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บทคัดย่อ 

       ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการชักน าให้เกิดแคลลัสของเสม็ดขาว ท าการฟอกฆ่าเชื้อ
เสม็ดขาวโดยน าชิ้นส่วนข้อผ่านน้ าไหลเป็นเวลา 60 นาที ล้างในแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 
1 นาที ฟอกฆ่าเชื้อใน NaOCI 1.8 เปอร์เซ็นต์ (corlox 30%) เป็นเวลา 30 นาที พบการปนเปื้อน 
49.63 เปอร์เซ็นต์ และการรอดชีวิต 37.95 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นชักน าให้เกิดแคลลัส น าชิ้นส่วนข้อที่มี
ตาขนาด 0.5 เซนติเมตร เลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ที่
ระดับความเข้มข้น 0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 0, 
0.02, 0.04, 0.06, 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าข้อที่เลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ เข้มข้น 
0.04  มิลลิกรัมต่อลิตร มีการพัฒนาไปเป็นแคลลัสดีที่สุด โดยแคลลัสที่ได้มีขนาดความกว้างและความ
ยาวเท่ากับ 1.65 และ 3.52 เซนติเมตร ตามล าดับ และเกิดยอดได้ดีที่สุดบนอาหารแข็งสูตร MS ที่
เติม TDZ เข้มข้น 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วนของความสูงยอดพบในอาหาร MS ที่เติม TDZ เข้มข้น 
0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D เข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร มีความสูงยอดดีที่สุดโดยพบว่า มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และการเพาะเลี้ยงรากของเสม็ดขาวในอาหารเหลวที่สภาพ
ปลอดเชื้อต่อการชักน า hairy root โดยศึกษาเปรียบเทียบสูตรอาหารเหลวส าหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืช 3 สูตร ใน MS ที่เติม 2,4-D หรือ TDZ 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร 2,4-D ในปริมาณ 0.04 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และมี MS เป็นตัวควบคุม พบว่าอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D พบการเปลี่ยนแปลงของราก 
จากรากที่พัฒนาไปเป็นก้อนแคลลัส เกาะกันแน่น โดยมีน้ าหนักค่าเฉลี่ยสูงสุดและเป็นสูตรที่มีการ
เจริญเติบโตดีที่สุด  

การศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อการพัฒนาแคลลัสและยอด น าชิ้นส่วนตามา
เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ และ 2,4-D พบว่าบนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 
0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการเจริญเติบโตของแคลลัสและน้ าหนักสดสูงที่สุด ความกว้างของแคลลัส
เท่ากับ 0.85เซนติเมตร และ 0.66 กรัม ตามล าดับ และบนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 
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0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร ความสูงของแคลลัสเฉลี่ย 1.21 
เซนติเมตร โดยมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ลักษณะการเจริญเติบโตของแคลลัสมีการ
พัฒนาเป็นต้น แต่ไม่มีพัฒนาผ่านโซมาติกเอ็มบริโอ แต่อย่างไรก็ตามต้นที่ได้สามารถชักน าให้เกิดราก
ได้ในอาหารสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 

       การศึกษาปริมาณสารส าคัญต่างๆ จากต้นเสม็ดขาวที่ได้จากสภาพปลอดเชื้อ ต้นที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีอายุ 1 ปี ในระยะอายุใบต่างกัน ได้แก่ ใบอ่อน ใบเพสลาด และใบแก่ และต้นที่
ได้จากการเพาะเมล็ดอายุ 8 ปี แล้วน ามาสกัดด้วยตัวท าละลายชนิดต่างๆ ได้แก่ ethanol hexane 
และ methanol ในอัตรา 0.03 กรัมแห้งต่อ 10 มิลลิลิตร ได้แก่ eugenol cineole total 
phenolics total flavonoids  และสารต้านอนุมูลอิสระ พบว่า ใบเสม็ดขาวรวมทุกระยะที่น ามาจาก
สภาพธรรมชาติที่ได้จากการเพาะเมล็ดและมีอายุ 8 ปีที่สกัดด้วย hexane มีปริมาณสาร eugenol 
และปริมาณสาร cineole มากที่สุด เท่ากับ 57.94 และ 95.13 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ าหนักแห้ง ฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระที่วิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH และสารประกอบฟีนอลิค มีปริมาณมากที่สุดในใบแก่ 
เท่ากับ 71.58 และ 68.80 เปอร์เซ็นต์ ส่วนสารฟลาโวนอยด์พบมากที่สุดในใบเพสลาดที่ได้จากการน า
ต้นเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชไปปลูกเป็นเวลา 1 ปี ที่ 11.58 มิลลิกรัมสมมูลของเควอซิทินต่อกรัมของ
น้ าหนักแห้ง 
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Abstract 
       The effect of plant growth regulators on callus induction of cajuput (Melaleuca 
cajuputi) was studied. The explants were sterilized though running water tap for 60 
min, rinsed in 70% ethanol for 1 min, surface sterilization in 1.8 % NaOCI for 30 min. 
The percentage of contamination and survival of the explants were 49.63% , 37.95% 
respectively. Callus was inducted by culturing node on Murashige and Skoog (MS) 
medium (1962) supplemented with 0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 mg/l 2,4-D combination 
with 0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 mg/l TDZ for 8 weeks under 16 hours photoperiods cool 
white fluorescence. The results showed that the nodes that cultured on MS medium 
supplemented with 0.04 mg/l TDZ developed was the best callus with width and 
length of 1.65 and 3.52 cm respectively. The highest number of new shoots were 
found on MS medium supplemented with 0.04 mg/l TDZ combination with 0.02 mg/l 
2,4-D.  The hairy root induction was studied. The root explants were cultured in 
liquid MS medium supplemented with 0.04 mg/l TDZ, 0.04 mg/l 2,4-D and MS 
medium as the control. The result found that the roots cultured on MS medium 
supplemented with 0.04 mg/l 2,4-D were the highest weight of hairy root and the 
hairy root developed to callus. 
       The effect of TDZ and 2,4-D on induction of callus and shoot was studied.  The 
node explants were cultured on MS medium supplemented with 0.06 mg/l TDZ. The 
best callus width was 0.85 cm. when the explants were developed. The highest 
callus was found on MS medium supplemented with 0.04 mg/l TDZ combination 
with 0.02 mg/l 2,4-D (1.21 cm). The greatest callus weight was found on MS medium 
supplemented with 0.06 mg/l TDZ (0.66 g.). The callus was developed to shoots via 
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organogenesis. However, root induction was found when the calluses were 
transferred to MS medium.  
       The study on some phytochemical content; i.e. eugenol and cineole, total 
phenolics, total flavonoids, and antioxidants were investigated. The various sources 
of leaf were obtained from in vitro plant, one-year-old plants obtained from plant 
tissue culture at different leaf stages (young, immature and mature leaf). and 8-year-
old plants grown from seeds. The leaves were collected and washed, then dried at 
50 °C and extracted with various solvents. The 0.03 g dry weight of leaf sample were 
extracted in ethanol, hexane and methanol for 30 ml (10 x3). and measured for by 
spectrophotometer at the wavelength 234 nm respectively. It was found that the 
natural hexane-extracted leaves from all stages of seed cultivation at the age of 8 
years had the highest content of eugenol and cineole at 57.94 and 95.13 mg/g dry 
weight. The highest of total amount of antioxidant activity by DPPH assay and 
phenolic compounds in mature leaves at the concentration of 0.06% was achieved 
at 68.80 and 71.58 percent the highest content of total flavonoid was found in 
immature leaves from one year’s old plant from tissue culture at 11.58 mg QE/g DW.  
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       วิทยานิพนธ์เรื่อง การชักน าโซมาติกเอ็มบริโอ และรากฝอยของเสม็ดขาวด้วย 2,4-D และTDZ 
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ดร. กัญจนา แซ่เตียว อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์เป็นอย่างสูง ที่กรุณาให้ความรู้ ให้ค าแนะน า และ
ให้แนวทางแก้ไขปัญหาต่างๆ ในการจัดท าวิทยานิพนธ์เรื่องนี้จนท าให้วิทยานิพนธ์เล่มนี้เสร็จสมบูรณ์ 
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รวมไปถึงให้ค าปรึกษาให้ความรู้และให้ค าแนะน าระหว่างการท าวิทยานิพนธ์จนส าเร็จได้เป็นอย่างดี              
       ขอขอบคุณ ผศ.ดร. มณทินี ธีรารักษ์ ที่ให้ความช่วยเหลือ ให้ค าชี้แนะช่วยแก้ปัญหาและให้
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บทที่ 1 

บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปญัหา 

       เสม็ดขาว (Melaleuca cajuputi Powell) เป็นไม้ยืนต้นขนาดใหญ่ที่มีความส าคัญทาง

เศรษฐกิจที่พบได้ทั่วไปในภาคใต้และภาคตะวันออกของประเทศ เนื่องจากสามารถน าส่วนต่างๆ 

ของเสม็ดขาวมาใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย เช่น น าไม้มาสร้างบ้าน ท าฟืน ท าค้างส าหรับปลูก

พืช และยังน าใบมาสกัดเพื่อน าน้ ามันเขียวมาใช้เป็นยาต่างๆ (cajuput oil) ทั้งยาหม่อง ยาไล่

แมลง ซึ่งน้ ามันเขียวที่ได้จากเสม็ดขาวนี้ให้คุณภาพดีและมีราคาสูงกว่าน้ ามันเขียวที่สกัดจากใบ 

ยูคาลิปตัส (Thinh. 1997) น ามาใช้เป็นอาหารสัตว์เลี้ยง น าใบและยอดอ่อนมารับประทานเป็น

ผัก (ธนิตย์ หนูยิ้ม และบุญชุบ บุญทวี. 2542)  ซึ่งใบสดสามารถน ามาต้มเป็นยาได้ เช่น แก้ปวด

เมื่อย ยาแก้ไอ ถ่ายพยาธิ และยอดอ่อนก็สามารถน ามารับประทานเป็นผักสดได้อีกด้วย 

ประโยชน์ทั้งหมดในเรื่องของสรรพคุณต่างๆ ของเสม็ดขาวจึงมีความจ าเป็นต่อการขยายพันธุ์

เสม็ดขาวเพื่อเป็นการอนุรักษ์สายพันธุ์พืชและน าประโยชน์มาใช้ต่อไป อีกทั้งการขยายพันธุ์โดย

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อก็มีความสะดวก ประหยัดพื้นที่ และยังขยายพันธุ์ได้ปริมาณมากและ

รวดเร็ว การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเป็นเครื่องมือที่ส าคัญส่วนหนึ่งของเทคโนโลยีชีวภาพพืชซึ่ง

สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในหลายๆ ด้าน ในการอนุรักษ์และฟื้นฟูสภาพปุาอย่างรวดเร็ว 

(Grossnickle and Sutton. 1999; Bodhipadma et. al. 2006; Nathalang. 2012) ปัญหา

หลักที่เป็นข้อจ ากัดเมื่อมีการขยายพันธุ์ไม้ต้น (tree) หรือไม้เนื้อแข็ง (woody plant) แบบไม่

อาศัยเพศด้วยวิธีการตัดช ากิ่ง คือการที่ไม่สามารถท าให้เกิดรากได้ในพืชทุกชนิดหรือทุกกิ่งที่ถูก

ตัดช า และหากไม่มีเทคนิคในการท าให้กิ่งหรือต้นที่ถูกตัดช าเกิดรากได้ รวมถึงส่วนของพืชที่

น ามาขยายพันธุ์อาจมีข้อจ ากัดอีกด้วย การเพิ่มปริมาณของไม้ต้นดังกล่าวจึงเป็นไปได้ยาก 

นอกจากนี้ถ้าเลือกใช้วิธีการขยายพันธุ์ไม้ต้นด้วยการเกิดยอด (shoot organogenesis) จาก

ชิ้ นส่ วนพืชที่ ผ่ านการ เพาะเลี้ ย ง เนื้ อ เยื่ อก็ ยั งต้องมีขั้ นตอนของการ เกิดราก ( root 

organogenesis) เพิ่มขึ้นมาอีก ซึ่งขั้นตอนนี้อาจท าได้โดยง่ายหรือยากก็ได้ ซึ่งในการเพาะเลี้ยง

โดยใช้ส่วนต่างๆ ของพืชในอาหารสังเคราะห์ในสภาพปลอดเชื้อ เช่น ก้านใบ แผ่นใบ ปลายราก 

ยอด ล าต้น สามารถเจริญเติบโตขึ้นเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ เมื่อใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เหมาะสม (ภูวดล บุตรรัตน์. 2559) จึงขึ้นอยู่กับปริมาตรและชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโต 

และชนิดของพืช สารควบคุมการเจริญเติบโตที่นิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คือ สารกลุ่มออก

ซิน ช่วยส่งเสริมการขยายขนาดของเซลล์ การเกิดราก ยับยั้งการเกิดตาข้าง ในการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อนั้น ออกซินสามารถกระตุ้นให้เกิดแคลลัสได้ และกลุ่มของไซโตไคนิน จะกระตุ้นการแบ่ง

เซลล์ และการสร้างอวัยวะ ส่งเสริมการพัฒนาของตาและยอด (บุญยืน กิจวิจารณ์. 2547) โดย 

Skoog and Miller (1957) รายงานว่าอัตราส่วนระหว่างออกซินและไซโตไคนิน เป็นส่วน

ส่งเสริมการเกิดลักษณะต่างๆ รูปร่างของพืชจากชิ้นส่วนที่เพาะเลี้ยง ทั้งนี้ความเข้มข้นของออก

ซินและไซโตไคนินมีความแตกต่างกันไปตามแต่สกุลและชนิดของพืช เพื่อกระตุ้นให้เกิดการเจริญ

และพัฒนาของเนื้อเยื่อ ซึ่งการทดลองส่วนใหญ่ที่น ามาเพาะเลี้ยงเพื่อชักน าให้เกิดแคลลัส 

(callus) โดยใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชชนิด 2,4-dichlorophenoxy acetic acid 

(2,4-D) แคลลัส คือ เนื้อเยื่อที่เกิดใหม่จากการเพาะเลี้ยงส่วนต่างๆ ของพืช ประกอบด้วยกลุ่ม

เซลล์พาเรงคิมาที่ยังไม่มีการแปรสภาพไปเป็นอวัยวะ (เปรมฤดี ด ายศ. 2550) จากนั้นน าแคลลัส

ที่ได้ไปชักน าให้เกิดยอด นอกจากนี้ยังมีการทดลองใช้ N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl 

urea (TDZ) ในการชักน าการเกิดยอดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดโดยไม่ผ่านการ

เกิดแคลลัส และในการเพาะเลี้ยง hairy root เพื่อผลิตสารทุติยภูมิมีรายงานในพืชสมุนไพร

หลายชนิดรวมทั้งเจตมูลเพลิงแดง ซึ่งพบว่า hairy root ของเจตมูลเพลิงแดงที่ชักน าด้วย 

Agrobacterium rhizogenes สายพันธุ์ K599 สามารถผลิตสาร plumbagin ได้ปริมาณมาก 

ซึ่งมากกว่ารากปกติที่เพาะเลี้ยง (Tatreerod et. al. 2003) เซลล์เพาะเลี้ยงและแคลลัส 

Chuntaratin. (2006) รากชนิดนี้เจริญเติบโตได้รวดเร็วและเหมาะสมส าหรับการผลิตสาร   

ทุติยภูมิ เนื่องจากสามารถผลิตสารทุติยภูมิได้ปริมาณมากเมื่อเทียบกับรากปกติ เซลล์แขวนลอย

และแคลลัส (Kuzma et. al. 2017) ปริมาณสารทุติยภูมิที่ผลิตได้มีความแน่นอน เนื่องจากราก 

hairy root มีความคงที่ทางพันธุกรรมสูง (Häkkinen et. al. 2016) น้ ามันเสม็ดหรือน้ ามันเขียว

จากเสม็ดขาวมีองค์ประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ และแหล่งที่ปลูก โดย

น้ ามันเสม็ด (Cajuput oil) ที่เป็นที่ต้องการของตลาดและมีราคาสูงจะต้องมีปริมาณสารประกอบ     

1,8-cineole สูง (Brophy et. al. 1989; Oyen and Xuan Dung. 1999) เนื่องจากน ้ามัน

เสม็ดมีราคาสูงกว่าน ้ามันยูคาลิปตัส บางครั้งจึงมีการผสมน ้า มันยูคาลิปตัสซึ่งมีปริมาณ        

1,8-cineole สูงลงในน้ ามันเสม็ดเพื่อผลประโยชน์ในทางการค้า การสร้างและการสะสมสาร

ทุติยภูมิ ปัจจุบันมีรายงานการศึกษาอย่างกว้างขวางด้านการเพาะเลี้ยงเซลล์พืชเพื่อการผลิตสาร

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ทุติยภูมิ ทั้งในระดับห้องปฏิบัติการ ไปจนถึงการเพิ่มปริมาณการเพาะเลี้ยงในระดับอุตสาหกรรม 

รวมถึงการชักน าให้มีการสร้างและสะสมสารทุติยภูมิในเซลล์ที่เพาะเลี้ยง ข้อดีของการผลิตสาร

ทุติยภูมิ จากการเพาะเลี้ยงเซลล์พืชคือ สามารถเพาะเลี้ยง และผลิตสารได้ตลอดทั้งปี สารที่ได้มี

คุณภาพสม ่าเสมอ รากพืชนับเป็นส่วนของพืชที่มีศักยภาพในการน ามาเพาะเลี้ยง   

1.2  วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

      1.2.1   เพื่อศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตของ 2,4-dichlorophenoxy acetic acid 

(2,4-D)  และ N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea (TDZ) ต่อการสร้างแคลลัสและยอดใน

เสม็ดขาว 

1.2.2 เพื่อศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อรากฝอยในอาหารเหลวในสภาพปลอดเชื้อ 

1.2.3 เพื่อศึกษาปริมาณสารส าคัญที่ได้จากใบเสม็ดขาวจากสภาพปลอดเชื้อ และปลูกใน

ธรรมชาติที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ   

 

1.3  สมมุติฐานของการศึกษา 

      สารควบคุมการเจริญเติบโตของ 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D)  และ             

N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea (TDZ) ที่ระดับความเข้มข้นที่เหมาะสม ต่อการสร้าง

แคลลัสและยอดในเสม็ดขาว และการสร้างรากฝอย 

       ใบที่มาจากสภาพปลอดเชื้อ และที่ปลูกในธรรมชาติที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและเมล็ด 

อายุของใบ และตัวท าละลายมีผลต่อปริมาณสารส าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

 
1.4  ทฤษฎีหรือแนวความคิดที่ใช้ในการวิจัย 

      การใช้ TDZ จึงมีคุณสมบัติช่วยให้เกิดการแบ่งเซลล์ เพิ่มขนาดเซลล์ กระตุ้นการแตกตาข้าง 

สร้างยอดและการเกิดต้นใหม่ และ 2,4-D ซึ่งเป็นสารกลุ่มออกซินเป็นกลุ่มที่กระตุ้นการยืดตัวของ

เซลล์ทั้งในส่วนต้นและราก มีผลต่อการแบ่งเซลล์การยืดยาวของเซลล์   ซึ่งในการทดลองการใช้สาร

ควบคุมการเจริญเติบโตของ TDZ และ 2,4-D ที่ระดับความเข้มข้นที่เหมาะสม ต่อการสร้างแคลลัส

และยอดในเสม็ดขาว และการสร้างรากฝอย เสม็ดขาวเป็นไม้ยืนต้นที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจเป็น

พันธ์ุไม้เด่นที่พบได้ทั่วไปในภาคใต้และภาคตะวันออก เนื่องจากสามารถน าส่วนต่างๆ ของเสม็ดขาวมา

