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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อผลิตอินนูลินจากแกนตะวันโดยอาศัยการเพาะเล้ียงแคลลัส ตน 
ราก และเซลลแขวนลอยบนอาหารสูตร Murashige และ Skoog (MS) ควบคูกับการเติมสารควบคุม
การเจริญเติบโตของพืชในสัดสวนตางๆ พบวา สวนของแผนใบและลําตนสามารถนํามาใชเปนช้ิน
พืชวัตถุดิบสําหรับชักนําแคลลัสและรากได ในขณะท่ีการชักนําใหเกิดตนน้ันสามารถชักนําไดจาก
สวนของลําตนเทาน้ัน โดยอาหารเพาะเลี้ยงสูตร MSC 1 (MS ที่เสริม BA 1 มก./ล. และ NAA 1  
มก./ล.) MSS 1 (MS ที่เสริม NAA 0.5 มก./ล. และนํ้ามะพราว 15 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) และ 
MSR 3 (1/2MS ที่เสริม NAA 0.5 มก./ล.และ IBA 1.0 มก./ล.) สามารถชักนําใหเกิดแคลลัส ตน 
และรากไดดีที่สุด ตามลําดับ เมื่อนําแคลลัสท่ีชักนําไดมาเพาะเลี้ยงแบบเซลลแขวนลอย พบวา เซลล
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WIKANDA SOKHUMA : PRODUCTION OF INULIN FROM JERUSALEM 
ARTICHOKE (HELIANTHUS TUBEROSUS L.) BY PLANT CELL AND TISSUE CULTURE 
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ASST. PROF. PHIMCHANOK JATURAPIREE, Dr.nat.techn. AND SUWATTANA 
PRUKSASRI, Ph.D. 97 pp. 
 
 The objective of this research was to produce inulin from Jerusalem artichoke by 
culturing calli, shoots, roots and suspended cells on Murashige and Skoog medium (MS) 
supplemented with various combinations of plant growth regulators. Leaf blade and nodal 
stem segments were able to use as explants for induction of callus and root while shoot were 
only induced from nodal stem segments. The highest induction of callus, shoot and root were 
found when explants were cultured on MSC 1 (MS supplemented with 1 mg/l BA and 1 mg/l 
NAA), MSS 1 (MS supplemented with 0.5 mg/l NAA and 15% (v/v) coconut water) and MSR 3 
medium (1/2MS supplemented with 0.5 mg/l NAA and 1 mg/l IBA) in respectively. When 
induced calli were cultured as suspended cells, the growth of plant cells in all culture media 
were increasing. The analysis of inulin contents as non-reducing sugar in extracts from all 
plant culture types showed the calli derived from nodal stem segments cultured on MS 
supplemented with 1 mg/l BA and 1 mg/l IAA gave the highest amount of inulin when 
compared with others. In addition, the amount of inulin detected in calli was also higher than 
the amount of inulin in the other type of cultures. The comparison of HPLC chromatograms of 
the extracts obtained from all plant culture types with the extract from naturally grown tuber 
indicated that induced calli, shoots, roots and suspended cells were able to produce inulin as 
same as found in tuber grown in nature. Moreover, the extracts from induced calli and roots 
also showed prebiotic properties by promoting the growth of prebiotic bacteria.  
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บทท่ี 1 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
อินนูลิน (inulin) เปนสารเย่ือใยอาหารท่ีใหความหวาน จัดเปนสารพรีไบโอติก (prebiotics) 

ชนิดหน่ึงท่ีไมถูกยอยในกระเพาะอาหารของมนุษย แตมีผลกระตุนการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
ชนิดดีในลําไสใหญกลุม Bifidobacteria และ Lactobacilli (Hidaka และคณะ 1986) กระตุนการหลั่ง
ของนํ้าดี ลดความเสี่ยงของการเปนโรคเบาหวาน ลดไขมันในเลือด และชวยเพิ่มภูมิคุมกันใหกับ
รางกาย โดยอินนูลินสามารถพบไดในพืชผักผลไมหลายชนิด รวมท้ังในแกนตะวัน (Jerusalem 

artichoke) ก็เปนพืชอีกชนิดหนึ่งท่ีมีการสะสมอินนูลินอยูในปริมาณสูงเม่ือเทียบกับพืชชนิดอ่ืน โดย
จะพบในสวนหัว (tuber) ของพืชชนิดน้ีมากถึง 14-19 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสด ในประเทศไทย
เร่ิมมีการปลูกพืชชนิดน้ีอยางแพรหลายและไดรับความสนใจเปนอยางมาก เพราะสามารถปรับตัว
ไดดี สามารถปลูกไดทุกฤดูกาล และใหผลผลิตสูง (สน่ัน และคณะ 2549) จึงมีการศึกษาเก่ียวกับ
แกนตะวันท่ีนํามาปลูกในประเทศไทยในแงมุมตางๆ มากขึ้น  ไมวาจะเปนการศึกษาเก่ียวกับ
ลักษณะทางสัณฐานและกายวิภาคของแกนตะวันท่ีปลูกในประเทศไทย (สุดารัตน และคณะ 2551) 

การศึกษาถึงอิทธิพลของธาตุอาหารตอผลผลิตและคุณภาพของแกนตะวัน (ภิเชษฐ และเพ่ิมพูน 
2551) การศึกษาถึงความเปนไปไดในการผลิตแกนตะวันเพ่ือการผลิตเอทานอล (วิสุทธิ์ และคณะ 

2550) การเปลี่ยนแปลงปริมาณอินนูลินของหัวแกนตะวันที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ําในระยะเวลา
ตางๆ และผลของวิธีการสกัดตางๆ เพ่ือผลิตอินนูลินในรูปผง (Srikhampa และ Uriyapongson 

2008) การนําอินนูลินจากแกนตะวันไปเสริมในอาหารสุกรเพ่ือลดกลิ่นเหม็นและแอมโมเนียของมูล
สุกร (ศุภวันจักรี และ สมชัย 2546) การใชแกนตะวันเปนสารทดแทนยาปฏิชีวนะเพื่อศึกษา
ผลกระทบตอการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและชีวภาพของระบบลําไสเล็กและใหญในลูกสุกร 
(พิภพ 2546) จากการศึกษาดังกลาวจะเห็นไดวา อินนูลินไดเขามามีบทบาทตออุตสาหกรรมตางๆ 
มากข้ึน ประเทศไทยซึ่งมีการผลิตไดไมเพียงพอตอความตองการจึงไดมีการสั่งซื้อสารประเภท     
พรีไบโอติกชนิดน้ีจากตางประเทศเปนจํานวนมาก ซึ่งสารดังกลาวมีราคาแพง แกนตะวันจึงเปนพืช
วัตถุดิบที่มีการสงเสริมใหปลูกเพิ่มมากขึ้นเพ่ือตอบสนองความตองการของอุตสาหกรรมท่ีจะ
นําไปใชประโยชนในดานตางๆ อยางไรก็ตาม ผลผลิตของแกนตะวันที่ปลูกในแปลงปลูกตาม
ธรรมชาติมักแปรผันไปตามปจจัยตางๆ เชน สภาพภูมิอากาศ ภูมิประเทศ สภาวะในการเพาะปลูก 
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พันธุที่ใช ตลอดจนการรบกวนของโรคและแมลงศัตรูพืช โดยเฉพาะปญหาโรคโคนเนาและหัวเนา
นั้น ทําใหไดผลผลิตแกนตะวันตํ่ากวาท่ีควรจะไดรับ ดังน้ัน การหาแนวทางการผลิตอ่ืนที่สามารถ
ควบคุมปริมาณและคุณภาพแกนตะวันได จึงนาจะใหผลที่ดีกวาการปลูกในสภาพธรรมชาติ โดย
เทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลลและเน้ือเยื่อพืช (plant cell and tissue culture) ในหลอดทดลองก็เปนอีก
วิธีหนึ่งท่ีมีการนํามาใชในการขยายพันธุพืชและผลิตสารที่มีมูลคาจากพืชได ซึ่งในปจจุบันมีการใช
เทคนิคดังกลาวน้ีอยางแพรหลายในพืชหลายชนิด ดังน้ัน งานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษาการผลิต  
อินนูลินจากแกนตะวันดวยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลลและเนื้อเยื่อพืช (แคลลัสและเซลลแขวนลอย) 
และอวัยวะพืช (ตนและราก) เพราะเทคนิคนี้จะทําใหควบคุมคุณภาพและสามารถปรับเปลี่ยน
สภาวะท่ีกระตุนใหเซลลพืชผลิตสารไดมากข้ึนได ซึ่งจะเปนการลดตนทุนและพ้ืนท่ีในการ
เพาะปลูกลง จึงนาจะเปนทางเลือกหนึ่งท่ีจะนํามาใชการผลิตอินนูลินจากแกนตะวันใหมีปริมาณ
สูงข้ึนหรือใกลเคียงกับการผลิตสารดังกลาวจากตนท่ีปลูกในแปลงเพาะปลูกตามธรรมชาติ ผลที่ได
จากการวิจัยนี้นาจะเปนประโยชนอยางมากตอการเพิ่มศักยภาพการผลิตอินนูลินของประเทศไดอีก
ทางหน่ึง และยังเปนการลดการพึ่งพาการนําเขาจากตางประเทศดวย 

 

ความมุงหมายและวัตถุประสงคของการศึกษา 
เพื่อเพิ่มแนวทางการผลิตอินนูลินจากแกนตะวันโดยใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล  เนื้อเยื่อ 

และอวัยวะพืช ตลอดจนทดสอบคุณสมบัติดานความเปนสารพรีไบโอติกของอินนูลินที่ผลิตได 
 

ขอบเขตของการศึกษา 
 1. ศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการชักนําใหชิ้นพืชเกิดการพัฒนาไปเปนเซลลและ
เน้ือเยื่อพืช (แคลลัสและเซลลแขวนลอย) และอวัยวะพืช (ตนและราก) ที่ใหปริมาณอินนูลินสูงสุด 

 2. สกัดและหาปริมาณอินนูลินจากเซลล เน้ือเยื่อ และอวัยวะพืชที่ชักนําได 
 3. เปรียบเทียบปริมาณอินนูลินที่ผลิตไดจากเซลล เนื้อเยื่อ และอวัยวะพืชที่เพาะเลี้ยงใน
หลอดทดลองกับปริมาณอินนูลินที่ผลิตไดจากหัวของแกนตะวันที่ไดจากแปลงปลูกตามธรรมชาติ 

 4. ทดสอบคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกของอินนูลินที่ผลิตไดจากเซลล เนื้อเยื่อ และ
อวัยวะพืชที่ชักนําจากการใชเทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลและอวัยวะพืช 
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ผลท่ีคาดวาจะไดรับ 
ทราบแนวทางการผลิตอินนูลินจากแกนตะวันดวยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล เนื้อเยื่อ และ

อวัยวะพืช เพื่อนําไปสูการพัฒนาประสิทธิภาพในการผลิตอินนูลินที่สามารถควบคุมปริมาณและ
คุณภาพได
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บทท่ี 2  
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 

1.  แกนตะวัน 

แกนตะวัน (Jerusalem artichoke) มีชื่อวิทยาศาสตรคือ Helianthus tuberosus L. ชื่อวงศคือ 
Asteraceae ชื่อที่เรียกเปนภาษาไทยคือ แหวบัวตอง เนื่องจากเปนพืชตระกูลเดียวกับทานตะวันและ
มีดอกสีเหลืองคลายดอกบัวตอง แตมีขนาดเล็กกวา มีถิ่นกําเนิดแถบทวีปอเมริกาเหนือ และไดมีการ
นํามาปลูกในแถบทวีปยุโรปอยางแพรหลายในเขตหนาว เขตก่ึงหนาว และเขตรอน สามารถปลูก
และปรับตัวไดดีในเขตรอน มีความแข็งแกรงทนทานตอสภาพภูมิอากาศท่ีแตกตางกันมาก จึงใหชื่อ
นําหนาพืชนี้วา  “แกน” และเปนพืชที่ใกลชิดกับทานตะวัน จึงใหชื่อพืชชนิดน้ีวา “แกนตะวัน” 
(ภาพที่ 1)  

ลักษณะทางพฤกษศาสตร เปนพืชลมลุก มีอายุ 4-6 เดือน เพาะปลูกในเขตรอนไดดี 
ลักษณะตนเปนไมเนื้อออน ความสูงตนประมาณ 1.5-2.0 เมตร อาจแตกแขนงหรือไมแตกแขนงก็
ได ใบจะเปนใบเดี่ยว รูปหอก ขอบใบหยักมีขนคลายหนามกระจายท่ัวใบและลําตน จึงตานทานตอ
แมลงไดดี ดอกเกิดเปนชอ กลีบดอกมีสีเหลืองคลายดอกบัวตอง ลักษณะหัวคลายหัวของขิงหรือขา 
เปลือกสีน้ําตาลออน เนื้อในสีขาว และกรอบคลายแหวเมื่อดิบ (สน่ัน และคณะ 2549)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 ตนแกนตะวัน 

ที่มา : http://th.wikipedia.org
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สวนหัว (tuber) สามารถใชประโยชนไดหลายอยาง เชน ใชเปนสวนประกอบของอาหาร
คาวและหวานหลายชนิด ใชเปนสารเยื่อใยอาหารเพื่อสุขภาพ ใชเสริมในอาหารสัตวเพ่ือสงเสริม
การเจริญเติบโต ลดจุลินทรียที่เปนโทษในระบบทางเดินอาหาร สรางภูมิคุมกัน ทําใหลดการใชสาร
ปฏิชีวนะและมูลสัตวมีกลิ่นเหม็นนอยลง (พิภพ 2546; ศุภวันจักรี และ สมชัย 2546)  นอกจากน้ียัง
ใชเปนวัตถุดิบในการผลิตแอลกอฮอลไดอีกดวย (วิสุทธิ์ และคณะ 2550) 

อินนูลิน (inulin) เปนสารท่ีพบปริมาณสูงในสวนหัวของพืชชนิดน้ี โดยอินนูลินจัดเปนสาร
เยื่อใยอาหารที่ใหความหวาน ถือเปนสารพรีไบโอติก (prebiotics) ชนิดหน่ึงท่ีไมถูกยอยในกระเพาะ
อาหารของมนุษย  แตมีผลกระตุนการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดดีในลําไสใหญ  กลุม 
Bifidobacteria และ Lactobacilli (Hidaka และคณะ 1986) กระตุนการหลั่งของนํ้าดี ลดความเสี่ยง
ของการเปนโรคเบาหวาน ลดไขมันในเลือด ชวยเพิ่มภูมิคุมกันใหกับรางกาย โดยจะพบอินนูลินใน
พืชมากท่ีสุดถึง 36,000 ชนิด ซึ่งในพืชแตละชนิดจะมีอินนูลินในปริมาณท่ีแตกตางกันดังแสดงใน
ตารางท่ี 1  
 ตารางท่ี 1 ปริมาณอินนูลิน (เปอรเซ็นตของนํ้าหนักสด) ในพืชอาหาร (Van Loo และคณะ 1995) 

แหลง สวนที่ใชกิน ปริมาณ dry solids  ปริมาณอินนูลิน 

onion หัว 6.0-12.0 2.0-6.0 

jerusalem artichoke หัว 19.0-25.0 14.0-19.0 

chicory ราก 20.0-25.0 15.0-20.0 

leek หัว 15.0-20.0* 3.0-10.0 

garlic หัว 40.0-45.0* 9.0-16.0 

artichoke ใบ 14.0-16.0 3.0-10.0 

banana ผล 24.0-26.0 0.3-0.7 

rye เมล็ด 88.0-90.0 0.5-1.0* 

barley เมล็ด ไมระบุ 0.5-1.5* 

dandelion ใบ 50.0-55.0* 12.0-15.0 

burdock ราก 21.0-25.0 3.5-4.0 

camas หัว 31.0-50.0 12.0-22.0 

murnong ราก 25.0-28.0 8.0-13.0 

yacon ราก 13.0-31.0 3.0-19.0 

salsify ราก 20.0-22.0 4.0-11.0 

*คาโดยประมาณ 
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2. อินนูลิน (inulin) 

 2.1 โครงสรางของอินนูลิน 

      อินนูลินเปนใยอาหารชนิดหน่ึง จัดเปนคารโบไฮเดรตประเภทโพลีแซคคาไรด 
(polysaccharide) ที่พืชเก็บไวเปนอาหาร ถูกคนพบในป ค.ศ. 1804 โดย Rose นักวิทยาศาสตรชาว
เยอรมัน ซึ่งไดทําการแยกสารท่ีมีคุณสมบัติเฉพาะจากพืชไดเปนคร้ังแรก  โดยการสกัดดวย
กระบวนการตมจากพืช Inula helenium และตอมาใน ป ค.ศ.1818 สารท่ีมีคุณสมบัติเฉพาะดังกลาว
นั้นถูกตั้งช่ือวา อินนูลิน โดย Thomson   

      อินนูลินประกอบดวยน้ําตาลฟรุคโตสหลายโมเลกุลตอกันเปนสายยาวดวยพันธะ -2,1 
ไมมีกิ่งกานสาขา ประกอบดวย 1 โมเลกุลของนํ้าตาลกลูโคสท่ีบริเวณปลายของโครงสรางโมเลกุล
จับกับน้ําตาลฟรุคโตสหลายโมเลกุลดวยพันธะ α-2, 1 โครงสรางพ้ืนฐานของอินนูลินท่ีมีสายสั้น
ที่สุด คือ 1-เคสโทส (1-kestose) ความยาวของโมเลกุลน้ําตาลฟรุคโตสสวนใหญอยูระหวาง 2-60 

โมเลกุล (degree of polymerization, DP) สูตรท่ัวไปท่ีใชเขียนแทนโครงสรางของอินนูลินคือ GFn

โดย G หมายถึง กลูโคส F หมายถึง ฟรุคโตส และ n หมายถึง จํานวนโมเลกุลของฟรุคโตสท่ีตอกัน 
(ภาพที่ 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 โครงสรางของอินนูลิน 

ที่มา : http://www.scientificpsychic.com/fitness/carbohydrates1.html 

 

      อินนูลินสามารถสังเคราะหไดโดยใชน้ําตาลซูโครส (sucrose)เปนสารต้ังตน (substrate) 
ในการสังเคราะหผานปฏิกิริยา  transfructosylation ดวยการทํางานของเอนไซมในกลุม                  

-fructosidase เมื่ออินนูลินถูกยอยดวยเอนไซม inulinase จะทําใหความยาวของสายโซฟรุคโตสลด
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สั้นลง เรียกวา fructooligosaccharides (FOS) ซึ่งประกอบดวยโมเลกุลน้ําตาลฟรุคโตสประมาณ     
2-10 โมเลกุล (Niness 1999) 

2.2 ประโยชนของอินนูลิน 

1) ใชเปนสารพรีไบโอติกเพิ่มภูมิคุมกันโรค 

    ในป  1995 อินนูลินถูกจัดเปนพรีไบโอติกตามนิยามของ  Gibson และ  Roberfroid 

หมายถึง สวนประกอบของอาหารที่ไมถูกยอยและดูดซึมในระบบทางเดินอาหารตอนบน แตจะมี
ผลในการเพ่ิมปริมาณและการทํางานของแบคทีเรียชนิดเฉพาะเจาะจงที่มีอยูตามปกติในลําไสใหญ 
เชน Bifidobacteria spp. และ Lactobacilli spp. และสงผลดีตอสุขภาพ สามารถลดปริมาณหรือ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่เปนโทษ เชน Clostridium spp. Salmonella และ Esherichia coli  
เปนตน (Kolida และคณะ 2002)  

2) เพิ่มปริมาณการดูดซึมเกลือแรในรางกาย 

    เมื่ออินนูลินถูกยอยจะเกิดกรดไขมันชนิดสายสั้น (short-chain fatty acid (SCFA)) ไดแก 
acetate propionate และ butyrate รวมถึงกาซตางๆ ขึ้น สงผลใหระดับ pH ของลําไสลดลง และยังมี
ผลไปกระตุนใหเกิดการแสดงออก (express) ของโปรตีน calbidin-D9k ในการเกิดกระบวนการ 
calcium transport สงผลใหรางกายเกิดการดูดซึมแรธาตุไดมากขึ้น (Scholz-Ahrens และคณะ 2001) 

3) ชวยลดคลอเรสเตอรอล ไขมันในเลือด และลดความเส่ียงตอการเปนโรคหัวใจ 

    กรดไขมันชนิดสายสั้นโดยเฉพาะ propionate ที่ไดจากการยอยอินนูลินจะมีผลไปยับยั้ง
เอนไซม hydroxyl-methylglutaryl CoA (HMGCoA) ที่จําเปนในการสังเคราะหคลอเรสเตอรอล จึง
ทําใหลดกระบวนการสรางคลอเรสเตอรอลลงได และยับยั้งกระบวนการเปลี่ยน methyl malonyl 

CoA ไปเปน succinyl CoA ซึ่งสามารถยับยั้ง pyruvate caboxylase ทําใหการสรางกลูโคสลดลง 

(Kaur และ Gupta 2002) 

4) ชวยลดความอวนและลดความเสี่ยงโรคเบาหวาน 

    อินนูลินถูกจัดวาเปนอาหารเยื่อใย ซึ่งจะไมถูกยอยในกระเพาะอาหารและลําไสเล็ก 
ดังน้ัน เมื่อกินอินนูลินเขาไปจึงไมใหพลังงาน (Farnworth 1993) อาหารลักษณะน้ีจัดเปน low-

glycaemic food โดยอาหารจะอยูในระบบทางเดินอาหารเปนเวลานาน จึงทําใหไมมีความรูสึกหิว 
กินอาหารไดนอยลง จึงทําใหไมเปนโรคอวน นอกจากน้ัน การเกิดเมตาบอลิซึมยังเปนไปอยางชาๆ 
ทําใหมีน้ําตาลในเลือดตํ่า และสมํ่าเสมอ สงผลใหรางกายหลั่งอินซูลิน (insulin) ออกมาในปริมาณ
นอยๆ สมํ่าเสมอ ตับออนจึงไมเกิดความเครียดจากการทํางาน จึงลดความเสี่ยงของการเปน
โรคเบาหวานลง (Farnworth 1993) 
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 2.3 อินนูลินจากแกนตะวัน 

