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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคในการศึกษาผลของแสงสวาง อุณหภูมิในการเก็บรักษา และความเขมขนของน้ําตาล
ซูโครสตอการสะสมของอินนูลินในหัวขนาดเล็กของแกนตะวันที่ชักนําไดในหลอดทดลอง หัวขนาดเล็กสามารถชักนํา
ไดสําเร็จเมื่อตัดลําตนที่มีขอของตนแกนตะวันปลอดเชื้ออายุประมาณ 1 เดือนมาเลี้ยงบนอาหารชักนําใหเกิดเปนหัว
ข น า ด เ ล็ ก  (MST8%; MS basal salts+ MS vitamins ที่ มี ก า ร เ ติ ม  benzyladenine(BA) 5.0 mg/L, 
chlorochlorine chloride (CCC) 500 mg/L, Thiamine HCl 0.4 mg/L, activated charcoal 1%, น้ํ าตาล 80 
g/L, วุน 7.5 g/L, pH 5.6) นาน 45 วัน ชวงของการใหแสงสวางที่แตกตางกัน (การใหแสงแบบวันยาว วันสั้น และ
ไมใหแสงสวาง) มีผลตอการผลิตอินนูลินของหัวขนาดเล็กที่ชักนําได โดยพบความแตกตางของปริมาณอินนูลินอยางมี
นัยสําคัญ (p ≤ 0.05) หัวขนาดเล็กที่ชักนําภายใตการใหแสงสวางแบบวันยาวมีปริมาณการสะสมอินนูลินสูงที่สุด และ
เพื่อรักษาปริมาณอินนูลินที่สะสมในหัวขนาดเล็กที่ชักนําไดในหลอดทดลองใหมีปริมาณสูงไมควรเก็บรักษาในที่มืดและ
อุณภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในการศึกษานี้ไดศึกษาผลของความเขมขนของน้ําตาลซูโครส 3 ระดับตอการชักนําหัวขนาด
เล็กและการผลิตอินนูลินดวย โดยพบวาอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส 80 กรัมตอลิตรเหมาะสมตอการชักนําใหเกิดหัว
ขนาดเล็กและการผลิตอินนูลินมากกวาอาหารที่เติมน้ําตาลซูโครส 120 และ 60 กรัมตอลิตร ตามลําดับ อยางไรก็ตาม
ไมพบการแสดงออกของยีนที่เก่ียวของกับการสังเคราะหอินนูลินในหัวที่ชักนําไดในหลอดทดลองเมื่อวิเคราะหดวย
เทคนิค Northern bloting   
คําสําคัญ : หัวขนาดเล็กที่ชักนําในหลอดทดลอง, อินนูลิน, แกนตะวัน, ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรส   
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 สวนที ่2    abstract   
 This research aimed to study on the effects of light, storage temperature and sucrose 
concentrations on the accumulation of inulin in in vitro microtuber of Jerusalem artichoke (Helianthus 
tuberosus L.). The in vitro microtubers were successfully induced from stem with node of one 
month old sterile plant which culturing on microtuber induction medium (MST8%; MS basal salts+ 
MS vitamins + 5.0 mg/L benzyladenine (BA), 500 mg/L chlorochlorine chloride (CCC), 0.4 mg/L 
Thiamine HCl, 1%activated charcoal, 80 g/L sucrose, 7.5 g/L agar, pH 5.6) within 45 days. The 
different photoperiods (long day, short day and darkness) had an effect to inulin production. The 
significant difference of inulin content (p ≤ 0.05) was observed. The highest inulin amount was 
detected in those of microtubers which induced under long day photoperiod. Decreasing of inulin 
content was found when microtubers were stored in darkness at 4ºC. Three different levels of 
sucrose on microtuber induction and inulin production were also studied. The microtuber 
induction medium supplemented with 80 g/L sucrose was more suitable for inducing microtobers 
and inulin production than those media supplemented with 120 and 60 g/L sucrose, in 
respectively. However the expression of genes involved in inulin synthesis was not detected in 
induced microtubers after Northern bloting analysis.                        
Key words : In vitro microtuber, Inulin, Jerusalem artichoke, Fructosyltransferase   
  
 
 
 
 
 

สารบัญ 

 
  หนา 
กิตติกรรมประกาศ  1 
บทคัดยอภาษาไทย  2 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ  3 
สารบัญ  4 
บทท่ี 1 บทนํา  5 
บทท่ี 2 ตรวจเอกสาร  8 
บทท่ี 3 วิธีการทดลอง 13 
บทท่ี 4 ผลการทดลอง 18 
บทท่ี 5 สรปุผลการทดลอง 27 
บทท่ี 6 บรรณานุกรม 28 
ภาคผนวก 30 
ประวัติผูวิจัย 43 
ผลงานตีพิมพของงานวิจัย 51 



4 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บทท่ี 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญ ท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย  

ปจจุบันผูบริโภคไดใหความสําคัญกับสุขภาพกันมากข้ึนโดยเฉพาะการบริโภคผักและผลไมท่ีมี
ประโยชน ซ่ึงแกนตะวันหรือ Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.) เปนพืชอีกชนิดหนึ่งท่ีมี
คุณสมบัติอันนาท่ึงอาทิมีรสชาติหวานนอย ลักษณะคลายกับสารใหความหวานท่ีใชในปจจุบัน  แตมีความ
ปลอดภัยสูงเพราะสกัดจากธรรมชาติ  ผูปวยโรคเบาหวานจึงสามารถรับประทานไดโดยจะไมเพ่ิมปริมาณ
น้ําตาลในเลือดและมีกากใยอาหารสูงทําใหดีตอระบบขับถายจึงคาดวาในอนาคตจะสามารถเปนพืชเศรษฐกิจ
ได (ดารารัตน และ สาโรจน, 2554) โดยภายในหัวสะสมอาหารของแกนตะวันจะมีการสะสมของอินนูลิน 
(inulin) อยูถึงรอยละ 70- 80 ของปริมาณคารโบไฮเดรตท่ีมี โดย inulin ประกอบไปดวยน้ําตาลฟรุกโตส 
(fructose) ท่ีตอกันเปนสายเสนตรงดวยพันธะ β- (2, 1) D- fructosyl- fructose และท่ีดานปลายสุดของ
สายโซจะตอดวยน้ําตาลกลูโคส (glucose) ดวยพันธะ α-D-glucopyranosoyl โดย inulin สวนใหญมีระดับ
การเกิดพอลิเมอร (degree of polymerization, DP) ระหวาง 2-60 หนวยฟรุกโตส  นอกจากนี้ inulin ยัง
จัดเปนสารพรีไบติก (prebiotics) ท่ีชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรียท่ีมีประโยชนตอรางกาย เชน
Bifidobacteria และ Lactobacilli เปนตน และสามารถลดจํานวนของแบคทีเรียกอโรค เชน Coliforms 
และ E. coli ไดดวย (อรุณี, 2554) ทําให inulin ไดเขามามีบทบาทในอุตสาหกรรมอาหารเพ่ือสุขภาพมากข้ึน 
ซ่ึงประเทศไทยไมสามารถผลิต inulin ในปริมาณตามท่ีตองการได  แกนตะวันซ่ึงมีปริมาณ inulin อยูสูงไดถูก
สงเสริมการปลูกเพ่ือตอบสนองความตองการ แตผลผลิตของแกนตะวันจะแปรผันตามสภาพภูมิอากาศ 
อุณหภูมิ และปจจัยอ่ืนๆ จึงไดมีการหาแนวทางเลือกอ่ืนท่ีจะผลิต inulin จากแกนตะวันท่ีไดคุณภาพและ
ปริมาณดวยการเพาะเลี้ยงแคลลัส ตน และรากของแกนตะวันในหลอดทดลอง ซ่ึงพบวา เซลลและอวัยวะท่ีชัก
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นําไดจากการเพาะเลี้ยงสามารถผลิต inulin ไดเชนเดียวกับหัวแกนตะวันท่ีปลูกในธรรมชาติ (natural grown 
tuber) แตใหปริมาณ inulin ท่ียังนอยกวามาก   (วิกานดา, 2554)  ตอมาไดมีการชักนําใหเกิดหัวสะสมอาหาร
ขนาดเล็กในหลอดทดลอง (In vitro microtuber) พบวาสามารถชักนําใหเกิด microtuber ไดภายใน 30 วัน
ของการเพาะเลี้ยงและพบการงอกเปนตนใหมของ in vitro microtuber เม่ือเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลานานข้ึน 
และจากการวิเคราะหการสังเคราะห inulin ในสารสกัดจาก In vitro microtuber พบวาสามารถผลิต inulin 
ไดเชนเดียวกับ natural grown tuber และจากการเปรียบเทียบสัดสวนของแตละองคประกอบท่ีพบในสาร
สกัดท้ังจาก natural grown tuber และ In vitro microtuber พบวามีสัดสวนของ  inulin (DP10- 14) มาก
ท่ีสุดและการสะสมของ inulin จะลดลงเม่ือเกิดการงออกเปนตนใหม (ชาย, 2555) และจากรายงานการวิจัย
อ่ืนๆ ชี้ ให เห็นวา การสะสมของ inulin ในกลุมพืชท่ีมีการสะสมสารจําพวกฟรุกแตน (fructan) เปน
คารโบไฮเดรตสํารองนั้นจะเกิดข้ึนเม่ืออยูภายใตภาวะเครียดตางๆเชน หญา Poa pratensis มีการสะสม 
fructan และการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะห fructan ในระดับท่ีแตกตางกันเม่ือไดรับ
อุณหภูมิต่ํา (Rao และคณะ, 2011) ปริมาณและชนิดของ inulin และเอนไซมท่ีเก่ียวของกับเมตาบอลิซึมของ 
inulin ใน burdock roots (Artium lappa L.) แปรผันไปตามอุณหภูมิเก็บรักษาท่ีแตกตางกัน โดยท่ีอุณหภูมิ 

0°C จะรักษาปริมาณของ inulin ไมใหลดลงไดดีกวาการเก็บรักษาท่ี 10 และ 15°C  (Ishiguro และคณะ, 

2010) และการเก็บรักษา In vitro microtuber ของ Helianthus tuberosus L. ท่ี 4°C นาน 2 เดือนทําให
หัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดไมสูญเสียการพักตัว (dormancy) (Gutierrez และคณะ, 2011) ซ่ึงอาจบงชี้วา ไมมี
การยอยสลาย inulin ไปใชในการงอก  โดย inulin ท่ีสะสมในเซลลพืชจะทําหนาท่ีรักษาสมดุลน้ําภายในเซลล
ภายใตภาวะดังกลาว นอกจากนี้การใหแสงสวางท่ีแตกตางกันและความเขมขนของน้ําตาลซูโครสท่ีสูง ซ่ึง
รายงานวามีผลตอการชักนําและขนาดของหัวมันฝรั่งท่ีชักนําในหลอดทดลอง (Dodranszki และคณะ, 2008) 
หากนํามาใชกับแกนตะวันก็นาจะใหผลไปในแนวทางเดียวกัน ซ่ึงการชักนําใหไดหัวขนาดใหญอาจทําใหเกิด
การสะสม inulin ในปริมาณมากได ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจท่ีจะศึกษาปจจัยในเรื่องของอุณหภูมิ  การไดรับ
แสงสวาง และความเขมขนของน้ําตาลซูโครสตอการสะสม inulin ในหัวขนาดเล็กของแกนตะวันท่ีชักนําได 
โดยศึกษาครอบคลุมตั้งแตปริมาณ inulin ท่ีสะสม การแสดงออกของเอนไซมและยีนท่ีเก่ียวของกับการ
สังเคราะห inulin ใน In vitro microtuber เพ่ือจักไดทราบถึงความสัมพันธของการสังเคราะหและสะสม 
inulin ตั้งแตระดับยีนถึงโปรตีน ท่ีอาจนําไปสูการกระตุนใหเกิดการสะสมของ inulin ใหไดในปริมาณท่ีสูงข้ึน
ใน In vitro microtuber ซ่ึงนําไปสูการพัฒนาการผลิต inulin โดยอาศัยเทคนิคการเพาะเลี้ยงอวัยวะพืชใน
หลอดทดลองตอไป    
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพ่ือศึกษาผลของอุณหภูมิ แสงสวาง และความเขมขนของน้ําตาลซูโครสตอการสะสมอินนูลิน (inulin) 
ในหัวขนาดเล็กของแกนตะวันท่ีชักนําไดในหลอดทดลอง (In vitro microtuber) 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

1 ชักนําใหเกิดหัวขนาดเล็กของแกนตะวันในหลอดทดลองโดยดัดแปลงจากวิธีการของชาย (2555)  
2 ศึกษาผลของการใหแสงสวางแบบวันยาว (16h) วันสั้น (8h) และไมใหแสงสวาง (darkness) ผล

ของอุณหภูมิในการเก็บรักษา และความเขมขนของน้ําตาลซูโครส (6, 8 และ 12%) ตอการสะสม
อินนูลิน (inulin) ในสารสกัดจาก In vitro microtuber  

3 วิเคราะหชนิดและปริมาณของ inulin ในสารสกัดจาก In vitro microtuber ดวย HPLC 
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4 วิเคราะหการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะห inulin ใน In vitro microtuber คือ 
sucrose: sucrose 1-fructosyltransferase (1-sst) และ fructan: fructan 1-
fructosyltransferase (1-fft) 

 
 
ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

การเพาะเลี้ยงเซลล เนื้อเยื่อ และอวัยวะพืชในหลอดทดลองสามารถนํามาใชในการผลิตสารท่ีมีมูลคา
จากพืชหลายชนิดได การชักนําใหเกิดหัวขนาดเล็กของแกนตะวันในหลอดทดลอง ซ่ึงเปนการเลียนแบบหัว
สะสมอาหารธรรมชาติ (natural grown tuber) ทําใหสามารถผลิต inulin ได และการเพาะเลี้ยงในหลอด
ทดลองยังสามารถควบคุมและปรับเปลี่ยนปจจัยตางๆ ท่ีอาจมีผลตอปริมาณและการสะสม inulin ไดงายกวา
ในสภาพธรรมชาติ ซ่ึงนําไปสูการเพ่ิมปริมาณผลิตภัณฑท่ีตองการและสามารถทําไดตลอดท้ังปโดยไมข้ึนอยูกับ
ฤดูกาล    
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บทท่ี 2 
ตรวจเอกสาร 

 
1) แกนตะวัน  

แกนตะวัน หรือ Jerusalem artichoke มีชื่อวิทยาศาสตรวา Helianthus tuberosus L. เปนพืช
ตระกูลเดียวกับทานตะวันดอกมีสีเหลืองคลายดอกบัวตอง แตมีขนาดเล็กกวามีหัวสะสมอาหาร (tuber) รูปราง
อวบคลายขิงเปลือกสีน้ําตาลออนและเนื้อมีสีขาวถ่ินกําเนิดอยูแถบทวีปอเมริกาเหนือแตสามารถปลูกและ
ปรับตัวไดดีในสภาพภูมิอากาศของประเทศไทย (ดารารัตน และ สาโรจน, 2554)  หัวแกนตะวันใชเปนอาหาร
ประเภทผัก หัวสดมีรสชาติคลายแหว นํามาประกอบอาหารคาว หวานไดหลายชนิด หัวเปนแหลงสะสมของ
อินนูลิน (inulin) ซ่ึงประกอบไปดวยน้ําตาลฟรุกโตส (fructose) ท่ีตอกันเปนโมเลกุลยาว เม่ือเก็บหัวแกน
ตะวันไวในหองเย็นจะทําใหหัวแกนตะวันมีความหวานมากข้ึน  โดย inulin มีคุณสมบัติชวยลดความเสี่ยงของ
การเปนโรคเบาหวาน ลดไขมันในเสนเลือด ลดความเสี่ยงการเปนโรคความดันโลหิตสูง โรคหลอดเลือด และ
โรคหัวใจ  เพราะ inulin เปนสารเยื่อใยท่ีไมถูกยอยในกระเพาะอาหารและลําไสเล็ก จึงอยูในระบบทางเดิน
อาหารเปนเวลานาน ทําใหไมรูสึกหิว กินอาหารไดนอยลงจึงชวยใหลดความอวนได และลดความเสี่ยงการเปน
โรคมะเร็งลําไส จึงนับวาเปนพืชอาหารเพ่ือสุขภาพ นอกจากนี้การใชหัวเสริมในอาหารสัตว ยังทําใหการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียท่ีเปนโทษในระบบทางเดินอาหารลดลงและสามารถสรางภูมิคุมกันใหกับสัตวได ทํา
ใหลดการใชสารปฏิชีวนะ ในขณะท่ีมูลของสัตวก็มีกลิ่นเหม็นนอยลงดวย หัวแกนตะวันยังถูกนําไปใชเปน
วัตถุดิบในการผลิตเอทานอลลดวย โดยหัวสด 1 ตันสามารถผลิตเอทานอลท่ีบริสุทธิ์ 99.5 % ได 100 ลิตร 
นําไปผสมเบนซินเพ่ือผลิตแกสโซฮอล จึงจัดเปนพืชพลังงานทดแทนดวย  
 