ใช้ประโยชน์ได้ และเสม็ดขาวได้ถูกน ามาใช้ประโยชน์ทางด้านสารส าคัญ ซึ่งการทดลองนี้ได้ท าการ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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วิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากชิ้นส่วนใบของเสม็ดขาวที่ได้จากสภาพ

ธรรมชาติและในสภาพปลอดเช้ือ 

 

1.5  ขอบเขตของงาน 
     1.5.1  ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตของ 2,4-dichlorophenoxy acetic acid  
(2,4-D)  และ N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea (TDZ) ต่อการสร้างแคลลัสและยอดใน
เสม็ดขาว 
     1.5.2  ศึกษาวิธีการสร้างรากฝอยในอาหารเหลวในสภาพปลอดเชื้อ 
     1.5.3  ศึกษาปริมาณสารส าคัญและการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากชิ้นส่วนใบของเสม็ด
ขาวที่ได้จากสภาพธรรมชาติและในสภาพปลอดเชื้อ 
 

1.6  ขั้นตอนของการศึกษา 
    1.6.1  ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D)   
และ N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea (TDZ) ต่อการสร้างแคลลัสและยอดในเสม็ดขาว       
    1.6.2  ศึกษาผลของการเพาะเลี้ยงรากของเสม็ดขาวในอาหารเหลวที่สภาพปลอดเชื้อ 
    1.6.3  ศึกษาการวัดปริมาณสารส าคัญในใบที่มาจากสภาพปลอดเชื้อ และที่ปลูกในธรรมชาติที่ได้
จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 

1.7  ผลที่คาดว่าจะได้รับ 
    1.7.1 ทราบถึงผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตของ 2,4-dichlorophenoxy acetic acid  
(2,4-D)  และ N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea (TDZ) ต่อการสร้างแคลลัสและยอดใน
เสม็ดขาว       
    1.7.2  ทราบถึงผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตต่อรากฝอยในอาหารเหลวที่สภาพปลอดเชื้อ 
    1.7.3  ทราบถึงปริมาณสารส าคญัในใบเสม็ดขาวที่มาจากสภาพปลอดเชื้อ และที่ปลูกในธรรมชาติ
ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
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บทที่ 2 
 

ทฤษฎแีละงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
2.1  ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของเสม็ดขาว 

       ไม้เสม็ดขาวสามารถเจริญเติบโตได้ดีในสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน ทั้งในสภาวะดินเป็นกรดจัด 
ดินเค็ม สภาพน้ าท่วมและแห้งแล้ง (Sasaki et. al. 1995) ทนต่อไอน้ าเค็ม (โอเยน และ ดุง. 1999) 
แต่สามารถเจริญเติบโตและมีกระจายพันธ์ุได้ดีในที่ลุ่มมีน้ าขังตามขอบพรุ ส าหรับในพื้นที่แห้งแล้งมักมี
รูปทรงของล าต้นแคระแกร็น คดงอ และมีขนาดเล็ก โดยส่วนใหญ่ในสภาพที่ปุาพรุชอบขึ้นเป็นไม้ชนิด
เดียว ส่วนในบริเวณปุาที่มีน้ าท่วมขัง มักขึ้นปนกับพันธุ์ไม้ประเภทอื่นๆ ไม้เสม็ดขาวเป็นพันธุ์ไม้ที่มี
ความสามารถในการปรับตัวให้เจริญเติบโตได้ดี พบว่าในพื้นที่ที่มีระดับน้ าท่วมขังลึกจะสามารถ
เจริญเติบโตได้ดี และเร็วกว่าในพืน้ที่ที่มีน้ าท่วมขังในที่ตื้น (Tange et. al. 1998) 
 
        ล าต้น เสม็ดขาวเป็นไม้ยืนต้นที่ไม่ผลัดใบ มีรูปทรงชีวิต (life form) ได้หลายรูปแบบ เช่น เป็น
ไม้พุ่มขนาดใหญ่ (large bush) เป็นไม้ยืนต้นที่สามารถแตกหน่อได้ดี (bushy coppiced tree) และ
เป็นไม้ยืนต้นขนาดใหญ่ (tall tree) ไม้เสม็ดขาวที่พบในประเทศไทยส่วนใหญ่มีขนาดเล็ก คือมีความ
สูงตั้งแต่ 5-25 เมตร มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางต่อต้นเฉลี่ยประมาณ 20 เซนติเมตร แต่มีพบได้บ้างใน
บางพื้นที่พบว่ามีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางต่อต้น มากกว่า 50 เซนติเมตร เช่นในปุาพรุโต๊ะแดง จังหวัด
นราธิวาส ส่วนในต่างประเทศ พบว่าบางต้นมีความสูงถึง 35 เมตร ต้นไม้เสม็ดขาวมีเรือนยอดทรง
แคบรูปกรวยคว่ า เปลือกนอกเป็นแผ่นบางๆ ซ้อนกันเป็นชั้นหนา มีสีขาวถึงสีน้ าตาลเทา เปลือกชั้นใน
สีน้ าตาลอ่อน  
 

       ใบ ใบเดี่ยว เรียงเวียนสลับ แผ่นใบรูปหอก ยาว 5-10 เซนติเมตร กว้าง 1.5-4 เซนติเมตร ใบ
อ่อนมีขนสีขาวเป็นมัน ใบแก่ผิวใบเกลี้ยง สีเทาแกมเขียว ปลายใบแหลม ก้านใบยาว 0.5 -1 
เซนติเมตร  

      ราก ระบบรากเป็นรากฝอยไม่มีรากแก้ว 

      ดอก มีสีขาว ออกดอก 1-3 ดอกตามง่ามใบ ออกดอกเกือบตลอดปี  
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      ผลและเมล็ด ผลมีขนาดกว้างประมาณ 4 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 5 มิลลิเมตรคล้ายรูปถ้วย ผล
เสม็ดขาว 1 ผล มีเมล็ดขนาดเล็กอยู่ภายในผลประมาณ 200 เมล็ด ผลสดจ านวน 1 กิโลกรัมที่เก็บ
จากปุารวมทั้งกิ่งขนาดเล็ก เมื่อน าไปตากแดดแล้วแยกเอาเพียงเมล็ด ให้น้ าหนักเมล็ดได้ประมาณ 67 
กรัม แต่ถ้าแยกเอากิ่งออกก่อนแล้วน าผลสดเพียงอย่างเดียวมาแยก พบว่าผลสดจ านวน 1 กิโลกรัม 
ให้เมล็ดได้ประมาณ 125 กรัม ซึ่งในทางปฏิบัติการเก็บเมล็ดเสม็ดขาวจะท าการเก็บผลรวมทั้งกิ่ง
ขนาดเล็ก เพราะจะเป็นการประหยัดทั้งเวลา และค่าใช้จ่าย ผลสดของเสม็ดขาว ปริมาตร 1 ลิตร มี
จ านวนผลประมาณ 11,300 ผลสดไม่รวมกิ่ง จ านวน 1 กิโลกรัม มีผลประมาณ 26,000 ผล เมล็ด
เสม็ดขาว 1 กิโลกรัม มีจ านวนเมล็ดประมาณ 5-9 ล้านเมล็ด เก็บผลได้เกือบตลอดปี (โครงการศูนย์
ศึกษาการพัฒนาพิกุลทอง (งานปุาไม้) กรมปุาไม้. 2550) 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

ภาพที่ 2.1 เสม็ดขาว อ.แกลง จังหวัดระยอง 
 

2.2  การขยายพันธุ์เสม็ดขาว  
               การปลูกเสม็ดขาวสามารถท าได้หลากหลายทั้งการเพาะด้วยเมล็ด และถอนกล้าเปลือย
รากจากปุาธรรมชาติมาช าลงในถุงดิน และรวมถึงการขุดล้อมต้นที่มีขนาดใหญ่ก็สามารถท าได้ง่าย 
การเพาะช าจากเมล็ดท าได้โดยวิธีการใช้เมล็ดหว่านลงแปลงแล้วรดน้ า จากนั้นน าพลาสติกใสคลุมเพื่อ
กันน้ าฝน เมื่อต้นกล้าแข็งแรงโตเต็มที่แล้วให้ย้ายช าลงในถุง การเตรียมกล้าพันธุ์จนถึงการเพาะเมล็ด
จะใช้ระยะเวลาประมาณ 7 เดือน เมล็ดก็จะสามารถงอกได้ (Sasaki et. al. 1995)  การเตรียมกล้า
จากกล้าเปลือยรากที่งอกขึ้นเองตามธรรมชาติ พบว่าการเลือกถอนต้นกล้าที่ขึ้นอยู่ในพื้นที่น้ าไม่ท่วม 
ให้การรอดตายสูงกว่าต้นกล้าที่ถอนจากพื้นที่ที่มีน้ าท่วมขัง การเตรียมกล้าโดยวิธีนี้จะช่วยลด
ระยะเวลาการเตรียมกล้าได้มาก โดยใช้ระยะเวลาเตรียม 2-3 เดือน ก็สามารถน าไปปลูกได้ 
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2.3  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

       การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช คือ การน าเอาชิ้นส่วนของพืช เช่น อวัยวะต่างๆ ข้อ ราก ตาปลาย

ยอด โพรโทพลาสต์ มาเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์ซึ่งประกอบไปด้วย เกลือแร่ ธาตุอาหาร วิตามิน 

น้ าตาล และสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มของออกซินหรือไซโตไคนิน โดยเนื้อเยื่อจะถูกเก็บไว้ใน

ที่ปลอดเชื้อและมีการรักษาสภาพแวดล้อมในการเพาะเลี้ยงต่างๆ เช่น อุณหภูมิ แสง และความชื้น 

เป็นต้น (รงรอง วิเศษสุวรรณ. 2542) หลักการที่ส าคัญของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช คือ ต้องใช้

เทคนิคที่จะท าให้เกิดการปลอดเชื้อ โดยการที่ตัดน าเอาชิ้นส่วนที่สะอาด น ามาเลี้ยงในภาชนะที่บรรจุ

อาหารสังเคราะห์ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อเรียบร้อยแล้ว เมื่อเซลล์พืชหรือส่วนต่างๆ ของพืช ได้รับแร่ธาตุ 

วิตามิน สารควบคุมการเจริญเติบโต และน้ าตาลจากอาหารที่ใช้เลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ จะมีการ

เจริญเติบโตเป็นต้นโดยตรง หรือเกิดเป็นกลุ่มเซลล์ที่เรียกว่า แคลลัส หรือเกิดเป็นคัพภะที่เรียกว่า    

โซมาติกเอ็มบริโอ หรือเอมบริออยด์ เมื่อตัดแบ่งเป็นชิ้นๆ แล้วเปลี่ยนอาหารใหม่บ่อยๆ ก็สามารถเพิ่ม

ปริมาณได้ไม่มีที่สิ้นสุด ผลสุดท้ายก็จะได้ต้นที่เหมือนกันทุกประการ (อรดี สหวัชรินทร์. 2539) 

 

       การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจะประสบความส าเร็จมากน้อยขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่างที่มีบทบาท

ควบคุมการเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อพืช สรุปได้ ดังนี้ 

      2.3.1  ปัจจัยภายในพืช (endogenous factors)     

             2.3.1.1 ลักษณะทางพันธุกรรม (genetic factor) การเจริญและพัฒนาไปเป็นต้น และราก

ได้ง่ายหรือยากจะแตกต่างกันแล้วแต่ชนิดพันธุ์ของพืช ถึงแม้ว่าได้เลี้ยงในกลุ่มของอาหารที่เหมาะสม 

ซึ่งพืชบางชนิดการเจริญเติบโตและพัฒนาไปเป็นต้นและรากได้ต้องผ่านขบวนการออร์แกโนเจเนซิส

หรือขบวนการเอ็มบริโอเจเนซิส เป็นต้น (พรพิมล สุริยจันทราทอง. 2545)  

             2.3.1.2  สารควบคุมการเจริญเติบโต (plant growth regulators) ที่ใช้เรียกทั้งสารที่เกิด

จากธรรมชาติและสารที่สังเคราะห์ขึ้นมาซึ่งมีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของพืช ถ้าเป็นสารอินทรีย์ที่

พบในธรรมชาติซึ่งพืชสร้างขึ้นมาเองจะเรียกว่า ฮอร์โมน สารเหล่านี้พืชจะสร้างขึ้นมาจากอวัยวะแห่ง

หนึ่ง ซึ่งเป็นคนละที่กับบริเวณที่สารท างานและออกฤทธิ์ของฮอร์โมนไม่ว่าจะมีปริมาณมากหรือน้อยก็

ตาม แต่ในปัจจุบันค าว่าฮอร์โมนมักใช้แทนสารที่สังเคราะห์ขึ้นมาซึ่งมีอิทธิพลเหมือนกับฮอร์โมนที่พืช

สังเคราะห์ขึ้นมา (ประภัสสร สูทกวาทิน. 2547) สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชที่นิยมใช้ในการ
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เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกันมากได้แก่ สารในกลุ่มออกซิน และไซโตไคนิน (แสงจันทร์ เอี่ยมธรรมชาติ. 

2547)  

                       2.3.1.2.1  ออกซิน (Auxin) ในธรรมชาติฮอร์โมนกลุ่มนี้เกี่ยวข้องกับการยืดของล า

ต้นและปล้อง ส่วนของพืชโค้งเข้าหาสิ่งเร้า (tropism) การยับยั้งการเจริญของตาข้าง (apical 

dominance) การหลุดร่วงของ ใบ ดอก และผลการเกิดราก เป็นต้น ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได้

น าเอาออกซินไปใช้ในการกระตุ้น การแบ่งเซลล์และการเกิดรากออกซินทีน่ิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่

มีดังต่อไปนี้ คือ indole-3 acetic acid  (IAA), indole-3 butyric acid (IBA), naphthalene acetic 

acid (NAA), naphthoxy acetic acid (NOA), para-chlorophenoxy acetic acid (p-CPA),        

2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) และ 2,4,5-trichlorophenoxy acetic acid (2,4,5-T) 

                       2.3.1.2.2  ไซโตไคนิน (Cytokinin) ฮอร์โมนกลุ่มนี้มีผลกระตุ้นให้พืชเจริญเติบโต 

ส่งเสริมการแบ่งเซลล์ กระตุ้นการเกิดยอดขณะที่ยับยั้งการเกิดรากและกระตุ้นให้เกิดแคลลัส เมื่อใช้

ร่วมกันกับออกซินในอัตราส่วนที่เหมาะสม ไซโตไคนินเป็นสารประเภทที่ถูกสร้างขึ้นจากบริเวณปลาย

ราก และ ใบอ่อน ไซโตไคนินชนิดที่นิยมใช้ส่วนใหญ่มีดังต่อไปนี้ คือ 6-benzyladenin (BA), 6-

benzylaminopurine (BAP), 6-furfurylaminopurine (Kinetin) และ N-phenyl-N’-1,2,3-

thidiazol-5-yl urea (TDZ) ซึ่งเป็นกลุ่มของสารอินทรีย์ที่พืชสร้างขึ้น และถูกล าเลียงไปยังส่วนต่างๆ 

ของพืชในปริมาณต่ า และมีผลต่อกระบวนการตอบสนองทางสรีรวิทยา ตลอดจนการเจริญเติบโตของ

พืชผลของฮอร์โมนพืช ที่จะแสดงออกในแต่ละส่วนของพืช (กนกวรรณ เสรีภาพ. 2554) 

 
คุณสมบัติของสาร 2,4-dichlorophenoxy acetic acid  

        2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) เปน็สารก าจัดวัชพืชในกลุ่ม chlorophenoxyacetic 

acid ประโยชน์หลักในการใช้จะใช้ส าหรับก าจัดวัชพืชใบกว้าง ส าหรับธัญพืช สนามหญ้า สวนสาธารณะ 

และสนามกอล์ฟ นอกจากนี้ยังใช้เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตในพืชใบเลี้ยงคู่เพื่อให้ได้ผลผลิตเพิ่มขึ้น 

ในทางการค้า นอกจาก 2,4-D ในรูปของกรดที่ใช้เป็นสารออกฤทธิ์แล้วยังมีอนุพันธ์ที่เป็นเกลือและ        

เอสเตอร์ (ester) จ านวนหลายสาร (สุเทพ เรืองวิเศษ และคณะ. 2553)  

       การใช้ 2,4-D ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงในการชักน าให้เกิด embryogenesis นั้นสามารถยับยั้ง

กระบวนการสังเคราะห์แสงและช่วยให้เซลล์กลายพันธุ์ (mutated cells) เพิ่มปริมาณได้รวดเร็ว การ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ใช้ 2,4-D จะต้องระมัดระวังกว่าการใช้ออกซินชนิดอื่น เพราะมีฤทธิ์รุนแรงและสลายตัวยากกว่าออก

ซินชนิดอ่ืนๆ ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Zaerr and Mapes. 1982)  

คุณสมบตัิของสาร Thidiazuron (TDZ)  

       Thidiazuron (TDZ) หรือ N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea เป็นสารประกอบพวก 

phenylurea มีสูตรเคมีคือ C9H8N4OS มีลักษณะเป็นผลึกสีเหลืองอ่อน (light-yellow-crystal) มวล

โมเลกุลเท่ากับ 220.2 g/mol มีจุดหลอมเหลวที่ 213 องศาเซลเซียส และละลายได้ดีในเอทานอลหรือ

ตัวท าละลายอื่น ๆ เช่น Acetone, Benzene และ Dimethyl Sulfoxide (DMSO) เป็นต้น (Murthy 

et. al. 1998) TDZ ถูกพัฒนาเพื่อใช้ประโยชน์ในทางการค้า เพื่อท าให้ใบฝูายหลุดร่วงก่อนเก็บเกี่ยว 

(Arndt et. al. 1976; Huetteman and Preece. 1993) และจดทะเบียนในชื่อทางการค้าเป็นครั้ง

แรกว่า Dropp นอกจากนี้ TDZ ยังมีความเสถียรสูง สามารถเตรียมเป็นสารละลายเข้มข้นและเก็บไว้

ในตู้เย็นได้โดยไม่เสื่อมสภาพ และสามารถเตรียมรวมกับอาหารและนึ่งฆ่าเชื้อได้โดยไม่สูญเสียการออก

ฤทธิ์ (Huetteman and Preece. 1993)  

       ในการใช้สาร TDZ ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพบว่ามีการแสดงออกหลายแบบ และมี

ประสิทธิภาพสูงในพืชหลาย ๆ ชนิด ตั้งแต่ไม้พุ่มจนถึงไม้ยืนต้น โดยเฉพาะในไม้เนื้อแข็ง Mok et al. 