      จากประโยชนตางๆ ของอินนูลิน ทําใหอินนูลินไดรับความสนใจและไดเขามามี
บทบาทในอุตสาหกรรมตางๆ  มากมาย โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือสุขภาพ  ซึ่งใน
กระบวนการผลิตตองใชวัตถุดิบที่มีคุณภาพ หางาย และมีปริมาณของสารอินนูลินในปริมาณที่สูง 
แหลงวัตถุดิบที่เหมาะสมจึงนาจะมาจากพืช จากขอมูลที่แสดงในตารางท่ี 1 จะเห็นไดวา เมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณเปอรเซ็นตของอินนูลินในแกนตะวันกับพืชชนิดอ่ืนแลวจะพบวา พืชชนิดน้ีให
ปริมาณอินนูลินที่สูง จึงนาจะเหมาะตอการนํามาใชเปนแหลงผลิตอินนูลิน ทําใหมีการสงเสริมใหมี
การเพาะปลูกพืชชนิดน้ีเพิ่มข้ึนในประเทศไทย แตแกนตะวันที่ปลูกในธรรมชาติ อาจไดรับ
ผลกระทบจากปจจัยตางๆ เชน สภาพภูมิอากาศ ภูมิประเทศ สภาวะการเพาะปลูก สายพันธุ และโรค
พืช เปนตน จากรายงานการวิจัยการปลูก Jerusalem artichoke จํานวน 6 สายพันธุในชวงระยะเวลา
เดียวกันนาน 2 ปของ Schorr-Galindo และ Guiraud (1997) พบวา แตละสายพันธุใหผลผลิตหัวที่มี
การสะสมอินนูลินในปริมาณท่ีแตกตางกันและอินนูลินที่พบในแตละสายพันธุก็มีความยาวสาย
โซฟรุคโตสท่ีแตกตางกันดวย ซึ่งเปนตัวอยางหน่ึงท่ีชี้ใหเห็นวา สายพันธุที่ปลูกมีผลตอชนิดและ
ปริมาณของอินนูลินท่ีได  และยังพบอีกวา ชวงระยะเวลาเก็บเกี่ยวผลผลิตหัวก็มีผลตอชนิดและ
ปริมาณของอินนูลินท่ีไดดวย โดยสายพันธุที่ดีที่สุดใหผลผลิตหัวสูงสุดเม่ือเก็บเกี่ย วในเดือน
พฤศจิกายน นอกจากน้ีวิสุทธิ์ และคณะ (2550) ยังไดรายงานวา แกนตะวันที่ปลูกในพื้นที่จังหวัด
ลพบุรีใหผลผลิตหัวสดสูงกวาแกนตะวันท่ีปลูกในพ้ืนท่ีจังหวัดขอนแกนเปนสองเทา  ซึ่งลักษณะ
ทางกายภาพและความอุดมสมบูรณของดินก็เปนอีกปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอความแปรผันของผลผลิตท่ี
จะได และปญหาการติดเช้ือรา Sclerotium sp. สาเหตุของโรคโคนเนาและหัวเนามากับหัวพันธุก็
เปนอีกผลกระทบหนึ่งท่ีทําใหไดผลผลิตหัวสดแกนตะวันลดลงเปนอยางมาก ดังน้ัน การหา
แนวทางในการผลิตอินนูลินท่ีดีกวาการปลูกในสภาพธรรมชาติจึงเปนวิธีการที่นาสนใจไมนอย โดย
เทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืช (plant tissue culture) ก็เปนอีกแนวทางหนึ่งท่ีนาสนใจเพราะ
เทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืชนั้นเปนระบบการผลิตท่ีมีประสิทธิภาพสูงและยังสามารถลด
ตนทุนการผลิตลงได อีกทั้งยังสามารถกระตุนใหเซลล เนื้อเย่ือ หรืออวัยวะท่ีเพาะเล้ียงผลิตสาร      
ทุต ิยภูมิได ซึ่งในที่นี้อาจนํามาใชประโยชนในการผลิตอินนูลินจากแกนตะวันไดอีกทางหนึ่ง  
 

3. การเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือพืช (plant tissue culture) 

การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืช เปนศาสตรดานเทคโนโลยีชีวภาพ (biotechnology) สาขาหน่ึง 
โดยนําเซลล เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะสวนท่ีเปนเน้ือเยื่อเจริญของพืช ไมวาจะเปนเซลลที่เจริญเต็มท่ี 
(mature cell) หรือเนื้อเยื่อที่มีการเปลี่ยนแปลงไปทําหนาท่ีเฉพาะอยาง (differentiated tissue)        
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มาเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห (synthetic medium) ภายใตสภาพปลอดเชื้อ (aseptic condition) ที่
มีการควบคุมสภาวะแวดลอมใหเหมาะสม ซึ่งเซลล เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะพืชจะถูกชักนําใหมีการ
เจริญและแบงตัวเปนแคลลัส (callus) หรือพัฒนาเปนอวัยวะ (organ) ตางๆ ได (รังสฤษฏ 2545) 

3.1 ประเภทของการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช 

                 เนื่องจากพืชประกอบดวยอวัยวะตางๆ ซึ่งแตละอวัยวะก็ประกอบไปดวยเนื้อเยื่อหลาย
ชนิด ดังน้ันการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองจึงแบงออกไดหลายชนิด คือ 

     1) การเพาะเลี้ยงพืชทั้งตน คือการนําเอาเมล็ดไปเพาะในหลอดทดลองจนเปนตนกลา
และพืชสมบูรณตอไป  

     2) การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ คือการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอไมวาแกหรือออนหลังจากที่แยก
เอาสวนเปลือกหุมเมล็ดออกไปแลว 

     3) การเพาะเลี้ยงอวัยวะ คือ การเพาะเลี้ยงสวนตางๆ ของอวัยวะพืชที่แยกออกมา เชน 
ปลายยอด ปลายราก ดอก ผล อับเรณู 

     4) การเพาะเล้ียงแคลลัส คือ การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อที่เกิดใหมจากการเพาะเลี้ยงสวนตางๆ 
ของพืช 

     5) การเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย คือ การเพาะเลี้ยงเซลลเดี่ยวหรือกลุมเซลลที่ไดมาจาก
แคลลัสในอาหารเหลวท่ีมีการเขยาตลอดเวลา 

     6) การเพาะเล้ียงโพรโทพลาสต คือ การเพาะเล้ียงเซลลที่ผนังเซลลถูกยอยดวยเอนไซม 
3.2 ปจจัยท่ีมีผลตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช 

     1) ปจจัยทางดานพืช ไดแก ลักษณะทางพันธุกรรม (genetic factor) และฮอรโมน 
(hormones) โดยในพืชแตละชนิดจะมีพันธุกรรม ชนิดและระดับของฮอรโมนภายในช้ินสวนของ
พืชแตกตางกัน ซึ่งจะสงผลตอการพัฒนาของเน้ือเยื่อพืช 

     2) ปจจัยทางดานเคมี ไดแก ธาตุอาหาร (nutrients) และสารควบคุมการเจริญเติบโต 

(plant growth regulators) ทั้งที่เกิดจากธรรมชาติและสารท่ีสังเคราะหขึ้นมาท่ีมีอิทธิพลตอการเจริญ
และการเติบโตของพืช ซึ่งสามารถแบงออกไดเปน 5 กลุม คือ ออกซิน (auxins) ไซโตไคนิน 
(cytokinin) จิบเบอเรลลิน (gibberellin) กรดแอบไซซิค (abscisic acid) และกาซเอทิลีน (ethylene 

gas)  

      - ออกซิน ทําหนาท่ีควบคุมการยืดตัวของเซลล การขมตาขาง (apical dominance) และ
การเกิดราก มีทั้งชนิดท่ีพบในตนพืช และชนิดท่ีเปนออกซินสังเคราะห ออกซินท่ีพบในพืชทั่วไป 
ไดแก indole-3-acetic acid (IAA) สวนออกซินสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ ไดแก                    
1-naphthalene acetic acid (NAA) indole-3-butyric acid (IBA) และ 2,4-dicholorophenoxy acetic 
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acid (2,4-D) โดยวัตถุประสงคของการใชออกซินก็เพื่อชักนําใหเกิดแคลลัสและเกิดราก และชวยให
การเจริญของยอดเปนไปไดดี รวมท้ังเพ่ือชักนําใหเกิด somatic embryogenesis และในการใชเพื่อทํา
ใหเกิดยอดมักใชควบคูไปกับไซโตไคนิน เปนท่ีทราบกันดีวาในการเลี้ยงเน้ือเย่ือนั้น อัตราสวน
ความเขมขนของออกซินและไซโตไคนินท่ีสูงจะชักนําใหเกิดราก หากอัตราสวนที่ต่ําจะชักนําให
เกิดยอด หากมีอัตราสวนที่เทากันก็จะชักนําใหเกิดแคลลัส (ภาพที่ 3) 

 
ภาพที่ 3 ผลของอัตราสวนระหวางออกซินกับไซโตไคนินตอการเปลี่ยนแปลงสภาพ 

                   และการเกิดสัณฐานของพืช (ดัดแปลงจาก บุษราภรณ 2547) 
 

ออกซินท่ีเติมในอาหารจะใชความเขมขนนอยมาก โดย IAA จะใช 0.01-10 มิลลิกรัมตอ
ลิตร แตถาเปนสารสังเคราะห (IBA NAA และ 2, 4-D) จะใช 0.001-10 มิลลิกรัมตอลิตร  

      - ไซโตไคนิน (cytokinin) เปนสารท่ีกระตุนการแบงเซลล กระตุนการแตกตาขางและ
ชะลอการแกชรา ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนิยมใชสารสังเคราะหของไซโตไคนินมากกวาชนิดท่ีพบ
ในธรรมชาติ ไดแก benzylaminopurine หรือ benzyladenine (BA) 6-furfurylaminopurine (Kinetin) 

และ thidiazuron สวนไซโตไคนินท่ีเปนสารธรรมชาติและใชกันอยู ไดแก N6-isopentenyladenine 

(2iP) ซึ่งเปนไซโตไคนินท่ีออกฤทธิ์มากท่ีสุดชนิดหน่ึง สวน zeatin เปนไซโตไคนินธรรมชาติอีก
ชนิดหน่ึงท่ีมีราคาแพง จึงนิยมใชในงานวิจัยเทาน้ัน ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจะใชเพ่ือกระตุนการ
แบงเซลล กระตุนการสรางและเพ่ิมจํานวนตา นอกจากน้ีไซโตไคนินยังมีผลยับยั้งการเกิดรากและ
ยับยั้งการเกิดเอมบริโอในกระบวนการ embryogenesis ดวย ไซโตไคนินใชเติมในอาหารสูงกวา 
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ออกซินมาก ความเขมขนของไซโตไคนินที่นิยมใชกันอยูในระหวาง 1-10 มิลลิกรัมตอลิตร (ศิวพงศ 
2546) 

      - จิบเบอเรลลิน (gibberellin) เปนสารท่ีกระตุนการยืดตัวของลําตน และกระตุนการ
ออกดอกในธรรมชาติ ไดแก gibberellic acid (GA3)  

      - กรดแอบไซสิค (abscisic acid) หรือเรียกยอๆ วา “ABA” ทําหนาท่ีเกี่ยวของกับการปด
เปดของปากใบ กระตุนการพักตัวของตาและเมล็ด  

      - เอธิลีน (ethylene) เปนสารท่ีอยูในรูปของกาซ มีผลตอการรวงและการเสื่อมของสวน
ตางๆ ของพืช  

สารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีนิยมใชกันมากมี 2 กลุม ไดแก ไซโตไคนินและออกซิน โดย
ไซโตไคนินชวยใหเกิดการแบงเซลลและเกิดยอด สวนออกซินชวยใหเซลลยืดตัวและเกิดราก สาร
ทั้งสองกลุมน้ีจะมีปฏิกิริยารวมกันและไดรับอิทธิพลจากปจจัยทางสภาพแวดลอม เชน แสงและ
อุณหภูมิ สิ่งท่ีสําคัญที่สุดคือ อาหารจะตองมีอัตราสวนและชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ี
เหมาะสมท่ีสุด สําหรับพืชแตละชนิดท่ีนํามาเพาะเลี้ยง ชิ้นสวนของพืชที่นํามาเพาะเลี้ยงอาจมีไซโต
ไคนินหรือออกซินอยูในเน้ือเยื่ออยูแลวจํานวนหน่ึง หรือเน้ือเย่ือเหลาน้ีสามารถสังเคราะหสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตข้ึนมาเองก็ได ถาในชิ้นสวนพืชมีสารควบคุมการเจริญเติบโตเหลาน้ีอยู
เพียงพอแลวก็ไมจําเปนตองเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตลงไปในอาหารเพาะเลี้ยง การเจริญของ
ชิ้นสวนพืชในอาหารเพาะเลี้ยง อาจจะเจริญข้ึนมาโดยท่ีไมจําเปนตองมีออกซินหรือไซโตไคนิน  
หรืออาจจะตองการออกซินหรือไซโตไคนินอยางใดอยางหน่ึง หรืออาจจะตองการท้ังออกซินและ
ไซโตไคนินก็ได  

      3) ปจจัยทางดานสภาพแวดลอม ไดแก อุณหภูมิ นิยมใชในชวง 25-28 องศาเซลเซียส 
แสงนิยมใชที่ 12-16 ชั่วโมงตอวัน ความเขมแสง (light intensity) ประมาณ 1000-4000 ลักซ และ
ความช้ืน (humidity) ซึ่งนิยมใหมีความช้ืนอยูรอยละ 70 ซึ่งเปนความชื้นที่เหมาะสมตอการ
เจริญเติบโตของพืช 

3.3 ประโยชนของการเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือพืช 

     - การขยายพันธุพืชปริมาณมากในระยะเวลาสั้น โดยเฉพาะพืชที่มีปญหาดานการ
เพาะปลูก  

     - การผลิตพืชปราศจากโรค  
     - การเก็บรักษาพันธุพืช โดยเฉพาะพืชที่หายากและมีคุณคากําลังจะสูญพันธุไป หรือพืช

บางชนิดท่ีขยายพันธุยาก 

     - การปรับปรุงพันธุพืชและสรางพืชสายพันธุใหม (transgenic plants) ที่ตองการ 
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     - การผลิตยาและสารเคมีจากพืช โดยการปรับเปลี่ยนสูตรอาหาร สภาวะแวดลอม หรือ
การเติมสารตั้งตน (precursors) ของขบวนการสังเคราะห (biosynthetic pathway) ลงในอาหารเลี้ยง
เซลลและเหน่ียวนําเซลลพืชใหเกิดความเครียด (stress) เปนตน  

     ขอไดเปรียบของการใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือพืช ในการผลิตสารทุติยภูมิ  
(secondary metabolites) มีหลายประการ ดังน้ี 

     1) สามารถกําหนดและควบคุมสภาวะมาตรฐานในการเจริญเติบโตไดแนนอน 

     2) ไมมีการผันแปรทางสภาพภูมิอากาศและฤดูกาล 

     3) ใชระยะเวลาในการเพาะปลูกสั้น 

     4) สามารถควบคุมปริมาณการผลิตใหเหมาะสมกับความตองการของตลาด 

     5) สามารถควบคุมคุณภาพของสารทุติยภูมิใหคงที่ 
     6) การสกัดสารทุติยภูมิทําไดงายกวา ลดตนทุนการผลิต 

  
  มีการนําเทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืชมาใชกับแกนตะวันเพ่ือประโยชนในดานตางๆ 
โดยการใชประโยชนในการขยายพันธุเพื่อใหไดตนปลอดเช้ือนั้นไดมีการศึกษากันมาต้ังแตป 1999 

โดย Gamburg  และคณะ (1999) ซึ่งไดศึกษาผลของปริมาณน้ําตาลซูโครสและ BA ตอการเกิดลํา
ตนสะสมอาหารของแกนตะวันในสภาพปลอดเชื้อ พบวา แกนตะวันท่ีเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่มี 
BA ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรรวมกับน้ําตาลซูโครสความเขมขน 8 และ 10 เปอรเซ็นตใน
สภาวะไรแสงน้ันสามารถชักนําใหเกิดลําตนสะสมอาหารได 100 เปอรเซ็นต สวนสูตรท่ีมีน้ําตาล
ซูโครส 6 เปอรเซ็นตจะชักนําใหเกิดลําตนสะสมอาหารในชวง 10 ถึง 70 เปอรเซ็นต โดยพบวา 
ชิ้นสวนขอที่ใชในการทดลองในขอลําดับที่ 4 จากยอดมีเปอรเซ็นตการเกิดลําตนสะสมอาหาร
มากกวาขอลําดับที่ 3 และ 2 ตามลําดับ และเม่ือนําออกปลูกจะตองบมลําตนสะสมอาหารในหอง
เย็นอุณหภูมิ 2 ถึง 3 องศาเซลเซียส เปนเวลานานต้ังแต 4 ถึง 6 เดือนกอนนําออกปลูก ซึ่งงานวิจัย
ดังกลาวเปนความพยายามท่ีจะชักนําใหเกิดหัวสะสมอาหารในหลอดทดลอง สําหรับในประเทศ
ไทยมีการขยายพันธุแกนตะวันดวยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อใหไดตนปลอดเชื้อเพ่ือลดปญหา
การขลาดแคลนตนพันธุและลดปญหาการติดเช้ือโรคของหัวพันธุ โดยวิภาพรรณ (2550) ไดศึกษา
ผลของนํ้าตาลซูโครสและไคเนทินตอการชักนําใหเกิดตนของแกนตะวันจํานวน 4 สายพันธุใน
สภาพปลอดเชื้อ พบวา สูตรอาหารที่มีน้ําตาลซูโครส 3 เปอรเซ็นตรวมกับไคเนทินความเขมขน      
2 มิลลิกรัมตอลิตร และ สูตรอาหารท่ีมีน้ําตาลซูโครส 8 เปอรเซ็นตเพียงอยางเดียว สามารถชักนํา
ใหแกนตะวัน 3 สายพันธุเกิดตนได 20-40 และ 80-100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนสูตรอาหารท่ีมี
น้ําตาลซูโครสความเขมขน 8 เปอรเซ็นตรวมกับไคเนทินความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถ
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ชักนําใหแกนตะวันทั้ง 4 สายพันธุเกิดตนได 100 เปอรเซ็นต เปนการแสดงใหเห็นถึงบทบาทของ
สารควบคุมการเจริญเติบโตไซโตไคนินชนิด    ไคเนทินตอการชักนําใหชิ้นพืชที่นํามาเพาะเลี้ยงเกิด
ตนได  

 ตอมา ปยะวัชร และ สุมนา (2553) ไดศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตออกซิน
และไซโตไคนินตอการชักนําใหใบออนแกนตะวัน 2 สายพันธุ คือ สายพันธุ JA 89 และ HEL 65 ที่
เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อใหพัฒนาเปนแคลลัสและราก พบวา สูตรอาหาร  MS ที่เติมฮอรโมน 

NAA IBA IAA  2,4-D BAP Kinetin และ TDZ ที่ระดับความเขมขน 0 1 3 5 และ 7 มิลลิกรัมตอลิตร
สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสได โดย NAA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนําใหใบออน
แกนตะวัน 2 สายพันธุเกิดแคลลัสไดดีที่สุด สวนการชักนําใหเกิดรากน้ันพบวา IBA ความเขมขน     
3 มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนําใหใบออนแกนตะวันสายพันธุ  JA 89 เกิดรากไดดีที่สุด ในขณะท่ี
สายพันธุ HEL 65 สามารถชักนําใหเกิดรากไดดีที่สุดเม่ือเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่เติม IBA 

ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร 

สําหรับการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อแกนตะวันเพ่ือผลิตอินนูลินน้ันยังมีไมมากนัก ปรากฏใหเห็น
เพียงงานวิจัยของ Taha และคณะ (2007) ที่ไดทําการศึกษาการเพาะเล้ียงและเพ่ิมปริมาณอินนูลินใน
ตนแกนตะวัน (Jerusalem artichoke) ในสภาวะ in vitro โดยการนําสวนของใบและสวนของขอลํา
ตน (nodal stem) จากตนแกนตะวันมาเพาะเลี้ยงเพื่อชักนําใหเกิดแคลลัสและกระตุนใหแคลลัสท่ีชัก
นําไดใหพัฒนาไปเปนยอด ขณะเดียวกันก็ไดหากิจกรรมการทํางานของเอนไซม inulinaseใน
แคลลัสและยอดที่ชักนําไดดวย โดยพบวา การเสริมสูตรอาหาร MSดวยสารควบคุมการเจริญเติบโต 
NAA และ BAP ปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอลิตร จะใหผลในการผลิตแคลลัสจากใบและขอลําตนไดดี
ที่สุด สวนการเสริมสูตรอาหาร MS ดวย NAA และ BAP ปริมาณ 0.5 และ 3 มิลลิกรัมตอลิตร 
สามารถชักนําใหแคลลัสท่ีชักนําจากใบและขอลําตนเจริญพัฒนาไปเปนยอดไดสูงท่ีสุด นอกจากน้ี
ยังตรวจพบคากิจกรรมการทํางานของเอนไซม inulinase ในแคลลัสและยอดที่ชักนําได ซึ่งนํามา
บงช้ีถึงความสามารถในการผลิตอินนูลินของแคลลัสและยอดที่ชักนําไดโดยออม
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บทท่ี 3  
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 

1. สารเคมีที่ใชในการทดลอง 

    สารเคมี      บริษัทผูผลิต    

Agar bacteriological     SCHARLAU CHEMIE   

Ammonium nitrate      FLUKA 

Benzyladenine (BA)      GIBCOBRL 

Boric acid       MERCK 

Calcium chloride dihydrate    ANALA R 

Citrate       BDH ANALAR® 

Copper (II) sulfate pentahydrate    MERCK 

Dextrose      LAB M LIMITED 

2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D)   GIBCOBRL 

3,5-dinitrosalicylic acid (DNS)     FLUKA 

Dipotassium hydrogen phosphate    UNIVAR 

Ethanol       ALCOHOL-A  

Ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt  FLUKA 

Ferrous sulphate heptahydrate     FLUKA 

Fructose      FLUKA 

Glucose       SIGMA 

Glycine       GIBCO 

Hydrochloric acid     LAB-SCAN 

Indole-3-acetic acid (IAA)     SIGMA 

Indole-3-butyric acid (IBA)    SIGMA 

Inulin       FLUKA 

Kinetin (KIN)      SIGMA 

Magnesium sulphate heptahydrate        RIEDEL-DE HAEN     
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Manganese Sulfate      FLUKA 

myo-inosital       SIGMA 

Naphthalene acetic acid (NAA)    GIBCOBRL 

Nicotinic acid      SIGMA 

Peptone       LAB M LIMITED 

Phenol        MERCK 

Potassium dihydrogen phosphate     SIGMA 

Potassium nitrate      RIEDEL-DE HAEN 

Potassium sodium tartrate     RIEDEL-DE HAEN 

Pyridoxine-HCl       GIBCOBRL 

Sodium acetate       RIEDEL-DE HAEN 

Sodium hydroxide      LAB-SCAN 

Sodium hypochlorite (Clorox) 99.9%   CLOROX 

Sodium molybdate dihydrate     CARLO ERBA 

Sucrose       SIGMA 

Sulfuric acid 95.5%      LAB-SCAN 

Thiamine-HCl      SIGMA 

Tween 20      SIGMA 

Yeast extract       SCHARLAB S.L. 