2) อินนูลิน 

ฟรุกแตน (fructans) เปนกลุมท่ีมีขนาดใหญของคารโบไฮเดรต fructanในทางเคมีเปนพอลิเมอรของ 
fructose สามารถพบไดในพืช  สาหราย  และแบคทีเรีย  โดย fructanใชเปนแหลงคารบอนสํารองในหลาย
วงศของอาณาจักรพืช โดย fructanในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวอาจจะมีหนวย fructose ตอกันไดมากกวา 1,000 
หนวย สวนในแบคทีเรียนั้นโมเลกุลของ fructan จะประกอบไปดวยหนวย fructose มากกวา 100,000 
หนวย โดยในธรรมชาติ fructan จะมีหลายกลุม ดังนี้ 

Fructan ประเภท inulin ท่ีมีโครงสรางเปนเสนตรง โดย fructose จะตอกันดวยพันธะ β-(2- 1) โดย 
fructan เกือบท้ังหมดท่ีพบในพืชเปน fructan ประเภท inulin 

Fructan ประเภทลีแวน (levan) มีโครงสรางเปนเสนตรงเชนเดียวกับ inulin ตางกันท่ี fructose จะ
ตอกันดวยพันธะ β-(2- 6) โดย fructan ประเภทนี้พบสวนใหญในแบคทีเรียและพืชใบเลี้ยงเดี่ยว 

Fructan ประเภท graminan มีโครงสรางเปนแบบก่ิง โดยมี fructose ตอกันดวยพันธะ β-(2- 1) 
และ β-(2- 6) ซ่ึงจะพบในพืชตระกูลหญา 

Fructan ประเภท neo- series inulin เปน fructan ท่ีมีสายโซตรงของ fructose ท่ีตอกันดวยพันธะ 
β-(2- 1) 2 สาย โดยสายหนึ่งจะตอกับหมู fructose ของน้ําตาลซูโครส (sucrose) และอีกสายหนึ่งจะตอกับ
หมูกลูโคส (glucose) 

Inulin เปนโพลีแซคคาไรคชนิดหนึ่งในกลุม fructan ประกอบดวย fructose ท่ีเชื่อมตอกันเปนสาย
ยาวจํานวน 2 ถึง 60 หนวย (DP 2-60) บางโครงสรางอาจมี glucose เชื่อมตอท่ีปลายสายดวย  สวนโอลิโก 
ฟรุกโตส (oligofructose) จะมีลักษณะเดียวกัน แตเชื่อมตอกันดวยน้ําตาล 2 ถึง 10 หนวย (DP 2-10) 
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ในขณะท่ีฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรค (fructooligosaccharide, FOS) ประกอบดวย fructose ท่ีเชื่อมตอกัน
เพียง 2- 4 หนวย ไดแก 1- kestose (1- kestotriose; GF2), nystose (1, 1- kestotetraose; GF3) และ 
1F-β- fructofuranosylnystose (1, 1, 1- kestopentaose; GF4) โดย G หมายถึง glucose และ F 
หมายถึง fructose ซ่ึงโดยท่ัวไป FOS อาจมีความความหมายเดียวกับ oligofructose และสามารถสรางได
จาก sucrose (Ueno และคณะ, 2011) 

Kaur และ Gupta (2002) ไดศึกษาการประยุกตใช inulin และ oligofructose ในเชิงอาหารและ
สุขภาพ  โดย  inulin และ oligofructose ไดถูกพิจารณาในการใชเปนวัตถุดิบอาหาร เนื่องจาก inulin และ 
oligofructose มีผลกระทบกับกระบวนการทางกายภาพและชีวเคมีของหนูและคนคือ ทําใหมีสุขภาพท่ีดีข้ึน
และลดความเสี่ยงการเกิดโรคตางๆ จากการทดลองแสดงใหเห็นวา มีการลดลงของแบคทีเรียท่ีกอโรคในลําไส 
บรรเทาอาการทองผูก ลดความเสี่ยงในการกอโรคกระดูกพรุนโดยการเพ่ิมปริมาณการดูดซึมเกลือแร 
โดยเฉพาะอยางยิ่งลดความเสี่ยงในการกอใหเกิดภาวะหลอดเลือดแข็งตัวโดยการลดระดับการสังเคราะหไตร
กลีเซอไรดและกระไขมันในตับและน้ําเหลือง 

การสังเคราะหและยอย fructan ในพืชจะเกิดจากการทํางานของเอนไซมชนิดตางๆ ดังแสดงในภาพท่ี 
1 โดยเชื่อกันวา fructan ถูกสังเคราะหข้ึนจาก sucrose ในแวคิวโอล (vacuole) โดยการทํางานรวมกันของ
เ อ น ไ ซ ม  fructosyltransferase (FTase) อ ย า ง น อ ย  2 ช นิ ด  คื อ  sucrose: sucrose 1- 
fructosyltransferase (1- SST, EC 2.4.1.99) และ fructan: fructan 1- fructosyltransferase (1- FFT, 
EC 2.4.1.100) (Darwen และ John, 1989) ซ่ึงการสังเคราะห fructan ใน Jerusalem artichoke ตาม
โมเดลของ Edelman และ Jefford (1968) นั้นแบงออกเปน 2 ข้ันตอน คือ เริ่มจาก 1- SST กระตุนใหมีการ
ยาย fructosyl unit จาก sucrose donor molecule  ไปตอกับ sucrose acceptor molecule ทําใหเกิด 
trisaccharide kestose (GF- F, GF2)  ข้ึนมา จากนั้น 1- FFT จะสังเคราะหใหได fructan ท่ีมี DP สูงข้ึนโดย
การย าย fructosyl unit ระหวาง  GF2 กับ  fructan ท่ี มีขนาดใหญ กว าได เป น  nystose (GF3), 1F- 
fructofuranosyl nystose (GF4) และ raffinose(GF5) ตามลําดับ  ตอมา Koops และ Jonker (1996) ได
พิสูจนโมเดลของ Edelman และ Jefford โดยการแยกและทําบริสุทธิ์ เอนไซม ท้ังสองจาก tuber ของ 
Jerusalem artichoke พันธุ  Colombia แลวนํามาสังเคราะห  fructan ในสภาวะ in vitroท่ี มีการเติม 
sucrose ลงไป พบวาสามารถสังเคราะห fructan ท่ีมี DP อยางนอย 13 ได สําหรับเอนไซมท่ีผานการทํา
บริสุทธิ์ท้ังสองมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 67 และ 70 kDa และในป 1998 van der Meer และคณะไดโคลน
ยีนท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะห fructan ของ Jerusalem artichoke พันธุ Colombia ในรูป cDNA clone 
คือ  1-sst (accession no. AJ009757) และ 1- fft (accession no. AJ009756) ซ่ึงแปลรหัสเปนเอนไซม 
sucrose: sucrose 1- fructosyltransferase (1- SST, accession no. CAA08812.1) แ ล ะ  fructan: 
fructan 1- fructosyltransferase (1- FFT, accession no. CAA088111) ตามลําดับ และจากรูปแบบการ
แสดงออกบงชี้วา ยีนท้ังสองแสดงออกมากในหัวสะสมอาหารในระยะท่ีกําลังพัฒนาและมีการแสดงออกต่ําใน
สวนของดอกและลําตน และไมพบการแสดงออกของยีนในสวนใบ ราก และหัวสะสมอาหารท่ีพัฒนาเต็มท่ี ซ่ึง
การแสดงออกของยีนสอดคลองกับการสังเคราะห fructan โดย fructan ในพืชแตละชนิดจะมีความ
หลากหลายและแตกตางกันคอนขางมาก  โดยคา DP ของ plant fructan อยู ในชวงตั้งแต  10- 250 
fructosyl units  ซ่ึงความแตกตางในความยาวของ fructan ไมเพียงแตเปนผลเนื่องมาจากความแปรผันทาง
อนุกรมวิธานของพืชเทานั้นแตยังรวมไปถึงอิทธิพลจากสภาวะแวดลอมท่ีพืชไดรับดวย  โดยพืชจะมีการ
ตอบสนองตอสภาวะแวดลอมท่ีเปลี่ยนแปลงไปดวยการปรับเปลี่ยนความยาวเฉลี่ยของ fructan  ท่ีมันมี  โดย
พบวาพืชมีการสะสม fructan มากข้ึนเพ่ือปรับคาออสโมติกเม่ืออยูในภาวะแหงแลง (drought) และหนาวเย็น 
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(cold) (Pontis และ del Campillo, 1985) ซ่ึงเปนการแสดงใหเห็นอีกบทบาทหนึ่งของ fructan ในพืช
นอกเหนือไปจากการทําหนาท่ีเปนคารโบไฮเดรตสะสม   สําหรับขอแตกตางของ fructan จากแปง (starch) ก็
คือ  มันเปนโพลีแซคคารไรดท่ีสามารถละลายน้ําไดดีจึงชวยในการรักษาคา osmotic potential ใน vacuole 
ของพืช 

 
 

ภาพท่ี 2.1 รูปแบบการสังเคราะหฟรุกแตนในพืช (Vijn และ Smeekens, 1999) 
 
3) การเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือพืชรวมท้ังปจจัยท่ีมีผลตอการเพาะเล้ียง  

สําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแกนตะวันเพ่ือผลิต inulin นั้นยังมีไมมากนัก ปรากฏใหเห็นเพียง
งานวิจัยของ Taha และคณะ (2007) ท่ีไดทําการศึกษาการเพาะเลี้ยงและเพ่ิมปริมาณ inulin ใน Jerusalem 
artichoke ในสภาวะ in vitro โดยการนําสวนของใบและสวนของขอลําตน (nodal stem) จากตนแกนตะวัน
มาเพาะเลี้ยงเพ่ือชักนําใหเกิดแคลลัสและกระตุนใหแคลลัสท่ีชักนําไดใหพัฒนาไปเปนยอด ขณะเดียวกันก็ไดหา
กิจกรรมการทํางานของเอนไซม inulinase ในแคลลัสและยอดท่ีชักนําไดดวย โดยพบวาการเสริมสูตรอาหาร 
MS ดวยสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ BAP ปริมาณ 1 มิลลิกรัมตอลิตร จะใหผลในการผลิตแคลลัส
จากใบและขอลําตนไดดี ท่ีสุด สวนการเสริมสูตรอาหาร MS ดวย NAA และ BAP ปริมาณ 0.5 และ 3 
มิลลิกรัมตอลิตรสามารถชักนําใหแคลลัสท่ีชักนําจากใบและขอลําตนเจริญพัฒนาไปเปนยอดไดสูงท่ีสุด 
นอกจากนี้ยังตรวจพบคากิจกรรมการทํางานของเอนไซม inulinase ในแคลลัสและยอดท่ีชักนําได ซ่ึงนํามา
บงชี้ถึงความสามารถในการผลิต inulin ของแคลลัสและยอดท่ีชักนําไดโดยออม และในป 2012 Taha และ
คณะไดชักนําให เกิดการสะสม inulin ในเซลลแขวนลอยของ Jerusalem artichoke ไดสําเร็จโดยใช 
Aspergillus niger extracts และ methyl- jasmonate (Taha และคณะ, 2012) 

วิกานดา (2554) ไดศึกษาการผลิต inulin จากแกนตะวันโดยอาศัยการเพาะเลี้ยงแคลลัส ตน ราก 
และเซลลแขวนลอย พบวาแคลลัสท่ีชักนําจากสวนของลําตนบนอาหารMS (1962) ท่ีเติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตชนิด BA รวมกับ IAA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตรใหปริมาณ inulin สูงท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบ
กับสูตรอาหารอ่ืนและยังมีปริมาณ inulin ท่ีสูงกวาการเพาะเลี้ยงในรูปแบบอ่ืนๆ และเม่ือเปรียบเทียบโครมาโต
แกรมของ HPLC ของสารสกัดท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงในรูปแบบตางๆ กับสารสกัดจากหัวท่ีปลูกในธรรมชาติ
พบวา แคลลัส ตน ราก และเซลลแขวนลอยท่ีชักนําไดสามารถผลิต inulin ไดเชนเดียวกันกับหัวท่ีปลูกใน
ธรรมชาติ นอกจากนี้สารสกัดท่ีไดจากแคลลัสและรากท่ีชักนํายังไดแสดงคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกโดย
สงเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียโพรไบโอติกดวย  
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4) งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

