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สารฟอร์บอลเอสเทอร์ (PEs)  เป็นสารพิษหลกัท่ีมีอยูใ่นเมลด็สบู่ดาํ ซ่ึงไม่สามารถสลายตวัไดด้ว้ย
ความร้อน ดงันั้น วธีิการท่ีจะลดปริมาณสารดงักล่าว ซ่ึงเป็นขอ้จาํกดัในการใชป้ระโยชน์จากสบู่ดาํคือ ใชว้ธีิการ
ปรับปรุงพนัธ์ุ โดยตอ้งทราบก่อนวา่ สารน้ีมีการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมอยา่งไร เพ่ือเป็นขอ้มูลพ้ืนฐานในการ
ปรับปรุงสบู่ดาํต่อไปในอนาคต งานวจิยัน้ีจึงไดศึ้กษาวธีิการวเิคราะห์ปริมาณ PEs ในเมลด็สบู่ดาํท่ีเหมาะสมเพ่ือ
ใชใ้นงานปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ดาํ โดยเปรียบเทียบตวัทาํละลาย ไดแ้ก่ เมทานอล สาํหรับ HPLC grade และ 
analytical grade เปรียบเทียบนํ้าหนกัตวัอยา่ง ไดแ้ก่ 4, 5 และ 6 กรัม โดยใชส้บู่ดาํ 10 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ
ชยันาท โคราช อินเดีย KUBP พม่า 1 พม่า 2 เวยีดนาม เมก็ซิโก 6 เมก็ซิโก 85 และเมก็ซิโก87 และส่วนต่าง ๆ 
ของเมลด็สบู่ดาํ ไดแ้ก่ เน้ือในเมลด็ เปลือกหุม้เมลด็ และทั้งเมลด็ พบวา่ วธีิการท่ีเหมาะสมคือ การใชเ้มทานอล 
analytical grade เป็นตวัทาํละลายในการสกดัสาร PEs แทนการใช ้เมทานอล HPLC grade และ นํ้าหนกัตวัอยา่ง
ท่ีใชส้ามารถลดลงจาก 6 กรัม เป็น 4 กรัม  
 
 การศึกษา xenia effect ของลกัษณะปริมาณสาร PEs ในเมลด็สบู่ดาํ จากการผสมพนัธ์ุโดยใชส้ายพนัธ์ุ
ท่ีมีปริมาณสาร PEs สูง (สายพนัธ์ุไทย ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุชยันาท โคราช และแพร่) และ สายพนัธ์ุท่ีมีปริมาณสาร 
PEs ตํ่า (สายพนัธ์ุเมก็ซิโก) จาํนวนทั้งหมด 6 คู่ผสม โดยใชว้ธีิการวเิคราะห์ปริมาณสาร PEs ท่ีไดจ้ากการ
ทดลองท่ี 1 สามารถสรุปไดว้า่ ไม่มี xenia effect ในลกัษณะปริมาณสาร PEs ในเมลด็สบู่ดาํ เน่ืองจากลกูผสมท่ี
ไดมี้ปริมาณสาร PEs เหมือนแม่ ไม่วา่จะไดรั้บการผสมจากสายพนัธ์ุพอ่ตน้ใดกต็าม 

 

การศึกษาการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของลกัษณะปริมาณสาร PEs ในเมลด็สบู่ดาํ ในลกูผสมรุ่น F2 

จากการผสมตรงและสลบัดว้ยสายพนัธ์ุชยันาทและเมก็ซิโก สามารถสรุปไดว้า่ ลกัษณะปริมาณสาร PEs เป็น
ลกัษณะเชิงปริมาณ ถกูควบคุมดว้ยยนีหลายคู่ และสภาพแวดลอ้มมีอิทธิพลสูงต่อการแสดงออกของลกัษณะ  
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Phorbol esters (PEs) are toxic compound in jatropha seeds that cannot be destroyed by  
heat treatment. An effective approach to reduce PEs is through plant breeding. To perform 
selection effectively on PEs content, the plant breeder should know about the inheritance of it as 
a background information in jatropha breeding. In this study, the first experiment was conducted 
to compare the protocols used for extraction of PEs from jatropha seed for jatropha breeding 
program. Two extraction solvents i.e. methanol of HPLC and analytical grades were compared 
using seed sample weights of 4, 5 and 6 grams. The jatropha varieties were used, viz. Chainat, 
Korat, India, KUBP, Myanmar 1, Myanmar 2, Vietnam, Mexico 6, Mexico 85 and Mexico 87. 
Their seeds were divided into kernel, seed coat and whole seed for extraction. The result showed 
that the optimal method was using analytical grade methanol as the extraction solvent for 4 
grams of sample weight. 
 
 The second experiment was set up to study on xenia effect of PEs content in jatropha 
seeds. F1 seeds from 6 crosses between high PEs varieties (Chainat, Korat and Phrae) and low 
PEs varieties (Mexico) were analyzed using extraction method from the first experiment. The 
results showed no xenia effect in the F1 seeds from all crosses. Thus seed set on low PE plants 
are always low in PEs regardless of pollen source.   
 
 The third experiment was planned to study on inheritance of PEs content in jatropha 
seeds. The F 2 seeds from direct and reciprocal crosses of Chinat and Mexico varieties were 
used. The results showed that, PEs contents in F2 seeds were continuously distributed. It can be 
considered as a quantitative trait which is influenced by multiple genes and environment.  
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 8  โครมาโตแกรมของสาร PEs ท่ีพบในนํ้ามนัท่ีสกดัจากเปลือก 
   หุม้เมลด็ของสบู่ดาํสายพนัธ์ุท่ีมีสาร PEs สูง และนํ้ามนัท่ีสกดัจาก 
   เมลด็เน้ือในเมลด็และเปลือกหุม้เมลด็ของสบู่ดาํสายพนัธ์ุท่ีมีสาร  
  PEs ตํ่า 34 
 9 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน 4, 9α, 12, 13α, 20- 
  pentahydroxytiglia-1, 6-dien-3- on-12-myristate-13 acetate (TPA)  35 
 10  การตรวจสอบความเป็นลูกผสมดว้ย SSR marker MPN 6 และ 7  
  ใน 4.5% polyacrylamide gel 40 
 11 การกระจายตวัของปริมาณสาร PEs ในสบู่ดาํลูกผสมสบู่ดาํ 78 ตน้ 42 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 

 

การถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมของปริมาณสารฟอร์บอลเอสเทอร์ในเมลด็สบู่ดาํ 
 

Inheritance of Phorbol Esters Content in Jatropha Seeds (Jatropha curcas L.) 
 

คาํนํา 
 

 วิกฤติการณ์ขาดแคลนนํ้ามนัเช้ือเพลิงกาํลงัเป็นปัญหาท่ีสาํคญัของโลก จึงมีการนาํนํ้ามนั 
ไบโอดีเซลมาใชเ้ป็นพลงังานทดแทน นํ้ามนัไบโอดีเซลสามารถผลิตไดจ้ากนํ้ามนัจากพืชหรือไขมนั
สตัว ์โดยหน่ึงในวตัถุดิบท่ีกาํลงัไดรั้บความสนใจเป็นอยา่งมาก คือ สบู่ดาํ ซ่ึงเป็นวตัถุดิบท่ีไม่
สามารถนาํมาบริโภคได ้ถา้นาํมาใชใ้นการผลิตนํ้ามนัไบโอดีเซลกจ็ะไม่ส่งผลกระทบต่อการบริโภค
ของมนุษย ์(Makkar et al., 1998a) เมลด็ของสบู่ดาํ มีนํ้ ามนั 30-40 % มีเน้ือในเมลด็อยูป่ระมาณ 65 % 
ประกอบดว้ยโปรตีน ประมาณ 27-32 % และไขมนัประมาณ 58-60 %  (Aderibigbe et al., 1997)  ซ่ึง
นํ้ ามนัท่ีบริโภคไม่ไดน้ี้ สามารถนาํมาแปรรูปเป็นนํ้ามนัไบโอดีเซลไดง่้ายและมีคุณสมบติัตรงตาม
มาตรฐานของอเมริกาและยโุรป (Azam et al., 2005) นอกจากน้ี กากสบู่ดาํ  (press cake) ท่ีเหลือ
หลงัจากการสกดันํ้ามนั ยงัมีโปรตีนประมาณ 53-63 % ซ่ึงถือวา่สบู่ดาํเป็นแหล่งโปรตีนท่ีมีคุณค่า
ทางอาหารสูง มีโอกาสท่ีจะใชเ้ป็นอาหารเสริมสาํหรับสัตวเ์ล้ียงได ้(Makkar and Becker, 1997)  แต่
เน่ืองจากเมลด็และส่วนต่าง ๆ ของสบู่ดาํประกอบไปดว้ยสารพิษฟอร์บอลเอสเทอร์ (phorbol esters) 
และ antinutritional factors (trypsin inhibitor, phytate, lectin และ curcin) ซ่ึงเป็นขอ้จาํกดัในการใช้
ประโยชน์ประการหน่ึง (Makkar et al., 1998b) โดยเฉพาะ phorbol esters (PEs) ซ่ึงเป็นสารพิษหลกั
ท่ีมีอยูใ่นสบู่ดาํ ส่วนใหญ่อยูใ่นส่วนเน้ือในเมลด็ (kernel) จึงมีความจาํเป็นท่ีจะตอ้งกาํจดัสารน้ีออก
หรือมีการพฒันาและปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ดาํใหมี้สารดงักล่าวตํ่า เพื่อใหส้ามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ได้
โดยไม่เป็นอนัตรายต่อส่ิงมีชีวิต เน่ืองจากมีความเป็นไปไดท่ี้ผูใ้ชจ้ะสมัผสักบันํ้ามนั ทาํใหมี้โอกาส
ไดรั้บสารน้ีเขา้สู่ร่างกาย ซ่ึงเป็นตวักระตุน้ใหเ้กิดเซลลม์ะเร็งได ้(Aregheore et al., 2003)  ดงันั้น จึง
มีความจาํเป็นอยา่งยิง่ท่ีจะตอ้งมีการศึกษาการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมของปริมาณสาร PEs 
ในเมลด็สบู่ดาํเพื่อใชป้ระโยชน์ในการปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ดาํต่อไป



 
 

 
 

วตัถุประสงค์ 
 

 1.  เพื่อหาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารฟอร์บอลเอสเทอร์ (PEs) ในเมลด็สบู่ดาํท่ีเหมาะสม
กบังานปรับปรุงพนัธ์ุ 
 

 2.  เพื่อศึกษา xenia effect ของลกัษณะปริมาณสาร PEs 
 

 3.  เพื่อศึกษาการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของลกัษณะปริมาณสาร PEs ในเมลด็สบู่ดาํ
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การตรวจเอกสาร 
 

สบู่ดํา 
 
สบู่ดาํ มีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่ Jatropha curcas L. เป็นไมพุ้ม่ทนแลง้ อยูใ่นวงศ ์

Euphorbiaceae มีถ่ินกาํเนิดในเมก็ซิโก และอเมริกากลาง พบการแพร่กระจายพนัธ์ุโดยนกัเดินเรือ
ชาวโปรตุเกส ผา่นทางหมู่เกาะ Cape Verde และ Guinea Bissau ไปยงัประเทศอ่ืน ๆ ในแถบ
แอฟริกา และเอเชีย (Heller, 1996) สบู่ดาํปลูกอยา่งแพร่หลายในอเมริกากลาง อเมริกาใต ้อินเดีย และ
เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้(Schmook and Pereza, 1997) สาํหรับประเทศไทย มีการนาํเขา้สบู่ดาํตั้งแต่
สมยักรุงศรีอยธุยาตอนปลาย หรือประมาณ 300 ปี ท่ีผา่นมา  เพื่อนาํเมลด็ไปบีบอดัเอานํ้ามนัมาทาํ
สบู่ สบู่ดาํ มีช่ือเรียกแตกต่างกนัไปตามทอ้งถ่ิน เช่น ภาคกลางเรียก สบู่ดาํ ภาคเหนือ เรียกมะหุ่งฮั้ว 
ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ เรียกหมากเยา่ มะเยา และสีหลอด ภาคใตเ้รียกหงเทศ ภาษายาวี เรียกยา
เคาะ 

 
 สบู่ดาํแมไ้ม่ใช่พืชเศรษฐกิจท่ีสาํคญัในหลายประเทศ แต่กเ็ป็นพืชท่ีมีประโยชน์หลากหลาย 

ไม่วา่จะใชเ้ป็นพืชพลงังานทดแทน เน่ืองจากนํ้ามนัสบู่ดาํสามารถนาํมาใชเ้ป็นเช้ือเพลิงโดยตรง หรือ
ผลิตเป็นนํ้ามนัไบโอดีเซลได ้นิยมปลูกเป็นแนวเขต หรือร้ัวป้องกนัสตัวเ์ล้ียงรบกวน ใชเ้ป็นปุ๋ยพชื
สด ปลูกเพื่อป้องกนัการชะลา้งหนา้ดิน เป็นยารักษาโรค เช่น โรคปากนกกระจอก และ โรคผวิหนงั 
เป็นตน้ นอกจากน้ีสารสกดัจากนํ้ามนัของสบู่ดาํยงัสามารถใชเ้ป็นสารชีวภาพกาํจดัศตัรูพืชไดอี้กดว้ย 
(Francis et al., 2005)  

 
อยา่งไรกต็าม สบู่ดาํยงัมีขอ้จาํกดัหลายประการ เช่น ผลผลิตตํ่า ผลผลิตสุกแก่ไม่พร้อมกนั 

ตน้สูงเกินไป ทรงพุม่ตน้ใหญ่ เมลด็มีสารพิษ และมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมนอ้ย (Heller, 
1996) นกัปรับปรุงพนัธ์ุพืชจึงตั้งวตัถุประสงคใ์นการปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ดาํเพื่อเพิ่มผลผลิต เพื่อให้
แข่งขนักบัพืชเศรษฐกิจอ่ืน ๆ ได ้ปรับปรุงใหผ้ลผลิตสุกแก่พร้อมกนัจะไดเ้กบ็เก่ียวไดง่้าย และลด
ความสูงตน้เพือ่ใหง่้ายต่อการเกบ็เก่ียว ลดความกวา้งทรงพุม่เพื่อใหส้ามารถปลูกสบู่ดาํไดใ้นอตัราสูง 
ซ่ึงจะส่งผลใหผ้ลผลิตต่อพื้นท่ีสูงข้ึนตามไปดว้ย และลดสารพิษเพื่อใหส้ามารถใชส้บู่ดาํเป็นอาหาร
สตัวไ์ด ้(Sujatha, 2006) วิธีการปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ดาํมีอยูด่ว้ยกนัหลายวธีิ เช่น การปรับปรุงพนัธ์ุโดย
ใชว้ิธีมาตรฐาน (conventional breeding) การชกันาํใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ (induce mutation) การผสม 
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ขา้มชนิด (interspecific hybridization) และการถ่ายยนี (genetic transformation) เป็นตน้ (Sujatha et 
al., 2008) 
 
ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 

 
สบู่ดาํเป็นไมพุ้ม่ยนืตน้ขนาดกลาง สูงประมาณ 3-5 เมตร แต่ในสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสม

สามารถสูงไดถึ้ง 8-10 เมตร (Heller, 1996) เป็นไมเ้น้ืออ่อน มีก่ิงกา้นเหนียว ลกัษณะของใบเป็นใบ
เด่ียว เรียงตวัแบบสลบั (alternate) มี 5-7 lobe กวา้งประมาณ 6 เซนติเมตร ยาวประมาณ 15 
เซนติเมตร มีไข (cutin) เคลือบอยูท่ี่ผวิใบ การจดัเรียงตวัของเสน้ใบเป็นแบบร่างแห (palmately 
netted venation) มีการผลดัใบในฤดูร้อน สามารถออกดอกไดท้ั้งปีในพ้ืนท่ีท่ีมีความช้ืนเพียงพอ มีช่อ
ดอกแบบ panicle ดอกตวัผูแ้ละดอกตวัเมียอยูบ่นช่อดอกเดียวกนั (monoecious) มีอตัราส่วน
ประมาณ 7 : 1 กลีบดอกของทั้งดอกตวัผูแ้ละดอกตวัเมียมีสีเหลืองอ่อนแกมเขียว มีการผสมเกสรโดย
อาศยัแมลง ผลของสบู่ดาํเป็นแบบ capsule ยาวประมาณ 2.5-3 เซนติเมตร ผลอ่อนมีสีเขียว เม่ือสุกจะ
เปล่ียนเป็นสีเหลืองสด และเม่ือปล่อยใหผ้ลแหง้คาตน้จะเปล่ียนเป็นสีนํ้าตาลหรือสีดาํ ซ่ึงโดยปกติจะ
เกบ็เก่ียวเม่ือผลเป็นสีเหลือง (Aker, 1997) เมลด็มีสีดาํ หนาประมาณ 1.2 เซนติเมตร ยาวประมาณ 
1.8 เซนติเมตร (Putten et al., 2010)  