น้ํามะพราว  

 

2. เครื่องมือและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

    เครื่องมือและอุปกรณ     บริษัทผูผลิต 

Anaerobic jar      ANAEROCULT® 

Autoclave      TOMY SX-700 

Auto pipette      BIOHIT, DENVILLE 

Balance       SARTORIUS BASIC BA20015  

PRECISA XT1200C 

Culture bottles       

Cuvette       STARNA® 
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Cylinder      ISOLAB 

Erlenmeyer flask     SCHOTT DURAN 

Forcep        MIRA STAINLESS 

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) SHIMADZU 

Hot Oven      BINDER 

Incubator      DAIHAN SCIENTIFIC CO., LTD. 

Microplate reader     TECAN 

Microwave       TUBORA TRX248G 

pH meter       ULTRA BASIC 

Rotary evaporator     BUCHI 

Shaker       SUPER LINE : SP-KR 

Spectrophotometer     BIOCHROM  

Stereo microscope     OLYMPUS  

Surgeon knife       MIRA STAINLESS 

Transferring cabinet     DWYER MARK II 

Water bath      MEMMENT 

 

3. พืชทดลอง 

 แกนตะวัน (Helianthus tuberosus L.) พันธุเบอร 2  
 

4. เชื้อจุลินทรียท่ีใชในการทดลอง 

  เชื้อจุลินทรียโพรไบโอติก (probiotics) ไดแก Bifidobacterium sp. 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 
 

 
 

วิธีการทดลอง 

 

1. การเตรียมพืชทดลอง 

 1.1 การปลูกแกนตะวันในเรือนปลูกพืช 

นําหัวพันธุแกนตะวันมาปลูกในเรือนปลูกพืชของภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ โดยตัดหัว
แกนตะวันเปนชิ้นขนาด 3-5 เซนติเมตร นําไปบมในแกลบดําช้ืนเพ่ือชักนําใหเกิดตนออน รดนํ้าให
ชุม โดยใหน้ําทุกวันๆ ละ 1 คร้ัง จนกวาตาพันธุจะเร่ิมมีการงอก หลังจากน้ันจึงใหน้ําวันเวนวัน จน
ครบระยะเวลา 1 เดือน (ภาพท่ี 4) เพ่ือยายปลูกในกระถางและใชเปนวัตถุดิบในการเพาะเล้ียงใน
สภาวะปลอดเชื้อตอไป 

 

 
ภาพที่ 4 แกนตะวันอายุ 1 เดือน 

 

 1.2 การเตรียมตนแกนตะวันปลอดเชื้อเพื่อใชเปนชิ้นพืชวัตถุดิบ (explant)   

1.2.1 ตัดก่ิงแกนตะวันจากตนท่ีมีอายุครบ 1 เดือน ซึ่งมีการเจริญสมบูรณแข็งแรงไมมีโรค
และแมลงมาทําความสะอาด โดยลิดใบออกจากกิ่งลําตน ตัดลําตนท่ีมีตาพิเศษ (nodal stem) ใหได
ขนาดความยาว 2-5 เซนติเมตร เพ่ือสะดวกในการทําไรเชื้อที่ผิว จากน้ันนําไปลางนํ้าทําความ
สะอาดใหด ี

1.2.2 แชในสารละลายคลอรอกซ 15 เปอรเซ็นต (clorox) ที่ผสมทวีน 20 (tween 20) 2-3 
หยด เปนเวลา 15 นาที โดยเขยาเปนคร้ังคราว 

1.2.3 ลางดวยน้ํากลั่นไรเชื้อ 2-3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 

            1.2.4 ยายลําตนที่มีตาพิเศษไปวางบนจานแกวไรเช้ือ จากน้ันตัดลําตนท่ีมีตาพิเศษใหได
ขนาดประมาณ 1.5 เซนติเมตร  
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1.2.5 นําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS (ภาคผนวก ก) ที่ไมมีการเติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตของพืช (plant growth regulator) 

1.2.6 นําขวดเพาะเลี้ยงไปวางบนชั้นเลี้ยงเน้ือเยื่อ ควบคุมสภาวะหองเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 
25±2 องศาเซลเซียส (๐C) ใหแสงสวางดวยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต โดยกําหนดใหมีความเขมของ
แสง 1,500-3,000 ลักซ (lux) และใหไดรับชวงแสงสวาง 16 ชั่วโมง สลับกับชวงมืด 8 ชั่วโมง  
         1.2.7 เมื่อเพาะเล้ียงนาน 1 เดือนจะไดตนปลอดเช้ือเพื่อใชเปนช้ินพืชวัตถุดิบในการทดลอง
ตอไป โดยมีการเปลี่ยนถายอาหารใหม (subculture) ใหตนปลอดเชื้อที่ใชเปนพืชวัตถุดิบทุก 1 เดือน 

 

2. การเตรียมอาหารสําหรับเพาะเลี้ยงเซลล เนื้อเย่ือ และอวัยวะพืช 

 2.1 อาหารเพาะเลี้ยงสําหรับชักนําและเพาะเลี้ยงแคลลัส  
             เตรียมอาหารสูตร MS (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช 2 

ชนิดคือ ไซโตไคนินและออกซิน โดยทุกสูตรอาหารมีการเติมไซโตไคนินชนิด BA เพียงอยางเดียว 
และมีการแปรผัน (vary) ออกซิน 4 ชนิด คือ NAA IAA IBA และ 2,4-D ดังแสดงในตารางท่ี 2 

ตารางท่ี 2 สูตรอาหารชักนําและเพาะเลี้ยงแคลลัส 

สูตรอาหาร 

สวนประกอบ 

สูตรอาหารพื้นฐาน 
ออกซิน  

(1.0 มก./ล.) 
ไซโตไคนิน 

(1.0 มก./ล.) 
MSC 1 MS NAA BA 

MSC 2 MS IAA BA 

MSC 3 MS IBA BA 

MSC 4 MS 2,4-D BA 

น้ําตาล 30 กรัมตอลิตร 

วุน 7.5 กรัมตอลิตร 

pH 5.6 

  
  2.2 อาหารเพาะเล้ียงสําหรับชักนําและเพาะเลี้ยงตน 

เตรียมอาหารสูตร MS (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช 2 

ชนิดคือ ไซโตไคนินและออกซิน โดยทุกสูตรอาหารมีการเติมออกซินชนิด  NAA เพียงอยางเดียว 
และมีการแปรผันไซโตไคนิน 3 ชนิด คือ BA Kinetin และนํ้ามะพราว (coconut water) ดังแสดงใน
ตารางท่ี 3 
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ตารางท่ี 3 สูตรอาหารสําหรับชักนําและเพาะเลี้ยงตน 

สูตรอาหาร 

สวนประกอบ 

สูตรอาหารพื้นฐาน 
ออกซิน  

(0.5 มก./ล.) 
ไซโตไคนิน 

(3.0 มก./ล.) 
MSS 1 MS NAA Coconut water* 

MSS 2 MS NAA Kinetin 

MSS 3 MS NAA BA 

น้ําตาล 30 กรัมตอลิตร 

วุน 7.5 กรัมตอลิตร 

pH 5.6 

*เติม 15 เปอรเซ็นตตอปริมาตรอาหารท่ีใช 
 

 2.3 อาหารเพาะเล้ียงสําหรับชักนําและเพาะเลี้ยงราก 

  เตรียมอาหารสูตร ½ MS (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช 2 

ชนิดคือ ไซโตไคนินและออกซิน โดยทุกสูตรอาหารมีการเติมออกซินชนิด NAA และมีการแปรผัน 
ความเขมขนของไซโตไคนินชนิด IBA ดังรายละเอียดในตารางท่ี 4 
ตารางท่ี 4 สูตรอาหารสําหรับชักนําและเพาะเลี้ยงราก 

สูตรอาหาร 

สวนประกอบ 

สูตรอาหารพื้นฐาน 
ออกซิน (NAA) 

มก./ล. 
ไซโตไคนิน (IBA) 

มก./ล. 
MSR 1 ½ MS 0.0 0.0 

MSR 2 ½ MS 0.5  0.5 

MSR 3 ½ MS 0.5 1.0 

MSR 4 ½ MS 0.5 1.5 

MSR 5 ½ MS 0.5 2.0 

น้ําตาล 30 กรัมตอลิตร 

วุน 7.5 กรัมตอลิตร 

pH 5.6 
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 2.4 อาหารสําหรับเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย 

เตรียมอาหารเหลวสูตร MS (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช 
2 ชนิดคือ ไซโตไคนินและออกซิน โดยทุกสูตรอาหารมีการเติมไซโตไคนินชนิด  BA เพียงอยาง
เดียว และมีการแปรผันออกซิน 4 ชนิด คือ NAA IAA IBA และ 2,4-D ดังแสดงในตารางท่ี 5 

ตารางท่ี 5 สูตรอาหารสําหรับเพาะเล้ียงเซลลแขวนลอย 

สูตรอาหาร 

สวนประกอบ 

สูตรอาหารพื้นฐาน 
ออกซิน  

(1.0 มก./ล.) 
ไซโตไคนิน 

(1.0 มก./ล.) 
MSC 1 MS NAA BA 

MSC 2 MS IAA BA 

MSC 3 MS IBA BA 

MSC 4 MS 2,4-D BA 

น้ําตาล 30 กรัมตอลิตร 

pH 5.6 

 
3. วิธีการเพาะเลี้ยงเซลล เนื้อเย่ือ และอวัยวะพืช 

 3.1 การชักนําและเพาะเลี้ยงแคลลัส 

ตัดแยกแผนใบ (leaf blade) และลําตน (stem) จากตนแกนตะวันปลอดเช้ืออายุ 1 เดือน โดย
ตัดใบใหมีขนาดประมาณ 1 ตารางเซนติเมตร สวนลําตนตัดใหมีความยาวประมาณ 1 เซนติเมตร 
จากนั้นยายช้ินพืชที่เตรียมไดไปเลี้ยงบนอาหารสูตรสําหรับชักนําแคสลัสดังแสดงในตารางท่ี 2 โดย
ทําในตูถายเน้ือเยื่อ แตละขวดเพาะเลี้ยงช้ินพืชจํานวน 3 ชิ้น เพาะเล้ียงอยางนอย 10 ขวด หลังจาก
นั้นนําขวดเลี้ยงเน้ือเยื่อวางบนช้ันในหองเลี้ยงเน้ือเยื่อที่มีการใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ      
25±2 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน  

บันทึกผลการทดลองทุกสัปดาห โดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงของชิ้นพืชดวยสายตาและ 
ภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ (stereo microscope) บันทึกภาพ บันทึกระยะเวลาการเกิดแคลลัส
ลักษณะการเกาะตัวของแคลลัส และวัดอัตราการเจริญของแคลลัสท่ีชักนําได โดยการชั่งหานํ้าหนัก
สด (fresh weight) พรอมท้ังนําไปหาปริมาณอินนูลิน เมื่อครบระยะเวลาเพาะเล้ียงนาน 30 วัน 

 3.2 การชักนําและเพาะเลี้ยงตน 

ตัดแยกแผนใบ (leaf blade) และขอลําตน (nodal stem) จากตนแกนตะวันปลอดเชื้ออายุ     
1 เดือน โดยตัดใบใหมีขนาดประมาณ 1 ตารางเซนติเมตร สวนลําตนตัดใหมีความยาวประมาณ      
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1 เซนติเมตร จากนั้นยายช้ินพืชที่เตรียมไดไปเลี้ยงบนอาหารสูตรสําหรับชักนําตนดังแสดงในตาราง
ที่ 3 โดยทําในตูถายเน้ือเยื่อ แตละขวดเพาะเล้ียงช้ินพืชจํานวน 3 ชิ้น เพาะเลี้ยงอยางนอย 10 ขวด 
หลังจากนั้นนําขวดเลี้ยงเน้ือเยื่อวางบนช้ันในหองเลี้ยงเน้ือเยื่อที่มีการใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน 
อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน 

บันทึกผลการทดลองทุกสัปดาห โดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงของช้ินพืชดวยสายตา 

บันทึกภาพ บันทึกระยะเวลาการเกิดตน และวัดอัตราการเจริญของตนท่ีชักนําได โดยการช่ังหา
น้ําหนักสด (fresh weight) นับจํานวนตน และวัดความยาวของตนท่ีชักนําได พรอมท้ังนําไปหา
ปริมาณอินนูลิน เมื่อครบระยะเวลาเพาะเล้ียงนาน 30 วัน 

 3.3 การชักนําและเพาะเลี้ยงราก 

ตัดแยกแผนใบ (leaf blade) และลําตน (stem) จากตนแกนตะวันปลอดเช้ืออายุ 1 เดือน โดย
ตัดใบใหมีขนาดประมาณ 1 ตารางเซนติเมตร สวนลําตนตัดใหมีความยาวประมาณ 1 เซนติเมตร 
จากนั้นยายช้ินพืชที่เตรียมไดไปเลี้ยงบนอาหารสูตรสําหรับชักนํารากดังแสดงในตารางท่ี 4 โดยทํา
ในตูถายเน้ือเยื่อ แตละขวดเพาะเล้ียงช้ินพืชจํานวน 3 ชิ้น เพาะเลี้ยงอยางนอย 10 ขวด หลังจากน้ัน
นําขวดเลี้ยงเน้ือเยื่อวางบนชั้นในหองเลี้ยงเน้ือเยื่อที่มีการใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน อุณหภูมิ 25±2 
องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน 

บันทึกผลการทดลองทุกสัปดาห โดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงของช้ินพืชดวยสายตา บันทึก
ลักษณะสีของรากท่ีชักนําได บันทึกภาพ บันทึกระยะเวลาการเกิดราก และวัดอัตราการเจริญของ
รากที่ชักนําได โดยการชั่งหานํ้าหนักสด (fresh weight) พรอมท้ังนําไปหาปริมาณอินนูลิน เมื่อครบ
ระยะเวลาเพาะเล้ียงนาน 45 วัน 

 3.4 การเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย 

นําแคลลัสอายุ  30 วันท่ีชักนําไดจากช้ินพืชที่ เพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่ใหปริมาณ          
อินนูลินสูงสุดมาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรสําหรับเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย ดังแสดงในตารางท่ี 5 

โดยถายเลี้ยงแคลลัส 1 กรัมในอาหาร 20 มิลลิลิตร แลวนําไปเพาะเลี้ยงบนเคร่ืองเขยาความเร็ว 120 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงเปนเวลา 30 วัน  

บันทึกผลการทดลองทุกสัปดาห โดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงของเซลลแขวนลอยดวย
สายตา และวัดอัตราการเจริญของเซลลแขวนลอยโดยการช่ังหานํ้าหนักสด (fresh weight) พรอมท้ัง
นําไปหาปริมาณอินนูลิน เมื่อครบระยะเวลาเพาะเลี้ยงนาน 30 วัน 
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4. การวิเคราะหชนิดและปริมาณอินนูลินในเซลล เนื้อเยื่อ และอวัยวะพืชท่ีไดจากการเพาะเลี้ยง  

 4.1 การสกัดนํ้าตาล 

  นําแคลลัส ตน ราก เซลลแขวนลอยท่ีชักนําไดจากการเพาะเลี้ยง และหัวสดมาสกัดนํ้าตาล 
โดยใชเอทานอล 80 เปอรเซ็นตเปนตัวทําละลาย ในอัตราสวนสารตัวอยางตอตัวทําละลาย 1:2 (w/v) 

สกัดท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที กรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 แลว
นํากากที่ไดไปสกัดซ้ําอีก 2 คร้ัง เทสวนใสท่ีไดรวมกัน จากน้ันระเหยเอทานอลออกโดยใชเคร่ือง 
Evaporator 

 4.2 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (total sugar) โดยวิธี Phenol sulfuric acid (Dubois 

และคณะ 1956) 

นําสารสกัดท่ีไดมาเจือจาง จากน้ันผสมสารสกัดปริมาตร 1 มิลลิลิตรกับสารละลายฟนอล 
(phenol) 5 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เมื่อผสมเขากันแลวเติมกรดซัลฟวริก (sulfuric acid, 

H2SO4) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตั้งท้ิงไวประมาณ 10 นาที จะเห็นสารละลายเปนสีสม-เหลือง นําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณของนํ้าตาลท้ังหมดเทียบกับ
กราฟมาตรฐานกลูโคส 

 4.3 การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (reducing sugar) โดยวิธี 3,5-dinitrosalicylic acid 

(DNS method) (Miller 1959) 

นําสารสกัดท่ีไดมาเจือจาง จากน้ันผสมสารสกัดปริมาตร 1 มิลลิลิตรกับสารละลาย DNS 

reagent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เมื่อผสมเขากันแลว นําไปตมในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 10 นาที จากน้ันทําใหเย็นที่อุณหภูมิหอง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คลื่น 550 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณของนํ้าตาลรีดิวซเทียบกับกราฟมาตรฐานกลูโคส  
  4.4 หาปริมาณน้ําตาลนอนรีดิวซ (non-reducing sugar) 

หาไดจากผลตางของ total sugar กับ reducing sugar 

 4.5 วิเคราะหชนิดของน้ําตาลโดยใชเครื่อง High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) 

การวิเคราะหน้ําตาลชนิดตางๆ ดวยเคร่ือง HPLC ทําโดยนําสารสกัดมาเจือจางใหไดความ
เขมขนที่เหมาะสม แลวนําไปกรองดวย nylon syringe filter ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.22 

ไมโครเมตร (μm) จากน้ันนําไปฉีดวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC โดยใช Rezek RNM carbohydrate 

Column ขนาด 7.8 x 300 มิลลิเมตร (Phenomenex) ชะดวย deionized distill water ที่อัตราการไหล 
(flow rate) เทากับ 0.4 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิที่ใชในการแยกคือ 45 องศาเซลเซียส และตรวจวัด
สารที่ออกจากคอลัมนดวย Refractive index detector   
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5. ทดสอบคุณสมบัติพรีไบโอติกของสารอินนูลินท่ีผลิตได โดยวิเคราะหการกระตุนการเจริญเติบโต
ของจุลินทรียท่ีมีประโยชนภายใตสภาวะ in vitro (ดัดแปลงจากวิธี Fook และคณะ 2002) 

 1) เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ โดยนําสารสกัดจากแคลลัสท่ีชักนําได ซึ่งผานการทําแหงโดยใช
ความเย็นและเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร MRS 

เปรียบเทียบกับอาหารท่ีมีแหลงคารบอนเปนซูโครส กลูโคส ฟรุคโตส หรืออินนูลินจากชิคอร่ี โดย
กําหนดใหอาหารทุกชุดมีปริมาณนํ้าตาลรวม (total sugar) เร่ิมตนเทากับอาหารสูตร MRS ที่มี
กลูโคส 2% (น้ําหนักตอปริมาตร (w/v)) 

 2) เตรียมเชื้อ Bifidobacterium sp. โดยเลี้ยงในอาหาร MRS broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 38 ชั่วโมง จากน้ันนําสวนตะกอนเซลลไปละลายนํ้ากลั่นเพ่ือวัดคาการดูดกลืนแสง แลวใส
เซลลในปริมาณท่ีมีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเทากับ 0.1 ลงในอาหาร 
MRS broth ชุดตางๆ ที่เตรียมในขอ 1) จากน้ันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 38 

ชั่วโมง ภายใตสภาวะไรอากาศ (anaerobic) เก็บตัวอยาง 3 มิลลิลิตร ทุกๆ 3 ชั่วโมงจนถึง  38 ชั่วโมง 
และนําไปวิเคราะหพารามิเตอรตางๆ ดังตอไปน้ี 

- วัดคา pH  
- วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm (จากสวนตะกอนเซลล ละลายนํ้ากลั่น) 
- วัดปริมาณนํ้าตาลรีดิวซและน้ําตาลรวมท่ีเหลือ (จากสวนใสหลังปนเหว่ียง) 

 3) ทําขอ 1) และ 2) ซ้ํา โดยเปลี่ยนจากสารสกัดจากแคลลัสเปนสารสกัดจากรากท่ีชักนําได 
และสารสกัดจากหัวสด  

 

6. การวิเคราะหผลทางสถิติ 
 ทุกการทดลองทํา 3 ซ้ํา โดยการวิเคราะหขอมูลใชการวิเคราะหความแปรปรวนแบบทางเดียว
(one way ANOVA) กําหนดระดับนัยสําคัญ α = 0.05 และวิเคราะหผลการทดลองทางสถิติโดยใช 
โปรแกรมสําเร็จรูป SPSS (trial version)
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บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 

1. การเพาะเลี้ยงเซลล เนื้อเย่ือ และอวัยวะพืช 

       1.1 การชักนําและเพาะเลี้ยงแคลลัส 

จากการนําช้ินพืช (explants) จากแผนใบ (leaf blade) และลําตน (stem) ของตนแกนตะวัน
ปลอดเชื้ออายุ 1 เดือน มาเล้ียงบนอาหารสังเคราะหทั้งหมด 4 สูตร โดยทุกสูตรอาหารมีการเติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตไซโตไคนินชนิด BA ความเขมขน 1 มก./ล. รวมกับออกซินชนิด NAA 

IAA IBA หรือ 2,4-D ที่ความเขมขน 1 มก./ล. (ตารางท่ี 2) นาน 30 วัน พบวา เมื่อเวลาผานไป 3-5 

วัน ชิ้นพืชมีการตอบสนองตออาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เติมลงไป  โดยช้ินสวนใบมี
การโคงงอและขยายขนาดข้ึน เชนเดียวกันกับสวนของลําตนก็มีการบวมข้ึน และเร่ิมเกิดแคลลัสข้ึน
บนช้ินพืชทั้งจากใบและลําตนเม่ือเขาสูสัปดาหที่ 2 ของการเพาะเลี้ยงในทุกสูตรอาหาร แสดงให
เห็นวา สูตรอาหารพื้นฐาน MS ที่ใชรวมกับการเติมไซโตไคนินชนิด BA กับออกซินท้ัง 4 ชนิดตาม
สัดสวนที่เลือกใชในการทดลองนี้ สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดทั้งบนแผนใบและลําตน ดังแสดง
ในภาพท่ี 5 และ 6  

จากการพิจารณาลักษณะทางกายภาพของแคลลัสท่ีชักนําได จะเห็นไดวา มีสีเขียวออนและ
เหลืองออนข้ึนกับสูตรอาหารท่ีเพาะเลี้ยง นอกจากน้ียังพบวา แคลลัสท่ีชักนําไดมีการเกาะตัวกัน 2 
แบบ คือ เกาะตัวแบบแนน (compact) และเกาะตัวแบบหลวม (friable) โดยสูตรอาหาร MSC 4 ที่มี
การเติมออกซินชนิด 2,4-D ชักนําใหเกิดแคลลัสสีเหลืองที่มีการเกาะตัวแบบหลวม สวนสูตรอาหาร
อ่ืนๆ ที่มีการเติมออกซินชนิด NAA IAA และ IBA ชักนําใหเกิดแคลลัสสีเขียว และมีการเกาะตัว
แบบแนน ดังภาพที่ 5 6 และตารางท่ี 6 แสดงใหเห็นวา ชนิดของออกซินมีผลตอการสรางรงควัตถุ 
(pigment) และการเกาะตัวของแคลลัส นอกจากน้ีสภาวะท่ีใชในการเพาะเลี้ยง ไดแก การใหแสง 
และชนิดของน้ําตาลท่ีใชก็มีรายงานวา มีผลตอสีและการเกาะตัวของแคลลัส (ประศาสตร 2536)
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           สัปดาหที่ 1                 สัปดาหที่ 2                   สัปดาหที่ 3                   สัปดาหที่ 4 

ภาพที่ 5 ลักษณะของแคลลัสท่ีชักนําจากแผนใบแกนตะวันบนอาหารวุนสูตร  MSC1 MSC2 MSC3 

และ MSC4 ที่ระยะเวลา 1 2 3 และ 4 สัปดาห 
หมายเหต ุ: MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.  

    MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  
                  MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.  
                  MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 

MSC 1 

MSC 2 

MSC 3 

MSC 4 
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MSC 1 

MSC 2 

MSC 3 

MSC 4 

   
  

สัปดาหที่ 1                 สัปดาหที่ 2                 สัปดาหที่ 3                 สัปดาหที่ 4 
 

ภาพท่ี 6 ลักษณะของแคลลัสท่ีชักนําจากลําตนแกนตะวันบนอาหารวุนสูตร  MSC1 MSC2 MSC3 

และ MSC4 ที่ระยะเวลา 1 2 3 และ 4 สัปดาห 
หมายเหต ุ: MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.  

    MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  
                  MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.  
                  MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล. 
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เมื่อวิเคราะหการเจริญของแคลลัสท่ีชักนําไดจากการเพาะเลี้ยงแผนใบและลําตนแกนตะวัน
บนอาหารสูตรตางๆ โดยชั่งนํ้าหนักสดแคลลัสท่ีชักนําได พบวา สูตรอาหาร MSC 1 สามารถชักนํา
ใหแผนใบและลําตนของแกนตะวันเกิดแคลลัสไดมากท่ีสุด รองลงมาคือ สูตรอาหาร MSC4 MSC3 

และ MSC2 ตามลําดับ (ตารางท่ี 7) โดยอาหารในแตละสูตรมีองคประกอบตางๆ ที่เหมือนกันยกเวน
ชนิดของออกซินที่เติมลงไป ดังน้ัน จึงอาจกลาวไดวาชนิดของออกซินท่ีเติมลงไปในอาหารมีผลตอ
การชักนําและการเจริญของแคลลัสอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) โดยออกซินชนิด NAA ใหผลการชัก
นําใหเกิดแคลลัสไดสูงสุด รองลงมาคือ 2,4-D IBA และ IAA ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักสด
ของแคลลัสท่ีชักนําจากการเพาะเลี้ยงแผนใบและลําตนแกนตะวันบนอาหารวุนสูตรตางๆ พบวา มี
ความแตกตางกันไมมากนัก จากผลท่ีเกิดข้ึนน้ีอาจเน่ืองมาจากความเขมขนที่แตกตางกันของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตที่สะสมอยูในช้ินเน้ือเยื่อ (endogenous plant growth regulator) (ประศาสตร 
2536) 

 

ตารางท่ี 7 น้ําหนักสดของแคลลัสท่ีชักนําจากการเพาะเลี้ยงแผนใบและลําตนแกนตะวันบนอาหาร
วุนสูตร MSC1 MSC2 MSC3 และ MSC4 หลังการเพาะเล้ียง 30 วัน 

สูตรอาหาร 

น้ําหนักสด 

(กรัม/ขวด)* 

ใบ ลําตน 

MSC 1 0.398 a ± 0.04 0.302 a ± 0.03 

MSC 2 0.104 d ± 0.03 0.082 d ± 0.01 

MSC 3 0.231 c ± 0.06 0.151 c ± 0.03 

MSC 4 0.299 b ± 0.05 0.255 b ± 0.03 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 10) 

ตัวอักษรที่ตางกันในคอลัมนเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

หมายเหต ุ: MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล. 
    MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

                  MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.  
                  MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  
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ผลการทดลองท่ีไดสอดคลองกับรายงานของ Taha และคณะ (2007) ที่รายงานวาอาหาร
สังเคราะหสูตร MS ที่เติมฮอรโมน NAA และ BAP ความเขมขนอยางละ 1 มก./ล. สามารถชักนําให
ใบออนของแกนตะวันเกิดแคลลัสไดดี และจากการทําการทดลองซ้ําอีก 2 ชุดก็ใหผลที่มีแนวโนม
ไปในทิศทางเดียวกัน นอกจากน้ี ปยะวัชร และ สุมนา (2553) ไดพบวา ออกซินชนิด NAA ความ
เขมขน 1 มก./ล. เพียงอยางเดียว สามารถชักนําใหใบออนแกนตะวัน 2 สายพันธุ คือ JA 89 และ 
HEL 65 เกิดแคลลัสไดดีที่สุด ซึ่งเปนการยืนยันวาออกซินชนิด NAA ที่ความเขมขนดังกลาวมีความ
เหมาะสมตอการนํามาใชในการชักนําแคลลัสจากแผนใบและลําตน สําหรับออกซินชนิด IBA และ 
IAA นั้นมีบทบาทตอการชักนําใหเกิดรากมากกวา (บุษราภรณ 2548) ดังน้ัน ปริมาณแคลลัสท่ีชักนํา
ไดคอนขางตํ่าในการทดลองน้ีจึงเปนการยืนยันถึงบทบาทของออกซินท้ังสองชนิดดังกลาวไดดีวา 
ไมเหมาะสมตอการนํามาใชชักนําแคลลัสในแกนตะวัน    

 

       1.2 การชักนําและเพาะเลี้ยงตน 

จากการนําช้ินพืช (explants) จากแผนใบ (leaf blade) และขอลําตนท่ีมีตาขาง (nodal stem) 

ของตนแกนตะวันปลอดเชื้ออายุ 1 เดือน มาเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเพื่อชักนําใหเกิดตนท้ังหมด 3 
สูตร (ตารางท่ี 3) ที่มีการปรับสัดสวนของไซโตไคนินตอออกซินใหมากกวาหน่ึง ตามหลักการชักนํา
ใหเกิดตนที่ตองอาศัยบทบาทของไซโตไคนิน นาน 30 วัน พบวา ชิ้นพืชที่สามารถชักนําใหเกิดตนได
คือ สวนของขอลําตนที่มีตาขาง โดยบริเวณตาขางมีการบวมข้ึนเล็กนอยในสัปดาหแรกของการ
เพาะเลี้ยง แตยังไมมีตนเจริญงอกออกมา ในสัปดาหที่ 2 เร่ิมมีตนขนาดเล็กแตกออกมาจากตาขาง 
จากน้ันตนท่ีงอกออกมาจะยืดยาวขึ้น และมีตนใหมงอกออกมามากข้ึนดวย เมื่อครบ 4 สัปดาห ตนท่ี
ชักนําไดกอนจะมีความยาวเพ่ิมข้ึนและมีความยาวมากกวาตนท่ีงอกออกมาหลัง โดยตนท่ีงอกออกมา
มีลักษณะสมบูรณ แข็งแรง ดังแสดงในภาพที่ 7   

เมื่อทดลองเพาะเลี้ยงสวนของแผนใบบนอาหารทั้ง 3 สูตร เชนเดียวกันกับสวนของขอลําตน 
พบวา ไมมีสูตรอาหารใดท่ีสามารถชักนําใหแผนใบเกิดการพัฒนาเปนตนได และใบน้ันไมมีการ
พัฒนาตอ ซึ่งอาจเปนไปไดวา ชนิดและความเขมขนของไซโตไคนินท่ีเลือกใชในอาหารสูตรตางๆ 
นั้นไมสามารถกระตุนใหเนื้อเยื่อพาเรนไคมา (parenchyma tissues) ซึ่งเปนองคประกอบสวนใหญที่
พบมากในแผนใบน้ันกลับมาเปนเน้ือเยื่อเจริญ (meristematic tissues) เพ่ือพัฒนาตอไปเปนตนได  
(บุษราภรณ 2548) โดยพบวา เนื้อเย่ือสวนใหญของแผนใบท่ีเพาะเลี้ยงมีการเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลเร่ิม
จากขอบชิ้นพืช แลวกระจายเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ จนทั่วทั้งแผนใบ (ภาพที่ 8) 
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               สัปดาหที่ 1               สัปดาหที่ 2                สัปดาหที่ 3               สัปดาหที่ 4 

 

ภาพที่ 7 ลักษณะของตนท่ีชักนําจากขอลําตนท่ีมีตาขางของตนแกนตะวันบนอาหารวุน  MSS1 

MSS2 และ MSS3 ที่ระยะเวลา 1 2 3 และ 4 สัปดาห 
หมายเหต ุ: MSS 1 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Coconut water 15 เปอรเซ็นต 

     MSS 2 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Kinetin 3.0 มก./ล. 
                   MSS 3 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ BA 3.0 มก./ล.  

 

 

 

 

 

MSS 1 

MSS 2 

MSS 3 
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MSS1      MSS2            MSS3 

ภาพที่ 8 ลักษณะแผนใบในการชักนําใหเกิดตนที่ระยะเวลา 4 สัปดาห 
หมายเหต ุ: MSS 1 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Coconut water 15 เปอรเซ็นต 

     MSS 2 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Kinetin 3.0 มก./ล. 
                   MSS 3 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ BA 3.0 มก./ล.  
 

ตารางท่ี 8 จํานวนตนและความยาวเฉลี่ยของตนท่ีชักนําจากแผนใบและลําตนแกนตะวันบนอาหาร
เพาะเลี้ยงสูตรตางๆ เปนระยะเวลา 4 สัปดาห  

เนื้อเยื่อท่ีใช
ในการชักนํา สัปดาห 

จํานวนตนที่ชักนําได* 
ความยาวตนท่ีชักนําได 

(ซม./ขวด)* 

MSS1 MSS2 MSS3 MSS1 MSS2 MSS3 

ใบ 

1 - - - - - - 

2 - - - - - - 

3 - - - - - - 

4 - - - - - - 

ลําตน 

1 - - - - - - 

2 1.13a±0.41 0.17b±0.23 - 0.90a±0.43 0.07b±0.10 - 

3 1.43a±0.35 0.80b±0.79 - 2.04a±0.77 0.43b±0.37 - 

4 1.90a±0.22 1.63a±0.80 - 3.81a±1.49 1.11b±0.60 - 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 10) 

ตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

- หมายถึง ไมสามารถชักนําใหเกิดตนได 
หมายเหต ุ: MSS 1 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Coconut water 15 เปอรเซ็นต 

     MSS 2 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Kinetin 3.0 มก./ล. 
                   MSS 3 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ BA 3.0 มก./ล.  
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เมื่อวิเคราะหการเจริญของตนที่ชักนําไดจากการเพาะเลี้ยงแผนใบและลําตนแกนตะวันบน
อาหารสูตรตางๆ โดยนับจํานวนตน วัดความยาวตน และช่ังนํ้าหนักสดของตนที่ชักนําได พบวา
อาหารสูตร MSS1 ที่มีการเติมนํ้ามะพราวปริมาณ 15 เปอรเซ็นต และ MSS2 ที่มีการเติม Kinetin 

ความเขมขน 3.0 มก./ล. สามารถชักนําใหตาขางเจริญไปเปนตนออนได แตอาหารสูตร MSS3 ที่เติม 
BA ไมสามารถชักนําใหเกิดตนได และเม่ือเปรียบเทียบสูตรอาหารท่ีสามารถชักนําใหเกิดตนได
ระหวางสูตร MSS1 และ MSS2 พบวา สูตร MSS1 ที่มีการเติมนํ้ามะพราวน้ันใหจํานวนตนมากกวา
และลําตนท่ีชักนําไดมีความแข็งแรงและสมบูรณมากกวา ซึ่งสามารถดูไดจากความยาวของตนที่ชัก
นําได (ตารางท่ี 8) และตนท่ีชักนําไดบนอาหารสูตร MSS1 ยังใหน้ําหนักสดของตนมากท่ีสุดอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) ดวย (ตารางท่ี 9) และจากการทําการทดลองซ้ําอีก 2 ชุดก็ใหผลที่มีแนวโนมไปใน
ทิศทางเดียวกัน โดยนํ้ามะพราวเปนไซโตไคนินที่ใหผลในการชักนําใหเกิดตนจากขอลําตนของแกน
ตะวันไดดีที่สุด สวน BA ที่ไมสามารถชักนําใหเกิดตนไดจากการนําขอลําตนของแกนตะวันมา
เพาะเลี้ยงน้ัน กลับสามารถชักนําใหแคลลัสแกนตะวันพัฒนาเปนตนไดเมื่อเพาะเล้ียงบนอาหาร
สังเคราะหสูตร MS ที่เติม NAA และ BA เขมขน 0.5 และ 3.0 มก./ล. (Taha และคณะ 2007) ซึ่งอาจ
เปนไปไดวา ชิ้นพืชที่ใชในการทดลองน้ีไมเหมาะสมตอการชักนําใหเกิดการพัฒนาไปเปนตนไดที่
ระดับความเขมขนที่ใชนี้  

 

ตารางท่ี 9 น้ําหนักสดของตนที่ชักนําจากการเพาะเลี้ยงขอลําตนแกนตะวันบนอาหารวุนสูตร MSS1 

MSS2 และ MSC3 หลังการเพาะเล้ียง 30 วัน 

สูตรอาหาร น้ําหนักสด (กรัม/ขวด)* 

MSS 1 0.332 a ± 0.10 

MSS 2 0.147b ± 0.10 

MSS 3 - 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 10) 

ตัวอักษรที่ตางกันในคอลัมนเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

- หมายถึง ไมสามารถชักนําใหเกิดตนได 
หมายเหต ุ: MSS1 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Coconut water 15 เปอรเซ็นต 

     MSS2 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Kinetin 3.0 มก./ล.  
                   MSS3 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ BA 3.0 มก./ล.  
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         1.3 การชักนําและเพาะเลี้ยงใหเกิดราก 

สําหรับการชักนําใหเกิดรากนั้นจะอาศัยการลดความเขมขนของธาตุอาหารหลักที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงและอาศัยบทบาทของสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดออกซินเปนหลัก และชนิดของ
ออกซินท่ีใหผลในการชักนําใหเกิดรากไดดีก็คือ IBA และ NAA (บุษราภรณ 2548) ซึ่งจากการนํา
ชิ้นพืช (explants) จากแผนใบ (leaf blade) และลําตน (stem) ของตนแกนตะวันปลอดเช้ืออายุ 1 
เดือน มาเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห ½ MS ที่เสริมดวยสารควบคุมการเจริญเติบโตท้ังหมด 5 สูตร 
โดยทุกสูตรอาหารมีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตออกซินชนิด NAA ความเขมขน 0.5 มก./ล. 

รวมกับ IBA ที่ความเขมขน 0.5 1.0 1.5 หรือ 2.0 มก./ล. (ตารางท่ี 4) นาน 45 วัน พบวา ชิ้นพืชท้ัง
สองชนิดสามารถเจริญไปเปนรากได โดยในสัปดาหแรกยังไมมีการงอกของรากเกิดข้ึน สัปดาหที่ 2 

เร่ิมมีขนรากงอกออกมา มีลักษณะเปนขนสีขาวขนาดเล็ก รากที่เกิดจะงอกยาวข้ึนและแตกแขนง
ออกมาเปนรากจํานวนมากข้ึนในสัปดาหตอๆ ไป เมื่อถึงระยะเวลา 45 วัน รากท่ีไดจะมีแขนงแตก
ออกมาเชื่อมกัน และขดตัวเปนวงซอนทับกันไปตามขวดที่บรรจุ (ภาพที่ 9)  

จากผลการทดลองขางตน แสดงใหเห็นวา อาหารสูตร ½ MS ที่เติมออกซิน NAA และ IBA 
ที่ระดับความเขมขนที่เลือกใชนี้สามารถชักนําใหแผนใบและลําตนเกิดรากได ในขณะท่ีอาหารสูตร 
½ MS ที่ไมมีการเติม NAA และ IBA ไมสามารถชักนําใหแผนใบเกิดรากได แตมีการพัฒนาไปเปน
แคลลัส สวนในลําตนนั้นสามารถชักนําใหเกิดรากได ดังภาพที่  9 ซึ่งเปนผลมาจากระดับของ     
ออกซินที่มีอยูภายในเน้ือเยื่อสวนตน (endogenous auxin) นั้นสูงกวาในสวนของใบ  

เมื่อวิเคราะหการเจริญของรากท่ีชักนําไดจากการเพาะเลี้ยงแผนใบและลําตนแกนตะวันบน
อาหารสูตรตางๆ โดยช่ังน้ําหนักสดของรากท่ีชักนําได พบวา อาหารสูตร  MSR3 ที่มีการเติม NAA 

ความเขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA ความเขมขน 1.0 มก./ล. ใหจํานวนรากเฉลี่ยสูงท่ีสุดอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05) รองลงมาคือสูตร MSR4 MSR2 MSR5 และ MSR1 ตามลําดับ และเม่ือ
เปรียบเทียบน้ําหนักสดของรากท่ีชักนําจากช้ินพืชทั้ง 2 ชนิด พบวา แผนใบสามารถชักนําใหเกิด
รากไดดีกวาลําตน (ตารางท่ี 10) ในอาหารแตละสูตรสามารถชักนําใหเกิดรากมากนอยแตกตางกัน 
ซึ่งลักษณะท่ีเกิดข้ึนอาจเปนผลเนื่องมาจากผลของความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่
สะสมอยูในช้ินเนื้อเยื่อที่แตกตางกัน (endogenous plant growth regulator)   
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สวนของแผนใบ                                         สวนของลําตน 

 

ภาพท่ี 9 ลักษณะของรากท่ีชักนําจากแผนใบและลําตนของแกนตะวันบนอาหารวุน  MSR1 MSR2 

MSR3 MSR4 และ MSR5 หลังเพาะเล้ียงเปนเวลา 45 วัน 

หมายเหต ุ: MSR1 คือ ½ MS  
      MSR2 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 0.5 มก./ล.  
      MSR3 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.0 มก./ล.  
      MSR4 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.5 มก./ล.  
                   MSR5 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 2.0 มก./ล.  
 

MSR 1 

MSR 2 

MSR 3 

MSR 4 

MSR 5 

MSR 1 
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ตารางท่ี 10 น้ําหนักสดของรากที่ชักนําจากการเพาะเลี้ยงแผนใบและลําตนแกนตะวันบนอาหารวุนสูตร 

MSR1 MSR2 MSR3 MSR4 และ MSR5 หลังการเพาะเล้ียง 45 วัน 

 

สูตรอาหาร 

น้ําหนักสด 

(กรัม/ขวด)* 

ใบ ลําตน 

MSR 1 0.0000 0.221 b ± 0.07 

MSR 2 0.898 b ± 0.25 0.353 a ± 0.09 

MSR 3 1.290 a ± 0.35 0.360 a ± 0.08 

MSR 4 1.222 a ± 0.24 0.274 b ± 0.10 

MSR 5 0.821 b ± 0.24 0.264 b ± 0.07 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 10) 

ตัวอักษรที่ตางกันในคอลัมนเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

หมายเหต ุ: MSR1 คือ ½ MS free hormone เปนอาหารท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต  
      MSR2 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 0.5 มก./ล.  
      MSR3 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.0 มก./ล.  
      MSR4 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.5 มก./ล.  
                   MSR5 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 2.0 มก./ล.  
 