สําหรับการชักนําใหเกิดหัวขนาดเล็กในหลอดทดลอง (In vitro microtuber) มีรายงานในป 1999 
โดย Gamburg และคณะไดศึกษาการชักนําใหเกิด microtuber จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญพิเศษ 
(axillary meristems) ใน ก่ิ งก าน  (lateral shoots) ของ Jerusalem artickoke เพ่ื อใช เป นแหล งเชื้ อ
พันธุกรรม พบวา การใชอาหาร 1/2MS ท่ีเติม BA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรและ sucrose 8% ภายใตสภาวะมืด 
อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียสสามารถชักนําใหได microtuber ในปริมาณ 30%น้ําหนักแหง  (Gamburg และ
คณะ, 1999)  ตอมา Gutierrez และคณะไดชักนําใหเกิด microtuber ของ Jerusalem artichoke สายพันธุ
ตางๆ บนอาหารเพาะเลี้ยง MS ท่ีมีการเติม BAP ในระดับท่ีตางกันและเปรียบเทียบการเติมน้ําตาลซูโครสท่ี 6 
และ 8% และเพาะเลี้ยงในท่ีมืด (darkness) อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียสพบวา สามารถชักนําให เกิด 
microtuber ไดภายใน 45- 70 วันข้ึนกับสายพันธุท่ีใชในการชักนํา โดย BAP ท่ีเติมลงในอาหารเพาะเลี้ยงมี
บทบาทตอการพัฒนาเปน microtuber แตไมใชปจจัยท่ีมีผลตอการชักนําใหเกิด microtuber นอกจากนี้ยัง
พบวา การเก็บรักษา microtuber ท่ี 4 องศาเซลเซียสนาน 2 เดือนทําใหหัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดไมสูญเสียการ
พักตัว (dormancy) (Gutierrez และคณะ, 2011) ตอมาได มีการศึกษาแนวทางการผลิต inulin ใน 
microtuber ท่ีชักนําโดยการนําขอลําตนท่ีมีตาขาง (nodal stem) ของแกนตะวันปลอดเชื้ออายุ 1 เดือนมา
เลี้ยงบนอาหาร MS ท่ีมีการเติม thiamine HCl 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร BA 5 มิลลิกรัมตอลิตร CCC 500 
มิลลิกรัมตอลิตร และ sucrose 8% ซ่ึงดัดแปลงมาจากสูตรอาหารท่ีใชชักนํา in vitro tuber ของมันฝรั่ง 
(Estrada et al, 1986) พบวา สามารถชักนําใหชิ้นพืชเกิด microtuber ได โดยบริเวณตาขางมีการบวมข้ึน
เล็กนอยในสัปดาหแรกของการเพาะเลี้ยง แตยังไมมีหัวเจริญงอกออกมา ในสัปดาหท่ี 2 เริ่มมีปุมปมขนาดเล็ก
แตกออกมาจากตาขาง จากนั้นจะขยายขนาดเพ่ิมข้ึนในสัปดาหถัดมา และพัฒนาเปนหัวขนาดเล็กภายใน
ระยะเวลา 30 วันดังภาพท่ี 2 และรูปแบบของการผลิตสารใน microtuber คลายกับท่ีตรวจพบในสารสกัด
จากหัวสดแกนตะวัน ซ่ึงบงบอกไดวา microtuber ท่ีชักนําไดจากการเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ท่ีมีการ
เติม BA รวมกับสาร CCC นั้นสามารถผลิต inulin และ FOS ชนิดตางๆ ไดเชนเดียวกับหัวของแกนตะวันท่ี
ปลูกในแปลง ซ่ึงเปนท่ีนาสนใจวา การชักนําใหเกิด microtuber ท่ีจัดเปนการเพาะเลี้ยงในระดับอวัยวะท่ี
เลียนแบบหัวสะสมอาหารในธรรมชาตินั้น นาจะเปนแหลงท่ีดีในการผลิต inulin และ FOS โดยการสะสมของ 
inulin จะลดลงเม่ือเกิดการงอกเปนตนใหม (ชาย, 2555) ซ่ึงอาจบงชี้วา มีการยอยสลาย inulin ไปใชในการ
งอก  ดังนั้น การทําใหเกิดการสังเคราะหและสะสม inulin ปริมาณมากในเซลลพืชตองอาศัยปจจัยท่ีมี
ผลกระทบตอขบวนการสังเคราะห โดยพืชจะมีการตอบสนองตอสภาวะแวดลอมท่ีเปลี่ยนแปลงไปดวยการ
ปรับเปลี่ยนความยาวเฉลี่ยของ fructan  ท่ีมันมี  โดยพบวาพืชมีการสะสม fructan มากข้ึนเพ่ือปรับคาออสโม
ติกเม่ืออยูในภาวะแหงแลง (drought) และหนาวเย็น (cold) (Pontis และ del Campillo, 1985) เชน หญา 
Poa pratensis มีการสะสม fructan และการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะห fructan ใน
ระดับท่ีแตกตางกันเม่ือไดรับอุณหภูมิต่ํา (Rao และคณะ, 2011) ปริมาณและชนิดของ inulin และเอนไซมท่ี
เก่ียวของกับเมตาบอลิซึมของ inulin ใน burdock roots (Artium lappa L.) แปรผันไปตามอุณหภูมิเก็บ
รักษาท่ีแตกตางกัน โดยท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียสจะรักษาปริมาณของ inulin ไมใหลดลงไดดีกวาการเก็บ
รักษาท่ี 10 และ 15 องศาเซลเซียส  (Ishiguro และคณะ, 2010) เปนตน  นอกจากนี้การใหแสงสวางท่ี
แตกตางกันและความเขมขนของน้ําตาลซูโครสท่ีสูง ซ่ึงรายงานวามีผลตอการชักนําและขนาดของหัวมันฝรั่งท่ี
ชักนําในหลอดทดลอง (Dodranszki และคณะ, 2008) หากนํามาใชกับแกนตะวันก็นาจะใหผลไปในแนวทาง
เดียวกัน ซ่ึงการชักนําใหไดหัวขนาดใหญอาจทําใหเกิดการสะสม inulin ในปริมาณมากได ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง
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สนใจท่ีจะศึกษาปจจัยในเรื่องของอุณหภูมิ  การไดรับแสงสวาง และความเขมขนของน้ําตาลซูโครสตอการ
สะสม inulin ในหัวขนาดเล็กของแกนตะวันท่ีชักนําได โดยศึกษาครอบคลุมตั้งแตปริมาณ inulin ท่ีสะสมและ
การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะห inulin ใน In vitro microtuber เพ่ือจักไดทราบถึง
ความสัมพันธของการสังเคราะหและสะสม inulin ตั้งแตระดับยีนถึงโปรตีน ท่ีอาจนําไปสูการกระตุนใหเกิด
การสะสมของ inulin ใหไดในปริมาณท่ีสูงข้ึนใน In vitro microtuber ซ่ึงนําไปสูการพัฒนาการผลิต inulin 
โดยอาศัยเทคนิคการเพาะเลี้ยงอวัยวะพืชในหลอดทดลองตอไป    

 
ภาพท่ี 2.2 In vitro microtuber ของแกนตะวันท่ีชักนําเปนเวลา 30 วัน (ชาย, 2555) 

บทท่ี 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 การชักนําใหเกิดหัวขนาดเล็กในหลอดทดลอง 

นําตนแกนตะวันพันธุเบอร 2 ปลอดเชื้ออายุประมาณ 1 เดือนท่ีเลี้ยงบนอาหาร MS (1962) มาตัด
บริเวณขอโดยใหเหลือบริเวณสวนบนขอประมาณ 0.5 เซนติเมตรและบริเวณดานลางขอประมาณ 1.5 
เซนติเมตรจากนั้นนํามาเลี้ยงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารชักนําใหเกิดเปนหัวขนาดเล็ก (MST8%; MS basal 
salts+ MS vitamins ท่ีมีการเติม benzyladenine(BA) 5.0 mg/L, chlorochlorine chloride (CCC) 500 
mg/L, Thiamine HCl 0.4 mg/L, activated charcoal 1%, น้ํ า ต า ล  80 g/L, วุ น  7.5 g/L, pH 5.6) 
(ดัดแปลงจากวิธีการของชาย, 2555) โดยใสชิ้นพืชลงไป 2 ชิ้นตอขวด จํานวนอยางนอย 5 ขวด และทําการ
เพาะเลี้ยงนาน 45 วัน โดยควบคุมสภาวะท่ีใชในการเพาะเลี้ยงใหมีอุณหภูมิเทากับ 25±2 องศาเซลเซียสและมี
การใหแสงสวางแบบวันยาว (long day) จากหลอดฟลูออเรสเซนต 16 ชั่วโมงตอวัน บันทึกการเปลี่ยนแปลง
ของชิ้นพืชท่ีนํามาเพาะเลี้ยงทุกสัปดาห เม่ือเลี้ยงครบ 45 วัน ทําการเก็บตัวอยางหัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดใน
หลอดทดลอง (In vitro microtuber) ไปวิเคราะหการผลิตอินนูลิน (inulin) และน้ําตาลชนิดอ่ืนๆ ไดแก ฟรุก
โตโอลิโกแซคคาไรด (fructooligosaccharides (FOS)) 2 ชนิดคือ นีสโตส (nystose) และ 1-คีสโตส (1-
kestose) น้ําตาลซูโครส (sucrose)  กลูโคส (glucose) และฟรุกโตส (fructose) 

 
3.2 การศึกษาผลของแสงสวางตอการสะสมอินนูลิน ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด และน้ําตาลชนิดอ่ืนๆ ใน In 
vitro microtuber 

ชักนําใหเกิดหัวขนาดเล็กของแกนตะวันโดยใชอาหารและสภาวะในการเพาะเลี้ยงเหมือนกับการ
ทดลองในขอ 3.1 แตมีการเปรียบเทียบการใหแสงสวางแบบวันยาว (long day) จากหลอดฟลูออเรสเซนต 16 
ชั่วโมงตอวัน การใหแสงสวางแบบวันสั้น (short day) จากหลอดฟลูออเรสเซนต 8 ชั่วโมงตอวัน และการชัก
นําในท่ีมืด (darkness) เม่ือเพาะเลี้ยงครบ 45 วัน ทําการเก็บตัวอยางหัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดในหลอดทดลอง 
( In vitro microtuber) ไ ป วิ เ ค ร า ะ ห ก า ร ผ ลิ ต อิ น นู ลิ น  (inulin) ฟ รุ ก โ ต โ อ ลิ โ ก แ ซ ค ค า ไ ร ด 
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(fructooligosaccharides (FOS)) 2 ชนิดคือ นีสโตส (nystose) และ 1-คีสโตส (1-kestose) น้ําตาลซูโครส 
(sucrose) กลูโคส (glucose) และฟรุกโตส (fructose) 
 
3.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีใชในการเก็บรักษาหัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดในหลอดทดลองจากการใหแสง
สวางแบบตางๆ ตอการสะสมอินนูลิน 

 เนื่องจากท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไมสามารถชักนําใหเกิดหัวขนาดเล็กของแกนตะวันใน
หลอดทดลองได ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีใชในการเก็บรักษาหัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดในหลอด
ทดลองจากการใหแสงสวางแบบตางๆ ตอการสะสมอินนูลินแทน ซ่ึงทําโดยนํา In vitro tuber อายุ 45 วันท่ี
ชักนําไดภายใตการใหแสงสวางแบบวันยาว วันสั้น และในท่ีมืดไปเก็บรักษาตอบนอาหารสูตร MST8% ท่ี
อุณหภูมิและการใหแสงสวางแบบเดิมตออีก 15 วันและนําอีกสวนหนึ่งจากทุกรูปแบบของการใหแสงสวางไป
เก็บรักษาตอในท่ีมืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสตออีก 15 วัน จากนั้นทําการเก็บตัวอยางหัวขนาดเล็กไป
วิเคราะหการผลิตอินนูลิน (inulin) ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด (fructooligosaccharides (FOS)) 2 ชนิดคือ 
นีสโตส (nystose) และ 1-คีสโตส (1-kestose) น้ําตาลซูโครส (sucrose) กลูโคส (glucose) และฟรุกโตส 
(fructose) 
 
3.4 การศึกษาผลของการเติมน้ําตาลซูโครสตอการสะสมอินนูลินของ In vitro tuber หัวขนาดเล็กท่ีชัก
นําไดในหลอดทดลอง 

ชักนําใหเกิดหัวขนาดเล็กของแกนตะวันโดยใชสภาวะเหมือนกับการทดลองในขอ 3.1 แตมีการ
เปรียบเทียบการเติมน้ําตาลซูโครสลงในอาหารสําหรับชักนําหัวแตกตางกัน 3 ระดับคือ 6 8 และ 12 g/L และ
เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสและใหแสงสวางแบบวันยาว เม่ือเพาะเลี้ยงครบ 45 วัน ทําการเก็บ
ตัวอยางหัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดในหลอดทดลอง (In vitro microtuber) ไปวิเคราะหการผลิตอินนูลิน (inulin) 
ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด (fructooligosaccharides (FOS)) 2 ชนิดคือ นีสโตส (nystose) และ 1-คีสโตส (1-
kestose) น้ําตาลซูโครส (sucrose) กลูโคส (glucose) และฟรุกโตส (fructose) 
 
3.5 การวิเคราะหการผลิตอินนูลินและน้ําตาลชนิดอ่ืนๆ ของ In vitro microtuber 

นํา In vitro microtuber มาสกัดดวยน้ําในอัตราสวน 1: 2 (In vitro microtuber: น้ํา) ใชเวลาในการ
สกัด 10 นาที และทําการสกัดซํ้าอีก 2 ครั้ง นําสารละลายท่ีไดนํามารวมกันและไปปนตกตะกอน จะไดสาร
สกัดตัวอยาง จากนั้นนําสารสกัดท่ีไดไปวิเคราะหหาองคประกอบตางๆ ดวยเครื่อง HPLC ซ่ึงทําโดยนําสารสกัด
มาเจือจางใหไดความเขมขนท่ีเหมาะสม แลวนําไปกรองดวย nylon syringe filter ท่ีมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 0.22 ไมโครเมตร จากนั้นนําไปฉีดวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC โดยใชRezek RNM carbohydrate 
Column ขนาด 7.8x 300 มิลลิเมตร (Phenomenex) ชะดวย deionized distill water ท่ีอัตราการไหล 
(flow rate) เทากับ 0.4 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิท่ีใชในการแยกคือ 45 องศาเซลเซียส และตรวจวัดสารท่ี
ออกจากคอลัมนดวย Refractive index (RI) detector  
3.6 การวิเคราะหการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหอินนูลินใน In vitro microtuber 

3.6.1 การสกัด RNAรวม (Total RNA) 
นําตัวอยางท่ีเก็บไวมาสกัด RNA ดวยสารละลาย TRI reagent ตามข้ันตอนตอไปนี้ 
1) Homogenization 
ใสสารละลาย TRI reagent 500 ไมโครลิตรลงในหลอดท่ีใสตัวอยางท่ีบดไวแลวดวยไนโตเจนเหลว 
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2) Phase Separation 
เก็บ homogenate ไว ท่ี อุณหภูมิหอง 5 นาที ใสสารละลาย chloroform 200 ไมโครลิตรตอ

สารละลาย TRI reagent 1000 ไมโครลิตร (ใส 100 ไมโครลิตร เนื่องจากใส TRI reagent 500 ไมโครลิตร) 
ปดฝาเขยาอยางแรง 15 วินาที แลวเก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 15 นาที นําไปปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที นาน 
15 นาที ท่ื 4 องศาเซลเซียส จะไดสวนบนท่ีเปนสารละลาย aqueous phase ซ่ึงเปนสวนท่ีมี RNA  

3) RNA Precipitation 
ถายสวนบนท่ีเปน aqueous phase ใสในหลอดใหม ใสสารละลาย isopropanol 500 ไมโครลิตรตอ

สารละลาย TRI reagent 1000 ไมโครลิตร (ใส 250 ไมโครลิตร เนื่องจากใส TRI reagent 500 ไมโครลิตร) 
ผสมใหเขากัน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 10 นาที ปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที นาน 8 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส 

4) RNA Wash 
ท้ิงสารละลายสวนบน เก็บตะกอน RNA ลางตะกอนดวย 75% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

(เก็บไวท่ี -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะนําไปวัดปริมาณ RNA) ปนเหวี่ยง 7,500 รอบตอนาที นาน 5 นาที ท่ี 4 
องศาเซลเซียส เทเอาสารละลายเอทานอลออก แลวทําใหตะกอนแหงดวย vacuum pump จากนั้นละลาย
ตะกอนดวยน้ํา Milli Q ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

3.6.2 แยกอารเอ็นเอท่ีสกัดไดปริมาณตัวอยางละ 15 ไมโครกรัมบน formaldehyde gel 
3.6.3 การถายอารเอ็นเอท่ีตองการตรวจสอบไปบนแผนไนลอน  

 นําแผนเจลท่ีไดลางดวยน้ํา Milli Q ท่ีผานการฆาเชื้อแลว 2 ครั้ง แลวนําแผนเจลวางบนแผนกรองท่ี
ชุมดวย 6X SSC (ระวังอยาใหมีฟองอากาศ) แลววางทับดวย Hybond nylon membrane ท่ีตัดไวทับลงบน 
agarose gel (ระวังอยาใหมีฟองอากาศ) ลอกพลาสติกออก วางกระดาษกรอง ทับลงไปประมาณ 4 แผน แลว
วางทิชชู บนกระดาษกรอง นําวัสดุท่ีมีน้ําหนักมาทับลงบนทิชชู และเปลี่ยนทิชชูบอยๆ ท้ึงไวขามคืน ทํา
เครื่องหมายท่ีแผน Hybond nylon membrane แลวแยกออกจากแผนเจล นําแผนไนลอนไปลางในน้ํา Milli 
Q ท่ีผานการฆาเชื้อแลว เปนเวลา 5 นาที แลวทําการตรึงดีเอ็นเอใหอยูบนแผนไนลอน โดยอบในตู hot air 
oven อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นานประมาณ 2 ชั่วโมงนําไป hybridize กับ probe ท่ีเตรียมไว หรือ เก็บไว
ท่ี 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะใช hybridize 

3.6.4 การสกัดพลาสมิด p-GemT ท่ีสอดแทรกดวยยีน 1-sst และยีน 1-fft จากเชื้อแบคทีเรีย 
Escherichia coli  สายพันธุ DH5α เพ่ือใชเปนยีนติดตาม (gene probe) ดวย quick plasmid miniprep 
kit 

- นําอาหารท่ีเลี้ยงเชื้อมาแยกใหไดตะกอนเซลล โดยแยกอาหารอยางระมัดระวังออกจากตะกอนเซลล 
- ทําการแยกตะกอนเซลลไวใน Resuspension Buffer (R3) 250 ไมโครลิตรเติม Lysis Buffer (L7) 