 
การใช้ประโยชน์จากสบู่ดํา 
  

ทุกส่วนของตน้สบู่ดาํสามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ได ้โดยเฉพาะอยา่งยิง่ นํ้ามนัสบู่ดาํท่ีสกดั
ไดจ้ากเมลด็ สามารถนาํมาแปรรูปเป็นนํ้ามนัไบโอดีเซลเพื่อใชเ้ป็นพลงังานทดแทน ทาํเทียน หรือทาํ
สบู่ ได ้แต่ไม่สามารถใชน้ํ้ ามนัเพื่อประกอบอาหารได ้แมว้า่นํ้ามนัสบู่ดาํจะมีองคป์ระกอบของกรด
ไขมนัเหมือนกบันํ้ามนัพืชทัว่ไปท่ีใชใ้นการประกอบอาหารกต็าม เน่ืองจากในสบู่ดาํมีสารพิษท่ีเป็น
อนัตรายต่อมนุษยแ์ละสตัว ์(Ahmed and Salimon, 2009) เกษตรกรนิยมปลูกสบู่ดาํเพื่อเป็นแนวร้ัว
ตามบา้นเรือน และแปลงปลูกพืช รวมถึงใชเ้ป็นยารักษาโรค (ชาํนาญ และคณะ, 2549) นอกจากเป็น
แหล่งนํ้ามนัแลว้ สบู่ดาํยงัมีศกัยภาพเป็นแหล่งโปรตีนท่ีมีคุณค่าทางอาหารสูง สาํหรับสตัวเ์ล้ียงแต่
ตอ้งมีการกาํจดัสารพิษบางตวัออกเสียก่อน (Makkar et al., 1997) 
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สารพษิในสบู่ดํา   
 
 จากการรายงานของ Gubitz et al. (1999) พบวา่ เน้ือในเมลด็ของสบู่ดาํ ประกอบดว้ย
สารประกอบท่ีขดัขวางความมีประโยชนข์องสารอาหาร (antinutritional factors) ไดแ้ก่ trypsin 
inhibitor, lectin, saponin และ phytate นอกจากน้ียงัมีสาร phorbol esters ซ่ึงเป็นสารพิษหลกัท่ีพบใน
เมลด็ และเป็นอนัตรายทั้งท่ีใชเ้วลาสมัผสัไม่นาน ส่งผลใหเ้กิดการแบ่งเซลลท่ี์ผดิปกติจนอาจพฒันา
กลายเป็นเซลลม์ะเร็งได ้(Aregheore et al., 2003)   
 

สบู่ดาํเป็นพืชท่ีมีประโยชนห์ลากหลาย เมลด็สบู่ดาํท่ีมีนํ้าหนกั 0.75 กรัม จะมีปริมาณ
โปรตีน 30-32 เปอร์เซ็นต ์และไขมนั 60-66 เปอร์เซ็นต ์(Liberalino et al., 1988) แสดงใหเ้ห็นวา่ สบู่
ดาํเป็นพืชท่ีมีคุณค่าทางอาหารสูง อยา่งไรกต็ามตั้งแต่ปี 1987-2010 มีนกัวจิยัหลายกลุ่มไดแ้สดงให้
เห็นวา่ เมลด็หรือนํ้ามนัของสบู่ดาํเป็นพิษต่อสตัว ์เช่น  

 
Li et al. (2010) ศึกษาความเป็นพิษของสาร phorbol esters ในหนู จากการศึกษาเก่ียวกบั

อาการของอวยัวะต่าง ๆ ในหนูท่ีไดรั้บสาร phorbol esters ท่ีระดบั 21.26, 23.62, 26.24, 29.16, 
32.40, และ 36.00 mg/kg ของนํ้าหนกัตวั พบวา่ ไม่มีการเปล่ียนแปลงท่ีผดิปกติของอวยัวะเม่ือไดรั้บ
สาร phorbol esters ท่ีระดบัตํ่าสุด (21.26 mg/kg ของนํ้าหนกัตวั) แต่พบบาดแผลเด่นชดัในปอดและ
ไต มีอาการเลือดไหลไม่หยดุกระจายทัว่ปอด และอาการไตวาย เม่ือไดรั้บสาร phorbol esters ท่ี
ระดบัมากกวา่หรือเท่ากบั 32.40 mg/kg ของนํ้าหนกัตวั นอกจากน้ียงัพบวา่ เม่ือใชส้าร phorbol esters 
ท่ีระดบัสูงสุด (36.00 mg/kg ของนํ้าหนกัตวั) กลา้มเน้ือหวัใจและเสน้ประสาทของหนูจะถูกทาํลาย 

 
 Ahmed and Adam (1979a)  ศึกษาผลของความเป็นพษิในเมลด็สบู่ดาํท่ีมีต่อลูกววั โดยการ

นาํเมลด็    สบู่ดาํไปบดจนละเอียดเป็นผงแป้ง  แลว้ผสมกบันํ้าใหส้ตัวกิ์นทุกวนั ท่ีระดบั 0.025, 0.25, 
1 และ 2.5 g/kg ของนํ้าหนกัตวั ใชลู้กววัท่ีมีอาย ุ6-18 เดือน ลูกววัท่ีไดรั้บสบู่ดาํท่ีระดบั 2.5 g/kg ของ
นํ้าหนกัตวั ตายเร็วท่ีสุด ภายใน 4 ชัว่โมงหลงักินนํ้า นอกจากน้ียงัพบวา่ ระยะเวลาของการตายยงั
ข้ึนอยูก่บัอายขุองลูกววั โดยลูกววัท่ีมีอายนุอ้ยจะตายเร็วกวา่ลูกววัท่ีมีอายมุาก ส่วนลูกววัท่ีมีชีวิตอยู่
นานท่ีสุด  คือ ลูกววัท่ีไดรั้บสบู่ดาํท่ีระดบั 0.025 g/kg ของนํ้าหนกัตวั สามารถมีชีวิตอยูไ่ดน้าน 14 
วนั นอกจากน้ียงัพบอาการทอ้งร่วง หายใจหอบ ขาดนํ้า  และอากาศ ในลูกววัทุกตวัท่ีไดรั้บสบู่ดาํอีก
ดว้ย 
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 Ahmed and Adam (1979b) ศึกษาผลของความเป็นพษิในเมลด็สบู่ดาํท่ีมีต่อแกะและแพะ 
โดยการนาํเมลด็สบู่ดาํไปบดจนละเอียดเป็นผงแป้งแลว้ผสมกบันํ้าใหส้ตัวกิ์นทุกวนั ท่ีระดบั 0.05, 
0.5 และ 1 g/kg ของนํ้าหนกัตวั ต่อวนั พบวา่ แกะและแพะมีอาการทอ้งร่วง ขาดนํ้า ตาพร่ามวั 
นอกจากน้ียงัพบอาการเลือดไหลไม่หยดุในกระเพาะ ปอด ไต และหวัใจ ซ่ึงความรุนแรงของอาการ
ข้ึนอยูก่บัระดบัของสบู่ดาํท่ีสตัวไ์ดรั้บ โดยถา้สตัวไ์ดรั้บสบู่ดาํในปริมาณมากกจ็ะมีอาการรุนแรง 

 
Mampane et al. (1987) ศึกษาการใชส้บู่ดาํเป็นยาในประเทศ Tswana ซ่ึงอยูท่างใตข้องทวีป

แอฟริกา พบวา่ มีการนาํสบู่ดาํมาใชเ้ป็นยาระบายเพ่ือแกปั้ญหาทอ้งผกู แต่ในผูป่้วยบางรายแสดง
อาการรุนแรงซ่ึงส่วนใหญ่เป็นเดก็ โดยอาการท่ีพบ คือ เวียนศีรษะ อาเจียน และปวดทอ้งอยา่ง
ฉบัพลนั บางรายมีอาการรุนแรงจนถึงขั้นเสียชีวิต 
 
 จากการศึกษาดงักล่าวขา้งตน้ จึงเป็นขอ้จาํกดัในการใชป้ระโยชน์จากสบู่ดาํเพื่อเป็นอาหาร
สตัว ์แมว้า่สบู่ดาํจะมีคุณค่าทางอาหารสูงกต็าม 
 
สารฟอร์บอลเอสเทอร์ (phorbol esters) 
 

ฟอร์บอลเอสเทอร์ (phorbol esters) หรือ PEs เป็นสารท่ีเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ มกัพบใน
พืชวงศ ์Euphorbiaceae และ Thymelaeceae เป็น ester ของ tigliane diterpenes (Gubitz et al., 1999) 
ซ่ึงมีสูตรโครงสร้าง ดงัภาพท่ี 1  

 
เน่ืองจาก tigliane เป็น tetracyclic diterpene เม่ือเกิดปฏิกิริยา hydroxylation จะมีหมู่ 

hydroxyl (OH) เขา้จบักบัสาร tigliane ท่ีตาํแหน่งต่าง ๆ เกิดเป็นสารประเภท alcohol และเม่ือทาํ
ปฏิกิริยา esterification กบักรดไขมนัในนํ้ามนั จะทาํใหเ้กิดสารประเภท ester ท่ีเรียกวา่ PEs แสดงดงั
ภาพท่ี 2 (Evans, 1986) ซ่ึงโครงสร้างหลกัของ PEs ท่ีพบ คือ 12-deoxy-16-hydroxyphorbol-4-[12', 
14'-butadienyl]-6'-[16', 18', 20] - nonatrienyl]-bicyclo [3.1.0] hexane-(13-O)-2' [carboxylate]-(16-
O)-3'-[8'-butenoic-10']ate หรือ DHPB มีสูตรโครงสร้างดงัภาพท่ี 3 (Haas et al., 2002)  
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ภาพที ่1  สูตรโครงสร้างของ tigliane 

ทีม่า: Gubitz et al., (1999) 

 
ภาพที ่2  ปฏิกิริยาการเกิดสาร PEs 

ทีม่า: Evans (1986) 
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ภาพที ่3  สูตรโครงสร้างของ PEs ชนิด DHPB 

ทีม่า: Haas et al., (2002) 

Haas et al. (2002) รายงานวา่ ในนํ้ามนัสบู่ดาํ มี PEs ประกอบอยู ่6 ชนิด (ภาพท่ี 4) ซ่ึงมี
โครงสร้างพื้นฐานเป็น 12-deoxy-16-hydroxy phorbol ester (หมายเลข 1) ส่วนสูตรโครงสร้างท่ี
แตกต่างกนัทั้ง 6 ชนิดเน่ืองมาจากการมีหมู่ R1 และ R2 ท่ีแตกต่างกนั (หมายเลข 2-7) และสูตรโครง 
สร้างหมายเลข 4 และ 5 เป็น epimer กนั ไม่สามารถแยกออกจากกนัไดโ้ดยวิธีโครมาโตรกราฟี  จาก
การวิเคราะห์สาร PEs ของ Haas and Mittelbach (2000) โดยใชส่้วนผสมของตวัทาํละลาย คือ อะซิ
โตไนไตรท ์80% และ นํ้า 20% โดยส่วนผสมดงักล่าวจะคงท่ีตลอดเวลาท่ีทาํการทดลอง (isocratic) 
พบวา่ กลุ่มพีคของ PEs ข้ึนอยูใ่นช่วงเวลา 6-11 นาที  (ภาพท่ี 5) ในการคาํนวณหาปริมาณสาร PEs ท่ี
ประกอบอยูใ่นส่วนต่าง ๆ ของสบู่ดาํจะใช ้PEs ชนิด 4, 9α, 12, 13α, 20-pentahydroxytiglia-1, 6-
dien-3-on-12-myristate-13acetate (TPA) เป็นสารมาตรฐานในการเทียบหาความเขม้ขน้ (ภาพท่ี 6)  
 

เม่ือเทียบความเขม้ขน้ของสาร PEs กบัสารมาตรฐาน พบวา่ สบู่ดาํพนัธ์ุมีพิษจะมีความ
เขม้ขน้มากกวา่ 0.11 มิลลิกรัมต่อกรัม หรือ 0.011 เปอร์เซ็นตโ์ดยนํ้าหนกั (รยากร และคณะ, 2550) 
ซ่ึงมีพิษ และเป็นอนัตรายต่อส่ิงมีชีวิต ส่งเสริมใหเ้กิดเน้ืองอก (tumor promotion) การอกัเสบ และ
การบวมของผวิหนา้ (Adolf et al., 1984) สารน้ีมีความจาํเป็นท่ีจะตอ้งกาํจดัออกจากนํ้ามนั 
(detoxification) เพราะมีความเป็นไปไดท่ี้ผูใ้ชจ้ะสมัผสักบันํ้ามนั ทาํใหมี้โอกาสไดรั้บสารน้ีเขา้สู่
ร่างกาย จากการทดลองของ Aregheore et al. (2003) พบวา่ สามารถใชต้วัทาํละลายเอทานอลสกดั
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เอาสาร PEs ออกจากนํ้ามนัสบู่ดาํได ้แต่กระบวนการในระดบัท่ีใหญ่ข้ึน (large scale) มีความยุง่ยาก
และไม่คุม้กบัการลงทุน 

 
สาร PEs มีคุณสมบติัทางชีวเคมีท่ีแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของสบู่ดาํ ในปี 1997 

Makkar et al. ศึกษาเก่ียวกบัสบู่ดาํสายพนัธ์ุมีพิษและไม่มีพิษ พวกเขาอธิบายวา่ กากสบู่ดาํมีโปรตีน
สูง ใหพ้ลงังานสูง และเสน้ใยตํ่า นอกจากน้ียงัพบวา่ กรดอะมิโนในกากสบู่ดาํของสายพนัธ์ุมีพษิและ
ไม่มีพิษมีค่าไม่แตกต่างกนั แต่ปริมาณ trypsin inhibitor, lectin และ phytate แตกต่างกนัแต่ไม่มาก
นกั ในขณะท่ีปริมาณสาร PEs มีค่าท่ีแตกต่างกนัชดัเจน โดยพบวา่ ปริมาณสาร PEs ในเน้ือในเมลด็
ของสายพนัธ์ุไม่มีพิษ จากประเทศเมก็ซิโก มีค่า 0.11 mg/g ในขณะท่ีสายพนัธ์ุมีพษิมีปริมาณสาร 
PEs 3.45 mg/g เพราะฉะนั้น สบู่ดาํสายพนัธ์ุไม่มีพิษจึงเหมาะสมท่ีจะเป็นแหล่งโปรตีนใหก้บัมนุษย์
และสตัวไ์ด ้ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่4  สูตรโครงสร้างของ PEs ชนิดต่าง ๆ ในนํ้ามนัสบู่ดาํ 

ทีม่า: Hass et al. (2002) 
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ภาพที ่5  HPLC chromatogram ของ PEs ในนํ้ามนัสบู่ดาํ 

ทีม่า: Hass and Mittelbach (2000) 

 
 
ภาพที ่6  สูตรโครงสร้างของ PEs ชนิด TPA 

ทีม่า: Hass et al. (2002) 

 
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, 
HPLC) 
 
 โครมาโทกราฟี (chromatography) เป็นวิธีท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลายในการแยกสารหรือ
องคป์ระกอบของสารต่าง ๆ ออกจากกนั โดยอาศยัความแตกต่างของการกระจายตวั (distribution of 
partition) ของสารตวัอยา่ง (solute) ระหวา่ง 2 เฟส ท่ีไม่ผสมเป็นเน้ือเดียวกนั คือ เฟสเคล่ือนท่ี 
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(mobile phase) ซ่ึงอาจเป็นแก๊ส (gas) หรือของเหลว (liquid) กบัเฟสหน่ึงซ่ึงเป็นเฟสอยูก่บัท่ี 
(stationary phase) อาจเป็นของแขง็ (solid) หรือของเหลวท่ีลอ้มรอบวสัดุช่วยพยงุ (supporting 
material) ซ่ึงทาํหนา้ท่ีในการแยกสารหรือองคป์ระกอบของสารตวัอยา่งท่ีมีต่อเฟสอยูก่บัท่ี  
 

การวิเคราะห์สารฟอร์บอลเอสเทอร์ สามารถทาํไดโ้ดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
แบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ซ่ึงเป็นเทคนิคการวิเคราะห์
สารเชิงคุณภาพวิเคราะห์ (qualitative analysis) และปริมาณวิเคราะห์ (quantitative analysis) ท่ีนิยม
ใชม้ากวิธีหน่ึง ถูกพฒันามาจากความรู้ทางทฤษฎีของเทคนิคคอลมัน์โครมาโท   กราฟี สามารถใช้
กบังานดา้นต่าง ๆ อยา่งกวา้งขวาง เช่น การวิเคราะห์ทางอาหาร ยา ยาฆ่าแมลง การแพทย ์สมุนไพร 
และส่ิงแวดลอ้ม เป็นตน้ สามารถตรวจวิเคราะห์หาสารในปริมาณตํ่า ๆ ไดใ้นระดบัไมโครกรัม (μg) 
ถึงพิโคกรัม (pg) เม่ือเลือกใชเ้คร่ืองตรวจวดัท่ีเหมาะสม นิยมใชใ้นการวิเคราะห์สารท่ีผสมอยูใ่น
ตวัอยา่ง โดยกระบวนการแยกสารจะเกิดข้ึนระหวา่ง เฟสอยูก่บัท่ี (stationary phase) และเฟส
เคล่ือนท่ี (mobile phase) โดยเฟสเคล่ือนท่ี เป็นของเหลวท่ีพาสารละลายตวัอยา่งไหลผา่นเฟสอยูก่บั
ท่ี และเป็นตวัแยกสารผสม ซ่ึงเฟสอยูก่บัท่ีจะบรรจุแน่นอยูใ่นท่อ stainless ท่ีเรียกวา่ คอลมัน์ 
(column) ซ่ึงทาํใหเ้กิดการแยกสารประกอบจากสารละลายตวัอยา่งผา่นเขา้สู่เคร่ืองตรวจวดัสญัญาณ 
(detector) (Husgen and Schuster, 2001) 

