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 ส่วนแรกงานวจิยัน้ีไดศึ้กษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการชกัน าการเพ่ิมจ านวนยอดและการเจริญเติบโต

ในการเล้ียงเน้ือเยื่อข้อเด่ียวของหญ้าหวาน ในอาหารท่ีมีสารควบคุมการเติบโตออกซิน ไซโทไคนิน และ            

ไคโทซานโดยเปรียบเทียบกบัการใชส้ารควบคุมการเติบโต IAA (1 และ 2 mg/L) ร่วมกบั BA หรือ kinetin     

(0.25, 0.5, 0.75 และ 1 mg/L) กบัการใช ้BA (0.5, 1, 1.5 และ 2 mg/L) หรือ kinetin (6, 12 และ18 mg/L) เพียง

อย่างเดียวในอาหารสูตร MS พบว่าการเพ่ิมจ านวนยอดไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติกับชุด

ควบคุมท่ีไม่มีสารควบคุมการเติบโต อยา่งไรก็ตามหญา้หวานท่ีเล้ียงบนอาหารท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 2 mg/L 

สามารถเพ่ิมน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งยอดเป็น 2.8 และ 2.7 เท่าของชุดการทดลองควบคุมตามล าดบั ส าหรับ

การใชไ้คโทซานพบวา่อาหารท่ีเติมไคโทซานชนิด P80 และ P90 ท่ีความเขม้ขน้ 10 และ 5 mg/L ตามล าดบั มี

จ านวนยอดเฉล่ีย 2.00 ± 0.00 ยอดต่อขอ้ ซ่ึงมีแนวโนม้มากท่ีสุดเม่ือเทียบกบัทุกชุดการทดลอง และยงัพบวา่การ

ใชไ้คโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 5 mg/L สามารถเพ่ิมความยาวยอดไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติจาก 7.0 ± 0.89 

มิลลิเมตรในชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมไคโทซาน เพ่ิมข้ึนเป็น 11.13 ± 1.76 มิลลิเมตร ซ่ึงท าให้ค่าเฉล่ีย

น ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งยอดเพ่ิมข้ึนเป็น 2.3 และ 2.2 เท่าของชุดการทดลองควบคุมตามล าดบั นอกจากน้ีใน

ชุดการทดลองเดียวกนัน้ียงัมีแนวโนม้สามารถชกัน าให้เกิดรากไดม้ากกวา่ชุดการทดลองควบคุม   ในส่วนท่ีสอง

ของงานวจิยัน้ีไดศึ้กษาถึงปริมาณสารสตีวิโอไซด์ในหญา้หวานท่ีเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง พบวา่มีปริมาณสาร

ในชุดการทดลองท่ีใชส้ารควบคุมการเติบโตค่อนขา้งต ่า ในขณะท่ีไคโทซานชนิด P90 40 mg/L, O80 20 mg/L 

และ O90 10 mg/L มีผลท าให้ปริมาณสารสตีวิโอไซด์เพ่ิมมากข้ึนเป็น 1.3 เท่าของชุดการทดลองควบคุม ซ่ึง

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
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 The aim of the first part in this study was to investigate the suitable culture conditions for shoot 
multiplication and growth of single node culture of Stevia  rebaudiana in vitro by supplementing auxin, 
cytokinin and chitosan in the culture media. The uses of IAA (1 and 2 mg/L) in combination with either BA or 
kinetin (0.25, 0.5, 0.75 and 1 mg/L) were compared with BA (0.5, 1, 1.5 and 2 mg/L) or kinetin (6, 12 and 18 
mg/L) alone in MS medium. As the result, no significant difference was found in shoot multiplication among 
the treatments using plant growth regulators and the control. However, the use of BA at the concentration of     
2 mg/L could increase the fresh and dry weight of shoot to 2.8 and 2.7 times of the control, respectively. 
Application of chitosan P80 and P90 at the concentration of 10 and 5 mg/L was found to increase average 
number of shoots per node to 2.00 ± 0.00, which tended to be higher than the other treatments. In addition, it 
was found that O80 chitosan at the concentration of 5 mg/L could stimulate shoot growth by increasing the 
shoot length from 7.0 ± 0.89 mm of the control to 11.13 ± 1.76 mm which caused the increase of average fresh 
and dry weight of shoot to 2.3 and 2.2 fold of the control, respectively. Apart from that, the same treatment also 
tended to induce more number of roots than the control did. In the second part of the study, the stevioside 
content in cultured tissue was analyzed. Low stevioside content was found in the treatments supplemented with 
plant growth regulators while stevioside content in the treatments using 40 mg/L P90, 20 mg/L O80 and 10 
mg/L O90 chitosan were significantly increased to 1.3 times of the control. 
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  แตกต่ำงกนัเป็นเวลำ 6 สัปดำห์  40 

6  น ้ำหนกัสดรำกของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบนอำหำร 
  ก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำรเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินท่ีแตกต่ำง 
  กนัเป็นเวลำ 6 สัปดำห์  41 

7  น ้ำหนกัแหง้รำกของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบนอำหำร 
  ก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำรเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินท่ีแตกต่ำง 
  กนัเป็นเวลำ 6 สัปดำห์  42 

8  จ  ำนวนยอดของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบนอำหำร 
  ก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำรเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่ำงกนัเป็นเวลำ 
  6 สัปดำห์  43 

9   ควำมยำวยอดของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบน 
  อำหำรก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำรเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่ำงกนั 
  เป็นเวลำ 6 สัปดำห์  43 



ฌ 
 
ตารางท่ี                                    หนา้ 

10  น ้ำหนกัสดยอดของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบน  
 อำหำรก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำรเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่ำงกนั           
 เป็นเวลำ 6 สัปดำห์                                                                                       44 

11  น ้ำหนกัแหง้ยอดของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบน  
 อำหำรก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำรเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่ำงกนั 
 เป็นเวลำ 6 สัปดำห์                                                                                       44 

12  จ  ำนวนรำกของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบนอำหำร 
 ก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำรเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่ำงกนัเป็น   
 เวลำ 6 สัปดำห์  45 

13  น ้ำหนกัสดรำกของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบน 
 อำหำรก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำรเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่ำงกนั 
 เป็นเวลำ 6 สัปดำห์  45 

14  น ้ำหนกัแหง้รำกของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบน 
 อำหำรก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสำรควบคุมกำรเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่ำงกนั 
 เป็นเวลำ 6 สัปดำห์  46 

15  จ  ำนวนยอดของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบนอำหำร 
 ก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและควำมเขม้ขน้ของไคโทซำนท่ีแตกต่ำงกนัเป็น 
 เวลำ 6 สัปดำห์  47 

16  ควำมยำวยอดของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบน 
 อำหำรก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและควำมเขม้ขน้ของไคโทซำนท่ีแตกต่ำง 
 กนัเป็นเวลำ 6 สัปดำห์  48 

17  น ้ำหนกัสดยอดของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบน 
 อำหำรก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและควำมเขม้ขน้ของไคโทซำนท่ีแตกต่ำงกนั 
 เป็นเวลำ 6 สัปดำห์  49 

18  น ้ำหนกัแหง้ยอดของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบน 
 อำหำรก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและควำมเขม้ขน้ของไคโทซำนท่ีแตกต่ำงกนั     
 เป็นเวลำ 6 สัปดำห์  50 

 
 



ญ 
 
ตำรำงท่ี                                  หนำ้ 

19  จ  ำนวนรำกของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบนอำหำร                        
 ก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและควำมเขม้ขน้ของไคโทซำนท่ีแตกต่ำงกนัเป็น 
 เวลำ 6 สัปดำห์                                                                                                             51 

20  น ้ำหนกัสดรำกของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบน 
 อำหำรก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและควำมเขม้ขน้ของไคโทซำนท่ีแตกต่ำงกนั 
 เป็นเวลำ 6 สัปดำห์  52 

21  น ้ำหนกัแหง้รำกของหญำ้หวำนหลงัจำกกำรเล้ียงส่วนขอ้ของหญำ้หวำนบน 
 อำหำรก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและควำมเขม้ขน้ของไคโทซำนท่ีแตกต่ำงกนั 
 เป็นเวลำ 6 สัปดำห์  53 

22  ค่ำเฉล่ียพื้นท่ีใต ้peak ของสำรละลำยสตีวโิอไซด ์10 µl  79 
23  ค่ำเฉล่ียพื้นท่ีใต ้peak ของสำรละลำยรีบำวดิโอไซด ์เอ 10 µl                             80 
24  ค่ำ intraday precision และ interday precision ของสำรละลำยสตีวโิอไซด ์10 µl 

 ท่ี 3 ควำมเขม้ขน้                                                                                      81 
25  ค่ำ intraday precision และ interday precision ของสำรละลำยรีบำวดิโอไซด ์เอ  
  10 µl ท่ี 3 ควำมเขม้ขน้  81 
26  ค่ำ LOD และ LOQ ของสตีวโิอไซด์  82 
27  ค่ำ LOD และ LOQ ของรีบำวดิโอไซด ์เอ  82 
28  ปริมำณสำรสตีวโิอไซด ์และรีบำวดิโอไซด ์เอ ในใบหญำ้หวำนท่ีไดจ้ำกกำร 

 เพำะเล้ียงส่วนขอ้บนอำหำรเพำะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชท่ีมีกำรเติมสำรควบคุมกำร 
 เติบโตออกซินและไซโทไคนินท่ีใหผ้ลกำรเจริญเติบโตดีท่ีสุดเทียบกบัชุด 
 ควบคุมท่ีไม่เติมสำรควบคุมกำรเติบโต                                                                     84 

29  สตีวโิอไซด์ และ รีบำวดิโอไซด ์เอ ในใบของหญำ้หวำนท่ีมีกำรเพำะเล้ียงบน 
 อำหำรเพำะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช โดยมีกำรเติมไคโทซำนท่ีมีชนิดและควำมเขม้ขน้ 
 แตกต่ำงกนั                                                                                                             86 

30  สตีวโิอไซด์ และรีบำวดิโอไซด ์เอ ท่ีสกดัไดใ้บหญำ้หวำนในเรือนตน้ไม ้              87 

 
 

 



ฎ 
 

สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี หนา้ 
1  รูปหญำ้หวำนท่ีเพำะเล้ียงในเรือนตน้ไม ้  6 
2  โครงสร้ำงหลกัของสำรประกอบไดเทอร์ปีนในหญำ้หวำนและสำรประกอบ 
    ไดเทอร์ปีนไกลโคไซด์  7 
3  โครงสร้ำงทำงเคมีของไคตินและไคโทซำน  13 
4  ผลของสำรควบคุมกำรเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินต่อกำรเจริญเติบโต 
    ของหญำ้หวำนเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่เติมสำรควบคุมกำรเติบโตหลงั 
   จำกเพำะเล้ียงเป็นเวลำ 6 สัปดำห์                                                                                              54 
5  ผลของสำรควบคุมกำรเติบโตไซโทไคนินต่อกำรเจริญเติบโตของหญำ้หวำน 
    เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่เติมสำรควบคุมกำรเติบโต หลงัจำกเพำะเล้ียง 
    เป็นเวลำ 6 สัปดำห์                     55 
6  กำรเจริญเติบโตของหญำ้หวำนท่ีไดรั้บไคโทซำนชนิด O80 ควำมเขม้ขน้  

 5 mg/L เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่เติมไคโทซำนบนอำหำรสูตร MS 
 หลงัจำกเพำะเล้ียงเป็นเวลำ 6 สัปดำห์                                                                    56 

7  retention time ของสำรละลำยมำตรฐำนสตีวโิอไซด์ 10 µl ท่ีควำมเขม้ขน้ 
    2 mg/ml                                                                                                                              57 
8  retention time ของสำรละลำยมำตรฐำนรีบำวดิโอไซด ์เอ 10 µl ท่ีควำม 
    เขม้ขน้ 2 mg/ml                                                                                                                         58 
9  กรำฟแสดงควำมสัมพนัธ์ระหวำ่งปริมำณสำรละลำยสตีวโิอไซดแ์ละ 
    พื้นท่ีใต ้peak                                                                                                                              59 
10 กรำฟแสดงควำมสัมพนัธ์ระหวำ่งปริมำณสำรละลำยรีบำวดิโอไซด ์เอ 
     และพื้นท่ีใต ้peak                                                                                                              60 

 



บทที ่1 

บทน ำ 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

อาหารเป็นปัจจยัพื้นฐานท่ีมีความส าคญัในการด ารงชีวิต พฤติกรรมความชอบในการ
บริโภครสชาติอาหารของแต่ละบุคคลอาจแตกต่างกนัออกไป ส่วนใหญ่แลว้อาหารท่ีมีรสหวานมกั
ไดรั้บความนิยมเน่ืองจากรับประทานง่าย และรสหวานยงัช่วยปรุงแต่งร่วมกบัรสเค็มและเปร้ียวท า
ให้อาหารมีรสชาติมากยิ่งข้ึน สารให้ความหวานในอาหารท่ีใชเ้ป็นหลกัไดแ้ก่ น ้ าตาลทราย ซ่ึงเม่ือ
บริโภคเขา้ไปในปริมาณมากอาจท าให้เกิดอนัตรายต่อสุขภาพได ้เช่น ท าให้เกิดโรคเบาหวาน โรค
ความดนัโลหิตสูง โรคหวัใจและโรคอว้น เป็นตน้ ดงันั้น จึงมีผูห้นัมานิยมบริโภคสารทดแทนความ
หวานท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ เช่น ซัคคารีน แอสปาแตม ไซคลาเมต เป็นตน้ ซ่ึงสารทดแทนความ
หวานท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์เหล่าน้ีหากไดรั้บในปริมาณมากอาจเป็นสารท่ีก่อให้เกิดอนัตรายต่อ
ร่างกายไดเ้ช่นกนั นอกจากสารทดแทนความหวานท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์แล้ว ยงัมีสารทดแทน
ความหวานท่ีไดจ้ากพืชธรรมชาติท่ีให้ความหวานสูง และสามารถใชบ้ริโภคไดอ้ยา่งปลอดภยัไม่มี
พิษแก่ร่างกายคือ สตีวโิอไซด ์(stevioside) (อมัพวนั อภิสริยะกุล, 2533)  

สตีวิโอไซด์เป็นสารประเภทไกลโคไซด์ (glycoside) ท่ีพบในหญา้หวานและอยู่ในใบเป็น
ส่วนใหญ่ โดยทัว่ไปในใบหญา้หวานจะพบสารสตีวิโอไซด์ตั้งแต่ 4-20% ของน ้ าหนกัใบแห้งและ
เป็นสารท่ีใหค้วามหวานมากกวา่น ้าตาลทรายถึง 300 เท่า (Geuns, 2003) นอกจากน้ีสารสตีวิโอไซด์
ยงัไม่ให้พลงังานแก่ร่างกาย จึงท าให้มีการน าหญา้หวานและสารสกดัจากหญา้หวานมาใชเ้ป็นสาร
ให้ความหวานทดแทนน ้ าตาลทราย ดว้ยจุดประสงคเ์พื่อลดปริมาณแคลอร่ีในอาหารหรือเคร่ืองด่ืม
ส าหรับผูท่ี้ตอ้งการลดความอว้นและผูป่้วยโรคเบาหวานซ่ึงไม่สามารถบริโภคน ้ าตาลในปริมาณ
มาก ๆ ได ้ นอกจากน้ี  สารให้ความหวานจากหญา้หวานยงัเป็นสารท่ีมีพิษเฉียบพลนัต ่าและมีความ
ปลอดภยัสูง (กองการแพทยท์างเลือก, 2552) จึงมีผูส้นใจน าไปใชใ้นอุตสาหกรรมหลายประเภทท่ี
ตอ้งมีส่วนผสมของสารใหค้วามหวานในผลิตภณัฑ ์เช่น อุตสาหกรรมอาหาร ยา และเคร่ืองด่ืม  

ด้วยเหตุน้ีหญ้าหวานจึงจัดเป็นพืชท่ีมีความส าคัญทางเศรษฐกิจชนิดหน่ึง โดยใน
ต่างประเทศความตอ้งการในการบริโภคผลิตภณัฑ์จากหญา้หวานมีแนวโน้มเพิ่มมากข้ึนเร่ือย ๆ 
อย่างไม่มีขีดจ ากดั ในขณะท่ีมีเพียงบางประเทศเท่านั้นท่ีสามารถปลูกหญา้หวานได้ ส าหรับใน
ประเทศไทยไดมี้การน าหญา้หวานมาปลูกและใช้ผลิตภณัฑ์จากหญา้หวานเป็นระยะเวลามากกว่า 



2 

 

30 ปี โดยปลูกกนัทางตอนเหนือของประเทศไทย โดยเฉพาะท่ีจงัหวดัเชียงใหม่ เชียงราย พะเยา 
และล าพนู ซ่ึงสามารถปลูกไดผ้ลดีตลอด 30 ปีท่ีผา่นมา (อดุลย ์ศรีเทพ, 2533) 

ในสภาวะธรรมชาติ การขยายพนัธ์ุหญา้หวานดว้ยเมล็ดมกัประสบปัญหาเปอร์เซ็นต์การ
งอกท่ีต ่าและมีการกลายพนัธ์ุไดง่้ายเน่ืองจากเป็นพืชท่ีมีการผสมขา้มสูง (Tamura et al., 1984) ส่วน
การขยายพนัธ์ุดว้ยวิธีการปักช าพบวา่เป็นวิธีการท่ีไม่สะดวกส าหรับการผลิตเพื่อให้ไดป้ริมาณมาก
ดงันั้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจึงได้ถูกน ามาใช้ประโยชน์ในการขยายพนัธ์ุหญา้หวาน โดยทั้งใน
ประเทศไทยและในต่างประเทศมีการศึกษาการใชส้ารควบคุมการเติบโตออกซินและไซโทไคนิน
ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อส่วนต่าง ๆ ของหญา้หวานในหลอดทดลอง จากการทดลองของ พชัรินทร์ 
ศรีทองค า (2538) ได้ท าการเพาะเล้ียงส่วนยอดอ่อนของหญา้หวานในอาหารสูตร MS ร่วมกบั 
kinetin ความเขม้ขน้ 12 mg/L สามารถชกัน าให้เกิดยอดได ้โดยมีจ านวนยอดเฉล่ียถึง 60.2 ยอดต่อ
ยอดเร่ิมตน้ ในระยะเวลา 3 เดือน ในการทดลองของ พิมลพรรณ เฉลิมวุฒิกุล (2547) พบวา่การเล้ียง
ตาขา้งของหญา้หวานบนอาหารสูตร MS ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 1 mg/L สามารถชกัน าให้เกิด
ยอดได้โดยมีจ านวนยอดเฉล่ียสูงสุด 2.52 ยอดต่อช้ินเน้ือเยื่อ ในระยะเวลา 8 สัปดาห์ ในขณะท่ี 
Hwang (2006) ไดท้  าการทดลองเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานโดยใชอ้าหารสูตร MS ร่วมกบั IAA 
และ kinetin ความเขม้ขน้ 2 และ 0.5 mg/L ตามล าดบั พบวา่สามารถชกัน ายอดไดถึ้ง 23.4 ± 2.1 
ยอดต่อช้ินส่วนขอ้ในระยะเวลา 6 สัปดาห์ นอกจากน้ี Sivaram และ Mukundan (2003) ไดท้  าการ
เล้ียงส่วนยอดและขอ้ของหญา้หวาน โดยใชอ้าหารสูตร MS  ท่ีเติม  IAA ร่วมกบั BA ท่ีความเขม้ขน้ 
5.71 และ 8.87  µM ตามล าดบั สามารถชกัน าให้เกิดยอดไดถึ้ง 11.2 ± 0.8 ยอดต่อยอดเร่ิมตน้ และ  
10 ± 0.8 ยอดต่อขอ้ นอกจากน้ี  จากการทดลองเบ้ืองตน้ ณ ห้องปฏิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช 
ภาควชิาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปี 2553 พบวา่ หญา้หวานซ่ึง
ได้จาก อุทยานธรรมชาติวิทยาสิรีรุกขชาติ คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล ต าบลศาลายา 
อ าเภอพุทธมลฑล จงัหวดันครปฐม ท่ีใชใ้นการทดลองในคร้ังน้ี มีการตอบสนองต่อสารควบคุมการ
เติบโตท่ีแตกต่างไปจากรายงานท่ีผ่านมา อาจเป็นไปไดว้่าตน้พนัธ์ุหญา้หวานมีท่ีมาจากต่างแหล่ง
กนั อาจมีพนัธุกรรมท่ีแตกต่างกนั ท าให้มีการตอบสนองต่อสารควบคุมการเติบโตไม่เหมือนกนั 
ดังนั้ น ในการศึกษาคร้ังน้ีจึงมุ่งศึกษาหาชนิดและความเข้มข้นของสารควบคุมการเติบโตท่ี
เหมาะสมส าหรับสายพนัธ์ุหญา้หวานท่ีใชใ้นการทดลองน้ี เพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการขยายพนัธ์ุ
ในสภาพปลอดเช้ือ           

สารชีวภาพท่ีน่าสนใจอีกชนิดหน่ึงท่ีมีรายงานวา่สามารถกระตุน้การตอบสนองของพืชได ้
คือ ไคโทซาน (chitosan) ซ่ึงมีช่ือทางเคมีว่า poly-β-(1,4)-2-amino-2-deoxy-D-glucose มีสูตร
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โครงสร้างทางเคมี คือ (C6H11O4N)n  เป็นอนุพนัธ์ของไคตินท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาการก าจดัหมู่อะซิติล
ของไคตินดว้ยด่างเขม้ขน้ ไคโทซานเป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีพบไดใ้นเปลือกนอกของสัตวพ์วก กุง้ 
ปู แมลง และผนงัเซลลข์องเช้ือรา (ศุภจิตรา ชชัวาลย,์ 2548) ในปัจจุบนัมีการน าไคโทซานมาใชใ้น
การเพิ่มผลผลิตพืชกนัอยา่งกวา้งขวาง โดยพบวา่ไคโทซานมีผลต่อการตอบสนองของพืชในหลาย
แง่มุมข้ึนกบัชนิดของพืชและการน าไปใช้ กล่าวคือ มีรายงานว่าไคโทซานเป็นโมเลกุลท่ีสามารถ
กระตุน้ภูมิคุม้กนัโรคของพืช ท าใหพ้ืชสามารถตา้นทานโรคดีข้ึน ดว้ยการกระตุน้การท างานของยีน
ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการป้องกนัตนเองของพืช (Agrawal et al., 2002) นอกจากนั้นไคโทซานสามารถชกั
น ายีน DXS ใน Norway spruce (Picea abies) ให้แสดงออกสูงข้ึนท าให้มีการสร้าง terpenoid resin 
เพิ่มมากข้ึน (Phillips et al., 2007) และยงัพบว่าการให้ไคโตซานท่ีระดบัความเขม้ขน้ต ่าคือ          
0.2 – 10.0 mg/L แก่ hairy root ท่ีชกัน าดว้ย Agrobacterium rhizogenes ของ Lippia dulcis ท่ี
สามารถสร้างสาร Hurnandulcin ซ่ึงเป็นสารให้ความหวานในกลุ่ม sesquiterpene ได ้จะท าให้มีการ
สร้างสารชนิดน้ีเพิ่มข้ึนถึง 5 เท่า (Sauerwein et al., 1991) ส าหรับการน าไคโทซานมาใช้ในการ
เพาะเล้ียงกลว้ยไมใ้นหลอดทดลอง Pornpianpakdee และคณะ (2010) พบว่าไคโทซานท่ีมีขนาด
โมเลกุล % degree of deacetylation และความเขม้ขน้บางแบบยงัมีผลไปกระตุน้การเพิ่มจ านวน 
protocorm-like bodies เพิ่มจ านวนยอด และกระตุน้การเจริญเติบโตของตน้อ่อน Dendrobium    
‘เอียสกุล’ ในหลอดทดลองได ้ 

ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงมีอีกเป้าหมายหน่ึงคือ การทดลองหาชนิดและความเขม้ขน้ของ
ไคโทซานท่ีเหมาะสมกบัหญา้หวานท่ีเล้ียงในหลอดทดลองท่ีจะสามารถชกัน าให้มีการเพิ่มจ านวน
ยอดของหญา้หวานในหลอดทดลองและกระตุน้การสร้างสารสตีวิโอไซด์ให้มีปริมาณเพิ่มมากข้ึน 
ซ่ึงจะสามารถช่วยแก้ปัญหาท่ีเกิดในการเพาะปลูกหญ้าหวานในธรรมชาติ ทั้ งยงัอาจช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตสารใหค้วามหวานสตีวโิอไซด ์ซ่ึงจะใชเ้ป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีอาจใชใ้นการ
ผลิตเชิงอุตสาหกรรมต่อไป 
วตัถุประสงค์ของกำรวจัิย 

1. ศึกษาชนิดและความเขม้ขน้ของสารควบคุมการเติบโตท่ีเหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนยอด
ของหญา้หวานในหลอดทดลอง 

2. ศึกษาผลของขนาดพอลิเมอร์ % degree of deacetylation และความเขม้ขน้ของไคโทซานท่ี 
มีต่อการเพิ่มจ านวนยอดของหญา้หวานในหลอดทดลอง 

3.  ศึกษาผลของขนาดพอลิเมอร์ % degree of deacetylation และความเขม้ขน้ของไคโทซานท่ี
มีต่อการกระตุน้การสร้างสารสตีวโิอไซดใ์นหญา้หวานในหลอดทดลอง 
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ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ  

1. ทราบชนิดและความเขม้ขน้ของสารควบคุมการเติบโตท่ีเหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนยอด
ในหลอดทดลองส าหรับสายพนัธ์ุหญา้หวานท่ีใชใ้นการทดลองน้ี   

2. ทราบขนาดพอลิเมอร์ % degree of deacetylation และความเขม้ขน้ของไคโทซานต่อการ
เพิ่มจ านวนยอดของหญา้หวานและสารสตีวโิอไซดใ์นหญา้หวานในหลอดทดลอง 

3. เพื่อเป็นข้อมูลเบ้ืองตน้ในการผลิตเชิงอุตสาหกรรม หรือใช้เป็นข้อมูลเบ้ืองต้นส าหรับ
งานวจิยัอ่ืนๆ ต่อไป 

4. ขอ้มูลท่ีได้อาจน าไปสู่การส่งเสริมการใช้ไคโทซานท่ีสามารถผลิตและพฒันาข้ึนไดเ้อง
ภายในประเทศไทย เพื่อลดการใชส้ารเคมีน าเขา้จากต่างประเทศซ่ึงมีราคาสูง 

ขอบเขตของงำนวจัิย 

กำรทดลองที่ 1 ศึกษาความเขม้ขน้ของออกซินและชนิดกบัความเขม้ขน้ของไซโทไคนินใน
อาหารเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีเหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนยอดของหญา้หวานและ
ปริมาณสตีวโิอไซดท่ี์พบ  

กำรทดลองที ่2 ศึกษาผลของชนิดและความเขม้ขน้ของไคโทซานต่อการเพิ่มจ านวนยอดและ 
ปริมาณสตีวโิอไซดใ์นหญา้หวานในหลอดทดลอง 

 