250 ไมโครลิตร ลงในเซลล ผสมโดยการกลับหลอดทดลอง 5 ครั้ง (หามเขยา) บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5 
นาที  

- เติม Precipitation Buffer (N4) 350 ไมโครลิตร ผสมทันทีดวยการกลับหลอดทดลองจนกระท่ัง
สารละลายเปนเนื้อเดียวกัน 

- ปนเหวี่ยงสารละลายผสมดวยความเร็วประมาณ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท่ี
อุณหภูมิหอง ใชหลอด microcentrifuge เก็บสวนท่ีใส 

- นํา supernatant ใสใน Spin Column 
- วาง Spin column ท่ีมี supernatant ใสหลอด Wash ขนาด 2 มิลลิลิตร 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1125/escherichia-coli-e-coli
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- ปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนท่ีไหลผานจาก column แลวนํา 
column ใสหลอด Wash กลับตําแหนงเดิม 

- เติม Wash Buffer (W10) 500 ไมโครลิตร ท่ีมี ethanol ลงใน column ปนเหวี่ยง 12,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนท่ีไหลผานจาก column แลวนํา column ใสหลอด Wash กลับตําแหนงเดิม 

- เติม Wash Buffer (W9) 700 ไมโครลิตร ท่ีมี ethanol ลงใน column  
- ปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนท่ีไหลผานจาก column แลวนํา column 

ใสหลอด Wash กลับตําแหนงเดิม 
- ปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 1 นาที เพ่ือกําจัด Wash Buffer ท่ีหลงเหลืออยู ท้ิงสวน

ท่ีไหลผานจาก column แลวนํา column ใสหลอด Wash กลับตําแหนงเดิม 
- นํา Spin column วางในหลอด Recovery ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
- เติม TE Buffer ท่ีผานความรอน 75 ไมโครลิตร ลงบนตรงกลางของ column  
- บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 นาที 
- ปนเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 2 นาที 
- ภายในหลอด Recovery มี plasmid DNA ท่ีผานการทําบริสุทธิ์ 

       3.6.5 การเตรียมยีนติดตาม (gene probe) ดวยการติดฉลากดวย Dig (Digoxigenin labeling) 
ติดฉลากยีนติดตามดวย DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (บริษัท 

Roche เยอรมัน) มีข้ันตอนดังนี้  นํายีนติดตามท่ีไดจากเจลความเขมขน 1 ไมโครกรัมใสใน eppendorf 
จากนั้นเติมน้ํา Milli Q ท่ีผานการฆาเชื้อใหมีปริมาตรรวม 16 ไมโครลิตร จากนั้นทําการเปลี่ยนสภาพดีเอ็นเอ 
(denature DNA) โดยนําไปบมท่ี 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาทีแลวทําใหเย็นลงทันทีในน้ําแข็ง จากนั้นจึง
เติม DIG High Prime (50 ไมโครลิตร DIG High Prime, 5X Conc. Labeling mixture containing optical 
concentrations of random primers, nucleotides, DIG-dNTP (alkali-label), Klenow enzyme and 
buffer components) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 
ชั่วโมง หรือบมขามคืน และทําการหยุดปฏิกิริยาโดยเติม 0.2 โมลาร EDTA pH 8.0  ปริมาตร  2 ไมโครลิตร 
จะมีปริมาตรรวม 22 ไมโครลิตร 

3.6.6 การ Hybridization  
 - การทํา prehybridization โดยนําแผนไนลอน เมมเบรนท่ีมี RNA ท่ีตองการตรวจสอบใสลงใน
ถุงพลาสติก แลวเติม preheat DIG Easy Hyb Granules 10 มิลลิลิตร ปดผนึก ถุง แลวนํ าไปบมใน 
Hybridization oven ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  
  - การทํา Hybridization โดยเติม denature DIG – labeled DNA probe (นํา DIG-labeled DNA 
probe; ยีนติดตามผลท่ีติดฉลากดวย Dig ความเขมขนประมาณ 25 นาโนกรัมตอมิลลิลิตรไปตมนาน 5 นาที 
แลวแชในน้ําแข็งทันที) ท่ีเตรียมไวแลวประมาณ 3.5 มิลลิลิตรตอ 100 ตารางเมตรของแผนไนลอน ความ
เขมขนของ probe ประมาณ 51.136 นาโนกรัมตอมิลลิกรัมลงในแผนไนลอนท่ีผานการ pre- hybridization  
ผสมใหเขากันแลวนําไปบมขามคืนใน Hybridization oven ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 

9) การตรวจสอบสัญญาณบนแผนไนลอน     
      - หลังจากทํา hybridization แลวเทสารละลายท้ิงแลวนําแผนไนลอนลางใน 2X SSC, 0.1% SDS 2 
ครั้งๆ ละ 5 นาที นําไปเขยาบนเครื่องเขยาท่ีอุณหภูมิหอง เทสารละลายท้ิง แลวลางซํ้าอีกดวย 0.5X SSC , 
0.1% SDS 2 ครั้งๆ ละ 15 นาที บมใน Hybridization oven ท่ีอุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส  เทสารละลายท้ิง 
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     - นําแผนไนลอนท่ีผานการลางเติม washing buffer (0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl pH 7.5, 
0.3% (v/v) Tween 20) ใหทวมแผนไนลอนเขยาเบาๆ บนเครื่องเขยาท่ีอุณหภูมิหองนาน 5 นาที เท
สารละลายท้ิง   
    - เติม Blocking solution (เจือจาง 10X Blocking solution ในอัตราสวน 1:10 ดวย Maleic acid  
buffer)  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปเขยาเบาๆ บนเครื่องเขยา 30 นาที เทสารละลายท้ิง แลวเติม
สารละลาย Antibody solution (หมุนเหวี่ยง Anti-Digoxigenin-AP 5 นาที ท่ี 10,000 รอบตอนาที ดูดเอา
สารละลายท่ีผิว จากนั้นเจือจาง Anti-Digoxigenin-AP 1:5000 (150 mU/ml) ดวย Blocking solution) 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นําไปเขยาเบาๆ บนเครื่องเขยานาน 30 นาที เทสารละลายท้ิง  
    - ลางแผนไนลอนใน washing buffer 2 ครั้งๆ ละ 15 นาที    เทสารละลายท้ิง   
    - เติมสารละลาย Detection buffer (0.1 M Tris – HCl, 0.1 M NaCl, pH 9.5 (200C)) ปริมาตร 20 
มิลลิลิตรนําไปเขยาบนเครื่องเขยา 2-5 นาที เทสารละลายท้ิง  
    - จากนั้นนําแผนไนลอนใสในถุงพลาสติก แลวเติม color substrate solution (เติม NBT/BCIP stock 
solution ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงไปใน Detection buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ทําการปดผนึกถุง แลวนําไปบมในท่ีมืดโดยไมมีการเขยาจนกระท่ังเห็นแถบอารเอ็นเอ จากนั้นทําการ
หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 50 มิลลิลิตรของ น้ํา milli Q หรือ TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA 
pH 8.0) ทําการบันทึกภาพ 
 
3.7 การวางแผนการทดลองและวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
             ในแตละ treatment ของการทดลองทําอยางนอย 5 ขวดและใชชิ้นพืช 2 ชิ้นตอขวด ทําการ
ทดลองซํ้า 2 ชุดการทดลอง และวิเคราะหความแตกตางของปริมาณการสะสม inulin เฉลี่ยใน In vitro tuber 
ท่ีเพาะเลี้ยงในสภาวะตางๆ ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยใช ONE WAY ANOVA     
 

 

 

 

 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การชักนําใหเกิดหัวขนาดเล็กในหลอดทดลอง 

  นําตนแกนตะวันพันธุเบอร 2 ปลอดเชื้ออายุประมาณ 1 เดือนท่ีเลี้ยงบนอาหาร MS (1962) มาตัด

บริเวณขอโดยใหเหลือบริเวณสวนบนขอประมาณ 0.5 เซนติเมตรและบริเวณดานลางขอประมาณ 1.5 

เซนติเมตรจากนั้นนํามาเลี้ยงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารชักนําใหเกิดเปนหัวขนาดเล็ก (MST8%; MS basal 

salts+ MS vitamins ท่ีมีการเติม benzyladenine(BA) 5.0 mg/L, chlorochlorine chloride (CCC) 500 

mg/L, Thiamine HCl 0.4 mg/L, activated charcoal 1%, น้ํ า ต า ล  80 g/L, วุ น  7.5 g/L, pH 5.6) 

(ดัดแปลงจากวิธีการของชาย, 2555) โดยใสชิ้นพืชลงไป 2 ชิ้นตอขวด จํานวนอยางนอย 5 ขวด และทําการ
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เพาะเลี้ยงนาน 45 วัน โดยควบคุมสภาวะท่ีใชในการเพาะเลี้ยงใหมีอุณหภูมิเทากับ 25±2 องศาเซลเซียสและมี

การใหแสงสวางแบบวันยาว (long day) จากหลอดฟลูออเรสเซนต 16 ชั่วโมงตอวัน พบวาเม่ือเพาะเลี้ยงไป 

4–5 วัน ชิ้นพืชบริเวณลําตนและขอเริ่มมีขนาดใหญและบวมข้ึนและเริ่มเกิดหัวขนาดเล็ก (In vitro 

microtuber) เม่ือเวลาผานไป 15 วัน โดยหัวท่ีชักนําไดจะมีขนาดใหญข้ึนเม่ือเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลานานข้ึน 

ซ่ึงหัวท่ีชักนําไดจะมีสีเขียวอมมวงดังภาพท่ี 4.1 และ 4.2  

การเปลี่ยนแปลงของชิ้นพืชท่ีระยะเวลาตางๆ ของการเพาะเลี้ยง 

15 วัน 30 วัน 45 วัน 

   
ภาพท่ี 4.1 การชักนําหัวขนาดเล็กของแกนตะวันในหลอดทดลอง เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MST8% ท่ีระยะเวลาตางๆ 
 

 
ภาพท่ี 4.2 ลักษณะของหัวแกนตะวันขนาดเล็กท่ีชักนําไดในหลอดทดลอง เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MST8% นาน 45 วัน  

เม่ือเก็บตัวอยาง In vitro microtuber อายุ 45 วันไปวิเคราะหการผลิตน้ําตาลชนิดตางๆ ดวย HPLC 
และเปรียบเทียบเวลาท่ีสารผสมในสารสกัดถูกชะออกจากคอลัมนกับสารมาตรฐานท่ีใชสามารถบอกไดวา สาร
สกัดประกอบดวยอินนูลิน (inulin) ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด (fructooligosaccharides (FOS)) คือ 1-คีสโตส 
(1-kestose) น้ําตาลซูโครส (sucrose) กลูโคส (glucose) และฟรุกโตส (fructose) ไดผลดังแสดงในตารางท่ี 
4.1 โดยจะพบวามีสัดสวนของอินนูลินสูงสุด รองลงมาคือน้ําตาลซูโครส ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดชนิด 1-
คีสโตส กลูโคส และฟรุกโตส ตามลําดับ  
ตารางท่ี 4.1 ปริมาณอินนูลิน 1-คีสโตส นํ้าตาลซูโครส กลูโคส และฟรุกโตสในหัวแกนตะวันขนาดเล็กอายุ 45 วันท่ีชักนําไดใน
หลอดทดลอง 

สารสกัดจากหัว
ขนาดเล็ก 

ชนิดของนํ้าตาลในสารสกัด (mg/g fresh weight) 
อินนูลิน 1-คีสโตส ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส 

คาเฉลี่ย±SD 34.18±1.69 5.39±1.66 8.29±3.91 3.68±1.97 3.61±0.31 

 
4.2 ผลของการใหแสงสวางตอการสะสมอินนูลินของหัวขนาดเล็กท่ีชักนําได 

เม่ือเปรียบเทียบปริมาณการผลิตอินนูลิน ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด 2 ชนิดคือ นีสโตส (nystose) และ 
1-คีสโตส น้ําตาลซูโครส กลูโคส และฟรุกโตสของหัวขนาดเล็กอายุ 45 วันท่ีชักนําไดภายใตสภาวะท่ีมีการให
แสงสวางแบบวันยาว (long day, LD) แบบวันสั้น (short day, SD) และในท่ีมืด (darkness, D) พบวามี
สัดสวนของอินนูลินสูงสุดในท้ังสามสภาวะของการใหแสงสวาง แตในสภาวะท่ีมีการใหแสงสวางแบบ LD จะมี
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ปริมาณอินนูลินสูงกวาการเพาะเลี้ยงภายใตการใหแสงแบบ SD และ D อยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05)       ในขณะ
ท่ีปริมาณของฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด (นีสโตสและ 1-คีสโตส) ท่ีวิเคราะหไดในหัวขนาดเล็กท่ีชักนําในภายใต
การใหแสงแบบ SD และ D จะมีคาสูงกวาหัวขนาดเล็กท่ีชักนําภายใตการใหแสงสวางแบบ LD อยางมี
นัยสําคัญ (p≤0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 จากผลการทดลองท่ีไดสามารถสรุปไดวา การชักนําใหเกิดหัวแกน
ตะวันในหลอดทดลองภายใตการใหแสงสวางแบบ LD ท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียสจะใหปริมาณการผลิต
อินนูลินสูงสุด เพราะการใหแสงสวางแบบวันยาวจะทําใหพืชมีอัตราการสังเคราะหแสงเพ่ิมข้ึนจึงมีการสราง
น้ําตาลกลูโคส ซ่ึงเปนผลิตภัณฑแรกมากข้ึนดวย น้ําตาลกลูโคสจะถูกลําเลียงไปยังสวนตางๆ เพ่ือนําไปใชใน
การเจริญเติบโตของเซลลพืชและสวนท่ีเหลือจะถูกลําเลียงไปเก็บไวในสวนสะสมอาหารของพืชเพ่ือเปนแหลง
พลังงานสํารอง โดยการลําเลียงไปในระยะทางไกลๆ ผานโฟลเอ็มมักจะลําเลียงไปในรูปของน้ําตาลซูโครสโดย
อาศัยแรงคาพิลลารีหรือโปรตีนท่ีทําหนาท่ีเคลื่อนยายน้ําตาล (sugar transporter) (Williams และคณะ, 
2000) น้ําตาลซูโครส ซ่ึงเปนสารตั้งตนของการสังเคราะหอินนูลินจะมีมากข้ึนจึงอาจทําใหหัวขนาดเล็กท่ีชํานํา
ภายใตการใหแสงสวางแบบ LD มีการผลิตอินนูลินไดสูงข้ึนดวย 

 
 
   

ตารางท่ี 4.2 ปริมาณอินนูลิน ฟรกุโตโอลโิกแซคคาไรด (นีสโตสและ 1-คีสโตส) ซูโครส กลโูคส และฟรุกโตสในหัวขนาดเล็ก
อายุ 45 วันท่ีชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาว วันสั้น และในท่ีมืด  

ชนิดและปริมาณของนํ้าตาลในสารสกัด 
(mg/g fresh weight)* 

รูปแบบของการใหแสงสวาง 
วันยาว วันสั้น ที่มืด 

อินนูลิน   34.18±1.69a 18.00±2.00b 22.00±2.54b 

นีสโตส - 6.28±1.04a 5.10±1.32a 

1-คีสโตส 5.39±1.66b 8.71±2.12ab 10.29±4.94a 

ซูโครส 8.29±3.91b 36.34±6.47a 13.99±0.72b 

กลูโคส 3.68±1.97b 7.93±0.35a 7.67±1.86a 

ฟรุกโตส 3.61±0.31b 10.08±2.52a 4.68±2.05b 

*คาเฉล่ีย±SD ของ 3 การวิเคราะหในชดุการทดลอง (n=3) 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแถวเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที ่p≤0.05        

 
4.3 ผลของอุณหภูมิท่ีใชในการเก็บรักษาหัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดในหลอดทดลองจากการใหแสงสวางแบบ
ตางๆ ตอการสะสมอินนูลิน 

