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

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 

gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; 

and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence, specimen 

voucher PCUTI-PY/P5 

specimen_voucher  PCUTI-PY/P5 

Genetic code   11 

[Other Feature No.1 (rRNA)] 

Location   <1..83 

product   18S rRNA 

[Other Feature No.2 (rRNA)] 

Location   331..494 

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

Location   711..>773 

product   26S rRNA 

[Other Feature No.4 (misc_RNA)] 

Location   84..330 

note  internal transcribed spacer 1 

[Other Feature No.5 (misc_RNA)] 

Location  4 495..710 

note  internal transcribed spacer 2 
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ภาคผนวก ซ 

ลายพิมพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลกู ’ศรีชมภ’ู ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ ที่ไดจาก
การเพิม่ปริมาณ   ดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่47 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร SD-03   เมื่อ

แยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7: Phyllanthus urinaria (out group) 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 

M       1       2       3       4       M       5        6      M      7 
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ภาพที ่48 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร SO-10   เมื่อ

แยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 

 M       1       2       3       4       M        5       6      M      7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่49 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร SO-16   เมื่อ

แยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

M      1       2       3       4      M      5       6       M       7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่50 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-02   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 M      1        2       3       4       M       5       6       M      7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่51 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-03   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 

  M      1       2       3       4       M      5        6     M       7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่52 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-04   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

M      1       2       3       4       M      5       6       M       7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่53 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-09   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 

 M     1       2       3       4      M       5      6      M      7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่54 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-13   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 

M       1       2       3       4      M       5       6       M        7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่55 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-16   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

  M      1       2       3       4       M      5       6       M       7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาพที ่56 ลายพมิพดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูก ’ศรีชมภู’ ‘ขันตี’ และ ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ 

ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA-20   

เมื่อแยกดวยกระแสไฟฟาผานเจลอะกาโรสความเขมขน 1.0 % 

M: 1 kb DNA Ladder  

Lane 1 และ 2: มะขามพันธุปลูก ‘ศรีชมภู’ ตนที่ 3 และ 4 (TI-SP/P3 

และ TI-SP/P4) 

Lane 3 และ 4: มะขามพันธุปลูก ‘ขันตี’ ตนที่ 1 และ 4 (TI-K/P1 และ 

TI-K/P4) 

Lane 5 และ 6: ‘มะขามเปร้ียวยักษ’ ตนที ่2 และ 3 (TI-PY/P2 และ TI-

PY/P3) 

Lane 7:   Phyllanthus urinaria (out group) 

 

 

M      1        2       3       4       M       5       6      M        7 

1,000 bp 

3,000 bp 

2,000 bp 

   750 bp 

   500 bp 

   250 bp 

2,500 bp 

1,500 bp 
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ภาคผนวก ฌ 

ขอมูลแถบดีเอ็นเอ RAPD (RAPD profiles) ในรูป binary presence-absence data matrix ของมะขาม T. inica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภ’ู และ ‘ขันตี’ และ
มะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากจังหวัดเพชรบูรณทีใ่ชในการทดลอง 

 

ตารางที่ 33 ขอมูลแถบดีเอ็นเอ RAPD (RAPD profiles) ในรูป binary presence-absence data matrix ของมะขาม T. inica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ ‘ขันตี’ 

และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยักษ’ จากจงัหวัดเพชรบูรณที่ใชในการทดลอง 

 

Tamarind 
cultivars 

RAPD profiles 

‘Srichomphu’ 3 111110100000100000001000100000001000010100000100000110100000101010001000101000010101100000001000000000000 

‘Srichomphu’ 4 111110100000000100000100000100001000010000010100000110001001001000100000100000010101100100001000000000000 

‘Khanti’ 1 111100110100000100000100000100001100010000000100000110001001001000100000000000001100000100001001000000000 

‘Khanti’ 4 111100110100000100001000000100101100010000010100000110001000001000000000000100001100000000001000000010000 

‘Priao-yak’ 2 111110000010000010010000010000001000010000010100000110001000001100000000100000000100000100001000000000000 

‘Priao-yak’ 3 111110000010001000010000010001001001000010000100000110001000010000000000110000100101000000001000000100000 
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ตารางที่ 33 (ตอ) ขอมูลแถบดีเอ็นเอ RAPD (RAPD profiles) ในรูป binary presence-absence data matrix ของมะขาม T. inica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ 

‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยกัษ’ จากจังหวัดเพชรบรูณที่ใชในการทดลอง  

 

Tamarind 
cultivars 

RAPD profiles 

‘Srichomphu’ 3 000001000100000100000010000100001010100000010001000101010000101010001000010100010010000000000000010100101 

‘Srichomphu’ 4 100000000100100000000010000100000010000000000001001001010001101000000010000100010010010000000000010000000 

‘Khanti’ 1 000000001000000101000100001000100011000010000000000000100000101010100100000110010010010110011100110000100 

‘Khanti’ 4 000101010001000001000000101000100010001000001001010000100000101010100100000110010110010110101100010010100 

‘Priao-yak’ 2 101001000100001010001000100000000010001000000101100100001000101000100000010100010010010000000000010000000 

‘Priao-yak’ 3 100001000100000000100000110001000010000000100101000100100100101000100000010100010010010000000001110001000 
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ตารางที่ 33 (ตอ) ขอมูลแถบดีเอ็นเอ RAPD (RAPD profiles) ในรูป binary presence-absence data matrix ของมะขาม T. inica ชนิดหวาน ‘ศรีชมภู’ และ 

‘ขันตี’ และมะขามชนิดเปรี้ยว ‘มะขามเปรี้ยวยกัษ’ จากจังหวัดเพชรบรูณที่ใชในการทดลอง  

 

Tamarind 
cultivars 

RAPD profiles 

‘Srichomphu’ 3 1101010000011010000001000000001000011010000000100000000000100000000001000000100100010100000100100000000 

‘Srichomphu’ 4 1100010000011010010010001000001000011000001000000001000001000100000001000000000100010000000000100000000 

‘Khanti’ 1 1110010000011000010000001000001000000000001000000001000101000000010000001000000000000000000000100000000 

‘Khanti’ 4 1100011010011000010000000000001001001000000001000010000101010000000010000000100100010100000000100000000 

‘Priao-yak’ 2 1100010000011000010000000100010100000100100000000000010000000001000000000000000100010100000000100000000 

‘Priao-yak’ 3 1100010000011000010000000101010100000100100100000000001000000000100000000000010100010001000000100000000 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นางสาวปฏิภาณี   ขันธโภค เกิดวนัที่ 21 มกราคม พ.ศ. 2525 ที่จงัหวดัพระนครศรีอยุธยา   

สําเร็จการศึกษาหลักสูตรวทิยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิศวกรรมศาสตรและ

เทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร วทิยาเขตพระราชวังสนามจนัทร เมื่อปการศึกษา 

2546 และเขาศึกษาตอหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ที่

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2547 

การเสนอผลงานวจิัย 

โปสเตอร 

 Chaipornpokin, W., Khanthapok, P., and Pongsamart, S. Determination of 

Organic Acids in Fresh Pulps of Thai Tamarind Cultivars by HPLC/UV. The 6th World 

Meeting on Pharmaceutics, Biopharmaceutics, and Pharmaceutical Technology. 

Barcelona, Spain, 2008. 

 Khanthapok, P., Bhusawang, P., and Pongsamart, S. Analysis of Organic Acids 

in Certain Tamarindus indica by Reversed- Phase High-Performance Liquid 

Chromatography (RP-HPLC). The International Workshop on Medicinal and Aromatic 

Plants. Chiang Mai, Thailand, 2007. 
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