(1982) ไดน้ า TDZ มาใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของ Phaseolus lunatus L. พันธุ์ Kingston เป็น

ครั้งแรกในปี ค.ศ. 1982 พบว่ามีการออกฤทธิ์ของไซโตไคนินโดยมีการกระตุ้นให้มีการเจริญของ

แคลลัสสูงกว่า zeatin (Mok et. al. 1982; Murthy et. al. 1998) ซึ่ง TDZ มีประสิทธิภาพสูงกว่าไซโต

ไคนินชนิด amino purine แต่ใช้ความเข้มข้นต่ ากว่ามาก ด้วยเหตุผลดังกล่าวท าให้มีการใช้ TDZ ใน

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพิ่มมากขึ้น โดยความเข้มข้นของ TDZ ที่สูงกว่า 0.22 มิลลิกรัมต่อลิตร 

สามารถกระตุ้นให้เกิดแคลลัส ยอด หรือเอ็มบริโอจากเซลล์ร่างกายได้ และความเข้มข้นต่ ากว่า     

2.2 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นช่วงความเข้มข้นที่มีประสิทธิภาพที่สุดในการชักน าให้เกิดต้น ดังนั้นในการ

ชักน ายอดจาก TDZ ควรใช้ความเข้มข้นอยู่ในช่วงไม่เกิน 2.2 มิลลิกรัมต่อลิตร แม้ว่าการใช้ TDZ ใน

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีประสิทธิภาพสูง แต่ยอดที่ได้สั้น แคระแกร็น และมีปัญหาในการเกิดราก 

(Huetteman and Preece. 1993; Murthy et. al. 1998) 

 

       การแสดงออกของ TDZ ได้แก่ การกระตุ้นให้เกิดแคลลัส การชักน าให้เกิดเอ็มบริโอ การเจริญ

ของแคลลัส การชักน าให้เกิดยอด การชักน าให้เกิดรากเป็นต้น (Huetteman and Preece.  1993; 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Murthy et. al. 1998; Lu. 1993) การแสดงออกเหล่านี้เกิดได้ทั้งจากการใช้ TDZ เพียงอย่างเดียว 

หรือมีการใช้ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดอ่ืน เช่น NAA, BA, kinetin หรือ 2,4-D 

      2.3.2  ปัจจัยภายนอก (exogenous factors)  

            2.3.2.1  อุณหภูมิที่ใช้เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช นอกจากจะมีความส าคัญต่อกระบวนการทาง

ชีวเคมีของเนื้อเยื่อพืชแล้ว ยังมีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตและการพัฒนาของเนื้อเยื่อ การสร้าง

อวัยวะตลอดจนการเจริญของต้นพืชหลังย้ายออกปลูกนอกสภาพปลอดเชื้อ ในการควบคุมอุณหภูมิ

เพื่อให้ได้ตามวัตถุประสงค์ของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมักใช้การควบคุมอุณหภูมิและแสง ส่วนในห้อง

เป็นอุณหภูมิคงที่ทั้งตอนกลางวันและกลางคืน (พรพิมล สุริยจันทราทอง. 2545)  

            2.3.2.2  แสง มีการศึกษาเรื่องคุณสมบัติของแสงต่อการเจริญเติบโตและพัฒนาของเนื้อเยื่อ

พืช ทั้งในด้านปริมาณความเข้มแสงและปริมาณแสงที่ได้รับ จ านวนชั่วโมงของแสงที่ได้รับต่อวัน 

ส าหรับความเข้มของแสงจะมีอิทธิพลต่อการสังเคราะห์แสงของพืช โดยส่วนใหญ่พืชที่น ามาเพาะเลี้ยง

ในขวดแก้วจะมีความเข้มแสงต่ าและน้ าตาลซูโครสที่ใช้ในการสังเคราะห์แสงยังเกิดน้อยกว่าพืชที่ปลูก

อยู่ในดิน ส่วนการเกิดรากและการเจริญของรากจะต้องการปริมาณแสงน้อยกว่ายอด นิยมใช้ที่ 12-16 

ชั่วโมงต่อวัน (พรพิมล สุริยจันทราทอง. 2545) มีรายงานความเข้มแสงที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของ

พืชในสภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมากกว่าระยะต่อการให้แสง ถ้าหากพืชในสภาพการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อได้รับความเข้มแสงสูงเท่าในแปลงปลูกพืชอาจเป็นอันตรายได้ เนื่องจากท าให้พืชได้รับ

อุณหภูมิสูงไปด้วย พืชในสภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อควรเลี้ยงภายใต้สภาพแสงประมาณ 1000 -

4,000 ลักซ์ ส่วนในระยะที่ต้องการให้ต้นพืชเจริญเตรียมออกรากต้องการความเข้มแสง คือ 3,000 

ลักซ์โดยให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน การให้แสงที่มีความเข้มในระดับนี้มีเปอร์เซ็นต์การรอดตายสูงเมื่อ

ย้ายปลูก อย่างไรก็ตามระยะเวลาในการให้แสงกับความเข้มของแสงจะต้องมีความสัมพันธ์กัน เช่น ถ้า

ให้แสงที่มีความเข้มสูง อาจจะใชร้ะยะเวลาในการให้แสงน้อยลง เป็นต้น              

            2.3.2.3  ความชื้น (humidity) เนื่องจากความชื้นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อค่อนข้างสูง ถ้า

ความชื้นในห้องเพาะเลี้ยงต่ าก็จะท าให้เกิดการสูญเสียน้ าภายในขวดจะส่งผลท าให้อาหารแห้งเร็ว แต่

ถ้าความชื้นในห้องเพาะเลี้ยงสูงเกินไปก็จะท าให้เชื้อจุลินทรีย์เจริญได้ดี ท าให้เกิดการปนเปื้อนของ

เชื้อจุลินทรีย์ได้ง่าย และในบางครั้งถ้าความชื้นภายในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูงมาก จะท าให้พืชเกิด

อาการบวมน้ า โดยอากาศในห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อควรจะมีความชื้นอยู่ร้อยละ 70 ซึ่งเป็นความชื้นที่

เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของพืช (พรพิมล สุริยจันทราทอง. 2545) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.4  แคลลัสและยอด (Callus and shoot) 

       2.4.1  แคลลัส คือ เซลล์ที่อยู่รวมกันเป็นกลุ่ม โดยยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงไปเป็นอวัยวะหรือ
เนื้อเยื่อชนิดต่างๆ แคลลัสประกอบด้วยเซลล์พาเรนคิมา (parenchyma) เพียงอย่างเดียว มีขนาด
ต่างๆ มีรูปร่างไม่แน่นอน แคลลัสที่มีกลุ่มเซลล์เกาะกันแน่นเรียกว่า compact callus แต่ถ้าเกาะกัน
อย่างหลวมๆ เรียกว่า friable callus แคลลัสที่ได้จะมีรูปร่าง สี ที่แตกต่างออกไป ขึ้นอยู่กับชนิดของ
พืช และอาหารที่ใช้เลี้ยง การเจริญของแคลลัสในอาหารแข็งเห็นได้จากการที่มีก้อนของเนื้อเยื่อโตขึ้น 
ส่วนใหญ่ใช้การเพาะเลี้ยงแคลลัสเพื่อการขยายพันธุ์ การผลิตพืชพันธุ์ทนทานหรือต้านทาน การชักน า
แคลลัสต้องอาศัยปัจจัยภายนอก ได้แก่ สูตรอาหาร สารควบคุมการเจริญเติบโต ตลอดทั้งปัจจัย
ภายในต้นพืช ได้แก่ อายแุละความพร้อม ลักษณะทางพันธุกรรม และฮอร์โมนภายในพืช ซึ่งขึ้นอยู่กับ
ชนิดหรือสายพันธุ์ของพืช นอกจากนี้ยังขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ในการศึกษาด้วย (อัมพา ว่องวิชชกร 
และคณะ. 2546) 

      2.4.2  ปัจจัยที่มีผลต่อการเพาะเลี้ยงแคลลัส  

            2.4.2.1  ขนาดและรูปร่างของชิ้นส่วน (size and shape) ชิ้นส่วนพืชเริ่มต้นที่ใช้เลี้ยงต้อง
ใช้ชิ้นส่วนที่มีขนาดค่อนข้างเล็กแต่ไม่ถึงกับเล็กมากจนเกินไป ซึ่งถ้าชิ้นส่วนมีขนาดเล็กกว่านี้แล้วจะไม่
สามารถชักน าการเกิดแคลลัส  
            2.4.2.2  สารควบคุมการเจริญเติบโต (growth regulators) ออกซินและไซโตไคนิน 
สัดส่วนของฮอร์โมนทั้ง 2 กลุ่มนี้มีผลโดยตรงต่อการเปลี่ยนแปลงพัฒนาของเซลล์ โดยทั่วๆไป ถ้า
สัดส่วนของออกซินต่อไซโตไคนินสูง แคลลัสจะพัฒนาไปเป็นราก ถ้าสัดส่วนออกซินน้อยกว่าไซโตไค
นิน จะพัฒนาไปเป็นยอดหรือต้น และถ้าสัดส่วนมีความสมดุลกัน จะพัฒนาไปเป็นแคลลัสต่อไป ความ
เข้มข้นที่ใช้เลี้ยงเนื้อเยื่อพืชต่างๆ พบว่าออกซินจะอยู่ในช่วง 0.01-10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และไคเนติน
ซึ่งเป็นไซโตไคนินสังเคราะห์จะอยู่ในช่วง 0.1-10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ทั้งนี้ปริมาณและสัดส่วนของ
ฮอร์โมนที่เหมาะสมต่อการเกิดแคลลัสจะขึ้นอยู่กับชนิดพืช ชิ้นส่วน และระยะการเจริญเติบโตของ
ชิ้นส่วนพืชที่น ามาใช้  
            2.4.2.3 ธาตุอาหาร (nutrients) นอกจากนี้ความต้องการของธาตุอาหารที่ เป็น
ส่วนประกอบหลัก ทั่วๆ ไปของสูตรอาหารที่น ามาใช้เลี้ยงเนื้อเยื่อของพืชแล้ว อาหารเสริมต่างๆ พวก
กรดอะมิโน เช่น กลตูามิน แอสปาติน พิวรีน อาร์จินิน และไพริมิดิน สารพวกเคซีน ไฮโดรไลเซท สาร
สกัดจากมอลท์ ยีสต์ และน้ ามะพร้าว จึงมีส่วนส าคัญในการกระตุ้นการเกิดแคลลัสในพืชบางชนิดอีก
ด้วย 
            2.4.2.4  แหล่งคาร์บอน (carbon sources) ที่ส าคัญ ได้แก่ น้ าตาลซูโครส หรือ แซคคาโรส 
ความเข้มข้น 2-4 เปอร์เซ็นต์  
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             2.4.2.5  สภาพอาหาร (media status) แคลลัสที่เลี้ยงในอาหารแข็งหรือกึ่งแข็งมัก 

เจริญเติบโตได้น้อยและช้ากว่าในอาหารเหลว เนื่องจากมีพื้นที่ผิวสัมผัสกับอาหารได้น้อยกว่า และ

ต าแหน่งที่ชิ้นส่วนแคลลัสสัมผัสกับอาหารจะมีสารที่ เป็นของเสียจากเมตาโบลิซึม (metabolic 

wastes) ปลดปล่อยออกมาจากเซลล์ และมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ (รังสฤษฏ์ กาวีต๊ะ. 2540)  

    2.4.3 การพัฒนาการเจริญเติบโตของพืช 
            ซึ่งการเกิด organogenesis เกิดได้ 2 ทาง ได้แก่ 
       ทางตรง (direct organogenesis) หมายถึง การน าเนื้อเยื่อพืชส่วนใดส่วนหนึ่งมาเลี้ยงบน
อาหารโดยการพัฒนาเป็นอวัยวะต่างๆจะไม่เกิดเป็นแคลลัสมาก่อน ซึ่งวธิีนี้เหมาะกับพืชพวกไม้ล้มลุก
โดยใช้ส่วนของ ใบ หัว และล าต้นซึ่งสามารถควบคุมให้พืชหลีกเลี่ยงการเกิดแคลลัสก่อน  
       ทางอ้อม (indirect organogenesis) เป็นการชักน ายอดโดยมีการเกิดจากแคลลัสก่อน ซึ่ง
แคลลสั หมายถึง กลุ่มเซลล์ทีร่วมกันเป็นกลุ่ม และมีการเปลี่ยนแปลงหรือพัฒนาไปเป็นวัยวะอ่ืนๆ ซึ่ง
มีขนาดไม่แน่นอน ส่วนมากจะไม่มีรงควัตถุ แต่อาจจะมีสีเขียว สีเหลือง จาก คลอโรฟิลล์ แคโรที
นอยด์ และฟลาโวทีนอยด์ ซึ่งปริมาณและชนิดของรงควัตถุขึ้นอยู่กับชนิดของพืช ธาตุอาหารที่ได้รับ
และปัจจัยของสภาพแวดล้อมต่างๆ โดยเฉพาะแสง (กัญจนา แซ่เตียว. 2555) 

2.5 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับกับสารควบคุมการเจรญิเติบโต 

        Skoog และ Miller. (1957) แสดงให้เห็นว่าออกซินและไซไคนินในอาหารสามารถควบคุม

ความแตกต่างของการเกิดรากและยอดของแคลลัสของยาสูบ ความเข้มข้นของออกซินสูงจะชักน าให้

เกิดราก และความเข้มข้นของไซโตไคนินสูงจะสามารถชักน าให้เกิดยอดในขณะที่ความเข้มข้นเท่ากัน

เนื้อเยื่อจะเกิดเป็นแคลลัส กระบวนการพัฒนาอวัยวะเรียกว่า organogenesis (กระบวนการ

เปลี่ยนแปลงจนกระทั่งได้ อวัยวะหรือเป็นการพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่โดยตรง)  

       Collin และ Edwards. (1998) การท างานร่วมกันระหว่างออกซินและไซโทไคนิน ในการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมักใช้ออกซินร่วมกับไซโทไคนิน เพื่อชักน าให้เกิดแคลลัส และเพิ่มปริมาณ

แคลลัส ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของออกซินและไซโทไคนิน มีบทบาทต่อการเกิดออร์แกน

โนเจเนซีส หากความเข้มข้นของออกซินสูง มีผลชักน าให้เกิดราก ในขณะเดียวกันก็ยับยั้งการเกิดยอด 

แต่ถ้ามีความเข้มข้นของไซโทไคนินสูงจะชักน าให้เกิดยอดและยับยั้งการเกิดราก ดังนั้นการเกิดยอด

และรากของพืชจึงขึ้นอยู่กับสมดุลของออกซินและไซโทไคนินในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  หากเติม    

ออกซินร่วมกับไซโทไคนินจะมีผลต่อการเจริญของเนื้อเยื่อดีกว่าการใช้ออกซินหรือไซโตไคนินเพียง

อย่างเดียว 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.6  Hairy root 

          Hairy root คือ รากพิเศษที่เกิดขึ้นบนเนื้อเยื่อพืช รากชนิดนี้เจริญเติบโตได้รวดเร็วและ

เหมาะสมส าหรับการผลิตสารทุติยภูมิ เนื่องจากสามารถผลิตสารทุติยภูมิได้ปริมาณมากเมื่อเทียบกับ

รากปกติ เซลล์แขวนลอยและแคลลัส (Kuzma et. al. 2017) ปริมาณสารทุติยภูมิที่ผลิตได้มีความ

แน่นอน เนื่องจากราก hairy root มีความคงที่ทางพันธุกรรมสูง (Häkkinen et. al. 2016)         

การเพาะเลี้ยง hairy root เพื่อผลิตสารทุติยภูมิมีรายงานในพืชสมุนไพรหลายชนิดรวม ทั้ง 

เจตมูลเพลิงแดง ซึ่งพบว่า hairy root ของเจตมูลเพลิงแดงที่ชักน าด้วย Agrobacterium 

rhizogenes สายพันธุ์ K599 สามารถผลิตสาร plumbagin ได้ปริมาณมาก ซึ่งมากกว่ารากปกติที่

เพาะเลี้ยง (Tatreerod et al. 2003) เซลล์เพาะเลี้ยงและแคลลัส (Chuntaratin. 2006) 

2.7  น้ ามันหอมระเหยที่ส าคัญในเสม็ดขาว องค์ประกอบทางเคมีของใบเสม็ดขาว 

       องค์ประกอบที่พบมากที่ สุ ดในน้ ามั นเสม็ ดที่ ได้  คื อ terpinolene (24.74%) และ 

gammaterpinene (22.84%) ตามล าดับ ซึ่งไม่ใช้สารส าคัญที่ตลาดต้องการและยังมีปริมาณไม่สูงที่จะ

น ามาเป็นจุดขายในท้องตลาด แต่เนื่องจากมีรายงานว่าองค์ประกอบทางเคมีของน ้ามันเสม็ดขาวมีความ

ผันแปรสูงขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมที่เสม็ดเจริญเติบโต (Brophy et. al. 1989) จึงไม่ควรสรุปว่าเสม็ดใน

ไทยไม่สามารถน ามาใช้ในการผลิตน ้ามันเสม็ดเพื่อการค้า แต่ควรศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของน้ ามัน

เสม็ดที่เจริญเติบโตอยู่ในสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน เช่น เสม็ดที่พบในภาคตะวันออก หรือที่พบในปุาพรุ

เช่นเดียวกันแต่มีสภาพดินแตกต่างกัน เพราะมีรายงานว่าเสม็ดที่พบโดยรอบปุาพรุที่เจริญเติบโตในสภาพ

ดินที่แตกต่างกัน มีการสะสมและปลดปล่อยแร่ธาตุบางชนิดที่ใบแตกต่างกัน (Osaki et. al. 1998) ซึ่งอาจ

มีผลต่อองค์ประกอบทางเคมีของน ้ามันเสม็ดที่ถูกสร้าง และเก็บไว้ที่ต่อมน้ ามันซึ่งพบมากที่ใบ 

       เสม็ดขาวเป็นพันธุ์พืชที่ถูกน ามาใช้ประโยชน์ทางด้านสารส าคัญ เนื่องจากมีน้ ามันที่สกัดได้จาก

ใบเสม็ดขาวเรียกว่า cajuput oil ซึ่งมีสารเคมีส าคัญประกอบด้วย 1,8-cineole (14-65%), 

terpineol, terpinyl acetate, pinene, nerolidol, และสารเคมีกลุ่ม terpenes ซึ่งมีปริมาณ

เล็กน้อย เช่น laevo-pinene โดยน้ ามันเสม็ด (Cajuput oil) ที่เป็นที่ต้องการของตลาดและมีราคาสูง

จะต้องมีปริมาณสารประกอบ 1,8-cineole สูง โดยแบ่งเป็น 3 เกรด คือ ถ้าปริมาณสารนี้อยู่ระหว่าง 

55-65% จะจัดเป็นน ้ามันเกรด 1 มีราคาสูงสุด และ ราคาลดลงไปเมื่อปริมาณสารนี้อยู่ระหว่าง  20-

55% และมีปริมาณต ่ากว่า 20% ตามล าดับ (Brophy et. al. 1989; Oyen et. al. 1999) เนื่อง

จากน ้ามันเสม็ดมีราคาสูงกว่าน ้ามันยูคาลิปตัส จึงมีการผสมน ้ามันยูคาลิปตัสซึ่ งมีปริมาณ            
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1,8-cineole สูงลงในน้ ามันเสม็ดเพื่อผลประโยชน์ในทางการค้าด้วย ใบที่น ามาสกัดน้ ามันหอมระเหย

ที่เรียกว่า Cajuput oil หรือ น้ ามันเขียว หรือน้ ามันเสม็ด มีกลิ่นคล้ายการบูรและมีรสขมในน้ ามัน

หอมระเหยจากใบเสม็ดขาว มีสรรพคุณทางด้าน ไล่ยุง, ฆ่าหมัดเหา, ฆ่าพยาธิไส้เดือน, ต้านยีสต์, ต้าน

แบคทีเรีย, ต้านเชื้อราและฆ่าหอย เป็นต้น และสารเคมีที่ พบในใบเสม็ดขาวนั้นมีไม่ต่ ากว่า 60 ชนิด 

แต่สารที่ส าคัญคือ Cineole ซึ่งมีปริมาณมากที่สุดใน น้ ามันหอมระเหย พบประมาณ 45 - 50% 

      2.7.1  Eugenol 

                   ยูจีนอลหรือเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า 4-allyl2-methoxyphenol เป็นน้ ามันหอมระเหยใน

กลุ่มของสารประกอบอะโรมาติกซึ่งมีสูตรโมเลกุล คือ C10H12O2 น ้าหนักโมเลกุล เท่ากับ 164.20 

กรัม/โมล จุดเดือด 254 องศาเซลเซียส จุดหลอมเหลว -7.5 องศาเซลเซียส มีค่า pKa เท่ากับ 10.19 