เนื่องจากท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไมสามารถชักนําใหเกิดหัวขนาดเล็กของแกนตะวันในหลอด
ทดลองได ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีใชในการเก็บรักษาหัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดในหลอดทดลอง
จากการใหแสงสวางแบบตางๆ ตอการสะสมอินนูลินแทน ซ่ึงจากการนํา In vitro tuber อายุ 45 วันท่ีชักนําได
ภายใตการใหแสงสวางแบบตางๆ ไปเก็บรักษาตอบนอาหารเพาะเลี้ยงสูตรเดิม (MST8%) ท่ีอุณหภูมิและการ
ใหแสงสวางแบบเดิมตออีก 15 วันและนําอีกสวนหนึ่งจากทุกแบบของการใหแสงสวางไปเก็บรักษาตอในท่ีมืด
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสตออีก 15 วัน พบวามีการเปลี่ยนแปลงปริมาณของอินนูลินในหัวท่ีชักนําได โดย In 
vitro tuber อายุ 45 วันท่ีชักนําไดภายใตการใหแสงสวางแบบวันยาว (LD) กับในท่ีมืด (D) เม่ือเพาะเลี้ยงตอ
ในสภาวะเดิมอีก 15 วันมีปริมาณอินนูลินเพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) ในขณะท่ีปริมาณอินนูลินใน In 
vitro tuber อายุ 45 วันท่ีชักนําไดภายใตการใหแสงสวางแบบวันสั้น (SD) เม่ือเพาะเลี้ยงตอในสภาวะเดิมอีก 
15 วันจะมีปริมาณอินนูลินไมแตกตางไปจากเดิม และเม่ือนําเอา In vitro tuber อายุ 45 วันท่ีชักนําไดภายใต



18 
 

การใหแสงสวางท้ังสามแบบไปเก็บรักษาตอในท่ีมืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสตออีก 15 วันกลับพบวาปริมาณ
อินนูลินในหัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดภายใตการใหแสงสวางแบบวันยาวลดลงอยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) และมี
ปริมาณนีสโตสและน้ําตาลซูโครส ซ่ึงเปนฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดและน้ําตาลไดแซคคาไรด ตามลําดับ เพ่ิมข้ึน
อยางมีนัยสําคัญ (p≤0.05) ดังผลการทดลองท่ีแสดงไวในตารางท่ี 4.3 มีรายงานวิจัยในพืชชนิดอ่ืนอยางเชน 
burdock roots (Arctium lappa L.) ท่ีแสดงผลในลักษณะเชนนี้กลาวคือ ปริมาณฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด
จะเพ่ิมข้ึนในชวงสามสัปดาหแรกท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 15 และ 20 องศาเซลเซียสจากนั้นจะคอยๆ ลดปริมาณ
ลงมา ในขณะท่ีปริมาณฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดใน burdock roots จะเพ่ิมสูงข้ึนเปนอยางมากเม่ือเก็บรักษาท่ี 
0 องศาเซลเซียสซ่ึงแสดงใหเห็นวา อุณหภูมิท่ีใชในการเก็บรักษามีผลตอปริมาณอินนูลินท่ีสะสมอยูใน 
burdock roots (Ishiguro และคณ ะ, 2010) โดยฟรุก โต โอลิ โกแซคคาไรด ใน พืชอาจทํ าหน า ท่ี อ่ืน
นอกเหนือจากการทําหนาท่ีเปนแหลงอาหารสํารองเพ่ือใหพลังงานกับพืช เปนไปไดท่ีน้ําตาลเหลานี้จะทําหนาท่ี
ชวยปกปองเซลลพืชจากภาวะการขาดน้ําอันเนื่องมาจากความแหงแลงหรืออุณหภูมิท่ีตํ่า (Hendry และ 
Wallace, 1993) และยังทําหนาท่ีรักษาระดับแรงดันออสโมติกในเซลลพืชดวย (Hincha และคณะ, 2000) ผล
จากการทดลองนี้ชี้ใหเห็นวา หากตองการใหหัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดในหลอดทดลองมีการผลิตอินนูลินสูงควร
ชักนําภายใตการใหแสงแบบวันยาวและไมควรนําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ําเพราะจะทําใหเกิดการยอยของ
อินนูลิน ซ่ึงเปนฟรุกแทน (fructan) สายโซยาวไปเปนฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด ซ่ึงเปนฟรุกแทนสายโซท่ีสั้นลง
มา  แตหากตองการฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดในปริมาณสูงข้ึนควรชักนําหัวขนาดเล็กภายใตการใหแสงแบบวัน
สั้นหรือในท่ีมืด และการเก็บท่ีอุณหภูมิต่ําก็จะไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงปริมาณอินนูลินและฟรุกโตโอลิโก
แซคคาไรดอยางมีนัยสําคัญ 
 
 

 



22 
 

ตารางท่ี 4.3 ปริมาณอินนูลิน ฟรกุโตโอลโิกแซคคาไรด (นีสโตสและ 1-คีสโตส) ซูโครส กลโูคส และฟรุกโตสในหัวขนาดเล็กอายุ 45 วันท่ีชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาว วันสั้น และ
ในท่ีมืด และในสภาวะการเก็บรักษาแบบตางๆ 

 

ชนิดและปริมาณของ
นํ้าตาลในสารสกัด  

(mg/g fresh weight)* 

สภาวะที่ใชใน
การชักนํา 

สภาวะในการเก็บรักษา สภาวะที่ใชใน
การชักนํา 

สภาวะในการเก็บรักษา สภาวะที่ใชใน
การชักนํา 

สภาวะในการเก็บรักษา 

LD ที่ 25±2
องศาเซลเซียส 
นาน 45 วัน 

LD ที่ 25±2
องศาเซลเซียส 
นาน 15 วัน 

D ที ่4±2 
องศาเซลเซียส 
นาน 15 วัน 

SD ที่ 25±2
องศาเซลเซียส 
นาน 45 วัน 

SD ที่ 25±2
องศาเซลเซียส 
นาน 15 วัน 

D ที ่4±2 
องศาเซลเซียส 
นาน 15 วัน 

D ที ่25±2
องศาเซลเซียส 
นาน 45 วัน 

SD ที่ 25±2
องศาเซลเซียส 
นาน 15 วัน 

D ที ่4±2 
องศาเซลเซียส 
 นาน 15 วัน 

อินนูลิน   34.18±1.69b 57.16±12.99a 12.58±2.51d 18.00±2.00d 15.11±0.58d 15.58±8.11d 22.00±2.54cd 35.52±6.18b 31.05±7.54bc 

นีสโตส - - 3.74±0.24b 6.28±1.04a 6.11±1.31a 4.67±1.09b 5.10±1.32ab - - 

1-คีสโตส 5.39±1.66b 7.37±1.63ab 7.02±1.40ab 8.71±2.12ab 9.30±1.81ab 7.43±1.11ab 10.29±4.94a 6.27±2.70ab 7.30±1.83ab 

ซูโครส 8.29±3.91c 9.93±2.81c 25.32±2.75b 36.34±6.47a 32.10±9.14ab 37.80±7.54a 13.99±0.72c 8.18±1.51c 10.73±8.89c 

กลูโคส 3.68±1.97b 6.30±0.44ab 6.84±0.25a 7.93±0.35a 8.64±1.25a 6.43±1.31ab 7.67±1.86a 3.98±0.72 7.63±2.49a 

ฟรุกโตส 3.61±0.31c 6.44±0.22bc 9.41±3.85b 10.08±2.52b 7.59±0.36bc 9.86±1.31b 4.68±2.05c 5.67±0.63b 15.36±3.87a 

LD SD และ D คือ การใหแสงสวางแบบวันยาว แบบวันส้ัน และในที่มืด ตามลําดับ *คาเฉล่ีย±SD ของ 3 การวิเคราะหในชุดการทดลอง (n=3) 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแถวเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที ่p≤0.05        
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4.4 ผลของความเขมขนของน้ําตาลซูโครสตอการสะสมอินนูลินของหัวขนาดเล็กท่ีชักนําได 

จากการชักนําหัวขนาดเล็กของแกนตะวันท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียสภายใตการใหแสงสวาง
แบบ LD บนอาหารสูตรชักนําให เกิดเปนหัวขนาดเล็ก (MS basal salts+ MS vitamins ท่ี มีการเติม 
benzyladenine(BA) 5.0 mg/L, chlorochlorine chloride (CCC) 500 mg/L, Thiamine HCl 0.4 mg/L, 
activated charcoal 1%, วุน 7.5 g/L, pH 5.6) (ดัดแปลงจากวิธีการของชาย, 2555) ท่ีมีการแปรผันปริมาณ
น้ําตาลซูโครสเปน 6% (MST6%) 8% (MST8%) และ 12% (MST12%) เปนระยะเวลา 45 วัน พบวาทุก
ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสท่ีใชในการทดลองสามารถชักนําใหเกิดหัวขนาดเล็กไดหมดดังแสดงในภาพท่ี 
4.3 และตารางท่ี 4.4 

ภาพท่ี 4.3 หัวขนาดเล็กของแกนตะวันท่ีชักนําไดบนอาหารสูตร MST6% MST 8% และ MST 12%  
ตารางท่ี 4.4 จํานวนช้ินพืชท่ีพัฒนาไปเปนหัว % ช้ินพืชท่ีพัฒนาเปนหัว จํานวนหัว ความยาว และนํ้าหนักหัวท่ีชักนําไดบน

อาหารสูตร MST 6%, 8% และ 12% หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน 

สูตรอาหาร 
จํานวนช้ินพืชท่ีพัฒนา

เปนหัว (ช้ิน)* 
จํานวนหัวท่ี

ชักนําได (หัว)* 
ความยาวหัวท่ีชัก
นําได (ซม./หัว)* 

นํ้าหนักหัวท่ีชักนําได 
(กรัม/หัว)* 

นํ้าหนักหัวสุทธิ
(กรัม)* 

MST 6% 3.00 ± 1.00b 6.00 ± 2.65b 0.447 ± 0.14b 0.0527 ± 0.05ab 0.2638 ± 0.15b 

MST 8% 8.67 ± 1.15a 14.3 ± 2.00a 0.677 ± 0.11a 0.1055 ± 0.03a 0.9308 ± 0.36a 

MST 12% 4.33 ± 0.58b 6.00 ± 2.65b 0.400 ± 0.00b 0.0415 ± 0.01b 0.2579 ± 0.15b 

  *  หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) n = 3 ทําการทดลอง 3 ชุดๆ ละ 10 ช้ินพืช 
 ตัวอักษรท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคญั (p ≤ 0.05) 

 จากตารางท่ี 4.4 เม่ือพิจารณาท่ีจํานวนหัวท่ีชักนําได พบวา มีความแตกตางทางสถิติท่ีระดับความ
เชื่อม่ัน 95% (p ≤ 0.05) โดยความเขมขนของน้ําตาลซูโครสมีผลตอจํานวนหัวท่ีชักนําไดอยางมีนัยสําคัญ   

สูตรอาหาร 
ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 

15 วัน 30 วัน 45 วัน 
MST 6% 

   
MST 8% 

   
MST12% 
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(p≤ 0.05) โดยท่ีความเขมขนของน้ําตาลซูโครส 8% ใหผลดีท่ีสุด ซูโครสนอกจากจะเปนเหมือนแหลงพลังงาน
แกพืชในหลอดทดลองแลว ยังมีรายงานวา ความเขมขนของน้ําตาลท่ีสูงสามารถกอใหเกิดอวัยวะพิเศษ (extra 
organ) ไดในพืชแตละชนิด และจากภาพท่ี 4.5 จะเห็นไดวา การใชน้ําตาลซูโครสท่ี 6% ไมเพียงพอตอการ
นําไปใชในการกอใหเกิดอวัยวะพิเศษ สวนการใชน้ําตาลซูโครสท่ี 12% แมจะชักนําไหเกิดหัวขนาดเล็กไดดีใน
ระยะแรกของการเพาะเลี้ยงแตเม่ือชักนําไปในระยะเวลาท่ีนานข้ึนกลับพบวาหัวท่ีชักนําไดมีการงอกเปนตน
ใหมเกิดข้ึนและมีรากงอกออกมาเปนจํานวนมาก ดังนั้น หากตองการผลิตอินนูลินจากหัวท่ีชักนําไดในหลอด
ทดลองควรใชสูตรอาหารท่ีมีการเติมน้ําตาลซูโครสท่ี 8%   
 

 
 

ภาพท่ี 4.5 ลักษณะการพัฒนาของช้ินพืชในการชักนําใหเกิดหัวแกนตะวันขนาดเล็กในหลอดทดลอง บนสูตรอาหาร MST 
12% (แถวบน) MST 8% (แถวกลาง) และ MST 6% (แถวลาง) ในสภาวะท่ีมีการใหแสงสวาง 16 ช่ัวโมงสลับกับชวงมืด 8 
ช่ัวโมง เปนระยะเวลา 45 วัน 

 

 เม่ือพิจารณาการสะสมของอินนูลินในตารางท่ี 4.5 พบวา หัวท่ีชักนําไดบนสูตรอาหารท่ีมีความเขมขน
ของน้ําตาลซูโครส 8% ใหผลดีท่ีสุด และแมวาปริมาณการสะสมอินนูลินจะต่ํากวาท่ีพบในหัวท่ีปลูกในแปลง 
แตไมพบวามีคาความแตกตางทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% และเม่ือเปรียบเทียบระยะเวลาการ
เพาะเลี้ยงแลวจะเห็นวาใชเวลาท่ีสั้นกวามาก ดังนั้น การชักนําหัวขนาดเล็กในทดลองโดยใชน้ําตาลซูโครส 8% 
จึงเปนอีกชองทางหนึ่งในการผลิตอินนูลินได 
 

ตารางท่ี 4.5 ปริมาณอินนูลิน ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด (นีสโตสและ 1-คีสโตส) ซูโครส กลูโคส และฟรุกโตสในหัวขนาดเล็ก

อายุ 45 วันท่ีชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาวบนอาหารสูตร MST 6%, 8% และ 12% หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 

45 วัน 

แหลงของหัว
แกนตะวัน 

ชนิดของนํ้าตาลในสารสกัด*  (mg/g fresh weight) 
อินนูลิน นีสโตส 1-คีสโตส ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส 



25 
 

ปลูกในแปลง 132.29± 23.85a 1.18 ±0.07ab 1.761±0.06bc 2.15±0.04b 5.94±0.24a 6.69±0.14b 
MST 6% 20.54±1.05c 3.28±1.84ab 0.70±0.01c 10.31±0.75a 0 3.42±1.03c 
MST 8% 92.76± 19.38ab 0 3.10±0.34b 3.29±0.51b 0 3.28±0.48c 
MST 12% 73.53±2.58b 3.84±1.69a 5.71±1.26a 10.80±3.40a 5.42±1.32a 14.39±0.88a 

* หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) n = 2 ทําการทดลอง 2 ชุด  
ตัวอักษรท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคญั (p ≤ 0.05) 

 
4.5 การวิเคราะหการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหอินนูลินใน In vitro microtuber 
 งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะหอินนูลินคือ ยีน 1-sst 
และ 1-fft ในหัวแกนตะวันขนาดเล็กท่ีไดจากการชักนําในหลอดทดลองดวยเทคนิค Northern blot 
hybridization ซ่ึงสามารถบงบอกการแสดงออกของยีนในเซลลหรือเนื้อเยื่อในสภาวะตางๆได โดยเริ่มจากการ
นําอารเอ็นเอของหัวขนาดเล็กของแกนตะวัน ท่ีสกัดไดมาแยกขนาดบน formaldehyde gel และใช
ribosomal RNA subunit ท่ีปรากฏบนแผนเจล คือ large ribosomal subunit (28s) ท่ีมีขนาดประมาณ 5 
kb และ small ribosomal subunit (18s) ท่ี มีขนาดประมาณ 2 kb เปนตัวเทียบขนาดอารเอ็นเอและ
ปริมาณของอารเอ็นเอเริ่มตนท่ีใชในการทดลอง ไดผลดังภาพท่ี 4.6 