บทที ่2 

การตรวจเอกสาร 

ความส าคัญของหญ้าหวาน   
 หญา้หวาน เป็นพืชสมุนไพรชนิดหน่ึงมีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Stevia rebaudiana Bertoni 
(ภาพท่ี 1) เป็นพืชท่ีอยู่ในวงศ ์Asteraceae (Geuns, 2003) มีอายุประมาณ 3 ปี (อดุลย ์ศรีเทพ, 2533)  
หญา้หวานเป็นพืชท่ีมีถ่ินก าเนิดอยู่ในอเมริกาใตแ้ถบประเทศบราซิลและปารากวยั โดยชาวพื้นเมือง
ปารากวยัและบราซิลไดน้ าใบของหญา้หวานมาใชผ้สมเพื่อเพิ่มรสหวานในอาหารและเคร่ืองด่ืมมานาน
กว่า 400 ปีแลว้ (ไมตรี สุทธจิตต ์และคณะ, 2540) ต่อมาในราวปี 1970 นกัธุรกิจชาวญ่ีปุ่นไดน้ าไป
เผยแพร่โดยปลูกท่ีญ่ีปุ่น และกระจายไปท่ีเกาหลี จีน ไตห้วนั ไทย และประเทศอ่ืนๆ ในเอเชียตะวนัออก
เฉียงใต ้(ไมตรี สุทธจิตต์, 2533) ในปัจจุบนัไดมี้การใชป้ระโยชน์จากหญา้หวานกนัเป็นอยา่งมาก โดย
ใช้ในอุตสาหกรรมหลายชนิดท่ีตอ้งมีส่วนผสมของสารให้ความหวาน เช่น อุตสาหกรรมอาหาร และ
เคร่ืองด่ืม ดว้ยเหตุน้ีหญา้หวานจึงจดัเป็นพืชท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจชนิดหน่ึง โดยความตอ้งการ
ในการบริโภคผลิตภัณฑ์จากหญ้าหวานในต่างประเทศมีแนวโน้มท่ีเพิ่มมากข้ึนเร่ือย ๆ อย่างไม่มี
ขีดจ ากัด โดยมีรายงานว่าในปี 1987 ประเทศญ่ีปุ่นได้ใช้ใบหญ้าหวานแห้งทั้งหมดประมาณ 750          
เมตริคตนั ซ่ึงปริมาณดงักล่าวไม่ได้รวมปริมาณการบริโภคใบหญา้หวานแห้งในประเทศอ่ืนๆ เช่น 
บราซิลและประเทศอ่ืนๆ ในทวปีอเมริกาใต ้ประเทศเกาหลีใต ้ประเทศจีน ประเทศในแถบแปซิฟิครวม
ทั้งบางประเทศในยุโรป ออสเตรเลียและอเมริกาเหนือ ซ่ึงคาดวา่ถา้หากรวมปริมาณความตอ้งการหญา้
หวานและผลิตภณัฑ์ท่ีประเทศต่างๆ ทัว่โลกตอ้งการจะมีปริมาณหลายพนัตนัต่อปี และคาดวา่มีความ
ต้องการเพิ่มข้ึนในทุกประเทศ ในขณะท่ีมีเพียงบางประเทศเท่านั้ นท่ีสามารถปลูกหญ้าหวานได ้    
(เครือวลัย ์สมณะ, 2545)  

ส าหรับในประเทศไทยไดมี้การน าหญา้หวานมาปลูกคร้ังแรกเม่ือ พ.ศ. 2518 (อดุลย ์ศรีเทพ, 
2533) ท่ีนิคมเทพา จงัหวดัสงขลา แต่เน่ืองจากดินฟ้าอากาศไม่เหมาะสมเพราะมีฝนตกชุกตลอดปี จึงท า
ให้ความหวานลดน้อยลงซ่ึงท าให้การปลูกไม่ค่อยจะไดผ้ลเท่าท่ีควร ต่อมาในปี พ.ศ. 2521 จึงไดมี้การ
น าไปปลูกท่ีอ าเภอแม่สาย จงัหวดัเชียงรายซ่ึงปรากฏวา่ไดผ้ลดีจึงไดมี้การขยายพื้นท่ีเพาะปลูกออกไป
ในเขตภาคเหนือ ได้แก่ จังหวดัเชียงใหม่ เชียงราย พะเยา และล าพูน ซ่ึงปลูกได้ผลดีตลอดมา             
(ธีรยทุธ กล่ินสุคนธ์ และคณะ, 2538 ) 
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ภาพที ่1 รูปหญา้หวานท่ีเพาะเล้ียงในเรือนตน้ไม ้

สารส าคัญในหญ้าหวาน 

 สารให้ความหวานท่ีพบในหญา้หวานจดัเป็นสารประกอบพวกไดเทอร์ปีนไกลโคไซด์ซ่ึงมี
หลายชนิด ไดแ้ก่ stevioside, steviolbioside, rebaudioside A, B, C, D, E, F และ dulcoside A (ภาพท่ี 2)
โดยสารสตีวโิอไซด์ (stevioside) เป็นสารใหค้วามหวานหลกัท่ีมีปริมาณมากท่ีสุดในใบหญา้หวาน โดย
ในใบของหญ้าหวานจะพบสารสตีวิโอไซด์ ตั้ งแต่ 4-20% ของน ้ าหนักใบแห้งของหญ้าหวาน       
(Geuns, 2003) รองลงมาคือ rebaudioside ซ่ึงให้ความหวานมากกวา่สตีวิโอไซด์แต่มีประมาณ 1% ของ
น ้าหนกัใบแหง้ของหญา้หวาน (พชัรินทร์ ศรีทองค า, 2538) 
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              Compound  name  R1   R2 

1 steviol    H   H                                                            

2    steviolbioside   H   β-Glc- β-glc(2→1)                

3 stevioside   β-Glc   β-Glc- β-glc(2→1)              

4 rebaudioside   A   β-Glc   β-Glc- β-glc(2→1) 

β-Glc (3→1)                             

5 rebaudioside   B   H   β-Glc- β-glc(2→1) 

β-Glc (3→1)                        

6 rebaudioside  C   β-Glc   β-Glc-α-Rha(2→1)

 (dulcoside  B)                                                                                                                                                                                                         

                                                                                     β-Glc (3→1)                                                

7 rebaudioside  D   β-Glc- β-glc(2→1) β-Glc- β-glc(2→1)  

β-Glc (3→1)                             

8  rebaudioside  E   β-Glc- β-glc(2→1) β-Glc- β-glc(2→1)              

9 rebaudioside   F   β-Glc   β-Glc- β-Xyl(2→1) 

β-Glc (3→1)                             

10 rebaudioside  A   β-Glc   β-Glc-α-Rha(2→1) 

ภาพที่ 2 โครงสร้างหลักของสารประกอบไดเทอร์ปีนในหญ้าหวาน (ภาพบน) และสารประกอบ         
ไดเทอร์ปีนไกลโคไซด ์(Geuns, 2003) 
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 โครงสร้างของสารสตีวิโอไซด์ (ภาพท่ี 2) ประกอบดว้ย 2 ส่วน คือ ส่วน aglycone steviol และ
ส่วนท่ีเป็นน ้ าตาล 3 โมเลกุล มีสูตรทางเคมีคือ C38H60O18 มีลกัษณะเป็นผลึกสีขาว เบา ไม่มีกล่ิน มีรส
หวาน แต่รสหวานของสตีวโิอไซดน์ั้นจะมีรสข่ืนและขมเล็กนอ้ย (ธีรยทุธ กล่ินสุคนธ์ และคณะ, 2538 ) 
สตีวิโอไซด์สามารถดูดความช้ืนได้ดีและมีจุดหลอมเหลวสูงถึง 198oC และสามารถละลายได้ใน         
ไดออกเซน แอลกอฮอล์ สารละลายกรด และน ้ าร้อน (พชัรินทร์ ศรีทองค า, 2538) นอกจากน้ี             
สตีวิโอไซด์ยงัเป็นสารท่ีทนต่อความร้อน ทนต่อกรดและด่าง (เทียนศกัด์ิ เมฆโอภาพรรณ, 2531) และ
ไม่ใหพ้ลงังานเน่ืองจากโครงสร้างโมเลกุลของสารสตีวโิอไซดป์ระกอบดว้ยโมเลกุลน ้ าตาลท่ีต่อกนัดว้ย
พนัธะไกลโคซิดิก (glycosidic bond) ในต าแหน่งเบตา้ ซ่ึงมนุษยไ์ม่มีเอนไซม์ท่ีสามารถยอ่ยโมเลกุล
ของน ้ าตาลท่ีต่อด้วยพนัธะไกลโคซิดิกในต าแหน่งเบตา้ได ้จึงท าให้ร่างกายไม่สามารถน าไปใช้เป็น
พลงังานได ้ 

ชีวสังเคราะห์ของสารสตีวิโอไซด์จะผ่านทาง 2-C-methyl-D-erythritol-4 phosphate (MEP) 
pathway (Totte et al., 2000) ซ่ึงพบวา่การสังเคราะห์สารสตีวิโอไซด์มาจากกระบวนการสังเคราะห์ท่ี
คลา้ยคลึงกบัสารควบคุมการเติบโต gibberellins (GA) และ abscisic acid (ABA) โดยมีการสังเคราะห์
จาก Acetyl CoA โดยผา่นทาง mevalonic acid pathway (นนัทนา องักินนัทน์, 2549)  
 
ประโยชน์ของสารสตีวิโอไซด์จากหญ้าหวาน  
 ในหญา้หวานมีสารสตีวโิอไซดซ่ึ์งเป็นสารให้ความหวานท่ีให้ความหวานมากกวา่น ้ าตาลทราย
ถึง 300 เท่า จึงเป็นท่ีนิยมน ามาใชผ้สมในอาหารและเคร่ืองด่ืมหลายชนิด เพื่อทดแทนน ้ าตาลโดยจะไม่
เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลเม่ือถูกความร้อนในขณะน าไปใชใ้นการประกอบอาหารและไม่ท าให้สารชูรสอ่ืนๆ 
มีรสเปล่ียนแปลงไป แต่จะสามารถกลมกลืนกันได้ดี อีกทั้ งสารสตีวิโอไซด์ยงัถูกย่อยสลายด้วย
แบคทีเรียไดช้้ากว่าน ้ าตาลทรายจึงไม่ค่อยจะท าให้เกิดปฏิกิริยาการหมกัจนท าให้อาหารบูดเน่าไดง่้าย 
นอกจากน้ียงัพบอีกวา่สารสตีวิโอไซด์สามารถท่ีจะทนต่อความร้อน สภาพกรดและด่างไดเ้ป็นอยา่งดี 
(ธีรยทุธ กล่ินสุคนธ์ และคณะ, 2538) จึงเหมาะสมในการน าไปใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร เคร่ืองด่ืม โดย
เป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑอ์าหารมากมายหลายชนิดเช่น ซอส เตา้เจ้ียว อาหารทะเลแห้ง ผกัดอง อาหาร
หวานแช่แข็ง ไอศครีม แยม ลูกกวาด หมากฝร่ัง หรือในเคร่ืองด่ืม เช่น น ้ าอดัลม และน ้ าผลไม ้เป็นตน้ 
และยงัมีการน าไปใชใ้นการผลิตยาสีฟัน และน ้ายาบว้นปาก เน่ืองจากสารสตีวิโอไซด์สามารถยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของโรคฟันผไุด ้(ราณี บุรีรักษ,์ 2529) นอกจากน้ีสตีวิโอไซด์ยงัเป็นสารท่ีร่างกาย
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ไม่สามารถน าไปใชเ้ป็นพลงังานได ้ดงันั้นในทางการแพทยจึ์งนิยมน าไปใชก้บัผูท่ี้ตอ้งการลดความอว้น
หรือผูป่้วยโรคเบาหวาน และโรคไขมนัในเลือดสูง เป็นตน้ (ไมตรี สุทธจิตต,์ 2533)   
 
ความปลอดภัยของการบริโภคสารสตีวโิอไซด์ในหญ้าหวาน 
 หญา้หวานถูกน ามาบริโภคโดยใชใ้นการปรุงรสและประกอบอาหารพื้นเมืองของประเทศแถบ
อเมริกาใต้ เช่น ปารากวยัและบราซิลมานานกว่า 400 ปี โดยยงัไม่มีรายงานเก่ียวกับการเกิดพิษ
เฉียบพลนัแต่อย่างใด โดยจากการวิจยัและศึกษาเก่ียวกบัความปลอดภยัในการน าสารสตีวิโอไซด์มา
บริโภคไดมี้การทดลองกนัอย่างละเอียดจากหลายสถาบนั ซ่ึงผลการวิจยัทั้งหลายท่ีไดไ้ม่ปรากฏว่ามี
รายงานฉบบัใดท่ีกล่าวว่าสารสตีวิโอไซด์ให้โทษแก่ร่างกายทั้งทางตรงและทางออ้ม (ไมตรี สุทธจิตต ์
และคณะ, 2540)  
 นอกจากน้ีจากการศึกษาดา้นพิษวทิยาเฉียบพลนัพบวา่สตีวโิอไซด ์ไม่มีความเป็นพิษเฉียบพลนั
ต่อกระต่าย หนูตะเภาและลูกไก่ แต่การฉีดสารสกดัสตีวิโอไซด์ 20% และ 40% เขา้ช่องทอ้ง จะท าให้
หนูถีบจกัรตายคร่ึงหน่ึง (ค่า LD50) ดว้ยขนาดเท่ากบั 17 และ 42 g/kg BW ตามล าดบั การตรวจศพหนูท่ี
ตายหลงัจากท่ีไดรั้บสตีวิโอไซด์ 2 g/kg BW ติดต่อนาน 2 สัปดาห์ ไม่พบความผิดปกติของอวยัวะ
ภายในแต่อย่างใด ส่วนการทดลองความเป็นพิษระยะยาวในหนูทดลองพบว่าการให้สารละลายท่ีมี    
สตีวิโอไซด์ 7% ผสมในอาหารให้หนูเพศผูแ้ละเพศเมียนาน 3 เดือน พบวา่ไม่มีความเป็นพิษเน่ืองจาก
สารสตีวิโอไซด์แต่อยา่งใด อีกทั้งยงัมีการศึกษาเก่ียวกบัฤทธ์ิก่อกลายพนัธ์ุพบวา่สตีวิโอไซด์ไม่มีฤทธ์ิ
ก่อกลายพนัธ์ุต่อเช้ือ Salmonella typhimurium Escherichia coli และ Bacillus subtilis สายพนัธ์ุต่างๆ 
(ไมตรี สุทธจิตต,์ 2533)   
 
การขยายพันธ์ุหญ้าหวานโดยการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
 ในสภาวะธรรมชาติการขยายพนัธ์ุหญา้หวานมกัจะขยายพนัธ์ุโดยการใชเ้มล็ดและการปักช าแต่
การขยายพนัธ์ุดว้ยเมล็ดมกัประสบปัญหาการกลายพนัธ์ุ เน่ืองจากหญา้หวานเป็นพืชท่ีมีการผสมขา้มสูง
จึงท าให้เกิดการกลายพนัธ์ุไดง่้ายโดยตน้ท่ีไดจ้ากการปลูกดว้ยเมล็ดจะเกิดการกลายลกัษณะต่างๆ เช่น 
รูปร่าง สีของใบ และปริมาณของสารให้ความหวาน (Tamura et al., 1984) อีกทั้งการปลูกดว้ยเมล็ด
ยงัใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารงอกต ่าดว้ย ส าหรับการขยายพนัธ์ุหญา้หวานโดยวิธีตดัช าก็สามารถท าไดแ้ละท าให้
ไดต้น้พนัธ์ุท่ีมีพนัธุกรรมคงเดิมแต่วิธีการขยายพนัธ์ุโดยวิธีการตดัช าไม่สะดวกส าหรับการขยายพนัธ์ุ 
ในระดบัอุตสาหกรรมการผลิตเพื่อให้ได้ปริมาณมากๆ ดงันั้น การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจึงไดถู้กน ามาใช้
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ประโยชน์ในการขยายพนัธ์ุหญา้หวาน โดยมีผูศึ้กษาใชสู้ตรอาหารต่างๆ ร่วมกบัการใชส้ารควบคุมการ
เติบโตหลายชนิดในการเล้ียงส่วนต่างๆ ของหญา้หวาน กล่าวคือ 

พชัรินทร์ ศรีทองค า (2538) ได้ทดลองเล้ียงส่วนใบอ่อนและยอดอ่อนของหญา้หวาน แล้ว
พบวา่การเพาะเล้ียงใบอ่อนของหญา้หวานบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม NAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ร่วมกบั 
BA ความเขม้ขน้ 2 mg/L โดยให้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนตค์วามเขม้แสง 2,000 ลกัซ์ เพาะเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 25±2oC สามารถชกัน าให้เกิดแคลลสัได ้และการใช้อาหารสูตร MS ท่ีใส่วิตามินตามสูตร 
Nitsch and Nitsch (1969) ร่วมกบั NAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L และ BA ความเขม้ขน้ 2 mg/L สามารถชกั
น าให้แคลลสัจากใบอ่อนพฒันาไปเป็นตน้ได ้ส าหรับการเกิดรากพบว่าการใช้อาหารสูตร MS ท่ีเติม 
NAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L สามารถชกัน าให้เกิดรากได ้นอกจากน้ียงัได้ท าการทดลองหาสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนยอดจากส่วนของยอดอ่อนด้วย โดยพบว่าการใช้อาหารสูตร MS ท่ีเติม 
kinetin ความเขม้ขน้ 12 mg/L สามารถชกัน าให้เกิดยอดเฉล่ียถึง 60.2 ยอดต่อช้ินยอดเร่ิมตน้ภายใน
ระยะเวลา 3 เดือน โดยเมล็ดพนัธ์ุหญา้หวานท่ีน าไปปลูกและใชใ้นการทดลองของพชัรินทร์ ศรีทองค า
(2538) ในคร้ังน้ีไดม้าจากบริษทัศิลป์อุดมเกษตรกรรม จงัหวดัเชียงราย 
 ส่วนพิมลพรรณ เฉลิมวุฒิกุล (2547) พบว่าการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อตาข้างของหญ้าหวานบน
อาหารสูตร MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 1 mg/L ภายใตค้วามเขม้แสง 1,000 ลกัซ์ เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
สามารถชกัน าตาขา้งให้เกิดยอดได้ 100% โดยได้จ  านวนยอดเฉล่ียสูงสุดถึง 2.59 ยอดต่อช้ินเน้ือเยื่อ     
ตาขา้ง และให้ความยาวเฉล่ียยอดสูงสุด 1.93 เซนติเมตร และยงัพบว่าการยา้ยยอดอ่อนไปเล้ียงบน
อาหารสูตร MS ท่ีเติม IAA ความเขม้ขน้ 0.1 mg/L สามารถชกัน ายอดอ่อนใหเ้กิดรากไดสู้งถึง 56% โดย
มีจ านวนรากเฉล่ียถึง 2.60 รากต่อยอด 

นอกจากนั้น มทันียา วงัประภา (2548) ไดท้ดลองเล้ียงปลายยอดของหญา้หวานบนอาหารสูตร 
MS ท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 1 mg/L เพาะเล้ียงใน growth chamber ท่ีอุณหภูมิ 25 ± 1oC เป็นเวลา           
8 สัปดาห์ พบว่าสามารถชักน าให้เกิดยอดไดเ้ฉล่ียถึง 4.5 ยอดต่อช้ินเน้ือเยื่อ ในสัปดาห์ท่ี 2 ของการ
เพาะเล้ียง โดยมีความยาวเฉล่ียของยอดถึง 3.06 เซนติเมตร ส าหรับการเกิดรากพบว่ายอดท่ีเล้ียงใน
อาหารสูตร MS ท่ีเติม NAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L สามารถชกัน าให้เกิดรากไดม้ากท่ีสุด โดยมีจ านวน
รากเฉล่ียสูงสุด 11 รากต่อช้ินเน้ือเยือ่ นอกจากน้ียงัพบวา่การเพาะเล้ียงใบอ่อนของหญา้หวานบนอาหาร
สูตร MS ท่ีเติม BA และ NAA อยา่งละ 2 mg/L ทั้งในสภาพท่ีมีแสงและสภาพมืดจะให้ปริมาณแคลลสั
สูงท่ีสุด 
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ส าหรับงานวิจยัของ Sivaram และ Mukundan (2003) พบวา่การเพาะเล้ียงส่วนยอดและขอ้ของ
หญา้หวานในอาหารสูตร MS ร่วมกบั IAA และ BA ท่ีความเขม้ขน้ 5.71 และ 8.87 µMตามล าดบั 
สามารถชกัน าให้เกิดยอดไดถึ้ง 11.2 ± 0.8 ยอดต่อช้ินยอดเร่ิมตน้ และ 10 ± 0.8 ยอดต่อขอ้ ส าหรับการ
เกิดรากพบวา่การใชอ้าหารสูตร 1/2MS ท่ีเติม IBA 4.90 µM สามารถชกัน าให้เกิดรากไดถึ้ง 12-13 ราก 
หลงัจากเล้ียงเป็นเวลา 30 วนั โดยรากท่ีไดมี้ลกัษณะหนาและยาว  

ส่วนงานวจิยัของ Hwang (2006) พบวา่การเพาะเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานในอาหารสูตร MS 
ร่วมกบั IAA และ kinetin ความเขม้ขน้ 2 และ 0.5 mg/Lตามล าดบั สามารถชกัน าให้เกิดยอดไดถึ้ง    
23.4 ± 2.1 ยอดต่อช้ินส่วนขอ้ และเม่ือทดลองใช้สารควบคุมการเติบโตสูตรดงักล่าวร่วมกบัการใช้
อาหารสูตรพื้นฐาน 4 สูตร ไดแ้ก่ สูตร MS, SH, WMP และ B5 พบวา่อาหารพื้นฐานสูตร MS ท่ีเติมสาร
ควบคุมการเติบโตสูตรดงักล่าว สามารถชกัน าใหเ้กิดยอดไดสู้งท่ีสุด คือ 23.4 ± 2.1 ยอดต่อช้ินส่วนขอ้ 

 
ไคติน-ไคโทซาน 
 ไคตินเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีได้รับการกล่าวถึงเป็นคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1811 โดย
นกัวิทยาศาสตร์ชาวผร่ังเศสท่ีมีช่ือวา่ Braconnot ซ่ึงไดท้  าการทดลองตม้เห็ด Agaricus volvaceus Bull 
และเห็ดชนิดต่างๆ ดว้ยด่างเพื่อท าการสกดัไคติน ต่อมาในปี ค.ศ. 1859 ไดมี้การรายงานถึงไคโทซาน
(chitosan) เป็นคร้ังแรกโดย Rouget น าไคตินไปตม้ในสารละลาย potassium hydroxide ท่ีมีความเขม้ขน้
สูง ท าให้ไคตินดงักล่าวสามารถละลายในกรดอินทรีย์ได ้จึงเรียกไคตินน้ีวา่ modified chitin ซ่ึงไดมี้
การศึกษาอีกคร้ังหน่ึงในปี ค.ศ. 1894 โดย Hoppe Seyler และมีการก าหนดช่ือใหม่แก่สารชนิดน้ีว่า     
ไคโทซาน (Muzzarelli, 1976)  
 ไคตินมีช่ือทางเคมีว่า poly-β-(1,4)-2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose (Horton et al, 
1993) มีสูตรทางเคมีคือ (C8H13O5N)n  (ภาพท่ี 3) ในธรรมชาติไคตินเป็นสารชีวภาพท่ีพบมากเป็นอนัดบั
สองรองจากเซลลูโลส ไคตินในธรรมชาตินั้นเกิดจากการท่ีส่ิงมีชีวิตน าโมเลกุลของน ้ าตาลชนิดหน่ึงท่ี
เป็นอนุพนัธ์ุของน ้ าตาลกลูโคสท่ีเรียกว่า N-acetyl-D-glucosamine มาสังเคราะห์ต่อกนัเป็นสายยาว
ขนาดต่างๆ  ส่วนใหญ่ไคตินจะท าหน้าท่ีเป็นโครงสร้างท่ีให้ความแข็งแรงกบัเซลล์หรือร่างกายของ
ส่ิงมีชีวติ โดยจะพบไดใ้นผนงัเซลลข์องจุลชีพจ าพวกเห็ด รา และยสีต ์นอกจากน้ียงัพบไดใ้นปริมาณสูง
ในเปลือกแขง็ภายนอกของสัตวท่ี์มีลกัษณะเป็นขอ้ปลอ้ง (Arthropod) ทั้งหมด อนัไดแ้ก่ แมลง กุง้ กั้ง ปู 
เป็นตน้ นอกจากน้ีสัตวจ์  าพวกหอย และหมึกก็มีสารไคตินอยูเ่ช่นกนั โดยพบไดม้ากท่ีแกนในของหมึก 
ส่วนในเปลือกหอยก็สามารถพบไดบ้า้งแต่ก็มีอยูใ่นปริมาณนอ้ย (รัฐ พิชญางกรู, 2548)  
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ไคโทซานมีช่ือทางเคมีวา่ poly-β-(1,4)-2-amino-2-deoxy-D-glucose (Horton และคณะ, 1993) 
มีสูตรทางเคมีคือ (C6H11O4N)n  (ภาพท่ี 3) ไคโทซานเป็นสารประกอบอนุพนัธ์ธรรมชาติท่ีไดจ้ากการน า
หมู่อะซิติลออกจากสารประเภทไคติน (สุวลี จนัทร์กระจ่าง, 2548) ส าหรับไคโทซานมกัพบไดน้อ้ยใน
ธรรมชาติ โดยสามารถพบไดใ้นผนงัเซลล์ของเห็ดราและยีสต์บางชนิดเท่านั้น ดงันั้นไคโทซานส่วน
ใหญ่ท่ีมีใชก้นัอยูไ่ดม้าจากการผลิตและแปรรูปมาจากสารไคติน (รัฐ พิชญางกรู, 2548)  

โดยทัว่ไปในแหล่งก าเนิดตามธรรมชาติมกัพบโมเลกุลของไคตินและไคโทซานปะปนอยู่ใน
สายพอลิเมอร์เดียวกนัเสมอ ซ่ึงการปรับเปล่ียนระหวา่งไคตินไปเป็นไคโทซานเกิดจากปฏิกิริยาทางเคมี
ท่ีเรียกวา่ deacetylation (สุวลี จนัทร์กระจ่าง, 2548) โดยสมบติัของการเป็นไคโทซานสามารถวดัไดจ้าก
ค่าระดบัการก าจดัหมู่อะซิติล โดยคิดเป็นหน่วยร้อยละของการน าหมู่อะซิติลออกจากไคติน (Degree of 
deacetylation, DD) ซ่ึงจะอยูร่ะหวา่งร้อยละ 70-95 ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บักรรมวิธีในการแปรรูปไคตินให้เป็น
ไคโทซาน (ปิยะบุตร วานิชพงษพ์นัธ์ุ และ สุวลี จนัทร์กระจ่าง, 2542) 
 ประเทศไทยเป็นผูผ้ลิตผลิตภณัฑ์แปรรูปกุง้กุลาด ารายใหญ่ ซ่ึงในอุตสาหกรรมการแปรรูปกุง้
จะมีส่วนหัวกุ้งและเปลือกกุ้งเป็นของเหลือทิ้ง โดยประมาณกนัว่าในปีหน่ึงๆจะมีเศษท่ีเหลือทิ้งถึง 
150,000 ตนั ในปัจจุบนั ประเทศไทยสามารถแปรรูปเปลือกกุง้ให้ไดผ้ลผลิตเป็นไคตินและไคโทซาน
ได ้(ทศันยั วาหะ, 2545) ซ่ึงจดัวา่เป็นการใชท้รัพยากรธรรมชาติในประเทศให้เกิดประโยชน์และคุม้ค่า
มากท่ีสุด อีกทั้งยงัเป็นการเพิ่มคุณค่าของผลิตภณัฑ์และลดการน าเขา้สารจ าพวกไคตินและไคโทซาน
จากต่างประเทศอีกดว้ย (สุวลี จนัทร์กระจ่าง, 2542) 
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ภาพที ่3 โครงสร้างทางเคมีของไคตินและไคโทซาน (ดดัแปลงจาก Majeti และ Kumar, 2000) 