ที่ 25 องศาเซลเซียส โครงสร้างทางเคมีแสดงดังภาพที่ 2.2 และมีลักษณะทางกายภาพ คือ มีลักษณะ

เป็นของเหลว ไม่มีสีจนถึงสีเหลือง สามารถละลายน้ าได ้(Katja Schulz et. al. 2008) 

 
ภาพที่ 2.2 โครงสร้างทางเคมีของยูจีนอล 

ที่มา: http://ejournals.swu.ac.th/index.php/SWUJournal/article/viewFile/9002/7748 

2.7.2  Cineole 

                 Cineole หรือ Eucalyptol นิยมใช้เป็นแบบสารผสม (complex mixture) เช่น 

monoterpenes, sesquiterpenes and aromatic phenols (Batish et. al. 2008) ในปัจจุบันมี

การใช้เพื่อจุดประสงค์ที่หลากหลาย เช่น การใช้ในอุตสาหกรรมน้ าหอม เครื่องส าอาง น้ ายาบ้วนปาก 

เป็นต้น 1,8-cineole (eucalyptol) ยังเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญของน้ ามันหอมระเหย ลักษณะเป็น

ของเหลว ไม่มีสี กลิ่นคล้ายการบูร จุดเดือด 177 องศาเซลเซียส ที่อุณหภมิต่ ากว่าจุดเยือกแข็งของน้ า

เล็กน้อย สารจะมีลักษณะเป็นวุ้นและสามารถเปลี่ยนกลับไปอยู่รูปเดิมได้ด้วยการเติม hydrobromic 

acid มีคุณสมบัติในการแสดงความเป็นพิษต่อแมลง (นฤมล สังข์โอราน. 2546)  
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ภาพที่ 2.3 โครงสร้างเคมีของ Eucalyptol (1,8-cineole, 1,8-epoxy-p-menthane)  

ที่มา: European commission (2002) 
 

2.8 การสกัดสารส าคัญจากพืชด้วยตัวท าละลาย 

       การสกัดน้ ามันหอมระเหยจากพืชธรรมชาติมีหลายวิธีด้วยกัน โดยการเลือกวิธีการสกัดน้ ามัน

หอมระเหยจะต้องพิจารณาลักษณะและปัจจัยต่างๆ  เช่น ส่วนของพืชที่น ามาสกัด คุณสมบัติทางเคมี

และกายภาพของน้ ามันหอมระเหยที่ต้องการ วัตถุประสงค์ของการน าน้ ามันหอมระเหยไปใช้ 

(Mcguinness. 2003) 
       วิธีนี้จะท าให้ได้น้ ามันหอมระเหยที่มีความเข้มข้นสูง (สิริลักษณ์ มาลานิยม. 2545) แต่คุณภาพ

ไม่ดีเท่ากับการกลั่นเพราะหลังการสกัดจะได้สารอื่นปนมาด้วย การเลือกตัวท าละลายต้องพิจารณา

คุณสมบัติของตัวท าละลายเช่น จุดเดือด ความหนาแน่น และความหนืด เป็นต้น เพื่อให้การสกัดโดย

การใช้สารเคมีเป็นไปอย่างสมบูรณ์ และคุ้มค่าในทางเศรษฐศาสตร์  

       คุณสมบัติของตัวท าละลาย  
       1. เป็นสารละลายหรือตัวท าละลายที่มีคุณสมบัติของขั้วไฟฟูาที่คล้ายคลึงกัน    

       2. เป็นสารละลายหรือตัวท าละลายที่สามารถละลายสารสกัดตามที่ต้องการได้มากที่สุด  

       3. เป็นสารละลายที่มีแรงดึงดูดภายในตัวสารละลายซึ่งเกี่ยวข้องในการละลายที่ส าคัญ  

           - Dispersion force  

           - Dipple- dipple force  

           - M- bonding  

                 ตัวอย่างตัวท าละลายที่นิยมใช้ เช่น คลอโรฟอร์ม (chloroform) อีเธอร์ (ether)        

เฮกเซน (hexane) เหมาะส าหรับพวกสารไม่มีขั้ว และแอลกอฮอล์ ที่ใช้มากคือ เมทานอล 

(methanol) และ เอทานอล (ethanol)  

                 การสกัดโดยวิธีนี้มีข้อเสียตรงที่ราคาแพงคือ ต้นทุนการผลิตสูง เพราะว่าต้องใช้ตัวท า

ละลายที่มีราคาแพง แต่มีข้อดีคือ องค์ประกอบทางเคมีของน้ ามันหอมระเหยจะได้ปริมาตรลดลง    

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อีกทั้งไม่ต้องใช้วิธีซับซ้อนและได้กลิ่นหอม บางโรงงานจะน าน้ ามันหอมระเหยที่สกัดซึ่งเรียกว่า 

concrete ไปท าให้บริสุทธิ์อีกครั้งโดยกลั่นด้วยแอลกอฮอล์จะได้ absolute ซึ่งเป็นหัวน้ าหอมที่มีกลิ่น

หอมเหมือนกลิ่นดอกไม้ตามธรรมชาติ      

 

2.9  งานวิจัยที่เกี่ยวข้องเก่ียวกับสารสกัด 

       การศึกษาการสกัดสารจากใบเสม็ดขาวโดยการสกัดด้วยเครื่อง soxhlet extraction ด้วยตัวท า

ละลาย 4 ชนิดคือเฮกเซน คลอโรฟอร์ม เอทานอล และไอโพรพานอล พบว่า ใบเสม็ดขาวแห้ง จะให้

เปอร์เซ็นต์ผลิตผลของสารสกัดมากกว่าใบสดและสารสกัดใบเสม็ดขาวที่สกัดด้วยเอทานอล จะได้

ปริมาณสูงที่สุด (วิชัย หฤทัยธนาสันติ์ และคณะ. 2546)  

       จากการศึกษาของ Brophy et. al. 1989 ได้ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของน้ ามันเสม็ดที่ได้

จากการกลั่นใบเสม็ดขาว (Melaleuca cajuputi Powell.) ที่เก็บจากจังหวัดนราธิวาส โดยการกลั่น

ในน ้า (Hydrodistillation) 2 วิธีคือ แกสโครมาโตกราฟีและแกสโครมาโตกราฟีที่ต่อกับ      

แมสสเปคโตรเมทรี พบว่า น้ ามันเสม็ดที่ได้ค่อนข้างเบา มีความหนาแน่นที่ 20 องศาเซลเซียส 0.8549 

กรัมต่อมิลลิลิตร สีใส เขียวอ่อน ค่าดัชนีการหักเหแสง 1.4996 ซึ่งใกล้เคียงกับค่าดัชนีการหักเหแสง

ของน้ ามันเสม็ดที่วางขายอยู่ในท้องตลาด 1.4708-1.4832 (สุวรรณา เป็นสุข. 2538; Oyen and 

Dung. 1999)  

        มีรายงานว่าองค์ประกอบทางเคมีของน ้ามันเสม็ดขาวมีความผันแปรสูงขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อม

ที่เสม็ดเจริญเติบโต (Brophy et. al. 1989)  

        นันฑวัฒน ์กิตติศักดิ์เสร ีและรัตติกร ล้อมจันทร์. 2549  ศึกษาน้ ามันหอมละเหยจากไม้กฤษณา

ด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ ตัวแปรที่ศึกษา คือ ชนิดตัวท าละลาย ระยะเวลาในการสกัด และปริมาตร

ตัวท าละลายในการสกัด ศึกษาตัวท าละลาย 4 ชนิด คือ เอทานอล เอทิลแอซิเตต ไดคลอโรมีเทน 

และเฮกเซน ระยะเวลาในการสกัด 1, 2, 3, 5 และ 7 วัน และปริมาตรตัวท าละลาย 100, 200, 400 

และ 600 มิลลิลิตร ต่อไม้กฤษณา 20 กรัม วิเคราะห์น้ ามันหอมระเหยด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟ/

แมสสเปกโทรมิเตอร์ พบว่าตัวท าละลายที่เหมาะสมคือ ไดคลอโรมีเทน ระยะเวลาที่เหมาะสมคือ 3 

วัน และปริมาตรตัวท าละลายที่เหมาะสมคือ 200 มิลลิลิตร 
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2.10  วิเคราะห์สารส าคัญ (Identification)           

          การวิเคราะห์สารส าคัญมีเครื่องมือที่สามารถวิเคราะห์ได้หลายชนิด ยกตัวอย่างเช่น Thin-

Layer Chromatography (TLC), High Performance Liquid Chromatography (HPLC), 

Infrared (IR), UV-Visible Spectrophotometric, Mass Spectrometry (MS), Nuclear 

Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) เป็นต้น 

      การวิเคราะห์หาปริมาณของสารด้วยการใช้เทคนิค UV-VIS Spectrophotometric UV-VIS 

Spectrophotometer การดูดกลืนคลื่นแสงหรือรังสีที่อยู่ในช่วง UV-VIS ซึ่งอยู่ในช่วงความยาวคลื่น

ประมาณ 190-800 นาโนเมตร ของสารเคมีนั้น ส่วนใหญ่ได้แก่สารพวกอินทรีย์ (Origanic 

Compound) สารประกอบเชิงซ้อน (Complex Compound ) หรือสารอนินทรีย์ (Inorganic 

Compound) ทั้งที่มีสีและไม่มีสีสมบัติของสารดังกล่าวนี้ได้น ามาเป็นวิธีวิเคราะห์ในเชิงปริมาณและ

เชิงคุณภาพอย่างกว้างขวาง เพราะวิธีนี้ให้ความถูกต้องแม่นย าดี และมีความไว (Sensitivity) โดยอาจ

ท าการวิเคราะห์อยู่ในรูปของธาตุหรือโมเลกุลก็ได้แต่ในกรณีที่จะน าไปใช้ พิสูจน์ว่าสารตัวอย่างนั้น 

เป็นสารอะไร มีโครงสร้างอย่างไร อาจจะต้องใช้เทคนิคอย่างอื่นเข้าช่วยด้วย (แม้น อมรสิทธิ์ และอมร 

เพชรสม. 2535) 

                สารละลายตัวอย่างที่จะวิเคราะห์มีเพียงสารเดียวอาจใช้วิธีท ากราฟมาตรฐาน โดยเตรียม

สารละลายที่ความเข้มข้นต่างๆ  แล้วน าไปวัดค่าแอบเซอร์แบนซ์ที่ L โดย เปรียบเทียบกับ Blank แล้ว

น าผลมาเขียนกราฟระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้น จะได้กราฟเส้นตรง เมื่อวัดค่าแอบ

เซอร์แบนซ์ของสารตัวอย่างได้ และหาปริมาณของสารที่จะวิเคราะห์ได้โดยอ่านกราฟมาตรฐาน    

(แม้น อมรสิทธิ์ และอมร เพชรสม. 2535)  

                ค่าการดูดกลืนแสงควรอยู่ในช่วงที่พอเหมาะ เพื่อให้ถูกต้องคือ ควรอยู่ ในช่วง 0.1-1.0 

ถ้าสารละลายเจือจางเกินไปจะวัดค่าแอบเซอร์แบนซ์ได้น้อย แต่ถ้าสารละลายเข้มข้นมากเกินไปก็ใช้

วิธีเจือจาง  

       หลักการหาปริมาณของสารโดยใช้การดูดกลืนแสง  

              ในการหาปริมาณของสารในสารละลายชนิดใดชนิดหนึ่งนั้นท าได้โดยการผ่านคลื่นแสงที่
ท าให้มีสีเดียว (Monochromatic Radiation) เข้าไปในสารละลายที่มีสารซึ่งดูดกลืนแสงและวัดความ
เข้มข้นของแสงที่ผ่านออกมา ซึ่งจะมีค่าลดลงจากความเข้มข้นก่อนผ่านสารละลาย ความเข้มของแสง
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จะลดลงมากหรือน้อย ขึ้นอยู่กับปริมาณสารที่มีอยู่ในสารละลายนั้น ถ้าสารมีความเข้มมากจะดูดกลืน
แสงไปได้มากท าให้ความเข้มแสงที่ผ่านออกมาลดลง 

2.11  อนุมูลอิสระ 

       อนุมูลอิสระ (free radical) คือ โมเลกุลที่มี unpaired electron อย่างน้อย 1 อิเล็กตรอน จะ

เกิดขึ้นได้โดยมีพันธะระหว่างอะตอมแตกออก อนุมูลอิสระไม่เสถียรจึงท าให้มีความไวต่อการ

เกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลข้างเคียงเพื่อท าให้เสถียรขึ้น ผลที่ตามมาคือ โมเลกุลข้างเคียงที่สูญเสียหรือรับ

อิเล็กตรอน จะกลายเป็นอนุมูลอิสระตัวใหม่ ซึ่งจะเข้าท าปฏิกิริยากับโมเลกุลอื่นต่อไปเป็นปฏิกิริยา

ลูกโซ่ (chain reaction) การที่จะสรุปว่าอนุมูลอิสระทุกชนิดเป็นสารพิษต่อร่างกายนั้นจึงไม่ถูกต้อง 

สิ่งที่ควรน ามาบ่งบอกระดับความเป็นพิษควรจะเป็นความสามารถในการ oxidized สารชีวโมเลกุลใน

ร่างกายมากกว่า สารที่มีความสามารถในการ oxidized สารชีวโมเลกุลในร่างกายเรียกว่า Reactive 

species (RS) ซึ่งส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปของ reactive oxygen species (ROS) และยังพบในรูปของ 

reactive chlorine species และ reactive nitrogen species ตามโมเลกุลที่สามารถท าให้

เกิดปฏิกิริยา oxidation ซึ่งอาจจะพบได้ในรูปของ lipid radical หรือ genetic radical RS นั้นไม่

จ าเป็นว่าจะต้องอยู่ในรูปของ free radical เสมอไป สารประกอบบางโมเลกุลที่อยู่ในรูป non-

radical แต่ไวต่อการเกิดปฏิกิริยา oxidation เช่น H2O2 ก็จัดเป็น RS ด้วยเหตุนี้จึงจ าเป็นต้อง

รับประทานอาหารที่เป็นแหล่งของสารต้านออกซิเดชันจากธรรมชาติสามารถพบได้ในพืชและสัตว์ 

ได้แก่ วิตามิน เอ วิตามิน ซี วิตามิน อี เอนไซม์ สารสกัดจากพืชที่มีสารประกอบฟีนอลิกที่ท าหน้าที่

เป็นตัวก าจัดอนุมูลอิสระโดยอาศัยหลักพื้นฐาน คือ ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ สารตั้งต้นก็จะสามารถถูก

ชะลอ หรือสามารถปูองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารที่ไวต่อการเกิดปฏิกิริยาได้ และอนุมูล

อิสระที่ถูกก าจัดออกไปแล้วจะต้องมีความเสถียร์ (Stable) (รัชฎาพร อุ่นศิวิไลย์ และคณะ. 2554) 

2.12 ความหมายของสารต้านออกซิเดชัน (Antioxidant) 

         สารต้านออกซิเดชัน (antioxidant) คือสารที่ท าหน้าที่ยับยั้งหรือต่อต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน 

หรือสารที่สามารถขจัดอนุมูลอิสระออกจากร่างกาย ร่างกายมีระบบต้านออกซิเดชัน แบ่งได้เป็น 2 

กลุ่มใหญ่ๆ คือ ประเภทแรกปูองกันการเกิดสารอนุมูลอิสระ ได้แก่ เอนไซม์ superoxide 

dismutase, glutathione peroxidase, catalase, peroxidase, cytochrome C peroxidase 

ทองแดง สังกะสี ซีเลเนียม โปรตีนซึ่งมีทองแดงอยู่ในโมเลกุล (ceruloplasmin) ส่วนอีกประเภทหนึ่ง

คือ สารต้านออกซิเดชัน ในกลุ่มที่ท าลายปฏิกิริยาลูกโซ่นี้ ได้แก่ วิตามินอี เบต้า -แคโรทีน วิตามินซี 
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ubiquinone, uric acid, bilirubin, albumin, sulfhydryl groups ในกรดอะมิโน cysteine ซึ่งมี

อยู่ในโปรตีน เช่น เนื้อสัตว์นอกจากวิธีนี้ยังมีสารประกอบฟีโนลิก (phenolic compounds) และสาร

กลุ่ม flavanoids ที่เป็นสารต้านออกซิเดชันที่น่าสนใจอีกด้วย (มลศิริ วีโรทัย. 2540)  ซึ่งมีรายงานพบ

มากในพืช ผัก ผลไม้ ทั่วไปยังจัดเป็นสารออกฤทธิ์ด้านการเกิดออกซิเดชันจากแหล่งธรรมชาติที่ดีที่สุด

อีกหนึ่งกลุ่มสารต้านการเกิดออกซิเดชันสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทตามลักษณะการออกฤทธิ์ 

คือ สารต้านการเกิดออกซิเดชันปฐมภูมิ เป็นสารที่หยุดปฏิกิริยาอนุมู ลอิสระโดยการให้อนุมูล

ไฮโดรเจน หรืออิเล็คตรอน แก่อนุมูลโดยตรงเป็นผลให้อนุมูลนั้นกลายเป็นสารที่มีความเสถียรขึ้น สาร

ออกกฤทธิ์ในลักษณะดังกล่าว ได้แก่ สารประกอบกลุ่ม phenolic เช่น flavonoids, eugenol และ 

vanillin เป็นต้น มีรายงานว่าสารต้านอนุมูลอิสระชนิดนี้จะท าหน้าที่ได้ดีกว่าที่ความเข้มข้นต่ าๆ แต่

เมื่อมีความเข้มข้นสูงขึ้นอาจกลายเป็นสารเสริมฤทธิ์ออกชิเดชันได้ สารต้านการเกิดออกซิเดชัน      

ทุติยภูมิ สารต้านการเกิดออกซิเดชันประเภทนี้ไม่ท าปฏิกิริยาโดยตรงกับอนุมูลอิสระแต่จะช่วยการ

ท างานของสารต้านการเกิดออกซิเดชันปฐมภูมิในลักษณะต่างๆ เช่น จับกับ 𝐹𝑒2  ดักจับออกซิเจนดูด

ซับรังสี UV ไว้ เป็นต้น 

            2.12.1  กลไกการต้านอนุมูลอิสระ 

               สารต้านการเกิดออกซิเดชันมีกลไกการท างาน 6 แบบใหญ่ๆ คือ 

                     2.12.1.1  Free radical scavenging สารต้านอนุมูลอิสระจะให้ไฮโดรเจนหรือ

อิเล็คตรอนแกอ่นุมูลอิสระ และท าให้อนุมูลอิสระมีความเสถียรมากขึ้น แสดงในภาพที่ 2.5  

 
R· + AH  
RO· + AH  
ROO· + AH  

        RH + A· 
        ROH + A· 
        ROOH + A· 

 

R· + A·         RA 

RO· + A·         ROA 

ROO· + A·         ROOA 

Antioxidant + O2         Oxidized Antioxidant 
 

ภาพที่ 2.4 กลไกการต้านอนุมูลอิสระแบบ Free radical scavenging 
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                     2.12.1.2  Singlet oxygen quenching ออกฤทธิ์โดยไปยับยั้งการท างานของ 

singlet oxygen โดยการเปลี่ยน Singlet oxygen (1O2
. ) ให้ไปอยู่ในรูป triplet oxygen (³O2) และ

ปล่อยพลังงานที่ได้รับ ออกไปในรูปความร้อน สารที่ออกฤทธิ์ผ่านกลไกนี้ เช่น carotenoids โดย 

carotenoids 1 โมเลกุล สามารถท าปฏิกิริยากับ singlet oxygen ได้ 1,000 โมเลกุล 

                     2.12.1.3  Metal chelating โลหะหนัก เช่น Fe2+ และ Cu2+ สารที่ออกฤทธิ์ผ่าน

กลไกนี้ได้แก่ flavonoids, phosphoric acid, citric acid และ ascorbic acid เป็นต้น  

                    2.12.1.4  หยุดปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ (Chain-breaking) 

                    2.12.1.5  เสริมฤทธิ์ สารชนิดนี้จะช่วยให้สารต้านการเกิดออกซิเดชันท างานได้ดีขึ้น 

                     2.12.1.6  ยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ (enzyme 

inhibitor) สารประกอบ phenolics บางชนิด เช่น flavonoids phenolic acid และ gallates 

สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ lipoxygenase โดยสามารถเข้าจับกับไอออนของเหล็กซึ่งเป็น 

cofactor ส่งผลให้เอนไซม์ดังกล่าวไม่สามารถท างานได ้(Silvia et. al. 2004) 

            2.12.2 วิธีการวัดความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ  

                     2.12.2.1 วิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydraryl) radical Hou et. al. 