 
ส่วนประกอบท่ีสาํคญัของ HPLC มีดงัน้ี (รัตนา, 2547) 

 
1.  ภาชนะใส่เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase reservoir) เป็นท่ีเกบ็เฟสเคล่ือนท่ี เพื่อใชเ้ป็น     

ตวัพาสารตวัอยา่งผา่นคอลมัน์ มกัเป็นภาชนะท่ีทาํดว้ยแกว้หรือสแตนเลสสตีล ท่ีบรรจุสารละลายได้
อยา่งนอ้ย 500 ml นอกจากน้ียงัจาํเป็นตอ้งมีเคร่ืองกรองฝุ่ นละอองหรือส่ิงสกปรกก่อนเขา้สู่ป๊ัม 
เน่ืองจากสารละลายท่ีใชต้อ้งมีความบริสุทธ์ิสูง ปกติแลว้จะใชเ้กรด HPLC หรือเกรดสเปกโทรสโกปี 
ซ่ึงการเลือกใชส้ารละลายตอ้งคาํนึงถึงราคา ความหนืด ความเป็นพษิ และจุดเดือด ในทางปฏิบติัตอ้ง
คาํนึงถึง ความเสถียรของคอลมัน์ ความเหมาะสมกบัดีเทกเตอร์ และสามารถละลายสารตวัอยา่งได ้
โดยสารละลายท่ีนิยมใชก้นัมากคือ เฮกเซน เมทานอล เมทิลีนคลอไรด ์แอซีโทไนไทรต ์และนํ้า 
เน่ืองจากตวัทาํละลายท่ีใชใ้นงาน HPLC ตอ้งปราศจากฟองอากาศ ซ่ึงอาจเขา้ไปรบกวนการทาํงาน
หรือทาํความเสียหายใหก้บัป๊ัมหรือดีเทกเตอร์  จึงตอ้งมีเคร่ืองกาํจดัฟอง (degasser) วิธีท่ีสะดวกและ
นิยมใชคื้อ การกรองเฟสเคร่ืองท่ีผา่นมิลลิพอร์ฟิลเตอร์ (millipore filter) ภายใตสุ้ญญากาศ 
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 เฟสเคล่ือนท่ีท่ีใชใ้นการแยกสารผสมอาจมีตวัทาํละลายเพียง 1 ชนิด หรือไอโซเครติกอีลูชนั 
(isocratic elution) หรือมีตวัทาํละลายตั้งแต่ 2 ชนิดข้ึนไปท่ีมีขั้วต่างกนั เรียกวา่ เกรเดียนอีลูชัน่ 
(gradient elution) ปัจจุบนัเคร่ือง HPLC มีเคร่ืองมือสาํหรับนาํสารละลายท่ีอยูใ่นภาชนะมากกวา่ 2 
ชนิด เขา้ไปผสมกนัในเคร่ือง (mixing chamber) โดยอตัราส่วนของปริมาตรของตวัทาํละลายท่ีใช้
สามารถเปล่ียนแปลงไดเ้ม่ือเทียบกบัเวลา 
 

2.  ป้ัม (pump) เป็นตวัช่วยใหเ้ฟสเคล่ือนท่ีไหลผา่นคอลมัน์ซ่ึงภายในบรรจุเฟสอยูก่บัท่ีดว้ย 
อตัราเร็วคงท่ี เน่ืองจากอนุภาคของเฟสอยูก่บัท่ีเลก็มากทาํใหเ้กิดความตา้นทานการไหล ดงันั้น 
เคร่ืองป้ัมจึงเป็นส่วนสาํคญัมากท่ีทาํใหเ้กิดความดนัสูง และมีอตัราการไหล 0.1-10 มิลลิลิตร/นาที 
 

3.  ระบบการฉีดสารละลายตวัอยา่ง (sample injection system) ความแม่นยาํในการ 
วิเคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC ข้ึนกบัความถูกตอ้งแม่นยาํของการนาํสารตวัอยา่งเขา้สู่คอลมัน์ การฉีด
สารละลายตวัอยา่งมากเกินไป (overload column) การแยกสารจะไม่ดี ดงันั้น ปริมาตรของ
สารละลายตวัอยา่งท่ีใชจึ้งควรนอ้ยท่ีสุด 
 

4.  คอลมัน์ (column) เป็นหวัใจสาํคญัของระบบโครมาโทกราฟี ส่วนมากทาํดว้ย        
สแตนเลสสตีลท่ีมีคุณภาพสูง บรรจุอนุภาคเฉพาะอยา่ง ข้ึนกบัธรรมชาติของสารตวัอยา่งท่ีตอ้งการ 
โดยทัว่ไปมกัต่อการ์ดคอลมัน์ (guard column) เขา้กบัคอลมัน์เพื่อยดือายกุารใชง้านของคอลมัน์ 
เน่ืองจากการ์ดคอลมัน์จะทาํหนา้ท่ีกรองอนุภาค หรือส่ิงสกปรกท่ีปนเป้ือนมากบัตวัทาํละลาย 
 

5.  เคร่ืองตรวจวดัหรือดีเทกเตอร์ (detector) หลงัจากตวัอยา่งถูกแยกโดยผา่นคอลมัน์แลว้ 
จะผา่นดีเทกเตอร์ ซ่ึงดีเทกเตอร์สาํหรับ HPLC ควรมีคุณสมบติั ดงัน้ี 
 

5.1 ควรมีความไวเพียงพอ (10-8 – 10-15 กรัมของสารท่ีวิเคราะห์ต่อวินาที)  
 

5.2 สญัญาณตอบรับมีความถูกตอ้งแม่นยาํและไม่ไวต่อการเปล่ียนแปลงอตัราการไหล 
ของเฟสเคล่ือนท่ีและอุณหภูมิ 
 

5.3 เช่ือถือไดแ้ละง่ายต่อการใชง้าน 
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5.4 ความสมัพนัธ์ของความเขม้ขน้และสญัญาณตอบรับควรเป็นเสน้ตรง (linearity) 
ในช่วงกวา้ง 

 
5.5 ไม่ทาํลายสารตวัอยา่ง 

 
5.6 เซลลข์องดีเทกเตอร์ควรมีปริมาตรภายในนอ้ย ๆ เพื่อลดปัญหาการเกิดแบนดก์วา้ง  

 
Xenia effect 
 
 xenia effect เป็นปรากฏการณ์ท่ีพนัธุกรรมของเช้ือสืบพนัธ์ุเพศผู ้แสดงลกัษณะออกมาใน
เน้ือเยือ่ของตน้แม่ ก่อนท่ีจะไปแสดงออกในรุ่นลูก xenia effect ทาํใหเ้กิดความแตกต่างในขนาด 
รูปร่าง สี ระยะเวลาในการพฒันากลายเป็นผล และองคป์ระกอบทางเคมีของเมลด็และผล ซ่ึงเกิดจาก
การปฏิสนธิจากละอองเกสรเพศผูท่ี้แตกต่างกนั (Denney, 1992)  
 

นอกจากน้ี ในปี 1992 Denney ยงัรายงานวา่ xenia มี 2 รูปแบบ ไดแ้ก่ xenoplasms ซ่ึงเกิด
การเปล่ียนแปลงของรูปแบบผลรวมถึงขนาดของรูปร่างอนัเน่ืองมาจากไดรั้บการผสมจากละออง
เกสรเพศผู ้และ xenochromes เช่น การเปล่ียนแปลงของสีผล รูปร่าง ขนาดของผล และส่วนต่าง ๆ 
ของผล อยา่งไรกต็าม ในหลายปีท่ีผา่นมามีผูต้รวจสอบพบวา่ ลกัษณะความหวาน หรือปริมาณ
นํ้าตาล ระยะเวลาในการสุกแก่ องคป์ระกอบเคมีภายในผล และเมลด็ ปริมาณนํ้ามนั กรดอะมิโน 
โปรตีน กเ็ป็นลกัษณะท่ีอาจเป็นผลมาจาก xenia effect ไดเ้ช่นกนั 

 
ผลจาก xenia จะทาํใหส้ามารถติดตามพนัธุกรรมเหล่านั้นไดใ้นทุก ๆ รุ่นท่ีมีการผสมพนัธ์ุ 

ไม่วา่ลกัษณะนั้น ๆ เป็นลกัษณะข่มหรือลกัษณะแฝง ตวัอยา่งท่ีชดัเจน ไดแ้ก่ ลกัษณะการแสดงออก
ของเอน็โดสเปอร์มของเมลด็ขา้วโพด โดยถา้นาํขา้วโพดหวานผสมกบัขา้วโพดไร่ ลกัษณะของลูก 
F1 จะแสดงออกเป็นเมลด็ขา้วโพดไร่ นัน่คือ ลกัษณะข่มของยนีแต่ละตวั เม่ืออยูด่ว้ยกนัครบทุกตวั จะ
แสดงลกัษณะของขา้วโพดไร่ ในกรณีตอ้งการผสมขา้มระหวา่ง ขา้วโพดไร่กบัขา้วโพดหวาน เพื่อนาํ
ลกัษณะท่ีดีในขา้วโพดไร่เขา้สู่ขา้วโพดหวาน xenia effect จะช่วยใหก้ารคดัเลือกพนัธ์ุมี 
ประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน เพราะสามารถทราบไดว้า่เมลด็ใดไดรั้บการผสมพนัธ์ุ (กฤษฎา, 2552) 
นอกจากน้ี xenia effect ยงัทาํใหเ้ขา้ใจสรีรวิทยาและพนัธุกรรมของพืช ซ่ึงเป็นประโยชน์ต่อการ
ปรับปรุงพนัธ์ุและการผลิตพืชอีกดว้ย 
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การใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุในการตรวจสอบลูกผสม 
 

ความหมายทัว่ไปของคาํวา่ เคร่ืองหมาย คือ ส่ิงท่ีใชบ่้งบอกความแตกต่างระหวา่งส่ิง 2 ส่ิง 
ซ่ึงสามารถนาํมาใชก้บัส่ิงมีชีวิตไดเ้ช่นกนั สาํหรับเคร่ืองหมายโมเลกลุ เป็นส่ิงท่ีบอกความแตกต่าง
ในส่ิงมีชีวิต ซ่ึงสามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรมได ้(อรรัตน์, 2548) 

 

ความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic diversity) หรือความแปรปรวนทางพนัธุกรรม 
(genetic variation) เป็นท่ีมาของเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรม (genetic marker) ซ่ึงสามารถตรวจสอบ
ไดใ้นระดบัสณัฐานวิทยา (morphological marker) ระดบัชีวเคมี (biochemical marker) และระดบั
โมเลกลุ (molecular marker) ไดแ้ก่ 
 

 1.  morphological marker เป็นเคร่ืองหมายท่ีสามารถมองเห็นไดท้นัที ซ่ึงกคื็อลกัษณะ 
ภายนอกท่ีแตกต่างกนัของส่ิงมีชีวิต เคร่ืองหมายชนิดน้ีจดัเป็นเคร่ืองหมายท่ีมีความตอ้งการมากใน
การปรับปรุงพนัธ์ุพืช เพราะถา้เคร่ืองหมายดงักล่าวมีความสมัพนัธ์กบัลกัษณะท่ีมีความสาํคญัทาง
เศรษฐกิจ เช่น ผลผลิต หรือตา้นทานต่อโรคและแมลง จะสามารถนาํมาใชป้ระโยชนใ์นการคดัเลือก
ได ้และขอ้ไดเ้ปรียบของเคร่ืองหมายชนิดน้ี คือ ไม่จาํเป็นตอ้งใชว้ิธีการใดมาตรวจสอบ เพราะ
สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาอยูแ่ลว้ แต่ขอ้จาํกดัของเคร่ืองหมายชนิดน้ีคือ การแสดงออกของลกัษณะ
ทางสณัฐานมกัไดรั้บอิทธิพลจากสภาพแวดลอ้มท่ีเปล่ียนแปลง เช่น ความสูง ผลผลิต หรือสีดอก 
อาจเปล่ียนแปลงไดข้ึ้นอยูก่บัความอุดมสมบูรณ์ของดินหรือปุ๋ย  
 

2.  biochemical marker เป็นเคร่ืองหมายท่ีถูกสร้างข้ึนจากการศึกษาวิเคราะห์การ 
เปล่ียนแปลงทางชีวเคมีในส่ิงมีชีวิต ไดแ้ก่ เอนไซมต่์าง ๆ การศึกษาเอนไซม ์เป็นวิธีท่ีค่อนขา้งง่าย 
และจดัวา่ไม่แพง แต่มีขอ้จาํกดัท่ีการแสดงออกของเอนไซมไ์ดรั้บผลกระทบโดยตรงจากการ
เปล่ียนแปลงของสภาพแวดลอ้ม และระยะการเจริญเติบโตของพืช เช่นเดียวกบั morphological 
marker นอกจากน้ียงัมีความจาํเพาะเจาะจงตํ่า เน่ืองจากเม่ือยนีท่ีควบคุมการสร้างเอนไซมมี์ลาํดบัเบส
เปล่ียนแปลงไปเพียงเลก็นอ้ย อาจมีผลทาํใหช้นิดของกรดอะมิโนมีการเปล่ียนแปลง ซ่ึงการ
เปล่ียนแปลงน้ีจะไม่สามารถตรวจสอบได ้
 

3.  molecular marker เป็นเคร่ืองหมายท่ีถูกสร้างข้ึนมาจากช้ินส่วนของ DNA ดงันั้น
เคร่ืองหมายชนิดน้ีจึงมีช่ือเรียกอีกช่ือหน่ึงวา่ DNA marker การตรวจสอบในระดบัดีเอน็เอมีขอ้ดีกวา่
การตรวจสอบโปรตีน คือ โมเลกลุของดีเอน็เอมีความเสถียรกวา่จึงเกบ็ไวไ้ดน้าน สามารถวิเคราะห์
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จากตวัอยา่งท่ีถูกเกบ็ไดไ้วเ้ป็นเวลานานและดีเอน็เอเป็นองคป์ระกอบท่ีมีอยูใ่นเซลลเ์กือบทุกเซลลใ์น
ปริมาณเท่ากนั จึงสามารถตรวจสอบดีเอน็เอจากเน้ือเยือ่ใด ๆ ของระยะการเจริญเติบโตหรือทาง
สรีรวิทยาใดกไ็ด ้โดยไม่ข้ึนกบัสภาพแวดลอ้ม และสามารถตรวจสอบดีเอน็เอจากส่วนท่ีเป็นยนีหรือ
ไม่ใช่ยนีกไ็ด ้ 

 
การวิเคราะห์เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) หรือเคร่ืองหมายโมเลกลุ (molecular 

marker) นอกจากจะใชเ้พื่อศึกษาการจดัเรียงตวัของดีเอน็เอส่วนต่างๆ ในจีโนมหรือการทาํแผนท่ี
ของยนีแลว้ ยงัสามารถตรวจสอบความหลากหลาย (polymorphism) ของพนัธ์ุ ตรวจสอบความ
บริสุทธ์ิของพนัธ์ุ ตรวจสอบพนัธ์ุพอ่แม่และทดสอบลูกผสม ศึกษาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของ
ส่ิงมีชีวิต หาเคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีใชต้รวจสอบหรือบ่งช้ีลกัษณะจาํเพาะ เช่น ความตา้นทานโรค 
ความทนทานต่อสภาพแวดลอ้มบางอยา่งซ่ึงจะนาํไปสู่การโคลนยนีโดยอาศยัแผนท่ี (map-base 
cloning) ไดด้ว้ย (สุรินทร์, 2552)  
 
Simple Sequence Repeat; SSR 
 

Simple Sequence Repeat; SSR หรือ ไมโครแซทเทลไลท ์เป็นดีเอน็เอเคร่ืองหมายท่ีอาศยั
หลกัการซํ้ากนัของชุดเบส (repetitive sequence) ท่ีเรียงต่อกนัในทิศทางเดียวกนัตลอด (tandemly 
repeat) ส่วนมากประกอบดว้ยดีเอน็เอท่ีมีขนาดของชุดซํ้าสั้นมากประมาณ 1-6 คู่เบส หรือไม่เกิน 10 
คู่เบส ส่วนใหญ่จะเป็นชุดซํ้า 2 คู่เบส (dinucleotide) แต่บางคร้ังกอ็าจพบชุดซํ้าท่ีเป็น (trinucleotide) 
ถึง 4 (tetranucleotide) คู่เบสกไ็ด ้ซ่ึงพบไดน้อ้ยกวา่ (Chen et al., 2002) เทคนิค SSR นั้นมีประโยชน์
หลายประการ เช่น การศึกษาดา้นจีโนม การสร้างแผนท่ีจีโนม เป็นตน้ ทั้งน้ีเพราะ SSR มีอยูเ่ป็น
จาํนวนมากกระจายทัว่ไปในจีโนม และมีความแปรปรวนมาก อีกทั้งจาํนวนซํ้าของ SSR มีความ
แตกต่างกนัในพืชหรือสตัวต่์างสายพนัธ์ุในชนิด (species) เดียวกนั จึงสามารถใชเ้ป็นโมเลกลุ
เคร่ืองหมายไดเ้ป็นอยา่งดีในการแยกความแตกต่างของส่ิงมีชีวิต โดยการวิเคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอ 
สาเหตุท่ีเกิดความแปรปรวนของจาํนวนซํ้าใน SSR มาจากการจาํลองตวัเองของดีเอน็เอ (DNA 
replication) และบริเวณ slippage ทาํใหจ้าํนวนซํ้าของหน่วยดีเอน็เอท่ีไดภ้ายหลงัการจาํลองตวัเอง มี
มากข้ึนหรือนอ้ยลง (addition or deletion) SSR จดัวา่เป็น semispecific primer ท่ีมีความจาํเพาะกบัดี
เอน็เอเป้าหมายมากข้ึน   ผลท่ีไดจ้ากการใช ้SSR จะเห็นแถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการทาํ PCR มีหลาย
แถบเช่นเดียวกบั RAPD แต่สามารถบอกความแตกต่างของ heterozygous และ homozygous 
นอกจากน้ียงัสามารถทาํซํ้า (reproducibility) ไดดี้อีกดว้ย (อรรัตน์, 2548)  
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การตรวจสอบไมโครแซทเทลไลทดี์เอน็เอโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์มีขอ้ดี คือ ไมโครแซทเทล 
ไลทดี์เอน็เอจะพบอยูท่ ัว่ไปในจีโนม การแสดงลกัษณะของแถบดีเอน็เอเป็นแบบโคโดมิแนนท ์ทาํ
ใหส้ามารถแยกความแตกต่างระหวา่งโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกตได ้มีความแตกต่างทาง
พนัธุกรรมหรือโพลีมอร์ฟิซึมสูง มีจาํนวนอลัลีลมาก และมีระดบัเฮเทอโรไซโกซิต้ีสูง นอกจากน้ียงั
เป็นวิธีท่ีง่าย รวดเร็ว และแม่นยาํ สามารถวเิคราะห์ไดด้ว้ยเคร่ืองอตัโนมติั (SchlÖtterer, 2001)         
 