 
กระบวนการผลติไคติน-ไคโทซาน 
 ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอน คือ 
 1. กระบวนการการก าจดัโปรตีน (Deproteination) 
     ในการผลิตไคติน-ไคโทซานจากเปลือกกุง้ กระดองปู จ  าเป็นตอ้งมีการก าจดัโปรตีนออก
เสียก่อน ส่วนใหญ่ใชโ้ซดาไฟ (NaOH) เป็นตวัท าปฏิกิริยา ซ่ึงนอกจากโปรตีนแลว้ไขมนัและรงควตัถุ
บางชนิดจะถูกก าจดัออกไปดว้ย 
 2. กระบวนการก าจดัเกลือแร่ (Demineralization) 
     น าวตัถุดิบท่ีผา่นกระบวนการก าจดัโปรตีนมาท าปฏิกิริยากบักรดไฮโดรคลอริก (HCl) ซ่ึงจะ
เป็นการก าจดัสารพวกหินปูน (CaCO3) ออกไป รงควตัถุและโปรตีนบางตวัท่ีเหลืออยูก่็ถูกก าจดัออกไป
ดว้ย ซ่ึงขั้นตอนน้ีจะท าใหไ้ดไ้คตินบริสุทธ์ิ 
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 3. กระบวนการก าจดัหมู่อะซิติล (Deacetylation) 
     ท าการตม้ไคตินท่ีไดจ้ากการก าจดัเกลือแร่ท่ีอุณหภูมิสูงโดยใช้ด่าง เช่น NaOH ท่ีมีความ
เข้มข้นตั้ งแต่ 40% (w/v) ข้ึนไปจะท าให้ได้ไคโทซานท่ีสามารถละลายได้ในกรดอินทรีย์ เช่น       
กรดอะซิติก (CH3COOH) กรดโพรพิโอนิก (CH3CH2COOH) กรดแลกติก (CH3CH2CH(OH)COOH) 
และกรดบิวทีริก (CH3CH2CH2COOH) เป็นตน้ (ปิยะบุตร วานิชพงษ์พนัธ์ุ และ สุวลี จนัทร์กระจ่าง, 
2542) 
 
การประยุกต์ใช้ไคติน-ไคโทซานในด้านการเกษตร 
 ไคติน-ไคโทซานได้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการเกษตรมานานแล้ว และได้มีการผลิตและ
จ าหน่ายผลิตภณัฑท่ี์ผลิตจากสารไคตินและไคโทซานมาใชใ้นทางการเกษตรมากมาย โดยการน ามาใช้
นั้นมีรูปแบบท่ีแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัวตัถุประสงคข์องการใช้งาน เช่น น าไปใช้เพื่อช่วยยืดอายุผลผลิต
หลงัการเก็บเก่ียว ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุของโรคพืช รวมถึงการน าไปใช้ใน
การกระตุน้การเจริญเติบโตของพืชเพื่อเพิ่มผลผลิต เป็นตน้ 
 

1. ไคติน-ไคโทซานมีผลต่อการเจริญเติบโตของพชื 
ไคโทซานมีคุณสมบัติในการเป็นตัวกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชทั้ งท่ีปลูกในสภาพ

ธรรมชาติและท่ีเล้ียงในหลอดทดลอง 
จากการศึกษาทดลองในการปลูกไมด้อกไมป้ระดับมีการรายงานว่า ไคโทซานมีผลต่อการ

เจริญเติบโตและคุณภาพดอกของ Lisianthus (Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn. ‘Kairyou 
Wakamurasaki’) โดยพบวา่การใชไ้คโทซานท่ีความเขม้ขน้ 1% (w/v) ผสมลงในดินท่ีใชป้ลูกมีผลท าให้
ความยาวของยอด ล าตน้ ขนาดของใบ และน ้าหนกัแหง้ของตน้และรากสูงกวา่ชุดการทดลองท่ีไม่ไดรั้บ
ไคโทซานอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ในสัปดาห์ท่ี 8 และ 11 ของการเพาะปลูก นอกจากน้ียงัพบว่าการ
ผสมไคโทซานในดินท่ีใชป้ลูกยงัมีผลท าใหมี้การออกดอกท่ีเร็วข้ึน มีจ านวนดอก น ้ าหนกัของดอก และ
คุณภาพของดอกสูงกวา่ชุดการทดลองควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่การแช่เมล็ด Lisianthus ใน
ไคโทซานก่อนท่ีจะปลูกนั้นกลบัให้ผลไม่แตกต่างจากชุดการทดลองควบคุม (Ohta et al, 1999) 
นอกจากน้ียงัมีการศึกษาผลของไคโทซานต่อการเจริญเติบโตของเยอบีร่า (Gerbera jamesonii Bolus) 
พบว่าการให้ไคโทซานแก่เยอบีร่าในระยะ vegetative growth จนพืชมีอายุครบ 3 ปี จะมีผลท าให้       
เยอบีร่ามีการเพิ่มข้ึนของจ านวนใบ ขนาดของใบ ความยาวของก้านดอก และจ านวนช่อดอกเม่ือ
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เปรียบเทียบกับชุดการทดลองท่ีไม่ได้รับไคโทซานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (Wanichpongpan, 
Suriyachan and Chandkrachang, 2000) 

สุวลี และคณะ (2546) ศึกษาผลของไคโทซานในการปลูกพืชผกัสวนครัวแบบผสมผสาน 
ไดแ้ก่ คะนา้ (Brassica alboglabra Bailey) และพริก (Capsicum sp.) โดยการฉีดพ่นไคโทซานท่ีความ
เขม้ขน้ 0, 3.75, 7.5, 11.25 และ 15 ppm ตามล าดบั เป็นระยะเวลา 2 เดือน พบวา่มีผลท าให้ค่าเฉล่ียของ
น ้าหนกัสดต่อตน้ของคะนา้และพริกสูงข้ึน และสูงกวา่ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่ไดรั้บไคโทซาน โดย
อตัราการใชไ้คโทซานท่ีความเขม้ขน้ 3.75 ppm มีแนวโนม้ท าให้น ้ าหนกัสดของคะนา้และความสูงของ
พริกท่ีวดัไดต้ั้งแต่สัปดาห์ท่ี 2 เป็นตน้ไป สูงกวา่การใหไ้คโทซานท่ีความเขม้ขน้อ่ืนๆ 

Mason และ Davis (1997) ศึกษาการเพาะเล้ียงเซลล์ของตน้ Slash pine (Pinus elliottii var. 
elliottii Engelm.) พบวา่เม่ือให้ไคโทซานแก่เซลล์ของพืชชนิดน้ีท่ีความเขม้ขน้ 60 µg/ml เป็นเวลา       
24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นเม่ือน าไปสกดั mRNA ตรวจสอบดว้ยวิธี differential display และ sequence 
analysis พบวา่ไคโทซานสามารถชกัน าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของ mRNA ภายในเซลล์ ซ่ึงส่วนใหญ่
จะเป็น mRNA ของยนีท่ีความเก่ียวขอ้งกบัระบบป้องกนัตนเองของพืช 

Barka และคณะ (2004) ไดท้  าการศึกษาการเพาะเล้ียงตายอดขององุ่น (Vitis vinifera L. cv. 
Chardonnay clone 7535) ในหลอดทดลอง พบว่าเม่ือเติมไคโทซานท่ีอยู่ในรูปของสารละลายช่ือ 
chitogel ท่ีความเขม้ขน้ 1.75% (v/v) จะสามารถชกัน ายอดองุ่นท่ีเพาะเล้ียงในหลอดทดลองให้มีความ
ยาวมากกว่าชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่ไดรั้บไคโทซานอย่างมีนยัส าคญั แต่เม่ือให้ไคโทซานท่ีระดบั
ความเขม้ขน้สูงกวา่ 1.75% (v/v) กลบัส่งผลให้ยอดองุ่นเจริญเติบโตไดน้อ้ยกวา่ชุดการทดลองควบคุม 
นอกจากน้ีการใหไ้คโทซานท่ีความเขม้ขน้ดงักล่าวยงัมีผลส่งเสริมให้รากองุ่นเจริญเติบโตไดดี้ข้ึนและมี
การแตกแขนงมากข้ึน และจากการวดัความยาวของล าตน้ การนบัจ านวนขอ้ การวดัน ้ าหนกัแห้งของ
ยอดและราก รวมถึงมวลชีวภาพทั้งหมด พบว่าองุ่นท่ีไดรั้บไคโทซานจะมีค่าการเติบโตต่างๆ ขา้งตน้
ทั้งหมดสูงกวา่องุ่นท่ีเพาะเล้ียงในชุดการทดลองควบคุม ส าหรับการสังเคราะห์ดว้ยแสงพบวา่ไคโทเจล
สามารถเพิ่มอตัราการด้วยสังเคราะห์แสงได้มากข้ึนโดยท าให้ต้นองุ่นสามารถผลิตก๊าซออกซิเจน             
(O2 production) และตรึงก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 fixation) ไดม้ากกวา่ตน้องุ่นท่ีเพาะเล้ียงในชุด
การทดลองควบคุม  

ส าหรับในกลว้ยไมก้็ไดมี้การศึกษาผลของไคโทซานต่อการเจริญเติบโตของกลว้ยไมส้กุลหวาย 
‘เอียสกุล’ ท่ีปลูกเพื่อตดัดอก โดยการทดลองใหไ้คโทซานชนิดพอลิเมอร์ (P) และโอลิโกเมอร์ (O) ซ่ึง
แต่ละชนิดมี degree of deacetylation (%DD) เท่ากบั 70, 80 และ 90 พบวา่ ภายในระยะเวลา 68 สัปดาห์
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การใชไ้คโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 1, 10, 50 และ 100 ppm สามารถชกัน าให้กลว้ยไมอ้อกดอกได้
เร็วและสามารถเพิ่มจ านวนช่อดอกไดม้ากกว่า เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองท่ีไม่ไดรั้บไคโทซาน 
นอกจากน้ีไคโทซานยงัมีผลต่อขนาดของคลอโรพลาสตใ์นใบของกลว้ยไม ้โดยพบวา่คลอโรพลาสตใ์น
ใบอ่อนจะมีขนาดใหญ่ข้ึนเม่ือไดรั้บไคโทซานชนิด O80 ท่ีความเขม้ขน้ 10 และ 50 ppm ซ่ึงแตกต่างจาก
ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่ได้รับไคโทซานอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ และส าหรับในใบแก่พบว่ามี
เฉพาะไคโทซานชนิด O80 ท่ีความเขม้ขน้ 50 ppm เท่านั้นท่ีมีผลต่อการเพิ่มขนาดของคลอโรพลาสตใ์ห้
มีขนาดใหญ่ข้ึน นอกจากน้ียงัพบวา่ไคโทซานชนิด O80 สามารถกระตุน้การแสดงออกของยีน ycf2 ใน
คลอโรพลาสต์ของใบอ่อนกล้วยไมไ้ด้ ซ่ึง ycf2 เป็นยีนท่ีจ าเป็นต่อการอยู่รอดของพืชบางชนิด 
นอกจากน้ีไคโทซานชนิด O80 ยงัสามารถท่ีจะเพิ่มจ านวน vascular bundles ท่ีประกอบดว้ย silica body 
ทั้งในใบแก่และใบอ่อนไดอี้กดว้ย (Limpanavech et al., 2008)  

นอกจากน้ียงัมีการศึกษาผลของไคโทซานต่อการเจริญเติบโตของกลว้ยไมส้กุลหวาย ‘เอียสกุล’ 
ท่ีเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง โดยการใชไ้คโทซานชนิดพอลิเมอร์ (P) และโอลิโกเมอร์ (O) ซ่ึงแต่ละ
ชนิดมี degree of deacetylation (%DD) เท่ากบั 70, 80 และ 90 ท่ีความเขม้ขน้ 0, 10, 20, 40 และ 80 ppm
โดยเติมลงในอาหารสูตร Vacin and Went (1949) หรือ VW ดดัแปลง พบวา่ การเติมไคโทซานชนิด  
พอลิเมอร์ 70% (P70) ความเขม้ขน้ 10 ppm และ P90 ความเขม้ขน้ 20 ppm สามารถกระตุน้การเพิ่ม
จ านวน protocorm-like bodies (plb) ไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยไม่มีผลต่อการเพิ่มอตัราการเกิด 
somaclonal variation และไคโทซานทุกชนิดท่ีมีความเขม้ขน้สูงถึง 80 ppm กลบัมีผลไปยบัย ั้งการสร้าง 
plb ส่วนการใช้ไคโทซานในระยะการพฒันา plb ให้เป็นตน้อ่อนได ้ศึกษาโดยเล้ียง plb บนอาหาร      
ก่ึงแขง็สูตร VW ดดัแปลง พบวา่การเติมไคโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 20 ppm สามารถกระตุน้การ
สร้าง plb และการเจริญเติบโตของ plb เป็นตน้อ่อนได้อย่างมีนยัส าคญั เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการ
ทดลองควบคุมท่ีไม่ไดใ้ช้ไคโทซาน หลงัจากเล้ียงเป็นเวลา 4 เดือน ในขณะท่ีการใช้ไคโทซานชนิด 
O80 ความเขม้ขน้ 10 ppm หรือ P80 ความเขม้ขน้ 10 ppm มีประสิทธิภาพและเหมาะสมท่ีสุดในการ
พฒันาตน้อ่อนของกลว้ยไมใ้หเ้ป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ และส าหรับการใช ้P70 ความเขม้ขน้ 10 ppm หรือ P70 
ความเขม้ข้น 20 ppm ในการแช่ตน้กล้าของพืชเม่ือยา้ยออกจากขวดและฉีดพ่นทุกสัปดาห์ในช่วง
ระยะเวลาการปลูกพบว่าสามารถเพิ่มอตัราการรอดชีวิต และเพิ่มการเจริญเติบโตของตน้กลา้ในช่วง
เดือนแรกได ้จากการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ การใชไ้คโทซานท่ีมีขนาดโมเลกุล %DD และความเขม้ขน้
ท่ีเหมาะสมในแต่ละระยะสามารถกระตุน้การเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อกลว้ยไมส้กุลหวาย ‘เอียสกุล’ ใน
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หลอดทดลองได ้และเพิ่มการเจริญเติบโตของตน้กลว้ยไมท่ี้ยา้ยปลูกในสภาพโรงเรือนแลว้ แต่ถา้ใชใ้น
ปริมาณมากเกินไปอาจกลบัใหผ้ลยบัย ั้งการเจริญได ้(Pornpienpakdeeet at al, 2010) 

 
2. ไคโทซานมีผลต่อการสร้างสารในพชื 
ในธรรมชาติพืชจะมีระบบป้องกนัตวัเองจากสภาวะท่ีไม่เหมาะสม เช่น จากเช้ือจุลินทรียต่์าง ๆ 

ท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติ โดยพืชอาจมีการสร้างเอนไซมแ์ละสารเคมีบางชนิดออกมาต่อตา้นส่ิงเร้านั้น เช่น 
การสร้างเอนไซม ์phenylalanine ammonia lyase (PAL) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีความเก่ียวขอ้งกบัการสร้าง
สารในกลุ่ม phenolic compoundsได้แก่ lignin และ phytoalexins (Smith, 1996) เพื่อยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย ์โดยไคโทซานเป็นสารกระตุน้ภูมิคุม้กนัของพืชหรือท่ีเรียกว่า elicitor ซ่ึง
สามารถกระตุน้การท างานของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการป้องกนัตนเองของพืชได ้นอกจากน้ีไคโทซานยงั
สามารถกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัท่ีเรียกว่า systemic acquired resistance (SAR) (Sathiyaba and 
Balasubramaman, 1998) ซ่ึงท าให้พืชมีการสร้างโปรตีนหลายชนิดท่ีท าให้พืชมีความสามารถตา้นทาน
โรคได้ดีข้ึนทั่วทั้ งต้น ในปัจจุบนั แม้ว่ายงัไม่มีการรายงานเก่ียวกับกลไกการท างานท่ีชัดเจนของ          
ไคโทซานในพืช แต่จากการศึกษาคุณสมบติัของไคโทซานท่ีผา่นมา พบว่าไคโทซานสามารถกระตุน้
การสังเคราะห์สารบางอยา่งในพืชไดด้ว้ย โดยมีรายงานดงัต่อไปน้ี 

Uddin และคณะ (2003) ไดศึ้กษาผลของไคโทซานและน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวต่อการเจริญเติบโต
และการสร้างสารสีในกลีบดอกของตน้ Lisianthus จ านวน 3 พนัธ์ุไดแ้ก่ Asuka no Asa, Mickey Rose 
และ Royal Violet โดยเปรียบเทียบระหวา่งตาดอกท่ีแช่ในน ้ าตาลชนิดต่าง ๆ ท่ีเติมไคโทซาน และไม่
เติมไคโทซานในหลอดทดลองกบัตาดอกท่ีเจริญบนตน้ซ่ึงให้ไคโทซานทางใบ จากการทดลองพบว่า
การแช่ตาดอกของตน้ Lisianthus พนัธ์ุ Asuka no Asa ในน ้ าตาลเพียงอยา่งเดียวจะมีตาดอกขนาดใหญ่
กวา่ตาดอกของชุดการทดลองควบคุม แต่ตาดอกท่ีแช่ในสารละลายไคโทซานร่วมกบัสารละลายน ้ าตาล
กลบัให้ผลไม่แตกต่างจากชุดการทดลองควบคุมท่ีแช่น ้ าเพียงอย่างเดียว อย่างไรก็ดีตาดอกของต้น 
Lisianthus พนัธ์ุ Asuka no Asa ท่ีแช่ในน ้ าตาลทุกชนิด ยกเวน้ในน ้ าตาลกาแลกโตสร่วมกบัสารละลาย
ไคโทซาน จะสามารถชกัน าให้มีการสร้าง anthocyanin ในกลีบดอกไดม้ากกวา่ชุดการทดลองควบคุม
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือท าการทดลองในตน้ Lisianthus พนัธ์ุ Mickey Rose พบวา่ตาดอกท่ีแช่ใน
น ้าตาลชนิดต่าง ๆ เพียงอยา่งเดียว หรือมีการแช่ในน ้าตาลชนิดต่าง ๆ ร่วมกบัไคโทซาน พบวา่ขนาดของ
ตาดอกไม่มีความแตกต่างจากชุดการทดลองควบคุมท่ีแช่น ้ า และจากการทดลองคร้ังน้ียงัพบว่าการแช่
ตาดอกในไคโทซานเพียงอยา่งเดียวไม่มีผลต่อการสร้าง anthocyanin อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ซ่ึงตรง
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ขา้มกบัการทดลองท่ีให้ไคโทซานทางใบในแปลงทดลอง นอกจากน้ีในตน้ Lisianthus พนัธ์ุ Royal 
Violet ยงัพบวา่เม่ือแช่ตาดอกในสารละลายน ้ าตาลชนิดต่าง ๆ ร่วมกบัไคโทซานและการให้ไคโทซาน
เพียงอยา่งเดียวท่ีปลูกในแปลงทดลองพบวา่มีปริมาณ anthocyanin ในกลีบดอกเพิ่มข้ึนเม่ือเทียบกบัชุด
การทดลองควบคุม ซ่ึงจากการทดลองทั้งหมดน้ีจะเห็นได้ว่า ชนิดพนัธ์ุของพืช ชนิดของน ้ าตาลและ
วธีิการใชไ้คโทซานมีผลต่อการเปล่ียนแปลงของสีในกลีบดอก  

Brodilius และคณะ (1989) ไดศึ้กษาผลของไคโทซานต่อความสามารถในการสร้างสารทุติยภูมิ
ในยาสูบ (Nicotiana tabaccum L.) และ Eschscholtzia californica Cham. โดยท าการเพาะเล้ียงเซลล์ ใน
อาหารสูตร MS พบวา่การใหไ้คโทซานท่ีความเขม้ขน้ท่ีอตัรา 1-3 mg/g ของน ้ าหนกัสดของเซลล์ ท าให้
มีการสร้าง phenylalanine ammonia lyase (PAL) เพิ่มข้ึน แต่เม่ือมีการให้ไคโทซานท่ีความเขม้ขน้สูง
กว่า 0.5 mg/g ของน ้ าหนกัสดของเซลล์กลบัพบวา่มีการสร้างสารทุติยภูมิในกลุ่มอลัคาลอย ์บางชนิด 
ไดแ้ก่ chelerythrine และ macarpine ไดน้อ้ยลง  

Conrath และคณะ (1989) ไดศึ้กษาการเพาะเล้ียงเซลล์ของ Parsley (Petroselinum  crispum 
(Mill) A .W. Hill) พบว่า ระยะเวลาท่ีให้ไคโทซานมีผลต่อการสร้างสาร callose และสาร coumarin 
ภายในเซลล์ท่ีแตกต่างกนั จากการทดลองเม่ือเติมไคโทซานชนิด 22% N-acetylation ท่ีมี Degree of 
polymerization (DP) เท่ากบั 3,420 และมีน ้ าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 753,000 kDa ลงในอาหารท่ีเพาะเล้ียง
ใหมี้ความเขม้ขน้ของไคโทซาน 150 µg/ml พบวา่หลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 12 ชัว่โมง จะมีการสะสม
ปริมาณของ callose สูงข้ึน หลงัจากนั้นการสะสมก็จะลดลง ในขณะท่ีการสะสมของ coumarin จะ
เพิ่มข้ึนหลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 36 ชัว่โมง หลงัจากนั้นการสะสมก็จะลดลงเช่นกนั และจากการ
ทดลองน้ีก็ยงัพบอีกวา่การใชไ้คโทซานชนิด 0% N-acetylation และชนิด 22% N-acetylation ท่ีมีความ
เขม้ขน้ 70 µg/ml จะพบการสะสมของสาร callose และ coumarin ในเซลล์เพิ่มข้ึนเม่ือค่า DP ของ       
ไคโทซานทั้งสองแบบสูงข้ึนดว้ย โดยเม่ือให้ไคโทซาน 22% N-acetylation ท่ีมี DP เท่ากบั 3,420 เป็น
เวลา 4.5 ชัว่โมง แลว้วดัการสะสมของ callose พบวา่การสะสมของ callose จะเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้
ของไคโทซานเพิ่มข้ึน แต่เม่ือให้ไคโทซาน 0% N-acetylation ท่ีมี DP เท่ากบั 2,500 ท่ีความเขม้ขน้ไม่
เกิน 150 µg/ml จะท าให้มีสะสมของ callose  เพิ่มมากข้ึน แต่ถา้หากเพิ่มความเขม้ขน้ของไคโทซานให้
มากกวา่น้ีจะพบวา่มีการสะสมของ callose ลดลง นอกจากน้ียงัแยกเซลล์ท่ีท าการเพาะมาแลว้ 7 วนั ไป
เล้ียงใน growth medium ท่ีเติมไคโทซานชนิด 22% N-acetylation ท่ีมี DP เท่ากบั 3,420 ความเขม้ขน้ 25 
µg/ml หลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่มีการสะสมของ coumarin ภายในเซลล์มากข้ึน แต่
เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของไคโทซานให้มากข้ึนจะท าให้ปริมาณสาร coumarin ลดลง และการให้          
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ไคโทซานท่ีความเขม้ขน้ไม่เกิน 100 µg/ml ร่วมกบั reduced glutathione (GSH) ท่ีความเขม้ขน้ 1 nM 
พบวา่สามารถชกัน าให้เกิดการสร้างสาร coumarin ไดภ้ายใน 25 ชัว่โมง และยงัสามารถชกัน าให้เกิด
การสร้าง callose ไดม้ากกว่าชุดการทดลองท่ีไม่มีการเติม GSH ภายใน 4.5 ชั่วโมงหลงัจากไดรั้บ        
ไคโทซาน และเม่ือมีการเพิ่มความเขม้ขน้ของไคโทซานจะพบวา่มีการสะสมของ callose เพิ่มข้ึนดว้ย  

Sauerwein และคณะ (1991) ไดศึ้กษาใน Lippia dulcis พบวา่ เม่ือมีการชกัน าให้เกิด hairy root 
ดว้ย Agrobacterium rhizogrnes A4 แลว้ เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมน ้ าตาล 2% สามารถท าให้
เกิดการสร้างสาร hurnandulcin ซ่ึงเป็นสารให้ความหวานในกลุ่ม sesquiterpene ได ้และเม่ือมีการให้  
ไคโทซานท่ีระดบัความเขม้ขน้ต ่า คือ 0.2-10 mg/L จะท าใหมี้การสร้างสาร hurnandulcin ซ่ึงเป็นสารให้
ความหวานเพิ่มข้ึนถึง 5 เท่า  

Komaraiah และคณะ (2003) ได้ท าการศึกษาการเพาะเล้ียงเซลล์พืชโดยการตรึงเซลล์ของ
เจตมูลเพลิงแดง (Plumbago  rosea) ซ่ึงพืชชนิดน้ีสามารถผลิตสาร plumbagin (5-hydroxyl, 2-methyl, 
1-4 naphthoquinone) ซ่ึงเป็นสารทุติยภูมิในกลุ่ม naphthoquinone จากการทดลองเพาะเล้ียงเซลล์ของ
เจตมูลเพลิงแดงในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม CaCl2 ความเขม้ขน้ 10 mM ร่วมกบัไคโทซานท่ีไดจ้าก
เปลือกปูท่ีความเขม้ขน้ 200 mg/L พบวา่สามารถผลิตสาร plumbagin เพิ่มข้ึน 8 เท่า ซ่ึงมากกวา่การสร้าง
สาร plumbagin ในเซลล์ท่ีไม่ได้รับไคโทซาน อีกทั้งสารดงักล่าวยงัสามารถปลดปล่อยออกมาจาก
ภายในเซลลสู่์อาหารเพาะเล้ียงไดถึ้ง 73.34%   

นอกจากน้ีไคโทซานยงัสามารถกระตุน้การสร้างสารทุติยภูมิในกลุ่ม anthraquinone ในพืชได ้
โดย Vasconsuelo และคณะ (2004) ทดลองเล้ียงเซลล์แขวนลอยของ Rubia tinctorum ในอาหารเหลว
สูตร B5 ท่ีเติมไคโทซานความเขม้ขน้ 200 mg/L หลงัจากการเล้ียงไปแลว้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ท า
ใหเ้ซลลพ์ืชดงักล่าวผลิตสาร anthraquinone ไดม้ากกวา่เซลล์ท่ีไม่ไดรั้บไคโทซานถึง 2 เท่า แต่หลงัจาก
การเล้ียงไปจนครบเวลา 48 ชัว่โมง ปริมาณของสารดงักล่าวก็ไม่มีการเปล่ียนแปลง โดยไคโทซานท่ี
ความเขม้ขน้ดงักล่าวสามารถกระตุน้การท างานของ phospholipase C (PLC) ซ่ึงเป็นสารท่ีไปกระตุน้
การสร้าง secondary massengers เช่น Ca2+ ท่ีท  าหนา้ท่ีเป็นตวัส่งสัญญาณกระตุน้การท างานของ protein 
kinase C ได ้เม่ือเติมสาร neomycin ซ่ึงเป็นสารท่ีท าหนา้ท่ียบัย ั้งการท างานของ PLC พบวา่หลงัจาก
เซลล์แขวนลอยไดรั้บ neomycin เป็นเวลา 30 นาที จะมีผลท าให้ปริมาณของสาร anthraquinone ลดลง 
แต่เม่ือมีการเติมไคโทซานท่ีความเขม้ขน้ 200 mg/L ลงในอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงเซลล์ดงักล่าวจะสามารถ
ช่วยชะลอการลดลงของปริมาณสาร anthraquinone ให้ชา้ลงได ้นอกจากน้ียงัพบอีกวา่ในการเล้ียงเซลล์
ในสภาวะทดลองดงักล่าวสามารถกระตุน้ให้เกิดการสร้าง mitogen activated protein kinase (MAPK) 
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ซ่ึงท าให้มีการสร้างสาร anthraquinone ท่ีมากกว่าปกติ แต่หากมีการเติมสารท่ียบัย ั้งการท างานของ 
MAPK เป็นเวลา 10 -15 นาที ก่อนจะมีการเติมไคโทซานพบวา่เม่ือเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง การสร้างสาร
ในเซลลท่ี์ไดรั้บไคโทซานจะไม่มีความแตกต่างจากชุดการทดลองควบคุมมากนกั  