จากผลการทดลอง พบวา NAA และ IBA ซึ่งเปนสารในกลุมออกซินท่ีใชในการทดลองน้ีมี
คุณสมบัติในการกระตุนการเกิดราก และกระตุนการยืดยาวของราก จึงสามารถกระตุนใหเนื้อเยื่อ
แผนใบและลําตนแกนตะวันเกิดการพัฒนาไปเปนรากได ผลดังกลาวสอดคลองกับรายงานของปยะ
วัชร และ สุมนา (2553) ที่รายงานวาอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต
กลุมออกซินชนิด IBA สามารถชักนําใหใบออนของแกนตะวันสายพันธุ JA 89 และสายพันธุ HEL 

65 เกิดรากได  
 

         1.4 การเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย 

 จากขอไดเปรียบของการนําเซลลพืชมาเลี้ยงในอาหารเหลวท่ีทําใหเซลลเกิดการสัมผัสกับ
อาหารไดมากข้ึน อาจสงผลใหเซลลมีอัตราการเจริญเพิ่มข้ึน ดังน้ัน งานวิจัยนี้จึงไดมีการศึกษาการ
เพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอยดวย โดยไดนําแคลลัสอายุ 30 วันท่ีชักนําไดจากช้ินพืชที่เพาะเลี้ยงใน

R1 
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อาหารสูตรท่ีใหปริมาณอินนูลินสูงสุดมาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรสําหรับเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย 
(ตารางท่ี 5) โดยถายเลี้ยงแคลลัส  1 กรัมในอาหาร 20 มล. แลวนําไปเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา
ความเร็ว 120 รอบตอนาที และบันทึกผลโดยสังเกตการเปลี่ยนแปลงของเซลลแขวนลอยดวยสายตา 
และวัดการเจริญของเซลลแขวนลอยโดยการช่ังหานํ้าหนักสด (fresh weight) ทุกสัปดาห เปนเวลา 
30 วัน พบวา เซลลแขวนลอยท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารทุกสูตรมีปริมาณเพ่ิมข้ึน เซลลมีการแบงตัว
สูงข้ึนทําใหปริมาณเซลลและนํ้าหนักของเซลลสูงข้ึนในสัปดาหแรก ซึ่งสังเกตไดจากนํ้าหนักเซลล
ที่เพิ่มสูงข้ึนอยางเห็นไดชัด จากน้ันในสัปดาหที่ 2 เซลลมีปริมาณเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กนอย และมี
ปริมาณของเซลลลดลงเม่ือเขาระยะสัปดาหที่ 3 หลังจากน้ันเซลลจะมีการเจริญคอนขางท่ีจะคงที่
และเร่ิมลดปริมาณลง ซึ่งอาจเปนเพราะปจจัยบางอยางภายในเซลลหรืออาหารไมเหมาะสม จึงทํา
ใหการเจริญลดลง จากน้ันเม่ือเขาสูสัปดาหที่ 4 การเจริญและการแบงตัวของเซลลมีแนวโนมลดลง 
มีเพียงบางสูตรอาหารคือ MSC2 และ MSC1 ปริมาณของเซลลเพ่ิมข้ึนเล็กนอยจนเกือบจะคงท่ี 
(ภาพที่ 10) ซึ่งอาจเปนเพราะความหนาแนนของเซลลนั้นมากเกินไป เซลลมีอายุมากข้ึน มีบางสวน
ที่ตายไปจึงทําใหการเพ่ิมจํานวนหรือปริมาณของเซลลนั้นไมเปลี่ยนแปลงและลดลง และจากการ
ทดลองทําซ้ําก็ใหผลไปในทิศทางเดียวกัน 

 
 
ภาพที่ 10 น้ําหนักสดของเซลลแขวนลอยที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเหลวสูตร MSC1 MSC2 MSC3 และ 
MSC4 เปนเวลา 1 2 3 และ 4 สัปดาห 
คาท่ีแสดงในภาพ คือ คาเฉล่ียของนํ้าหนักสด ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 3) 
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2. ปริมาณอินนูลินในเซลล เนื้อเย่ือ และอวัยวะพืชท่ีไดจากการเพาะเลี้ยง 

         2.1 ปริมาณอินนูลินในสารสกัดจากแคลลัส 

เมื่อวิเคราะหการผลิตอินนูลินในรูปของนํ้าตาลนอนรีดิวซ (non-reducing sugar) ที่พิจารณา
จากความแตกตางของปริมาณนํ้าตาลรวม (total sugar) และปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (reducing sugar) 

ในแคลลัสแกนตะวันที่ชักนําบนอาหารสังเคราะหทั้งหมด 4 สูตรที่มีการเติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตไซโตไคนินชนิด BA ความเขมขน 1 มก./ล. รวมกับออกซินชนิด NAA IAA IBA หรือ 
2,4-D ที่ความเขมขน 1 มก./ล. (ตารางที่ 2) นาน 30 วัน พบวา ปริมาณ non-reducing sugar ของ
แคลลัสท่ีชักนําไดจากแผนใบบนอาหารสูตรตางๆ นั้นไมแสดงความแตกตางทางสถิติ (p<0.05) 
สวนแคลลัสท่ีชักนําจากลําตนบนอาหารสูตรตางๆใหปริมาณของ non-reducing sugar ที่มีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยแคลลัสท่ีชักนําไดมีปริมาณ non-reducing sugar มากท่ีสุด 
เทากับ 22.62 มก./กรัมของนํ้าหนักสดเม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MSC2 ที่เติม BA รวมกับ IAA 

ความเขมขน 1 มก./ล. (ตารางท่ี 11) จากผลการทดลองท่ีไดจะเห็นวา การเจริญเติบโตของแคลลัส
กับการผลิตอินนูลินน้ันไมไดแปรตามกัน โดยแคลลัสท่ีไดจากสูตรอาหารท่ีชักนําใหไดปริมาณ
แคลลัสดีที่สุดคือ MSC 1 ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล. (ตารางที่ 7) นั้นไมไดให
ปริมาณอินนูลินสูงสุด ถาพิจารณาผลของออกซินท่ีใชตอการผลิตอินนูลิน พบวา IAA และ IBA ที่
ชักนําใหเกิดแคลลัสไดนอยกลับมีแนวโนมชักนําใหแคลลัสผลิตอินนูลินไดสูงกวา ทั้งน้ีอาจเปนไป
ไดวา NAA และ 2,4- D ไมไดทําใหเกิดภาวะเครียด (stress) กับเซลลพืชมาก แต IAA และ IBA ทํา
ใหเกิดภาวะเครียดไดมากกวาจึงทําใหเซลลแคลลัสพยายามที่จะรักษาสมดุลแรงดันออสโมซิสภาย
ในเซลลเพื่อลดความเสียหายจากภาวะเครียดโดยการสรางอินนูลินขึ้นมาเพ่ือรักษาสมดุลน้ําในเซลล 
ทําใหเซลลแคลลัสมีการเจริญคอนขางตํ่า   
ตารางท่ี 11 ปริมาณ non-reducing sugar ของสารสกัดจากแคลลัสท่ีชักนําไดจากการเพาะเล้ียงแผนใบและลําตน
แกนตะวันบนอาหารวุนสูตร MSC1 MSC2 MSC3 และ MSC4 นาน 30 วัน 

สูตรอาหาร 
Non-reducing sugar (มก./กรัมน้ําหนักสด)* 

ใบ ลําตน 

MSC 1 9.816 ± 5.21 7.326b ± 0.71 

MSC 2 6.349 ± 1.44 22.620a ± 5.13 

MSC 3 12.343 ± 1.37 6.009b ± 2.79 

MSC 4 9.814 ± 5.32 9.997b ± 0.69 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 3)  
ตัวอักษรที่ตางกันในคอลัมนเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

หมายเหตุ : MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.    MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  
MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.      MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  
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และเพ่ือใหทราบถึงชนิดและองคประกอบตางๆ ในสารสกัดจากแคลลัสจึงมีการวิเคราะห
โดยใชวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ดวย โดยภาพท่ี 11 และตารางท่ี 12 
แสดงโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานชนิดตางๆ และเวลาที่ถูกชะออกจากคอลัมน (retention 

time)  

 
ภาพที่ 11 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานท่ีวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC โดยท่ี I คือ อินนูลิน 
(inulin) N คือ นีสโทส (nystose) K คือ เคสโทส (1-kestose) S คือ ซูโครส (sucrose) G คือ กลูโคส 
(glucose) และ F คือ ฟรุคโตส (fructose) 

 

ตารางท่ี 12 คา Retention time ของสารมาตรฐานท่ีวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC 

สารมาตรฐาน Retention time (min)* 

อินนูลินจากชิคอรี (inulin from chicory) 8.637 ± 0.003 

นีสโทส (nystose) 10.689 ± 0.005 

เคสโทส (1-kestose) 11.928 ± 0.048 

ซูโครส (sucrose) 13.898 ± 0.003 

กลูโคส (glucose) 17.595 ± 0.003 

ฟรุคโตส (fructose) 19.891 ± 0.041 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 5) 
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จากการวิเคราะหองคประกอบตางๆ ของสารสกัดจากแคลลัสท่ีชักนําจากแผนใบและลําตน
แกนตะวันบนอาหารเพาะเลี้ยงสูตรตางๆ ดวย HPLC ดังท่ีปรากฏในภาพที่ 12 และ 13 พบวา 
แคลลัสท่ีชักนําไดมีการสรางอินนูลิน โดยทราบไดจากพีคแรกท่ีตรวจวัดได ซึ่งถูกชะออกมาจาก
คอลัมนที่เวลาประมาณ 8.6 นาที  และเม่ือวิเคราะหองคประกอบอ่ืนๆ ในสารสกัดจากพีคท่ีปรากฏ
ในโครมาโต แกรมในลําดับถัดมาตามคา Retention time (RT) ที่ตรวจวัดได ก็สันนิษฐานวา นาจะ
เปนฟรุคโตโอลิโกแซคคารไรด (FOS) ชนิดตางๆ และเม่ือนําไปเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานท่ีใช
ทําใหสามารถระบุชนิดของ FOS ได 2 ชนิดคือ 1-kestose (DP2) และ nystose (DP3) ซึ่งมีคา RT 
ประมาณ 11.9 และ10.7 นาที ตามลําดับ สวนพีคที่ปรากฏที่ RT ระหวาง 9 ถึง 10 นาทีนั้นไม
สามารถระบุชนิดได เพราะไมมีสารมาตรฐานเปรียบเทียบ แตสันนิษฐานวาพีคดังกลาวนาจะเปน 
FOS ที่มีคา DP อยูระหวาง 3 แตไมมากกวาคา DP ของอินนูลินจากชิคอรีที่มีคาDP เฉลี่ยประมาณ 
10-14 (Franck and Leenheer 2005) ที่ใชเปนสารมาตรฐาน นอกจากน้ียังตรวจพบพีคของนํ้าตาล
ซูโครส กลูโคส และฟรุคโตสดวย 

เมื่อเปรียบเทียบปริมาณของสารท่ีตรวจพบในสารสกัดจากแคลลัสท่ีชักนําจากการ
เพาะเลี้ยงแผนใบและลําตนบนอาหารสูตรตางๆ ดังแสดงในตารางท่ี 13 และ 14 นั้น พบวา สัดสวน
ของนํ้าตาลโมเลกุลคู (disaccharide) และโพลีแซคคาไรด (polysaccharide) ในสารสกัดจากแคลลัส
ที่ชักนําจากลําตนบนอาหารสูตร MSC2 ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล. มีเปอรเซ็นตสูง
ที่สุด  ซึ่งสอดคลองกับปริมาณสูงสุดของ non-reducing sugar ที่วิเคราะหดวยวิธีทางเคมีดังแสดงใน
ตารางท่ี 11 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา การวิเคราะหการสรางอินนูลินของแคลลัสสามารถ
ประเมินจากปริมาณ non-reducing sugar ได และจากการเปรียบเทียบปริมาณของโพลีแซคคาไรด
คือ อินนูลินและ FOS ชนิดตางๆ ในสารสกัดจากแคลลัสที่ชักนําไดจากแผนใบและลําตนพบวา ไม
มีความแตกตางทางสถิติที่ ระดับความเ ช่ือมั่น  95% แตปริมาณนํ้าตาลโมเลกุลเดี่ ยว 
(monosaccharide) ในสารสกัดจากแคลลัสท่ีชักนําจากแผนใบแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
(p<0.05) โดยสูตร MSC4 ที่มีการเสริมออกซินชนิด 2, 4- D ใหปริมาณน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวสูงสุด 
ซึ่งอาจเปนเหตุผลวา ทําไมแคลลัสท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรดังกลาวจึงมีปริมาณสูง เพราะนํา
น้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวไปชวยในการเจริญเติบโตนั่นเอง  และเม่ือพิจารณาจากปริมาณอินนูลินและ 
FOS ชนิดตางๆ ในแคลลัสท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรตางๆ นั้น แมจะไมพบความแตกตางทางสถิติ 
แตอาหารสูตร MSC2 และ MSC3 ที่มีการเสริมออกซินชนิด IAA และ IBA นั้นก็สามารถชักนําให
แคลลัสสรางอินนูลินไดสูงกวาอาหารท่ีเสริมออกซินชนิด NAA และ 2, 4- D ดังน้ัน ชนิดของ    
ออกซินที่เหมาะสมสําหรับชักนําใหแคลลัสสรางอินนูลินไดดีจึงเปน IAA และ IBA    
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ภาพที่ 12 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากแคลลัสท่ีชักนําจากแผนใบแกนตะวันบนอาหาสูตรตางๆ 
ที่วิเคราะหดวย HPLC  

หมายเหต ุ: MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.  
     MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

                   MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.  
                   MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  

MSC2 

MSC3 

MSC4 

MSC1 
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ภาพที่ 13 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากแคลลัสท่ีชักนําจากลําตนแกนตะวันบนอาหารสูตรตางๆ 
ที่วิเคราะหดวย HPLC  

หมายเหต ุ: MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.  
     MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

                   MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.  
                   MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  

MSC2 

MSC3 

MSC4 

MSC1 
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ตารางท่ี 13 สัดสวนของสารชนิดตางๆ ที่ตรวจพบในสารสกัดจากแคลลัสท่ีชักนําจากแผนใบแกน
ตะวันบนอาหารสูตรตางๆ โดยใช HPLC  

ชนิดของสาร 
สัดสวน (%)* 

MSC1 MSC2 MSC3 MSC4 

Monosaccharide 
Glucose 14.36±3.06 14.88±1.93 12.32±4.89 12.31±5.23 

Fructose 11.54±0.31 9.72±0.29 10.67±0.53 28.72±8.40 

ผลรวม 25.89b±3.43 24.60b±1.84 22.99b±5.42 41.03a±12.30 
Disaccharide sucrose 29.25±5.82 25.48±5.39 24.96±5.26 22.81±12.22 

ผลรวม 29.25±5.82 25.48±5.39 24.96±5.26 22.81±12.22 

Polysaccharide 

Inulin 27.54±7.84 38.49±6.56 38.74±15.27 25.87±3.75 

1-kestose 6.16±0.99 4.34±0.71 3.54±0.57 1.92±1.43 

Nystose 5.01±2.25 2.71±0.73 3.21±1.49 0.59±0.91 

Unknown 1 0.76±1.17 3.46±5.36 3.87±5.99 7.36±7.43 

Unknown 2 5.35±0.12 0.17±0.27 2.35±1.99 0.51±0.51 

Unknown 3 0.03±0.05 0.74±1.15 0.17±0.20 0.12±0.06 

Unknown 4 - - 0.35±0.40 - 

ผลรวม 44.85±9.66 49.17±7.31 51.82±10.25 35.74±9.10 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 3); - หมายถึง ไมพบ peak เกิดข้ึน 

ตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

หมายเหต ุ: MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.  
     MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

                   MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.  
                   MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  
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ตารางท่ี 14 สัดสวนของสารชนิดตางๆ ที่ตรวจพบในสารสกัดจากแคลลัสท่ีชักนําจากลําตนแกน
ตะวันบนอาหารสูตรตางๆ โดยใช HPLC  

ชนิดของสาร 
สัดสวน (%)* 

MSC1 MSC2 MSC3 MSC4 

Monosaccharide 
Glucose 19.16±2.52 16.59±6.12 22.54±3.69 10.16±1.36 

Fructose 14.15±2.28 10.83±4.12 14.00±1.46 23.03±4.09 

ผลรวม 33.30±3.88 27.42±11.38 36.55±4.44 33.19±5.90 

Disaccharide sucrose 25.10±4.45 25.51±2.80 22.05±1.76 31.98±5.63 

ผลรวม 25.10±4.45 25.51±2.80 22.05±1.76 31.98±5.63 

Polysaccharide 

Inulin 31.46±0.90 27.18±3.93 26.57±4.97 26.54±2.94 

1-kestose 3.20±0.15 6.33±1.35 4.63±1.07 2.28±0.09 

Nystose 3.37±2.92 3.34±1.00 2.08±0.62 1.69±2.61 

Unknown 1 3.41±2.82 5.33±2.54 8.06±1.23 1.26±1.03 

Unknown 2 0.16±0.19 4.80±4.06 0.06±0.06 1.66±2.57 

Unknown 3 0.08±0.09 0.07±0.10 - 0.08±0.09 

Unknown 4 - 0.04±0.05 - 1.41±1.24 

Unknown 5 - - - 0.08±0.09 

ผลรวม 41.44±6.45 46.98±8.20 41.34±6.35 33.84±2.30 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 3); - หมายถึง ไมพบ peak เกิดข้ึน 

หมายเหต ุ: MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.  
     MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

                   MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.  
                   MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  
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       2.2 ปริมาณอินนูลินในสารสกัดจากตนท่ีชักนําได 
เมื่อวิเคราะหการผลิตสารอินนูลินในสารสกัดจากตนท่ีชักนําไดโดยการประเมินคาจาก 

non- reducing sugar พบวา ปริมาณน้ําตาล non-reducing sugar ของตนท่ีชักนําไดบนอาหารสูตร
ตางๆ นั้นมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยตนแกนตะวันที่ชักนําไดจากขอลําตนใน
อาหารสูตร MSS1 ที่เติม NAA ความเขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับนํ้ามะพราว (coconut water) ปริมาณ 
15 เปอรเซ็นตมีปริมาณของ non-reducing sugar มากท่ีสุด รองลงมาคือ MSS2 ที่เติม NAA ความ
เขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับ Kinetin ความเขมขน 3.0 มก./ล. ดังแสดงในตารางท่ี 15 สวนการผลิต
สารอินนูลินในสารสกัดจากตนท่ีชักนําไดจากแผนใบน้ันไมสามารถวิเคราะหได เพราะไมสามารถ
ชักนําใหเกิดตนจากแผนใบได 
 

ตารางท่ี 15 ปริมาณ non-reducing sugar ในสารสกัดจากตนที่ชักนําไดจากการเพาะเลี้ยงแผนใบและ
ลําตนแกนตะวันบนอาหารวุนสูตร MSS1 MSS2 และ MSS3 นาน 30 วัน  

สูตรอาหาร 
Non-reducing sugar (มก./กรัมน้ําหนักสด)* 

ใบ ลําตน 

MSS 1 0.0000 8.5257a ± 1.44  
MSS 2 0.0000 5.8206b ± 1.26 

MSS 3 0.0000 0.0000 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 3) 
ตัวอักษรที่ตางกันในคอลัมนเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

หมายเหต ุ: MSS1 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก/ล. รวมกับ Coconut water 15 เปอรเซ็นต  
     MSS2 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก/ล. รวมกับ Kinetin 3.0 มก/ล.  

                   MSS3 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก/ล. รวมกับ BA 3.0 มก/ล.   
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ภาพท่ี 14 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากตนท่ีชักนําจากขอลําตนแกนตะวันบนอาหารสูตรตางๆ 
ที่วิเคราะหดวย HPLC  

 หมายเหต ุ: MSS 1 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Coconut water 15 เปอรเซ็นต 
      MSS 2 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Kinetin 3.0 มก./ล. 

 

เมื่อเปรียบเทียบคา RT ของพีคตางๆ ที่ปรากฏในโครมาโตแกรมของสารสกัดจากตนท่ีชัก
นําได (ภาพที่ 14) กับคา RT ของสารมาตรฐาน (ภาพท่ี 11) พบวา ตนท่ีชักนําไดมีการสรางอินนูลิน
ได นอกจากน้ียังพบการสังเคราะห FOS ชนิดตางๆ และนํ้าตาลซูโครส กลูโคส และฟรุคโตสดวย 
และเมื่อเปรียบเทียบสัดสวนของอินนูลิน FOS ชนิดตางๆ และนํ้าตาลซูโครสดังแสดงในตารางท่ี 16 
ก็พบวา ใหสัดสวนท่ีสูงเชนเดียวกับปริมาณ non-reducing sugar ที่วิเคราะหไดดังแสดงในตารางท่ี 
15 โดยผลการทดลองไดชี้ใหเห็นวา ชนิดของ non-reducing sugar สวนใหญที่พบในสารสกัดจาก
ตนท่ีชักนําไดก็คือ อินนูลิน และ FOS ชนิดตางๆ นั่นเอง และ เมื่อวิเคราะหความแตกตางทางสถิติ
ของปริมาณ อินนูลิน และ FOS ชนิดตางๆ ก็พบวา ปริมาณท่ีพบในตนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
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MSS2 ที่เติม NAA 0.5 มก/ล. รวมกับ Kinetin 3.0 มก/ล. นั้นสูงกวาท่ีพบในตนท่ีเพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MSS1 ที่เติม NAA 0.5 มก/ล. รวมกับ Coconut water 15 เปอรเซ็นต ซึ่งใหผลที่คลายกับ
ความสัมพันธของการสรางอินนูลินในแคลลัสคือ ไมไดแปรผันตรงกับอัตราการเจริญเติบโต    

         
ตารางที่ 16 สัดสวนของสารชนิดตางๆ ที่ตรวจพบในสารสกัดจากตนท่ีชักนําจากขอลําตนแกน
ตะวันบนอาหารสูตรตางๆ โดยใช HPLC  

 

ชนิดของสาร 
สัดสวน (%)* 

MSS1 MSS2 MSS3 

Monosaccharide 
Glucose 10.61±8.27 20.62±5.20 - 

Fructose 2.64±2.42 8.58±2.52 - 

ผลรวม 13.25ab±11.48 29.21a±8.17 - 

Disaccharide sucrose 13.48±8.87 17.66±1.73 - 

ผลรวม 13.48±8.87 17.66±1.73 - 

Polysaccharide 

Inulin 46.76±13.90 29.65±11.10 - 

1-kestose 2.11±1.89 5.77±4.19 - 

Nystose 5.13±6.98 6.60±2.66 - 

Unknown 1 3.66±3.25 7.72±7.89 - 

Unknown 2 3.41±5.28 1.40±0.76 - 

Unknown 3 0.63±0.97 0.22±0.10 - 

ผลรวม 51.37b±9.76 72.64a±21.99 - 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 3) ; - หมายถึง ไมพบ peak เกิดข้ึน 

ตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

หมายเหต ุ: MSS1 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก/ล. รวมกับ Coconut water 15 เปอรเซ็นต  
     MSS2 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก/ล. รวมกับ Kinetin 3.0 มก/ล.  
     MSS3 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก/ล. รวมกับ BA 3.0 มก/ล. 
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       2.3 ปริมาณอินนูลินของสารสกัดจากรากท่ีชักนําได 
จากการวิเคราะหการผลิตสารอินนูลินโดยพิจาณาจากปริมาณ  non-reducing sugar ในสาร

สกัดจากรากแกนตะวันท่ีไดจากการชักนําบนอาหารสังเคราะหสูตร ½ MS ที่เติม NAA ความ
เขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA ความเขมขน 0.5 1.0 1.5 และ 2.0 มก./ล. เปนเวลา 45 วัน พบวา 
ปริมาณ non-reducing sugar ในสารสกัดจากรากแกนตะวันท่ีชักนําไดจากลําตนและแผนใบบน
อาหารสูตรตางๆ แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) โดยอาหารสูตร MSR5 ที่เติม NAA 

ความเขมขน 0.5 มก./ล. และ IBA ความเขมขน 2.0 มก./ล. มีปริมาณ non-reducing sugar มากท่ีสุด 

เม่ือเทียบกับสูตรอาหารอ่ืน (ตารางที่ 17) ซึ่งอาหารสูตรดังกลาว เปนสูตรอาหารที่ใหปริมาณราก
คอนขางนอยมากเมื่อเทียบกับรากท่ีชักนําในสูตรอาหารอ่ืน ดังน้ัน การเจริญของรากกับการสราง
อินนูลินจึงไมแปรตามกันดังเชนที่พบในแคลลัสและตนที่ชักนําได  

 

ตารางท่ี 17 ปริมาณ non-reducing sugar ของสารสกัดจากรากท่ีชักนําไดจากแผนใบและลําตนแกน
ตะวันบนอาหารวุนสูตร MSR1 MSR2 MSR3 MSR4 และ MSR5 นาน 45 วัน  

สูตรอาหาร 

Non-reducing sugar 

(มก./กรัมน้ําหนักสด)* 

แผนใบ ลําตน 

MSR 1 0.0000 2.404 b ± 0.47 

MSR 2 3.611b ± 2.89 5.034 ab ± 3.96 

MSR 3 6.555 ab ± 4.38 4.118 ab ± 0.97 

MSR 4 4.871 ab ± 2.96 3.040 b ± 0.71 

MSR 5 11.656 a ± 5.62 7.263 a ± 1.77 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 3) 

ตัวอักษรที่ตางกันในคอลัมนเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

หมายเหต ุ: MSR1 คือ ½ MS 

      MSR2 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 0.5 มก./ล.  
      MSR3 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.0 มก./ล.  
      MSR4 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.5 มก./ล.  
                   MSR5 คือ ½ MS ท่ีเติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 2.0 มก./ล.  
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และจากการวิเคราะหชนิดและองคประกอบของสารสกัดจากรากท่ีชักนําไดดวย HPLC 
(ภาพที่ 15 และ 16)  ก็จะพบรูปแบบของการผลิตสารดังเชนท่ีตรวจพบในสารสกัดจากแคลลัสและ
ตน แตมีขอแตกตางกันในเร่ืองของปริมาณนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว (ตารางท่ี 18 และ 19) ที่พบใน
ปริมาณที่สูงกวาในแคลลัสและตนท่ีชักนําได  โดยรากจัดเปนอวัยวะท่ีไมสามารถสรางอาหารได
เองเรียกวา sink organ ทําใหตองอาศัยแหลงคารบอนท่ีลําเลียงมาจากสวนอ่ืนเพ่ือใชในการแบง
เซลลและเจริญเติบโต ดังน้ัน การตรวจพบปริมาณน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวที่สูงนาจะนําไปสูขอ
สันนิษฐานท่ีวา เซลลในรากตองการใชสารดังกลาวเพ่ือเจริญเติบโตมากวาการนําไปใชในการ
สังเคราะหอินนูลิน      

จากการวิเคราะหชนิดและปริมาณของนํ้าตาลท่ีมีไดดังตารางท่ี 18 และ 19 พบวา 
เปอรเซ็นตของ non-reducing sugar (disaccharide และ polysaccharide) ในรากท่ีชักนําจากแผนใบ
และลําตนบนอาหารสูตร MSR5 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 2.0 มก./ล. ให
เปอรเซ็นต non-reducing sugar สูงท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกับรากท่ีชักนําจากอาหารสูตรอ่ืนๆ ซึ่งผลท่ี
ไดนั้นมีแนวโนมในทิศทางเดียวกับการวิเคราะหทางเคมีที่ผานมา  และ เมื่อวิเคราะหปริมาณอินนู
ลินและ FOS ชนิดตางๆ ที่พบในสารสกัดจากรากท่ีชักนําไดทั้งจากแผนใบและขอลําตนก็ไมพบวา
มีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% และเม่ือเปรียบเทียบปริมาณอินนูลินและ FOS 

ชนิดตางๆ ที่พบในแคลลัสและตนที่ชักนําไดแลว จะเห็นวา แคลลัสสามารถสรางอินนูลินและ FOS 

ชนิดตางๆ ไดในปริมาณท่ีสูงท่ีสุดจึงเหมาะตอการนําไปใชเปนทางเลือกในการผลิตอินนูลินและ 
FOS ชนิดตางๆ ในหลอดทดลอง    
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ภาพที่ 15 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากรากท่ีชักนําจากแผนใบแกนตะวันบนอาหารสูตรตางๆ  
ที่วิเคราะหดวย HPLC  

หมายเหต ุ: MSR2 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 0.5 มก./ล.  
      MSR3 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.0 มก./ล.  
      MSR4 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.5 มก./ล.  
                 MSR5 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 2.0 มก./ล.  
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ภาพที่ 16 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากรากท่ีชักนําจากขอลําตนแกนตะวันบนอาหารสูตรตางๆ 
ที่วิเคราะหดวย HPLC 
หมายเหต ุ: MSR1 คือ ½ MS  

     MSR2 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 0.5 มก./ล.  
      MSR3 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.0 มก./ล.  
      MSR4 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.5 มก./ล.  
                 MSR5 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 2.0 มก./ล. 