ดีเอน็เอท่ีใชใ้นการตรวจสอบแมว้า่จะมีปริมาณนอ้ย คุณภาพไม่ดีหรือมีการเสียสภาพไป
บางส่วน กส็ามารถวิเคราะห์ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เน่ืองจากดีเอน็เอท่ีตอ้งการตรวจสอบมีขนาด
เพียง 100-300 เบสแพร์ (bp) เท่านั้น ขอ้ดีอีกประการหน่ึงของการตรวจสอบไมโครแซทเทลไลทดี์
เอน็เอ คือ สามารถจาํแนกอลัลีลในแต่ละโลกสัได ้ทาํใหไ้ดข้อ้มูลพื้นฐานของพนัธุศาสตร์ประชากร 
เช่น ความถ่ีของอลัลีล สาํหรับขอ้เสียของวิธีการน้ี คือ ตอ้งใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจาํเพาะ ทาํใหต้อ้ง
ทราบขอ้มูลเก่ียวกบัลาํดบัเบสของดีเอน็เอเป้าหมาย 
 
การใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุในการศึกษาในสบู่ดํา 
  
 Tanya et al. (2011a) พฒันาเคร่ืองหมาย EST-SSR เพื่อใชใ้นการแยกความแตกต่างระหวา่ง
สบู่ดาํสายพนัธ์ุมีพิษและไม่มีพิษ จาํนวน 36 สายพนัธ์ุ ซ่ึงมีแหล่งท่ีมาแตกต่างกนั ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ
จากเมก็ซิโก 26 สายพนัธ์ุ, จีน 3 สายพนัธ์ุ, ไทย 3 สายพนัธ์ุ และเวยีดนาม 4 สายพนัธ์ุ โดย
เคร่ืองหมาย EST-SSR จาํนวน 49 เคร่ืองหมาย ถูกพฒันาข้ึนโดยใชฐ้านขอ้มูล NCBI พบวา่ 25 
เคร่ืองหมาย สามารถเขา้จบัและเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอได ้โดยท่ี 17 เคร่ืองหมาย ไม่สามารถแยกความ
แตกต่างระหวา่งสายพนัธ์ุทั้งสองกลุ่มได ้ในขณะท่ีอีก 8 เคร่ืองหมาย สามารถแยกความแตกต่าง
ระหวา่งสายพนัธ์ุสองกลุ่มได ้ซ่ึงเคร่ืองหมายท่ีถูกพฒันาข้ึนสามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ในการศึกษา
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสบู่ดาํ และอาจจะนาํไปใชใ้นการจาํแนกสายพนัธ์ุมีพิษและไม่มี
พิษออกจากกนัได ้ 

 
Pamidiamarri et al. (2008) ศึกษาการใชเ้คร่ืองหมายโมเลกลุในการแยกความแตกต่าง

ระหวา่งสบู่ดาํสายพนัธ์ุมีพิษและไม่มีพษิ โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกลุ RAPD จาํนวน 371 และ
เคร่ืองหมายโมเลกลุ AFLP จาํนวน 1441 เคร่ืองหมาย พบวา่ ทั้งเคร่ืองหมายโมเลกลุ RAPD และ 
AFLP สามารถแยกความแตกต่างของสายพนัธ์ุทั้งสองกลุ่มได ้โดยสามารถแยกความแตกต่างได ้56 
เคร่ืองหมาย ซ่ึงคิดเป็น 15.09 เปอร์เซ็นต ์และ 238 เคร่ืองหมาย คิดเป็น 16.49 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั 
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นอกจากน้ียงัพบวา่เคร่ืองหมายโมเลกลุทั้งสองแบบมีประสิทธิภาพในการแยกความแตกต่างระหวา่ง
สายพนัธ์ุทั้งสองกลุ่มไดใ้กลเ้คียงกนั 
 
 Basha et al. (2009) ศึกษาพนัธุกรรมของสบู่ดาํ 72 สายพนัธ์ุ จาก 13 ประเทศ โดยใช้
เคร่ืองหมายโมเลกลุ RAPD และ ISSR และลกัษณะทางชีวเคมี ไดแ้ก่ ปริมาณนํ้ามนั ปริมาณโปรตีน
ในเน้ือในเมลด็ และปริมาณสารฟอร์บอลเอสเทอร์ พบวา่ เคร่ืองหมายโมเลกลุ RAPD สามารถแยก
ความแตกต่างของตวัอยา่งได ้61.8 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีเคร่ืองหมายโมเลกลุ ISSR สามารถแยก
ความแตกต่างของตวัอยา่งได ้35.5 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงเม่ือนาํเคร่ืองหมายโมเลกลุทั้งสองชนิดไปจดักลุ่ม
ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม สามารถแบ่งกลุ่มสบู่ดาํจากเมก็ซิโกซ่ึงมีปริมาณสารฟอร์บอลเอสเทอร์
ตํ่าออกจากพนัธ์ุอ่ืน ๆ นอกจากน้ียงัไดพ้ฒันาเคร่ืองหมาย SCARs เพื่อใชเ้ป็นเคร่ืองหมายพนัธุกรรม
ท่ีใชใ้นการคดัเลือก (marker assisted selection) 

 
Phumichai et al. (2011) ใชเ้คร่ืองหมาย SSR จาํนวน 55 เคร่ืองหมาย ในการศึกษาความ

หลากหลายทางพนัธุกรรมของสายพนัธ์ุสบู่ดาํในประเทศไทยจาํนวน 18 สายพนัธ์ุ, 8 สายพนัธ์ุจาก
เมก็ซิโก, เขม็ปัตตาเวยี, สบู่แดง และหนุมานนัง่แท่น ซ่ึงเป็นพืชท่ีอยูใ่นสกลุเดียวกบัสบู่ดาํ อยา่งละ 1 
สายพนัธ์ุ พบวา่ 11 เคร่ืองหมาย สามารถใหค้วามแตกต่างระหวา่งสายพนัธ์ุสบู่ดาํ คิดเป็น 20 
เปอร์เซ็นต ์และ 34 เคร่ืองหมายหรือ 62 เปอร์เซ็นต ์ใหค้วามแตกต่างระหวา่งสายพนัธ์ุสบู่ดาํกบัพชืท่ี
อยูใ่นสกลุเดียวกนั 
 
 Wen et al. (2010) พฒันาเคร่ืองหมาย EST-SSR และ SSR เพื่อศึกษาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมในสบู่ดาํจาํนวน 45 สายพนัธ์ุ โดยใชเ้คร่ืองหมาย EST-SSR จาํนวน 419 เคร่ืองหมาย SSR 
จาํนวน 182 เคร่ืองหมาย จากมนัสาํปะหลงั พบเคร่ืองหมายท่ีสามารถแยกความแตกต่างของแต่ละ
สายพนัธ์ุจาํนวน 187 และ 54 เคร่ืองหมาย ตามลาํดบั และจากการจดักลุ่มทางพนัธุกรรมพบวา่ 
สามารถแยกสายพนัธ์ุสบู่ดาํออกเป็น 6 กลุ่ม ตามจีโนไทป์และสถานท่ีปลูก 
 
 Sun et al. (2008) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสบู่ดาํในประเทศจีนจาํนวน 58 
สายพนัธ์ุ โดยใชเ้คร่ืองหมาย SSR จาํนวน 17 เคร่ืองหมาย และ AFLP จาํนวน 7 คู่ พบวา่เคร่ืองหมาย 
SSR 1 เคร่ืองหมาย และ AFLP 70 ตาํแหน่ง สามารถแยกความแตกต่างของสบู่ดาํได ้และเม่ือนาํไป
จดักลุ่มทางพนัธุกรรมพบวา่ทุกตวัอยา่งมีความเหมือนกนัทางพนัธุกรรมค่อนขา้งสูง 
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อุปกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
1.  สายพนัธ์ุสบู่ดํา  

 
1.1  สายพนัธ์ุไทย ไดแ้ก่ ชยันาท โคราช แพร่ และ KUBP 
1.2  สายพนัธ์ุต่างประเทศ ไดแ้ก่ เมก็ซิโก เวียดนาม อินเดีย และพม่า 

 
2.  วสัดุอุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในการผสมพนัธ์ุสบู่ดํา  
 

2.1  ถุงคลุมช่อดอก 
2.2  ปากคีบ 
2.3  ลวดอ่อน 
2.4  plate สาํหรับใส่ดอกตวัผู ้
2.5  70% ethanol 
2.6  ป้ายช่ือ 

 
3.  วสัดุและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการเตรียมตัวอย่าง  

 
3.1  ตูอ้บ 
3.2  เคร่ืองชัง่นํ้ าหนกัทศนิยม 3 ตาํแหน่ง 
3.3  เคร่ืองบดตวัอยา่ง 
3.4  โถดูดความช้ืน 
3.5  กระดาษกรอง (Whatman No.1) 

 
4.  วสัดุอุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในการสกดัสารฟอร์บอลเอสเทอร์ (PEs) 

 
4.1  วสัดุอุปกรณ์ 

 
  4.1.1  thimble 
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4.1.2  water cooling  
4.1.3  soxhlet apparatus (Buchi Universal Extraction System B-811) 
4.1.4  rotary evaporator (Buchi Rotavapor R-205) 
4.1.5  volumetric flask ขนาด 25 ml 
4.1.6  ไมโครปิเปต 
4.1.7  ขวดสีชา 
4.1.8  พาราฟิลม์ 

 
4.2  สารเคมี 

 
4.2.1  methanol (HPLC grade) 
4.2.2  methanol (analytical grade) 

 
5.  วสัดุอุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์สาร PEs 

 
5.1  วสัดุอุปกรณ์ 

 
5.1.1  syringe แกว้ 
5.1.2  HPLC syringe filter 
5.1.3  vial ขนาด 2 ml 
5.1.4  เคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) รุ่น 600E  

Waters 
 

5.2  สารเคมี 
 
5.2.1  สาร standard TPA, Sigma 
5.2.2  acetonitrile (HPLC grade) 
5.2.3  H2O (HPLC grade) 
5.2.4  methanol (HPLC grade) 
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6.  วสัดุอุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในการตรวจสอบความเป็นลูกผสมสบู่ดํา 

 
6.1  วสัดุอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการสกดั ตรวจสอบคุณภาพ และความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ 

 
6.1.1  ใบอ่อนสบู่ดาํ 
6.1.2  โกร่ง 
6.1.3  ไนโตรเจนเหลว 
6.1.4  หลอด ขนาด 1.5 ml 
6.1.5  ไมโครปิเปต 
6.1.6  water bath 
6.1.7  centrifuge 
6.1.8  เคร่ือง Nanodrop spectrophotometer รุ่น Nanodrop 8000 (Nanodrop  

technologies, DE, USA)  
6.1.9  ชุด agarose gel electrophoresis 

 
6.2  สารเคมีท่ีใชใ้นการสกดั ตรวจสอบคุณภาพ และความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ 

 
6.2.1  liquid nitrogen 
6.2.2  extraction buffer (2% CTAB, PVP, 100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1.4 M  

NaCl, 20 mM EDTA (pH 8.0), 2% mercaptoethanol) 
6.2.3  chloroform : isoamyl alcohol อตัราส่วน 24 : 1 
6.2.4  5M NaCl 
6.2.5  isopropanol 
6.2.6  70% ethyl alcohol 
6.2.7  TE buffer (10 mM Tris HCl (pH 8.0), 1mM EDTA (pH 8.0)) 
6.2.8  1 mg/ml Rnase  
6.2.9  agarose 
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6.3  วสัดุอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการทาํปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอร์เรส (polymerase chain  
reaction; PCR)  

 
6.3.1  PCR plate 
6.3.2  ไมโครปิเปต 
6.3.3  เคร่ือง thermal cycle 
6.3.4  ชุด polyacrylamide gel electrophoresis 

 
6.4  สารเคมีท่ีใชใ้นการทาํ PCR 

 
6.4.1  genomic DNA ของสบู่ดาํ 
6.4.2  0.2 mM dNTPS 
6.4.3  1X Taq buffer 
6.4.4  2 mM MgCl2 
6.4.5  1u Taq polymerase 
6.4.6  0.5 uM SSR primer 
6.4.7  นํ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 
6.4.8  polyacrylamide  
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วธีิการ 
 
1.  การหาวธีิการวเิคราะห์ปริมาณสารฟอร์บอลเอสเทอร์ (PEs) ในเมลด็สบู่ดํา 
 

1.1  การวางแผนการทดลอง 
 

 วางแผนการทดลองแบบ Factorial in Completely Randomized Design (CRD) โดย
วิเคราะห์ตวัอยา่งจาํนวน 3 determination มี 4 ปัจจยั คือ ตวัทาํละลายท่ีใชใ้นการสกดัสาร (ปัจจยั S) 
ประกอบดว้ย ตวัทาํละลาย methanol (HPLC grade) และ methanol (analytical grade), นํ้าหนกั
ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการสกดัสาร (ปัจจยั W) ประกอบดว้ย นํ้าหนกั 4, 5 และ 6 กรัม สายพนัธ์ุของสบู่ดาํ 
(ปัจจยั V) ประกอบดว้ย สายพนัธ์ุชยันาท (CN) โคราช (K) อินเดีย (ID) KUBP พม่า 1 (MM1) พม่า 2 
(MM2) เวียดนาม (V) เมก็ซิโก 6 (M6) เมก็ซิโก 85 (M85) และเมก็ซิโก 87 (M87) และส่วนต่าง ๆ 
ของเมลด็สบู่ดาํ (ปัจจยั P) ประกอบดว้ย เน้ือในเมลด็ (kernel)  เปลือกหุม้เมลด็ (seed coat) และทั้ง
เมลด็ (whole seed)  
 
 1.2  การเตรียมตวัอยา่งเพ่ือสกดัสาร PEs ในนํ้ามนัสบู่ดาํ 

 
      เกบ็ผลสบู่ดาํท่ีสุกแก่จากแปลง จากนั้นแบ่งเมลด็สบู่ดาํออกเป็นเน้ือในเมลด็ (kernel)  

เปลือกหุม้เมลด็ (seed coat) และทั้งเมลด็ (whole seed) ชัง่นํ้ าหนกั แลว้นาํไปอบท่ีอุณหภูมิ 90 C 
นาน 24 ชัว่โมง ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ ชัง่นํ้ าหนกัหลงัอบแลว้บดตวัอยา่งใหล้ะเอียดดว้ยเคร่ืองบดตวัอยา่ง 
 

1.3  การสกดัสาร PEs ในนํ้ามนัสบู่ดาํ 
 
  สกดัดว้ยเคร่ือง soxhlet apparatus  ดดัแปลงตามวิธีของ Haas and Mittelbach (2000)  

โดยนาํตวัอยา่งท่ีบดละเอียดมาอบท่ีอุณหภูมิ 100 C นาน 4 ชัว่โมง ชัง่ตวัอยา่งใหมี้นํ้าหนกั 3 ระดบั 
คือ 4, 5 และ 6 กรัม ใชต้วัทาํละลาย 2 แบบ คือ ตวัทาํละลาย methanol (HPLC grade) และ methanol 
(analytical grade) ใชเ้วลาสกดัประมาณ 4 ชัว่โมง นาํมาระเหยตวัทาํละลายออกดว้ย rotary 
evaporator ท่ีอุณหภูมิ 45 C ความดนั 250-300 บาร์ จนไดข้องเหลวเหนียวขน้ ปรับปริมาตรโดยใช ้
methanol (HPLC grade) ปริมาตร 25 ml จากนั้นนาํไปวเิคราะห์ปริมาณสาร PEs ดว้ยเคร่ือง High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) ต่อไป 
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 1.4  การวิเคราะห์สาร PEs ในนํ้ามนัสบู่ดาํ 
 