Chong และคณะ (2005) ไดศึ้กษาใน Morinda  elliptica ซ่ึงเป็นพืชท่ีมีการสร้างสารทุติยภูมิใน
กลุ่ม anthraquinone โดยท าการเล้ียงเซลล์ในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสูตร G medium ร่วมกบัไคโทซาน
ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆไดแ้ก่ 0.01, 0.05, 0.1 และ 0.25 g/L หลงัจากการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 13 วนั พบวา่
เซลลท่ี์เล้ียงในอาหารท่ีมีไคโทซานความเขม้ขน้ 0.01 g/L จะมีน ้ าหนกัแห้งสูงท่ีสุด นอกจากน้ียงัพบวา่
เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของไคโทซานให้สูงถึง 0.25 g/L จะท าให้น ้ าหนกัแห้งของเซลล์ลดลง แต่มีการ
กระตุน้ใหเ้กิดการสร้างสาร anthraquinone ในปริมาณท่ีสูงข้ึน  
 

วธีิวเิคราะห์ปริมาณสารสตีวโิอไซด์ 
เน่ืองจากสตีวิโอไซด์เป็นสารท่ีไดรั้บความนิยมใชใ้นการบริโภคกนัอย่างแพร่หลาย ดงันั้นใน

ปัจจุบนัจึงไดมี้การพฒันาวิธีการวิเคราะห์สตีวิโอไซด์ในหญา้หวาน โดยวิธีท่ีไดรั้บความนิยมมากท่ีสุด
วิธีหน่ึงคือ การวิเคราะห์โดยใชเ้ทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC) ซ่ึงไดมี้การ
น าไปใชใ้นการตรวจสอบสารสตีวโิอไซดใ์นใบแหง้ของหญา้หวานดงัมีรายงานดงัน้ี 

Makapugay และคณะ (1984) ไดท้  าการพฒันาวิธีการวิเคราะห์สารไกลโคไซด์ชนิดต่างๆ ใน
หญา้หวาน โดยใชก้ารสกดัผา่น Soxhlet และใช ้HPLC ในการแยกสารไกลโคไซด์ชนิดต่างๆ ในใบของ
หญา้หวาน โดยตวัท าละลายท่ีใชใ้นการสกดัคร้ังน้ีคือ คลอโรฟอร์มและเมทานอล ซ่ึงจะท าการสกดัดว้ย
คลอโรฟอร์มเป็นเวลา  3 ชัว่โมง จากนั้นจึงน าไปสกดัต่อดว้ยเมทานอลเป็นเวลา  5 ชัว่โมง เม่ือท าการ
สกดัเสร็จแล้วจึงน าไประเหยให้แห้ง แล้วน าไปละลายในเมทานอลเพื่อน าไปวิเคราะห์ด้วย HPLC 
ต่อไป โดย mobile phase ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์คือ อะซีโตไนไตรล์และน ้ า (80:20) โดยผา่นคอลมัน์ชนิด 
NH2 และใช ้UV detection ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร ต่อมา Kolb และคณะ (2001) ไดท้  าการ
ปรับปรุงวธีิการวเิคราะห์ โดยท าการเปรียบเทียบระหวา่งวิธีการวิเคราะห์ของ Makapugay และคณะ ใน
ปี 1984 และวธีิการวเิคราะห์แบบใหม่ท่ีไดพ้ฒันาข้ึน โดยวิธีการวิเคราะห์ท่ีไดพ้ฒันาข้ึนมาใหม่น้ีมีขอ้ดี
คือใชเ้วลาในการสกดันอ้ยลงและยงัช่วยลดความเส่ียงของการใชส้ารเคมีซ่ึงเป็นอนัตรายต่อมนุษยแ์ละ
ส่ิงแวดลอ้ม โดยตวัท าละลายในสกดัคร้ังน้ีคือ เอทานอล 70% ท่ีอุณหภูมิ 70 oC เป็นเวลา 30 นาที โดย 
mobile phase ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์คือ อะซีโตไนไตรล์และน ้ า (80:20) โดยผา่นคอลมัน์ชนิด NH2 และ
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ใช ้UV detection ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร เช่นเดียวกนั ซ่ึงสามารถช่วยลดระยะเวลาในการสกดั
อีกทั้งวธีิการวเิคราะห์ท่ีไดท้  าการปรับปรุงข้ึนมาน้ีมีความถูกตอ้งและแม่นย  าสูงอีกดว้ย 

 



 

 

บทที ่3 
 

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 
1. อุปกรณ์การศึกษา 

1.1 พืชทดลอง 
ตน้หญา้หวาน Stevia rebaudiana Bertoni ได้รับความอนุเคราะห์จากอุทยานธรรมชาติ
วิทยาสิรีรุกขชาติ คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล ต าบลศาลายา อ าเภอพุทธมลฑล 
จงัหวดันครปฐม 

 1.2 วสัดุอุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช 
  1.2.1  บีกเกอร์ขนาด 100, 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
  1.2.2  ปิเปตขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 
  1.2.3  กระบอกตวงขนาด 25, 50 และ 1,000 มิลลิลิตร 

1.2.4  ขวดเล้ียงเน้ือเยือ่ขนาด 4 ออนซ์ พร้อมฝาพลาสติกทนความร้อน 
1.2.5  แท่งแกว้ส าหรับคนสาร 
1.2.6  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต  าแหน่ง (balance) 
1.2.7  เคร่ืองวดัความเป็นกรด – ด่าง (pH meter) 
1.2.8  ตูย้า้ยเน้ือเยือ่ (laminar air flow cabinet) 
1.2.9  หมอ้น่ึงความดนั (autoclave) 
1.2.10  ตูเ้ยน็ (refrigerator) 
1.2.11  เตาอบไมโครเวฟ (microwave oven) 
1.2.12  เตาอบความร้อน (hot air oven) 
1.2.13  ตะเกียงแอลกอฮอล ์
1.2.14  ปากคีบ 
1.2.15  มีดผา่ตดั พร้อมใบมีดเบอร์ 11  
1.2.16  จานแกว้ (petri dish) 
1.2.17  ชอ้นตกัสาร 
1.2.18  อะลูมิเนียมฟอยล ์
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1.2.19  Micropipette ขนาดปริมาตร 20, 200 และ 1,000 µl (Gilson, France) 
1.2.20  Pipette tip ขนาดปริมาตร 200 และ 1,000 µl 
1.2.21  กระดาษชัง่สารเคมี 
1.2.22  ชั้นวางขวดเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่  
1.2.23  หอ้งเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25 ± 2 oC ใหแ้สงจากหลอด 

ฟลูออเรสเซนส์ความเขม้แสง 2,250 ลกัซ์ 16 ชัว่โมงต่อวนั 
1.3 อุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ปริมาณสารสตีวโิอไซด์และรีบาวดิโอไซด ์เอ 

  1.3.1   HPLC instrument: HP 1100 HPLC (Agilent 1100) System 
  1.3.2   HPLC column: TSKgel® NH2-100 3µm (4.6 mm.ID x 15 cm) 
                                      (TOSOH CORPORATION) 
  1.3.3   Rotary shaker 
  1.3.4   Paper filter, quantitative, routine ashless, Whatman: Grade 42 
  1.3.5   Nylon syringe filter size 0.22µm 
  1.3.6   Syringe 
  1.3.7   Eppendorf 
  1.3.8   หลอดแกว้ขนาด 5 ml ฝาเกลียว 
  1.3.9   Ultrasonic bath 
 1.4 สารเคมีท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช 
  1.4.1  สารเคมีส าหรับการเตรียมอาหารก่ึงแขง็สูตร Murashige and Skoog (1962)  
             (ภาคผนวก ก) 
  1.4.2  สารควบคุมการเติบโต Indole-3-acetic acid (IAA) 
        1.4.3  สารควบคุมการเติบโต Benzyladenine (BA)   
         1.4.4  สารควบคุมการเติบโต 6-furfurylaminopurine (Kinetin) 
  1.4.5  สารเคมีท่ีใชใ้นการศึกษาผลของขนาดพอลิเมอร์ %DD และความเขม้ขน้ของ          
            ไคโทซาน: 
            ไคโทซานชนิด P80 หมายถึง chitosan polymer ท่ีมี degree of deacetylation  
             80-90% (MW = 530,000 Da) 
            ไคโทซานชนิด P90 หมายถึง chitosan polymer ท่ีมี degree of deacetylation   
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             90% ข้ึนไป (MW = 450,000 Da) 
                      ไคโทซานชนิด O80 หมายถึง chitosan oligomer ท่ีไดจ้ากการใช ้chitinase ตดั  
             P80 ซ่ึงมี degree of deacetylation ประมาณ 80-90% (MW = 45,000 Da)     
            ไคโทซานชนิด O90 หมายถึง chitosan oligomer ท่ีไดจ้ากการใช ้chitinase ตดั 
             P90 ซ่ึงมี degree of deacetylation ประมาณ 90% ข้ึนไป (MW = 110,000 Da) 
                     ไคโทซานทั้ง 4 ชนิดไดรั้บความอนุเคราะห์จากผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. รัฐ 
             พิชญางกรู ภาควชิาชีวเคมี คณะวทิยาศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
 1.5  สารเคมีท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ปริมาณสารสตีวิโอไซด์ และสารรีบาวดิโอไซด ์เอ 
  2.1  Standard stevioside, Sigma Chemical Co., USA 
  2.2  Standard rebaudioside A, Sigma Chemical Co., USA 
  2.3  Acetronitrile, HPLC grade 
  2.4  Ethyl alcohol 70 % 
  2.5  Acetic acid 
2. วธีิการทดลอง 
      2.1  การเตรียมพืชทดลองในสภาพปลอดเช้ือ 
 ตดัล าตน้หญา้หวานมาเป็นท่อนๆ ขนาดความยาวประมาณท่อนละ 5 เซนติเมตร น าล าตน้ของ
 หญา้หวานมาริดใบออก แล้วลา้งด้วยน ้ าไหลเพื่อท าความสะอาดเบ้ืองตน้ ตดัปลายยอดและ
 ล าตน้ของหญา้หวานให้มีความยาวประมาณ 2 เซนติเมตร จากนั้นน ามาลา้งดว้ยน ้ ายาซันไลต์
 ประมาณ 1 นาทีแลว้ลา้งออกดว้ยน ้าสะอาด น าส่วนปลายยอดและล าตน้ของหญา้หวานมาฟอก
 ฆ่าเช้ือท่ีผิวดว้ยคลอรอกซ์ 20 เปอร์เซ็นต์ผสม Tween 20 จ านวน 1-2 หยด เขยา่เป็นเวลา 20 
 นาที แล้วล้างเน้ือเยื่อพืช 3 คร้ังด้วยน ้ ากลั่นท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว ภายใต้สภาวะท่ีปลอด
 เช้ือ แล้วน าปลายยอดและข้อท่ีมีตาข้างมาตดัให้มีขนาดยาว 1 เซนติเมตรเท่าๆ กันเพื่อน า
 เน้ือเยือ่ปลายยอดและขอ้ท่ีมีตาขา้งไปเล้ียงบนอาหารก่ึงแขง็สูตร Murashige and Skoog (1962)     

หรือ MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเติบโตในห้องเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีควบคุมอุณหภูมิ       
25 ± 2 oC ให้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์ความเข้มแสง 2,250 ลกัซ์ เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อ
วนั เป็นเวลา 8 สัปดาห์ เพื่อให้ไดต้น้หญา้หวานท่ีเจริญในสภาวะปลอดเช้ือส าหรับน าไปใชใ้น
การทดลองต่อไป 
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      2.2  ศึกษาความเข้มข้นของออกซินและชนิดกับความเข้มข้นของไซโทไคนินในอาหารเล้ียง       
 เน้ือเยือ่พืชท่ีเหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนยอดของหญา้หวาน 

  2.2.1   ศึกษาความเขม้ขน้ของออกซินและชนิดกบัความเขม้ขน้ของไซโทไคนินใน         
 อาหารเล้ียงเน้ือเยือ่พืชท่ีเหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนยอดของหญา้หวาน  

วางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) โดย
 น าตน้หญา้หวานท่ีเพาะเล้ียงไวใ้นสภาวะปลอดเช้ือจากขอ้ 2.1 มาตดัใบทิ้ง
 และ ตดัล าตน้ให้มีความยาว 1 เซนติเมตร เท่ากนัๆ โดยให้มี 1 ขอ้ต่อช้ินส่วน
explant และขอ้อยูห่่างจากปลายทั้งสองดา้นใกลเ้คียงกนั น าไปเล้ียงบนอาหาร
ก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต Benzyladenine (BA) ความ
เขม้ขน้ 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 mg/L ร่วมกบั Indole-3-acetic acid (IAA) ความ
เขม้ขน้ 1 และ 2 mg/L ตามล าดบั เทียบกบั kinetin ความเขม้ขน้ 0.25, 0.5, 
0.75 และ 1 mg/L ร่วมกบั IAA ความเขม้ขน้ 1 และ 2 mg/L ตามล าดบั และชุด
การทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโต รวมทั้งส้ิน 17 ชุดการ
ทดลอง ท าการทดลองจ านวน 3 ซ ้ า ซ ้ าละ10 ขวด (รวม 510 ขวด) เล้ียงเน้ือเยื่อ
ขวดละ 3 ช้ิน น าไปเล้ียงในห้องเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีควบคุมอุณหภูมิ         
25 ± 2oC ให้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์ ความเขม้แสง 2,250 ลกัซ์ เป็น
เวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั เป็นเวลา 6 สัปดาห์ จากนั้นบนัทึกผลการทดลองตามขอ้ 
2.2.3 

  2.2.2  ศึกษาชนิดและความเข้มข้นของไซโทไคนินในอาหารเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ี
เหมาะสมต่อการเพิ่มจ านวนยอดของหญา้หวาน  
วางแผนการทดลองแบบ RCBD โดยใช้ต้นหญ้าหวานท่ีเพาะเล้ียงไวใ้น 
สภาวะปลอดเช้ือจากขอ้ 2.1 น ามาตดัช้ินส่วนพืชตามวิธีในขอ้ 2.2.1 น าไป
เล้ียงบนอาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต BA เพียงอยา่ง
เดียว ความเขม้ขน้ 0.5, 1, 1.5 และ 2 mg/L เทียบกบั kinetin เพียงอยา่งเดียว 
ความเขม้ขน้ 6, 12 และ 18 mg/L  และชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสาร
ควบคุมการเติบโตรวมทั้งส้ิน 8 ชุดการทดลอง ท าการทดลองจ านวน 4 ซ ้ า ซ ้ า
ละ 10 ขวด (รวม 320 ขวด)เล้ียงเน้ือเยื่อขวดละ 3 ช้ิน น าไปเล้ียงในห้อง
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25 ± 2 oC ให้แสงจากหลอดฟลูออเรส
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เซนส์ความเขม้แสง 2,250 ลกัซ์ เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั เป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
จากนั้นบนัทึกผลการทดลองตามขอ้ 2.2.3 

  2.2.3  บนัทึกผลการทดลอง 
2.2.3.1 บนัทึกจ านวนยอด จ านวนราก และวดัความยาวยอด  และการเกิด

แคลลสั 
2.2.3.2 ชั่งน ้ าหนักสดของยอดรวมทั้งแคลลสัท่ีเกิดข้ึนต่อช้ินส่วน explant 

และน ้าหนกัสดของรากต่อช้ินส่วน explant 
2.2.3.3 น าตัวอย่างในข้อ 2.2.3.2 ไปอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 60oC จนกระทั่ง

น ้ าหนักแห้งคงท่ีซ่ึงใช้เวลาประมาณ 3 ชั่วโมง จากนั้นน าไปชั่ง
น ้าหนกัแหง้ของยอด และน ้าหนกัแหง้ของราก  

2.3 ศึกษาผลของชนิดและความเขม้ขน้ของไคโทซานต่อการเพิ่มจ านวนยอดของหญา้หวานใน     
      หลอดทดลอง 

2.3.1 วางแผนการทดลองแบบ RCBD โดยใช้ตน้หญา้หวานท่ีเพาะเล้ียงไวใ้นสภาวะ
ปลอดเช้ือจากข้อ 2.1 น ามาตดัช้ินส่วนพืชตามวิธีในข้อ 2.2.1 น าไปเล้ียงบน
อาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติมไคโทซานชนิด P80 P90 O80 และ O90 ความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ กนัคือ 5, 10, 20 และ 40 mg/L และชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติม
ไคโทซาน รวมทั้งส้ิน 17 ชุดการทดลอง ท าการทดลองจ านวน 3 ซ ้ า ซ ้ าละ 5 
ขวด (รวม 255 ขวด) เล้ียงเน้ือเยื่อขวดละ 3 ช้ิน น าไปเล้ียงในห้องเพาะเล้ียง
เน้ือเยื่อพืชท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25 ± 2 oC ให้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์ความ 
เขม้แสง 2,250 ลกัซ์ เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั เป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

2.3.2  บนัทึกผลการทดลอง 
 2.3.2.1 บนัทึกจ านวนยอด จ านวนราก และวดัความยาวยอด 

2.3.2.2 ชั่งน ้ าหนักสดของยอดรวมทั้งแคลลสัท่ีเกิดข้ึนต่อช้ินส่วน explant    
และน ้าหนกัสดของรากต่อช้ินส่วน explant  

2.3.2.3 น าตวัอย่างในขอ้ 2.3.2.2 ไปอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 60oC จนกระทัง่
น ้ าหนักแห้งคงท่ีซ่ึงใช้เวลาประมาณ 3 ชั่วโมง จากนั้ นน าไปชั่ง
น ้าหนกัแหง้ของยอด และน ้าหนกัแหง้ของราก  
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2.4 ศึกษาผลของสารควบคุมการเติบโตและไคโทซานต่อปริมาณสารสตีวิโอไซด์และ                    
รีบาวดิโอไซด ์เอ ในหญา้หวานท่ีเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง 

2.4.1 การตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์ (method validation) ปริมาณสาร    
สตีวโิอไซดแ์ละรีบาวดิโอไซด ์เอ ดว้ยระบบ HPLC 
ท าการวเิคราะห์ปริมาณสารสตีวโิอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ ดว้ยระบบ HPLC 
ภายใตส้ภาวะดงัต่อไปน้ี (Kolb et al, 2001) 

   HPLC column : TSKgel® NH2-100 3µm (4.6 mm.ID x 15 cm) 
   Mobile phase : Acetonitrile : Water (80:20) 
   Flow rate : 2 ml/min 
   Detection : UV 210 nm 

Injection volume : 10 µl 
   Running time      : 17 min 

2.4.1.1 การตรวจสอบ linearity ของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสตีวิโอไซด์และ       
รีบาวดิโอไซด์ เอ โดยฉีด 10 µl ของสารละลายมาตรฐานสตีวิโอไซด์
ในน ้ ากลัน่ท่ีความเขม้ขน้ 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 และ 0.0312 
mg/ml หรือสารละลายมาตรฐานรีบาวดิโอไซด์ เอ ในน ้ ากลัน่ท่ีความ
เขม้ขน้ 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 และ 0.04 mg/ml ท าซ ้ าเช่นน้ี 3 คร้ัง และ
น าขอ้มูลท่ีไดม้าสร้างเป็น calibration curve ระหวา่งปริมาณสารและ
พื้นท่ีใต ้peak 

2.4.1.2 การตรวจสอบ precision ของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารสตีวิโอไซด์
และรีบาวดิโอไซด ์เอ 
2.4.1.2.1 การตรวจสอบ intraday precision หรือ within day precision 

 เป็นการทดลองซ ้ าในช่วงวนัเดียวกนั และใช้เคร่ืองมือและ
สภาพแวดลอ้มเดียวกนั โดยการฉีดสารละลายสตีวิโอไซด์
หรือรีบาวดิโอไซด์ เอ ปริมาตร 10 µl โดยมีความเขม้ขน้
ของสตีวิโอไซด์ 3 ระดบั คือ 2, 0.25 และ 0.0312 mg/ml 
ส่วนความเขม้ขน้ของรีบาวดิโอไซด์ เอ 3 ระดบั คือ 2, 0.5   
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และ 0.125 mg/ml ซ่ึงในแต่ละความเข้มข้นจะท าการ
วเิคราะห์ซ ้ าจ  านวน 6 คร้ัง  

2.4.1.2.2 การศึกษา interday precision หรือ day to day precision  
 ท าการทดลองซ ้ าต่อเน่ืองกนั 2 วนั โดยมีการเตรียม mobile 
phase ใหม่ ท าการฉีดสารละลายสตีวิโอไซด์หรือ             
รีบาวดิโอไซด์ เอ ปริมาตร 10 µl โดยมีความเขม้ขน้ของ
สตีวโิอไซด ์3 ระดบั คือ 2, 0.25 และ 0.0312 mg/ml และมี
ความเขม้ขน้ของรีบาวดิโอไซด์ เอ 3 ระดบั คือ 2, 0.5 และ 
0.125 mg/ml ซ่ึงในแต่ละความเขม้ขน้จะท าการวิเคราะห์
ซ ้ าจ  านวน 6 คร้ัง  

2.4.1.2.3 ค  านวณหาค่า precision ในรูปของ % relative standard 
deviation (RSD) ดงัสมการ 

      % RSD =   S 

                                 
       S = standard deviation 
        = ค่าเฉล่ียของผลท่ีไดจ้ากแต่ละความเขม้ขน้ 

   เปรียบเทียบค่า %RSD ท่ีค  านวณได้กับค่า %RSD ท่ี
ยอมรับไดต้ามก าหนดของ AOAC (ภาคผนวก ข) 

2.4.1.3 การตรวจสอบค่า Limit of Detection (LOD) และ Limit of 
Quantitation (LOQ) 
2.4.1.3.1 Limit of Detection (LOD) 

LOD คือปริมาณหรือความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารท่ีสามารถ
ตรวจพบได ้ซ่ึงศึกษาโดยใชส้ารละลายสตีวิโอไซด์ท่ีเตรียม
ไ ว้ ท่ี ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  0.0625 mg/ml ห รื อ ส า ร ล ะ ล า ย                  
รีบาวดิโอไซด์ เอ ท่ีความเขม้ขน้ 0.125 mg/ml จากนั้นน ามา
เจือจางด้วยน ้ ากลั่น แล้วน าสารละลายสตีวิโอไซด์หรือ        
รีบาวดิโอไซด์ เอ ท่ีไดท้  าการเจือจางแลว้ปริมาตร 10 µl มา
ฉีดเพื่อดูความสูงของ signal ท่ีไดต่้อความสูงของ noise ท่ี
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เกิดข้ึน โดย signal ของสารละลายจะตอ้งมีความสูงเป็น 3 
เท่า ของความสูงของ Noise (S/N = 3:1) ซ่ึงถือเป็นค่า LOD 

2.4.1.3.2 Limit of Quantitation (LOQ) 
LOD คือปริมาณหรือความเข้มข้นต ่าสุดท่ีสามารถวดั
ปริมาณได ้ซ่ึงศึกษาโดยใช้สารละลายสตีวิโอไซด์ท่ีเตรียม
ไ ว้ ท่ี ค ว า ม เ ข้ม ข้น  0.0625 mg/ml ห รื อ ส า ร ล ะ ล า ย                
รีบาวดิโอไซด์ เอ ท่ีความเข้มขน้ 0.125 mg/ml จากนั้น
น ามาเจือจางด้วยน ้ ากลั่น แล้วน าสารละลายสตีวิโอไซด์
หรือรีบาวดิโอไซด์ เอ ท่ีไดท้  าการเจือจางแลว้ปริมาตร 10 
µl มาฉีดเพื่อดูความสูงของ signal ท่ีไดต่้อความสูงของ 
noise ท่ีเกิดข้ึน โดย signal ของสารละลายจะตอ้งมีความสูง
เป็น 10 เท่าของความสูงของ Noise (S/N = 10:1) ซ่ึงถือเป็น
ค่า LOD 

2.4.2 การวิเคราะห์หาปริมาณสารสตีวิโอไซด์ และรีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบแห้งของ
หญา้หวานท่ีไดจ้ากการเล้ียงในอาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติมสารควบคุมการ
เติบโตท่ีใหผ้ลดีท่ีสุด 
น าส่วนใบแห้งของชุดการทดลองในข้อ 2.2.1 และ 2.2.2  ท่ีให้ผลดีท่ีสุดคือ      
มีจ  านวนยอดหรือน ้ าหนักสดยอดมากท่ีสุดกับชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่       
ใช้สารควบคุมการเติบโตมาท าการสกัด โดยใช้ตัวอย่างใบหญ้าหวาน           
แห้งบดละเอียด 0.01 กรัม สกดัด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ 70% ปริมาตร 1    
มิลลิลิตร โดยน าไป sonicate ดว้ย ultrasonic bath ท่ีอุณหภูมิ 70 oC เป็น เวลา 30 
นาที จากนั้นทิ้งไวใ้ห้เยน็และน าไปกรองผา่น Nylon syringe filter ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร น าสารละลายท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หาปริมาณสารสตีวิโอไซด์และสาร                     
รีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบหญ้าหวานด้วยเทคนิค high performance liquid 
chromatography (HPLC) ตามวธีิของ Kolb และคณะ (2001)  
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 2.4.3 การวิเคราะห์หาปริมาณสารสตีวิโอไซด์ และสารรีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบแห้ง
ของหญา้หวานท่ีไดจ้ากการเล้ียงในอาหารก่ึงแขง็สูตร MS ร่วมกบัไคโทซาน 
น าส่วนใบหญา้หวานแห้งของชุดการทดลองในขอ้ 2.3.2.3 มาท าการสกดัและ
วิเคราะห์หาปริมาณสารสตีวิโอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ ด้วยเทคนิค high 
performance liquid chromatography (HPLC) เช่นเดียวกบัขอ้ 2.4.2 

2.4.4 การวิเคราะห์ปริมาณสารสตีวิโอไซด์ และสารรีบาวดิโอไซด์ เอ ในหญา้หวานท่ี
ปลูกเล้ียงในธรรมชาติจากอุทยานธรรมชาติวทิยาสิรีรุกขชาติ  
ใช้ใบอ่อนบริเวณยอดของหญ้าหวาน โดยคัดเลือกเฉพาะใบท่ีนับจากยอด        
ลงมาไม่เกินขอ้ท่ี 3 ของตน้หญา้หวาน น าไปอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 60oC จนกระทัง่
น ้ าหนกัแห้งคงท่ีซ่ึงใช้เวลาประมาณ 3 ชัว่โมง จากนั้นน าไปสกดัและวิเคราะห์
หาปริมาณสารสตีวิโอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ ดว้ยเทคนิค high performance 
liquid chromatography (HPLC) เช่นเดียวกบัขอ้ 2.4.2 

2.5 การวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 
น าผลท่ีไดใ้นแต่ละชุดการทดลอง มาวิเคราะห์ความแปรปรวนดว้ยวิธี Analysis of 
Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test (DMRT) ดว้ยโปรแกรม SPSS Statistic 17.0 (บริษทั SPSS Inc. 
ประเทศสหรัฐอเมริกา) 

 



บทที ่4 

ผลการทดลอง 
 

1. ผลของการใช้ออกซินร่วมกับไซโทไคนินและการใช้ไซโทไคนินเพียงอย่างเดียวต่อการเจริญเติบโตของ
หญ้าหวาน 