R1 
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       2.4 ชนิดและปริมาณอินนูลินของเซลลแขวนลอย 

จากการวิเคราะหการผลิตสารอินนูลินโดยจะพิจาณาจากปริมาณนํ้าตาลนอนรีดิวซ (non-

reducing) จากความแตกตางของนํ้าตาลรวม (total sugar) และปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (reducing 

sugar) ในเซลลแขวนลอยที่ไดจากการเพาะเลี้ยงอาหารเหลวสังเคราะห 4 สูตร โดยทุกสูตรอาหารมี
การเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตไซโตไคนินชนิด BA ความเขมขน 1 มก./ล. รวมกับออกซิน
ชนิด NAA IAA IBA หรือ 2,4-D ที่ความเขมขน 1 มก./ล. (ตารางท่ี 5) นาน 30 วัน พบวาเซลล
แขวนลอยท่ีเพาะเลี้ยงในทุกสูตรอาหารมีปริมาณของ non-reducing sugar เพิ่มข้ึนในสัปดาหแรก 
จากน้ันจะมีปริมาณลดลงเมื่อเขาสูสัปดาหที่ 2 และมีปริมาณเพิ่มข้ึนเล็กนอยเมื่อเขาสูสัปดาหที่ 3 

และ 4 ยกเวนเซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MSC3 และ MSC4 ที่มีปริมาณของ non-reducing 

sugar ลดลงอยางตอเน่ือง (ภาพที่ 17) และจากการวิเคราะหชนิดและองคประกอบของสารสกัดจาก
เซลลแขวนลอยดวย HPLC (ภาพที่ 18-21)  ก็จะพบรูปแบบของการผลิตสารคลายกับที่ตรวจพบใน
สารสกัดจากแคลลัส  

 

ภาพที่ 17 ปริมาณ non-reducing sugar ของเซลลแขวนลอยที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเหลวสูตร MSC1 

MSC2 MSC3 และ MSC4 เปนเวลา 4 สัปดาห 
 

 

 

 

-5.0 

0.0 

5.0 

10.0 

15.0 

20.0 

25.0 

0 1 2 3 4 5 ปริ
มา
ณ 

No
n-

re
du

cin
g 

su
ga

r(
m

g/
g 

FW
) 

สัปดาห 

MSC1 

MSC2 

MSC3 

MSC4 



54 
 

 

 

 
Retention time (min) 

ภาพที่ 18 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากเซลลแขวนลอยที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MSC1 ที่
ระยะเวลา 1 2 3 และ 4 สัปดาหที่วิเคราะหดวย HPLC 
หมายเหต ุ: MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.  

สัปดาหที่ 1 

สัปดาหที่ 2 

สัปดาหที่ 4 

สัปดาหที่ 3 
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Retention time (min) 

ภาพที่ 19 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากเซลลแขวนลอยที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MSC2 ที่
ระยะเวลา 1 2 3 และ 4 สัปดาหที่วิเคราะหดวย HPLC 
หมายเหต ุ: MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

 

 

 

 

สัปดาหที่ 1 

สัปดาหที่ 2 

สัปดาหที่ 3 

สัปดาหที่ 4 
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Retention time (min) 

ภาพที่ 20 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากเซลลแขวนลอยที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MSC3 ที่
ระยะเวลา 1 2 3 และ 4 สัปดาหที่วิเคราะหดวย HPLC 
หมายเหต ุ: MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.  

สัปดาหที่ 1 

สัปดาหที่ 2 

สัปดาหที่ 3 

สัปดาหที่ 4 
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Retention time (min) 

ภาพที่ 21 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากเซลลแขวนลอยที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MSC4 ที่
ระยะเวลา 1 2 3 และ 4 สัปดาหที่วิเคราะหดวย HPLC 

หมายเหต ุ: MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล. 
 

 

 

สัปดาหที่ 1 

สัปดาหที่ 2 

สัปดาหที่ 3 

สัปดาหที่ 4 
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เมื่อวิเคราะหสัดสงนขององคประกอบที่พบในสารสกัดจากแคลลัสดังแสดงในตารางท่ี   
20-23 พบวา สัดสวนของอินนูลินและ FOS ชนิดตางๆ ในทุกสูตรอาหารมีคาสูงข้ึนเร่ือยๆ ตาม
ระยะเวลาของการเพาะเลี้ยงและเร่ิมคงท่ีในสัปดาหที่ 2-3 และลดลงในสัปดาหที่ 4 ดังน้ัน หาก
ตองการเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอยเพ่ือผลิตอินนูลินและ FOS ชนิดตางๆ ในแตละสูตรอาหารการ
เพาะเลี้ยงเพียง 2 สัปดาหก็นาจะเพียงพอ และเม่ือวิเคราะหสัดสวนของอินนูลินและ FOS ชนิดตางๆ 
ที่พบในเซลลแขวนลอยกับการเพาะเลี้ยงในรูปแบบอ่ืนๆ ก็จะเห็นวา ใหสัดสวนที่คอนขางสูง ซึ่ง
หากมีการปรับเปลี่ยนปจจัยตางๆ เชน ความเร็วรอบในการเขยา แสง และองคประกอบตางๆ ใน
อาหารเพาะเลี้ยงก็นาจะนําไปสูการเพ่ิมการผลิตอินนูลินและ FOS ชนิดตางๆ ไดเชนเดียวกับการ
เพาะเลี้ยงแคลลัส   
ตารางท่ี 20 สัดสวนของสารชนิดตางๆ ที่ตรวจพบในสารสกัดจากเซลลแขวนลอยแกนตะวัน
ระยะเวลา 1 สัปดาหบนอาหารสูตรตางๆ โดยใช HPLC  

ชนิดของสาร 
สัดสวน (%) 

MSC1 MSC2 MSC3 MSC4 

Monosaccharide 
Glucose 13.442 10.389 11.088 26.46 

Fructose 8.280 6.869 8.660 36.50 

ผลรวม 21.722 17.258 19.748 62.96 

Disaccharide sucrose 50.529 43.690 59.698 6.50 
ผลรวม 50.529 43.690 59.698 6.50 

Polysaccharide 

Inulin 11.521 24.510 5.585 15.87 

1-kestose 7.972 4.136 4.121 0.96 

Nystose 5.203 - 1.062 0.06 

Unknown 1 2.857 9.971 5.547 13.64 

Unknown 2 0.045 0.435 4.239 - 

Unknown 3 0.095 - - - 

Unknown 4 0.056 - - - 

ผลรวม 72.279 82.742 80.252 37.03 

- หมายถึง ไมพบ peak เกิดขึ้น 

หมายเหตุ : MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.  MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. 
รวมกับ IAA 1 มก./ล. MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล. และ MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 

มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  
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ตารางท่ี 21 สัดสวนของสารชนิดตางๆ ที่ตรวจพบในสารสกัดจากเซลลแขวนลอยแกนตะวัน
ระยะเวลา 2 สัปดาหบนอาหารสูตรตางๆ โดยใช HPLC  

 

ชนิดของสาร 
สัดสวน (%) 

MSC1 MSC2 MSC3 MSC4 

Monosaccharide 
Glucose 15.675 15.488 9.828 16.573 

Fructose 11.039 13.851 12.854 19.932 

ผลรวม 26.714 29.339 22.682 36.505 

Disaccharide sucrose 55.026 48.914 50.924 28.928 

ผลรวม 55.026 48.914 50.924 28.928 

Polysaccharide 

Inulin 15.894 15.812 13.982 32.548 

1-kestose 2.256 2.479 2.898 1.723 

Nystose 0.111 0.438 - - 

Unknown 1 - 2.925 8.884 0.296 

Unknown 2 - 0.093 0.630 - 

ผลรวม 73.287 70.661 77.318 63.495 

- หมายถึง ไมพบ peak เกิดข้ึน 

หมายเหต ุ: MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.  
     MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

                   MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.  
                   MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  
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ตารางท่ี 22 สัดสวนของสารชนิดตางๆ ที่ตรวจพบในสารสกัดจากเซลลแขวนลอยแกนตะวัน
ระยะเวลา 3 สัปดาหบนอาหารสูตรตางๆ โดยใช HPLC 

ชนิดของสาร 
สัดสวน (%) 

MSC1 MSC2 MSC3 MSC4 

Monosaccharide 
Glucose 13.180 17.427 3.930 6.847 

Fructose 7.314 8.444 5.740 19.405 

ผลรวม 20.494 25.871 9.670 26.252 

Disaccharide sucrose 45.537 31.970 63.172 26.751 

ผลรวม 45.537 31.970 63.172 26.751 

Polysaccharide 

Inulin 16.084 25.103 7.049 13.460 

1-kestose 5.695 5.422 3.970 1.163 

Nystose 3.504 4.375 5.556 0.000 

Unknown 1 2.287 6.581 8.149 16.176 

Unknown 2 5.922 0.519 2.353 15.537 

Unknown 3 0.389 0.071 0.082 0.661 

Unknown 4 0.088 0.089 - - 

ผลรวม 79.506 74.130 90.331 73.748 

- หมายถึง ไมพบ peak เกิดข้ึน 

หมายเหต ุ: MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.  
     MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

                   MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.  
                   MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  
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ตารางท่ี 23 สัดสวนของสารชนิดตางๆ ที่ตรวจพบในสารสกัดจากเซลลแขวนลอยแกนตะวัน
ระยะเวลา 4 สัปดาหบนอาหารสูตรตางๆ โดยใช HPLC 

 

ชนิดของสาร 
สัดสวน (%) 

MSC1 MSC2 MSC3 MSC4 

Monosaccharide 
Glucose 12.931 6.562 15.481 19.183 

Fructose 8.297 8.416 14.779 22.788 

ผลรวม 21.228 14.978 30.260 41.971 

Disaccharide sucrose 47.195 44.784 36.293 24.591 

ผลรวม 47.195 44.784 36.293 24.591 

Polysaccharide 

Inulin 6.533 8.581 15.726 29.041 

1-kestose 6.909 4.837 4.578 2.943 

Nystose 6.913 8.053 2.787 1.083 

Unknown 1 7.964 13.393 3.431 0.370 

Unknown 2 3.187 4.548 6.722 - 

Unknown 3 0.021 0.557 0.122 - 

Unknown 4 0.052 0.164 0.083 - 

Unknown 5 - 0.104 - - 

ผลรวม 78.773 85.021 69.742 58.028 

- หมายถึง ไมพบ peak เกิดข้ึน 

หมายเหต ุ: MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.  
     MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

                   MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.  
                   MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  
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3. การศึกษาคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติก 

 3.1 ศึกษาองคประกอบในสารสกัดจากหัวสดแกนตะวัน รากและแคลลัสท่ีชักนําไดของแกน
ตะวัน 

กอนท่ีจะมีการศึกษาคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกของอินนูลินและ FOS ชนิดตางๆ ที่
พบในสารสกัดจากแคลลัสและรากท่ีชักนําได ก็ไดมีการวิเคราะหองคประกอบในสารสกัดจาก
แคลลัสและรากท่ีไดจากการชักนําจากลําตนและแผนใบแกนตะวันบนอาหาร MS ที่มีการเติม BA 

1.0 มก./ล. รวมกับ IAA 1.0 มก./ล. และ 1/2MS ที่มีการเติม NAA 1.0 มก./ล. รวมกับ IBA 0.5     
มก./ล. และหัวสด (tuber) ที่จะนํามาใชเปนวัตถุดิบกอนดวย HPLC พบวา รูปแบบ (profile) ของ
สารท่ีตรวจวิเคราะหไดในแคลลัสและรากท่ีชักนําไดในหลอดทดลองนั้นมีความคลายคลึงกับ 
profile ของสารท่ีตรวจวิเคราะหไดในหัวสด ซึ่งตรวจพบท้ังหมด 8 peaks และจากการเปรียบเทียบ
คา retention time (RT) ของ peak ตางๆ กับ Retention time ของสารมาตรฐานท่ีใชทั้งหมด 6 ชนิด 
คือ inulin from chicory  (DP เฉลี่ยประมาณ 10-14) (Franck and Leenheer, 2005) nystose (DP3)    

1-kestose (DP2) sucrose glucose และ fructose ทําใหสามารถระบุชนิดของสารได 6 peaks และมี
อีก 2 peaks ที่ไมสามารถระบุชนิดได (unknowns)  แตเมื่อพิจารณาจากคา RT ของ unknowns ที่มี
คาประมาณ 9 นาทีกวาๆ ที่อยูระหวางคา RT ของ inulin from chicory และ nystose จึงอาจ
สันนิษฐานไดวา unknowns ดังกลาวนาจะเปน FOS ที่มีคา DP อยูระหวาง 4- 9 อยางไรก็ตาม จะ
พบวา โดยรวมแลวสารสกัดท้ังสามมีองคประกอบท่ีคลายคลึงกันคือ ประกอบดวย inulin unknown 

FOS nystose 1-kestose sucrose glucose และ fructose โดยพบ inulin และ FOS (unknown FOS+ 

nystose+ 1-kestose) ในสัดสวนมากท่ีสุด แตมีขอแตกตางกันคือ ในแคลลัสและรากท่ีชักนําไดใน
หลอดทดลองมีสัดสวนของ inulin และ FOS ที่ใกลเคียงกันคือ ประมาณ 46% และ 56% แตในหัว
สดมีสัดสวนของ inulin และ FOS มากกวาสองเทาคือ มีอยูประมาณ 93% ดังรายละเอียดท่ีแสดงใน
ตารางท่ี 24 และเม่ือพิจารณาเปรียบเทียบสัดสวนของนํ้าตาลชนิดอ่ืนๆ นอกเหนือจาก inulin และ 
FOS ที่ตรวจพบในแคลลัสและรากก็จะเห็นไดวา แคลลัสจะมีการสะสมน้ําตาลซูโครสในสัดสวนท่ี
สูง แตในรากท่ีชักนําไดนั้นจะสะสมนํ้าตาลกลูโคสในสัดสวนที่มากกวา   
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ตารางท่ี 24 องคประกอบของสารสกัดจากแคลลัสและรากท่ีชักนําไดในหลอดทดลอง และหัวสด
แกนตะวันจากการวิเคราะหดวย HPLC  

Plant 

samples 

Retention 

time 
ชนิดสาร 

ความเขมขน  

(mg/ml) 
สัดสวน (%) 

 

 

 

Callus 

 

 

 

8.502 inulin  (DP 6-10) 0.898 23.318 

46.212 

9.050 Unknown - 9.520 

9.880 Unknown - 3.302 

10.662 Nystose (DP 3) 0.161 4.181 

11.826 1-kestose (DP2) 0.201 5.891 

13.877 Sucrose 1.095 33.803 33.803 

15.453 Unknown - 0.233 0.233 

17.552 Glucose 0.299 9.092 9.092 

19.843 Fructose 0.202 6.516 6.516 

 

 

 

 

Induced 

root 

 

 

 

 

8.7 inulin  (DP 6-10) 1.736 45.971 

55.659 
9.851 unknown - 3.135 

10.6 Nystose (DP 3) 0.117  3.572 

11.8 1-kestose (DP2) 0.087 2.981 

13.9 Sucrose 0.245  8.784 8.784 

17.5 Glucose 0.659  23.524 23.524 

19.8 Fructose 0.266 10.055 10.055 
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ตารางท่ี 24 (ตอ)  

Plant 

samples 

Retention 

time 
ชนิดสาร 

ความเขมขน  

(mg/ml) 
สัดสวน (%) 

 

 

 

Tuber 

 

 

 

8.770 Inulin (DP 6-10) 3.584 72.406 

92.945 
9.852 Unknown  - 8.264 

10.657 Nystose (DP3) 0.337 6.803 

11.996 1-kestose (DP2) 0.220 5.472 

13.657 Sucrose 0.196 4.639 4.639 

17.578 Glucose 0.032 0.755 0.755 

19.916 Fructose 0.056 1.410 1.410 

 

เพื่อใหสามารถวิเคราะหผลของ inulin และ FOS ในสารสกัดตอการเจริญของ 
Bifidobacterium sp. จึงไดควบคุมใหปริมาณนํ้าตาลรวมเร่ิมตนในอาหารทุกชุดเทากับปริมาณ
น้ําตาลรวมในอาหาร MRS ที่มีกลูโคส 2% (w/v) โดยเตรียมอาหารทั้งหมด 6 ขวด ดังน้ี 

1. อาหาร MRS ที่มี  2% Glucose   

2. อาหาร MRS ที่มี Fructose โดยให Total sugar เทากับ 2%Glucose  

3. อาหาร MRS ที่มี Sucrose โดยให Total sugar เทากับ 2%Glucose  

4. อาหาร MRS ที่มี สารสกัดจากหัวสด โดยให Total sugar เทากับ 2%Glucose  
5. อาหาร MRS ที่มี สารสกัดรากที่ชักนําได โดยให Total sugar เทากับ 2%Glucose 

6. อาหาร MRS ที่มี สารสกัดแคลลัสท่ีชักนําได ให Total sugar เทากับ 2%Glucose 
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ภาพที่ 22 การเปล่ียนแปลงปริมาณนํ้าตาลรวม น้ําตาลรีดิวซ คา pH และปริมาณเซลล Bifidobacterium sp. ใน
อาหาร MRS ที่มีการเสริมสารสกัดจากแคลลัส ราก และหัวสดใหมีปริมาณนํ้าตาลรวมเร่ิมตนเทากัน 

น้ําตาลกลูโคส    (  )  น้ําตาลฟรุคโตส ( × ) น้ําตาลซูโครส  ( ) สารสกัดจากหัวสด ( * ) สารสกัดจาก
แคลลัสท่ีชักนําได (  ) และสารสกัดจากรากที่ชักนําได ( + ) ที่มีปริมาณนํ้าตาลรวมเร่ิมตนเทากัน 
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จากผลการทดลองที่ไดในภาพที่ 22 จะเห็นไดวา เมื่อมีการควบคุมใหปริมาณนํ้าตาลรวม
เร่ิมตนในอาหารทุกชุดเทากับปริมาณนํ้าตาลรวมในอาหาร MRS ที่มีกลูโคส 2% (w/v) นั้น เชื้อ
แบคทีเรียจะมีรูปแบบการเจริญที่เหมือนกันคือ ปริมาณเช้ือที่เพิ่มมากข้ึนในชั่วโมงท่ี 9-23 และคา pH 

เร่ิมลดลงในชั่วโมงท่ี 9 จนถึงช่ัวโมงท่ี 13 ปริมาณน้ําตาลรวมจะลดลงเม่ือเชื้อมีการเจริญเติบโตมาก
ขึ้นเชนเดียวกับปริมาณนํ้าตาลรีดิวซก็ลดลงเชนเดียวกัน  

 หากเปรียบเทียบปริมาณนํ้าตาลริดิวซเร่ิมตนในอาหารแตละชุดจะพบวา อาหารที่มีกลูโคส
และฟรุคโตสจะมีปริมาณท่ีสูงกวาในอาหารชุดอ่ืนๆ ประมาณ 5-6 เทา และอาหารท่ีมีเสริมสารสกัด
จะมีน้ําตาลริดิวซสูงกวาอาหารท่ีเสริมซูโครส เพราะในสารสกัดมีน้ําตาลกลูโคสและฟรุคโตสรวม
อยูดวยนอกเหนือไปจากซูโครสและ inulin และ FOS โดยผลการทดลองที่ไดอาจแสดงใหวา  
อาหารที่มีการเสริมสารสกัดตางๆ นั้นสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อ Bifidobacterium sp. 
ไดเทียบเคียงกับอาหาร MRS ปกติ คือมีคา pH ของอาหารลดลง ในขณะท่ีปริมาณเซลลเพิ่มข้ึนเม่ือ
เวลาการเพาะเลี้ ยง เ พ่ิม ข้ึน  ซึ่ ง เปนรูปแบบการเจริญเติบโตของจุลินทรียโพรไบโอติก 
Bifidobacterium sp. แมจะมีปริมาณนํ้าตาลริดิวซนอยกวามาก จึงอาจกลาวไดวา สวนของ inulin 

และ FOS ที่พบในแคลลัสและรากท่ีชักนําไดนั้นมีคุณสมบัติความเปน prebiotics และเม่ือ
เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเชื้อ Bifidobacterium sp. ในอาหารที่เสริมสารสกัดชนิดตางๆ ดัง
ภาพท่ี 22 จะเห็นวา อาหารที่เสริมสารสกัดจากรากจะใหผลที่ดีกวาแคลลัส และหัวสด ทั้งน้ีอาจเปน
ผลมาจากในรากท่ีชักนําไดมีน้ําตาลกลูโคสและฟรุคโตส  นอกเหนือไปจาก inulin และ FOS ที่สูง
กวา ท่ีพบในแคลลัส  และหัวสด  ซึ่งสารสกัดอยางหลังน้ีจะมีสัดสวนของนํ้าตาลซูโครส
นอกเหนือไปจาก inulin และ FOS ในสัดสวนท่ีสูง เซลลจึงชอบที่จะใชน้ําตาลริดิวซในการเจริญ
กอน 
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บทท่ี 5  
สรุปผลการทดลอง 

 

1. การเพาะเล้ียงเซลล เน้ือเยื่อ และอวัยวะพืช  
    - การชักนําและเพาะเลี้ยงแคลลัสพบวาอาหารสูตร MSC1 ที่เติมฮอรโมน BA 1 มก./ล. 