 วิเคราะห์สารด้วยเคร่ือง  HPLC รุ่น 600E ของบริษทั Waters ดดัแปลงตามวิธีของ 
Haas and Mittelbach (2000) โดยใชส้ารมาตรฐาน 4, 9α, 12, 13α, 20-pentahydroxytiglia-1, 6-
dien-3-on-12-myristate-13 acetate (TPA) จากบริษทัซิกมา (Sigma) และสารเคมีจากบริษทัเมอร์ก 
(Merk) ปริมาตรสารสกดั PEs ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ คือ 20 μl กรองดว้ยไนลอนเมมเบรน (syringe 
filter) ขนาด 0.2 μm ใช ้photodiode array เป็น detector ท่ี 280 nm คอลมัน์ท่ีใชเ้ป็น Symmetry C18 
column ขนาด 3.9 x 150 mm ควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 C เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) ท่ีใช ้คือ 
acetonitrile (HPLC grade) และ นํ้า (HPLC grade) ในอตัราส่วน 80 ต่อ 20 โดยปริมาตร อตัราการ
ไหล 1 ml/min 
 
 1.5  การสร้าง calibration curve ของสารมาตรฐาน 
 

   ละลายสารมาตรฐาน TPA ในเมทานอล HPLC grade ใหมี้ความเขม้ขน้ 10, 20,  
30, 40 และ 50 ppm จากนั้นทาํการวิเคราะห์ตามขอ้ 1.4 พื้นท่ีใตพ้ีคและปริมาณสาร PEs จะถูก  พลอ
ทบนแกน Y และ X ตามลาํดบั จากนั้นจะไดส้มการเสน้ตรงซ่ึงลากผา่นจุดต่าง ๆ โดยสมการท่ีได้
จากการสร้าง calibration curve จะใชใ้นการวิเคราะห์ปริมาณสาร PEs 

  
 1.6  การคาํนวณปริมาณสาร PEs  

 
   ใชพ้ื้นท่ีใตพ้ีคโครมาโตแกรม เปรียบเทียบกบัสมการท่ีไดจ้ากการทาํ calibration  

curve ของสารมาตรฐาน TPA (Y = 1760X - 5690) ซ่ึงมีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

 
   1.6.1  คาํนวณหาความเขม้ขน้ของ PEs (หน่วยเป็น ppm) โดยแทนค่าตวัแปร Y ใน 
สมการมาตรฐาน ดว้ยพื้นท่ีใตพ้ีค 
 
 1.6.2  คาํนวณความเขม้ขน้ของ PEs (หน่วยเป็น mg) โดยนาํความเขม้ขน้ (หน่วยเป็น 
ppm) ท่ีไดจ้ากขอ้ 1.6.1 มาคูณดว้ย 25 แลว้หารดว้ย 1000 
 
 1.6.3  คาํนวณความเขม้ขน้ของ PEs (หน่วยเป็น mg/g) โดยนาํความเขม้ขน้ (หน่วยเป็น 
mg) ท่ีไดจ้ากขอ้ 1.6.2 มาหารดว้ยนํ้าหนกัของตวัอยา่งท่ีใชใ้นการสกดั (หน่วยเป็น g)    
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 1.7  การวิเคราะห์ความแปรปรวน 
 
 ใชโ้ปรแกรม Microsoft excel ร่วมกบั R  program (R Development Core Team, 2010) 
และตรวจสอบความแตกต่างค่าเฉล่ียแบบ DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 0.05 และ 0.01  
 
2.  การศึกษา xenia effect ของลกัษณะปริมาณสาร PEs 
 
 2.1  การสร้างลูกผสม F1 
 
  คดัเลือกสายพนัธ์ุพอ่แม่ท่ีจะใชใ้นการสร้างลูกผสมโดยใชข้อ้มูลปริมาณสาร PEs ท่ีได้
จากการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC ท่ีไดจ้ากโครงการปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ดาํ ของภาควิชาพืชไร่นา 
เลือกตน้ท่ีมีปริมาณสาร PEs สูง (สายพนัธ์ุชยันาท แพร่ และโคราช) และตํ่า (สายพนัธ์ุเมก็ซิโก) เป็น
พอ่และแม่พนัธ์ุตามลาํดบั ซ่ึงขั้นตอนการผสมเร่ิมจากใชป้ากคีบจุ่มแอลกอฮอลเ์พื่อตอนดอกตวัผู ้
ออกในตอนเยน็ โดยเลือกช่อดอกท่ีคาดวา่ดอกตวัเมียจะบานในตอนเชา้ของวนัรุ่งข้ึน สงัเกตไดจ้าก
ดอกตวัเมียจะมีขนาดใหญ่ และเต่งพอประมาณ ติดป้ายช่ือ ระบุช่ือพนัธ์ุท่ีใชเ้ป็นแม่ และวนัท่ีทาํการ
ตอนดอกตวัผูอ้อก เชา้วนัรุ่งข้ึน เกบ็ดอกตวัผูใ้ส่ภาชนะ ใชป้ากคีบคีบดอกตวัผูแ้ลว้ป้าย pollen ลงบน 
stigma ของดอกตวัเมียท่ีบาน ใชล้วดมดัถุงคลุมช่อดอกใหมิ้ดชิดเพื่อป้องกนัการผสมจาก pollen ดา้น
นอก เขียนป้ายช่ือระบุพนัธ์ุท่ีใชเ้ป็นพอ่ และวนัท่ีทาํการผสม นอกจากน้ียงันาํสายพนัธ์ุพอ่และแม่
ผสมตวัเอง โดยนาํถุงคลุมช่อดอกมาคลุมช่อดอกท่ียงัไม่บานของพอ่และแม่พนัธ์ุท่ีคดัเลือกไว ้เพื่อนาํ
เมลด็ผสมตวัเองของพอ่ (P1) และแม่พนัธ์ุ (P2) ไปวิเคราะห์ปริมาณสาร PEs เปรียบเทียบกบัลูกผสม 
เม่ือไดเ้มลด็ลูกผสม F1 แลว้ แบ่งเมลด็ออกเป็น 2 ส่วน ส่วนหน่ึงนาํไปวิเคราะห์ปริมาณสาร PEs เพื่อ
ศึกษา xenia effect โดยทาํตามขั้นตอนขอ้ 1.2-1.4 อีกส่วนหน่ึงนาํไปเพาะในถาดเพาะชาํ แลว้ยา้ยลง
ปลูกในแปลงเม่ืออาย ุ3 เดือน เพื่อใชใ้นการสร้างลูกผสมรุ่น F2  ต่อไป  
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 2.2  การตรวจสอบความเป็นลูกผสม 
 

   2.2.1  การสกดัดีเอน็เอ 
  
  นาํใบอ่อนของสบู่ดาํมาสกดัดีเอน็เอ ตามวิธีของ Tanya et al. (2011b)  

โดยบดตวัอยา่งใบอ่อนจนละเอียดเป็นผงแป้งดว้ยไนโตรเจนเหลว ใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 ml ท่ีมี 
extraction buffer ปริมาตร 700 μl บรรจุอยู ่จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ   65 C นาน 45 นาที เติม 
chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ แลว้เติม chloroform: isoamyl 
alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เท่าของปริมาตรส่วนใสท่ีดูดได ้ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ จากนั้นเติม isopropanol ท่ีเยน็ ปริมาตร 2 
เท่า และ 5M NaCl ปริมาตร 0.5 เท่าของปริมาตรส่วนใสท่ีดูดได ้ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหลอดไปมา 
จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ -20 C นาน 3-4 ชัว่โมง หรือขา้มคืน นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที นาน 15 นาที เทส่วนใสท้ิง แลว้ทาํความสะอาดตะกอนดีเอน็เอ 2 คร้ัง โดยเติม 70% 
ethyl alcohol ปริมาตร 700 μl นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที     เทส่วน
ใสท้ิง ตากตะกอนดีเอน็เอใหแ้หง้ จากนั้นละลายตะกอนใน TE buffer ปริมาตร 40 μl เติม RNaseA 
10 μl ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 C นาน 1 ชัว่โมง ตรวจสอบคุณภาพดีเอน็เอดว้ยการทาํ 
electrophoresis ใน agarose gel ความเขม้ขน้ 0.8% จากนั้นยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบร -ไมด ์แลว้
ตรวจสอบผลภายใตแ้สง uv วดัปริมาณความเขม้ขน้ของดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง Nanodrop 
spectrophotometer Nanodrop 8000 (Nanodrop technologies, DE, USA) แลว้เจือจางดีเอน็เอท่ีไดใ้ห้
มีความเขม้ขน้ 5 ng/μl เพื่อนาํไปใชใ้นปฏิกิริยา PCR หรือเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 C 

 

 2.2.2  ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (polymerase chain reaction; PCR)  
 

 ตรวจสอบความเป็นลูกผสมสบู่ดาํดว้ยเคร่ืองหมายโมกลุชนิด simple sequence 
repeat (SSR) จาํนวน 2 เคร่ืองหมาย (MPN 6 และ 7) จากการรายงานของ Tanya et al. (2011a) โดย
นาํ genomic DNA ของลูกผสมสบู่ดาํ F1  มาทาํปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอ โดยมี
ส่วนประกอบของปฏิกิริยาดงัน้ี DNA template 5 ng, 0.2 mM dNTPS, 1X Taq buffer, 2mM MgCl2, 
0.5uM SSR primer 1 ยนิูต และ Taq DNA polymerase ปริมาตรรวม 10 μl นาํไปทาํปฏิกิริยา PCR 
ดว้ยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิอตัโนมติั (thermal cycler) GeneAmp® PCR System 9700 thermocycler 
(AppliedBiosystems) ซ่ึงใชอุ้ณหภูมิในการทาํปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี อุณหภูมิ 94 C นาน 2 นาที 1 รอบ 
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อุณหภูมิ 94 C นาน 30 วินาที annealing 56-57 C นาน 30 วินาที อุณหภูมิ 72 C นาน 1 นาที 35 
รอบทาํปฏิกิริยา และอุณหภูมิ 72 C นาน 10 นาที 1 รอบ 

 
 2.2.3  การตรวจสอบผลของปฏิกิริยา PCR 

 
 นาํผลผลิต PCR ท่ีไดจ้ากการทาํปฏิกิริยา PCR ผสมกบั loading dye (10  

mM EDTA, 98% formamide, 0.02% (w/v) bromophenol blue, 0.02% (w/v) xylene-cyanol) 
อตัราส่วน 10: 2 μl ตามลาํดบั จากนั้นนาํไปแยกความแตกต่างของ ดีเอน็เอใน 5% โพลีอะครีลาไมด์
เจล ยอ้มแถบดีเอน็เอดว้ย silver-staining solution บนัทึกการเกิดแถบดีเอน็เอของแต่ละไพรเมอร์ เพือ่
ตรวจสอบความเป็นลูกผสมต่อไป 
 
 2.3  การทดสอบ xenia effect 
 
 ใชข้อ้มูลปริมาณสาร PEs ของลูกผสม F1 เปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุพอ่แม่ โดยท่ีหากใช้
พอ่พนัธ์ุท่ีมีปริมาณสาร PEs สูง และแม่พนัธ์ุมีปริมาณสาร PEs ตํ่า แลว้ลูกผสม F1 มีปริมาณสาร PEs 
ตํ่า แสดงวา่ ไม่มี xenia effect ควบคุมลกัษณะปริมาณสาร PEs ในเมลด็สบู่ดาํ ในทางกลบักนั ถา้
เมลด็ F1 มีปริมาณสาร PEs สูง แสดงวา่ มี xenia effect ควบคุมลกัษณะดงักล่าว แสดงดงัตารางท่ี 1 
กล่าวคือ ปริมาณสาร PEs จะมีแนวโนม้ไปทางแม่พนัธ์ุ ถา้ลกัษณะปริมาณสาร PEs ไม่มี xenia effect  
 
ตารางที ่1  อิทธิพลของละอองเกสรเพศผูบ้นตน้แม่ 
 

Crosses 
PEs content Xenia effect 

Maternal Paternal Yes No 
1 High Low Low High 
2 Low High High Low 
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3.  การศึกษาการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของลกัษณะปริมาณสาร PEs ในเมลด็สบู่ดํา 
 
 3.1  การสร้างลูกผสม 
 
    สร้างลูกผสมตรงและลูกผสมสลบั โดยใชส้ายพนัธ์ุชยันาท เป็นสายพนัธ์ุพอ่ และสาย
พนัธ์ุเมก็ซิโกเป็นสายพนัธ์ุแม่ ในการสร้างลูกผสมตรง และใชส้ายพนัธ์ุเมก็ซิโกเป็นสายพนัธ์ุพอ่สาย
พนัธ์ุชยันาท เป็นสายพนัธ์ุแม่ เม่ือไดเ้มลด็ลูกผสมนาํไปเพาะในถาดเพาะชาํ แลว้ยา้ยลงปลูกในแปลง
เม่ืออาย ุ3 เดือน จากนั้นทาํการสร้างลูกผสมรุ่น F2 โดยผสมตวัเองสบู่ดาํรุ่น F1  
 

3.2  การวิเคราะห์สาร PEs 
   
    เกบ็เมลด็ F2 แบบแยกตน้ จากนั้นนาํไปวเิคราะห์หาปริมาณสาร PEs โดยทาํตามขั้นตอน
ขอ้ 1.2-1.4 และคาํนวณปริมาณสารตามขั้นตอนในขอ้ 1.5 
  

3.3  การวิเคราะห์ขอ้มูล 
 

   3.3.1 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย 2 กลุ่ม 
 
           ทาํไดโ้ดยคาํนวณค่าสถิติที (t-test) ดงัน้ี (ชูศกัด์ิ, 2551) 
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 3.3.2 การแจกแจงความถ่ี 

 
       ทาํไดโ้ดยคาํนวณหาจาํนวนชั้น จาํนวนขอ้มูลท่ีจะจดัเขา้สู่ชั้น จาํนวนขอ้มูลใน
แต่ละชั้น (อนัตรภาค) เขียนขีดจาํกดับนและล่างของแต่ละชั้น แลว้พิจารณาแต่ละจาํนวนวา่อยูใ่นชั้น
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ใด โดยทาํรอยขีดของแต่ละชั้น แลว้นบัจาํนวนรอยขีดซ่ึงจะเป็นจาํนวนความถ่ีของขอ้มูลในชั้น    
นั้น ๆ (กลัยา, 2550) 

           จาํนวนชั้น (k) = 1 + 3.322 log N  
 
             เม่ือ N คือ จาํนวนขอ้มูลทั้งหมด 
 

       ค่าพิสยั = ค่าสูงสุด−ค่าตํ่าสุด 
 

                          จาํนวนขอ้มูลท่ีจะจดัเขา้สู่ชั้น = ค่าพิสยั+1 
  

                                                   อนัตรภาคชั้น =    ค่าพิสยั   
                                                                จาํนวนชั้น 
 
3.4  การคาํนวณการกระจายตวัของขอ้มูลโดยพิจารณาจากควอไทล ์ตามวิธีของ Bowley  
 
       ค่าทางสถิติท่ีตอ้งคาํนวณ ไดแ้ก่ ค่าเฉล่ีย (mean) ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard 

deviation) ความโด่ง (kurtosis) และความเบ ้(skewness)  
 
           การคาํนวณหาค่าความเบ ้เป็นการพิจารณาวา่ โคง้ความถ่ีของขอ้มูลนั้นมีการแจกแจงท่ี
สมมาตร  เบซ้า้ย  หรือเบข้วา โดยจะเป็นการคาํนวณหาค่าสมัประสิทธ์ิความเบ ้ ซ่ึงมีวธีิต่าง ๆ ดงัน้ี 
(กลัยา, 2550) 
  

1.  พิจารณาจากความสมัพนัธ์ของค่ากลางเลขคณิต (mean)  มธัยฐาน (median)  ฐาน 
นิยม (mode)  และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) โดยวิธีของ Karl Pearson จาก
สูตร    

 
                                           mean - mode หรือ 3(mean - median)                                                               
                                                  SD                                       SD 
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  2.  พิจารณาจากควอไทล ์ โดยวิธีของ Bowley จากสูตร    

 
(Q3 - Q2) - (Q2 - Q1) 

Q3 - Q1 

  

     โดย  Q1 คือ ควอไทลท่ี์ 1 
 
       Q2 คือ ควอไทลท่ี์ 2 
 
       Q3 คือ ควอไทลท่ี์ 3 

 
 3.  พิจารณาจากเปอร์เซนตไ์ทล ์จากสูตร   

 
 (P90 - P50) - (P50 - P10) 

P90 - P10 

 

      โดย  P10 คือ เปอร์เซ็นตไ์ทลท่ี์ 10 
 
        P50 คือ เปอร์เซ็นตไ์ทลท่ี์ 50 
 
        P90 คือ เปอร์เซ็นตไ์ทลท่ี์ 90 
 
เม่ือคาํนวณไดค่้าของสมัประสิทธ์ิความเบแ้ลว้ กพ็ิจารณาความเบข้องโคง้ความถ่ี ดงัน้ี 
 
 ถา้สมัประสิทธ์ิความเบ ้ =  0 โคง้ความถ่ีมีการแจกแจงท่ีสมมาตร 
 
            สมัประสิทธ์ิความเบ ้  > 0 โคง้ความถ่ีมีการแจกแจงท่ีเบข้วา 
 
                สมัประสิทธ์ิความเบ ้  < 0 โคง้ความถ่ีมีการแจกแจงท่ีเบซ้า้ย 
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             คาํนวณหาค่าความโด่ง เพื่อพิจารณาวา่  โคง้ความถ่ีของขอ้มูลมีการแจกแจงท่ีโด่งปกติ  
โด่งมาก หรือโด่งนอ้ย   โดยจะเป็นการคาํนวณหาค่าสมัประสิทธ์ิความโด่ง ซ่ึงมีวิธีการคาํนวณ ดงัน้ี 
(กลัยา, 2550) 
  