(2001) อนุมูล DPPH• เป็นอนุมูลไนโตรเจนที่คงตัว มีสีม่วง อยู่ในรูปอนุมูลอยู่แล้ว โดยไม่ต้องท า

ปฏิกิริยาเพื่อให้เกิดอนุมูลเหมือนกับกรณีอนุมูล ABTS+•การวิเคราะห์เป็นการวัดความสามารถของ

สารทดสอบในการก าจัดอนุมูลอิสระ โดยวิธีให้ไฮโดรเจนอะตอม การวัดท าโดยใช้เครื่องวัดการดูดกลืน

แสง (spectrophotometer) วัดการลดลงของสี เมื่อเติมสารต้านออกซิเดชันลงไป โดยวัดการดูดกลืน

แสงที่ ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร  

                                  DPPH radical ใช้ในการทดสอบความสามารถในการท าลายอนุมูลอิสระ

ของ สารตัวอย่าง (scavenging activity) สารละลายของ DPPH มีสีม่วงในเอทานอล และเมื่อได้รับ 

H จะเปลี่ยนเป็นสารละลายสีเหลือง ตามสมการดังนี้ (Blois. 1958) 

 
DPPH• + RH ———> DPPH-H+ R• 

ค่าที่วัดได้จะแสดงความสามารถในการสารต้านออกซิเดชันออกมาในค่า % inhibition ตามสมการ 
ดังนี้ 
 

% inhibition = [(A517 control-A517 test sample)/A517 control)] x 100 
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                                  ข้อดีของวิธีนี้คือ ท าได้ง่าย นิยมใช้เป็นวิธีเบื้องต้นในการทดสอบฤทธิ์ต้าน 
อนุมูลของสารต้านออกซิเดชันจากธรรมชาติ  
                                ข้อเสียของวิธีนี้คือ อนุมูล DPPH มีความคงตัวไม่ไวต่อการท าปฏิกิริยา 
เหมือนอนุมูลที่เกิดในเซลล์หรือร่างกาย ดังนั้นวิธีนี้จึงไม่สามารถและระงับอนุมูลที่มีความไวสูงได้  
                     2.12.2.2 วิธี lipid peroxidation (Halliwell et. al. 1987) เกิดจากปฏิกิริยา
ออกซิเดชันแบบลูกโซ่ของกรดไขมันชนิดไม่อิ่มตัว อนุมูลอิสระเพียง 1 อนุมูลสามารถท าให้เกิดเปอร์
ออกไซด์  เป็นจ านวนหลายร้อยโมเลกุลก่อนที่จะสิ้นสุดปฏิกิริยา เนื่องจากปฏิกิริยา led 
pesasidation สามารถเกิดได้ง่ายกับเยื่อหุ้มเซลล์ ที่ประกอบด้วยลิปิด 2 ชั้นการเกิดลิปิดออกซิเดชัน
กับลิปิดในเยื่อหุ้มเชลล์ ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ มีสมบัติเปลี่ยนไป ยังส่งผลกระทบต่อเอนไซน์และรีเซพ
เตอร์ที่ฝังตัวอยู่ในเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้เอนไซม์และรีเซพเตอร์มีการท างานที่เสียไปเป็นสาเหตุในเกิดโรค
ต่างๆ ได้อีกด้วย ผลผลิตที่เกิดขึ้นมาจาก lipid peroxidation ได้แก่ สารไฮโดรคาร์บอน เช่น อีเทน  
อีทีน และเพนเทน รวมถึง สารคีโตน และสารอัลดีไฮด์ เป็นต้น ซึ่งสารอัลดีไฮด์ที่มีความส าคัญ คือ มา
ลอนไดอัลดีไฮด์ (malondialdehyde, MDA) lipid peroxidation เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ ประกอบด้วย 
3 ขั้นตอน ได้แก่ ปฏิกิริยาเริ่มต้นของการเกิดใช้ปฏิกิริยาการทวีเพิ่มขึ้น และการสิ้นสุดปฏิกิริยา
ปฏิกิริยาลูกโซ่เริ่มต้นด้วยการมีอนุมูลอิสระเกิดขึ้น และอนุมูลอิสระนี้เข้าท าปฏิกิริยากับ ลิปิดและท า 
ให้เกิดอนุมูลลิปิด (L•หรือ R•) วิธีนี้เป็นการวิเคราะห์ความสามารถในการยับยั้ง lipid peroxidation 
ของสารสกัดทดสอบ โดยใช้ตับหนูมาท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น แล้วท าให้เกิดผลผลิตจาก
ปฏิกิริยา Lipid peroxidation ได้เป็นสารมาลอน ไดอัลดีไฮด์ (MDA) จากนั้นเติมกรดไทโอบาร์บีทริก
ใน สภาวะกรดสาร MDA จะท าปฏิกิริยากับกรดไทโอบาร์บีทริก ได้เป็นสารมีสีเรียกว่า TBARS 
(thiobarbituric acid reactive substances) เมื่อเติมสารสกัดทดสอบที่มีความสามารถในการยับยั้ง 
lipid peroxidation ลงไป จะท าให้สารสีจางลง จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 
นาโนเมตร (โอภา วัชระคุปต์ และคณะ. 2549)  
                                  ข้อดีของวิธีการนี้ คือ ท าการศึกษาง่าย สะดวก ไม่ต้องใช้เครื่องมือที่มี
ราคาสูง แต่มีข้อเสีย คือต้องใช้สิ่งมีชีวิตในการท าการทดลอง ท าให้ลดความนิยมลงเมื่อได้ค่าการ
ดูดกลืน แสงแล้วน่าไปค านวณหา % inhibition ตามสมการ 
 

% inhibition = [(A532 control-A532 test sample)/A532 control)] x 100 
 
                     2.12.2.3 วิธี metal chelating activity (Dins et. al. 1994) การวัดความสามารถ
ในการแย่งจับกับโลหะเป็นวิธีหนึ่งที่นิยมใช้ในการหาความสามารถในการต้านออกซิเดชันของสารที่
ต้องการทดสอบ เพราะโลหะไอออนเป็นตัวการส าคัญในการเร่งปฏิกิริยาท าให้เกิดสารอนุมูลอิสระ 
ต่างๆ มากมายหลายชนิด โดยเฉพาะธาตุเหล็กที่อยู่ในรูปเฟอร์รัส หรือ Fe2+ จะท าปฏิกิริยา
ออกซิเดชันกับออกซิเจนในอากาศ เกิดเป็นสารอนุมูล superoxide anion radical (02

-•) ซึ่งเป็น
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อนุมูลระดับเริ่มต้นที่ท าให้เกิดอนุมูลอิสระอื่นๆต่อไป ดังนั้นวิธีการวัดความสามารถในการแข่งขัน 
โลหะ Fe2+ ของสารที่ต้องการทดสอบนั้น อาศัยจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 562 
mm ที่มีค่าลดลง โดยเมื่อเติมสาร ferrozine ลงไป สารนี้จะไปจับกับ Fe2+ แล้วอยู่ในรูป ferrozine 
Fe2+ complex ซึ่งจะให้สีแดง และถ้าสารที่ต้องการทดสอบมีความสามารถในการแย่งจับกับ Fe2+ 
จะ อยู่ในรูป antioxidant - Fe2+ complex แล้วจะท าให้สีแดงของ ferrozine - Fe2+ complex 
จางลงได้เมื่อ ได้ค่าการดูดกลืนแสงแล้วน าไปค านวณหา % inhibition ตามสมการ 
 

% inhibition = [(A562 control-A562 test sample)/A562 control)] x 100 
                     2.11.2.4 วิธี reducing power Oyaizu. (1986) ความสามารถของการเป็นตัวให้ 
อิเล็กตรอนในปฏิกิริยาออกซิเดชันรีดักชันของสารที่ต้องการทดสอบ สามารถใช้ในการหา
ความสามารถในการต้านออกซิเดชันได้  
                                  วิธีนี้เป็นการศึกษาความสามารถในการรีดิวซ์ หรือให้อิเล็กตรอนของสาร 
ตัวอย่างที่ต้องการทดสอบแก่สารอนุมูลอิสระที่สังเคราะห์ขึ้นภายในระบบ โดยสารที่ต้องการทดสอบ
จะเป็นตัวให้อิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระแล้วท าให้เปลี่ยนเป็นสารที่คงตัว อีกทั้งยังสามารถหยุด
ปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระอีกด้วย โดยอาศัยจากการวัดปฏิกิริยา reduction ของ Fe3+  (CN)6 
ไปเป็น Fe2+  (CN)6 ซึ่งจะท าให้มีสีน้ าเงินที่เข้มขึ้น สามารถตรวจสอบความสามารถในการรีดิวซ์ได้ 
จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 nm ค่าการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นแสดงถึง 
ความสามารถในการรีดิวซ์ที่มากขึ้น 
 

2.13 สารประกอบฟีนอลกิและสารฟลาโวนอยด์ 

            2.13.1  สารประกอบฟีโนลิก (phenolic compounds) สารประกอบฟีโนลิกเป็นสารที่พบ

ได้ในพืชทั่วไป มีสูตรโครงสร้างทางเคมีเป็นวงแหวนที่มีหมู่ไฮดรอกซิลอย่างน้อยหนึ่งหมู่หรือ มากกว่า

นั้น สามารถละลายน้ าได้ ที่พบในพืชมักจะรวมอยู่ในโมเลกุลของน้ าตาลในรูปของสารประกอบไกลโค

ไซด์ (glycosides) และพบได้ในส่วนของช่องว่างภายในเซลล์ (cell vacuole) สารประกอบฟีโนลิกที่

พบในธรรมชาติมีมากมายหลายชนิด มีลักษณะสูตรโครงสร้างทางเคมีที่แตกต่างกัน ซึ่งกลุ่มใหญ่ที่สุด

ที่พบจะเป็นสารประกอบพวก ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) นอกจากนั้น ยังมีสารประกอบต่างๆ เช่น 

simple monocyclic phenol, phenyl propanoid, phenolic quinine และ polyphenolic ซึ่ง

ได้แก่พวก lignin, tammain เป็นต้น รวมทั้งยังพบว่ามีสารประกอบที่มีกลุ่มฟีนอล (phenolic unit) 

รวมอยู่ในโมเลกุลของโปรตีนอัลคาลอยด์ (alkaloid) และเทอร์พีนอยด์ (terpenoid) เป็นต้น (อัญ

ชนา เจนวิถีสุข. 2544)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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       สารประกอบฟีโนลิกหลายชนิดมีสมบัติเป็นสารต้านออกซิเดชัน เช่น ฟลาโวนอยด์ กรดฟีโนลิก 

และ แทนนิน เป็นต้น สารประกอบฟีโนลิกท าหน้าที่เป็นตัวขับไล่อนุมู ลอิสระที่ส าคัญคืออนุมูล 

peroxyl Packer et. al. (1999) โดยมีกลไก 2 แบบคอื เมื่ออยู่ในสภาวะที่มคีวามเข้มข้นต่ าเมื่อเทียบ

กับสารออกซิไดซ์ สารประกอบฟีโนลิกจะปูองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน นอกจากนี้อนุมูลอิสระ

ที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยาจะถูกท าให้เป็นสารที่มีความเสถียร สามารถปูองกันการเกิดขั้นตอน ที่อนุมูลอิสระ

ถูกเปลี่ยนไปเป็นอนุมูลอิสระตัวอื่นต่อๆกันไป นอกจากนี้สารประกอบฟีโนลิกบางชนิดยังท าหน้าที่เป็น

สารคีเลต ดักจับไอออนของโลหะเข้าไว้ในโมเลกุล เช่น เคอร์ซิทิน (quercetin) สารประกอบฟีโนลิก

ยังท าหน้าที่ทั้งเป็นสารให้อิเล็กตรอน หรือเป็นตัวให้ไฮโดรเจน และก าจัดออกซิเจนที่อยู่ในรูป แอคทีฟ 

ด้วยหน้าที่ต่างๆ ดังกล่าวจึงท าให้สารประกอบฟีโนลิกเป็นสารต้านออกซิเดชันที่ส าคัญ ชนิดหนึ่งในพืช

ทั่วไป Rice-Evans and Miller. (1996) 

            2.13.2  ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) เป็นสารเมตาบอไลต์ขั้นทุติยภูมิ (secondary 

metabolite) จากธรรมชาติในกลุ่มโพลีฟีนอล (polyphenolic compounds)  (สิรินุช พละภิญโญ. 

2561) สร้างจากกรดอะมิโนที่มีวงแหวน (aromatic amino acids) ได้แก่ phenylalanine, 

tyrosine และ malonate ท าหน้าที่เป็นสารสีที่ส าคัญในพืช ช่วยในการกรองรังสีอัลตราไวเลต และ

การช่วยตรึงไนโตรเจน ฟลาโวนอยด์พบได้ใน ผัก ผลไม้ ธัญพืช พืชตระกูลถั่ว เครื่องเทศ สมุนไพร ล า

ต้น กิ่งก้าน ดอก และเมล็ด รวมถึงเครื่องดื่มบางชนิด เช่น ชา โกโก้ เบียร์ และไวน์ เป็นต้น ฟลาโว

นอยด์ที่พบในพืชส่วนใหญ่อยู่ในรูปที่จับอยู่กับน้ าตาลในรูปเบต้าไกลโคไซด์ (β-glycosides) ในระบบ

ทางเดินอาหารฟลาโวนอยด์จะถูกย่อยโดยน้ าย่อย และถูกดูดซึมที่ล าไส้เล็กเป็นส่วนใหญ่ ส่วน      

ฟลาโวนอยด์ที่ไม่ถูกดูดซึมที่ล าไส้เล็ก และฟลาโวนอยด์ที่ถูกดูดซึมแล้วถูกขับออกทางน้ าดีจะเข้าสู่

ล าไส้ใหญ่และถูกสลายโดยจุลชีพบางชนิดท าให้ได้กรดฟินอลิกซึ่งจะถูกดูดซึมกลับเข้ากระแสเลือดอีก

ครั้ง โดยฟลาโวนอยด์ที่อยู่ในกระแสเลือดก็จะไปยังเนื้อเยื่อของอวัยวะต่างๆ ทั่วร่างกาย และสามารถ

ถูกก าจัดได้ทางไตโดยเซลล์ของเนื้อเยื่อต่างๆ ฟลาโวนอยด์อาจผ่านกระบวนการเมแทบอลิซึมหรือ

เปลี่ยนแปลงโครงสร้างซึ่งอาจท าให้ฤทธิ์ทางชีวภาพเปลี่ยนแปลงไปได้ สารประกอบฟลาโวนอยด์เป็น

สารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติประเภทหนึ่งที่พบได้ทั่วไปในอาหารที่ เป็นพืช เช่น ผัก และผลไม้ โครงสร้าง

พื้นฐานของสารประกอบฟลาโวนอยด์เป็นฟีนอลเบนโซไพโรน (phenylbenzopyrones) 

ประกอบด้วยคาร์บอน 15 ตัว (C6 - C3 - C6) จัดเรียงเป็น 3 วงแหวน เรียกเป็น วงแหวน A, B, และ 

C โดย วงแหวน A และ B เป็นวงเบนซีน (benzene ring) ส่วนวงแหวน C เป็นวงแหวน 

heterocyclic pyran ซึ่งอยู่ตรงกลางของโครงสร้าง  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.14 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  

       พืชสมุนไพรหลายชนิดเป็นแหล่งของยาที่ส าคัญ เนื่องจากพืชสมุนไพรมักมีสารส าคัญหลาย

ชนิด และแต่ละชนิดก็ยังมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาอย่างกว้างขวาง เช่น สารกลุ่ม แอลคาลอยด์ หรือ     

ฟลาโวนอยด์ หลายตัวที่มีฤทธิ์ต้านอักเสบร่วมกับฤทธิ์อื่นๆ (ปณต ตั้งสุจริต และคณะ. 2549) มีการ

น าน้ ามันหอมระเหยของพืชในวงศ์ Myrtaceae มาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมหลากหลายประเภท

อย่างกว้างขวาง เนื่องจากน้ ามันหอมระเหยของพืชกลุ่มนี้มีองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางยาที่

น่าสนใจซึ่งมีความสัมพันธ์กับฤทธิ์ทางชีวภาพ (Luiz et. al. 2013) น้ ามันหอมระเหยของพืชในวงศ์ 

Myrtaceae มีฤทธิ์ยับยั้งเอมไซม์อะซีทิลโคลีนเอสเทอเรส (วิภาพร เสรีเด่นชัย และ ศิริวรรณ อธิคม

กุลชัย. 2557) เห็ดเสม็ด เป็นเห็ดกินได้ที่งอกบริเวณพื้นที่ปุาเสม็ด มีการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

ด้วยวิธี DPPH พบว่ามีสารต้านอนุมูลอิสระ 43 ชนิดในเห็ดเสม็ดที่สามารถยั้บยั้งอนุมูลอิสระ DPPH 

ได้ Yuswan et. al. (2015) เห็ดเสม็ดที่เก็บจากรัฐกลันตัน ประเทศมาเลเซีย น ามาสกัดด้วยน้ าร้อน 

น้ าเย็น และเมทานอลมาศึกษาองค์ประกอบทางพฤกษเคมีพบแอลคาลอยด์ แอนทราควิโนน        

ฟลาโวนอยด์ ซาโปนิน สเตียรอยด์ และแทนนิน มีประสิทธิภาพการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ให้ค่า 

IC50 เท่ากับ 1.79, 1.97 และ 3.98 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (Sutha et. al. 2016) 

       ฟลาโวนอยด์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ส าคัญ และสูญสลายไปในธรรมชาติได้น้อยกว่า6

สารประกอบฟีนอลิกชนิดอื่นๆ แม้เก็บรักษาไว้นาน มีการวิเคราะห์สารประกอบฟลาโวนอยด์ในใบ

สะระแหน่ ใบทับทิม และใบว่านแร้งคอด าเพื่อแปรรูปเป็นชาสมุนไพร พบว่าใบสะระแหน่และใบว่าน

แร้งคอด ามีฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบ ส่วนยอดและใบอ่อนของทับทิมมีฟลาโวนอยด์เป็น

องค์ประกอบ สารสกัดเอทานอลของใบทับทิมมีปริมาณฟลาโวนอยด์มากที่สุด คือ ระหว่าง 13.10 -

21.55 มิลลิกรัม รองลงมา คือ ใบสะระแหน่ และใบว่านแร้ง คอด า คือ ระหว่าง 8.82 - 17.13 และ 

1.30 - 2.50 มิลลิกรัม ตามล าดับ และผลการแปรรูปเป็นชาสมุนไพร พบว่าเครื่องดื่มชาใบสะระแหน่ 

(พืช 2 กรัม ต่อน้ า 200 มิลลิลิตร) มีปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงที่สุด คือ ประมาณ 100.86 