ซ่ึงจากภาพท่ี 4.5 พบวา ปรากฏแถบอารเอ็นเอข้ึนในทุก lane ในลักษณะเปนปน (smear) และพบ 
ribosomal RNA subunit ข้ึนชัดเจน  
 

 
 

ภาพท่ี 4.5 formaldehyde gel ของอารเอ็นเอท่ีสกัดไดจากหัวขนาดเล็กของแกนตะวันท่ีชักนําได แคลลัส ไหลและ

หัวแกนตะวันท่ีปลูกในธรรมชาติ 

โดยท่ี Lane 1-3  : หัวแกนตะวันท่ีชักนําไดบนอาหาร MST6% MST8% และ MST12% 
            Lane 4 :  แคลลัส     Lane 5: ไหล Lane 6 : หัวแกนตะวันท่ีปลูกในธรรมชาต ิ

ผ ล จ ากก าร ทํ า  hybridization กั บ ยี น ติ ด ต าม ท่ี ติ ด ฉล าก ด ว ย  Digoxigenin (Dig) ซ่ึ ง เป น 
nonradioactive probe และตรวจติดตามสัญญาณบนแผนไนลอนไดผลดังภาพท่ี 4.6 
 

 

28S rRNA (5 kb) 

18S rRNA (2 kb) 

1     2     3    4    5    6   

     1    2    3    4    5    6     1    2    3    4    5   6    
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ภาพท่ี 4.6 Northern blot hybridization ของยีน 1-sst (ซาย) และยีน 1-fft (ขวา) ของหัวแกน
ตะวันขนาดเล็กท่ีชักนําได แคลลัส ไหล และหัวแกนตะวันท่ีปลูกในธรรมชาติ 

โดยท่ี  Lane 1-3     : หัวแกนตะวันท่ีไดจากการทดลอง 
             Lane 4     :  แคลลัส 
                  Lane 5     : ไหล 

           Lane 6     : หัวแกนตะวันท่ีปลูกในธรรมชาติ 
 
จากภาพท่ี 4.6 พบวา ไมปรากฏแถบใดๆข้ึนบนแผนไนลอนหลังจากการทํา hybridize ซ่ึงเปนไปไดวา

ไมมีการแสดงออกของยีนท่ีสนใจคือ ยีน 1-sst และ1-fft ท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะหอินนูลินหรืออาจจะมี
การแสดงออกของยีนแตอยู ในระดับ ท่ีต่ํ ามากจนไมสามารถตรวจวัดไดดวยเทคนิค Northern blot 
hybridization เนื่องจากเทคนิคนี้มีขอจํากัดคือ ตัวอยางท่ีนํามาตรวจสอบตองปริมาณอารเอ็นเอและมี
ตองการแสดงออกของยีนท่ีสนใจท่ีมากพอ ซ่ึงหากใชเทคนิคอ่ืนมาชวยในการตรวจวิเคราะหเชน RT- PCR อาจ
ชวยในการวิเคราะห ยีน 1-sst และ1-fft ท่ีมีระดับการแสดงออกท่ีต่ําได   

 
 
 
 
 
 

บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
จากการทดลองสามารถสรุปไดวา  
5.1 การชักนําใหไดหัวขนาดเล็กของแกนตะวันในหลอดทดลองท่ีมีการสะสมของอินนูลินปริมาณสูงทํา

ไดโดยการตัดบริเวณขอของตนแกนตะวันปลอดเชื้ออายุประมาณ 1 เดือนใหเหลือบริเวณสวนบนขอประมาณ 
0.5 เซนติเมตรและบริเวณดานลางขอประมาณ 1.5 เซนติเมตรมาเลี้ยงบนอาหารชักนําใหเกิดเปนหัวขนาดเล็ก 
(MST8%; MS basal salts+ MS vitamins ท่ีมีการเติม benzyladenine(BA) 5.0 mg/L, chlorochlorine 
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chloride (CCC) 500 mg/L, Thiamine HCl 0.4 mg/L, activated charcoal 1%, น้ําตาล 80 g/L, วุน 7.5 
g/L, pH 5.6) นาน 45 วัน โดยควบคุมสภาวะท่ีใชในการเพาะเลี้ยงใหมีอุณหภูมิเทากับ 25±2 องศาเซลเซียส
และมีการใหแสงสวางแบบวันยาว (long day) จากหลอดฟลูออเรสเซนต 16 ชั่วโมงตอวัน  

5.2 เพ่ือรักษาปริมาณอินนูลินท่ีสะสมในหัวขนาดเล็กท่ีชักนําไดในหลอดทดลองไมควรเก็บในท่ีมืดและ
อุณภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

5.3 หัวขนาดเล็กแกนตะวันท่ีชักนําไดบนอาหารสูตร MST8% ท่ีมีน้ําตาลซูโครส 80 g/L ชักนําใหได
จํานวนหัวและปริมาณผลผลิตดีท่ีสุดและสามารถผลิตอินนูลินไดสูงท่ีสุดและมีปริมาณความเขมขนของอินนูลิน
ท่ีผลิตไดไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับหัวท่ีปลูกในแปลงปลูกธรรมชาติ 

5.4 ไมพบการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะหอินนูลินในหัวท่ีชักนําไดในหลอดทดลอง 
แคลลัส ไหล และหัวแกนตะวันท่ีปลูกในธรรมชาติเม่ือวิเคราะหดวยเทคนิค Northern bloting  
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและการเตรียมสารเคมี 

ตารางท่ี ก.1 สูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช Murashige และ Skoog 1962 (MS) 

สารเคมี 
ปริมาณท่ีใช

ตามสูตร   
(มก./ล.) 

เตรียมสารละลาย 
เขมขน 

(กรัม/ล.) 

ปริมาตรท่ีใช
ตออาหาร  

1 ลิตร 
1. ธาตุอาหารหลัก (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 

 
0.5 

 
0.5 

1 มล. 
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Thiamine-HCl 
Pyridoxine-HCl 
Glycine 
myo-inosital (เติมแยก) 

0.1 
0.5 
2.0 
100 

0.1 
0.5 
2.0 
0.1 

 
 
 
 
การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 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. 

- ชั่ง NH4 NO3   82.5  กรัม 
- ชั่ง KNO3   95  กรัม 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 500 มล. 

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

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 500 มล. 
 MS Macronutrient Stock III : MgSO4.7H2O และ KH2PO4 เขมขน 100 เทา ปริมาตร 500 มล. 
 - ชั่ง MgSO4.7H2O  18.5  กรัม 
 - ชั่ง KH2PO4   8.5  กรัม 

ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 500 มล. 
2. การเตรียมสารละลายเขมขนของธาตุอาหารรอง  
 MS Micronutrient Stock : เขมขน 1000 เทา ปริมาตร 500 มล. 
 - ชั่ง MnSO4.4H2O  11.15   กรัม 
 - ชั่ง ZnSO4.5H2O  4.3    กรัม 
 - ชั่ง H3BO3   3.1    กรัม 
 - ชั่ง KI    0.415    กรัม 
 - ชั่ง Na2MoO4.2H2O  0.125    กรัม 
 - ชั่ง CuSO4.5H2O  0.0125    กรัม 
 - ชั่ง CoCl2.H2O   0.0125    กรัม 

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

- ชั่ง FeSO4.7H2O 1.4 กรัม 
- ชั่ง Na2EDTA.2H2O  1.865  กรัม 
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 500 มล. เก็บสารละลายในขวดสีชา 

3. การเตรียมสารละลายเขมขนของวิตามิน  
 MS Vitamin Stock : เขมขน 1000 เทา ปริมาตร 500 มล. 
 - ชั่ง Nicotinic acid 0.25  กรัม 
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 - ชั่ง Thiamine-HCl 0.25 กรัม 
 - ชั่ง Pyridoxine-HCl 0.05 กรัม 
 - ชั่ง Glycine  1.0 กรัม 
หมายเหตุ : สําหรับ myo-inosital น้ําตาลซูโครส และวุน ใหชั่งใหม ไมตองเตรียมเปน stock solution 
4. การเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต  
 - การเตรียม stock solution ของสารควบคุมการเจริญเติบโตออกซินโดยคิดจากเนื้อสาร 
 ตัวอยาง การเตรียม Stock solution IAA เขมขน 1 มก./มล. ปริมาตร 50 มล. ทําโดยชั่ง IAA 50 มก. 
ละลายดวยเอทานอล 95 เปอรเซ็นต 2.5 มล. หรือ KOH หรือ NaOH เขมขน 1 M 2.5 มล. คนใหละลาย ให
ความรอนเล็กนอย จากนั้นคอยๆ เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตร 50 มล. ปรับใหได pH 5.0 
 - การเตรียม stock solution ของสารควบคุมการเจริญเติบโตไซโตไคนิน โดยคิดจากเนื้อสาร 
 ตัวอยาง Stock solution Benzyladenine (BA) เขมขน 1 มก./มล. ปริมาตร 50 มล. ทําโดยชั่ง BA 
50 มก. ละลายดวยเอทานอล 95 เปอรเซ็นต 5 มล. คนใหละลาย ใหความรอนเล็กนอย จากนั้นคอยๆ เติมน้ํา
กลั่นจนไดปริมาตร 50 มล. ปรับใหได pH 5.0 
5. การเตรียม เตรียม 0.007 M potassium phosphate buffer pH 7 200 ml 

ชั่ง KH2PO4    0.0952 g 
ชั่ง K2HPO4    0.1219 g 
ละลายน้ํากลั่น 100 ml ปรับ pH ดวย NaOH จน pH 7  ปรับปริมาตรใหได 200 ml  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข  
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กราฟมาตรฐาน 

 
กราฟท่ี ข.1 กราฟมาตรฐาน Fructose (HPLC) retention time ประมาณ 20.219 นาที 

 

 
กราฟท่ี ข.2   กราฟมาตรฐาน Glucose (HPLC) retention time ประมาณ 18.147 นาที 
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กราฟท่ี ข.3 กราฟมาตรฐาน Sucrose (HPLC) retention time ประมาณ 15.014 นาที 

 

 
กราฟท่ี ข.4 กราฟมาตรฐาน 1-kestose (HPLC) retention time ประมาณ 13.460 นาที 
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กราฟท่ี ข.5 กราฟมาตรฐาน Nystose (HPLC) retention time ประมาณ 12.653 นาที 

 

 
กราฟท่ี ข.6 กราฟมาตรฐาน Inulin (HPLC) retention time ประมาณ 11.662 นาที 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
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ตารางท่ี ค.1 ขอมูลปรมิาณอินนูลนิ ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด (นีสโตสและ 1-คีสโตส) ซูโครส กลโูคส และฟรุกโตสในหัวขนาด
เล็กอายุ 45 วันท่ีชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาว วันสัน้ และในท่ีมืด  

ชนิดและปริมาณของน้ําตาลในสาร
สกัด (mg/g fresh weight)* 

รูปแบบของการใหแสงสวาง 
วันยาว วันสั้น ท่ีมืด 

อินนูลิน   

33.48 18.34 20.84 
32.55 15.40 24.92 
36.50 20.27 20.24 

34.18±1.69a 18.00±2.00b 22.00±2.54b 

นีสโตส 

0.00 7.22 4.01 
0.00 5.15 6.57 
0.00 6.45 4.72 

- 6.28±1.04a 5.10±1.32a 

1-คีสโตส 

5.21 9.37 6.37 
3.82 10.42 15.84 
7.13 6.33 8.65 

5.39±1.66b 8.71±2.12ab 10.29±4.94a 

ซูโครส 

4.56 6.82 22.73 
12.35 10.71 28.21 
7.98 12.27 25.01 

8.29±3.91b 36.34±6.47a 13.99±0.72b 

กลูโคส 

5.95 6.46 6.83 
2.50 5.81 6.59 
2.58 6.63 7.08 

3.68±1.97b 7.93±0.35a 7.67±1.86a 

ฟรุกโตส 

3.54 6.63 5.45 
3.94 6.48 9.66 
3.34 6.21 13.14 

3.61±0.31b 10.08±2.52a 4.68±2.05b 
*คาเฉล่ีย±SD ของ 3 การวิเคราะหในชดุการทดลอง (n=3) 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแถวเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที ่p≤0.05       
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ตารางท่ี ค.2 ขอมูลปรมิาณอินนูลนิ ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด (นีสโตสและ 1-คีสโตส) ซูโครส กลโูคส และฟรุกโตสในหัวขนาดเล็กอายุ 45 วันท่ีชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาว วันสั้น 
และในท่ีมืด และในสภาวะการเก็บรักษาแบบตางๆ 

ชนิดและปริมาณของ
นํ้าตาลในสารสกัด  

(mg/g fresh weight)* 

สภาวะที่ใชใน
การชักนํา 

สภาวะในการเก็บรักษา สภาวะที่ใชใน
การชักนํา 

สภาวะในการเก็บรักษา สภาวะที่ใชใน
การชักนํา 

สภาวะในการเก็บรักษา 

LD ที่ 25±2°C 
นาน 45 วัน 

LD ที่ 25±2°C 
นาน 15 วัน 

D ที ่4±2°C นาน 
15 วัน 

SD ที่ 25±2°C 
นาน 45 วัน 

SD ที่ 25±2°C 
นาน 15 วัน 

D ที ่4±2°C นาน 
15 วัน 

D ที ่25±2°C 
นาน 45 วัน 

SD ที่ 25±2°C 
นาน 15 วัน 

D ที ่4±2°C นาน 
15 วัน 

อินนูลิน   

33.48 63.47 10.03 18.34 15.76 10.13 20.84 36.80 22.38 
32.55 65.80 12.65 15.40 14.89 11.71 24.92 28.80 34.69 
36.50 42.22 15.05 20.27 14.67 24.9 20.24 40.95 36.07 

34.18±1.69b 57.16±12.99a 12.58±2.51d 18.00±2.00d 15.11±0.58d 15.58±8.11d 22.00±2.54cd 35.52±6.18b 31.05±7.54bc 

นีสโตส 

0.00 0.00 3.95 7.22 6.64 3.72 4.01 0.00 0.00 
0.00 0.00 3.79 5.15 7.08 4.42 6.57 0.00 0.00 
0.00 0.00 3.48 6.45 4.62 5.86 4.72 0.00 0.00 

- - 3.74±0.24b 6.28±1.04a 6.11±1.31a 4.67±1.09b 5.10±1.32ab - - 

1-คีสโตส 

5.21 8.18 7.48 9.37 8.73 6.22 6.37 6.84 8.87 
3.82 8.43 8.12 10.42 11.33 7.70 15.84 3.34 5.29 
7.13 5.50 5.45 6.33 7.85 8.39 8.65 8.64 7.73 

5.39±1.66b 7.37±1.63ab 7.02±1.40ab 8.71±2.12ab 9.30±1.81ab 7.43±1.11ab 10.29±4.94a 6.27±2.70ab 7.30±1.83ab 

ซูโครส 

4.56 6.82 22.73 30.00 32.33 36.37 14.81 9.90 5.86 
12.35 10.71 28.21 42.93 41.12 31.08 13.63 7.56 20.98 
7.98 12.27 25.01 36.09 22.85 45.96 13.51 7.08 5.34 

8.29±3.91c 9.93±2.81c 25.32±2.75b 36.34±6.47a 32.10±9.14ab 37.80±7.54a 13.99±0.72c 8.18±1.51c 10.73±8.89c 

กลูโคส 

5.95 6.46 6.83 7.84 9.12 7.95 9.76 4.06 5.24 
2.50 5.81 6.59 7.63 9.59 5.66 6.23 4.66 7.44 
2.58 6.63 7.08 8.31 7.23 5.70 7.03 3.23 10.22 

3.68±1.97b 6.30±0.44ab 6.84±0.25a 7.93±0.35a 8.64±1.25a 6.43±1.31ab 7.67±1.86a 3.98±0.72 7.63±2.49a 

ตารางท่ี ค.2 (ตอ) 
 