สมัประสิทธ์ิความโด่ง  =           QD 
                                             P90 - P10 

 

         โดย QD คือ ส่วนเบ่ียงเบนควอไทล ์        =       (Q3 – Q1)  
                                              2 

 
เม่ือคาํนวณไดค่้าสมัประสิทธ์ิความโด่งแลว้ กพ็จิารณาความโด่งของโคง้ความถ่ี ดงัน้ี 
 
 ถา้สมัประสิทธ์ิความโด่ง = 0.263 โคง้ความถ่ีมีการแจกแจงท่ีโด่งปกติ 
 
               สมัประสิทธ์ิความโด่ง   > 0.263 โคง้ความถ่ีมีการแจกแจงท่ีโด่งมาก 
 
               สมัประสิทธ์ิความโด่ง   < 0.263 โคง้ความถ่ีมีการแจกแจงท่ีโด่งนอ้ย 
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สถานทีใ่นการทดลอง 
 
 1.  พื้นท่ีแปลงทดลอง ภาควชิาพืชไร่นา คณะเกษตร กาํแพงแสน มหาวิทยาลยั 
เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกาํแพงแสน อาํเภอกาํแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
 

2.  หอ้งปฏิบติัการเพาะเล้ียงเซลล ์เน้ือเยือ่พืช และการถ่ายยนี ศูนยเ์ทคโนโลยชีีวภาพเกษตร 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตกาํแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
 

3.  หอ้งปฏิบติัการวิเคราะห์ธาตุอาหารสตัว ์สถาบนัสุวรรณวาจกกสิกิจเพื่อการคน้ควา้และ
พฒันาปศุสตัว ์และผลิตภณัฑส์ตัว ์(สวพป.) มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกาํแพงแสน 
จงัหวดันครปฐม 
 
ระยะเวลาในการทดลอง 
 

ตั้งแต่ เดือนมิถุนายน พ.ศ. 2552 ถึง ธนัวาคม พ.ศ. 2554 
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ผลและวจิารณ์ 
 

1.  การหาวธีิการวเิคราะห์ปริมาณสารฟอร์บอลเอสเทอร์ (PEs) ในนํา้มันทีส่กดัจากเมลด็สบู่ดํา 
 

การวิเคราะห์ปริมาณสาร PEs ดว้ยเคร่ือง HPLC โดยใชส่้วนผสมของตวัทาํละลาย คือ อะซิ
โตไนไตรท ์80% และ นํ้า 20% ซ่ึงส่วนผสมดงักล่าวจะคงท่ีตลอดเวลาท่ีทาํการทดลอง (isocratic) 
ตามวิธีการวิเคราะห์ ของ Haas and Mittelbach (2000) พบรูปแบบของพีค PEs 2 แบบ แสดงดงัภาพ
ท่ี 7 และ 8 โดยรูปแบบพีคท่ีพบดงัภาพท่ี 7 พบในส่วนท่ีมีปริมาณสาร PEs สูง ซ่ึงไดแ้ก่ นํ้ามนัท่ีสกดั
จากเมลด็และเน้ือในเมลด็ของ สบู่ดาํสายพนัธ์ุท่ีมีสาร PEs สูง ลกัษณะพีคท่ีพบเป็นหา้พีคยอ่ยติดกนั 
สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Nokkaew (2008) ในขณะท่ีรูปแบบพีคท่ีพบดงัภาพท่ี 8 พบในส่วนท่ีมี
ปริมาณสาร PEs ตํ่า ไดแ้ก่ นํ้ามนัท่ีสกดัจากเปลือกหุม้เมลด็ของสายพนัธ์ุท่ีมีสาร PEs สูง นํ้ามนัท่ี
สกดัจากเมลด็ เน้ือในเมลด็ และเปลือกหุม้เมลด็ ของสบู่ดาํสายพนัธ์ุท่ีมีสาร PEs ตํ่า ลกัษณะพีคของ
สาร PEs ท่ีพบมีเพียง 2 พีค ท่ีสามารถตรวจพบได ้โดยพีคของสาร PEs จะปรากฏท่ี retention time 8-
12 นาที สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Wink et al. (1997) ในขณะท่ี Haas and Mittelbach (2000) 
รายงานวา่ พีคของสาร PEs ปรากฏท่ี retention time 6-11 นาที ภายใตส้ภาวะการวิเคราะห์เดียวกนั 
ซ่ึงจากผลการทดลองจะเห็นไดว้า่ retention time ของสาร PEs ท่ีปรากฏในการทดลองน้ีมีช่วงคาบ
เก่ียวกบัการรายงานของ Haas and Mittelbach (2000) ขณะท่ีการทาํกราฟมาตรฐาน TPA ท่ีความ
เขม้ขน้ 10, 20, 30, 40 และ 50 ppm พบวา่ พีคของสารมาตรฐาน ปรากฏท่ี retention time 20-22 นาที 
แสดงดงัภาพท่ี 9 

 
แมว้า่ PEs ท่ีพบในเมลด็สบู่ดาํจะเป็นแบบ DHPB (Haas and Mittelbach. 2000) แต่การ

คาํนวณปริมาณสาร PEs ในนํ้ามนั จะเปรียบเทียบกบักบักราฟมาตรฐานท่ีใช ้TPA เป็นสารมาตรฐาน 
ซ่ึงเหมือนกบัการรายงานของ Hass et al. (2000) เน่ืองจากสาร PEs แบบ TPA มีขายอยูใ่นทอ้งตลาด
แต่สาร PEs แบบ DHPB ซ่ึงพบในเมลด็ และนํ้ามนัสบู่ดาํไม่มีขายในทอ้งตลาด (Wink et al., 1997) 
 
 ตวัทาํละลายท่ีใชใ้นการสกดัสาร PEs ในนํ้ามนัสบู่ดาํ ซ่ึงมีอยูด่ว้ยกนัหลายชนิด เช่น Nabil 
and Yasser (2012) ใชปิ้โตรเลียมอีเทอร์เป็นตวัทาํละลายในการสกดัสาร PEs ในนํ้ามนัสบู่ดาํ เพื่อ
ศึกษาผลของสาร PEs ในนํ้ามนัสบู่ดาํต่อการกาํจดัแมลง Hipal et al. (2009) ใชเ้ฮกเซนเป็นตวัทาํ
ละลายในการสกดัสาร PEs ในนํ้ามนัสบู่ดาํ เพื่อศึกษาคุณสมบติัของสาร PEs ในสบู่ดาํ และ 
Nokkaew (2008) ใชเ้มทานอลเป็นตวัทาํละลายในการสกดัสาร PEs ในนํ้ามนัสบู่ดาํ เพื่อศึกษาความ
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เป็นพิษและการลดพิษของนํ้ามนัสบู่ดาํโดยการดูดซบั การศึกษาในคร้ังน้ีเลือกใชเ้มทานอลเป็นตวัทาํ
ละลายในการสกดัสาร PEs เน่ืองจากเมทานอลเป็นสารท่ีกาํจดัไดง่้าย ไม่ตกคา้งในธรรมชาติ และมี
ความเป็นพษิตํ่ากวา่ตวัทาํละลายอ่ืน 
 

จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของปริมาณสาร PEs ในนํ้ามนัท่ีสกดัจากส่วน 
ต่าง ๆ ของเมลด็ (P) ไดแ้ก่ เมลด็ (whole seed) เน้ือในเมลด็ (kernel) และเปลือกหุม้เมลด็ (seed coat) 
ของสบู่ดาํ 10 สายพนัธ์ุ (V) โดยใชต้วัทาํละลาย (S) ท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ เมทานอล HPLC grade และ    
เมทานอล analytical grade นํ้าหนกัตวัอยา่ง (W) 3 ระดบั คือ 4, 5 และ 6 กรัม พบวา่ ปริมาณสาร PEs 
ท่ีสกดัดว้ยตวัทาํละลายทั้งสองแบบ และนํ้าหนกัตวัอยา่งทั้ง 3 ระดบั ใหป้ริมาณสาร PEs ไม่แตกต่าง
กนัทางสถิติ ดงันั้น จึงสามารถใช ้เมทานอล analytical grade แทนการใชเ้มทานอล HPLC grade ซ่ึง
มีราคาท่ีสูงกวา่ เพื่อเป็นการลดตน้ทุนในการวิเคราะห์สาร เน่ืองจากมีการวิเคราะห์ตวัอยา่งจาํนวน
มากในการศึกษาดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุ นอกจากน้ี ยงัสามารถใชน้ํ้ าหนกัตวัอยา่ง 4 กรัม ในการสกดั 
ซ่ึงทาํใหย้น่ระยะเวลาในการเกบ็ตวัอยา่งลงได ้เน่ืองจากในการผสมพนัธ์ุสบู่ดาํแต่ละคร้ังจะตอ้งใช้
เวลานานหลายเดือนจนกวา่จะเกบ็ผลผลิตได ้ถา้ใชต้วัอยา่งนอ้ยลงกจ็ะเป็นการลดเวลาในการทาํงาน 
และยงัสามารถลดปริมาณตวัทาํละลายท่ีใชใ้นการสกดัไดอี้กดว้ย เน่ืองจากในการสกดัสารจาํเป็น 
ตอ้งเติมตวัทาํละลายใหท่้วมตวัอยา่ง ถา้ตวัอยา่งมีปริมาณมาก ปริมาณตวัทาํละลายท่ีใชใ้นการสกดัก็
จะมาก ในทางกลบักนั ถา้ตวัอยา่งมีปริมาณนอ้ย ปริมาณตวัทาํละลายท่ีใชใ้นการสกดักจ็ะนอ้ยตาม
ไปดว้ย ในขณะท่ี ส่วนต่าง ๆ ของเมลด็สบู่ดาํทั้ง 3 ส่วน และสายพนัธ์ุของสบู่ดาํท่ีนาํมาใชท้ั้ง 10 
สายพนัธ์ุ ใหป้ริมาณสาร PEs แตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ นอกจากน้ียงัพบวา่ ปริมาณ
สาร PEs ท่ีสกดัไดจ้ากส่วนต่าง ๆ ของสบู่ดาํ มีปฏิสมัพนัธ์กบัสายพนัธ์ุต่าง ๆ อยา่งมีนยัสาํคญัยิง่อีก
ดว้ย แสดงดงัตารางท่ี 2  

 
เม่ือทาํการตรวจสอบค่าเฉล่ียของปริมาณสาร PEs ในนํ้ามนัท่ีสกดัจากส่วนต่าง ๆ ของเมลด็

สบู่ดาํทั้ง 10 สายพนัธ์ุ แบบดนัแคน ซ่ึงแสดงดงัตารางท่ี 3 พบวา่ นํ้ามนัท่ีสกดัจากเน้ือในเมลด็มี
ปริมาณสาร PEs มากท่ีสุด (1.297 mg/g) รองลงมา คือ นํ้ามนัท่ีสกดัจากทั้งเมลด็ (1.086 mg/g) และ
นํ้ามนัท่ีสกดัจากเปลือกหุม้เมลด็ (0.593 mg/g) นอกจากน้ียงัพบวา่ ทั้งเมลด็ของสายพนัธ์ุ KUBP 
(J04) มีปริมาณสาร PEs สูงท่ีสุด (1.783 mg/g)  และส่วนของเน้ือในเมลด็ และเปลือกหุม้เมลด็ของ
สายพนัธ์ุเวยีดนาม (J07) มีปริมาณสาร PEs สูงท่ีสุด (2.557 mg/g และ 1.027 mg/g ตามลาํดบั) 
ในขณะท่ี ทั้งเมลด็ของสายพนัธ์ุเมก็ซิโก 85 (J 09) มีปริมาณสาร PEs ตํ่าท่ีสุด (0.395 mg/g) และส่วน
ของเน้ือในเมลด็ และเปลือกหุม้เมลด็ของสายพนัธ์ุเมก็ซิโก 87 (J10) มีปริมาณสาร PEs ตํ่าท่ีสุด  
(0.275 mg/g และ 0.256 mg/g ตามลาํดบั) 
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ภาพที ่7  โครมาโตแกรมของสาร PEs ท่ีพบในนํ้ามนัท่ีสกดัจากเมลด็และเน้ือในเมลด็ของสบู่ดาํ 

  สายพนัธ์ุท่ีมีสาร PEs สูง  
 

  
 
ภาพที ่8  โครมาโตแกรมของสาร PEs ท่ีพบในนํ้ามนัท่ีสกดัจากเปลือกหุม้เมลด็ ของสบู่ดาํสายพนัธ์ุ 

  ท่ีมีสาร PEs สูง และนํ้ามนัท่ีสกดัจากเมลด็ เน้ือในเมลด็ และเปลือกหุม้เมลด็ของสบู่ดาํ 
  สายพนัธ์ุท่ีมีสาร PEs ตํ่า 

Peak 2 

Phorbol esters (DHPB) 
(low) 

Phorbol esters (DHPB) 
(high) 

Peak 3 

Peak 5 
Peak 4 Peak 1 

Peak 2 
Peak 1 
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ภาพที ่9  โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน 4, 9α, 12, 13α, 20-pentahydroxytiglia-1, 6-dien-3- 

  on-12-myristate-13 acetate (TPA)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

TPA 
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ตารางที ่2  การวิเคราะห์ความแปรปรวนของปริมาณสาร PEs ในนํ้ามนัสบู่ดาํจากส่วนต่าง ๆ ของ 
    เมลด็สบู่ดาํ (P) ไดแ้ก่ เมลด็ (whole seed) เน้ือในเมลด็ (kernel) และเปลือกหุม้เมลด็  
    (seed coat) ของสบู่ดาํ 10 สายพนัธ์ุ (V) โดยใชต้วัทาํละลาย (S) ท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่       
    เมทานอล HPLC grade และ analytical grade และนํ้าหนกัตวัอยา่ง (W) 3 ระดบั คือ 4, 5  
    และ 6 กรัม  
 

SOV Df SS MS F-value 
Treatment     

P 2 46.796 23.398 61.366 ** 
S 1 0.128 0.128 0.336ns 

W 2 0.035 0.018 0.046ns 

V 9 117.903 13.100 34.358** 

PS 2 0.020 0.010 0.026ns 

 PW 4 0.405 0.101 0.265ns 

PV 18 30.467 1.693 4.439** 

SW 2 0.101 0.050 0.132ns 
SV 9 0.533 0.059 0.155ns 

WV 18 1.680 0.093 0.245ns 

PSW 4 0.122 0.031 0.080ns 

PSV 18 1.551 0.086 0.226ns 

SWV 18 1.331 0.074 0.194ns 

PSWV 72 3.155 0.044 0.115ns 

 Residuals 360 137.264 0.381  
SE = 0.0015   
หมายเหตุ ns หมายถึง  ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 

 ** หมายถึง  มีความแตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ท่ีระดบั 
ความเป็นไปได ้0.01 
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ตารางที ่3 การตรวจสอบค่าเฉล่ียของปริมาณสาร PEs จากส่วนต่าง ๆ ของเมลด็สบู่ดาํทั้ง 10 สาย 
   พนัธ์ุ แบบดนัแคน (Duncan’s Multiple Range Test; DMRT) 

 
หมายเหตุ K = เน้ือในเมลด็ (kernel), SC = เปลือกหุม้เมลด็ (seed coat), WS = เมลด็ (whole seed),  

   J01 = สายพนัธ์ุชยันาท, J02 = สายพนัธ์ุโคราช, J03 = สายพนัธ์ุอินเดีย, J04 = สายพนัธ์ุ 
   KUBP, J05 = สายพนัธ์ุพม่า 1, J06 = สายพนัธ์ุพม่า 2, J07 = สายพนัธ์ุเวียดนาม, J08=  
   สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 6, J09 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 85 และ J10 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 8

Treatment 
PEs (mg/g) 

Seed Kernel Seed coat 

Varieties (V) 
J01 
J02 
J03 
J04 
J05 
J06 
J07 
J08 
J09 
J10 

 
 1.489 ab 

 1.497 ab 

 0.947 c 

 1.783 a 

 1.063 c 

 1.236 bc 

 1.615 a 

 0.441 d 

 0.395 d 

 0.396 d 

 
 1.766 b 

 1.394 cd 

 1.639 bc 

 1.555 bcd 

 1.800 b 

 1.318 d 

 2.557 a 

 0.343 e 

 0.325 e 

 0.275 e 

 
0.669 ab 
0.610 ab 
0.708 ab 
0.690 ab 
0.805 ab 
0.634 ab 
1.027 a 
0.297 b 
0.238 b 
0.256 b 

F-test  **  ** ** 
Grand Mean 1.086b 1.297a 0.593c 
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2.  การศึกษา xenia effect ของลกัษณะปริมาณสาร PEs 
 