รองลงมา คือ เครื่องดื่มชาใบทับทิม และเครื่องดื่มชาใบว่านแร้งคอด า คือ ประมาณ 32.53 และ

15.42 มิลลิกรัม ตามล าดับ (ณัฐนนท์ อยู่สถิตย ์และ ชญาดา กลิ่นจันทร์. 2559) 

       มีการศึกษาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมของการสกัดและปริมาณฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และ

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบดาวเรือง โดยการศึกษาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมของ

การสกัดเพื่อวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของใบดาวเรืองสด

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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โดยใช้ระบบตัวท าละลายที่แตกต่างกันทั้งหมด 12 ระบบ พบว่า สารสกัดของระบบ 10% 

EtOH/EtOAc ได้ปริมาณสารสกัดมากที่สุด คือร้อยละ 54 ซึ่งสูงกว่าระบบอื่นเป็น 13 เท่า และการ

วิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกและ ฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี Folin – 

Ciocalteu Colorimetric assay, วิธี Aluminium chloride colorimetric assay และวิธี DPPH 

assay ตามล าดับ พบว่า ปริมาณฟีนอลิกอยู่ในช่วง 51.5-56.0 mg GAE/g crude extract และพบว่า

ระบบ 40-80% H2O/EtOH มีปริมาณมากใกล้เคียงกัน ระบบที่แสดงค่ามากที่สุดคือ 60% 

H2O/EtOH  (IC50= 12.44 ± 0.01 ppm) เมื่อเทียบกับกราฟมาตรฐานของ Gallic acid พบว่ามี 

ปริมาณฟีนอลกิทั้งหมด ในช่วง 13.0-56.0 mg GAE/g crude extract และดังนั้นระบบตัวท าละลาย

ที่เหมาะสมที่สุด มี 2 ระบบ คือ 10% EtOH:EtOAc (ได้ปริมาณสารสกัดมากที่สุด) และ ระบบ 40 - 

60% H2O/EtOH แสดงค่าปริมาณฟินอลิก ฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดีที่สุด (Gallic 

acid คือ 5.80 ppm) (ปิยนุช เจริญผล และ กาญจนา วงศ์กระจ่าง. 2558) 

      มีการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ในสารสกัดตะขบฝรั่งโดยการ

ตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากส่วนราก ล าต้น และใบของตะขบฝรั่งที่สกัดด้วยตัวท า

ละลายแตกต่างกัน คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตต และเมทานอล แล้วตรวจสอบปริมาณฟีนอลิกและฟลา

โวนอยด์รวม ด้วย Folin - Ciocaltue และ Aluminum chloride colorimetric assays ตามล าดับ 

ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย DPPH และ FRAP assays พบว่าสารสกัด methanol ของราก

ตะขบฝรั่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด ทั้งวิธี DPPH และ FRAP และมีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงที่สุด

เช่นกัน ส่วนปริมาณฟลาโวนอยด์พบมากที่สุดในสารสกัดเมทานอลของใบ (อรรถพล พันธ์ุงาม. 2560) 

      Singh et. al. (2010) ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของน้ ามันหอมระเหยจากใบสมบูรณ์ และใบ

อ่อนของ Artemisia scoparia โดยวิธี DPPH radical scavenging ที่ระดับความเข้มข้น 25-200 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าน้ ามันหอมระเหยจากใบสมบูรณ์มีฤทธิ์ด้านอนุมูลอิสระมากกว่าใบอ่อน 

      Afify et. al. (2012) ได้ศึกษากิจกรรมเอนไซม์สารต้านอนุมูลอิสระ  และการเกิด lipid 

peroxidation ที่เป็นตัวชี้วัดในการเก็บรักษาหัวมันฝรั่งโดยใช้น้ ามันหอมระเหยจากกานพลู กับยี่หร่า 

ซึ่งมีสาร carvone และ eugenol เป็นองค์ประกอบหลัก พบว่าน้ ามันหอมระเหยจากยี่หร่า ที่ความ 

เข้มข้น 300 ppm สามารถลดการเกิด lipid peroxidation ในการเก็บรักษาหัวมันฝรั่งได้ดีกว่าน้ ามัน

หอมระเหยจากกานพลูทุกความเข้มข้น 
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       สารประกอบฟีนอลและฟลาโวนอยด์ เช่น cinnamic acid, caffeic acid, sinapic acid, 

ferulic acid และ rosemarinic acid ในโหระพาได้เคยมีการรายงานไว้ (Grayer et. al. 1996) 

องค์ประกอบทางเคมีของใบโหระพามีความแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ ฤดูกาล ปัจจัยด้าน

สิ่งแวดล้อมและพันธุกรรม chemotype และต้นก าเนิดของพืช (Sajjadi. 2006) ตัวท าละลายที่มีขั้ว

ถูกน ามาใช้บ่อยๆ ส าหรับการ recovering polyphenols จากเมทริกซ์ของพืช ตัวท าละลายที่

เหมาะสมที่สุดคือสารผสมของน้ าที่ประกอบด้วย Athanol, Methanol, Acetone และ Ethyl 

Acetate athanol เป็นที่รู้จักว่าเป็นตัวท าละลายที่ดีในการสกัดสารโพลีฟีนอลและปลอดภัยส าหรับ

การบริโภคของมนุษย์ (Quy et. al. 2014) 
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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

 

3.1 อุปกรณ์การทดลอง 
       3.1.1  พืชทดลอง 
             ต้นเสม็ดขาว (Mealaleuca cajuputi Powell)  
         3.1.1.1 สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหาร  
              3.1.1.1.1  สารเคมีที่เป็นองค์ประกอบของอาหารสังเคราะห์สูตร  
                           - MS (Murashige and Skoog. 1962)  
                           - Agar  
                                    - น้ าตาลซูโครส (sucrose)  
               3.1.1.1.2 สารควบคุมการเจริญเติบโต  
                                   - 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) 
                                   - N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea (thidiazuron) (TDZ) 
               3.1.1.1.3 สารเคมี  

                     -  น้ ากลั่น (Distilled water)  
                                   -  เอทานอล (ethanol, C2H5OH)  
                           -  เมทานอล (methanol, CH3OH)  
                                   -  เฮกเซน (hexane)  
                                   -  กรดแกลลิก (Gallic acid) 
                                   -  โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate, Na2CO3 ) 
                                   -  DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)  
                                   -  แอมโมเนีย (Ammonia, NH3 )  
                                   -  โซเดียมไฮดรอกไซต์ (Sodium hydroxide, NaOH) 
                                   -  Folin-Ciocalteu reagent  
                                   -  Quercetin 
                                   -  อะลูมิเนียมคลอไรด์ (Aluminium chloride) 
       3.1.2  อุปกรณ ์
               - หม้อนึ่งอบไอน้ า 
               - ตู้ laminar flow 
               - เครื่องชั่ง 2 และ 4 ต าแหน่ง 
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              - เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)  
               - เครื่องวัดพีเอช (pH-meter) 
               - ช้อนตักสารเคมี  
               - บีกเกอร์ขนาดต่างๆ   
               - ขวดแก้วรูปชมพู่ 
               - แท่งแก้วคนสาร 
               - ช้อนตักสาร 
               - หลอดฟอลคอน 
               - กระดาษฟอยด์ 
               - กระบอกตวง  
               - ปิเปตต์  
               - ขวดใส่อาหารขนาด 4 ออนซ์ 
               - ปากคีบ มีดผ่าตัด 
               - ชั้นวางขวดเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 
               - เครื่อง UV-Vis spectrophotometer 
               - เครื่องผสมสารละลาย(vortex mixer) 
 

3.2  วิธีการทดลอง 
การทดลองที่ 1 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-
D) และ N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea (TDZ) ต่อการชักน าให้เกิดเป็นแคลลัส  
       ท าการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเสม็ดขาวโดยน าชิ้นส่วนกิ่งอ่อนจากนั้นน าใบออกให้เหลอืแต่ก้าน ขนาด 
10-12 เซนติเมตร แล้วน าช้ินส่วนพืชไปผ่านน้ าสะอาด 1 ชั่วโมง ฟอกฆ่าเชื้อด้วย แอลกอฮอล์ 70
เปอร์เซ็นต ์1 นาที คลอร็อกซ์ 30 เปอร์เซ็นต์ 30 นาที แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ครั้งละ 5 
นาที แล้วจึงน าช้ินส่วนมาตัดเป็นข้อที่มีตาติดมา ขนาด 5 เซนติเมตร ในขั้นตอนนี้ท าในสภาพปลอด
เชื้อ  
      หลังจากการฟอกฆ่าเช้ือ น ากิ่งที่มีตาติดมา ตัดเป็นชิ้นขนาด 0.5 เซนติเมตร เลี้ยงบนอาหารแข็ง
สูตร MS ที่เตมิสารควบคุมการเจริญเติบโตประเภทออกซินและไซโทไคนิน ได้แก ่2,4-D ที่ระดับความ
เข้มข้น 0, 0.02, 0.04, 0.06 และ 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับไซโตไคนิน ได้แก ่TDZ ที่ระดับความ
เข้มข้น 0, 0.02, 0.04, 0.06 และ 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร น าเนื้อเยื่อไปเลี้ยงในห้องเพาะเลี้ยงที่ได้รับ
แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน (1,800 ลักซ์) บันทึกผลทุกๆ 1 สัปดาห์  
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         การทดลองนี้จัดสิ่งทดลองด้วยวิธี 5x5 factorial  แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (5x5 
factorial in completely randomized design) มี 3 ซ้ า ซ้ าละ 5 ขวด มี 2 ปัจจัย ก าหนดให้  

ปัจจัย A คือ สารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) 
              a1 = MS (control) 
              a2  = MS + 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร 
              a3  = MS + 2,4-D 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร 
              a4  = MS + 2,4-D 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร 
              a5  = MS + 2,4-D 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร 
       ปัจจัย B คือ สารควบคมุการเจริญเตบิโต N-phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea (TDZ) 
              b1 = MS (control) 
              b2  = MS + TDZ 0.02 มิลลิกรมัต่อลิตร 
              b3  = MS + TDZ 0.04 มิลลิกรมัต่อลิตร 
              b4  = MS + TDZ 0.06 มิลลิกรมัต่อลิตร 
              b5  = MS + TDZ 0.08 มิลลิกรมัต่อลิตร 
 
การบันทึกผล  1. ขนาดแคลลัส ความสูง (เซนติเมตร) และความกว้าง (เซนติเมตร)   
                   2. จ านวนยอดต่อช้ินส่วน 
                   
การทดลองที่ 2 การเพาะเลี้ยงรากของเสม็ดขาวในอาหารเหลวที่สภาพปลอดเชื้อ 
        ศึกษาเปรียบเทียบสูตรอาหารเหลวส าหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 3 สูตร โดยน ามาเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ในปริมาณ 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร 2,4-D ใน
ปริมาณ 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร และมี MS เป็นตัวควบคุม  โดยน ารากของเสม็ดขาวที่เพาะเลี้ยงจาก
ข้อตัดเป็นรากเดี่ยว ความยาว 2 เซนติเมตร โดยในอาหารเหลวใช้ Erlenmeyer Flask ขนาด 125 
มิลลิลิตร มีอาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขย่าบนเครื่องเขย่า 90 รอบต่อนาทีในที่มืดและบันทึกผล
ทุกๆ 1 สัปดาห์  
 
2.1 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) และ N-
phenyl-N’-1,2,3-thidiazol-5-yl urea (TDZ) ต่อการเจริญชักน า hairy root 
         วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) ท า 3 ทรีตเมนต์ๆ ละ 3 
ซ้ าๆ ละ 3 ขวด ดังนี้  
ทรีตเมนต์ที่ 1 เป็นตัวควบคุม คือ MS 
ทรีตเมนต์ที่ 2 อาหารเหลวสูตร MS + TDZ  0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร  
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ทรีตเมนต์ที่ 3 อาหารเหลวสูตร MS + 2,4-D 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 
การบันทึกผล  1. ชั่งน้ าหนักสดของรากด้วยเครื่องช่ังละเอียดทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
                   2. ชั่งน้ าหนักแห้งของราก โดยน ารากไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนแห้ง   
                    เป็นเวลา 12 ชั่วโมง แล้วน าไปชั่งที่เครื่องช่ัง 4 ต าแหน่ง เพื่อหาน้ าหนักแห้ง 
 
การทดลองที่ 3 การศึกษาการพัฒนาของแคลลัสและยอดของเสม็ดขาว 
       โดยเลือกสูตรอาหารที่ดีที่สุดมา 3 สูตร จากการทดลองที่ 1 โดยวางแผนการทดลองแบบ 
completely randomized design (CRD) ท า 3 ทรีตเมนต์ๆ ละ 3 ซ้ าๆ ละ 5 ขวด ดังนี้  
ทรีตเมนต์ที่ 1  อาหารแข็งสูตร MS + TDZ 0.04 + 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ทรีตเมนต์ที่ 2  อาหารแข็งสูตร MS + TDZ 0.06  มิลลิกรัมต่อลิตร 
ทรีตเมนต์ที่ 3  อาหารแข็งสูตร MS + TDZ 0.08 + 2,4-D 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
การบันทึกผล 1. วัดความสูง (เซนติเมตร) และความกว้าง (เซนติเมตร) ของขนาดแคลลัส 
                  2. นับจ านวนการเกิดยอด 

        3. ความสูงยอด 
               

การทดลองที่ 4 การศึกษาปริมาณสารส าคัญ                    
                 4.1 การวิเคราะห์หาปริมาณ eugenol และ cineole ของสารสกัดที่ได้จากใบ 
ของเสม็ดขาวด้วยตัวละลาย เอทานอล (ethanol) 95% เฮกเซน (hexane) และเมทานอล 
(methanol) โดยเปรียบเทียบลักษณะใบ มี 5 ชนิด ได้แก่ 
                       4.1.1 ชิ้นส่วนใบเสม็ดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ 
                       4.1.2. ชิ้นส่วนใบเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (รวมทุกระยะ อายุ 8 ปี) 
           4.1.3. ชิ้นส่วนใบอ่อนเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
           4.1.4. ชิ้นส่วนใบเพสลาดเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ป)ี 
           4.1.5. ชิ้นส่วนใบแก่เสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 

       4.2 การวิเคราะห์หาปริมาณ eugenol และ cineole ของสารสกัดที่ได้จากใบ 
ของเสม็ดขาวด้วยตัวละลาย เอทานอล (ethanol) 95% เฮกเซน (hexane) และเมทานอล 
(methanol) โดยเปรียบเทียบแหล่งที่มาของใบ มี 3 ชนิด ได้แก่ 

   4.2.1 ชิ้นส่วนใบเสม็ดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
   4.2.2 ชิ้นส่วนใบเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (รวมทุกระยะ อายุ 8 ปี) 
   4.2.3 ชิ้นส่วนใบแก่เสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
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       4.3 การวิเคราะห์หาปริมาณ eugenol และ cineole ของสารสกัดที่ได้จากใบ 
ของเสม็ดขาวด้วยตัวละลาย เอทานอล (ethanol) 95% เฮกเซน (hexane) และเมทานอล 
(methanol) โดยเปรียบเทียบเปรียบเทียบอายุใบ มี 3 ชนิด ได้แก่ 

4.3.1 ชิ้นส่วนใบอ่อนเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
4.3.2 ชิ้นส่วนใบเพสลาดเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
4.3.3 ชิ้นส่วนใบแก่เสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 

 
                4.4 การเตรียมตัวอย่างพืช 
                     น าช้ินส่วนของพืชที่ได้จากใบของเสม็ดขาว ไปอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 
8 ชั่วโมงหรือจนกว่าจะแห้ง  
 
                4.5 การเตรียมสารสกัดจากพืชด้วยตัวท าละลาย   
                   ชั่งตัวอย่างพืชที่อบแห้งที่ได้จากส่วนต่างๆ ในปริมาตร 0.3 กรัม แล้วน ามาสกัดด้วยตัว
ละลายชนิดต่างๆ ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ได้ใช้ตัวท าละลายทั้งหมด 3 ชนิด ได้แก่ เอทานอล ความ
เข้มข้น Absolute ethanol 95 %, เฮกเซน (hexane) และเมทานอล (methanol) ความเข้มข้น 
95% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปสกัดโดยวางในเครื่องอัลตราโซนิคเป็นเวลา 30 นาที 
อุณหภูมิที่ใช้อยู่ที่ 40 องศาเซลเซียส ท า 3 ครั้ง เมื่อครบก าหนดเวลาจึงกรองแยกกากออกจากตัวท า
ละลาย  
 
                  4.6 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน eugenol 
                      เตรียม stock ใหญ่ เพื่อน าไป dilute เป็น stock ย่อยๆ โดยใช้ eugenol 100 
ppm และน าไปเจือจางที่ความเข้มข้น  40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 และ 0.75 ppm จากนั้นน า 
Absolute ethanol 95 % น ามาเจือจางจากความเข้มข้นมากไปถึงความเข้มข้นน้อย                                  

 
ภาพที่ 3.1 แผนภาพการเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
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       เมื่อเตรียมสารละลายมาตรฐาน จึงน ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง spectrophotometer uv-vis 
ก่อนใช้เครื่องท าการเปิดเครื่องเพ่ือวอร์ม  
 
                   4.7 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน cineole 
                      เตรียม stock เพื่อน าไป dilute โดยใช ้cineole 100 ppm และน าไปเจือจางที่
ความเข้มข้น 2, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0.006 และ 0 ppm จากนั้นน า Absolute ethanol 95 % 
น ามาเจือจางจากความเข้มข้นมากไปถึงความเข้มข้นน้อย เมื่อเตรียมสารละลายมาตรฐาน จึงน ามา
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง spectrophotometer uv-vis ก่อนใช้เครื่องท าการเปิดเครื่องเพื่อวอร์ม  
 

        4.8 การวิเคราะห์สารส าคัญ 
                      วัดค่า eugenol, cineole ด้วยเครื่อง Spectrophotometry UV-VIS ที่ความยาว
คลื่น 234 นาโนเมตร โดยใช้สาร ethanol 95 %, methanol และ hexane เป็นสารละลาย
มาตรฐาน 
                      4.8.1  การวิเคราะห์หาปริมาณของสารด้วยการใช้เทคนิค UV-VIS 
                             โดยใช้เครื่อง Spectrophotometry UV-VIS รุ่น GENESYS 10s UV-Vis 
เปิดเครื่องก่อนใช้งาน 30 นาที จากนั้นน า cuvette quartz มาใส่ตัวอย่าง และเริ่มวัดค่า blank 
จากนั้นกดที่เครื่องเพื่อปรับค่า blank เป็น 0 และน าตัวอย่างในแต่ละทรีทเม้นท์มาวัดค่า โดยใช้  
cuvette quartz อันใหม่ในการวัดสารแต่ละความเข้มข้น จากนั้นจึงอ่านค่าที่ไ ด้จากเครื่อง 
Spectrophotometry UV-VIS 
                                 ค่าดูดกลืนแสงควรอยู่ในช่วงที่พอเหมาะ เพื่อให้ถูกต้องคือ ควรอยู่ในช่วง 
0.1-1.0 ถ้าสารละลายเจือจางเกินไปจะวัดค่าแอบเซอร์แบนซ์ได้น้อย แต่ถ้าสารละลายเข้มข้นมาก
เกินไปจะใช้วิธีเจือจาง  
 
                 4.9  การวางแผนการทดลอง 

                 การทดลองนี้จัดสิ่งทดลองด้วยวิธี 5x3 factorial  แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(5x3 factorial in completely randomized design) มี 2 ปัจจัย ก าหนดให้ 