ชนิดและปริมาณของ
นํ้าตาลในสารสกัด  

สภาวะที่ใชใน
การชักนํา 

สภาวะในการเก็บรักษา สภาวะที่ใชใน
การชักนํา 

สภาวะในการเก็บรักษา สภาวะที่ใชใน
การชักนํา 

สภาวะในการเก็บรักษา 
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(mg/g fresh weight)* LD ที่ 25±2°C 
นาน 45 วัน 

LD ที่ 25±2°C 
นาน 15 วัน 

D ที ่4±2°C นาน 
15 วัน 

SD ที่ 25±2°C 
นาน 45 วัน 

SD ที่ 25±2°C 
นาน 15 วัน 

D ที ่4±2°C นาน 
15 วัน 

D ที ่25±2°C 
นาน 45 วัน 

SD ที่ 25±2°C 
นาน 15 วัน 

D ที ่4±2°C นาน 
15 วัน 

ฟรุกโตส 

3.54 6.63 5.45 7.26 8.00 11.21 7.03 5.17 11.29 
3.94 6.48 9.66 12.11 7.45 9.76 3.33 7.66 18.99 
3.34 6.21 13.14 10.88 7.32 8.60 3.67 5.47 15.80 

3.61±0.31c 6.44±0.22bc 9.41±3.85b 10.08±2.52b 7.59±0.36bc 9.86±1.31b 4.68±2.05c 5.67±0.63b 15.36±3.87a 

LD SD และ D คือ การใหแสงสวางแบบวันยาว แบบวันส้ัน และในที่มืด ตามลําดับ *คาเฉล่ีย±SD ของ 3 การวิเคราะหในชุดการทดลอง (n=3) 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแถวเดียวกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที ่p≤0.05        
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ตารางท่ี ค.3 ขอมูลจํานวนช้ินพืชท่ีพัฒนาไปเปนหัว % ช้ินพืชท่ีพัฒนาเปนหัว จํานวนหัว ความยาว และนํ้าหนักหัวท่ีชักนําได

บนอาหารสูตร MST 6%, 8% และ 12% หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน 

 

สูตรอาหาร 
จํานวนช้ินพืชท่ีพัฒนา

เปนหัว (ช้ิน)* 
จํานวนหัวท่ี

ชักนําได (หัว)* 
ความยาวหัวท่ีชัก
นําได (ซม./หัว)* 

นํ้าหนักหัวท่ีชักนําได 
(กรัม/หัว)* 

นํ้าหนักหัวสุทธิ
(กรัม)* 

MST 6% 

4 9 0.322 0.0265 0.2385 

3 5 0.420 0.0261 0.1305 

2 4 0.600 0.1056 0.4224 

3.00 ± 1.00b 6.00 ± 2.65b 0.447 ± 0.14b 0.0527 ± 0.05ab 0.2638 ± 0.15b 

MST 8% 

8 17 0.588 0.0749 0.5992 

8 14 0.793 0.1109 0.8872 

10 12 0.650 0.1306 1.3060 

8.67 ± 1.15a 14.3 ± 2.00a 0.677 ± 0.11a 0.1055 ± 0.03a 0.9308 ± 0.36a 

MST 12% 

5 9 0.400 0.0475 0.4275 

4 5 0.400 0.0379 0.1895 

4 4 0.400 0.0392 0.1568 

4.33 ± 0.58b 6.00 ± 2.65b 0.400 ± 0.00b 0.0415 ± 0.01b 0.2579 ± 0.15b 

  *  หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) n = 3 ทําการทดลอง 3 ชุดๆ ละ 10 ช้ินพืช 
 ตัวอักษรท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคญั (p ≤ 0.05) 
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ตารางท่ี ค.4 ขอมูลปริมาณอินนูลิน ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด (นีสโตสและ 1-คีสโตส) ซูโครส กลูโคส และฟรุกโตสในหัวขนาด

เล็กชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาวบนอาหารสูตร MST 6%, 8% และ 12% หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน 

แหลงของหัว
แกนตะวัน 

ชนิดของนํ้าตาลในสารสกัด* (mg/g fresh weight) 
อินนูลิน นีสโตส 1-คีสโตส ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส 

ปลูกในแปลง 149.161 1.227 1.803 2.174 6.112 6.595 
115.42 1.126 1.718 2.120 5.767 6.792 
132.29± 
23.85a 

1.18 
±0.07ab 

1.761±0.06bc 2.15±0.04b 5.94±0.24a 6.69±0.14b 

ชักนําบน
อาหารสตูร 
MST 6% 

21.278 0 0.705 10.837 0 4.147 
19.793 0 0.692 9.781 0 2.692 
20.54± 
1.05c 0 

0.70±0.01c 10.31±0.75a 
0 

3.42±1.03c 

ชักนําบน
อาหารสตูร 
MST 8% 

79.053 4.585 3.341 2.932 0 2.939 
106.459 1.983 2.855 3.652 0 3.612 
92.76± 
19.38ab 

3.28±1.84ab 
3.10±0.34b 3.29±0.51b 

0 
3.28±0.48c 

ชักนําบน
อาหารสตูร 
MST 12% 

71.711 2.640 6.604 13.2 6.353 15.016 
75.356 5.063 4.816 8.391 4.487 13.768 

73.53±2.58b 3.84±1.69a 5.71±1.26a 10.80±3.40a 5.42±1.32a 14.39±0.88a 
*  หมายถึง คาเฉลี่ย ± คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) n = 2 ทําการทดลอง 2 ชุด 
 ตัวอักษรท่ีตางกันในคอลัมนเดียวกัน หมายถึง มีความแตกตางอยางมีนัยสําคญั (p ≤ 0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติของปริมาณอินนูลินในหัวขนาดเล็กท่ีชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาวบนอาหาร

สูตร MST 6%, 8% และ 12% หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน และหัวท่ีปลูกในธรรมชาติ 
 
 ONE WAY NANOVA 
 
AMOUNT  
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Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 12949.843 3 4316.614 18.130 .009 
Within Groups 952.349 4 238.087     
Total 13902.191 7       

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 AMOUNT 
Duncan  

MATERIAL N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 
1 2 20.5355     
3 2   73.5335   
2 2   92.7560 92.7560 
0 2     132.2930 
Sig.   1.000 .281 .062 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 

 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติของปริมาณนีสโตสในหัวขนาดเล็กท่ีชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาวบนอาหาร

สูตร MST 6%, 8% และ 12% หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน และหัวท่ีปลูกในธรรมชาติ 
 
 ONE WAY NANOVA 
 
AMOUNT  

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 19.366 3 6.455 4.124 .102 
Within Groups 6.261 4 1.565     
Total 25.626 7       

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 AMOUNT 
Duncan  

MATERIAL N 

Subset for alpha = .05 

1 2 
1 2 .0000   
0 2 1.1765 1.1765 
2 2 3.2840 3.2840 
3 2   3.8380 
Sig.   .062 .105 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติของปริมาณคีสโตสในหัวขนาดเล็กท่ีชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาวบนอาหาร

สูตร MST 6%, 8% และ 12% หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน และหัวท่ีปลูกในธรรมชาติ 
 ONE WAY NANOVA 
AMOUNT  

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 28.105 3 9.368 21.784 .006 
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Within Groups 1.720 4 .430     
Total 29.826 7       

 

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 AMOUNT 
 
Duncan  

MATERIAL N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 
1 2 .6985     
0 2 1.7605 1.7605   
2 2   3.0980   
3 2     5.7100 
Sig.   .181 .111 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 

 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติของปริมาณซูโครสในหัวขนาดเล็กท่ีชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาวบนอาหาร

สูตร MST 6%, 8% และ 12% หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน และหัวท่ีปลูกในธรรมชาติ 
 
 ONE WAY NANOVA 
 
AMOUNT  

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 124.252 3 41.417 13.380 .015 
Within Groups 12.381 4 3.095     
Total 136.633 7       

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 AMOUNT 
Duncan  

MATERIAL N 

Subset for alpha = .05 

1 2 
0 2 2.1470   
2 2 3.2920   
1 2   10.3090 
3 2   10.7955 
Sig.   .551 .796 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติของปริมาณกลูโคสในหัวขนาดเล็กท่ีชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาวบนอาหาร

สูตร MST 6%, 8% และ 12% หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน และหัวท่ีปลูกในธรรมชาติ 
 
 ONE WAY NANOVA 
AMOUNT  

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 64.789 3 21.596 47.979 .001 
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Within Groups 1.800 4 .450     
Total 66.589 7       

 

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 AMOUNT 
Duncan  

MATERIAL N 

Subset for alpha = .05 

1 2 
1 2 .0000   
2 2 .0000   
3 2   5.4200 
0 2   5.9395 
Sig.   1.000 .482 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000. 
 
 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติของปริมาณฟรุกโตสนหัวขนาดเล็กท่ีชักนําภายใตสภาวะท่ีมีการใหแสงแบบวันยาวบนอาหาร

สูตร MST 6%, 8% และ 12% หลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 45 วัน และหัวท่ีปลูกในธรรมชาติ 
 
 ONE WAY NANOVA 
AMOUNT  

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 162.831 3 54.277 104.222 .000 
Within Groups 2.083 4 .521     
Total 164.914 7       

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 AMOUNT 
Duncan  

MATERIAL N 

Subset for alpha = .05 

1 2 3 
2 2 3.2755     
1 2 3.4195     
0 2   6.6935   
3 2     14.3920 
Sig.   .852 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 2.000.  
ประวัติผูวิจัย 
1. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย) นางสาวบษุราภรณ   งามปญญา 
  ชื่อ - นามสกุล (ภาษาอังกฤษ) Miss Budsaraporn  Ngampanya 
2. เลขหมายบัตรประจาํตัวประชาชน 3349900271604 
3. ตําแหนงปจจุบนั อาจารย 

เงินเดือน 39,350 บาท   เวลาที่ใชทําวิจยั  20 ชั่วโมง-สัปดาห 
4. ตําแหนงทางวิชาการปจจุบนั.ผูชวยศาสตราจารย... 
       ขาราชการ    พนักงาน 
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5. หนวยงานและสถานที่อยูที่ติดตอไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท โทรสาร และไปรษณียอิเล็กทรอนิกส (e-mail) 
(กรุณากรอกหมายเลขโทรศัพทมือถือ และ e-mail เพื่อสะดวกในการติดตอ และเพื่อกรอกในระบบ NRMS) 

    ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ    คณะวิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยีอุตสาหกรรม   ม.ศิลปากร 
    โทรศัพท 034-219360        มือถือ 089- 1627114 
    โทรสาร 034- 219360        E-mail   budsara171@yahoo.com 
6. ประวัติการศึกษา : ระดับการศึกษา สถาบัน และปที่จบ 

ปริญญาตรีสาขาเกษตรศาสตร (เกรียตินิยมอันดับ 1) สถาบนั มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
    ปที่จบ 2536 
    หัวขอปญหาพิเศษ การแยกเชื้อราที่กอโรคเนาในเงาะและทดสอบความสามารถการกอโรคเนาของเชื้อ 
                           ที่คัดเลือกได 
    ปริญญาโทสาขาเทคโนโลยีทางชีวภาพ          สถาบนั จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
    ปที่จบ 2540 
    หัวขอวทิยานิพนธ Effects of DNA demethylation of phenotypic expression in rice 
    ปริญญาเอกสาขาเทคโนโลยชีีวภาพ       สถาบนั มหาวิทยาลัยมหิดล 
    ปที่จบ 2546 

หั วข อ วิท ยานิ พ น ธ  Molecular genetics characterization of sugar transporters and related genes 
during flowering, grain filling and seed germination in rice (Oryza sativa L.) 
 

7. สาขาวิชาการที่มีความชํานาญพิเศษ (แตกตางจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
สาขาเกษตรศาสตรและชีววิทยา กลุมวิชาวิทยาศาสตรชีวภาพ  

8. ประสบการณที่เก่ียวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ  
8.1   ผลงานวิจัย/ผลงานสรางสรรคทางดานศิลปะและการออกแบบทีด่ําเนินการเสร็จแลว  

เร่ืองที่ 1 
1.  ชื่อเร่ือง (ภาษาไทย) การผลติฟรุกโตโอลิโกแซคคารไรดโดยอาศัยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและเอนไซม 
                             จากแกนตะวนัที่ปลูกในประเทศไทย 
          (ภาษาอังกฤษ) Production of Fructo- oligosaccharides (FOS) by Plant Tissues Culture  
                             and Enzymes from Jerusalem artichoke Cultivated in Thailand 
2.  ลักษณะโครงการ /ผลงาน    สวนบุคคล/เดี่ยว            

                      เปนหัวหนา  
3.  สาขาวิชา สาขาเกษตรศาสตรและชีววิทยา กลุมวิชาวทิยาศาสตรชีวภาพ 
4.  จํานวนงบประมาณ 468,000 บาท 
     ระยะเวลาในการดําเนนิการวิจัย/สรางสรรคผลงานตัง้แตป พ.ศ. 2554 ถึงป พ.ศ.2555 
5.  ชื่อแหลงทุน / แหลงสนับสนุน  
        ในประเทศ 

  มหาวิทยาลัย 
6.  การเผยแพรผลงานวจิัย/ผลงานสรางสรรคดังกลาว 
  เผยแพรแลว 

  ชื่อการประชุมวชิาการฯ หรือแสดงผลงานตอสาธารณชน  
ตางประเทศ 
Sokuma W, Choonet J and Ngampanya B. (2011) Inulin Production from Jerusalem 
Artichoke by Cell and Tissue Culture Techniques. International Food Conference: 
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“Life Improvement through Food Technology”. October 28- 29, 2011. Surabaya, 
Indonesia.       
ในประเทศ 

  วิกานดา โสขุมา ปาริชาติ วรรณสโร จิตราภา ชูเนตร และบุษราภรณ งามปญญา (2555)  
การผลิตฟรุกโตโอลโิกแซคคาไรดจากแกนตะวนัโดยอาศัยเทคนคิการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช. 
ศิลปากรวิจัยและสรางสรรคคร้ังที่ 5 “บูรณาการศาสตรและศิลป” 25- 27 มกราคม 2555. 
มหาวิทยาลยัศิลปากร นครปฐม.  