1.1 ผลของความเข้มข้นของ IAA ร่วมกบั BA หรือ kinetin อย่างใดอย่างหน่ึงทีค่วามเข้มข้น 
 ต่างๆ ต่อการเจริญเติบโตของหญ้าหวาน 

 จากการศึกษาผลของสารควบคุมการเติบโตออกซินร่วมกนัไซโทไคนิน ไดแ้ก่ Indole-3-acetic 
acid (IAA) ความเขม้ขน้ 1 และ 2 mg/L ร่วมกบั Benzyladenine (BA) ความเขม้ขน้ 0.25, 0.5, 0.75 และ 
1 mg/L เทียบกบั IAA ความเขม้ขน้ 1 และ 2 mg/L ร่วมกบั kinetin ความเขม้ขน้ 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 
mg/L และชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโต รวมทั้งส้ิน 17 ชุดการทดลอง เม่ือเวลา
ผา่นไป 6 สัปดาห์ พบวา่ส่วนขอ้ของหญา้หวานบริเวณรอยตดัดา้นล่างท่ีสัมผสักบัอาหารท่ีมีการเติมสาร
ควบคุมการเติบโตทุกชุดการทดลองจะเกิดเป็นกอ้นแคลลสัขนาดใหญ่ โดยแคลลสัท่ีเกิดข้ึนน้ีมีลกัษณะ
เกาะตวักนัแน่น ส่วนท่ีตาขา้งมียอดเกิดข้ึน เม่ือนับจ านวนยอดท่ีเกิดข้ึนพบว่า ชุดการทดลองท่ีมี
แนวโน้มว่าสามารถชกัน าให้เกิดจ านวนยอดมากกว่าชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการ
เติบโต ไดแ้ก่ ชุดการทดลองท่ีเติม IAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 0.75 mg/L  
(ภาพท่ี 4) รองลงมาคือชุดการทดลองท่ีเติม IAA ความเขม้ขน้ 1 mg/L ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 0.5 
mg/L และ ชุดการทดลองท่ีเติม IAA ความเขม้ขน้ 1 mg/L ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 0.75 mg/L โดยมี
จ านวนยอด 2.00 ± 0.00, 1.96 ± 0.02 และ 1.94 ± 0.03 ยอดต่อขอ้ ตามล าดบั (ตารางท่ี 1) ส่วนการใช ้
IAA ความเขม้ขน้ 1 และ 2 mg/L ร่วมกบั kinetin ทุก ๆ ความเขม้ขน้พบวา่ให้จ  านวนยอดต่อขอ้ต ่ากวา่
ชุดการทดลองควบคุม โดยเฉพาะการใช้ IAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ร่วมกบั kinetin ทุกความเขม้ขน้ มี
ผลท าใหจ้  านวนยอดต่อขอ้ต ่ากวา่ชุดการทดลองควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

 ส่วนความยาวยอดของหญา้หวานพบวา่ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโต
จะมีความยาวยอดมากท่ีสุด คือ 32.96 ± 4.55 มิลลิเมตร ซ่ึงมากกวา่ชุดการทดลองอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ ส าหรับชุดการทดลองท่ีมีความยาวยอดเฉล่ียนอ้ยท่ีสุดไดแ้ก่ ชุดการทดลองท่ีเติม IAA ความ
เขม้ขน้ 2 mg/L ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 1 mg/L (ตารางท่ี 2)  



32 

ส่วนน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งเฉล่ียของยอดและแคลลสั พบว่าชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่
เติมสารควบคุมการเติบโตจะมีน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งเฉล่ียนอ้ยท่ีสุด และชุดการทดลองท่ีเติมสาร
ควบคุมการเติบโต IAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 0.5 mg/L (ภาพท่ี 4) เป็นชุดการ
ทดลองท่ีมีน ้ าหนักสดและน ้ าหนักแห้งเฉล่ียของยอดและแคลลัสของหญ้าหวานมากท่ีสุด คือ            
234.62 ± 28.46 และ 30.34 ± 3.18 ตามล าดบั รองลงมาคือชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต 
IAA ความเขม้ขน้ 1 mg/L ร่วมกบั kinetin  ความเขม้ขน้ 0.75 mg/L ซ่ึงมีน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้ง
เฉล่ียของยอดและแคลลสัของหญา้หวานเท่ากบั 203.03 ± 17.61 และ 28.48 ± 2.03 มิลลิกรัม ตามล าดบั 
(ตารางท่ี 3-4)  

ส าหรับการเจริญเติบโตของรากหญา้หวานพบวา่เกิดรากเฉพาะในชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่
เติมสารควบคุมการเติบโตและชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต IAA ความเขม้ขน้ 1 mg/L 
ร่วมกบั kinetin ความเขม้ขน้ 0.25, 0.5 และ 0.75 mg/L เท่านั้น โดยชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสาร
ควบคุมการเติบโตจะมีจ านวนรากของหญา้หวานมากท่ีสุด คือ 1.62 ± 0.18 รากต่อขอ้ และแตกต่างจาก
ชุดการทดลองอ่ืนๆอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ นอกจากน้ียงัพบว่าชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการ
เติบโต IAA ร่วมกบั BA ทุกความเขม้ขน้ยบัย ั้งการเกิดรากของหญา้หวาน (ตารางท่ี 5)  

ส่วนค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งของรากหญา้หวานพบวา่ชุดการทดลองท่ีไม่เติมสาร
ควบคุมการเติบโตมีค่าเฉล่ียน ้ าหนกัน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งของรากหญา้หวานมากท่ีสุด คือ 27.65 
± 4.46 และ 4.02 ± 0.50 มิลลิกรัม ตามล าดบั (ตารางท่ี 6-7) 

  
 1.2. ผลของชนิดและความเข้มข้นของไซโทไคนินต่อการเจริญเติบโตของหญ้าหวาน 
  จากการศึกษาผลของชนิดและความเขม้ขน้ของไซโทไคนิน ไดแ้ก่ BA ความเขม้ขน้ 0.5, 1, 
1.5 และ 2 mg/L เปรียบเทียบกบั kinetin ความเขม้ขน้ 6, 12 และ18 mg/L และชุดการทดลองควบคุมท่ี
ไม่เติมสารควบคุมการเติบโต รวมทั้งส้ิน 8 ชุดการทดลอง เม่ือเวลาผา่นไป 6 สัปดาห์ พบวา่ส่วนขอ้ของ
หญา้หวานท่ีสัมผสักบัอาหารท่ีมีการเติมสารควบคุมการเติบโตทุกชุดการทดลองจะเกิดเป็นกอ้นแคลลสั
ขนาดเล็กบริเวณรอยตดัดา้นล่างส่วนดา้นบนจะมียอดเกิดข้ึน โดยแคลลสัท่ีเกิดข้ึนน้ีจะมีลกัษณะเกาะตวั
กนัแน่น และเม่ือนบัจ านวนยอดท่ีไดพ้บว่าไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติในชุดการทดลอง
ทั้งหมด โดยทุกชุดการทดลองท่ีสามารถชกัน าหญา้หวานให้เกิดยอดไดเ้ท่ากนัคือ 2.00 ± 0.00 ยอดต่อ
ขอ้ (ตารางท่ี 8)  
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เม่ือวดัความยาวยอดพบว่า ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโตมีความยาว
ยอดเฉล่ียมากท่ีสุด คือ 24.00 ± 1.63 มิลลิเมตร ซ่ึงมากกวา่ชุดการทดลองอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
ส าหรับชุดการทดลองท่ีมีความยาวยอดเฉล่ียนอ้ยท่ีสุดไดแ้ก่ ชุดการทดลองท่ีเติม kinetin ความเขม้ขน้ 
12 mg/L (ตารางท่ี 9) 
            ส่วนน ้าหนกัสดและน ้าหนกัแหง้เฉล่ียของยอดและแคลลสัหญา้หวานพบวา่ ชุดการทดลองท่ีเติม 
BA ทุก ๆ ความเข้มข้นจะมีแนวโน้มของค่าเฉล่ียน ้ าหนักสดและน ้ าหนักแห้งของยอดและแคลลัส   
หญา้หวานมากกว่าชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโต โดยชุดการทดลองท่ีเติม BA 
ความเขม้ขน้ 2 mg/L   (ภาพท่ี 5) มีค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งของยอดและแคลลสัหญา้หวาน
มากท่ีสุดและมากกว่าชุดการทดลองควบคุมอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ คือมีน ้ าหนกัสด 222.88 ± 21.29 
และน ้ าหนกัแห้ง 23.86 ± 1.99 มิลลิกรัม รองลงมาคือ ชุดการทดลองท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 0.5 mg/L 
คือมีน ้ าหนักสด 156.99 ± 13.64 และน ้ าหนักแห้ง 16.20 ± 1.20 มิลลิกรัม โดยสังเกตพบว่าชุดการ
ทดลองท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 2 mg/Lจะมีใบท่ีมีขนาดใหญ่กวา่ชุดการทดลองอ่ืน ๆ อีกดว้ย ส าหรับชุด
การทดลองท่ีให้ค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งของยอดและแคลลสัหญา้หวานต ่าท่ีสุดคือ ชุดการ
ทดลองเติม kinetin ความเขม้ขน้ 12 mg/L (ตารางท่ี 10-11) 

ส าหรับการเจริญเติบโตของรากหญา้หวานพบวา่หญา้หวานจะเกิดรากเฉพาะในชุดการทดลอง
ควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโตเท่านั้น (ตารางท่ี 12-14) 
 
2. ผลของชนิดและความเข้มข้นของไคโทซานต่อการเจริญเติบโตของหญ้าหวาน 

จากการศึกษาผลของชนิดและความเขม้ขน้ของไคโทซานต่อการเจริญเติบโตของหญา้หวาน 
โดยหลงัจากการน าขอ้หญา้หวานไปเล้ียงบนอาหารก่ึงแข็งสูตร MS ท่ีเติมไคโทซานชนิดพอลิเมอร์ (P) 
และโอลิโกเมอร์ (O) ซ่ึงแต่ละชนิดมี %DD เท่ากบั 80 และ 90 และแต่ละชนิด มีระดบัความเขม้ขน้ 5, 
10, 20 และ 40 mg/L เปรียบเทียบกบัชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมไคโทซาน รวมทั้งส้ิน 17 ชุดการ
ทดลอง เม่ือเล้ียงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ จากการเก็บผลการทดลองโดยนบัจ านวนยอด วดัความยาวยอด ชัง่
น ้ าหนักสดและน ้ าหนักแห้งยอด นับจ านวนราก ชั่งน ้ าหนักสดและน ้ าหนักแห้งราก พบว่าการใช ้       
ไคโทซานแต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนัมีผลต่อการเจริญเติบโตของตาขา้งของหญา้หวานท่ีเล้ียง
ในหลอดทดลองแตกต่างกนั หากพิจารณาจ านวนยอดต่อขอ้ท่ีเกิดข้ึนพบว่าชนิดและความเขม้ขน้ของ     
ไคโทซานมีผลต่อค่าเฉล่ียจ านวนยอดต่อขอ้แตกต่างกนัทางสถิติ โดยชุดการทดลองท่ีใชไ้คโทซานชนิด 
P80 ความเขม้ขน้ 10 mg/L และไคโทซานชนิด P90 ความเขม้ขน้ 5 mg/L มีผลท าให้ค่าเฉล่ียจ านวนยอด
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ต่อขอ้ เท่ากบั 2.00 ± 0.00 ซ่ึงมากกวา่ชุดการทดลองท่ีใช ้P80 ความเขม้ขน้ 5 mg/L ซ่ึงมีค่าเฉล่ียจ านวน
ยอดต่อขอ้นอ้ยท่ีสุดคือ 1.73 ± 0.09 แต่เม่ือเทียบกบัชุดควบคุมพบวา่การใชไ้คโทซานในชุดการทดลอง
ต่างๆ ในคร้ังน้ีใหผ้ลไม่แตกต่างจากชุดควบคุม ดงันั้นจึงมีเพียงแนวโนม้ท่ีสูงกวา่ชุดการทดลองควบคุม
ท่ีไม่เติมไคโทซาน (ตารางท่ี 15)  
 ส าหรับความยาวยอดพบว่าชุดการทดลองท่ีใช้ไคโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 5 mg/L    
(ภาพท่ี 6) มีค่าเฉล่ียความยาวยอดต่อขอ้มากท่ีสุดคือ 11.13 ± 1.76 มิลลิเมตร และมากกวา่ความยาวยอด
ของทุกชุดการทดลองรวมทั้ งชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมไคโทซานอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
นอกจากน้ียงัพบวา่ชุดการทดลองท่ีใชไ้คโทซานชนิด P90 และ O90 ทุก ๆ ความเขม้ขน้มีแนวโนม้ให้
ค่าเฉล่ียความยาวยอดของหญา้หวานนอ้ยกวา่ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมไคโทซาน ส าหรับชุดการ
ทดลองท่ีมีค่าเฉล่ียความยอดนอ้ยสุดคือ 4.25 ± 0.57 มิลลิเมตร ไดแ้ก่ชุดการทดลองท่ีใชไ้คโทซานชนิด 
P90 ความเขม้ขน้ 5 mg/L (ตารางท่ี 16) 
             ส่วนน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งเฉล่ียของยอดหญา้หวานพบว่าชุดการทดลองท่ีใชไ้คโทซาน
ชนิด O80 ความเขม้ขน้ 5 mg/L (ภาพท่ี 6) มีค่าเฉล่ียน ้าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งของยอดหญา้หวานมาก
ท่ีสุด คือ 38.09 ± 8.27 และ 4.71 ± 0.97 มิลลิกรัม ตามล าดบั ซ่ึงมากกวา่ค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกั
แห้งของยอดหญา้หวานในชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมไคโทซานอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ส าหรับ
ชุดการทดลองท่ีมีค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดของยอดหญา้หวานนอ้ยท่ีสุดคือ 13.90 ± 1.29 มิลลิกรัม ไดแ้ก่ชุด
การทดลองท่ีใชไ้คโทซานชนิด P80 ความเขม้ขน้ 20 mg/L ส่วนค่าเฉล่ียน ้ าหนกัแห้งของหญา้หวานท่ี
นอ้ยท่ีสุดนั้นไดจ้ากชุดการทดลองท่ีเติมไคโทซานชนิด P80 ความเขม้ขน้ 5 mg/L ชนิด P90 ความ
เขม้ขน้ 40 mg/L และ P80 ความเขม้ขน้ 20 mg/L ซ่ึงมีค่าเฉล่ียน ้ าหนกัแห้งเท่ากบั 1.69 ± 0.14, 1.69 ± 
0.16 และ 1.69 ± 0.17 มิลลิกรัม ตามล าดบั (ตารางท่ี 17-18) 
              ดา้นการเจริญของรากหญา้หวาน พบวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติของจ านวน
ราก โดยชุดการทดลองท่ีมีแนวโนม้ของค่าเฉล่ียจ านวนรากมากกวา่ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมไค
โทซานไดแ้ก่ ชุดการทดลองท่ีเติมไคโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 5 mg/L และเป็นชุดการทดลองท่ีมี
แนวโนม้ค่าเฉล่ียจ านวนรากมากท่ีสุด คือ 0.63 ± 0.17 รากต่อตน้ และยงัพบวา่ชุดการทดลองท่ีเติมไคโท
ซานชนิด P80 และ P90 ทุกๆ ความเขม้ขน้ ให้ค่าเฉล่ียจ านวนรากท่ีนอ้ยกวา่ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่
เติมไคโทซาน นอกจากน้ีชุดการทดลองท่ีใชไ้คโทซานชนิด P80 ความเขม้ขน้ 10 mg/L และชนิด O80 
ความเขม้ขน้ 20 mg/L ยงัมีผลไปยบัย ั้งการเกิดรากในหญา้หวานดว้ย (ตารางท่ี 19)  
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                ส าหรับน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งของรากหญา้หวานพบว่าชุดการทดลองท่ีเติมไคโทซาน
ชนิด O80 ความเขม้ขน้ 5 mg/L จะมีผลท าให้หญา้หวานมีน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งรากมากท่ีสุด คือ 
6.71 ± 3.00 และ 0.92 ± 0.38 มิลลิกรัม ตามล าดบั โดยมีความแตกต่างจากชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ ในขณะท่ีชุดการทดลองอ่ืนๆ ให้ผลไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติกบัชุดควบคุมท่ีไม่
เติมไคโทซาน (ตารางท่ี 20-21) 
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ตารางที ่1 ค่าเฉล่ียจ านวนยอดของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึงแขง็

สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง จ านวนยอดของหญ้าหวานต่อข้อ* 
ชุดควบคุม 1.92 ± 0.04ab 

IAA 1 mg/L + KIN 0.25 mg/L 1.76 ± 0.05b 
IAA 1 mg/L + KIN 0.5 mg/L 1.85 ± 0.05ab 
IAA 1 mg/L + KIN 0.75 mg/L 1.84 ± 0.05ab 
IAA 1 mg/L + KIN 1 mg/L 1.78 ± 0.05ab 
IAA 2 mg/L + KIN 0.25 mg/L 1.37 ± 0.12c 
IAA 2 mg/L + KIN 0.5 mg/L 1.44 ± 0.12c 
IAA 2 mg/L + KIN 0.75 mg/L 1.47 ± 0.10c 
IAA 2 mg/L + KIN 1 mg/L 1.40 ± 0.08c 
IAA 1 mg/L + BA 0.25 mg/L 1.91 ± 0.04ab 
IAA 1 mg/L + BA 0.5 mg/L 1.96 ± 0.02ab 
IAA 1 mg/L + BA 0.75 mg/L 1.94 ± 0.03ab 
IAA 1 mg/L + BA 1 mg/L 1.86 ± 0.06ab 
IAA 2 mg/L + BA 0.25 mg/L 1.84 ± 0.04ab 
IAA 2 mg/L + BA 0.5 mg/L 1.78 ± 0.07ab 
IAA 2 mg/L + BA 0.75 mg/L 2.00 ± 0.00a 
IAA 2 mg/L + BA 1 mg/L 1.82 ± 0.06ab 

      

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย      
เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่2 ค่าเฉล่ียความยาวยอดของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึง

แขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง 
ความยาวยอดของหญ้าหวาน 

(มิลลเิมตร)* 
ชุดควบคุม 32.96 ± 4.55a 

IAA 1 mg/L + KIN 0.25 mg/L 11.89 ± 1.05bcd 
IAA 1 mg/L + KIN 0.5 mg/L 13.60 ± 1.81b 
IAA 1 mg/L + KIN 0.75 mg/L 12.75 ± 1.30bc 
IAA 1 mg/L + KIN 1 mg/L 11.19 ± 1.33bcd 
IAA 2 mg/L + KIN 0.25 mg/L   9.88 ± 1.13bcde 
IAA 2 mg/L + KIN 0.5 mg/L   7.67 ± 0.86cde 
IAA 2 mg/L + KIN 0.75 mg/L   8.41 ± 1.08bcde 
IAA 2 mg/L + KIN 1 mg/L   8.85 ± 0.95bcde 
IAA 1 mg/L + BA 0.25 mg/L   8.67 ± 0.76bcde 
IAA 1 mg/L + BA 0.5 mg/L   9.19 ± 1.19bcde 
IAA 1 mg/L + BA 0.75 mg/L   7.47 ± 0.83cde 
IAA 1 mg/L + BA 1 mg/L   6.40 ± 0.84d 
IAA 2 mg/L + BA 0.25 mg/L   9.29 ± 1.06bcde 
IAA 2 mg/L + BA 0.5 mg/L   8.74 ± 0.71bcde 
IAA 2 mg/L + BA 0.75 mg/L   6.99 ± 0.80d 
IAA 2 mg/L + BA 1 mg/L   5.17 ± 0.59e 

 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
   เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่3 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัสดยอดและแคลลสัของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวาน

บนอาหารก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 

6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง 
น า้หนักสดของยอดและแคลลสัหญ้าหวาน 

(มิลลกิรัม)* 

ชุดควบคุม £117.00 ± 16.22e 
IAA 1 mg/L + KIN 0.25 mg/L  197.03 ± 15.82abc 
IAA 1 mg/L + KIN 0.5 mg/L  164.65 ± 17.54bcde 
IAA 1 mg/L + KIN 0.75 mg/L  203.03 ± 17.61ab 
IAA 1 mg/L + KIN 1 mg/L  195.44 ± 16.40abc 
IAA 2 mg/L + KIN 0.25 mg/L  154.14 ± 17.11bcde 
IAA 2 mg/L + KIN 0.5 mg/L   143.85± 13.76cde 
IAA 2 mg/L + KIN 0.75 mg/L  135.42 ± 9.79de 
IAA 2 mg/L + KIN 1 mg/L  137.42 ± 12.02de 
IAA 1 mg/L + BA 0.25 mg/L  174.76 ± 13.33bcd 
IAA 1 mg/L + BA 0.5 mg/L  154.88 ± 11.57bcde 
IAA 1 mg/L + BA 0.75 mg/L  166.05 ± 14.11bcde 
IAA 1 mg/L + BA 1 mg/L  145.20 ± 15.32cde 
IAA 2 mg/L + BA 0.25 mg/L  189.09 ± 27.03abcd 
IAA 2 mg/L + BA 0.5 mg/L  234.62 ± 28.46a 
IAA 2 mg/L + BA 0.75 mg/L  179.74 ± 19.10bcd 
IAA 2 mg/L + BA 1 mg/L  148.05 ± 15.72bcde 

 
£ เป็นน ้าหนกัสดของยอดหญา้หวานโดยไม่มีแคลลสัเกิดข้ึน 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย  
  เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่4 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัแหง้ยอดและแคลลสัของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวาน

บนอาหารก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 

6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง 
น า้หนักแห้งของยอดหญ้าหวาน 

(มิลลกิรัม)* 
ชุดควบคุม 14.22 ± 1.92e 

IAA 1 mg/L + KIN 0.25 mg/L 27.03 ± 1.69abc 
IAA 1 mg/L + KIN 0.5 mg/L 27.60 ± 2.12abc 
IAA 1 mg/L + KIN 0.75 mg/L 28.48 ± 2.03ab 
IAA 1 mg/L + KIN 1 mg/L 27.60 ± 2.80abc 
IAA 2 mg/L + KIN 0.25 mg/L 22.08 ± 1.89bcd 
IAA 2 mg/L + KIN 0.5 mg/L 20.93 ± 1.83cd 
IAA 2 mg/L + KIN 0.75 mg/L 18.95 ± 1.29de 
IAA 2 mg/L + KIN 1 mg/L 21.21 ± 1.50cd 
IAA 1 mg/L + BA 0.25 mg/L 25.16 ± 1.77abcde 
IAA 1 mg/L + BA 0.5 mg/L 23.17 ± 1.70bcd 
IAA 1 mg/L + BA 0.75 mg/L 24.02 ± 1.69abcd 
IAA 1 mg/L + BA 1 mg/L 21.42 ± 1.73bcd 
IAA 2 mg/L + BA 0.25 mg/L 25.55 ± 3.19 abcd 
IAA 2 mg/L + BA 0.5 mg/L 30.34 ± 3.18a 
IAA 2 mg/L + BA 0.75 mg/L 23.82 ± 2.38abcd 
IAA 2 mg/L + BA 1 mg/L 22.19 ± 2.08bcd 

 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
  เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่5 ค่าเฉล่ียจ านวนรากของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึงแขง็

สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง จ านวนรากของหญ้าหวานต่อต้น*  
ชุดควบคุม 1.62 ± 0.18a 

IAA 1 mg/L + KIN 0.25 mg/L 0.33 ± 0.10b 
IAA 1 mg/L + KIN 0.5 mg/L 0.52 ± 0.15b 
IAA 1 mg/L + KIN 0.75 mg/L 0.05 ± 0.04b 
IAA 1 mg/L + KIN 1 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 0.25 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 0.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 0.75 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 1 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 0.25 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 0.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 0.75 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 1 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 0.25 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 0.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 0.75 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 1 mg/L 0.00 ± 0.00b 

 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
  เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่6 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัสดรากของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึง

แขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง น า้หนักสดรากของหญ้าหวาน (มิลลกิรัม)* 
ชุดควบคุม 27.65 ± 4.46a 

IAA 1 mg/L + KIN 0.25 mg/L   1.58 ± 0.69b 
IAA 1 mg/L + KIN 0.5 mg/L   3.60 ± 1.02b 
IAA 1 mg/L + KIN 0.75 mg/L 0.16 ± 0.11b 
IAA 1 mg/L + KIN 1 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 0.25 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 0.5 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 0.75 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 1 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 0.25 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 0.5 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 0.75 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 1 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 0.25 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 0.5 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 0.75 mg/L   0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 1 mg/L   0.00 ± 0.00b 

 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
   เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่7 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัแหง้รากของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึง

แขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง 
น า้หนักแห้งรากของหญ้าหวาน 

(มิลลกิรัม)* 
ชุดควบคุม 4.02 ± 0.50a 

IAA 1 mg/L + KIN 0.25 mg/L 0.19 ± 0.08b 
IAA 1 mg/L + KIN 0.5 mg/L 0.34 ± 0.09b 
IAA 1 mg/L + KIN 0.75 mg/L 0.05 ± 0.02b 
IAA 1 mg/L + KIN 1 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 0.25 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 0.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 0.75 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + KIN 1 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 0.25 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 0.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 0.75 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 1 mg/L + BA 1 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 0.25 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 0.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 0.75 mg/L 0.00 ± 0.00b 
IAA 2 mg/L + BA 1 mg/L 0.00 ± 0.00b 

 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
  เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่8 ค่าเฉล่ียจ านวนยอดของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึงแขง็

สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง จ านวนยอดของหญ้าหวานต่อข้อns 
ชุดควบคุม 2.00 ± 0.00 
BA 0.5 mg/L 2.00 ± 0.00 
BA 1 mg/L 2.00 ± 0.00 
BA 1.5 mg/L 2.00 ± 0.00 
BA 2 mg/L 2.00 ± 0.00 
KIN 6 mg/L 2.00 ± 0.00 
KIN 12 mg/L 2.00 ± 0.00 
KIN 18 mg/L 2.00 ± 0.00 

 

ns ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ียในแนวตั้งเม่ือ  เปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
 

ตารางที ่9 ค่าเฉล่ียความยาวยอดของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึง

แขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง ความยาวของยอดหญ้าหวานต่อต้น (มิลลเิมตร)* 
ชุดควบคุม 24.00 ± 1.63a 
BA 0.5 mg/L 13.95 ± 0.61b 
BA 1 mg/L  9.61 ± 0.39c 
BA 1.5 mg/L   8.12 ± 0.43cd 
BA 2 mg/L 13.50 ± 0.58b 
KIN 6 mg/L    8.26 ± 0.41cd 
KIN 12 mg/L   6.44 ± 0.31d 
KIN 18 mg/L   7.88 ± 0.30cd 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
   เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่10 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัสดยอดและแคลลสัของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวาน

บนอาหารก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง น า้หนักสดยอดของหญ้าหวาน (มิลลกิรัม)* 
ชุดควบคุม   79.10 ± 7.93cde 
BA 0.5 mg/L 156.99 ± 13.64b 
BA 1 mg/L 109.43 ± 12.58c 
BA 1.5 mg/L 105.62 ± 11.94c 
BA 2 mg/L 222.88 ± 21.29a 
KIN 6 mg/L   89.61 ± 9.05cd 
KIN 12 mg/L   49.90 ± 3.90e 
KIN 18 mg/L   65.59 ± 4.97de 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
  เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
                                                                                           

ตารางที ่11 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัแหง้ยอดและแคลลสัของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้