การทดลองที่ 4.1. ลัษณะของใบ 
ปัจจัย A คือชิ้นส่วนของพืช 

              a1 = ชิ้นส่วนใบเสม็ดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
              a2  = ชิ้นส่วนใบเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (รวมทุกระยะ อายุ 8 ปี) 
              a3  = ชิ้นส่วนใบออ่นเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
              a4  = ชิ้นส่วนใบเพสลาดเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
33 

 

 
 

              a5  = ชิ้นส่วนใบแก่เสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
      ปัจจัย B คือตัวท าละลาย 
              b1 = ethanol 
              b2 = hexane 
              b3 = methanol 
 

       การทดลองนี้จัดสิ่งทดลองด้วยวิธี 3x3 factorial  แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (3x3 
factorial in completely randomized design) มี 2 ปัจจัย ก าหนดให้ 

การทดลองที่ 4.2 แหล่งที่มาของใบ 
ปัจจัย A คือชิ้นส่วนของพืช 
        a1 = ชิน้ส่วนใบเสม็ดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ 
        a2 = ชิน้ส่วนใบเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (รวมทุกระยะ อายุ 8 ปี) 
        a3 = ชิน้ส่วนใบแก่เสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
ปัจจัย B คือตวัท าละลาย 
        b1 = ethanol 
        b2 = hexane 
        b3 = methanol 
 

       การทดลองนี้จัดสิ่งทดลองด้วยวิธี 3x3 factorial  แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (3x3 
factorial in completely randomized design) มี 2 ปัจจัย ก าหนดให้ 

การทดลอง 4.3  เปรียบเทียบอายุใบ 
ปัจจัย A คือชิ้นส่วนของพืช 
        a1 = ชิน้ส่วนใบอ่อนเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ 1 ปี) 
        a2 = ชิน้ส่วนใบเพสลาดเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
        a3 = ชิน้ส่วนใบแก่เสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
ปัจจัย B คือตวัท าละลาย 
        b1 = ethanol 
        b2 = hexane 
        b3 = methanol 
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                  4.10  การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี radical scavenging activity 
(DPPH) 
                     การเตรียมสารละลาย DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) โดยชั่ง DPPH 
0.0039 กรมั ละลายด้วย ethanol ริสุทธิ์ 100 มิลลิลิตร จากนั้นท าการทดสอบสารตัวอย่างที่ได้สกัด
ไว้ โดยผสมสารละลายตัวอย่าง 2 มิลลิลิตร กับสารละลาย DPPH 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน และตั้ง
ทิ้งไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟมิเตอร์ 
จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ มาค านวณหาเปอร์เซ็นต์จากสมการ 

                       4.10.1  การเตรียมสารละลาย DPPH เข้มข้น 0.1 มิลลิโมลต่อลิตร  

                              ชั่ง DPPH มา 0.0039 กรัม ละลายด้วยเอทานอลบริสุทธิ ์ เทลงในขวดวัด
ปริมาตร ขนาด 100 มิลลลิิตร ปรับปริมาตรด้วยเอทานอลจนครบปรมิาตร 100 มิลลิลิตร 

                         4.10.2  ขั้นตอนการเติมสารละลายเพื่อทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
DPPH Radical Scavenging Assay 

                               ท าการเตรียม Bank โดยใช้ Ethanol 4 มิลลิลิตร จะมีหลอด Control ที่
เติมสารละลาย DPPH ใน Absolute Ethanol 2 มิลลิลิตร และ ethanol 2 มิลลิลิตร และในหลออด 
Test Sample เติมสารละลาย DPPH 3 มิลลิลิตร กับสารละลายตัวอย่าง 2 มิลลิลิตร (0.125 % และ 
0.06 %) และ Ethanol 2 มิลลิลิตร กับสารละลายตัวอย่าง 2 มิลลิลิตร (0.125 % และ 0.06 %) 
ผสมสารทุกหลอดให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที ในที่มืด  

                       4.10.3 การบันทึกผล และการวิเคราะห์ผลการทดลอง 

                               น าค่าดูดกลืนแสงที่ได้ค านวณหาเปอร์เซ็นความสามารถในการต้าน    
อนุมูลอิสระ DPPH (scavenging capacity) วัดที่ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร 
ท าการทดลอง 3 ซ้ า หลังจากน้ันค านวณหาร้อยละของฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระดังนี้ คือ  

 

ค านวณหา % DPPH Scavenging =      
 𝐴 𝐵   𝐶 𝐷 

 𝐴 𝐵 
 × 100 
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ก าหนดให้ 
A = ค่าดูดกลืนแสงของ DPPH ที่ไม่ได้ท าปฏิกิริยากับสารละลายตวัอย่างจากเสม็ดขาว 
B = ค่าดูดกลืนแสงของ ethanol 
C = ค่าดูดกลืนแสงของ DPPH ที่ท าปฏิกิริยากับสารละลายตัวอย่างจากเสม็ดขาว 
D = ค่าดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างจากเสม็ดขาวใน ethanol 

                       4.10.4  การวางแผนการทดลอง 
                                วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) ท า 
5 ทรีตเมนต์ๆ ละ 3 ซ้ าๆ ดังนี้  
 
ทรีตเมนต์ที่ 1  ช้ินส่วนใบเสมด็จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
ทรีตเมนต์ที่ 2  ช้ินส่วนใบเสมด็จากสภาพธรรมชาติ (รวมทุกระยะ อายุ 8 ปี) 
ทรีตเมนต์ที่ 3  ช้ินส่วนใบอ่อนเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
ทรีตเมนต์ที่ 4  ช้ินส่วนใบเพสลาดเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
ทรีตเมนต์ที่ 5  ช้ินส่วนใบแก่เสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
 
                   4.11  การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
                          น าสารละลายตัวอย่างจ านวน 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร 
แล้วเติมน้ ากลั่น 4.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย Folin-ciocalteu reagent 0.5 มิลลิลิตร และเติม 
Sodium cabonate เข้มข้น 7.5 % ตั้งทิ้งไว้ในที่มืด 1 ชั่วโมง  

                        4.11.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

                                   การเตรียมสารละลายมาตรฐานของกรดแกลลิกเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ท าโดย ละลายกรดแกลลิก (Gallic acid) น าไปชั้งที่ 0.056 กรัม ละลายในเอทานอล 10 
มิลลิลิตรเทลงในขวดวัด ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสารละลายด้วยเอทานอลจน
ครบ 100 มิลลิลิตร  

                                   การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ระดับความเข้มข้น 0.1, 
0.075, 0.05, 0.025 และ 0.0125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานของกรดแกลลิ
กเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรมา 3, 2.5, 2, 1.5, 1, 0.5 และ 0.25 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดฟอลคอน
ขนาด 15 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยเอทานอลจนครบ 10 มิลลิลิตร 
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                       4.11.2 การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) เข้มข้น 7.5 % w/ v 

                               ชั่งโซเดียมคาร์บอเนต 7.5 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น ลงในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 100 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร 

                       4.11.3 การสร้างกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 

                                โดยปิเปตน้ ากลั่น 4.5 มิลลิลิตรในหลอดทดลองตามด้วยสารละลาย
มาตรฐานกรดแกลลิกที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย Folin-
Ciocalteu Reagent 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 5 วินาที จากนั้นเติมสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนต 7.5 % w/ v ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วตั้งทิ้งไว้ในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง 1 
ชั่วโมง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 765 นาโนเมตร (Nm) โดยใช้เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 

                       4.11.4 การเตรียมสารละลายตัวอยา่ง 

                                น าสารสกัดจากใบของเสม็ดขาวปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาท าปฏิกิริยากับ 
Folin-Ciocalteu reagent ที่ stock ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เติมสารละลาย Folin-
Ciocalteu Reagent 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 7.5 % w/ v ปริมาตร 
4 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วตั้งทิ้งไว้ในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแล้วจึงน า
สารละลาย ที่เตรียมไปวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์ ส าหรับสารละลายตัวที่เป็นแบลงค์ใช้เอทานอลแทนสารละลายตัวอย่าง ท าการวิเคราะห์ 
3 ซ้ า และจากนั้นจึงน าค่าการดูดกลืนแสงมาวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกโดยค านวณจากสมการ
มาตรฐานของกรดแกลลิก ของสารสกัดน้ าเทียบกับกราฟของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น 
0.1, 0.075, 0.05, 0.025 และ 0.0125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

                       4.11.5 การบันทึกผล และการวิเคราะห์ผลการทดลอง 

                                วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร และค านวณหาปริมาณ 
Total phenolic โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานของ gallic acid ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.075, 
0.05, 0.025, 0.0125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น าค่าการดูดกลืนแสงทั้งหมด 3 ซ้ า และค านวณปริมาณ
สารฟินอลิกในสารสกัด เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของ
กรดแกลลิกต่อกรัมของสารสกัด (mg of gallic acid equivalent/g of extract)  
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                       4.11.6 การวางแผนการทดลอง 

                          วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) ท า 5 
ทรีตเมนต์ๆ ละ 3 ซ้ าๆ ดังนี้  

 
ทรีตเมนต์ที่ 1  ช้ินส่วนใบเสมด็จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
ทรีตเมนต์ที่ 2  ช้ินส่วนใบเสมด็จากสภาพธรรมชาติ (รวมทุกระยะ อายุ 8 ปี) 
ทรีตเมนต์ที่ 3  ชิ้นส่วนใบอ่อนเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
ทรีตเมนต์ที่ 4  ช้ินส่วนใบเพสลาดเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
ทรีตเมนต์ที่ 5  ช้ินส่วนใบแก่เสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
      
                   4.12 การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์ 

                             เตรียมสารละลายของสารสกัดเข้มข้น 0.5 มิลลิลิตร ท าปฏิกิริยากับรีเอเจนต์
ต่าง ๆ ตามวิธีการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของ Wolfe et al. (2003) หลังจากนั้น น าค่า
การดูดกลืนแสงทั้งหมด 3 ซ้ า ที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร เทียบกับกราฟของสารละลาย
มาตรฐาน Quercetin 80, 60, 40, 20 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค านวณปริมาณฟลาโวนอยด์
โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานเควอซิทินในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของแคทีชิน
ต่อกรัมของสารสกัด (mg of gallic acid equivalent/g of extract)  

                       4.12.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

                              การเตรียมสารละลายมาตรฐานของ Quercetin เข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ท าโดย ละลาย Quercetin น าไปชั้งที่ 0.0026 กรัม ละลายในเอทานอล 10 มิลลิลิตรเทลง
ในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสารละลายด้วยเอทานอลจนครบ 25 
มิลลิลิตร  
                              การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Quercetin ทีร่ะดับความเข้มข้น 100, 75, 
50, 25, 10 และ 5 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานของ Quercetin เขม้ข้น 
100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร มา 5, 3.75, 2.5, 1.25, 0.5, และ 0.25 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดฟอลคอน
ขนาด 15 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยเอทานอล จนครบ 10 มิลลิลิตร  
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                       4.12.2 การสร้างกราฟมาตรฐานของ Quercetin  

                                สร้างกราฟมาตรฐาน quercetin โดยวิธี Aluminium nitrate colorimetric 
method โดยปิเปต 5% NaNO2 0.1มิลลิลิตร ลงในสารละลาย quercetin ใน methanol 0.5 และ 
0.25 มิลลิลิตร เจือจางด้วยน้ ากลั่น 2.25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ 6 นาที เติม 10% อะลูมิเนียมคลอไรด์ 
Al(NO3)3 0.2 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นเติม 1M โซเดียมไฮดรอกไซต์ NaOH 1 มิลลิลิตร เขย่า
ให้เข้ากัน และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 510 นาโนเมตร 

                       4.12.3 การบันทึกผล และการวเิคราะห์ผลการทดลอง 

                                วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร และค านวณหาปริมาณ  
ฟลาโวนอยด์โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานของ quercetin ที่ความเข้มข้น 100, 75, 50, 25, 
10 และ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าค่าการดูดกลืนแสงทั้งหมด 3 ซ้ า และค านวณปริมาณ         
ฟลาโวนอยด์โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานเควอซิทินในหน่วยมิลลิกรัมสมมูล
ของแคทีชินต่อกรัมของสารสกัด (mg of gallic acid equivalent/g of extract)  

                       4.12.4 การวางแผนการทดลอง 

                         วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) ท า 5 
ทรตีเมนต์ๆ ละ 3 ซ้ าๆ ดังนี้  

 
ทรีตเมนต์ที่ 1  ช้ินส่วนใบเสมด็จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
ทรีตเมนต์ที่ 2  ช้ินส่วนใบเสมด็จากสภาพธรรมชาติ (รวมทุกระยะ อาย ุ8 ปี) 
ทรีตเมนต์ที่ 3  ช้ินส่วนใบอ่อนเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
ทรีตเมนต์ที่ 4  ชิ้นส่วนใบเพสลาดเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 
ทรีตเมนต์ที่ 5  ช้ินส่วนใบแก่เสม็ดจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 

                       4.12.5 การวิเคราะขอ้มูล  
                               น าข้อมูลที่ได้มาวเิคราะห์ค่าทางสถิติโดยวิธี Analysis of Varience 
(ANOVA) เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan New Multiple Range Test (DMRT) ในระดับ
ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต ์
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต   

     4.1.1 เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลสั  

                จากการศึกษาโดยท าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเสม็ดขาว โดยใช้กิ่งอ่อนเป็นชิ้นส่วนเริ่มต้น 
น ามาเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เมื่อพิจารณาผลของ 2,4-D พบว่า ที่ทุกระดับความเข้มข้นมีการเกิด
ของแคลลัสตั้งแต่สัปดาห์ที่4 แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่4.1) เมื่อ
พิจารณาผลของ TDZ พบว่า ที่ความเข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร ชิ้นส่วนมีเปอร์เซ็นต์การเกิด
แคลลัสมากที่สุด 88.00 เปอร์เซ็นต์ และมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
กับ TDZ ความเข้มข้นอื่นๆ ในสัปดาห์ที่ 8 (ตารางที่4.1) และเมื่อพิจารณาผลของ 2,4-D ร่วมกับ 
TDZ ได้แก่ 2,4-D ที่ระดับความเข้มข้นของ 0, 0.02, 0.04, 0.06 และ 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.02, 0.04, 0.06 และ 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์
พบว่า ทุกสัปดาห์เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ       
(ตารางที่4.1) (ภาพที่4.1) โดยการใช้ 2,4-D เพียงอย่างเดียว พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส      
ต่ ากว่า 55 เปอร์เซ็นต์ แต่อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลัสที่เกิดขึ้นมีขนาด
เล็กและไม่สามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ในสัปดาห์ที่ 6 (ตารางที่ 4.1) (ภาพที่ 4.2) ส่วนการใช้ 2,4-D 
ร่วมกับ TDZ เปอร์เซ็นต์ชิ้นส่วนการเกิดแคลลัสค่อนข้างสูงทุกความเข้มข้น และมีอัตราการรอดชีวิต
สูงที่สุดคือ สูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต  2,4-D ที่ระดับความเข้มข้น 0.06 และ 0.08 
มิลลิกรัมต่อลิตร และ MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ร่วมกับ TDZ 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ชิ้นส่วนมีเปอร์เซ็นต์การเกิดของแคลลัส 100 เปอร์เซ็นต์  
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ภาพที่ 4.1 การชักน าแคลลัสและยอดบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเตบิโต 2,4-D 
และTDZ หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.2 ลักษณะการเจริญเติบโตของเสม็ดขาวในสภาพปลอดเช้ือที่เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ 0.08 ร่วมกับ 2,4-D 0.08 มิลลิกรัมตอ่ลิตรในสัปดาห์ที่แตกต่างกัน 
เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห ์(A-D) และบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แคลลัส
เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเข้มและตายไป (E) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.1 ผลของอาหารสูตร MS ที่เตมิ 2,4-D และ TDZ ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ต่อการเกิด 
แคลลสัในการเพาะเลี้ยงข้อเสม็ดขาวในสัปดาห์ที่ 4-8 

2,4-D   0 TDZ            0 00.00±00.00f 00.00±00.00g 00.00±00.00g 
0.02 0 6.67±11.54f 0.00±0.00g 0.00±0.00g 
0.04 0 46.67±30.55cde 46.67±30.55cdef 46.67±30.55cdef 
0.06 0 53.33±30.55cde 53.33±30.55cdef 53.33±30.55cdef 
0.08 0 20.00±34.64ef 20.00±34.64fg 20.00±34.64fg 
    0                 0.02 66.67±11.54abcd 66.67±11.54abcd 66.67±11.54abcd 
0.02 0.02 46.67±11.54cde 46.67±11.54cdef 46.67±11.54cdef 
0.04 0.02 53.33±41.63cde 53.33±41.63cdef 53.33±41.63cdef 
0.06 0.02 20.00±0.00ef 26.66±11.54efg 26.66±11.54efg 
0.08 0.02 33.33±30.55def 33.33±30.55defg 33.33±30.55defg 
   0                 0.04 60.00±20.00bcd 60.00±20.00bcde 60.00±20.00bcde 
0.02 0.04 86.67±11.54abc 86.67±11.54abc 86.67±11.54abc 
0.04 0.04 46.67±30.55cde 46.67±30.55cdef 46.67±30.55cdef 
0.06 0.04 80.00±20.00abc 80.00±20.00abc 80.00±20.00abc 
0.08 0.04 86.67±11.54abc 86.67±0.35abc 86.67±0.35abc 
    0                 0.06 86.67±11.54abc 86.66±11.54abc 86.66±11.54abc 
0.02 0.06 86.76±11.54abc 86.66±11.54abc 86.66±11.54abc 
0.04 0.06 60.00±20.00bcd 60.00±20.00bcde 60.00±20.00bcde 
0.06 0.06 86.67±23.09abc 86.67±23.09abc 86.67±23.09abc 
0.08 0.06 93.33±11.54ab 93.33±11.54ab 93.33±11.54ab 
    0                 0.08 73.33±11.54abc 73.33±11.54abc 73.33±11.54abc 
0.02 0.08 86.67±11.54abc 86.67±11.54abc 86.67±11.54abc 
0.04 0.08 80.00±20.00abc 80.00±20.00abc 80.00±20.00abc 
0.06 0.08 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 
0.08 0.08 100.00±0.00a 100.00±0.00a 100.00±0.00a 

F-test ** **               ** 
cv (%) 32.26 32.26             32.26 

 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
ns ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ** มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
 

ความเข้มข้น 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

เปอร์เซ็นการเกิดแคลลัส (±SE) 1/ 
สัปดาห์ 

       4             6                8 
2,4-D                0 57.33±32.83a 57.33±32.83a 57.33±32.83a 

 0.02 62.66±34.53a 61.33±36.61a 61.33±36.61a 
 0.04 57.33±28.14a 57.33±28.14a 57.33±28.14a 
 0.06 68.00±33.63a 69.33±31.95a 69.33±31.95a 
 0.08 66.66±39.03a 66.66±39.03a 66.66±39.03a 

F-test  ns ns ns 
TDZ                0 25.33±30.67d 24.00±31.35d 24.00±31.35d 

 0.02 44.00±26.40c 45.33±25.59c 45.33±25.59c 
 0.04 72.00±23.66b 72.00±23.66b 72.00±23.66b 
 0.06 82.66±18.30ab 82.66±18.30ab 82.66±18.30ab 
 0.08 88.00±14.73a 88.00±14.73a 88.00±14.73a 

F-test  ** ** ** 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.1.2  ความสูงของแคลลัส 