และ NAA 1 มก./ล. สามารถชักนําใหแผนใบและลําตนของแกนตะวันเกิดแคลลัสไดมากท่ีสุด  
    - การชักนําและเพาะเลี้ยงตน พบวา ชิ้นพืชที่สามารถชักนําใหเกิดตนไดคือ สวนของขอ

ลําตนท่ีมีตาขาง และอาหารสูตร MSS1 ที่มีการเติมฮอรโมน NAA ความเขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับ 

น้ํามะพราว (coconut water) ปริมาณ 15 เปอรเซ็นตเปนอาหารสูตรท่ีใหจํานวนตน และความยาว
ของตนมากที่สุด แตในอาหารสูตรเดียวกันนี้ไมสามารถชักนําใหสวนของแผนใบเกิดตนได  

    - การชักนําและเพาะเลี้ยงราก พบวาอาหารสูตร MSR3 ที่มีการเติมฮอรโมน NAA ความ
เขมขน 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA ความเขมขน 1.0 มก./ล. ใหจํานวนรากสูงท่ีสุด และปริมาณรากที่
ชักนําไดสูงสุดมาจากรากท่ีชักนําจากแผนใบ  

    - การเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย พบวา เซลลแขวนลอยท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารทุกสูตรมี
ปริมาณเพ่ิมข้ึน เซลลมีการแบงตัวสูงข้ึนทําใหปริมาณเซลลและนํ้าหนักของเซลลสูงข้ึนในสัปดาห
แรก จากน้ันการเจริญของเซลลจะคอนขางคงท่ีและเร่ิมลดปริมาณลง ซึ่งอาจเปนเพราะปจจัย
บางอยางภายในเซลลหรืออาหารไมเหมาะสม จึงทําใหการเจริญลดลง และมีบางสวนท่ีตายไปจึงทํา
ใหการเพิ่มจํานวนหรือปริมาณของเซลลนั้นไมเปลี่ยนแปลงและลดลง  

2. เม่ือวิเคราะหการผลิตสารอินนูลิน โดยพิจาณาจากปริมาณนํ้าตาลนอนรีดิวซ (non-

reducing sugar) จากความแตกตางของนํ้าตาลรวม (total sugar) และปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (reducing 

sugar) พบวา แคลลัสท่ีชักนําและเพาะเลี้ยงจากลําตนบนอาหารสูตร  MSC2 ที่เติมฮอรโมน BA 

รวมกับ IAA ความเขมขน 1 มก./ล. ใหปริมาณของ non-reducing sugar สูงท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับ
สูตรอาหารอ่ืน นอกจากน้ันยังใหปริมาณที่สูงกวา non-reducing sugar ที่ไดจากการชักนําตน ราก 
และเซลลแขวนลอย 

3. เมื่อวิเคราะหสารสกัดตัวอยางท้ังหมดดวยวิธี HPLC พบวา แคลลัส ตน และรากท่ีชักนํา
ได รวมถึงเซลลแขวนลอยมีการสรางอินนูลินและฟรุคโตโอลิโกแซคคารไรดชนิดตางๆ ได
เชนเดียวกับหัวแกนตะวันท่ีปลูกในธรรมชาติ โดยแคลลัสและเซลลแขวนลอยใหปริมาณอินนูลิน
และฟรุคโตโอลิโกแซคคารไรดชนิดตางๆ สูงกวาการเพาะเลี้ยงตนและรากท่ีชักนําได แมจะยังคงมี
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ปริมาณการผลิตท่ีต่ํากวาหัวแกนตะวันท่ีปลูกในธรรมชาติ อยูมาก แตนาจะเปนอีกเทคนิคทางเลือก
สําหรับผลิตอินนูลินและฟรุคโตโอลิโกแซคคารไรดชนิดตางๆ ในหลอดทดลอง ที่นาจะพัฒนาให
เพิ่มการผลิตตอไปไดหากมีการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต 

 4. อินนูลินและฟรุคโตโอลิโกแซคคารไรดชนิดตางๆ ในสารสกัดจากแคลลัส รากท่ีชักนํา
ได และหัวสดแกนตะวันมีคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติก  โดยสามารถสงเสริมการเจริญเติบโต
ของ Bifidobacterium sp.ไดเทียบเคียงกับการเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS ทั่วไป 

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชนั้นสามารถผลิตสาร   
อินนูลินจากตนแกนตะวันได ซึ่งจะตองอาศัยปจจัยทางดานของอาหารและระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ี
ใชเพาะเลี้ยงจึงจะสามารถผลิตสารไดอยางมีคุณภาพ 
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การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนือ้เย่ือพืชและการเตรียมสารเคม ี
 

ตารางที่ 25 สูตรอาหารเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช Murashige และ Skoog 1962 (MS) 

สารเคมี 
ปริมาณท่ีใชตาม

สูตร   
(มก./ล.) 

เตรียมสารละลาย 

เขมขน 

(กรัม/ล.) 

ปริมาตรที่ใช
ตออาหาร  

1 ลิตร 

1. ธาตุอาหารหลกั (Macronutrient) 100 เทา 
NH4 NO3 

KNO3 

CaCl2.2H2O 

MgSO4.7H2O                     

KH2PO4 

 

1650 

1900 

440 

370 

170 

 

165 

190 

44 

37 

17 

 

10 มล. 

2. ธาตุอาหารรอง (Micronutrient) 1000 เทา 
MnSO4.4H2O 

ZnSO4.5H2O 

H3BO3 

KI 

Na2MoO4.2H2O 

CuSO4.5H2O 

CoCl2.H2O 

FeSO4.7H2O 

 Na2EDTA.2H2O 

 

22.3 

8.6 

6.2 

0.83 

0.25 

0.025 

0.025 

27.85 

37.25 

 

22.3 

8.6 

6.2 

0.83 

0.25 

0.025 

0.025 

27.85 

37.25 

1 มล. 

3. วิตามิน (Vitamins) 1000 เทา 
Nicotinic acid 

Thiamine-HCl 

Pyridoxine-HCl 

Glycine 

myo-inosital (เติมแยก) 

 

0.5 

0.1 

0.5 

2.0 

100 

 

0.5 

0.1 

0.5 

2.0 

0.1 

1 มล. 
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การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนือ้เย่ือพืช สูตร Murashige และ Skoog 1962 (MS) 

1. การเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุอาหารหลัก  
 MS Macronutrient Stock I : NH4 NO3 และ KNO3 เขมขน 100 เทา ปริมาตร 500 มล. 

- ช่ัง NH4 NO3   82.5  กรัม 

- ช่ัง KNO3   95  กรัม 

ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 500 มล. 
 MS Macronutrient Stock II : CaCl2.2H2O เขมขน 100 เทา ปริมาตร 500 มล. 
 - ช่ัง CaCl2.2H2O  22  กรัม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 500 มล. 
 MS Macronutrient Stock III : MgSO4.7H2O และ KH2PO4 เขมขน 100 เทา ปริมาตร 500 มล. 
 - ช่ัง MgSO4.7H2O  18.5  กรัม 

 - ช่ัง KH2PO4   8.5  กรัม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 500 มล. 
2. การเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุอาหารรอง  
 MS Micronutrient Stock : เขมขน 1000 เทา ปริมาตร 500 มล. 
 - ช่ัง MnSO4.4H2O  11.15   กรัม 

 - ช่ัง ZnSO4.5H2O  4.3    กรัม 

 - ช่ัง H3BO3   3.1    กรัม 

 - ช่ัง KI    0.415    กรัม 

 - ช่ัง Na2MoO4.2H2O  0.125    กรัม 

 - ช่ัง CuSO4.5H2O  0.0125    กรัม 

 - ช่ัง CoCl2.H2O   0.0125    กรัม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 500 มล. 
 Iron Stock หรือ FeEDTA Stock : เขมขน 100 เทา ปริมาตร 500 มล. 

- ช่ัง FeSO4.7H2O 1.4 กรัม 

- ช่ัง Na2EDTA.2H2O  1.865  กรัม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตร 500 มล. เก็บสารละลายในขวดสีชา 
3. การเตรียมสารละลายเขมขนของวิตามิน  
 MS Vitamin Stock : เขมขน 1000 เทา ปริมาตร 500 มล. 
 - ช่ัง Nicotinic acid 0.25  กรัม 

 - ช่ัง Thiamine-HCl 0.25 กรัม 

 - ชั่ง Pyridoxine-HCl 0.05 กรัม 

 - ช่ัง Glycine  1.0 กรัม 

หมายเหตุ : สําหรับ myo-inosital น้ําตาลซูโครส และวุน ใหช่ังใหม ไมตองเตรียมเปน stock solution 
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4. การเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต  
 - การเตรียม stock solution ของสารควบคุมการเจริญเติบโตออกซินโดยคดิจากเน้ือสาร 

 ตัวอยาง การเตรียม Stock solution 1-Naphthaleneacetic acid (NAA) เขมขน 1 มก./มล. ปริมาตร 50 มล. ทํา
โดยชั่ง NAA 50 มก. ละลายดวยเอทานอล 95 เปอรเซ็นต 2.5 มล. หรือ KOH หรือ NaOH เขมขน 1 M 2.5 มล. คน
ใหละลาย ใหความรอนเล็กนอย จากน้ันคอยๆ เติมนํ้ากล่ันจนไดปริมาตร 50 มล. ปรับใหได pH 5.0 

หมายเหตุ : ในการเตรียม stock solution ของสารควบคุมการเจริญเติบโตออกซินชนิดอ่ืน (IAA IBA และ 2,4-D) 
สามารถเตรียมไดตามวิธีขางตนนี้เชนกัน  
 - การเตรียม stock solution ของสารควบคุมการเจริญเติบโตไซโตไคนิน โดยคิดจากเนื้อสาร 

 ตัวอยาง Stock solution Benzyladenine (BA) เขมขน 1 มก./มล. ปริมาตร 50 มล. ทําโดยช่ัง BA 50 มก. ละลาย
ดวยเอทานอล 95 เปอรเซ็นต 5 มล. คนใหละลาย ใหความรอนเล็กนอย จากน้ันคอยๆ เติมนํ้ากล่ันจนไดปริมาตร 
50 มล. ปรับใหได pH 5.0 

หมายเหตุ : ในการเตรียม stock solution ของสารควบคุมการเจริญเติบโตไซโตไคนินชนิด Kinetin สามารถเตรียม
ไดตามวิธีขางตนนี้เชนกัน  

 

5. การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงแคลลัส ตน ราก และเซลลแขวนลอย 

 ตัวอยาง การเตรียมอาหารสูตรชักนําแคลลัส ปริมาตร 1 ลิตร 

5.1 เมื่อเตรียมสารละลายเขมขน (stock solution) ของสูตรอาหาร MS แลว 

5.2 ดูดสารละลายจาก stock solution ตางๆ มารวมกัน 

5.3 เติมสารที่เปนแหลงคารบอน คือ น้ําตาลซูโครส 30 กรัม/ลิตร (30%) 

5.4 เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต คือ BA และ NAA ตามความเขมขนท่ีกําหนดไว 
5.5 ปรับปริมาตรของสารละลายดวยนํ้ากล่ันจนครบ 1000 มล. 
5.6 ปรับคาความเปนกรดและดางดวย HCl และ NaOH ใหไดประมาณ 5.8 

5.7 เติมวุน 7.5 กรัม/ลิตร 

5.8 ใหความรอนอาหารเพื่อหลอมละลายวุน โดยใชเตาไมโครเวฟ 

5.9 เทอาหารลงในขวด และปดฝาขวด 

5.10 นําขวดอาหารไปน่ึงฆาเช้ือในหมอน่ึงความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว นาน 15 นาที 

5.11 เก็บอาหารไวในท่ีสะอาดหรือที่ปลอดเชื้อ 

หมายเหตุ : ในการเตรียมอาหารสูตรชักนําแคลลัสสูตรอ่ืน อาหารสูตรชักนําตน และราก สามารถเตรียมไดตามวิธี
ขางตนนี้เชนกัน สวนอาหารสําหรับเพาะเล้ียงเซลลแขวนลอยก็จะทําเชนเดียวกัน แตจะไมมีขั้นตอนเติมวุนลงใน
อาหาร 
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6. การเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อสูตร MRS (Carbohydrate-free Man-Rogosa-Sharp) 1 ลิตร  
- Peptone (Oxoid L34)    10   กรัม    

- Sodium acetate 3H2O    5   กรัม 

- Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4)  2   กรัม  

- Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O)   0.2   กรัม 

- Manganese sulphate (MnSO4.4H2O)   0.05  กรัม 

- Lab lemco powder (Oxoid L29)   8  กรัม   

- Citrate      2   กรัม 

- Dextrose     20   กรัม    

- Yeast extract     4   กรัม   

- Tween 80     1   มล.   

- น้ํากลั่น      1000  มล. 
   
การเตรียมสารเคม ี

การเตรียม 95% ethanol จาก 99.9% ethanol (250 มล.) 

- จะใช 99.9% ethanol =   = 237.74 มล. 
- ปรับปริมาตราดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรเปน 250 มล. 

การเตรียม 80% ethanol จาก 95% ethanol (100 ml) 

- จะใช 95% ethanol =  = 84.21 มล. 
- ปรับปริมาตราดวยน้ํากล่ันใหไดปริมาตรเปน 100 มล. 

การเตรียม 70% ethanol จาก 95% ethanol (1000 ml) 

- จะใช 95% ethanol =  = 737 มล.  
- ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1000 มล. 

การเตรียมสารละลาย 5 %( w/v) Phenol 

- ช่ัง Phenol 5 กรัม 

- ละลายในน้ํากล่ัน 100 มล. จะไดสารละลาย 5 %( w/v) Phenol 100 มล. 
การเตรียมสารละลาย 3,5-Dinitrosalisylic acid (DNS) (100 มล.) 

- ช่ัง DNS    1  กรัม 

- ปเปต 2M NaOH    20 มล. 
- ช่ัง Potassium sodium tartate  30  กรัม 

ละลาย DNS ในนํ้ากลั่นกอน โดยใชน้ําปริมาตรเล็กนอย ตองใหสารละลายท่ีไดมีสีเหลืองใส จากน้ันจึง
คอยๆ เติม 2M NaOH กวนใหสารละลายเปนเน้ือเดียวกัน จากน้ันคอยๆ เติม potassium sodium tartate กวนให
สารละลายสม-เหลืองใส สามารถใหความรอนไดเล็กนอย เก็บ DNS reagent ในขวดสีชา
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การหาน้ําหนักสดและชนิดของน้าํตาลจากการสกัดแคลลัส ตน ราก และเซลลแขวนลอย 

 

ตารางที่ 26 ปริมาณนํ้าหนักสดของแคลลัสแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
น้ําหนักสด (กรัม/ขวด)* 

ใบ ลําตน 

MSC 1 

ชุดท่ี 1 0.3980 a ± 0.04 0.3015 a ± 0.03 

ชุดท่ี 2 0.3270 a ± 0.04 0.3200 a ± 0.04 

ชุดท่ี 3 0.4582 a ± 0.11 0.3174 a ± 0.03 

MSC 2 

ชุดท่ี 1 0.1042 d ± 0.03 0.0824 d ± 0.01 

ชุดท่ี 2 0.1209 d ± 0.02 0.1052 d ± 0.01 

ชุดท่ี 3 0.1179 d ± 0.02 0.1040 d ± 0.03 

MSC 3 

ชุดท่ี 1 0.2305 c ± 0.06 0.1506 c ± 0.03 

ชุดท่ี 2 0.1660 c ± 0.03 0.1653 c ± 0.02 

ชุดท่ี 3 0.2004 c ± 0.03 0.2225 b ± 0.04 

MSC 4 

ชุดท่ี 1 0.2996 b ± 0.05 0.2550 b ± 0.03 

ชุดท่ี 2 0.2305 b ± 0.06 0.2636 b ± 0.02 

ชุดท่ี 3 0.3311 b ± 0.12 0.2207 c ± 0.05 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 10) 

ตัวอักษรที่ตางกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

หมายเหตุ : MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.    
   MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

                   MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.      
   MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  

 

ตารางที่ 27 ปริมาณนํ้าหนักสดของตนแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
น้ําหนักสด (กรัม/ขวด)* 

ใบ ลําตน 

MSS 1 

ชุดท่ี 1 - 0.3316 a ± 0.10 

ชุดท่ี 2 - 0.3558 a ± 0.11 

ชุดท่ี 3 - 0.2436a ± 0.05 

MSS 2 

ชุดท่ี 1 - 0.1472 b ± 0.10 

ชุดท่ี 2 - 0.0946 b ± 0.03 

ชุดท่ี 3 - 0.1260b ± 0.03 

 

 

 

 



80 
 

 
 

ตารางที่ 27 (ตอ) 

สูตรอาหาร 
น้ําหนักสด (กรัม/ขวด)* 

ใบ ลําตน 

MSS 3 

ชุดท่ี 1 - - 

ชุดท่ี 2 - - 

ชุดท่ี 3 - - 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 10) 

ตัวอักษรที่ตางกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

หมายเหตุ :  MSS 1 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Coconut water 15% (v/v) 

    MSS 2 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Kinetin 3.0 มก./ล.              
    MSS 3 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ BA 3.0 มก./ล.  

 

ตารางที่ 28 ปริมาณนํ้าหนักสดของรากแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
น้ําหนักสด (กรัม/ขวด)* 

ใบ ลําตน 

MSR 1 

ชุดท่ี 1 - 0.4745 a ± 0.52 

ชุดท่ี 2 - 0.2213 b ± 0.07 

ชุดท่ี 3 - 0.2055 c ± 0.16 

MSR 2 

ชุดท่ี 1 0.4969 a ± 0.16 0.7687 a ± 0.19 

ชุดท่ี 2 0.8980 b ± 0.25 0.3532 a ± 0.09 

ชุดท่ี 3 0.8488 b ± 0.32 0.7792 a ± 0.22 

MSR 3 

ชุดท่ี 1 0.5873 a ± 0.23 0.6810 a ± 0.46 

ชุดท่ี 2 1.2900 a ± 0.35 0.3601 a ± 0.08 

ชุดท่ี 3 1.2300 a ± 0.41 0.5762 b ± 0.14 

MSR 4 

ชุดท่ี 1 0.6338 a ± 0.20 0.6469 a ± 0.15 

ชุดท่ี 2 1.2220 a ± 0.24 0.2744 b ± 0.10 

ชุดท่ี 3 0.9024 b ± 0.25 0.5492 b ± 0.14 

MSR 5 

ชุดท่ี 1 0.1080 b ± 0.08 0.7993 a ± 0.18 

ชุดท่ี 2 0.8210 b ± 0.24 0.2635 b ± 0.07 

ชุดท่ี 3 0.9175 b ± 0.43 0.6773 ab ± 0.13 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n = 10) 

ตัวอักษรที่ตางกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) 

หมายเหตุ :  MSR1 คือ ½ MS  
     MSR2 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 0.5 มก./ล.  
     MSR3 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.0 มก./ล.  
     MSR4 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.5 มก./ล.  
                    MSR5 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 2.0 มก./ล.  