 
เร่ืองที่ 2 
1.  ชื่อเร่ือง (ภาษาไทย) การศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากแกนตะวันเพื่อ 
                             นําไปผลิตฟรุกโตโอลิโกแซคคารไรด 
                    (ภาษาอังกฤษ) Characterization of fructosyltransferase extracted from  
                                      Jerusalem Artichoke for fructooligosaccharides production 
2.  ลักษณะโครงการ /ผลงาน    คณะบุคคล/กลุม (รวมกับนักศึกษาปริญญาโท) 

                      เปนอาจารยที่ปรึกษาวิทยานพินธ 
3.  สาขาวิชา สาขาเกษตรศาสตรและชีววิทยา กลุมวิชาวทิยาศาสตรชีวภาพ 
4.  จํานวนงบประมาณ 100,000 บาท 
     ระยะเวลาในการดําเนนิการวิจัย/สรางสรรคผลงานตัง้แตป พ.ศ. 2553 ถึงป พ.ศ.2555 
5.  ชื่อแหลงทุน / แหลงสนับสนุน  
        ในประเทศ 

 ภายนอกมหาวิทยาลยั (โปรดระบ)ุ วช  
6.  การเผยแพรผลงานวจิัย/ผลงานสรางสรรคดังกลาว 
   เผยแพรแลว 
    ในรูปของบทความทางวชิาการที่ตีพิมพ  

Santad  Wichienchot, Wirote Youravong, Suwattana Prueksasri and Budsaraporn 
Ngampanya. 2015. Recent researches on prebiotics for gut health in Thailand. 
Functional Foods in  Health and Disease. 5(11): 381-394. 
  ชื่อการประชุมวชิาการฯ หรือแสดงผลงานตอสาธารณชน  
ตางประเทศ 
Keayarsa S, Boonchoo K and Ngampanya B. (2011) The Activity Analysis of 
Fructosyltransferase Extracted from Jerusalem Artichoke during Tuberization Stage. 
International Food Conference: “Life Improvement through Food Technology”. 
October 28- 29, 2011. Surabaya, Indonesia.     
ในประเทศ 

  1. ศรีสุดา เคยอาษา เกรียงศักดิ์ บุญชู และบุษราภรณ งามปญญา (2555)  
การสกัดและการวิเคราะหเอนไซมฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากหัวแกนตะวันระยะตางๆ. ศิลปากร
วิจัยและสรางสรรคคร้ังที่ 5 “บรูณาการศาสตรและศิลป” 25- 27 มกราคม 2555. มหาวิทยาลยั
ศิลปากร นครปฐม.  
2. Ngampanya B, Keayarsa S, Ngernmeesri K, Prakobtran, P, Wichienchot S.    
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Production of Fructo- oligosaccharides by Partial Purified Fructosyltransferase from 
Variety of Jerusalem Artichoke Grown in Thailand. The 7th International Symposium 
of The Protein Society of Thailand. August 29- 31, 2012. Chulabhorn Research 
Institute Convention Center, Bangkok, Thailand  

 
เร่ืองที่ 3 
1.  ชื่อเร่ือง (ภาษาไทย) การผลติอินนูลนิจากแกนตะวันโดยใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลลและเนื้อเยื่อพืช 
          (ภาษาอังกฤษ) Production of inulin from Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.)  
                             by plant cell and tissue culture techniques 
2.  ลักษณะโครงการ /ผลงาน    คณะบุคคล/กลุม (รวมกับนักศึกษาปริญญาโท) 

                      เปนอาจารยที่ปรึกษาวิทยานพินธ  
3.  สาขาวิชา สาขาเกษตรศาสตรและชีววิทยา กลุมวิชาวทิยาศาสตรชีวภาพ 
4.  จํานวนงบประมาณ 110,000 บาท 
     ระยะเวลาในการดําเนนิการวิจัย/สรางสรรคผลงานตัง้แตป พ.ศ. 2553 ถึงป พ.ศ.2555 
5.  ชื่อแหลงทุน / แหลงสนับสนุน  
        ในประเทศ 

 ภายนอกมหาวิทยาลยั (โปรดระบ)ุ วช  
6.  การเผยแพรผลงานวจิัย/ผลงานสรางสรรคดังกลาว 
   เผยแพรแลว 

 ชื่อการประชุมวชิาการฯ หรือแสดงผลงานตอสาธารณชน  
ตางประเทศ 
Sokuma W, Choonet J and Ngampanya B. (2011) Inulin Production from Jerusalem 
Artichoke by Cell and Tissue Culture Techniques. International Food Conference: 
“Life Improvement through Food Technology”. October 28- 29, 2011. Surabaya, 
Indonesia.       
ในประเทศ 

  วิกานดา โสขุมา ปาริชาติ วรรณสโร จิตราภา ชูเนตร และบุษราภรณ งามปญญา (2555)  
การผลิตฟรุกโตโอลโิกแซคคาไรดจากแกนตะวนัโดยอาศัยเทคนคิการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื. 
ศิลปากรวิจัยและสรางสรรคคร้ังที่ 5 “บูรณาการศาสตรและศิลป” 25- 27 มกราคม 2555. 
มหาวิทยาลยัศิลปากร นครปฐม.  

 
เร่ืองที่ 4 
1.  ชื่อเร่ือง (ภาษาไทย) การศึกษาคุณสมบัติความเปนพรีไบโอติกของฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดที่ไดจากแกนตะวัน 
          (ภาษาอังกฤษ) Study on Prebiotic Properties of Fructooligosaccharide from Jerusalem                      
                             artichoke Extract 
2.  ลักษณะโครงการ /ผลงาน    คณะบุคคล/กลุม (รวมกับนักศึกษาปริญญาโท) 

                      เปนอาจารยที่ปรึกษาวิทยานพินธ 
3.  สาขาวิชา สาขาเกษตรศาสตรและชีววิทยา กลุมวิชาวทิยาศาสตรชีวภาพ 
4.  จํานวนงบประมาณ 100,000 บาท 
     ระยะเวลาในการดําเนนิการวิจัย/สรางสรรคผลงานตัง้แตป พ.ศ. 2555 ถึงป พ.ศ.2556 
5.  ชื่อแหลงทุน / แหลงสนับสนุน  
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        ในประเทศ 
 ภายนอกมหาวิทยาลยั (โปรดระบ)ุ วช  

6.  การเผยแพรผลงานวจิัย/ผลงานสรางสรรคดังกลาว 
   เผยแพรแลว 

 ชื่อการประชุมวชิาการฯ หรือแสดงผลงานตอสาธารณชน  
ในประเทศ 
1. Sinngam A. and Ngampanya B. Prebiotic properties of fructo-oligosaccharide 

from extract of Kaentawan (Helianthus tuberosus L.) (Oral presentation) The 
24th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology International 
Conference on Green Biotechnology : Renewable Energy and Global Care 
November 29-30, 2012 Sunee Grand Hotel, Ubon Ratchathani, Thailand. 

2. Sinngam A., Bangdhumband P. and Ngampanya B.Improvement of color, flavor 
and taste of Kaentawan (Helianthus tuberosus L.) juice  
(Poster presentation) The 15th FOOD INNOVATION ASIA COFERENCE 2013 June 
13-14, 2013 BITEC Bangna, Bangkok, Thailand. 

 
เร่ืองที่ 5 
1.  ชื่อเร่ือง (ภาษาไทย) การโคลนยีนเอนไซมฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรสจากแกนตะวันและการวิเคราะหกิจกรรมของ 
                             เอนไซมลูกผสม 
          (ภาษาอังกฤษ) Cloning of Fructosyltransferase gene from Jerusalem artichoke  
                             (Helianthus tuberosus L.) and activity analysis of recombinant  
                             enzyme  
2.  ลักษณะโครงการ /ผลงาน    คณะบุคคล/กลุม (รวมกับนักศึกษาปริญญาโท) 
                                          เปนอาจารยทีป่รึกษาวทิยานิพนธ 
3.  สาขาวิชา สาขาเกษตรศาสตรและชีววิทยา กลุมวิชาวทิยาศาสตรชีวภาพ 
4.  จํานวนงบประมาณ 104,000 บาท 
          ระยะเวลาในการดําเนนิการวิจัย/สรางสรรคผลงานตั้งแตป พ.ศ. 2555 ถึงป พ.ศ.2556 
5.  ชื่อแหลงทุน / แหลงสนับสนุน  
        ในประเทศ 

 ภายนอกมหาวิทยาลยั (โปรดระบ)ุ วช  
6.  การเผยแพรผลงานวจิัย/ผลงานสรางสรรคดังกลาว 
   เผยแพรแลว 

 ชื่อการประชุมวชิาการฯ หรือแสดงผลงานตอสาธารณชน  
ในประเทศ 
Sapmark J. and Ngampanya B. Cloning of 1-sucrose : sucrose fructosyltransferase 
(1-sst) and 1-fructan : fructan fructosyltransferase (1-fft) genes from tuber of 
Kaentawan (Helianthus tuberosus L.) (Oral presentation) The 24th Annual Meeting 
of the Thai Society for Biotechnology International Conference on Green 
Biotechnology : Renewable Energy and Global Care November 29-30, 2012 Sunee 
Grand Hotel, Ubon Ratchathani, Thailand. 
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เร่ืองที่ 6 
1.  ชื่อเร่ือง (ภาษาไทย) การพัฒนาการผลิตพรีไบโอติกฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรดจากพืชและจลุินทรียเพื่อ 
                             เพิ่มมูลคาทางเศรษฐศาสตร 
          (ภาษาอังกฤษ) Development of Prebiotic: Fructo- oligosaccharide (FOS) Production  

        from Plant and Microorganisms for Economic Value Added  
2.  ลักษณะโครงการ /ผลงาน    คณะบุคคล/กลุม (สัดสวน 25%)  

เปนหัวหนาแผนงานวิจัย 
3.  สาขาวิชา สาขาเกษตรศาสตรและชีววิทยา กลุมวิชาวทิยาศาสตรชีวภาพ 
4.  จํานวนงบประมาณ 1,854,000บาท 
          ระยะเวลาในการดําเนนิการวิจัย/สรางสรรคผลงานตั้งแตป พ.ศ. 2555 ถึงป พ.ศ.2556 
5.  ชื่อแหลงทุน / แหลงสนับสนุน  
        ในประเทศ 

 มหาวิทยาลัย  
6.  การเผยแพรผลงานวจิัย/ผลงานสรางสรรคดังกลาว 
   เผยแพรแลว 
          ในรูปของบทความทางวิชาการที่ตีพิมพ  

1. ชุติมา วันเพ็ญ บุษราภรณ งามปญญา สุวัฒนา พฤกษะศรี พิมพชนก จตุรพิรีย และ 
ปราโมทย คูวิจิตรจารุ. 2556. ผลของการพรีทรีตเมนตดวยอัลตราซาวดตอการสกัดอินน ู
ลินจากหัวแกนตะวัน.วารสารวิจยัและพฒันา มจธ. ปที ่36 ฉบับที่ 2 หนา 249-258 
2. Rapeepat Ruekjumnong, Budsaraporn Ngampanya, Pramote Khuwijitjaru, 

Phimchanok Jaturapiree, Suwattana Pruksasri. (2015) Functional prebiotic 
activity of inulin and fructooligosaccharides. Journal of Food Science and 
Agricultural Technology. 1(1): 149-151.  

 ชื่อการประชุมวชิาการฯ หรือแสดงผลงานตอสาธารณชน  
ในประเทศ 

1. Booncho K, Jaturapiree P, Pruksasri S, Khuwijitjaru P. and Ngampanya B. 2013. 
Inulin accumulation and fructosyltransferase activity of calli induced from 
Jerusalem artichoke. The 8th International Symposium of The Protein Society of 
Thailand. August 5- 7, 2013. Chulabhorn Research Institute Convention Center, 
Bangkok, Thailand  

2. Piwpan P, Ngampanya B, Pruksasri S, Khuwijitjaru P. and. 2013. Partial 
characterization of fructosyltransferases produced from yeast strain ML1. The 
8th International Symposium of The Protein Society of Thailand. August 5- 7, 
2013. Chulabhorn Research Institute Convention Center, Bangkok, Thailand  

เร่ืองที่ 7 
1.  ชื่อเร่ือง (ภาษาไทย) การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตอินนูลิเนสโดยใชวัตถุดิบทางการเกษตร 



48 
 

          (ภาษาอังกฤษ) Optimization of inulinase production by agricultural materials   
2.  ลักษณะโครงการ /ผลงาน    คณะบุคคล/กลุม (รวมกับนักศึกษาปริญญาโท) 
                                            เปนอาจารยทีป่รึกษาวทิยานิพนธ 
3.  สาขาวิชา สาขาเกษตรศาสตรและชีววิทยา กลุมวิชาวทิยาศาสตรชีวภาพ 
4.  จํานวนงบประมาณ 20,000 บาท 
          ระยะเวลาในการดําเนนิการวิจัย/สรางสรรคผลงานตั้งแตป พ.ศ. 2555 ถึงป พ.ศ.2556 
5.  ชื่อแหลงทุน / แหลงสนับสนุน  
        ในประเทศ 

 ภาควิชา 
6.  การเผยแพรผลงานวจิัย/ผลงานสรางสรรคดังกลาว 
   เผยแพรแลว 

 ชื่อการประชุมวชิาการฯ หรือแสดงผลงานตอสาธารณชน  
ในประเทศ 
Bangdhumband P. and Ngampanya B. 2014. Screening for inulinase producing 
fungi from Kaentawn rhizosphere. The 16th FOOD INNOVATION ASIA COFERENCE 
2014 June 12-13, 2014 BITEC Bangna, Bangkok, Thailand. 

 
เร่ืองที่ 8  
1.  ชื่อเร่ือง / ชื่อผลงาน (ภาษาไทย) การผลิตเอนไซมฟรุกโตซลิทรานสเฟอเรสลูกผสมจากแกนตะวัน 
                           (ภาษาอังกฤษ) Production of Recombinant Fructosyltransferase from  
                                              Jerusalem Artichoke 
2.   ลักษณะโครงการ /ผลงาน    สวนบุคคล/เดี่ยว            

                     เปนหัวหนา  
3.   สาขาวชิา สาขาเกษตรศาสตรและชีววทิยา กลุมวิชาวิทยาศาสตรชีวภาพ 
4.   จํานวนงบประมาณ.......25,000.............................  บาท 
 ระยะเวลาในการดําเนนิการวิจัย/สรางสรรคผลงานตั้งแตป พ.ศ. 2557 ถึงป พ.ศ.2558 
 ทําการวจิัยลลุวงแลวประมาณรอยละ 80 
5.   ชื่อแหลงทุน / แหลงสนบัสนุน  
        ในประเทศ 

 ภาควิชา 
6. การเผยแพรผลงานวจิัย/ผลงานสรางสรรคดังกลาว 
   เผยแพรแลว 
          ในรูปของบทความทางวิชาการที่ตีพิมพ  

Budsaraporn Ngampanya and Kriengsak Boonchoo. 2016. Cloning of 1– Fructan: 
Fructan Fructosyltransferase Gene and Expression of Recombinant 1– Fructan: 
Fructan Fructosyltransferase in Yeast. KKU Res.j. 22(1) : 356-365. 

ชื่อการประชุมวชิาการฯ หรือแสดงผลงานตอสาธารณชน  
ในประเทศ 

                          Booncho K and Ngampanya B. 2014. Production of fructosyltransferase  
                          recombinant enzyme from Kaentawan (Helianthus tuberosus L.) by  
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                          Pichia pastoris X-33. The 16th FOOD INNOVATION ASIA COFERENCE  
                          2014 June 12-13, 2014 BITEC Bangna, Bangkok, Thailand. 
 
8.2 ผลงานวิจัยหรือผลงานสรางสรรคที่กําลังดาํเนินการ  
เร่ืองที่ 1  
1.  ชื่อเร่ือง / ชื่อผลงาน (ภาษาไทย) ถังปฏิกรณชีวภาพสําหรับเพาะเลี้ยงเซลลพชืในปริมาณมาก 
                           (ภาษาอังกฤษ) Bioreactor for Plant Cell Culture in Large Scale   
2.   ลักษณะโครงการ /ผลงาน    สวนบุคคล/เดี่ยว            

                     เปนหัวหนา  
3.   สาขาวชิา สาขาเกษตรศาสตรและชีววทิยา กลุมวิชาวิทยาศาสตรชีวภาพ 
4.   จํานวนงบประมาณ.......75,000.............................  บาท 
 ระยะเวลาในการดําเนนิการวิจัย/สรางสรรคผลงานตั้งแตป พ.ศ. 2559 ถึงป พ.ศ. 2561 
 ทําการวจิัยลลุวงแลวประมาณรอยละ 50 
5.   ชื่อแหลงทุน / แหลงสนบัสนุน  
        ในประเทศ 

 ภาควิชา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ผลงานตีพิมพจากงานวิจัยเร่ืองผลของอุณหภูมิ แสงสวาง และความเขมขนของนํ้าตาลซูโครสตอการสะสมอินนู
ลินในหัวขนาดเล็กที่ชักนําในหลอดทดลองของแกนตะวัน (The Effects of Temperature, Light and 
Sucrose    Concentrations on the Accumulation of Inulin in In vitro Microtuber of Jerusalem 
artichoke (Helianthus tuberosus L.)   
 
Polsa S and Ngampanya B. Effects of photoperiod and storage temperature on inulin and fructo-
oligosaccharides accumulation in  In vitro microtubers of kaentawan (Helianthus tuberosus L.).  
Journal of Food Science and Agricultural Technology 2015; 1(1): 89-92. 
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	3.6.3 การถ่ายอาร์เอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบไปบนแผ่นไนลอน
	นำแผ่นเจลที่ได้ล้างด้วยน้ำ Milli Q ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 2 ครั้ง แล้วนำแผ่นเจลวางบนแผ่นกรองที่ชุ่มด้วย 6X SSC (ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ) แล้ววางทับด้วย Hybond nylon membrane ที่ตัดไว้ทับลงบน agarose gel (ระวังอย่าให้มีฟองอากาศ) ลอกพลาสติกออก วางกระดาษ...