หวานบนอาหารก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง น า้หนักแห้งยอดของหญ้าหวาน (มิลลกิรัม)* 
ชุดควบคุม   9.00 ± 0.84cde 
BA 0.5 mg/L 16.20 ± 1.20b 
BA 1 mg/L 11.33 ± 1.05c 
BA 1.5 mg/L 11.44 ± 1.14c 
BA 2 mg/L 23.86 ± 1.99a 
KIN 6 mg/L 10.11 ± 0.82cd 
KIN 12 mg/L   6.15 ± 0.42e 
KIN 18 mg/L   6.98 ± 0.46de 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
   เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่12 ค่าเฉล่ียจ านวนรากของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึงแขง็

สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง จ านวนรากของหญ้าหวานต่อต้น* 
ชุดควบคุม 2.32 ± 0.19a 
BA 0.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
BA 1 mg/L 0.00 ± 0.00b 
BA 1.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
BA 2 mg/L 0.00 ± 0.00b 
KIN 6 mg/L 0.00 ± 0.00b 
KIN 12 mg/L 0.00 ± 0.00b 
KIN 18 mg/L 0.00 ± 0.00b 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
  เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT(P≤ 0.05) 
 

ตารางที ่13 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัสดรากและแคลลสัของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวาน

บนอาหารก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง น า้หนักสดรากของหญ้าหวาน (มิลลกิรัม)* 
ชุดควบคุม 12.74 ± 1.80a 
BA 0.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
BA 1 mg/L 0.00 ± 0.00b 
BA 1.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
BA 2 mg/L 0.00 ± 0.00b 
KIN 6 mg/L 0.00 ± 0.00b 
KIN 12 mg/L 0.00 ± 0.00b 
KIN 18 mg/L 0.00 ± 0.00b 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย   
   เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่14 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัแหง้รากและแคลลสัของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวาน

บนอาหารก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการเติบโตไซโทไคนินท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง น า้หนักแห้งรากของหญ้าหวาน (มิลลกิรัม)* 
ชุดควบคุม 1.79 ± 0.23a 

BA 0.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
BA 1 mg/L 0.00 ± 0.00b 
BA 1.5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
BA 2 mg/L 0.00 ± 0.00b 
KIN 6 mg/L 0.00 ± 0.00b 
KIN 12 mg/L 0.00 ± 0.00b 
KIN 18 mg/L 0.00 ± 0.00b 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
   เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่15 ค่าเฉล่ียจ านวนยอดของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึง

แขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและความเขม้ขน้ของไคโทซานท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

 

ชุดการทดลอง จ านวนยอดของหญ้าหวานต่อต้น* 
ชุดควบคุม  1.81 ± 0.06abc 

P80    5 mg/L 1.74 ± 0.09c 
P80  10 mg/L 2.00 ± 0.00a 
P80  20 mg/L   1.83 ± 0.05abc 
P80  40 mg/L  1.92 ± 0.05abc 
P90    5 mg/L 2.00 ± 0.00a 
P90  10 mg/L   1.82 ± 0.07abc 
P90  20 mg/L   1.84 ± 0.06abc 
P90  40 mg/L   1.86 ± 0.06abc 
O80   5 mg/L   1.85 ± 0.05abc 
O80  10 mg/L  1.76 ± 0.06bc 
O80  20 mg/L  1.93 ± 0.04ab 
O80  40 mg/L   1.89 ± 0.04abc 
O90   5 mg/L   1.90 ± 0.05abc 
O90  10 mg/L  1.80 ± 0.06bc 
O90  20 mg/L  1.93 ± 0.04ab 
O90  40 mg/L   1.82 ± 0.07abc 

 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่16 ค่าเฉล่ียความยาวยอดของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึง

แขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและความเขม้ขน้ของไคโทซานท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง 
ความยาวยอดของหญ้าหวาน 

(มิลลเิมตร)* 
ชุดควบคุม 7.00 ± 0.89bc 

P80    5 mg/L 5.27 ± 0.61bc 
P80  10 mg/L 5.59 ± 0.91bc 
P80  20 mg/L 6.33 ± 1.21bc 
P80  40 mg/L                           7.94 ± 1.10b 
P90    5 mg/L                           4.25 ± 0.57c 
P90  10 mg/L 6.61 ± 1.06bc 
P90  20 mg/L 5.66 ± 0.89bc 
P90  40 mg/L 6.67 ± 1.48bc 
O80   5 mg/L                         11.13 ± 1.76a 
O80  10 mg/L 4.49 ± 0.50cb 
O80  20 mg/L                           4.51 ± 0.52c 
O80  40 mg/L 5.37 ± 0.72bc 
O90   5 mg/L 6.27 ± 0.52bc 
O90  10 mg/L 5.92 ± 0.68bc 
O90  20 mg/L 6.33 ± 1.12bc 
O90  40 mg/L 6.86 ± 0.99bc 

 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
   เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT  (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่17 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัสดยอดของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึง

แขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและความเขม้ขน้ของไคโทซานท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง น า้หนักสดยอดของหญ้าหวาน (มิลลกิรัม)* 
ชุดควบคุม 16.87 ± 2.20b 

P80    5 mg/L 15.46 ± 1.17b 
P80  10 mg/L 17.68 ± 2.78b 
P80  20 mg/L 13.90 ± 1.29b 
P80  40 mg/L 22.89 ± 3.74b 
P90    5 mg/L 16.75 ± 2.84b 
P90  10 mg/L 20.06 ± 3.91b 
P90  20 mg/L 20.50 ± 3.14b 
P90  40 mg/L 14.88 ± 1.62b 
O80   5 mg/L 38.09 ± 8.27a 
O80  10 mg/L 14.81 ± 1.90b 
O80  20 mg/L 14.19 ± 1.61b 
O80  40 mg/L 19.23 ± 3.30b 
O90   5 mg/L 22.52 ±2.19 b 
O90  10 mg/L 22.84 ± 4.54 b 
O90  20 mg/L 15.99 ± 1.95 b 
O90  40 mg/L 15.87 ± 2.44 b 

 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT  (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่18 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัแหง้ยอดของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหาร

ก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและความเขม้ขน้ของไคโทซานท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง 
น า้หนักแห้งยอดของหญ้าหวาน 

(มิลลกิรัม)* 
ชุดควบคุม 2.13 ± 0.31b 

P80    5 mg/L 1.69 ± 0.14b 
P80  10 mg/L 2.20 ± 0.37b 
P80  20 mg/L 1.69 ± 0.17b 
P80  40 mg/L 2.82 ± 0.48b 
P90    5 mg/L 2.38 ± 0.41b 
P90  10 mg/L 2.46 ± 0.49b 
P90  20 mg/L 2.47 ± 0.35b 
P90  40 mg/L 1.69 ± 0.16b 
O80   5 mg/L 4.71 ± 0.97a 
O80  10 mg/L 1.90 ± 0.22b 
O80  20 mg/L 1.99 ± 0.26b 
O80  40 mg/L 2.76 ± 0.45b 
O90   5 mg/L 3.02 ± 0.25b 
O90  10 mg/L 2.62 ± 0.54b 
O90  20 mg/L 2.04 ± 0.26b 
O90  40 mg/L 2.00 ± 0.23b 

 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
   เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT  (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่19 ค่าเฉล่ียจ านวนรากของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึงแขง็

สูตร MS ท่ีมีชนิดและความเขม้ขน้ของไคโทซานท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
   เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT  (P≤ 0.05) 
 

 

 

ชุดการทดลอง จ านวนรากของหญ้าหวานต่อต้น* 

ชุดควบคุม   0.47 ± 0.14abc 
P80    5 mg/L  0.08 ± 0.08cd 
P80  10 mg/L                        0.00 ± 0.00d 
P80  20 mg/L     0.36 ± 0.17abcd 
P80  40 mg/L    0.43 ± 0.12abc 
P90    5 mg/L     0.29 ± 0.12abcd 
P90  10 mg/L     0.33 ± 0.14abcd 
P90  20 mg/L   0.07 ± 0.04cd 
P90  40 mg/L      0.36 ± 0.15abcd 
O80   5 mg/L   0.63 ± 0.17a 
O80  10 mg/L      0.30 ± 0.13abcd 
O80  20 mg/L   0.00 ± 0.00d 
O80  40 mg/L      0.14 ± 0.06bcd 
O90   5 mg/L       0.38 ± 0.13abcd 
O90  10 mg/L      0.20 ± 0.08bcd 
O90  20 mg/L     0.51 ± 0.16ab 
O90  40 mg/L       0.21 ± 0.13bcd 
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ตารางที ่20 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัสดรากของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึง

แขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและความเขม้ขน้ของไคโทซานท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง น า้หนักสดรากของหญ้าหวาน (มิลลกิรัม)* 
ชุดควบคุม 0.34 ± 0.17b 

P80    5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
P80  10 mg/L 0.00 ± 0.00b 
P80  20 mg/L 0.77 ± 0.34b 
P80  40 mg/L 1.48 ± 0.52b 
P90    5 mg/L 0.26 ± 0.16b 
P90  10 mg/L 0.32 ± 0.17b 
P90  20 mg/L 0.00 ± 0.00b 
P90  40 mg/L 0.39 ± 0.24b 
O80   5 mg/L 6.71 ± 3.00a 
O80  10 mg/L 0.28 ± 0.13b 
O80  20 mg/L 0.00 ± 0.00b 
O80  40 mg/L 0.18 ± 0.09b 
O90   5 mg/L 0.67 ± 0.28b 
O90  10 mg/L 0.12 ± 0.06b 
O90  20 mg/L 1.18 ± 0.40b 
O90  40 mg/L 0.00 ± 0.00b 

 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
  ในแนวตั้งเม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT  (P≤ 0.05) 
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ตารางที ่21 ค่าเฉล่ียน ้าหนกัแหง้รากของหญา้หวานหลงัจากการเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหาร

ก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีชนิดและความเขม้ขน้ของไคโทซานท่ีแตกต่างกนัเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 

ชุดการทดลอง น า้หนักแห้งรากของหญ้าหวาน (มิลลกิรัม)* 
ชุดควบคุม 0.33 ± 0.15b 

P80    5 mg/L 0.00 ± 0.00b 
P80  10 mg/L 0.00 ± 0.00b 
P80  20 mg/L 0.11 ± 0.05b 
P80  40 mg/L 0.29 ± 0.11b 
P90    5 mg/L 0.05 ± 0.05b 
P90  10 mg/L 0.02 ± 0.02b 
P90  20 mg/L 0.00 ± 0.00b 
P90  40 mg/L 0.02 ± 0.02b 
O80   5 mg/L 0.92 ± 0.38a 
O80  10 mg/L 0.02 ± 0.02b 
O80  20 mg/L 0.00 ± 0.00b 
O80  40 mg/L 0.00 ± 0.00b 
O90   5 mg/L 0.18 ± 0.09b 
O90  10 mg/L 0.00 ± 0.00b 
O90  20 mg/L 0.18 ± 0.07b 
O90  40 mg/L 0.00 ± 0.00b 

  

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
   ในแนวตั้งเม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
 



 

54 

  
 

ภาพที ่4 ผลของสารควบคุมการเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินต่อการเจริญเติบโตของหญา้หวานเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่เติมสาร

ควบคุมการเติบโต หลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 6 สัปดาห์โดยชุดการทดลองท่ีเติม IAA 2 mg/L ร่วมกบั BA 0.75 mg/L เป็นชุดการทดลองท่ีมี  

จ  านวนยอดมากท่ีสุด และชุดการทดลองท่ีเติม IAA 2 mg/L ร่วมกบั BA 0.5 mg/L เป็นชุดการทดลองท่ีมีน ้าหนกัสดยอดและแคลลสัสูงท่ีสุด  
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ภาพที ่5 ผลของสารควบคุมการเติบโตไซโทไคนินต่อการเจริญเติบโตของหญา้หวานเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุม 
การเติบโต หลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ โดยชุดการทดลองท่ีเติม BA 2 mg/L เป็นชุดการทดลองท่ีมีน ้าหนกัสดยอดและแคลลสั
สูงท่ีสุด 
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          ภาพที ่6 การเจริญเติบโตของหญา้หวานท่ีไดรั้บไคโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 5 mg/L เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่เติม 

                       ไคโทซานบนอาหารสูตร MS หลงัจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
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3. ผลของสารควบคุมการเติบโตและไคโทซานต่อปริมาณสารสตีวิโอไซด์ และ รีบาวดิโอไซด์ เอ ใน  
หญ้าหวานทีเ่พาะเลีย้งในหลอดทดลอง 

3.1 การตรวจสอบความถูกต้องของวธีิวเิคราะห์ (method validation) ปริมาณสารสตีวิโอไซด์ 

และ รีบาวดิโอไซด์ เอ ด้วยระบบ HPLC 

จากการวิเคราะห์ดว้ย HPLC พบว่าสารมาตรฐานสตีวิโอไซด์จะมีค่า retention time 

เท่ากบั 6.729 นาที (ภาพท่ี 7) ส่วนสารมาตรฐานรีบาวดิโอไซด์ เอ มีค่า retention time เท่ากบั 

13.52 นาที (ภาพท่ี 8)  

 

 

      
     

     ภาพที ่7  retention time ของสารละลายมาตรฐานสตีวโิอไซด ์10 µl ท่ีความเขม้ขน้ 2 mg/ml 
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ภาพที ่8  retention time ของสารละลายมาตรฐานรีบาวดิโอไซด ์เอ 10 µl ท่ีความเขม้ขน้ 2 mg/ml 

 

3.1.1 การตรวจสอบ linearity ของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารสตีวิโอไซด์และ             

รีบาวดิโอไซด ์เอ  

จากการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งพื้นท่ีใต ้peak ความเขม้ขน้ของสารละลาย

สตีวิโอไซด์จ  านวน 7 ความเขม้ขน้ (2.0, 1.0, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 และ 

0.0312 mg/ml) พบวา่เป็นความสัมพนัธ์เชิงบวกท่ีมีค่า correlation coeffiencent 

(R2) เท่ากบั 0.9997 (ตารางท่ี 22) (ภาพท่ี 9) ส่วนความสัมพนัธ์ระหวา่งพื้นท่ีใต ้

peak และความเขม้ขน้ของสารละลายรีบาวดิโอไซด์ เอ จ านวน 6 ความเขม้ขน้ 

(2.0, 1.0, 0.5, 0.25, 0.125 และ 0.040 mg/ml) พบวา่เป็นความสัมพนัธ์เชิงบวก

ท่ีมีค่า correlation coeffiencent (R2) เท่ากบั 0.9993 (ตารางท่ี 23 ) (ภาพท่ี 10) 
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ตารางที ่22 ค่าเฉล่ียพื้นท่ีใต ้peak ของสารละลายสตีวโิอไซด ์10 µl 

ความเข้มข้น (mg/ml) ปริมาณสตีวโิอไซด์ทีว่เิคราะห์ (µg) ค่าเฉลีย่พืน้ทีใ่ต้ peak  
2 20 2735.45 
1 10 1379.81 

0.5 5  644.41 
0.25 2.5  344.36 

0.125 1.25  164.49 
0.0625 0.625  71.27 
0.0312 0.3125  29.94 

 

 

 

  ภาพที ่9 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณสารละลายสตีวโิอไซดแ์ละพื้นท่ีใต ้peak 

 

Stevioside  (µg) 
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ตารางที ่23 ค่าเฉล่ียพื้นท่ีใต ้peak ของสารละลายรีบาวดิโอไซด ์เอ 10 µl  
 

ความเข้มข้น (mg/ml) ปริมาณรีบาวดิโอไซด์ เอ ทีว่เิคราะห์ (µg) ค่าเฉลีย่พืน้ทีใ่ต้ peak 
2 20 1968.97 
1 10 954.17 

0.5 5  441.64 
0.25 2.5  192.60 

0.125 1.25  72.75 
0.040 0.625  33.89 

  

 

 

ภาพที ่10 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณสารละลายรีบาวดิโอไซด ์เอ และพื้นท่ีใต ้peak 
 

 Rebaudioside A  (µg) 
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 3.1.2 การตรวจสอบ precision ของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารสตีวิโอไซด์และ         

รีบาวดิโอไซด ์เอ 

จากการตรวจสอบ intraday precision และ interday precision ของสารละลาย

สตีวิโอไซด์พบวา่ มีค่า % relative standard deviation (RSD) อยูใ่นช่วง 0.33-

1.29 และ 0.07-1.09 ตามล าดบั (ตารางท่ี 24) ส าหรับสารละลายรีบาวดิโอไซด ์

เอ จะมีค่า % RSD อยูใ่นช่วง 0.13-4.64 และ 0.32-2.35 ตามล าดบั (ตารางท่ี 25) 
 

ตารางที ่24 ค่า intraday precision และ interday precision ของสารละลายสตีวโิอไซด ์10 µl ท่ี 3 ความ
เขม้ขน้ 

ความเข้มข้น  
(mg/ml) 

 

วนัที ่1 วนัที ่2 

ค่าเฉลีย่พืน้ทีใ่ต้ 
peak  

SD %RSD 
ค่าเฉลีย่พืน้ทีใ่ต้ 

peak  
SD %RSD 

2 3166.60 10.53 0.33 3133.04 2.21 0.07 
0.25 328.47 4.10 1.25 316.97 0.93 0.29 
0.0312 28.78 0.37 1.29 26.49 0.29 1.09 

 
 
ตารางที ่25 ค่า intraday precision และ interday precision ของสารละลายรีบาวดิโอไซด ์เอ 10 µl ท่ี 3 
ความเขม้ขน้ 

ความเข้มข้น    
(mg/ml) 

 

วนัที ่1 วนัที ่2 

ค่าเฉลีย่พืน้ทีใ่ต้ 
peak  

SD %RSD 
ค่าเฉลีย่พืน้ทีใ่ต้ 

peak  
SD %RSD 

2 1970.25 2.47 0.13 2053.35 6.56 0.32 
0.5 437.89 4.92 1.12 442.15 2.42 0.55 
0.125 73.71 3.42 4.64 73.63 1.73 2.35 
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3.1.3   การตรวจสอบค่า Limit of Detection (LOD) และ Limit of Quantitation (LOQ) 

ส าหรับสตีวโิอไซดไ์ดพ้บ signal ของสารละลายท่ีมีความสูงเป็น 3 เท่า และ 10 

เท่าของ noise จากการเจือจางสารละลายสตีวิโอไซด์ความเข้มข้น 0.0625 

mg/ml ปริมาตร 2.5 หรือ 5 µl ดว้ยน ้ ากลัน่ 7.5 หรือ 5 µl ซ่ึงคิดเป็นค่า LOD 

และ LOQ เท่ากบั 0.0156 และ 0.0312 mg/ml ตามล าดบั (ตารางท่ี 26) 

 
ตารางที ่26 ค่า LOD และ LOQ ของสตีวโิอไซด ์
 

LOD LOQ 

ความเข้มข้น 
(mg/ml) 

ค่าเฉลีย่พืน้ที่ 
ใต้ peak  

ปริมาณสตีวิ-
โอไซด์ (µg) 

ความเข้มข้น 
(mg/ml) 

ค่าเฉลีย่พืน้ที่ 
ใต้ peak  

ปริมาณสตีวิ-
โอไซด์ (µg) 

0.0156 10.8933 1.72 0.0312 35.1842 3.20 
 
 

ส าหรับรีบาวดิโอไซด์ เอ ไดพ้บ signal ของสารละลายท่ีมีความสูงเป็น 3 เท่า และ 10 เท่า ของ 
noise จากการเจือจางสารละลายรีบาวดิโอไซด์ เอ ความเขม้ขน้ 0.125 mg/ml ปริมาตร 1.6 หรือ 5 µl 
ดว้ยน ้ ากลัน่ปริมาตร 8.4 หรือ 5 µl ซ่ึงคิดเป็นค่า LOD และ LOQ เท่ากบั 0.020 และ 0.0625 mg/ml 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 27) 
 
ตารางที ่27 ค่า LOD และ LOQ ของรีบาวดิโอไซด ์เอ 
 

LOD LOQ 

ความเข้มข้น 
(mg/ml) 

ค่าเฉลีย่พืน้ที่ 
ใต้ peak  

ปริมาณ 
รีบาวดิโอไซด์

เอ (µg) 

ความเข้มข้น 
(mg/ml) 

ค่าเฉลีย่พืน้ที่ 
ใต้ peak  

ปริมาณ 
รีบาวดิโอไซด์

เอ (µg) 
0.020 10.37 6.30 0.0625 52.38 10.54 
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 3.2 การวเิคราะห์หาปริมาณสารสตีวโิอไซด์ และรีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบแห้งของหญ้าหวานทีไ่ด้ 

       จากการเลีย้งในอาหารกึง่แข็งสูตร MS ทีเ่ติมสารควบคุมการเติบโตทีใ่ห้ผลดีทีสุ่ด 

     ใบหญา้หวานท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงส่วนขอ้บนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีมีการเติมสาร
ควบคุมการเติบโต IAA 1 mg/L ร่วมกบั BA 0.5 mg/L ซ่ึงให้จ  านวนยอดมากท่ีสุด เม่ือน าใบมาสกดัเพื่อ
ตรวจสอบสารสตีวิโอไซด์ และ รีบาวดิโอไซด์ เอ พบว่าในใบหญา้หวานแห้ง 1 กรัม มีปริมาณสาร    
สตีวิโอไซด์ อยู่ 7.48 ± 0.08 µg แต่ไม่พบสารรีบาวดิโอไซด์ เอ และส าหรับใบหญา้หวานท่ีไดจ้ากการ
เพาะเล้ียงส่วนขอ้บนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชท่ีมีการเติมสารควบคุมการเติบโต IAA 2 mg/L ร่วมกบั  
BA 0.5 mg/L ซ่ึงให้ค่าเฉล่ียน ้ าหนักสดยอดและน ้ าหนักแห้งยอดมากท่ีสุด พบว่า จะมีปริมาณสาร      
สตีวิโอไซด์ 5.45 ± 0.33 µg ต่อใบหญา้หวานแห้ง 1 กรัม แต่ไม่พบสารรีบาวดิโอไซด์ เอ เช่นเดียวกนั 
ส าหรับใบหญา้หวานท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีมี
การเติมสารควบคุมการเติบโต BA 2 mg/L เพียงอย่างเดียว ซ่ึงพบว่าสามารถให้ค่าเฉล่ียจ านวนยอด 
น ้ าหนกัสดยอดและน ้ าหนกัแห้งยอดไดม้ากท่ีสุด มีสารสตีวิโอไซด์ 3.72 ± 0.34 µg ต่อใบหญา้หวาน
แห้ง 1 กรัม แต่ไม่พบสารรีบาวดิโอไซด์ เอ เช่นเดียวกนั ซ่ึงต่างกบัชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสาร
ควบคุมการเติบโตท่ีจะสามารถตรวจพบทั้งสารสตีวิโอไซด์ และ รีบาวดิโอไซด์ เอ โดยพบสาร          
สตีวิโอไซด์ 9.35 ± 0.17 µg/g DW และสารรีบาวดิโอไซด์ เอ 8.01 ± 3.52 µg/g DW ตามล าดบั      
(ตารางท่ี 28) 
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ตารางที ่28 ปริมาณสารสตีวิโอไซด์ และรีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบหญา้หวานท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงส่วน
ขอ้บนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีมีการเติมสารควบคุมการเติบโตออกซินและไซโทไคนินท่ีให้ผล
การเจริญเติบโตดีท่ีสุดเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโต 

ชุดการทดลอง 
สาร 

สตีวโิอไซด์  
(µg/g DW)* 

คิดเป็น %ของ
น า้หนักใบแห้ง 

สาร 
รีบาวดิโอไซด์ เอ 

(µg/g DW)* 

คิดเป็น %ของ
น า้หนักใบแห้ง 

ชุดควบคุม 9.35±0.17a 0.0009 8.01±3.52a 0.0008 
IAA 1 mg/L + BA 0.5 mg/L 7.48±0.08b 0.0007 0.00±0.00b 0 
IAA 2 mg/L + BA 0.5 mg/L 5.45±0.33c 0.0005 0.00±0.00b 0 
BA 2 mg/L 3.72±0.34d 0.0004 0.00±0.00b 0 
 
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
   เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
 

 3.3 การวเิคราะห์หาปริมาณสารสตีวโิอไซด์ และสารรีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบแห้งของ หญ้าหวาน  

      ทีไ่ด้จากการเลีย้งในอาหารกึง่แข็งสูตร MS ร่วมกบัไคโทซาน       

ใบหญา้หวานท่ีได้จากการเพาะเล้ียงส่วนขอ้บนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีมีการเติม    

ไคโทซานชนิดและความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั พบวา่ใบหญา้หวานท่ีเล้ียงบนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช

ท่ีมีการเติมไคโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 20 mg/L  P90 ความเขม้ขน้ 40 mg/L และ O90 ความ

เขม้ขน้ 10 mg/L  และ 5 mg/L จะมีปริมาณสารสตีวิโอไซด์ มากท่ีสุดตามล าดบั และมากกวา่ชุดการ

ทดลองควบคุมท่ีไม่มีการเติมไคโทซานอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ นอกจากนั้นยงัพบวา่ชุดการทดลองท่ี

มีการเติมไคโทซานชนิด O90 ทุกๆ ความเขม้ขน้มีปริมาณสารสตีวิโอไซด์ มากกว่าและมีแนวโน้ม

มากกวา่ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่มีการเติมไคโทซาน ส าหรับชุดการทดลองท่ีมีแนวโนม้ของปริมาณ

สารสตีวิโอไซด์ น้อยกว่าชุดการทดลองควบคุมไดแ้ก่ชุดการทดลองท่ีเติมไคโทซานชนิด P80 ความ

เขม้ขน้ 20 mg/L  ชนิด P90 ความเขม้ขน้ 10 mg/L และชนิด O80 ความเขม้ขน้ 5 mg/L โดยชุดการ
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ทดลองท่ีเติมไคโทซานชนิด P80 ความเข้มขน้ 20 mg/L นั้นมีปริมาณสารสตีวิโอไซด์น้อยท่ีสุด    

(ตารางท่ี 29)  

ส่วนการตรวจสอบหาสารรีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบหญา้หวาน พบวา่ชุดการทดลองท่ีมีการเติม
ไคโทซานทุกๆ ชนิด ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบัชุดควบคุมท่ีไม่มีการเติมไคโท
ซาน อยา่งไรก็ดีชุดการทดลองท่ีมีการเติมไคโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 20 mg/L และ O90 ความ
เขม้ขน้ 20 mg/L มีแนวโนม้ในการใหป้ริมาณสารรีบาวดิโอไซด ์เอ มากท่ีสุด (ตารางท่ี 29) 
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ตารางที ่29  สตีวโิอไซด์ และ รีบาวดิโอไซด ์เอ ในใบของหญา้หวานท่ีมีการเพาะเล้ียงบนอาหาร
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช โดยมีการเติมไคโทซานท่ีมีชนิดและความเขม้ขน้แตกต่างกนั 