R1 
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การหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (Reducing sugar) 

Standard Reducing sugar 

 

ตารางที่ 29 คาการดูดกลืนแสงของนํ้าตาลกลูโคส ที่ความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร 

 

ความเขมขน glucose 

(μmole/ml) 
คาการดูดกลืนแสงที่ 550 nm 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย 

2 0.097 0.093 0.098 0.096 

6 0.356 0.361 0.351 0.356 

8 0.487 0.485 0.483 0.485 

10 0.622 0.629 0.627 0.626 

15 0.822 0.874 0.895 0.864 

 

 
ภาพที่ 23 คาการดูดกลืนแสงของนํ้าตาลกลูโคสความเขมขนตางๆ ที่ความยาวคล่ืน 550 nm 
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ตัวอยาง การคํานวณปริมาณ Reducing sugar 

จากตัวอยาง แคลลัสท่ีชักนําไดจากสวนของใบ สูตรอาหาร MS + 1.0 mg/l BA + 1.0 mg/l NAA มีคา
การดูดกลืนแสงที่ 550 nm เทากับ 0.736 0.771 และ 0.683 

จากกราฟมาตรฐาน  y  =  0.0603x 

    0.736  = 0.0603x 

    x   = 12.211 μmole/ml 
กลูโคส  มีมวลโมเลกุล 180 g/mole 

เจือจางสารตัวอยาง 10 เทา ดังนั้นจะได 12.211 × 180 × 10 = 21970.149 μg/ml  =  21.970 mg/ml 

สารสกัดปริมาตรตัวอยาง 1.5 ml ตัวอยางหนัก 3.9814 g มีน้ําตาลรีดิวซ   

=  mg/g fresh weight 

= 8.281 mg/g fresh weight 

ดังนั้น  จะมีน้ําตาลรีดิวซ  8.281 mg/g fresh weight ในการวัดคร้ังที่ 1 

 จะมีน้ําตาลรีดิวซ  8.675 mg/g fresh weight ในการวัดคร้ังที ่2  

 จะมีน้ําตาลรีดิวซ  7.685 mg/g fresh weight ในการวัดคร้ังที่ 3 

 คาเฉลี่ยจะเทากับ 8.214 mg/g fresh weight 

 

ตารางที่ 30 ปริมาณ Reducing sugar ของแคลลัสแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
Reducing sugar (mg/g fresh weight) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 

MSC 1   

ใบ 

ชุดท่ี 1 8.281 8.675 7.685 8.214 

ชุดท่ี 2 10.022 10.871 9.392 10.095 

ชุดท่ี 3 7.316 6.622 7.385 7.108 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 7.411 8.272 8.599 8.094 

ชุดท่ี 2 7.114 9.031 8.793 8.3123 

ชุดท่ี 3 10.890 11.553 11.525 11.323 

MSC 2   

ใบ 

ชุดท่ี 1 18.583 18.698 20.589 19.290 

ชุดท่ี 2 10.552 10.330 11.181 10.687 

ชุดท่ี 3 11.575 11.625 12.803 12.001 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 10.574 11.498 11.009 11.027 

ชุดท่ี 2 11.289 10.587 10.821 10.8992 

ชุดท่ี 3 8.458 10.631 9.146 9.412 
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ตารางที่ 30 (ตอ) 
สูตรอาหาร 

Reducing sugar (mg/g fresh weight) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 

MSC 3  

ใบ 

ชุดท่ี 1 12.976 12.782 13.073 12.944 

ชุดท่ี 2 18.563 21.316 16.783 18.887 

ชุดท่ี 3 8.514 9.229 9.743 9.162 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 13.559 16.027 16.562 15.382 

ชุดท่ี 2 14.369 13.583 13.041 13.6646 

ชุดท่ี 3 11.452 12.096 12.418 11.989 

MSC 4 

ใบ 

ชุดท่ี 1 10.722 9.407 11.200 10.443 

ชุดท่ี 2 7.576 9.713 8.198 8.495 

ชุดท่ี 3 8.168 8.722 8.438 8.443 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 11.679 11.749 11.626 11.685 

ชุดท่ี 2 10.446 10.514 10.191 10.3840 

ชุดท่ี 3 12.010 12.436 12.415 12.287 

หมายเหตุ : MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล.    
   MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

                   MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล.      
   MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  
 

ตารางที่ 31 ปริมาณ Reducing sugar ของตนแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
Reducing sugar (mg/g fresh weight) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 

MSS 1   

ใบ 

ชุดท่ี 1 - - - - 

ชุดท่ี 2 - - - - 

ชุดท่ี 3 - - - - 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 4.587 4.209 4.155 4.317 

ชุดท่ี 2 5.638 6.003 6.028 5.890 

ชุดท่ี 3 4.696 4.356 4.549 4.534 

MSS 2   

ใบ 

ชุดท่ี 1 - - - - 

ชุดท่ี 2 - - - - 

ชุดท่ี 3 - - - - 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 8.021 7.626 8.447 8.032 

ชุดท่ี 2 16.917 16.041 16.657 16.538 

ชุดท่ี 3 11.870 13.541 13.647 13.019 
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ตารางที่ 31 (ตอ) 

สูตรอาหาร 
Reducing sugar (mg/g fresh weight) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 

MSS 3  

ใบ 

ชุดท่ี 1 - - - - 

ชุดท่ี 2 - - - - 

ชุดท่ี 3 - - - - 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 - - - - 

ชุดท่ี 2 - - - - 

ชุดท่ี 3 - - - - 

หมายเหตุ :  MSS 1 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Coconut water 15% (v/v) 

    MSS 2 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Kinetin 3.0 มก./ล.              
    MSS 3 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ BA 3.0 มก./ล.  

 

ตารางที่ 32 ปริมาณ Reducing sugar ของรากแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
Reducing sugar (mg/g fresh weight) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 

MSR 1   

ใบ 

ชุดท่ี 1 - - - - 

ชุดท่ี 2 - - - - 

ชุดท่ี 3 - - - - 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 8.801 8.216 9.273 8.763 

ชุดท่ี 2 14.822 16.440 15.833 15.698 

ชุดท่ี 3 16.954 16.039 14.121 15.705 

MSR 2   

ใบ 

ชุดท่ี 1 7.812 7.837 7.587 7.745 

ชุดท่ี 2 7.159 7.665 6.811 7.211 

ชุดท่ี 3 11.841 12.995 13.932 12.922 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 5.992 6.947 6.504 6.481 

ชุดท่ี 2 13.039 15.118 14.154 14.104 

ชุดท่ี 3 12.573 14.457 13.584 13.538 

MSR 3  

ใบ 

ชุดท่ี 1 10.037 9.256 8.388 9.227 

ชุดท่ี 2 7.208 7.306 7.798 7.437 

ชุดท่ี 3 5.200 5.108 5.383 5.230 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 10.222 10.156 10.735 10.371 

ชุดท่ี 2 19.332 19.207 20.302 19.614 

ชุดท่ี 3 12.590 12.512 13.196 12.766 
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ตารางที่ 32 (ตอ) 

สูตรอาหาร 
Reducing sugar (mg/g fresh weight) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 

MSR 4 

ใบ 

ชุดท่ี 1 6.840 5.356 5.924 6.040 

ชุดท่ี 2 9.115 8.683 7.194 8.331 

ชุดท่ี 3 7.969 9.637 9.764 9.123 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 9.293 9.044 9.514 9.284 

ชุดท่ี 2 21.909 21.322 22.432 21.888 

ชุดท่ี 3 11.480 11.186 11.741 11.469 

MSR 5 

ใบ 

ชุดท่ี 1 12.553 12.907 13.289 12.917 

ชุดท่ี 2 10.546 9.536 9.946 10.010 

ชุดท่ี 3 12.810 12.022 12.043 12.292 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 6.659 7.006 7.096 6.920 

ชุดท่ี 2 20.200 21.254 21.526 20.993 

ชุดท่ี 3 8.290 8.700 8.806 8.599 
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การหาปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด (Total sugar) 

Standard Total sugar 

 

ตารางที่ 33 คาการดูดกลืนแสงของนํ้าตาลกลูโคส ที่ความยาวคล่ืน 480 นาโนเมตร 

ความเขมขน glucose 

(μg/ml) 
คาการดูดกลืนแสงที่ 480 nm 

ครั้งที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย 

10 0.092 0.093 0.091 0.092 

20 0.175 0.204 0.183 0.187 

40 0.387 0.385 0.391 0.388 

60 0.627 0.574 0.589 0.597 

80 0.772 0.834 0.844 0.817 

 

 
ภาพที่ 24 คาการดูดกลืนแสงของนํ้าตาลกลูโคสความเขมขนตางๆ ที่ความยาวคล่ืน 480 nm 

 

ตัวอยาง การคํานวณปริมาณ Total sugar 

จากตัวอยาง แคลลัสท่ีชักนําไดจากสวนของใบ สูตรอาหาร MS + 1.0 mg/l BA + 1.0 mg/l NAA มีคา
การดูดกลืนแสงที่ 480 nm เทากับ 0.708 0.733 และ 0.721 

จากกราฟมาตรฐาน  y  =  0.01x 

    0.708  = 0.01x 

    x   = 70.8 μg/ml 
เจือจางสารตัวอยาง 500 เทา ดังนัน้จะได 70.8×500  = 35400 μg/ml 

y = 0.01x 
R² = 0.9986 
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                         = 35.4 mg/ml 

สารสกัดปริมาตรตัวอยาง 1.5 ml ตัวอยางหนัก 3.9814 g มีน้ําตาลท้ังหมด 

    =   = 13.337 mg/g fresh weight 

ดังนั้น  จะมีน้ําตาลท้ังหมด 13.337 mg/g fresh weight ในการวัดคร้ังท่ี 1  
 จะมีน้ําตาลท้ังหมด 13.808 mg/g fresh weight ในการวัดคร้ังท่ี 2 

 จะมีน้ําตาลท้ังหมด 13.582 mg/g fresh weight ในการวัดคร้ังท่ี3 

 คาเฉลี่ยจะเทากับ 13.576 mg/g fresh weight 

 

ตารางที่ 34 ปริมาณ Total sugar ของแคลลัสแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
Total sugar (mg/g fresh weight) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 

MSC 1   

ใบ 

ชุดท่ี 1 13.337 13.808 13.582 13.576 

ชุดท่ี 2 24.080 26.235 26.602 25.639 

ชุดท่ี 3 15.649 15.452 15.845 15.649 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 15.821 15.399 17.264 16.161 

ชุดท่ี 2 15.376 15.470 15.869 15.572 

ชุดท่ี 3 18.383 17.013 18.525 17.974 

MSC 2   

ใบ 

ชุดท่ี 1 27.719 22.751 23.543 24.671 

ชุดท่ี 2 19.721 17.984 18.356 18.687 

ชุดท่ี 3 17.627 18.263 17.118 17.669 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 40.432 42.071 34.149 38.884 

ชุดท่ี 2 33.731 32.947 33.232 33.303 

ชุดท่ี 3 26.675 27.901 26.459 27.011 

MSC 3  

ใบ 

ชุดท่ี 1 25.347 23.883 24.046 24.425 

ชุดท่ี 2 29.196 33.715 35.523 32.811 

ชุดท่ี 3 19.762 21.447 21.147 20.786 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 22.262 26.595 23.806 24.221 

ชุดท่ี 2 19.651 19.333 19.832 19.605 

ชุดท่ี 3 14.429 15.946 15.339 15.238 

MSC 4 

ใบ 

ชุดท่ี 1 16.574 16.298 16.849 16.574 

ชุดท่ี 2 25.445 24.859 24.859 25.054 

ชุดท่ี 3 17.713 18.438 17.849 18.000 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 19.944 22.003 20.827 20.925 

ชุดท่ี 2 17.953 18.778 19.034 18.588 

ชุดท่ี 3 23.480 22.664 22.563 22.902 
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ตารางที่ 35 ปริมาณ Total sugar ของตนแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
Total sugar (mg/g fresh weight) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 

MSS 1   

ใบ 

ชุดท่ี 1 - - - - 

ชุดท่ี 2 - - - - 

ชุดท่ี 3 - - - - 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 11.785 13.527 13.527 12.946 

ชุดท่ี 2 13.007 12.922 12.838 12.922 

ชุดท่ี 3 13.300 15.332 14.716 14.449 

MSS 2   

ใบ 

ชุดท่ี 1 - - - - 

ชุดท่ี 2 - - - - 

ชุดท่ี 3 - - - - 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 15.084 14.115 14.421 14.540 

ชุดท่ี 2 23.076 23.551 22.759 23.129 

ชุดท่ี 3 17.620 17.085 17.442 17.382 

MSS 3  

ใบ 

ชุดท่ี 1 - - - - 

ชุดท่ี 2 - - - - 

ชุดท่ี 3 - - - - 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 - - - - 

ชุดท่ี 2 - - - - 

ชุดท่ี 3 - - - - 

 

ตารางท่ี 36 ปริมาณ Total sugar ของรากแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
Total sugar (mg/g fresh weight) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 

MSR 1   

ใบ 

ชุดท่ี 1 - - - - 

ชุดท่ี 2 - - - - 

ชุดท่ี 3 - - - - 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 10.874 11.665 10.969 11.169 

ชุดท่ี 2 18.162 18.772 18.772 18.569 

ชุดท่ี 3 17.083 18.361 17.477 17.640 

MSR 2   

ใบ 

ชุดท่ี 1 14.733 14.716 14.399 14.616 

ชุดท่ี 2 9.914 9.932 9.667 9.838 

ชุดท่ี 3 13.615 14.189 14.973 14.259 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 11.005 10.654 11.415 11.025 

ชุดท่ี 2 23.822 23.737 22.420 23.326 

ชุดท่ี 3 14.855 14.505 15.264 14.875 
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ตารางที่ 36 (ตอ) 

สูตรอาหาร 
Total sugar (mg/g fresh weight) 

ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 เฉลี่ย 

MSR 3  

ใบ 

ชุดท่ี 1 15.953 15.721 16.419 16.031 

ชุดท่ี 2 9.720 9.488 9.256 9.488 

ชุดท่ี 3 15.887 15.938 16.295 16.040 

ลําตน 

ชุดท่ี 1 15.375 14.450 14.560 14.795 

ชุดท่ี 2 22.661 22.744 22.536 22.647 

ชุดท่ี 3 18.356 17.251 17.383 17.663 

MSR 4 

ใบ ชุดท่ี 1 10.618 10.471 10.483 10.524 

 ชุดท่ี 2 10.588 10.405 10.372 10.455 

 ชุดท่ี 3 16.615 18.177 16.591 17.128 

ลําตน ชุดท่ี 1 11.732 11.941 11.964 11.879 

 ชุดท่ี 2 25.911 25.146 26.184 25.747 

 ชุดท่ี 3 13.960 14.209 14.236 14.135 

MSR 5 

ใบ ชุดท่ี 1 22.728 22.875 22.436 22.680 

 ชุดท่ี 2 17.199 17.036 17.461 17.232 

 ชุดท่ี 3 29.858 29.581 31.386 30.275 

ลําตน ชุดท่ี 1 12.611 12.311 12.630 12.517 

 ชุดท่ี 2 29.888 29.661 30.799 30.116 

 ชุดท่ี 3 17.270 14.675 15.056 15.667 
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การหาปริมาณน้ําตาลนอนรีดิวซ(Non-reducing sugar) 

หาจากผลตางของ total sugar ตอ reducing sugar 

ตารางที่ 37 ปริมาณ Non-reducing sugar ของแคลลัสแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
Non-reducing sugar (mg/g fresh weight) 

ใบ ลําตน 

MSC 1 

ชุดท่ี 1 5.362 8.067 

ชุดท่ี 2 15.544 7.259 

ชุดท่ี 3 8.541 6.651 

MSC 2 

ชุดท่ี 1 5.381 27.857 

ชุดท่ี 2 8.000 22.404 

ชุดท่ี 3 5.668 17.600 

MSC 3 

ชุดท่ี 1 11.481 8.839 

ชุดท่ี 2 13.924 5.941 

ชุดท่ี 3 11.624 3.249 

MSC 4 

ชุดท่ี 1 6.131 9.240 

ชุดท่ี 2 16.559 10.135 

ชุดท่ี 3 9.557 10.616 

หมายเหตุ : MSC 1 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ NAA 1 มก./ล. 
   MSC 2 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IAA 1 มก./ล.  

                   MSC 3 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ IBA 1 มก./ล. 
                   MSC 4 คือ MS ที่เติม BA 1 มก./ล. รวมกับ 2,4-D 1 มก./ล.  
 

ตารางที่ 38 ปริมาณ Non-reducing sugar ของตนแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
Non-reducing sugar (mg/g fresh weight) 

ใบ ลําตน 

MSS 1 

ชุดท่ี 1 - 8.629 

ชุดท่ี 2 - 7.032 

ชุดท่ี 3 - 9.916 

MSS 2 

ชุดท่ี 1 - 6.508 

ชุดท่ี 2 - 6.590 

ชุดท่ี 3 - 4.363 

MSS 3 

ชุดท่ี 1 - - 

ชุดท่ี 2 - - 

ชุดท่ี 3 - - 

หมายเหตุ :  MSS 1 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Coconut water 15% (v/v)  

    MSS 2 คือ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ Kinetin 3.0 มก./ล. 
                    MSS 3 คือ MS ที่เตมิ NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ 3.0 BA มก./ล.  
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ตารางที่ 39 ปริมาณ Non-reducing sugar ของรากแกนตะวันที่ไดจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อพืช 

สูตรอาหาร 
Non-reducing sugar (mg/g fresh weight) 

ใบ ลําตน 

MSR 1 

ชุดท่ี 1 - 2.406 

ชุดท่ี 2 - 2.871 

ชุดท่ี 3 - 1.935 

MSR 2 

ชุดท่ี 1 6.871 4.544 

ชุดท่ี 2 2.626 9.223 

ชุดท่ี 3 1.337 1.337 

MSR 3 

ชุดท่ี 1 6.804 4.423 

ชุดท่ี 2 2.051 3.033 

ชุดท่ี 3 10.810 4.897 

MSR 4 

ชุดท่ี 1 4.484 2.595 

ชุดท่ี 2 2.124 3.859 

ชุดท่ี 3 8.004 2.666 

MSR 5 

ชุดท่ี 1 9.763 5.597 

ชุดท่ี 2 7.222 9.123 

ชุดท่ี 3 17.983 7.068 

หมายเหตุ :   MSR1 คือ ½ MS  
      MSR2 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 0.5 มก./ล. 
      MSR3 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.0 มก./ล. 
      MSR4 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 1.5 มก./ล. 
                     MSR5 คือ ½ MS ที่เติม NAA 0.5 มก./ล. รวมกับ IBA 2.0 มก./ล.

R1 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค
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การวิเคราะหน้ําตาลโดยใช HPLC 

  

 
Retention time (min) 

ภาพที่ 25 โครมาโตแกรมของสารสกัดหัวสดแกนตะวัน 

 

ตารางที่ 40 ชนิดของน้ําตาลท่ีวิเคราะหไดในสารสกัดหัวสดแกนตะวัน โดยใช HPLC  

ชนิดของนํ้าตาล Retention time (min) เปอรเซ็นตที่พบในสารสกัด 

Monosaccharide 
Glucose 17.585 0.519 

Fructose 19.924 1.408 

ผลรวม 1.927 

Disaccharide sucrose 13.909 4.806 

Polysaccharide 

Inulin 8.753 74.878 

1-kestose 10.682 5.253 

Nystose 11.852 4.133 

Unknown 9.893 6.525 

Unknown 23.318 2.478 

ผลรวม 98.073 

 

 

 

 

 

 



94 
 

 
 

การศึกษาคุณสมบัติความเปนพรไีบโอติก 

 

 
ภาพที่ 26 กราฟมาตรฐานการเจริญเติบโตของเช้ือ Bifidobacterium sp. 

 

ตารางที่ 41 คา pH ของอาหาร MRS ที่เพาะเล้ียงเชื้อ Bifidobacterium sp. ในเวลาตาง ๆ 

ชั่วโมงท่ี 
pH 

Glucose Sucrose Fructose Tuber Induced Calli Induced Root 

0 7.32 7.34 7.35 7.11 7.16 7.09 

3 7.27 7.32 7.31 7.09 7.15 7.06 

6 7.16 7.26 7.24 7.02 7.04 7.02 

9 7.20 7.26 7.25 7.04 7.12 7.02 

12 7.05 7.18 7.13 6.95 6.97 6.93 

15 6.97 6.98 6.76 6.74 6.69 6.76 

18 6.48 6.24 5.90 5.99 5.49 5.95 

21 5.80 5.29 5.63 5.38 5.07 5.11 

23 5.06 4.96 5.49 5.33 5.13 5.09 

25 4.86 4.89 5.40 5.27 5.14 5.07 

27 4.76 4.81 5.31 5.33 5.16 5.10 

29 4.65 4.77 5.00 5.33 5.17 5.10 

32 4.52 4.69 4.66 5.38 5.21 5.12 

35 4.34 4.66 4.35 5.36 5.26 5.14 

38 4.26 4.59 4.25 5.3 5.2 5.11 

 

y = 0.6237x 

R² = 0.9847 
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ปริมาณเซลล x108 (CFU) 
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ตารางที่ 42 ปริมาณ Bifidobacterium sp. ในอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS ที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ ในเวลาท่ี
เปล่ียนไป 

 
ตารางที่ 43 น้ําตาลท้ังหมดในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ ในเวลาท่ีเปลี่ยนไป 

ชั่วโมงท่ี 
ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด (g/ml) 

Glucose Sucrose Fructose Tuber Induced Calli Induced Root 

0 29.39 29.86 28.96 28.38 28.27 27.70 

3 29.25 29.01 28.86 28.12 28.01 27.30 

6 28.55 29.07 28.80 27.67 28.59 26.09 

9 26.48 27.85 28.77 26.22 27.87 26.88 

12 25.98 26.63 28.70 25.00 26.30 26.85 

15 23.48 24.13 27.93 24.13 25.33 24.67 

18 21.85 21.20 26.96 22.93 24.35 23.26 

21 20.87 20.98 23.48 20.87 23.15 22.83 

23 20.65 20.11 22.28 20.65 21.63 22.39 

25 19.89 18.48 21.85 20.22 20.65 21.85 

27 19.24 15.98 20.54 19.78 20.00 18.26 

29 18.91 15.87 19.46 17.72 19.24 18.04 

32 17.83 13.26 17.61 16.30 19.13 17.07 

35 16.52 12.07 20.76 15.54 17.50 16.96 

38 13.15 11.09 12.83 13.15 11.20 13.26 

ชั่วโมงท่ี 
ปริมาณเซลล x108 (CFU) 

Glucose Sucrose Fructose Tuber Induced Calli Induced Root 

0 0.157 0.152 0.151 0.164 0.175 0.188 

3 0.385 0.208 0.273 0.180 0.180 0.300 

6 0.606 0.305 0.431 0.189 0.196 0.337 

9 0.713 0.351 0.754 0.452 0.353 1.119 

12 1.260 0.738 1.182 0.781 0.491 1.813 

15 1.462 1.395 2.094 1.174 1.090 2.062 

18 2.443 2.165 2.352 1.619 1.684 2.381 

21 2.998 2.392 2.373 2.025 2.206 2.724 

23 3.239 2.567 2.788 2.416 2.368 2.533 

25 3.199 2.650 2.896 2.516 2.487 2.334 

27 3.205 2.711 3.008 2.546 2.575 2.586 

29 3.356 2.804 3.175 2.650 2.609 2.609 

32 3.877 2.780 3.378 2.982 2.982 2.463 

35 3.862 2.920 3.803 2.750 2.747 2.806 

38 4.129 3.325 3.692 3.123 3.304 2.665 
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ตารางที่ 44 น้ําตาลรีดิวซในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีแหลงคารบอนชนิดตางๆ ในเวลาท่ีเปลี่ยนไป 

ชั่วโมงท่ี 
ความเขมขนของนํ้าตาลรีดิวซ (μM/ml) 

Glucose Sucrose Fructose Tuber Induced Calli Induced Root 

0 159.134 3.606 141.126 9.771 21.736 27.229 

3 98.182 3.307 107.619 12.208 21.818 27.186 

6 112.814 4.182 117.749 8.307 11.991 15.671 

9 110.043 2.251 111.818 7.433 6.537 5.931 

12 103.290 2.433 103.983 5.333 3.506 4.286 

15 113.506 2.338 123.550 4.273 6.147 7.835 

18 109.003 6.735 116.511 7.146 7.121 7.931 

21 109.533 14.623 120.374 3.900 8.019 7.875 

23 109.159 14.274 131.340 6.891 7.396 8.604 

25 110.405 13.695 136.075 6.660 9.178 8.679 

27 119.720 12.542 126.729 8.255 10.729 8.075 

29 110.530 10.997 119.346 7.826 11.252 7.813 

32 79.502 8.349 105.296 7.333 10.305 9.514 

35 77.632 7.078 85.732 5.763 9.190 6.984 

38 61.931 6.991 67.539 7.265 9.589 8.293 
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