 การศึกษาอิทธิพลของละอองเกสรเพศผูบ้นตน้แม่ (xenia effect) ของลกัษณะปริมาณสาร 
PEs ในเมลด็สบู่ดาํ จากการผสมพนัธ์ุโดยใชส้ายพนัธ์ุท่ีมีปริมาณสาร PEs สูง (สายพนัธ์ุไทย ไดแ้ก่ 
สายพนัธ์ุชยันาท โคราช และแพร่) และ สายพนัธ์ุท่ีมีปริมาณสาร PEs ตํ่า (สายพนัธ์ุเมก็ซิโก) จาํนวน
ทั้งหมด 6 คู่ผสม โดยใชว้ิธีการวิเคราะห์ปริมาณสาร PEs ท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 1 พบวา่ ปริมาณสาร 
PEs ท่ีวิเคราะห์ไดจ้ากสบู่ดาํ สายพนัธ์ุชยันาท (CN)  โคราช (K) แพร่ (P) และเมก็ซิโก คือ 1.624, 
2.00, 1.695 และ 0.05 mg/g ตามลาํดบั เม่ือวิเคราะห์ปริมาณสาร PEs ของลูกผสม F1 พบวา่ ลูกผสมท่ี
มีปริมาณสาร PEs จากสูงท่ีสุดไปตํ่าท่ีสุด ไดแ้ก่ ลูกผสมคู่ท่ี 3 (สายพนัธ์ุแพร่เป็นแม่และเมก็ซิโกเป็น
พอ่) มีปริมาณสาร PEs 1.262 mg/g คู่ท่ี 2 (สายพนัธ์ุโคราชเป็นแม่และเมก็ซิโกเป็นพอ่) มีปริมาณสาร 
PEs 1.160 mg/g คู่ท่ี 1 (สายพนัธ์ุชยันาทเป็นแม่และเมก็ซิโกเป็นพอ่) มีปริมาณสาร PEs 0.809 mg/g  
คู่ท่ี 4 (สายพนัธ์ุเมก็ซิโกเป็นแม่และชยันาทเป็นพอ่) มีปริมาณสาร PEs 0.065 mg/g คู่ท่ี 6 (สายพนัธ์ุ
เมก็ซิโกเป็นแม่และแพร่เป็นพอ่) มีปริมาณสาร PEs 0.044 mg/g และคู่ท่ี 5 (สายพนัธ์ุเมก็ซิโกเป็นแม่
และโคราชเป็นพอ่) มีปริมาณสาร PEs 0.037 mg/g ตามลาํดบั แสดงดงัตารางท่ี 4 จากผลการทดลอง
แสดงวา่ ปริมาณสาร PEs ในลูกผสม F1 ของทุกคู่ผสมมีแนวโนม้ตามสายพนัธ์ุแม่ ซ่ึงสามารถสรุปได้
วา่ ไม่มี xenia effect ในลกัษณะปริมาณสาร PEs ในเมลด็สบู่ดาํ เน่ืองจาก xenia effect เป็นอิทธิพล
ของเกสรเพศผูบ้นตน้แม่ ท่ีแสดงออกในลูกผสมรุ่น F1 เม่ือปริมาณสาร PEs ในลูกผสมมีค่าเหมือน
แม่พนัธ์ุจึงสามารถสรุปไดว้า่  ไม่มี xenia effect  
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ตารางที ่4  การแสดงอิทธิพลของละอองเกสรเพศผูบ้นตน้แม่ (xenia effect) ในลกัษณะปริมาณสาร 
 PEs ในเมลด็สบู่ดาํ 

No. Crosses 
PE content (mg/g) 

Maternal Paternal F1 seeds 
1  CN   ×   M10 1.624 0.051 0.809 
2  K     ×   M10 2.000 0.051 1.160 
3  P     ×   M10 1.695 0.051 1.262 
4             M10  ×   CN 0.051  1.624 0.065 
5             M10  ×   K 0.051  2.000 0.037 
6             M10  ×   P 0.051  1.624 0.044 

 
หมายเหตุ CN = สายพนัธ์ุชยันาท, K = สายพนัธ์ุโคราช, P = สายพนัธ์ุแพร่ และ M10 = สายพนัธ์ุ 
  เมก็ซิโก 
 
 2.1  การตรวจสอบความเป็นลูกผสม 
 
 การตรวจสอบความเป็นลูกผสมของสบู่ดาํทั้ง 78 ตน้ โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกลุ SSR 
(MPN 6 และ 7) จากรายงานของ (Tanya et al., 2011a) พบวา่ แถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากลูกผสมทุกตน้มี
รูปแบบท่ีเหมือนกนัดงัภาพท่ี 10 โดยอลัลีลท่ีพบในลูกผสมมีจาํนวน 2 อลัลีล โดยอลัลีลท่ีหน่ึง ไดจ้าก
สายพนัธ์ุเมก็ซิโก ส่วนอลัลีลท่ีสอง ไดจ้ากสายพนัธ์ุชยันาท โดยพบวา่เม่ือใชเ้คร่ืองหมาย MPN 6 ได้
แถบดีเอน็เอขนาด 109-111 bp ในขณะท่ีเม่ือใชเ้คร่ืองหมาย MPN 7 ไดแ้ถบดีเอน็เอขนาด 115-118 
bp แสดงวา่ ลูกผสมท่ีไดเ้ป็นลูกผสมท่ีเกิดจากสายพนัธ์ุพอ่และแม่ท่ีทาํการตรวจสอบอยา่งแทจ้ริง 
เน่ืองจากมีแถบดีเอน็เอท่ีตรงกบัทั้งสายพนัธ์ุพอ่และแม่ 
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100 bp 

  MPN 6   MPN 7  
       
 
 

 
 
 
 
 
  
 
 
 

หมายเหตุ M = φX174, P1 = สายพนัธ์ุชยันาท, P2 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก และ F1 = ลูกผสมรุ่น F1 

 

ภาพที ่10  การตรวจสอบความเป็นลูกผสมดว้ย SSR marker MPN 6 และ 7 ใน 4.5%  
  polyacrylamide gel  

 

3.  การศึกษาการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของลกัษณะปริมาณสาร PEs ในเมลด็สบู่ดํา 
 

จากการเปรียบเทียบความแตกต่างของความแปรปรวนของปริมาณสาร PEs ในลูกผสมตรง
และลูกผสมสลบัโดยการใชโ้ปรแกรม Microsoft excel ร่วมกบั R program พบวา่ ค่าความแปรปรวน 
เท่ากบั 0.370 ซ่ึงนอ้ยกวา่ค่า F จากตารางมาตรฐาน ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต ์(2.128) 
ดงันั้นจึงยอมรับสมมติฐานหลกั จึงสรุปไดว้า่ ความแปรปรวนของลูกผสมทั้งสองแบบเท่ากนั การ
วิเคราะห์หาความแตกต่างของค่าเฉล่ียแบบ t-test จึงทดสอบแบบท่ีมีความแปรปรวนเท่ากนั พบวา่ 
ค่า t ท่ีคาํนวณได ้เท่ากบั 1.466 ซ่ึงมีค่าตํ่ากวา่ค่า t จากตารางมาตรฐานท่ีระดบัความเป็นไปได ้
0.01 2.376 ดงันั้นจึงยอมรับสมมติฐานหลกั สรุปไดว้า่ค่าเฉล่ียของปริมาณสาร PEs ในลูกผสม
ทั้งสองแบบ ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเป็นไปได ้0.01 ดงันั้น การวิเคราะห์ขอ้มูลต่อจาก
น้ีจึงนาํขอ้มูลท่ีไดจ้ากทั้งลูกผสมตรงและลูกผสมสลบัมารวมกนัเป็นประชากรเดียวเพื่อวิเคราะห์
ขอ้มูล 

 

118 bp 

allele 1 
allele 2 

 M     P1     P2     F1          P1     P2    F1      
allele 1 
allele 2 
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 การวิเคราะห์หาปริมาณสาร PEs ในลูกผสมทั้งหมด 78 ตน้ สามารถแจกแจงความถ่ีไดเ้ป็น 
8 อนัตรภาคชั้น ดงัตารางท่ี 5 โดยพบวา่ ปริมาณสาร PEs อยูใ่นช่วง 0.019 ถึง 0.986 mg/g โดย
ปริมาณสาร PEs ในช่วง 0.140-0.260 mg/g มีความถ่ีมากท่ีสุด สามารถเขียนกราฟการกระจายตวัของ
ปริมาณดงักล่าวไดด้งัภาพท่ี 11 ซ่ึงพบวา่ ค่าเฉล่ีย ± ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ของการกระจายตวั
ของปริมาณสาร PEs ในลูกผสมสบู่ดาํ มีค่าเท่ากบั 0.29±0.15 mg/g มีค่าสมัประสิทธ์ิความโด่ง 
เท่ากบั 0.32 ซ่ึงสามารถสรุปไดว้า่ โคง้ความถ่ีมีการแจกแจงท่ีโด่งมาก เน่ืองจากค่าสมัประสิทธ์ิความ
โด่งท่ีคาํนวณไดมี้ค่ามากกวา่ 0.263 นอกจากน้ียงัพบวา่ ค่าสมัประสิทธ์ิความเบท่ี้คาํนวณได ้เท่ากบั 
0.60 ซ่ึงมีค่ามากกวา่ศูนย ์จึงสรุปไดว้า่ กราฟมีการกระจายตวัแบบเบข้วา เม่ือพิจารณาขอ้มูลปริมาณ
สาร PEs ท่ีได ้พบวา่ มีการกระจายตวัแบบต่อเน่ือง จึงคาดวา่ลกัษณะปริมาณสาร ถูกควบคุมดว้ยยนี
หลายคู่และสภาพแวดลอ้มมีอิทธิพลต่อการแสดงออกของลกัษณะสูง  
  

การกระจายตวัของขอ้มูลส่วนใหญ่เป็นแบบปกติ (normal distribution) แต่ในการศึกษาคร้ัง
น้ีพบวา่ การกระจายตวัของขอ้มูลมีลกัษณะเบข้วา อาจเน่ืองมาจาก จาํนวนตวัอยา่งท่ีใชใ้นการ
วิเคราะห์นอ้ยเกินไป ระยะการสุกแก่ของเมลด็สบู่ดาํและความคลาดเคล่ือนในการวเิคราะห์ อาจมีผล
ต่อปริมาณสาร PEs ท่ีสกดัได ้เน่ืองจากเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวิเคราะห์มีความไวต่อสภาพการ
เปล่ียนแปลงสูง และการวิเคราะห์ใชป้ริมาณสารนอ้ย จึงตอ้งใชค้วามละเอียดในการทดลองเป็นอยา่ง
มาก และผูท้าํการทดลองอาจไม่มีความชาํนาญในการใชเ้คร่ืองมือเท่าท่ีควร จึงทาํใหผ้ลการทดลอง
อาจเกิดความคลาดเคล่ือนได ้
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ตารางที ่5  การจดัอนัตรภาคชั้นของปริมาณสาร PEs ในสบู่ดาํลูกผสม 78 ตน้ 
 

Class no. Class range (mg/g) Class mean (mg/g) Frequency 
1 0.019-0.139 0.079 7 
2 0.140-0.260 0.200 32 
3 0.261-0.381 0.321 20 
4 0.382-0.502 0.442 14 
5 0.503-0.623 0.563 2 
6 0.624-0.744 0.684 2 
7 0.745-0.865 0.805 0 
8 0.866-0.986 0.926 1 
  Total 78 

 
 

 
 
ภาพที ่11  การกระจายตวัของปริมาณสาร PEs ในลูกผสมสบู่ดาํ 78 ตน้ 
 
 
 
 

  0.079        0.200       0.321         0.442        0.563        0.684        0.805        0.926 

Mean±SD = 0.29±0.15 mg/g 
Kurtosis    = 0.32  
Skewness  = 0.60 
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สรุป 
  

1.  การศึกษาหาวิธีการสกดัสาร PEs ในนํ้ามนัจากเมลด็สบู่ดาํ ท่ีเหมาะสมเพื่อใชใ้นงาน 
ปรับปรุงพนัธ์ุ สามารถสรุปไดว้า่ การใชเ้มทานอล analytical grade เป็นตวัทาํละลายในการสกดัสาร 
PEs แทนการใช ้เมทานอล HPLC grade ซ่ึงมีราคาสูงกวา่ ทาํใหส้ามารถลดตน้ทุนในการวิเคราะห์
สารได ้เน่ืองจากมีตวัอยา่งท่ีตอ้งทาํการวิเคราะห์เป็นจาํนวนมากในงานปรับปรุงพนัธ์ุ นอกจากน้ี 
นํ้าหนกัตวัอยา่งท่ีใชส้ามารถลดจาก 6 กรัม เป็น 4 กรัม จะสามารถยน่ระยะเวลาในการเกบ็ตวัอยา่ง
และลดการใชส้ารเคมีในการวิเคราะห์ได ้
 

2.  การศึกษา xenia effect ของลกัษณะปริมาณสาร PEs ในเมลด็สบู่ดาํ สามารถสรุปไดว้า่  
ไม่มี xenia effect ในลกัษณะปริมาณสาร PEs ในเมลด็สบู่ดาํ เน่ืองจากปริมาณสาร PEs ในลูกผสม 
F1 มีแนวโนม้ไปทางแม่พนัธ์ุ แสดงวา่ ถา้พนัธ์ุสบู่ดาํท่ีปรับปรุงใหม่มีปริมาณสาร PEs ตํ่า จะสามารถ
ผลิตเมลด็เป็นการคา้ร่วมกบัพนัธ์ุท่ีมีสาร PEs สูงได ้โดยไม่ตอ้งกงัวลวา่สาร PEs ในผลผลิตจะสูงข้ึน 
ไม่วา่จะไดรั้บการผสมจากสายพนัธ์ุพอ่ตน้ใดกต็าม 
 

3.  การศึกษาการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของลกัษณะปริมาณสาร PEs ในเมลด็สบู่ดาํ  
สามารถสรุปไดว้า่ การกระจายตวัของขอ้มูลมีลกัษณะเบข้วา เน่ืองจาก ขอ้มูลปริมาณสาร PEs ท่ีได ้
มีการกระจายตวัแบบต่อเน่ือง จึงคาดวา่ ลกัษณะปริมาณสาร PEs เป็นลกัษณะเชิงปริมาณ ถูกควบคุม
ดว้ยยนีหลายคู่ และสภาพแวดลอ้มมีอิทธิพลสูงต่อการแสดงออกของลกัษณะ  
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เอกสารและส่ิงอ้างองิ 
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ตารางผนวกที ่1  ปริมาณสาร PEs ในเน้ือในเมลด็ (kernel) ท่ีสกดัดว้ยเมทานอล HPLC grade 
 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
1 J01 4 1.2668 1.8933 2.0342 

 
2 J01 5 1.3313 1.9104 1.8815 

 
3 J01 6 1.4844 1.9040 1.8247 

 
4 J02 4 1.1036 1.5944 1.3620 

 
5 J02 5 1.1492 1.8225 1.3173 

 
6 J02 6 1.1162 1.6159 1.4164 

 
7 J03 4 1.2519 1.8447 2.1009 

 
8 J03 5 1.2776 1.9556 1.9788 

 
9 J03 6 1.2008 1.8873 1.7572 

 
10 J04 4 0.8232 1.7366 1.4422 

 
11 J04 5 1.7673 1.7791 1.6174 

 
12 J04 6 1.4373 2.0279 1.6558 

 
13 J05 4 1.4591 1.9172 1.5383 

 
14 J05 5 1.3202 2.4783 1.7638 

 
15 J05 6 1.4890 2.1641 1.8676 

 
16 J06 4 0.7807 1.5880 1.5132 

 
17 J06 5 0.7833 1.3525 1.6561 

 
18 J06 6 1.0405 1.2350 1.2418 

 
19 J07 4 2.1548 2.8756 2.3135 

 
20 J07 5 3.0203 2.9144 2.1863 

 
21 J07 6 2.6895 3.0504 2.2332 
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ตารางผนวกที ่1  (ต่อ) 
 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
22 J08 4 0.1560 0.1909 0.1976 

 
23 J08 5 0.1929 0.4832 0.2912 

 
24 J08 6 0.1851 0.6068 0.3041 

 
25 J09 4 0.1124 0.1600 0.1283 

 
26 J09 5 0.1830 0.4035 0.1414 

 
27 J09 6 0.1395 0.3412 0.1294 

 
28 J10 4 0.2425 0.2981 0.1494 

 
29 J10 5 0.2918 0.2458 0.1217 

 
30 J10 6 0.1119 0.4629 0.1128 

 
 
หมายเหตุ  J01 = สายพนัธ์ุชยันาท, J02 = สายพนัธ์ุโคราช, J03 = สายพนัธ์ุอินเดีย, J04 = สายพนัธ์ุ  

    KUBP, J05 = สายพนัธ์ุพม่า 1, J06 = สายพนัธ์ุพม่า 2, J07 = สายพนัธ์ุเวียดนาม, J08=  
    สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 6, J09 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 85 และ J10 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 87  
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ตารางผนวกที ่2  ปริมาณสาร PEs ในเน้ือในเมลด็ (kernel) ท่ีสกดัดว้ยเมทานอล analytical grade 
 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
1 J01 4 1.5604 1.8442 1.9831 