ชุดการทดลอง 
สตีวโิอไซด์  
(µg/g DW)* 

คิดเป็น %ของ
น า้หนักใบแห้ง 

รีบาวดิโอไซด์ เอ 
(µg/g DW)* 

คิดเป็น %ของ
น า้หนักใบแห้ง 

ชุดควบคุม 10.73 ± 0.23cd 0.0011 10.26 ± 0.07abcde 0.0010 
P80    5 mg/L 11.44 ± 0.83bc 0.0011 10.16 ± 0.86abcde 0.0010 
P80  10 mg/L 10.87 ± 0.50cd 0.0011 9.25 ± 0.12cde 0.0009 
P80  20 mg/L 9.35 ± 0.43d 0.0009 10.46 ± 0.27abcd 0.0010 
P80  40 mg/L 11.90 ± 0.60bc 0.0012 9.05 ± 0.17de 0.0009 
P90    5 mg/L 10.74 ± 0.37cd 0.0011 9.35 ± 0.72cde 0.0009 
P90  10 mg/L 10.51 ± 0.02cd 0.0011 9.23 ± 0.49cde 0.0009 
P90  20 mg/L 11.44 ± 0.13bc 0.0011 9.44 ± 0.12bcde 0.0009 
P90  40 mg/L 13.74 ± 0.67a 0.0014 10.47 ± 0.47abcd 0.0010 
O80   5 mg/L 10.40 ± 0.67cd 0.0010 10.12 ± 0.30abcd 0.0010 
O80  10 mg/L 11.83 ± 0.22bc 0.0012 9.86 ± 0.40abcde 0.0010 
O80  20 mg/L 13.80 ± 0.29a 0.0014 11.01 ± 0.09a 0.0011 
O80  40 mg/L 10.80 ± 0.20cd 0.0011 9.01 ± 0.80de 0.0009 
O90   5 mg/L 12.54 ± 0.96ab 0.0013 10.81 ± 0.34ab 0.0011 
O90  10 mg/L 13.56 ± 0.50a 0.0014 10.57 ± 0.50abc 0.0011 
O90  20 mg/L 11.70 ± 0.22bc 0.0012 11.13 ± 0.25a 0.0011 
O90  40 mg/L 11.65 ± 0.15bc 0.0012 8.94 ± 0.10e 0.0009 

  
* ตวัอกัษรภาษาองักฤษหลงัตวัเลขแสดงถึงความเหมือนหรือแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัของค่าเฉล่ีย 
   เม่ือเปรียบเทียบดว้ยวธีิ DMRT (P≤ 0.05) 
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3.4 การวเิคราะห์สตีวโิอไซด์ และ รีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบหญ้าหวานที่เพาะเลีย้งในเรือนต้นไม้ 
      เม่ือตรวจวิเคราะห์ใบหญา้หวานในเรือนตน้ไมข้อง สวนสมุนไพรสิรีรุกขชาติ คณะเภสัช

ศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล ต าบลศาลายา อ าเภอพุทธมลฑล จงัหวดันครปฐม พบว่าในใบหญา้หวาน
แหง้หนกั 1 กรัม มีสารสตีวโิอไซด ์อยู ่77.67 µg และมีรีบาวดิโอไซด ์เอ อยู ่55.20 µg (ตารางที ่30) 

ตารางที ่30  สตีวโิอไซด์ และรีบาวดิโอไซด ์เอ ท่ีสกดัไดใ้บหญา้หวานในเรือนตน้ไม ้
 

ชุดการทดลอง 
สตีวโิอไซด์ 
(µg/g DW) 

คิดเป็น %ของ
น า้หนักใบแห้ง 

รีบาวดิโอไซด์ เอ 
(µg/g DW) 

คิดเป็น %ของ
น า้หนักใบแห้ง 

หญา้หวานท่ี
เพาะเล้ียงในเรือน

ตน้ไม ้
77.67 0.0078 55.20 0.0055 

 

 

 

 

 



บทที ่5 

อภิปรายผลการทดลอง 

1. ผลของการใช้ออกซินร่วมกบัไซโทไคนินและการใช้ไซโทไคนินเพยีงอย่างเดียวต่อการเจริญเติบโต 
     ของหญ้าหวาน 

 1.1 ผลของความเข้มข้นของ IAA ร่วมกบั BA หรือ kinetin อย่างใดอย่างหน่ึงทีค่วามเข้มข้น 
           ต่าง ๆ ต่อการเจริญเติบโตของหญ้าหวาน 

         จากการทดลองในหญ้าหวานซ่ึงได้จาก สวนสมุนไพรสิรีรุกขชาติ คณะเภสัชศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัมหิดล ต าบลศาลายา อ าเภอพุทธมลฑล จงัหวดันครปฐม พบวา่การเติมสารควบคุม
การเจริญเติบโตออกซินร่วมกบัไซโทไคนินลงในอาหารก่ึงแขง็สูตร MS ท่ีมีผลท าให้จ  านวนยอด
มีแนวโนม้เพิ่มมากข้ึน คือการใช้ IAA ร่วมกบั BA ซ่ึงจะมีแนวโน้มในการชกัน าตาของหญา้
หวานให้เกิดยอดไดดี้กวา่การใช ้IAA ร่วมกบั kinetin ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Sivaram 
และ Mukundan ในปี 2003 ท่ีไดท้  าการทดลองในหญา้หวานพบวา่การใชส้ารควบคุมการเติบโต 
IAA ร่วมกบั BA ใหค้่าเฉล่ียจ านวนยอดสูงกวา่การใชส้ารควบคุมการเติบโต IAA ร่วมกบั kinetin 
แต่เม่ือเปรียบเทียบถึงความเขม้ขน้ของสารควบคุมการเติบโตท่ีใช้พบว่ามีความแตกต่างกนัใน
ปริมาณของสารควบคุมการเติบโต BA ซ่ึงในการทดลองของ Sivaram และ Mukundan (2003) 
การใชส้ารควบคุมการเติบโต IAA ความเขม้ขน้ 1 mg/L ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ให้
ค่าเฉล่ียจ านวนยอดมากท่ีสุด แต่ในการทดลองคร้ังน้ีกลบัพบว่าการใช้สารควบคุมการเติบโต 
IAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 0.75 mg/L ให้ค่าเฉล่ียจ านวนยอดมากท่ีสุด
คือ  2.00 ± 0.0 แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติกบัชุดควบคุม การทดลองคร้ังน้ียงั
แตกต่างจากการทดลองของ Hwang ในปี 2006 ท่ีพบวา่การใชส้ารควบคุมการเติบโต IAA ความ
เขม้ขน้ 2 mg/L ร่วมกบั kinetin ความเขม้ขน้ 0.5 mg/L สามารถชกัน าใหเ้กิดยอดไดดี้ท่ีสุด แต่เม่ือ
ทดลองกับหญ้าหวานซ่ึงได้จาก อุทยานธรรมชาติวิทยาสิรีรุกขชาติ คณะเภสัชศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัมหิดล ต าบลศาลายา อ าเภอพุทธมลฑล จงัหวดันครปฐม ท่ีใช้ในการทดลองคร้ังน้ี 
พบวา่การใช ้IAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ร่วมกบั kinetin ความเขม้ขน้ 0.5 mg/L กลบัให้จ  านวน
ยอดของหญา้หวานน้อยกว่าชุดการทดลองควบคุมอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ การตอบสนองท่ี
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แตกต่างไปน้ีอาจเป็นไปได้เน่ืองจากตน้พนัธ์ุหญา้หวานมาจากต่างแหล่งกนั จึงมีพนัธุกรรมท่ี
แตกต่างกนั ท าใหมี้การตอบสนองต่อสารควบคุมการเติบโตท่ีไม่เหมือนกนั  
 ส าหรับผลของการเจริญเติบโตดา้นความยาวยอดพบวา่ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสาร
ควบคุมการเติบโตจะมีความยาวยอดเฉล่ียมากท่ีสุด คือ 32.96 ± 4.55  มิลลิเมตร ซ่ึงมากกว่าชุด
การทดลองอ่ืน ๆ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ มทันียา วงัประภา 
(2548) ท่ีได้ท าการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อปลายยอดของหญ้าหวานในหลอดทดลองพบว่าการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อปลายยอดของหญา้หวานบนอาหารสูตร MS ท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโตจะ
มีความยาวยอดเฉล่ียสูงท่ีสุด อีกทั้งในการทดลองคร้ังน้ีพบวา่ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสาร
ควบคุมการเติบโตมีจ านวนรากมากท่ีสุดซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ พชัรินทร์ ศรีทองค า 
(2538) ท่ีรายงานวา่ยอดท่ีเล้ียงในอาหารท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโตและมีการเกิดรากร่วมดว้ย
มีผลต่อพฒันาการทางความสูงใหร้วดเร็วดว้ย  
 ส่วนผลของค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งยอดและแคลลสัของหญา้หวานพบวา่ ชุด
การทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต IAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 0.5 
mg/L จะเป็นชุดการทดลองท่ีมีน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งยอดและแคลลสัของหญา้หวานสูง
ท่ีสุด โดยเพิ่มข้ึนเป็น 2.0 และ 2.1 เท่า ของชุดการทดลองท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโต 
ตามล าดบั และพบวา่น ้าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งของยอดและแคลลสัของหญา้หวานท่ีมีปริมาณ
สูงน้ีมาจากน ้ าหนกัของแคลลสัเป็นส่วนใหญ่ โดยชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต 
IAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 0.5 mg/L พบวา่จะมีแคลลสัท่ีมีขนาดใหญ่
กวา่ชุดการทดลองอ่ืน ๆ จึงท าใหมี้ปริมาณน ้าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งเฉล่ียของยอดและแคลลสั
ของหญา้หวานสูง (ภาพท่ี 4) เน่ืองจากการใชส้ารควบคุมการเติบโตมีผลต่อการเปล่ียนแปลงการ
เจริญเติบโตและพฒันาการของพืช โดยจากการศึกษาของ Skoog และ Miller (1957) ไดร้ายงาน
วา่ การเปล่ียนแปลงและพฒันาของเน้ือเยือ่ pith ของยาสูบไปเป็นยอด ราก หรือแคลลสัข้ึนอยูก่บั
สมดุลของปริมาณออกซินและไซโทไคนิน และจากการทดลองน้ีมีการเติมสารควบคุมการ
เติบโตทั้งออกซินคือ IAA และไซโทไคนิน คือ BA หรือ kinetin ลงในอาหารท่ีใชเ้ล้ียง เม่ือไป
เสริมการท างานของฮอร์โมนภายในท่ีพืชสามารถสร้างข้ึนเองอยูแ่ลว้ ปรากฎวา่ สัดส่วนของสาร
ควบคุมการเติบโตทั้งสองชนิดท่ีใชอ้ยูใ่นช่วงท่ีกระตุน้การสร้างแคลลสัเป็นส่วนใหญ่ แต่ส่งเสริม
การเกิดและการเจริญของยอดและรากค่อนขา้งนอ้ย 
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 ส าหรับการเจริญเติบโตของรากหญา้หวานพบว่าจะเกิดรากมากท่ีสุดในชุดการทดลอง
ควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโต ซ่ึงแตกต่างจากชุดการทดลองอ่ืน ๆ อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ แสดงวา่ยอดหญา้หวานสามารถสร้างสารควบคุมการเติบโตออกซินเองเพียงพอท่ีจะกระตุน้
การสร้างรากเองได้ ในทางตรงกนัขา้มชุดการทดลองอ่ืน ๆ ท่ีเติมสารควบคุมการเติบโตจาก
ภายนอกลงไป อาจมีผลเปล่ียนแปลงสัดส่วนหรือความสมดุลของฮอร์โมนภายในของพืช ท าให้
ไม่เหมาะสมต่อการเกิดราก (ค านูญ กาญจนภูมิ, 2544) และยงัสอดคลอ้งกบัผลการทดลองในคร้ัง
น้ีท่ีพบว่าการเติมสารควบคุมการเติบโต IAA ร่วมกบั BA  ทุกความเขม้ขน้ และการเติมสาร
ควบคุมการเติบโต IAA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ร่วมกบั kinetin ทุกความเขม้ขน้จะไม่มีรากเกิดข้ึน 
แต่ส าหรับชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต IAA ความเขม้ขน้ 1 mg/L ร่วมกบั kinetin 
เกือบทุกความเขม้ขน้สามารถเกิดรากได ้แต่จ านวนรากจะน้อยกว่า โดยพบว่าเม่ือความเขม้ขน้
ของ kinetin เพิ่มจาก 0.25 mg/L หรือ 0.5 mg/L จ  านวนรากของหญา้หวานจะเพิ่มข้ึน แต่เม่ือเพิ่ม
ความเขม้ขน้ของ kinetin เพิ่มเป็น 0.75 mg/L และ1 mg/L จ านวนรากของหญา้หวานจะนอ้ยลง 
ทั้งน้ีอาจเน่ืองจาก kinetin เป็นสารควบคุมการเติบโตในกลุ่มของไซโทไคนิน ซ่ึงการใช้สาร
ควบคุมการเติบโตไซโทไคนินความเขม้ขน้สูงจะมีผลไปยบัย ั้งการเกิดรากได ้(Murashige, 1974) 
จากการทดลองคร้ังน้ีพบวา่ชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต IAA ความเขม้ขน้ 1 mg/L 
ร่วมกบั kinetin ความเขม้ขน้ 0.75 mg/L มีจ  านวนรากนอ้ยโดยรากท่ีไดจ้ะมีลกัษณะสั้น หนา ไม่
เจริญเป็นรากปกติ ทั้ งน้ีอาจเป็นเพราะสัดส่วนของสารควบคุมการเติบโตออกซินและ               
ไซโทไคนินไม่เหมาะสม ท าให้รากท่ีงอกมีลกัษณะผิดปกติ นอกจากน้ีลกัษณะรากท่ีผิดปกติยงั
พบไดเ้ม่ือใช้ออกซินปริมาณสูงเกินไป ดงัรายงานของพชัรินทร์ ศรีทองค า (2538) ท่ีพบวา่หญา้
หวานท่ีเพาะเล้ียงเกิดรากนอ้ยลงเม่ือปริมาณ NAA ในอาหารเพิ่มจาก 0.01 mg/L เป็น 0.5 และ 1 
mg/L โดย NAA ในปริมาณท่ีสูงจะชกัน าใหเ้กิดรากท่ีมีลกัษณะสั้นและหนา 
 
 1.2  ผลของชนิดและความเข้มข้นของไซโทไคนินต่อการเจริญเติบโตของหญ้าหวาน 
          จากการทดลองพบว่าการเติมสารควบคุมการเติบโตไซโทไคนิน 2 ชนิดท่ีความเขม้ขน้  
ต่างๆ กนัลงในอาหารสูตร MS เพื่อเพิ่มจ านวนยอดพบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติในชุดการทดลองทั้งหมด โดยชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต BA และ 
kinetin ทุกความเข้มข้นสามารถชักน าหญ้าหวานให้เกิดยอดได้เช่นเดียวกับชุดการทดลอง
ควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโต 
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 ส าหรับความยาวยอดพบวา่ชุดการทดลองท่ีให้ความยาวยอดมากสุดไดแ้ก่ ชุดการทดลอง
ควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโต เช่นเดียวกนักบัผลการทดลองก่อนหนา้น้ีในขอ้ 1.1 อีกทั้ง
ยงัสอดคลอ้งกบัการทดลองท่ีมีรายงานก่อนหนา้น้ี โดยพชัรินทร์ ศรีทองค า (2538) และ มทันียา 
วงัประภา (2548) ท่ีพบว่าหญา้หวานท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีไม่เติมสารควบคุมการ
เติบโตมีความยาวยอดเฉล่ียมากท่ีสุด โดยยอดท่ีมีการเกิดรากร่วมดว้ยจะมีพฒันาการทางความสูง
อย่างรวดเร็ว ส าหรับชุดการทดลองควบคุมท่ีให้ความยาวยอดสูงสุดน้ีมีความยาวยอดเฉล่ีย   
24.00 ± 1.63 มิลลิเมตร ซ่ึงความยาวยอดท่ีไดน้ี้จะมีความยาวยอดท่ีนอ้ยกวา่ความยาวยอดของชุด
การทดลองควบคุมของผลการทดลองก่อนหนา้น้ี อาจเน่ืองจากหญา้หวานท่ีใชใ้นการทดลองคร้ัง
น้ีถูก subculture และเพาะเล้ียงในหลอดทดลองเป็นระยะเวลายาวนาน  
 ส่วนค่าเฉล่ียน ้าหนกัสดและน ้าหนกัแหง้ยอดและแคลลสัของหญา้หวานท่ีเพาะเล้ียง พบวา่
ชุดการทดลองท่ีให้ค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งยอดและแคลลสัของหญา้หวานสูงสุดคือ
ชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต BA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ซ่ึงต่างจากชุดการทดลอง
อ่ืน ๆ อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยท าให้ค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งยอดและแคลลสั
ของหญา้หวาน เพิ่มเป็น 2.8 และ 2.7 เท่า ของชุดการทดลองท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโต 
ตามล าดบั โดยพบว่าน ้ าหนกัท่ีเพิ่มข้ึนมาน้ีมาจากน ้ าหนกัของยอดและแคลลสั โดยเฉพาะยอด
หญา้หวานจะมีขนาดใบท่ีใหญ่กว่าชุดการทดลองอ่ืน ๆ ท าให้มีปริมาณค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและ
น ้ าหนักแห้งยอดของหญา้หวานสูงกว่าชุดการทดลองอ่ืน ๆ ด้วย (ภาพท่ี 5) แตกต่างจากการ
ทดลองก่อนหน้าน้ีท่ีได้ท าการทดลองใช้สารควบคุมการเติบโต IAA ความเข้มข้น 2 mg/L 
ร่วมกบั BA ความเขม้ขน้ 0.5 mg/L ท่ีให้ค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งยอดของหญา้หวาน
มากท่ีสุด โดยน ้ าหนกัท่ีมากข้ึนมาจากน ้ าหนกัของแคลลสัท่ีมีขนาดใหญ่ นอกจากน้ีทุกชุดการ
ทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต BA ทุกความเขม้ขน้ยงัมีแนวโน้มของค่าเฉล่ียน ้ าหนักสด
และน ้ าหนักแห้งของยอดหญา้หวานมากกว่าชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการ
เติบโต สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Hassanein และ Soltan (2000) ท่ีพบวา่เม่ือท าการเล้ียงยอด
ของมะแวง้นก (Solanum nigrum) บนอาหารสูตร B5 ท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต BA จะ
สามารถเพิ่มจ านวนน ้ าหนกัสดของยอดมะแวง้นกมากกวา่เม่ือเทียบกบัการเล้ียงยอดของมะแวง้
นก บนอาหารสูตร B5 ท่ีเติมสารควบคุมการเติบโต kinetin ความเขม้ขน้ต่าง ๆ และบนอาหาร
สูตร B5 ท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโต  
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2. ผลของชนิดและความเข้มข้นของไคโทซานต่อการเจริญเติบโตของหญ้าหวาน 
             จากการทดลองเพาะเล้ียงช้ินส่วนขอ้เด่ียวของหญา้หวานบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมไคโทซาน
ต่างชนิดกนัท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ พบว่ามีผลต่อการเจริญเติบโตของตาขา้งท่ีขอ้ของหญา้หวาน
แตกต่างกนั โดยการใช้ไคโทซานชนิด P80 ความเขม้ขน้ 10 mg/L และ P90 ความเขม้ขน้ 5 mg/L มี
แนวโน้มท าให้ค่าเฉล่ียจ านวนยอดของหญา้หวานเพิ่มข้ึนจาก 1.81 ± 0.06 ยอดต่อขอ้ในชุดควบคุม 
เพิ่มข้ึนเป็น 2.00 ± 0.00 ยอดต่อขอ้ ซ่ึงแตกต่างจากในกลว้ยไมท่ี้มีรายงานวา่การใชไ้คโทซานชนิด P70 
ความเขม้ขน้ 10 mg/L สามารถเพิ่มจ านวน protocorm-like body และการใชไ้คโทซานชนิด O80 ความ
เขม้ขน้ 20 mg/L สามารถเพิ่มจ านวนทั้งยอด ยอดท่ีมีราก และ protocorm-like body ของกล้วยไม ้
Dendrobium ‘เอียสกุล’ ไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (Pornpianpakdee et al, 2010) ซ่ึงความแตกต่างอาจ
เน่ืองมาจากชนิดของพืชท่ีต่างกนัมีการตอบสนองต่อชนิดและความเขม้เขน้ของไคโทซานท่ีแตกต่างกนั 
 ส าหรับความยาวยอดเฉล่ียพบว่าการใชไ้คโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 5 mg/L จะมีค่าเฉล่ีย
ความยาวยอดมากท่ีสุดคือ 11.13 ± 1.76 มิลลิเมตร และมากกวา่ชุดควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Barka และคณะ (2004) ท่ีรายงานวา่การใชไ้คโทซานในรูปของไคโทเจล 
(chitogel) ท่ีความเขม้ขน้ 1.75% (v/v) ผสมในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเพื่อเพาะเล้ียงตายอดขององุ่น 
(Vitis vinifera L. cv. Chardonnay clone 7535) พบวา่ สามารถชกัน าให้ยอดองุ่นท่ีเพาะเล้ียงในหลอด
ทดลองมีความยาวมากท่ีสุด และต่างจากชุดควบคุมท่ีไม่ไดรั้บไคโทซานอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ซ่ึง
ผลของไคโทซานในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชมีผูร้ายงานไวไ้ม่เฉพาะในหลอดทดลอง
เท่านั้นแต่ในพืชท่ีปลูกในธรรมชาติเช่นในการศึกษาของ Ohta และคณะ (1999) พบวา่ไคโทซานมีผล
ต่อการเจริญเติบโตของตน้ Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn. โดยแช่เมล็ดของพืชชนิดน้ีในไคโท
ซานท่ีความเขม้ขน้ 1% (w/v) เป็นเวลา 1 ชั่วโมงก่อนปลูก และใช้ไคโทซานผสมในวสัดุปลูกใน
อตัราส่วน 1% (w/v) พบวา่การผสมไคโทซานมีผลท าให้ความยาวของล าตน้ถึงปลายยอดสูงกวา่ชุด
การทดลองท่ีไม่ไดรั้บไคโทซานอยา่งมีนยัส าคญั 
 จากผลการวดัค่าเฉล่ียน ้ าหนักสดยอดและน ้ าหนักแห้งยอดของหญ้าหวานพบว่า การใช ้           
ไคโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 5 mg/L จะมีค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดยอดและน ้ าหนกัแห้งยอดของหญา้
หวานมากท่ีสุด ซ่ึงต่างจากชุดการทดลองอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยมีค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและ
น ้าหนกัแหง้ยอดเพิ่มเป็น 2.3 และ 2.2 เท่า ของชุดการทดลองท่ีไม่เติมไคโทซานตามล าดบั ซ่ึงค่าเฉล่ีย
น ้าหนกัสดยอดและน ้าหนกัแหง้ยอดของหญา้หวานท่ีมีปริมาณสูงน้ี มาจากน ้ าหนกัของใบท่ีมีขนาดใบ
ท่ีใหญ่กวา่ชุดการทดลองอ่ืนๆ ท าให้มีปริมาณค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งยอดของหญา้หวาน
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สูงกวา่ชุดการทดลองอ่ืน ๆ ดว้ย (ภาพท่ี 6) สอดคลอ้งกบัการทดลองของสุวลี จนัทร์กระจ่าง และคณะ 
(2546) ท่ีไดร้ายงานวา่ในการปลูกพืชผกัสวนครัวแบบผสมผสาน เม่ือท าการฉีดพ่นไคโทซานท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ เป็นระยะเวลา 2 เดือน พบว่ามีผลท าให้ค่าเฉล่ียของน ้ าหนักสดต่อต้นสูงกว่าชุดการ
ทดลองควบคุมท่ีไม่ไดรั้บไคโทซาน และยงัสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Barka และคณะ (2004) ท่ี
กล่าวไปก่อนหนา้น้ี ไดร้ายงานวา่การใชไ้คโทซานผสมในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่เพื่อเพาะเล้ียงตายอด
ขององุ่นจะท าใหย้อดองุ่นมีน ้ าหนกัแห้ง สูงกวา่องุ่นในชุดควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติมไคโทซาน นอกจากน้ียงั
สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Ohta และคณะ (1999) ท่ีพบวา่การผสมไคโทซานในวสัดุปลูกมีผลท าให ้
ขนาดของใบ และน ้าหนกัแหง้ของตน้สูงกวา่ชุดการทดลองท่ีไม่ไดรั้บไคโทซานอยา่งมีนยัส าคญั 
 ส าหรับการเจริญเติบโตของรากพบว่า การใช้ไคโทซานชนิด O80 ความเข้มข้น 5 mg/L 
เช่นเดียวกนัมีแนวโนม้ท าให้หญา้หวานมีจ านวนรากมากท่ีสุดคือ 0.63 ± 0.17 รากต่อตน้ ซ่ึงส่งผลให้
ค่าเฉล่ียของน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งของรากหญา้หวานเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติดว้ย โดย
จะมีน ้าหนกัสดและน ้าหนกัแหง้ของรากหญา้หวานเป็น 19.7 และ 2.8 เท่า ของชุดการทดลองควบคุมท่ี
ไม่เติมไคโทซาน ตามล าดบั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Barka และคณะ (2004) ท่ีรายงานวา่
การใช้ไคโทซานในรูปของไคโทเจล (chitogel) ท่ีความเขม้ขน้ 1.75% (v/v) ผสมในอาหารเพื่อ
เพาะเล้ียงตายอดขององุ่นจะสามารถส่งเสริมให้รากองุ่นเจริญเติบโตดีข้ึน และเม่ือชัง่น ้ าหนกัแห้งของ
รากก็พบว่ามีน ้ าหนกัแห้งรากมากกว่าชุดการทดลองท่ีไม่ไดรั้บไคโทซานอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
นอกจากน้ียงัสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Ohta และคณะ (1999) ซ่ึงพบวา่การผสมไคโทซานในวสัดุ
ปลูกของตน้ Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn. มีผลท าให้น ้ าหนกัแห้งของรากมากกว่าชุดการ
ทดลองท่ีไม่ไดรั้บไคโทซานอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
 

3. ผลการศึกษา method validation ของการวเิคราะห์สตีวโิอไซด์ และ รีบาวดิโอไซด์ เอ 

 จากการศึกษาพบวา่ สตีวิโอไซด์ และ รีบาวดิโอไซด์ เอ มีค่า retention time เท่ากบั 6.7 และ 
13.52 นาที ตามล าดบั ดว้ยวธีิวเิคราะห์น้ีไดค้่าความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ และพื้นท่ีใตก้ราฟของ
สารมาตราฐานสตีวโิอไซด์ และ รีบาวดิโอไซด ์เอ เท่ากบั 0.9997 และ 0.9993 ตามล าดบั  
 เม่ือตรวจสอบความใกลเ้คียงของค่าท่ีวดัได ้โดยใชม้าตราฐานของ AOAC (The association of 
analytical communities guidelines for single-laboratory validation of chemical method for dietary 
supplements and botanicals) (AOAC Peer Verified Methods Program, 1993) ซ่ึงไดก้  าหนดค่า % RSD 
ท่ียอมรับได ้ส าหรับการวเิคราะห์สารตวัอยา่งท่ีมีความเขม้ขน้ 100 mg/L ค่า % RSD ท่ียอมรับไดต้อ้งไม่
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เกิน 5.3 % ซ่ึงพบวา่ค่า % RSD ท่ีไดจ้ากการท าการทดลองมีค่าอยูใ่นช่วงท่ีต ่ากวา่ 5.3 % ซ่ึงเป็นไปตาม
มาตราฐานท่ีก าหนดไว ้ 
 ดว้ยวิธีวิเคราะห์น้ี ปริมาณสตีวิโอไซด์ต ่าสุดท่ีสามารถตรวจพบ และสามารถวดัปริมาณได้
อย่างน่าเช่ือถือเท่ากบั 1.72 และ 3.20 µg/g DW ตามล าดบั ส่วนปริมาณสารรีบาวดิโอไซด์ต ่าสุดท่ี
สามารถตรวจพบ และสามารถวดัปริมาณไดเ้ท่ากบั 6.3 และ 10.54 µg/g DW ตามล าดบั 
 

4. ผลการวเิคราะห์สารสตีวโิอไซด์ และ รีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบหญ้าหวาน 

4.1 ผลการตรวจสอบสารสตีวโิอไซด์และ รีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบหญ้าหวานทีเ่ลีย้งส่วนข้อของ 
      หญ้าหวานบนอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชืทีม่ีการเติมสารควบคุมการเติบโต 

 จากการตรวจสอบสารสตีวิโอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบของหญา้หวานท่ีเพาะเล้ียงบน
อาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีมีการเติมสารควบคุมการเติบโตท่ีให้ผลดีท่ีสุดกบัชุดการทดลองควบคุมท่ี
ไม่เติมสารควบคุมการเติบโต พบว่า ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโตมีสาร        
สตีวิโอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ มากท่ีสุด คือ 9.35 ± 0.17 µg/g DW และ 8.01 ± 3.52 µg/g DW 
ตามล าดบั ซ่ึงแตกต่างจากชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโตอ่ืนๆ อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ 
ส าหรับการทดลองในคร้ังน้ีสามารถตรวจพบสารสตีวิโอไซด์ในทุกชุดการทดลอง ซ่ึงแตกต่างจากการ
ทดลองของ Swanson (1992) ท่ีไม่พบการสะสมของสารสตีวิโอไซด์ในแคลลสั และยอดหญา้หวานท่ี
ท าการเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง แต่จะพบสารสตีวิโอไซด์ไดใ้นยอดท่ีชกัน าให้เกิดรากแลว้เท่านั้น แต่
ในการทดลองคร้ังน้ีพบสารสตีวิโอไซด์ได้ทั้งในชุดการทดลองท่ีเกิดรากและไม่เกิดราก โดยชุดการ
ทดลองท่ีเกิดรากไดแ้ก่ชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโตเพียงชุดการทดลองเดียว 
ส าหรับชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโตจะไม่มีรากเกิดข้ึน แต่ก็สามารถตรวจพบสารสตีวิโอ
ไซดไ์ด ้ 
 ส าหรับสารรีบาวดิโอไซด์ เอ พบว่าชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโตทุกชุดการ
ทดลองตรวจไม่พบสารรีบาวดิโอไซด ์เอ ในใบของหญา้หวานท่ีเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง แต่ตรวจพบ
เฉพาะในชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมสารควบคุมการเติบโตเท่านั้น ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากปริมาณสาร
รีบาวดิโอไซด์ เอ ในธรรมชาติมีปริมาณน้อยมาก เม่ือน ามาท าการเพาะเล้ียงในหลอดทดลองปริมาณ
สารท่ีสร้างข้ึนก็ยิง่มีปริมาณนอ้ยกวา่ในธรรมชาติลงไปอีก ท าให้วิธีวิเคราะห์น้ีไม่สามารถใชต้รวจสอบ
ได ้โดยเฉพาะหากปริมาณสารรีบาวดิโอไซด์นอ้ยกวา่ 6.30 µg หรือ 0.02 mg/ml และจากการทดลองจะ
เห็นไดว้า่ ชุดการทดลองท่ีเติมสารควบคุมการเติบโตทุกชุดการทดลองมีปริมาณสารสตีวิโอไซด์ และรี
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บาวดิโอไซด ์นอ้ยกวา่ชุดการทดลองควบคุม ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากสารควบคุมการเติบโตท่ีเติมลงไปใน
อาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่จะไปช่วยเร่งการเจริญเติบโตให้ตน้หญา้หวานท่ีเพาะเล้ียงมีการเจริญเติบโตเพิ่ม
มากข้ึน ดงันั้นสารอาหารต่าง ๆในพืชจึงถูกน ามาใชใ้นเพิ่มการเจริญเติบโตเป็นส่วนใหญ่ และท าให้มี
การสร้างและสะสมของสารสตีวโิอไซดแ์ละรีบาวดิโอไซด ์เอ ซ่ึงเป็นสารทุติยภูมิท่ีลดนอ้ยลง  
 

 4.2. การตรวจสอบหาสารสตีวโิอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบหญ้าหวานทีเ่ลีย้งส่วนข้อของ 
       หญ้าหวานบนอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชืทีม่ีการเติมไคโทซาน 
       จากการตรวจสอบสารสตีวโิอไซดแ์ละรีบาวดิโอไซด์ เอ ในใบของหญา้หวานท่ีไดจ้ากการ

เพาะเล้ียงส่วนขอ้บนอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชท่ีมีการเติมไคโทซาน พบว่าชุดการทดลองท่ีมีสาร    
สตีวิโอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ มากท่ีสุด ได้แก่ ชุดการทดลองท่ีเติมไคโทซานชนิด O80 ความ
เขม้ขน้ 20 mg/L ซ่ึงต่างจากชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่เติมไคโทซานอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยมี
สารสตีวโิอไซดเ์ท่ากบั 13.80 ± 0.29 µg/g DW ซ่ึงมากกวา่ชุดการทดลองควบคุมเป็น 1.3 เท่า นอกจากน้ี
ยงัมีแนวโนม้ท่ีมีสารรีบาวดิโอไซด์ เอ มากกว่าชุดการทดลองควบคุมอีกดว้ย โดยมีสารรีบาวดิโอไซด ์
เอ เท่ากบั 11.01 ± 0.09 µg/g DW สอดคลอ้งกบัการทดลอง Chong และคณะ (2005) ท่ีไดท้  าการศึกษา
การเพาะเล้ียงเซลล์ของ Morinda  elliptica ในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสูตร G medium ร่วมกบั            
ไคโทซานท่ีความเขม้ขน้ 0.25 g/L จะสามารถกระตุน้ให้เกิดการสร้างสาร anthraquinone ในปริมาณท่ี
สูงข้ึน และยงัสอดคล้องกับการรายงานของ Komaraiah และคณะ (2003) ท่ีได้ท าการศึกษาการ
เพาะเล้ียงเซลล์พืชโดยการตรึงเซลล์ของเจตมูลเพลิงแดง (Plumbago  rosea) พบวา่ เม่ือเพาะเล้ียงเซลล์
ของเจตมูลเพลิงแดงในอาหารเหลวสูตร  MS ท่ีเติม CaCl2  ความเขม้ขน้ 10 mM ร่วมกบัไคโทซานท่ีได้
จากเปลือกปูท่ีความเขม้ขน้ 200 mg/L จะสามารถผลิตสาร plumbagin ซ่ึงเป็นสารทุติยภูมิในกลุ่ม 
naphthoquinone เพิ่มข้ึนถึง 8 เท่า เม่ือเทียบกบัเซลล์ท่ีไม่ไดรั้บไคโทซาน นอกจากน้ียงัสอดคลอ้งกบั
รายงานของ Sauerwein และคณะ (1991) ท่ีได้ศึกษา Lippia dulcis  ซ่ึงเป็นพืชท่ีสามารถผลิตสาร 
hurnandulcin โดยเป็นสารให้ความหวานในกลุ่ม sesquiterpene และพบวา่การเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร 
MS ท่ีเติมน ้าตาล 2% ร่วมกบัไคโทซานท่ีระดบัความเขม้ขน้ต ่าคือ 0.2-10 mg/L จะท าให้มีการสร้างสาร 
hurnandulcin เพิ่มข้ึนถึง 5 เท่า  
 ดงันั้น หากตอ้งการให้ยอดหญา้หวานท่ีเพาะเล้ียงในหลอดทดลองมีปริมาณของสารสตีวิโอ
ไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ ต่อน ้ าหนกัแห้งเพิ่มมากข้ึน ควรเลือกใชไ้คโทซานชนิด O80 ท่ีความเขม้ขน้ 
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20 mg/L เพราะเป็นชนิดท่ีสามารถเพิ่มปริมาณสารสตีวิโอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ ต่อน ้ าหนกัแห้งได้
มากท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัการใชไ้คโทซานชนิดอ่ืนๆ และการไม่ไดใ้ชไ้คโทซาน 
 

4.3 การตรวจสอบปริมาณสารสตีวโิอไซด์ และ รีบาวดิโอไซด์ ในใบของหญ้าหวานทีป่ลูกเลีย้ง 
        ในเรือนต้นไม้ 
       เม่ือท าการตรวจสอบปริมาณสตีวิโอไซด์ และรีบาวดิโอไซด์ ในใบของหญา้หวานท่ีปลูก

เล้ียงในเรือนตน้ไม ้พบวา่ มีปริมาณสตีวิโอไซด์ และรีบาวดิโอไซด์ในปริมาณท่ีสูงถึง 77.67 และ 55.2 
µg/g DW ตามล าดบั ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีมากกว่าหญา้หวานท่ีเพาะเล้ียงในหลอดทดลองท่ีไม่เติมสาร
ควบคุมการเติบโต 8.3 และ 6.9 เท่า ตามล าดบั และยงัมากกวา่หญา้หวานซ่ึงเพาะเล้ียงในหลอดทดลองท่ี
เติมสารควบคุมการเติบโตหรือไคโทซาน สอดคลอ้งกบัการทดลองของ พชัรินทร์ ศรีทองค า (2538) ท่ี
พบว่าตน้หญา้หวานซ่ึงไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมีปริมาณสตีวิโอไซด์ท่ีต ่ากว่าตน้หญา้หวานท่ีปลูก
ในธรรมชาติ 1.2 เท่า จากการทดลองน้ีอาจเป็นไปไดว้า่ระยะเวลาในการเล้ียงในหลอดทดลองนอ้ยกวา่
ในธรรมชาติ และแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์ท่ีใชใ้นการทดลองมีความเขม้แสงท่ีนอ้ยกวา่แสงแดด
ในธรรมชาติ  
 

 



 
 

บทที ่6 

สรุปผลการทดลอง 

1. ผลของการใช้ออกซินร่วมกับไซโทไคนินและการใช้ไซโทไคนินเพียงอย่างเดียวต่อการ  
เจริญเติบโต และสารสตีวโิอไซด์รวมทั้งรีบาวดิโอไซด์ เอ ในหญ้าหวาน 

             จากการศึกษาในหลอดทดลองพบวา่การเพาะเล้ียงส่วนขอ้ของหญา้หวานบนอาหารก่ึงแข็ง
ทั้งท่ีเติมสารควบคุมการเติบโตและไม่เติมสารควบคุมการเติบโตสามารถชกัน าให้หญา้หวานเกิด
ยอดได้มากท่ีสุดคือ 2 ยอดต่อขอ้ โดยเฉพาะชุดการทดลองท่ีเติม BA ความเขม้ขน้ 2 mg/L ท่ี
สามารถชกัน าให้เกิดยอดได ้2 ยอดต่อขอ้แลว้ ยงัให้ค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดและน ้ าหนกัแห้งยอดของ
หญา้หวานมากท่ีสุด คือมากเป็น 2.8 และ2.7 เท่าของชุดควบคุม ดงันั้นชุดการทดลองท่ีเหมาะสมต่อ
การเจริญเติบโตของหญา้หวานในหลอดทดลอง คือการใช้อาหารสูตร MS ร่วมกบั BA ความ
เขม้ขน้ 2 mg/L อย่างไรก็ดีการใช้สารควบคุมการเติบโตแมจ้ะมีผลกระตุน้การเติบโตแต่กลบัพบ
การสะสมของสารสตีวิโอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ ค่อนขา้งต ่า ส่วนชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่
เติมสารควบคุมการเติบโตจะมีการเจริญเติบโตดา้นความสูงและจ านวนรากมากท่ีสุด จึงเหมาะสม
ต่อการน าไปใชข้ยายพนัธ์ุหญา้หวานส าหรับการเพาะปลูกต่อไป และยงัตรวจพบการสะสมของสาร
สตีวิโอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ มากกว่าชุดการทดลองท่ีใช้สารควบคุมการเติบโตอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติอีกดว้ย 

2. ผลของชนิดและความเข้มข้นของไคโทซานต่อการเจริญเติบโต และสารสตีวโิอไซด์รวมทั้ง      
     รีบาวดิโอไซด์ เอ ของหญ้าหวาน 

จากการศึกษาในหลอดทดลองพบวา่ชุดการทดลองท่ีเติมไคโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 
5 mg/L สามารถเพิ่มความยาวยอด ค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดยอด ค่าเฉล่ียน ้ าหนกัแห้งยอด จ านวนราก 
ค่าเฉล่ียน ้ าหนกัสดรากและค่าเฉล่ียน ้ าหนกัแห้งราก มากกวา่ชุดการทดลองท่ีไม่เติมไคโทซานและ
ชุดการทดลองท่ีเติมไคโทซานอ่ืนๆ ส่วนการเพิ่มจ านวนยอดพบวา่การใชไ้คโทซานชนิด P80 ความ
เขม้ขน้ 10 mg/L และ P90 ความเขม้ขน้ 5 mg/L มีแนวโนม้สามารถชกัน าให้หญา้หวานเพิ่มจ านวน
ยอดไดม้ากกวา่ชุดการทดลองอ่ืนๆ และจากการตรวจสอบสารสตีวโิอไซดแ์ละรีบาวดิโอไซด์ เอ ใน
ใบของหญา้หวานท่ีเล้ียงในหลอดทดลองพบวา่ ไคโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 20 mg/L ยงั
สามารถเพิ่มสารสตีวิโอไซด์และรีบาวดิโอไซด์ เอ ท่ีวิเคราะห์ในใบของหญา้หวานมากท่ีสุด แต่
ปริมาณท่ีพบเม่ือเทียบกบัในการเพาะเล้ียงในเรือนตน้ไมแ้ลว้พบวา่มีปริมาณค่อนขา้งนอ้ยกวา่มาก  
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ข้อเสนอแนะ 

 1. ควรมีการศึกษาทดลองโดยเพิ่มระยะเวลาในการเพาะเล้ียงในหลอดทดลอง ซ่ึงอาจท าให้เห็นความ
แตกต่างของการเจริญเติบโต ปริมาณของสารสตีวิโอไซด์ และรีบาวดิโอไซด์ เอ ระหวา่งชุดการ
ทดลองต่างๆ ไดม้ากข้ึน โดยมีการเปล่ียนอาหารใหม่ใหก้บัตน้หญา้หวานดว้ย 

 2. ด้วยขอ้จ ากดัในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจ านวนมาก การทดลองน้ีจึงวางแผนแยกชุดการทดลอง
เปรียบเทียบผลของสารควบคุมการเติบโตเป็นคนละชุดกบัการทดลองใชไ้คโทซาน เม่ือไดผ้ลการ  

    ทดลองชั้นตน้แลว้วา่ชนิดและความเขม้ขน้ของสารควบคุมการเติบโตในชุดการทดลองใดดี ท่ีสุด 
เช่นเดียวกบัผลของชนิดและความเขม้ขน้ของไคโทซานท่ีดีท่ีสุด แล้วจึงควรน าชุดการทดลอง
เหล่านั้นมาทดลองใหม่พร้อมกนัเพื่อเปรียบเทียบกนัโดยตรงและมีชุดการทดลองควบคุมร่วมกนั
จะช่วยให้ทราบชดัเจนข้ึนว่าชุดการทดลองใดให้ผลดีท่ีสุด ในขณะเดียวกนัอาจเพิ่มการทดลอง
เพื่อศึกษาผลร่วมกนัของสารควบคุมการเติบโตและไคโทซานว่าจะมีส่วนเสริมกนัหรือไม่ โดย
การน าชนิดและความเขม้ขน้ของสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีดีท่ีสุดมาใช้ร่วมกบัชนิดและความ
เข้มข้นของไคโทซานท่ีดีท่ีสุดทดลองเล้ียงเน้ือเยื่อหญ้าหวานเพื่อศึกษาดูว่าจะส่งเสริมการ
เจริญเติบโตและการผลิตสารส าคญัในหญา้หวานหรือไม่ อยา่งไร 

3. ควรมีการศึกษาทดลองใช้ ไคโทซานชนิด O80 ความเขม้ขน้ 20 mg/L ในแปลงทดลองเพื่อ
เปรียบเทียบการเจริญเติบโต ปริมาณสารสตีวิโอไซด์ และรีบาวดิโอไซด์ เอ วา่มีผลสอดคลอ้งกบั
การเพาะเล้ียงในหลอดทดลองหรือไม่ อย่างไร ซ่ึงอาจเป็นประโยชน์ต่อการใชส้ารดงักล่าวเพิ่ม
ผลผลิตสารทุติยภูมิทั้ง 2 ชนิดในการปลูกหญา้หวานในแปลงดว้ย 
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ภาคผนวก ก 
สูตรอาหาร  Muraskige  and  Skoog (1962)  ทีใ่ช้ในการทดลองมีส่วนประกอบดังนี้ 

                                                          สารประกอบ                                            หน่วย (mg/L) 
ธาตุอาหารหลกั 
             CaCl2.2H2O    440 
             KNO3     1,900 
             KH2PO4     170 
             MgSO4.7H2O    370 
             NH4NO3     1,650 
ธาตุอาหารรอง 
             CuSO4.5H2O    0.025 
             CoCl2.6H2O    0.025 
             H3BO3      6.2 
             KI      0.83 
             MnSO4.4H2O    22.3 
             Na2MoO4.2H2O    0.25 
             ZnSO4.7H2O    8.6 
ธาตุเหลก็ 
                                                FeSO4.7H2O    27.9 
            Na2EDTA     37.2 
กรดอะมิโนและวติามิน 
            Glycine     2 
            Myo-inosital    100 
            Thiamine-HCl    0.1 
            Pyridoxine-HCl    0.5 
            Nicotinic  acid    0.5 
อืน่ ๆ 
           น ้ำตำลซูโครส       30     ( g/L ) 
           วุน้           8     ( g/L ) 
           pH         5.6 
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ภาคผนวก ข 

ตำรำงภำคผนวกท่ี ข.1 แสดงค่ำมำตรฐำนของ AOAC (The association of analytical communities 
guidelines for single-laboratory validation of chemical method for dietary supplements and 
botanicals) (AOAC Peer Verified Methods Program, 1993)  

ความเข้มข้น 
ของสารส าคัญ 

ความเข้มข้นของสารทีต้่องการวดั 
(mg/ml) 

%RSD ทีย่อมรับได้ 

100% 1000 mg/ml 1.3 
10% 100 mg/ml 2.8 
1 % 10 mg/ml 2.7 

0.1% 1 mg/ml 3.7 
100 ppm 0.1 mg/ml 5.3 
10 ppm 0.01 mg/ml 7.3 
1 ppm 0.001 mg/ml 11 

100 ppb 1x10-4 mg/ml (0.0001 mg/ml) 15 
10 ppb 1x10-5 mg/ml (0.00001 mg/ml) 21 
1 ppb 1x10-6 mg/ml (0.000001 mg/ml) 30 
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ตำรำงภำคผนวกท่ี ข.2 แสดงค่ำเฉล่ียพื้นท่ีใต ้peak ของสำรละลำยสตีวโิอไซด ์10 µl  

ความเข้มข้นของ
สารละลายสตีวโิอไซด์ 

(mg/ml) 
ปริมาณสตีวโิอไซด์ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

2 20 1 2736.60 
  2 2732.95 
  3 2736.81 
  Average 2735.45 
  SD 2.17 
  %RSD 0.08 

1 10 1 1382.12 
  2 1380.55 
  3 1376.75 
  Average 1379.81 
  SD 2.76 
  %RSD 0.20 

0.5 5  1 647.19 
  2 644.78 
  3 641.25 
  Average 644.41 
  SD 2.99 
  %RSD 0.46 

2.5 2.5  1 346.17 
  2 345.03 
  3 341.87 
  Average 344.36 
  SD 2.23 
  %RSD 0.65 
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ความเข้มข้นของ
สารละลายสตีวโิอไซด์ 

(mg/ml) 
ปริมาณสตีวโิอไซด์ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

0.125 1.25  1 167.54 
  2 164.19 
  3 161.74 
  Average 164.49 
  SD 2.91 
  %RSD 1.77 

0.0625 0.625  1 72.14 
  2 71.47 
  3 70.20 
  Average 71.27 
  SD 0.99 
  %RSD 1.38 

0.03125 0.3125  1 29.84 
  2 30.22 
  3 29.75 

  Average 29.94 
  SD 0.25 
  %RSD 0.833 
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ตำรำงภำคผนวกท่ี ข.3 แสดงค่ำ intraday precision ของสำรละลำยสตีวโิอไซด ์10 µl ท่ี 3          
ควำมเขม้ขน้ 

ความเข้มข้นของ
สารละลายสตีวโิอไซด์ 

(mg/ml) 
ปริมาณสตีวโิอไซด์ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

2 20 1 3150.81 
  2 3163.54 
  3 3161.34 
  4 3181.23 
  5 3173.46 
  6 3169.22 
  Average 3166.60 
  SD 10.53 
  %RSD 0.33 

0.25 2.5 1 330.14 
  2 331.15 
  3 330.65 
  4 329.61 
  5 328.99 
  6 320.25 
  Average 328.47 
  SD 4.10 
  %RSD 1.25 
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ความเข้มข้นของ
สารละลายสตีวโิอไซด์ 

(mg/ml) 
ปริมาณสตีวโิอไซด์ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

0.0312 0.3125 1 28.28 
  2 29.28 
  3 28.87 
  4 28.98 
  5 28.41 
  6 28.86 
  Average 28.78 
  SD 0.37 
  %RSD 1.29 
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ตำรำงภำคผนวกท่ี ข.4 แสดงค่ำ interday precision ของสำรละลำยสตีวโิอไซด ์10 µl ท่ี 3          
ควำมเขม้ขน้ 

ความเข้มข้นของ
สารละลายสตีวโิอไซด์ 

(mg/ml) 
ปริมาณสตีวโิอไซด์ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

2 20 1 3134.10 

  2 3131.85 

  3 3134.95 

  4 3133.92 

  5 3134.35 

  6 3129.06 

  Average 3133.04 

  SD 2.21 

  %RSD 0.07 

0.25 2.5  1 318.46 

  2 316.12 

  3 317.63 

  4 316.17 

  5 317.01 

  6 316.44 

  Average 316.97 

  SD 0.93 

  %RSD 0.29 
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ความเข้มข้นของ
สารละลายสตีวโิอไซด์ 

(mg/ml) 
ปริมาณสตีวโิอไซด์ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

0.0312 0.3125  1 26.45 
  2 26.84 
  3 26.59 
  4 26.49 
  5 26.61 
  6 25.97 
  Average 26.49 

  SD 0.29 
  %RSD 1.09 
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ตำรำงภำคผนวกท่ี ข.5 แสดงค่ำเฉล่ียพื้นท่ีใต ้peak ของสำรละลำยรีบำวดิโอไซด ์เอ 10 µl  

ความเข้มข้นของสารละลาย

รีบาวดิโอไซด์ เอ (mg/ml) 
ปริมาณรีบาวดิโอไซด์ เอ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

2 20  1 1968.40 
  2 1969.27 
  3 1969.23 
  Average 1968.97 
  SD 0.49 
  %RSD 0.02 
1 10 1 960.78 
  2 948.93 
  3 952.79 
  Average 954.17 
  SD 6.05 
  %RSD 0.63 

0.5 5 1 440.45 
  2 440.44 
  3 444.04 
  Average 441.64 
  SD 2.07 
  %RSD 0.47 
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ความเข้มข้นของสารละลาย

รีบาวดิโอไซด์ เอ (mg/ml) 
ปริมาณรีบาวดิโอไซด์ เอ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

0.25 2.5 1 193.41 
  2 192.65 

  3 191.74 
  Average 192.60 
  SD 0.84 
  %RSD 0.44 

0.125 1.25 1 72.73 
  2 72.76 
  3 72.75 
  Average 72.75 
  SD 0.02 
  %RSD 0.02 

0.040 0.40 1 33.21 
  2 34.29 
  3 34.17 
  Average 33.89 
  SD 0.59 
  %RSD 1.74 
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ตำรำงภำคผนวกท่ี ข.6 แสดงค่ำ intraday precision ของสำรละลำยรีบำวดิโอไซด ์10 µl ท่ี 3      
ควำมเขม้ขน้ 

ความเข้มข้นของสารละลาย

รีบาวดิโอไซด์ เอ (mg/ml) 
ปริมาณรีบาวดิโอไซด์ เอ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

2 20 1 1968.40 
   2 1969.27 
   3 1969.23 
   4 1975.19 
   5 1970.03 
   6 1969.40 
   Average 1970.25 
   SD 2.47 
   %RSD 0.13 

0.5 5 1 440.45 
   2 440.44 
   3 444.04 
   4 437.47 
   5 430.10 
   6 434.86 
   Average 437.89 
   SD 4.92 
   %RSD 1.12 

 

 

 

 

 

 



98 
 

 

ความเข้มข้นของ
สารละลายรีบาวดิโอไซด์ เอ 

(mg/ml) 
ปริมาณรีบาวดิโอไซด์ เอ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

0.125 1.25 1 79.58 
   2 72.73 
   3 72.76 
   4 69.32 
   5 72.75 
   6 75.12 
   Average 73.71 
   SD 3.42 
   %RSD 4.64 
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ตำรำงภำคผนวกท่ี ข.7 แสดงค่ำ interday precision ของสำรละลำยสตีวโิอไซด ์10 µl ท่ี 3          
ควำมเขม้ขน้ 

ความเข้มข้นของสารละลาย
รีบาวดิโอไซด์ เอ (mg/ml) 

ปริมาณรีบาวดิโอไซด์ เอ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

2 20 1 2062.96 

   2 2047.25 

   3 2054.68 

   4 2058.25 

   5 2050.95 

   6 2045.98 

   Average 2053.35 

   SD 6.56 

   %RSD 0.32 

0.5 5 1 441.60 

   2 442.65 

   3 446.76 

   4 440.36 

   5 441.15 

   6 440.36 

   Average 442.15 

   SD 2.42 

   %RSD 0.55 
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ความเข้มข้นของสารละลาย
รีบาวดิโอไซด์ เอ (mg/ml) 

ปริมาณรีบาวดิโอไซด์ เอ (µg) คร้ังทีฉี่ด พืน้ทีใ่ต้ peak 

0.125 1.25  1 74.56 
   2 73.72 
   3 74.64 
   4 73.54 
   5 75.04 
   6 70.30 
   Average 73.63 
   SD 1.73 
   %RSD 2.35 
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ประวตัิผู้เขียนวทิยานิพนธ์ 

นางสาวราตรี สันติวงค ์เกิดเม่ือวนัท่ี 20 กุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2526 ณ จงัหวดัเชียงราย ส าเร็จ
การศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิตสาขา เทคโนโลยี ชีวภาพอุตสาหกรรม                  
คณะเทคโนโลยชีีวภิาพ มหาวิทยาลยัรังสิต เม่ือปีการศึกษา 2549 และเขา้ศึกษาต่อในระดบัปริญญา
โท ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์วิทยาลยั ในปีการศึกษา 2552 ระหว่าง
การศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต ได้รับทุนสนับสนุนจากเงินงบประมาณแผ่นดิน 
ประจ าปี 2554 ภายใตแ้ผนงานวิจยัอนุรักษแ์ละการใชป้ระโยชน์ความหลากหลายทางชีวภาพและ
ศูนย์เช่ียวชาญเฉพาะทางด้านความหลากหลายทางชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย และทุนอุดหนุนวิทยานิพนธ์ส าหรับนิสิต จากบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั เพื่อไปเผยแพร่ผลงานทางวิชาการแบบบรรยายในงานประชุมวิชาการพฤกษศาสตร์
แห่งประเทศไทย คร้ังท่ี 6 ณ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา ในหวัขอ้
เร่ือง Effects of chitosan on growth of stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) in vitro  นอกจากน้ียงั
ไดรั้บทุนสนบัสนุนจากคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และ  Department of Biological 
Science, National University of Singapore เพื่อไปเผยแพร่ผลงานวิจยัในงานประชุมวิชาการ      
The 16th Biological Sciences Graduate Congress 2011 ในรูปแบบแบบโปสเตอร์ ณ ประเทศ
สิงคโปร์ ในหวัขอ้เร่ือง Effects of cytokinin, auxin and chitosan on growth of stevia (Stevia 
rebaudiana Bertoni) in vitro. 
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