 
2 J01 5 1.5580 1.9357 1.6785 

 
3 J01 6 1.5416 1.8583 2.2904 

 
4 J02 4 1.1214 2.1347 1.2960 

 
5 J02 5 1.1536 1.7457 1.4067 

 
6 J02 6 1.1201 1.3596 1.2510 

 
7 J03 4 1.2383 1.7793 1.2943 

 
8 J03 5 1.0348 1.9786 1.7289 

 
9 J03 6 1.0959 2.4253 1.6757 

 
10 J04 4 1.4617 2.1092 1.3207 

 
11 J04 5 1.1129 1.4816 1.2956 

 
12 J04 6 1.2923 2.0546 1.5649 

 
13 J05 4 1.4647 1.9578 1.7164 

 
14 J05 5 1.3697 2.1650 1.8492 

 
15 J05 6 1.9180 2.1179 1.8346 

 
16 J06 4 1.2659 2.0077 1.2881 

 
17 J06 5 0.9975 1.7919 1.2959 

 
18 J06 6 0.9958 1.5223 1.3730 

 
19 J07 4 2.6188 2.6171 2.3750 

 
20 J07 5 2.5400 2.9407 1.9835 

 
21 J07 6 2.7204 2.6733 2.1185 
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ตารางผนวกที ่2  (ต่อ) 
 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
22 J08 4 0.0975 0.5089 0.1736 

 
23 J08 5 0.3684 0.6119 0.3623 

 
24 J08 6 0.4565 0.6216 0.3580 

 
25 J09 4 0.4249 0.5102 0.4391 

 
26 J09 5 0.3751 0.6149 0.2850 

 
27 J09 6 0.4740 0.5618 0.4319 

 
28 J10 4 0.1160 0.2792 0.1037 

 
29 J10 5 0.4698 0.6813 0.1405 

 
30 J10 6 0.4238 0.6031 0.0985 

 
 
หมายเหตุ  J01 = สายพนัธ์ุชยันาท, J02 = สายพนัธ์ุโคราช, J03 = สายพนัธ์ุอินเดีย, J04 = สายพนัธ์ุ  

    KUBP, J05 = สายพนัธ์ุพม่า 1, J06 = สายพนัธ์ุพม่า 2, J07 = สายพนัธ์ุเวียดนาม, J08=  
    สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 6, J09 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 85 และ J10 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 87  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



55 

 
 

ตารางผนวกที ่3  ปริมาณสาร PEs ในเปลือกหุม้เมลด็ (seed coat) ท่ีสกดัดว้ยเมทานอล HPLC grade 
 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
1 J01 4 1.8933 0.0718 0.0456 

 
2 J01 5 1.9104 0.0595 0.0446 

 
3 J01 6 1.9040 0.0811 0.0708 

 
4 J02 4 1.5944 0.0660 0.0390 

 
5 J02 5 1.8225 0.0634 0.0370 

 
6 J02 6 1.6159 0.0811 0.0657 

 
7 J03 4 1.8447 0.1047 0.0457 

 
8 J03 5 1.9556 0.0717 0.1442 

 
9 J03 6 1.8873 0.0921 0.0729 

 
10 J04 4 1.7366 0.1384 0.0967 

 
11 J04 5 1.7791 0.1125 0.2094 

 
12 J04 6 2.0279 0.1428 0.1401 

 
13 J05 4 1.9172 0.1403 0.1276 

 
14 J05 5 2.4783 0.1644 0.1490 

 
15 J05 6 2.1641 0.2379 0.2524 

 
16 J06 4 1.5880 0.2389 0.2250 

 
17 J06 5 1.3525 0.1612 0.1509 

 
18 J06 6 1.2350 0.1772 0.1496 

 
19 J07 4 2.8756 0.1770 0.1413 

 
20 J07 5 2.9144 0.1212 0.0966 

 
21 J07 6 3.0504 0.1266 0.0785 
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ตารางผนวกที ่ 3  (ต่อ) 
 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
22 J08 4 0.1909 0.2714 0.1889 

 
23 J08 5 0.4832 0.1396 0.1105 

 
24 J08 6 0.6068 0.2009 0.1633 

 
25 J09 4 0.1600 0.0721 0.0783 

 
26 J09 5 0.4035 0.0733 0.0817 

 
27 J09 6 0.3412 0.1586 0.1603 

 
28 J10 4 0.2981 0.1401 0.1424 

 
29 J10 5 0.2458 0.1705 0.1213 

 
30 J10 6 0.4629 0.2555 0.2618 

 
 
หมายเหตุ  J01 = สายพนัธ์ุชยันาท, J02 = สายพนัธ์ุโคราช, J03 = สายพนัธ์ุอินเดีย, J04 = สายพนัธ์ุ  

    KUBP, J05 = สายพนัธ์ุพม่า 1, J06 = สายพนัธ์ุพม่า 2, J07 = สายพนัธ์ุเวียดนาม, J08=  
    สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 6, J09 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 85 และ J10 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 87  
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ตารางผนวกที ่4  ปริมาณสาร PEs ในเปลือกหุม้เมลด็ (seed coat) ท่ีสกดัดว้ยเมทานอล analytical  
 grade 

 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
1 J01 4 1.8442 0.0667 0.0454 

 
2 J01 5 1.9357 0.0505 0.0379 

 
3 J01 6 1.8583 0.0663 0.0462 

 
4 J02 4 2.1347 0.0648 0.0583 

 
5 J02 5 1.7457 0.0820 0.0553 

 
6 J02 6 1.3596 0.0491 0.0363 

 
7 J03 4 1.7793 0.0892 0.0480 

 
8 J03 5 1.9786 0.0456 0.0654 

 
9 J03 6 2.4253 0.0497 0.0358 

 
10 J04 4 2.1092 0.0702 0.0773 

 
11 J04 5 1.4816 0.0502 0.0726 

 
12 J04 6 2.0546 0.0586 0.0603 

 
13 J05 4 1.9578 0.1591 0.1291 

 
14 J05 5 2.1650 0.0929 0.0712 

 
15 J05 6 2.1179 0.0907 0.0685 

 
16 J06 4 2.0077 0.1884 0.1802 

 
17 J06 5 1.7919 0.1172 0.1026 

 
18 J06 6 1.5223 0.1157 0.1049 

 
19 J07 4 2.6171 0.1615 0.1253 

 
20 J07 5 2.9407 0.1296 0.0760 

 
21 J07 6 2.6733 0.1081 0.0774 
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ตารางผนวกที ่ 4  (ต่อ) 
 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
22 J08 4 0.5089 0.2649 0.2291 

 
23 J08 5 0.6119 0.2439 0.1996 

 
24 J08 6 0.6216 0.1586 0.1460 

 
25 J09 4 0.5102 0.1120 0.1321 

 
26 J09 5 0.6149 0.2830 0.3467 

 
27 J09 6 0.5618 0.0783 0.1201 

 
28 J10 4 0.2792 0.2315 0.2349 

 
29 J10 5 0.6813 0.1505 0.1494 

 
30 J10 6 0.6031 0.2007 0.2116 

 
 
หมายเหตุ  J01 = สายพนัธ์ุชยันาท, J02 = สายพนัธ์ุโคราช, J03 = สายพนัธ์ุอินเดีย, J04 = สายพนัธ์ุ  

    KUBP, J05 = สายพนัธ์ุพม่า 1, J06 = สายพนัธ์ุพม่า 2, J07 = สายพนัธ์ุเวียดนาม, J08=  
          สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 6, J09 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 85 และ J10 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 87 
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ตารางผนวกที ่5 ปริมาณสาร PEs ในเมลด็ (whole seed) ท่ีสกดัดว้ยเมทานอล HPLC grade 
 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
1 J01 4 1.3454 1.9839 1.4339 

 
2 J01 5 0.9296 1.3822 1.9605 

 
3 J01 6 1.0610 1.8159 2.0276 

 
4 J02 4 0.8359 1.1899 1.3936 

 
5 J02 5 0.7985 1.7383 1.4087 

 
6 J02 6 0.7503 2.2193 1.2680 

 
7 J03 4 1.0035 0.7154 0.6439 

 
8 J03 5 0.7975 1.0776 0.8826 

 
9 J03 6 0.8236 2.2551 0.9973 

 
10 J04 4 1.7986 1.8036 1.9056 

 
11 J04 5 2.1517 1.8458 1.3715 

 
12 J04 6 1.8065 1.6807 1.6684 

 
13 J05 4 0.8584 1.4781 1.6357 

 
14 J05 5 0.8120 0.8345 0.8820 

 
15 J05 6 0.8322 0.8892 1.1354 

 
16 J06 4 1.1358 1.8570 1.4650 

 
17 J06 5 1.1819 0.8452 1.2179 

 
18 J06 6 0.7990 1.7624 1.0998 

 
19 J07 4 1.5096 1.6979 1.4598 

 
20 J07 5 1.2963 1.7279 1.2996 

 
21 J07 6 1.8294 1.5736 1.2655 
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ตารางผนวกที ่ 5  (ต่อ) 
 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
22 J08 4 0.6651 0.3958 0.2714 

 
23 J08 5 0.6474 0.6699 0.2184 

 
24 J08 6 0.4102 0.2305 0.2273 

 
25 J09 4 0.5870 0.5636 0.6539 

 
26 J09 5 0.3888 0.5831 0.4572 

 
27 J09 6 0.3623 0.3938 0.4427 

 
28 J10 4 0.4697 0.2952 0.2036 

 
29 J10 5 0.4461 0.4898 0.1851 

 
30 J10 6 0.4667 0.5720 0.2780 

 
 
หมายเหตุ  J01 = สายพนัธ์ุชยันาท, J02 = สายพนัธ์ุโคราช, J03 = สายพนัธ์ุอินเดีย, J04 = สายพนัธ์ุ  

    KUBP, J05 = สายพนัธ์ุพม่า 1, J06 = สายพนัธ์ุพม่า 2, J07 = สายพนัธ์ุเวียดนาม, J08=  
          สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 6, J09 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 85 และ J10 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 87 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



61 

 
 

ตารางผนวกที ่6  ปริมาณสาร PEs ในเมลด็ (whole seed) ท่ีสกดัดว้ยเมทานอล analytical grade 
 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
1 J01 4 2.4569 1.5133 1.2694 

 
2 J01 5 0.8698 1.4024 1.1923 

 
3 J01 6 1.0041 1.7887 1.3676 

 
4 J02 4 3.3915 2.5607 0.7790 

 
5 J02 5 0.7534 2.5523 1.1174 

 
6 J02 6 0.8181 2.0686 1.3101 

 
7 J03 4 0.4654 0.5816 0.5046 

 
8 J03 5 0.7173 1.7525 0.9885 

 
9 J03 6 0.7943 1.1290 0.9105 

 
10 J04 4 1.9031 1.8232 1.8828 

 
11 J04 5 1.5899 1.8301 1.7369 

 
12 J04 6 1.7453 1.8972 1.6537 

 
13 J05 4 0.9312 0.9854 0.7595 

 
14 J05 5 0.8547 1.7650 1.1476 

 
15 J05 6 1.1231 1.1270 1.0908 

 
16 J06 4 1.1883 1.6516 1.2854 

 
17 J06 5 0.8216 1.1557 0.9818 

 
18 J06 6 0.7734 2.0670 0.9602 

 
19 J07 4 1.7345 1.6150 1.6911 

 
20 J07 5 2.5330 1.5643 1.3827 

 
21 J07 6 1.8094 1.6773 1.4011 
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ตารางผนวกที ่ 6  (ต่อ) 
 

No. Varieties Weight (g) 
PEs (mg/g) 

 
determination 1 determination 2 determination 3 

 
22 J08 4 0.5481 0.7017 0.2811 

 
23 J08 5 0.5037 0.6133 0.2294 

 
24 J08 6 0.4879 0.5876 0.2515 

 
25 J09 4 0.3452 0.3036 0.2838 

 
26 J09 5 0.2051 0.2170 0.1864 

 
27 J09 6 0.3891 0.4837 0.2724 

 
28 J10 4 0.8409 0.2083 0.3454 

 
29 J10 5 0.5442 0.2864 0.4046 

 
30 J10 6 0.3572 0.2178 0.5172 

 
 
หมายเหตุ  J01 = สายพนัธ์ุชยันาท, J02 = สายพนัธ์ุโคราช, J03 = สายพนัธ์ุอินเดีย, J04 = สายพนัธ์ุ  

    KUBP, J05 = สายพนัธ์ุพม่า 1, J06 = สายพนัธ์ุพม่า 2, J07 = สายพนัธ์ุเวียดนาม, J08=  
          สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 6, J09 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 85 และ J10 = สายพนัธ์ุเมก็ซิโก 87 
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ตารางผนวกที ่7  ปริมาณสาร PEs ในเมลด็ลูกผสมรุ่น F2 จาํนวน 27 ตน้ จากการใชส้ายพนัธ์ุชยันาท 
    เป็นแม่และเมก็ซิโกเป็นพอ่ (direct cross)   

 

No. PEs (mg/g) 
1 0.121 
2 0.383 
3 0.373 
4 0.404 
5 0.405 
6 0.231 
7 0.212 
8 0.125 
9 0.192 
10 0.342 
11 0.490 
12 0.258 
13 0.149 
14 0.372 
15 0.263 
16 0.330 
17 0.273 
18 0.247 
19 0.268 
20 0.272 
21 0.168 
22 0.201 
23 0.120 
24 0.155 
25 0.211 
26 0.230 
27 0.129 
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ตารางผนวกที ่8  ปริมาณสาร PEs ในเมลด็ลูกผสมรุ่น F2 จาํนวน 51 ตน้ จากการใชส้ายพนัธ์ุ 
   เมก็ซิโกเป็นแม่และชยันาทเป็นพอ่ (reciprocal cross)   
 

No. PEs (mg/g) 
1 0.272 
2 0.220 
3 0.259 
4 0.215 
5 0.200 
6 0.201 
7 0.108 
8 0.651 
9 0.386 
10 0.319 
11 0.154 
12 0.305 
13 0.204 
14 0.213 
15 0.252 
16 0.147 
17 0.020 
18 0.247 
19 0.203 
20 0.230 
21 0.148 
22 0.143 
23 0.315 
24 0.390 
25 0.246 
26 0.236 
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ตารางผนวกที ่ 8 (ต่อ) 
 

No. PEs (mg/g) 
27 0.387 
28 0.265 
29 0.895 
30 0.558 
31 0.268 
32 0.387 
33 0.212 
34 0.477 
35 0.362 
36 0.458 
37 0.420 
38 0.262 
39 0.198 
40 0.303 
41 0.581 
42 0.720 
43 0.143 
44 0.019 
45 0.287 
46 0.461 
47 0.266 
48 0.243 
49 0.457 
50 0.424 
51 0.369 
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การวเิคราะห์การแจกแจงความถ่ี 
 
1.  จาํนวนชั้น (k)   = 1 + 3.322 log N 

เม่ือ N คือ จาํนวนขอ้มูลทั้งหมด 
     = 1 + 3.322 log (78) 
     = 1 + 3.322 (1.89) 
     = 7.279    8  
 จาํนวนอนัตรภาคชั้น คือ 8 อนัตรภาคชั้น 
 
2.  ค่าพิสยั     =  ค่าสูงสุด − ค่าตํ่าสุด 
     = 0.895 – 0.019 
     = 0.877  0.88  
 ค่าพิสยั คือ 0.88 
 
3.  จาํนวนขอ้มูลท่ีจะจดัเขา้สู่ชั้น  = ค่าพิสยั + 1 
     = 0.88 + 1 
     = 1.88 
 จาํนวนขอ้มูลท่ีจะจดัเขา้สู่ชั้น 1.88 
 

4.  อนัตรภาคชั้น    =     
จาํนวนชั้น
ค่าพสิยั

          

     = 
8
88.0

       

     = 0.11 
 ความกวา้งอนัตรภาคชั้น คือ 0.11 
 

5.  ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน =
n

XXf i
2)(    

   =
78

)290.0895.0)(1(.....)290.0019.0)(7( 22 
 

   = 0.15 
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 ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน คือ 0.15 
 

6.  ค่าเฉล่ีย   = 
78

0.895) + 0.720 + ..… + 0.020 + (0.019
 

   = 0.29 
 ค่าเฉล่ีย คือ 0.29 
 

7.  ความโด่ง (kurtosis)  = 
13

1223

QQ
)QQ()QQ(




  

    = 
201.03755.0

)201.02605.0()2605.03755.0(



 

    = 0.32 
 ความโด่ง คือ 0.32 
 

8.  ความเบ ้(skewness)  = 
SD

)medianmean(3 
               

    = 
149.0

0.261) - 3(0.290
 

    = 0.60 
 ความเบ ้คือ 0.60 
 
หมายเหตุ ใชข้อ้มูลจากตารางผนวกท่ี 7 และ 8 ในการวิเคราะห์   
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ประวตักิารศึกษาและการทาํงาน 
 

ช่ือ –นามสกลุ     นางสาวองัคณา จงเชิดชูตระกลู 
วนั เดือน ปี ทีเ่กดิ    29 กรกฎาคม พ.ศ. 2528 
สถานทีเ่กดิ     กรุงเทพฯ 
ประวตัิการศึกษา    วิทยาศาสตรบณัฑิต (เทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร) 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกาํแพงแสน 
ตําแหน่งหน้าทีก่ารงานปัจจุบัน   - 
สถานทีท่าํงานปัจจุบัน   - 
ผลงานดีเด่นและรางวลัทางวชิาการ การนาํเสนอผลงานในการประชุมวิชาการวิทยาศาสตร์ 

และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย คร้ังท่ี 37 (วทท 37) 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ    ทุนโครงการสร้างขีดความสามารถดา้นการวิจยัและ 

พฒันาและการแข่งขนัของภาคอุตสาหกรรมโดยกลไก 
ความร่วมมือระหวา่งภาครัฐ เอกชน และมหาวิทยาลยั 
(University Industry Research Collaboration Program: 
U-IRC) กระทรวงวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ีโดย
สาํนกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ 
(สวทช.) 
 
 
 
 
 
 
 

 