            จากการศึกษาเกี่ยวกับความสูงของแคลลัสที่เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในสูตรอาหารที่แตกต่างกัน
โดยน าเน้ือเยื่อเสม็ดขาวมาเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่เติม 2, 4-D ที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.02, 0.04, 
0.06 และ 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.02, 0.04, 0.06 และ 0.08 
มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อพิจารณาผลของ 2,4-D พบว่า การใช้ 2,4-D ที่ระดับความเข้มข้นต่ าส่งผลให้
ความสูงของแคลลัสเพิ่มขึ้น ในขณะที่ผลของ TDZ ที่ระดับความเข้มข้นสูงดีกว่าที่ความเข้มข้นต่ า 
(ตารางที่ 4.2) และเมื่อพิจารณาผลของ 2,4-D ร่วมกับ TDZ 2, 4-D ที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.02, 
0.04, 0.06 และ 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.02, 0.04, 0.06 และ 
0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า ในอาหารที่มี 2,4-D และ TDZ ร่วมกัน เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 2 
สัปดาห์ ทุกระดับความเข้มข้นมีผลต่อการเกิดแคลลัส แคลลัสมีลักษณะเป็นก้อนเหลืองมีสีเขียวอ่อน
ถึงเข้มและมียอดเกิดขึ้น ก้อนแคลลัสที่ได้ในแต่ละความเข้มข้นมีขนาดที่แตกต่างกัน ในสัปดาห์ที่ 4 
พบว่า อาหารสูตร MS ที่เติม TDZ  0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้ โดย
แคลลัสมีความสูงเฉลี่ยสูงสุด 2.75 เซนติเมตร แคลลัสมีความสูงกว่าแคลลัสในอาหารสูตรอื่น อย่างมี
นัยส าคัญยิ่ง รองลงมาคือความเข้มข้น TDZ 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร และพบว่าสูตรอาหารที่มี TDZ 
เพียงอย่างเดียวมีขนาดความสูงของแคลลัสมากที่สุดในสัปดาห์ที่ 4 และไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
และเมื่อเลี้ยงบนสูตรอาหารที่มี 2,4-D ร่วมกับ TDZ พบว่าขนาดของแคลลัสเล็กกว่าสูตรที่เติม TDZ 
เพียงอย่างเดียว (ภาพที่ 4.3) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.3 ลักษณะการเจริญเติบโตของเสม็ดขาวในสูตรอาหาร MS ที่เตมิ  TDZ 0.04 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร (A) และ MS ที่เติม TDZ  0.02 มิลลกิรัมต่อลติร (B) หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห ์
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.2 ผลของอาหารสูตร MS ที่เตมิ 2,4-D และ TDZ ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ต่อความสูง
แคลลสัในการเพาะเลี้ยงข้อเสม็ดขาวในสัปดาห์ที่ 4-8 

2,4-D      0 TDZ     0 0.00±0.00i 0.00±0.00i 0.00±0.00g 
0.02 0 0.00±0.00i 0.00±0.00i 0.00±0.00g 
0.04 0 1.73±0.41cdefg 2.25±0.31cdefg 2.34±0.32cdef 
0.06 0 1.01±0.67gh 1.42±0.71gh 1.66±0.73f 
0.08 0 0.28±0.49hi 0.44±0.75i 0.48±0.84g 
    0          0.02 2.75±0.43a 3.30±0.27ab 3.38±0.28ab 
0.02 0.02 2.39±1.04abcd 2.76±0.47bcdef 2.85±0.93abcde 
0.04 0.02 1.77±0.69bcdefg 2.02±0.59defgh 2.22±0.52def 
0.06 0.02 1.36±0.56efg 2.06±0.80defgh 2.20±0.75def 
0.08 0.02 0.29±0.31hi 0.43±0.43i 0.50±0.50g 
   0         0.04 2.71±0.46ab 3.38±0.34a 3.52±0.28a 
0.02 0.04 2.31±0.43abcde 2.92±0.63abcd 3.08±0.44abcd 
0.04 0.04 1.33±0.07fg 1.32±0.30h 1.71±0.29f 
0.06 0.04 1.75±0.60cdefg 2.20±0.47cdefgh 2.31±0.49def 
0.08 0.04 1.32±0.52fg 1.68±0.87fgh 2.05±0.68ef 
    0          0.06 2.18±0.42abcdef 2.72±0.37abcde 2.96±0.34abcde 
0.02 0.06 1.76±0.31cdefg 2.33±0.42cdefg 2.41±0.24cdef 
0.04 0.06 2.15±0.86abcdef 2.81±0.80abcde 2.99±0.80abcde 
0.06 0.06 1.56±0.54defg 1.87±0.46efgh 2.07±0.49ef 
0.08 0.06 1.63±0.07cdefg 1.94±0.05efgh 2.14±0.06def 
    0         0.08 2.56±0.43abc 3.04±0.19abc 3.27±0.06abc 
0.02 0.08 1.86±0.29abcdefg 2.01±0.27defgh 2.14±0.30def 
0.04 0.08 2.43±0.28abcd 2.64±0.37abcde 2.90±0.42abcde 
0.06 0.08 2.00±0.04abcdef 2.19±0.11cdefgh 2.35±0.06cdef 
0.08 0.08 2.15±0.32abcdef 2.31±0.37cdefg 2.50±0.42bcdef 

F-test 
 

  ** ** ** 
cv (%) 

 
29.35 24.3 22.67 

 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
**มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
 

ความเข้มข้น ความสูงแคลลัส (เซนติเมตร) (±SE) 1/ 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) สัปดาห์ 

 
4            6          8 

2,4-D 0 2.04±1.12a 2.48±1.33a 2.62±1.38a 

 
0.02 1.66±1.00b 1.94±1.10b 2.09±1.21b 

 
0.04 1.88±0.68ab  2.21±0.69b 2.43±0.64ab 

 
0.06 1.85±0.51b 1.95±0.56ab 2.12±0.54b 

 
0.08 1.14±0.37c 1.36±0.94c 1.53±1.01c 

F-test 
 

                **            **                    ** 
TDZ 0 0.60±0.78c 0.82±1.00c 0.89±1.07c 

 
0.02 1.71±1.04b 2.05±1.06b 2.23±1.14b 

 
0.04 1.88±0.68ab  2.30±0.92ab 2.53±0.79ab 

 
0.06 1.85±0.51ab 2.33±0.57ab 2.51±0.56ab 

 
0.08 2.20±0.37a 2.44±0.44a 2.63±0.49a 

F-test   **            **          ** 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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     4.1.3  ความกว้างของแคลลัส 

               จากการศึกษาเกี่ยวกับความกว้างแคลลัสในสูตรอาหารที่แตกต่างกันโดยท าการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเสม็ดขาว น ามาเลี้ยงบนสูตรอาหาร ที่เติม 2, 4-D ที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.02, 
0.04, 0.06 และ 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.02, 0.04, 0.06 และ 
0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อพิจารณาผลของ 2,4-D พบว่า การใช้ 2,4-D ที่ระดับความเข้มข้นต่ าส่งผล
ให้ความสูงของแคลลัสเพิ่มขึ้น ในขณะที่ผลของ TDZ ที่ระดับความเข้มข้นสูงดีกว่าที่ความเข้มข้นต่ า 
(ตารางที่ 4.3) และเมื่อพิจารณาผลของ 2,4-D ร่วมกับ TDZ 2,4-D ที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.02, 
0.04, 0.06 และ 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.02, 0.04, 0.06 และ 
0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า ในอาหารที่มีทั้ง 2,4-D และ TDZ ร่วมกัน 
เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ ทุกระดับความเข้มข้นมีผลต่อการเกิดแคลลัส มีลักษณะเป็น
ก้อนเหลืองที่มีสีเขียวอ่อนถึงเข้ม และก้อนแคลลัสที่ได้ในแต่ละสูตรมีลักษณะขนาดที่แตกต่างกัน เมื่อ
อายุครบ 4 สัปดาห์ พบว่า ในอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าให้เกิด
แคลลัสโดยมีลักษณะความกว้างของแคลลัสเฉลี่ยที่สูงสุด 1.49 เซนติเมตร ซึ่งมีความกว้างมากกว่า
อาหารสูตรอื่นอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง รองลงมาคือความเข้มข้น TDZ 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร และพบว่า
สูตรอาหารที่มี TDZ เพียงอย่างเดียวมีขนาดความกว้างของแคลลัสมากที่สุดในสัปดาห์ที่ 4 และไม่มี
ความแตกต่างทางสถิติ (ตารางที่ 4.3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.3 ผลของอาหารสูตร MS ที่เตมิ 2,4-D และ TDZ ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ต่อความ
กว้างแคลลัสในการเพาะเลี้ยงข้อเสม็ดขาวในสัปดาห์ที่ 4-8 

ความเข้มข้น ความกว้างแคลลัส (เซนติเมตร) (±SE) 1/ 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) สัปดาห์ 

 
4 6 8 

2,4-D 0 0.99±0.56a 1.09±0.59a 1.20±0.65a 

 
0.02 0.68±0.41b 0.75±0.44b 0.86±0.50b 

 
0.04 0.73±0.26b 0.85±0.28b 0.91±0.29b 

 
0.06 0.59±0.21bc 0.72±0.20b 0.79±0.19b 

 
0.08 0.48±0.31c 0.50±0.32c 0.53±0.34c 

F-test   ** ** ** 
TDZ 0 0.23±0.28c 0.28±0.33c 0.32±0.36c 

 
0.02 0.71±0.44b 0.80±0.44b 0.88±0.50b 

 
0.04 0.90±0.40a 0.97±0.39a 1.04±0.43ab 

 
0.06 0.81±0.27ab 0.90±0.32ab 0.97±0.33ab 

 
0.08 0.83±0.19ab 0.95±0.23ab 1.09±0.26a 

F-test   ** ** ** 

2,4-D       0 TDZ            0 0.00±0.00k 0.00±0.00h 0.00±0.00g 
0.02 0 0.00±0.00k 0.00±0.00h 0.00±0.00g 

0.04 0 0.61±0.18efghi 0.73±0.16cdef 0.75±0.12f 

0.06 0 0.37±0.12ijk 0.50±0.11fg 0.65±0.14f 

0.08 0 0.16±0.28jk 0.18±0.32gh 0.20±0.34g 
    0                 0.02 1.28±0.33ab 1.31±0.28ab 1.53±0.32ab 

0.02 0.02 0.98±0.35bcdef 1.03±0.37bcd 1.08±0.37cdef 

0.04 0.02 0.63±0.15efghi 0.73±0.25cdef 0.80±0.26ef 
0.06 0.02 0.48±0.12hij 0.75±0.22cdef 0.78±0.17f 

0.08 0.02 0.19±0.17jk 0.20±0.18gh 0.20±0.18g 

   0                 0.04 1.49±0.16a 1.55±0.09a 1.65±0.20a 
0.02 0.04 1.03±0.12bcde 1.10±0.19bc 1.25±0.16abcd 
0.04 0.04 0.60±0.30fghi 0.69±0.30def 0.71±0.32f 
0.06 0.04 0.77±0.28cdefghi 0.88±0.20cdef 0.92±0.24cdef 
0.08 0.04 0.60±0.27fghi 0.65±0.27def 0.69±0.30fg 
    0                 0.06 1.15±0.24abc 1.34±0.19ab 1.45±0.15ab 
0.02 0.06 0.75±0.18defghi 0.85±0.19cdef 0.92±0.20def 
0.04 0.06 0.86±0.36cdefgh 1.00±0.33bcde 1.05±0.31cdef 
0.06 0.06 0.57±0.15ghi 0.61±0.18ef 0.68±0.22f 
0.08 0.06 0.72±0.11defghi 0.73±0.12cdef 0.77±0.08f 
    0                 0.08 1.07±0.17bcd 1.27±0.06ab 1.40±0.07abc 
0.02 0.08 0.65±0.12efghi 0.78±0.05cdef 1.07±0.34cdef 
0.04 0.08 0.96±0.17bcdefg 1.12±0.19bc 1.22±0.15bcde 
0.06 0.08 0.77±0.05cdefghi 0.85±0.04cdef 0.95±0.05def 
0.08 0.08 0.72±0.12defghi 0.74±0.11cdef 0.82±0.14ef 

F-test   ** ** ** 
cv (%)   29.69 26.18 25.92 

 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % **มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.1.4  จ านวนการเกิดยอดที่เกิดใหม่ต่อชิ้นส่วน 

         ผลการเกิดยอดใหม่ของชิ้นเนื้อเยื่อของเสม็ดขาว หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารที่แตกต่างกัน
เป็นเวลา 8 สัปดาห์ โดยน ามาเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่เติม 2,4-D ร่วมกับ TDZ เมื่อพิจารณาผล
ของ 2,4-D เพียงอย่างเดียว พบว่า มีจ านวนการเกิดยอดดีที่สุดในสัปดาห์ที่ 4 และ 6 และมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4.4) เมื่อเปรียบเทียบกับ 2,4-D ความเข้มข้นอื่นๆ 
และจ านวนการเกิดยอดยังเกิดเพิ่มขึ้นอีกในสัปดาห์ที่ 8 โดยการใช้ 2,4-D ที่ระดับความเข้มข้น        
0 มิลลิกรัมต่อลิตร มีจ านวนการเกิดยอดดีที่สุด 3.68 ยอดต่อชิ้นส่วน และมีความแตกต่างกันทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบกับ 2,4-D ความเข้มข้นอื่นๆ (ตารางที่ 4.4) เมื่อพิจารณาผลของ TDZ พบว่าการใช้ 
TDZ ที่ความเข้มข้น 0.04 และ 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร มีจ านวนการเกิดยอดดีที่สุดในสัปดาห์ที่ 4 และ 
6  และมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4.4) เมื่อเปรียบเทียบกับ TDZ ความ
เข้มข้นอื่นๆ และมีจ านวนการเกิดยอดเกิดเพิ่มขึ้นอีกในสัปดาห์ที่ 8 โดยการใช้ TDZ ที่ระดับความ
เข้มข้น 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีจ านวนการเกิดยอดดีที่สุด 2.73 ยอดต่อชิ้นส่วน และมีความ
แตกต่างกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ TDZ ความเข้มข้นอื่นๆ (ตารางที่ 4.4) และเมื่อพิจารณาผล
ของ 2,4-D ร่วมกับ TDZ พบว่าในช่วงสัปดาห์ที่ 1 ถึงสัปดาห์ที่ 2 ชิ้นส่วนเนื้อเยื่อของเสม็ดขาวยังไม่มี
การเจริญเติบโตของยอดใหม่ในทุกสูตรอาหาร แต่เมื่อชิ้นส่วนข้อมีอายุ 4 สัปดาห์ พบว่าชิ้นส่วนข้อมี
การเจริญเติบโตของแคลลัสและพัฒนาเป็นยอดเกิดขึ้น เมื่ออายุครบ 6 สัปดาห์ จากการพิจารณาค่า
ทางสถิติพบว่า ชิ้นส่วนที่เลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่เติม TDZ 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร แคลลัสของเสม็ด
ขาวมีจ านวนการเกิดยอดเฉลี่ย เท่ากับ 3.33 ยอดต่อชิ้นส่วนมากที่สุด และรองลงมาพบว่าบนสูตร
อาหาร TDZ 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการเกิดยอด 2.50 ยอดต่อชิ้นส่วน โดยไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ เมื่ออายุครบ 8 สัปดาห์พบว่า แคลลัสมีการเกิดยอดมากที่สุดเฉลี่ย 7.16 ยอดต่อชิ้นส่วน 
(ภาพที่ 4.4) บนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร รองลงมาพบว่าบนสูตรอาหาร 
MS  ที่เติม TDZ 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการเกิดยอด 3.66 ยอดต่อชิ้นส่วน และไม่มีความแตกต่าง
กันทางสถิติ และลักษณะยอดที่ได้มีลักษณะที่แตกต่างกัน แคลลัสที่อยู่บนอาหารที่แตกต่างกันได้
แคลลัสที่แตกต่างกัน (ภาพที่ 4.4) 
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ภาพที่ 4.4 ลักษณะการเจริญเติบโตของเสม็ดขาวที่มีการเกิดยอดในสูตรอาหาร MS ที่เติม TDZ 0.04  
มิลลิกรัมต่อลิตร (A) และMS ที่เติม TDZ  0.08 มิลลิกรัมตอ่ลิตร (B) หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 
สัปดาห ์
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.4 ผลของอาหารสูตร MS ที่เตมิ 2,4-D และ TDZ ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ต่อจ านวน
การเกิดยอดในการเพาะเลี้ยงข้อเสม็ดขาวในสัปดาห์ที่ 4-8 

ความเข้มข้น จ านวนชิ้นส่วนที่เกิดยอด (ยอด) (±SE) 1/ 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) สัปดาห์ 

 
4 6 8 

2,4-D            0 1.31±0.80a 2.03±1.36a 3.68±2.68a 

 
0.02 0.63±0.89b 1.17±1.11b 1.46±1.40b 

 
0.04 0.33±0.61b 0.63±0.85bc 0.83±1.15b 

 
0.06 0.26±0.59b 0.40±1.05c 0.46±1.30b 

 
0.08 0.33±0.48b 0.40±0.63c 0.53±0.74b 

F-test 
 

** ** ** 
TDZ            0 0.13±0.35c 0.13±0.35c 0.13±0.35c 

 
0.02 0.30±0.64c 0.97±1.37ab 1.11±1.60b 

 
0.04 1.01±0.95a 1.60±1.41a 2.73±2.71a 

 
0.06 0.50±0.73bc 0.76±1.04bc 1.20±1.69b 

 
0.08 0.93±0.77ab 1.16±1.02ab 1.80±1.88ab 

F-test 
 

           ** ** ** 
2,4-D       0 TDZ        0 0.66±0.57abc 0.66±0.57bc 0.66±0.57cd 

0.02 0 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.04 0 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.06 0 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.08 0 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
    0            0.02 1.50±0.5ab 2.50±1.39ab 3.23±1.75abc 
0.02 0.02 0.00±0.00c 2.38±0.67ab 2.33±0.57abcd 
0.04 0.02 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.06 0.02 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.08 0.02 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
   0            0.04 1.88±1.01abc 3.33±0.57a 7.16±0.66a 
0.02 0.04 1.163±1.25abc 1.16±1.25bc 1.66±2.08bcd 
0.04 0.04 0.66±0.57abc 1.50±0.50abc 2.16±0.76abcd 
0.06 0.04 0.66±1.15abc 1.33±2.30abc 1.66±2.88bcd 
0.08 0.04 0.66±0.57abc 0.66±0.57bc 1.00±0.00bcd 
    0            0.06 1.50±0.86ab 1.83±1.44abc 3.66±2.08ab 
0.02 0.06 0.66±0.57abc 1.00±1.00bc 1.33±1.15bcd 
0.04 0.06 0.00±0.00c 0.33±0.57c 0.33±0.57d 
0.06 0.06 0.00±0.00c 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.08 0.06 0.33±0.57bc 0.66±1.15bc 0.66±1.15cd 
    0            0.08 1.00±0.86abc 1.83±1.60abc 3.66±3.17ab 
0.02 0.08 1.33±1.15abc 1.33±1.15abc 2.00±1.73abcd 
0.04 0.08 1.00±1.00abc 1.33±1.15abc 1.66±1.52bcd 
0.06 0.08 0.66±0.57abc 0.66±0.57bc 0.66±0.57cd 
0.08 0.08 0.66±0.57abc 0.66±0.57bc 1.00±1.00bcd 

F-test   ** **         ** 
cv (%)   11.57 10.96      10.61 
 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
**มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
49 

 

 
 

4.1.5  ความสูงยอด 

           ผลของการเกิดยอดของชิ้นเนื้อเยื่อของเสม็ดขาว โดยการน าเอาชิ้นส่วนข้อเสม็ดขาวที่มีตา
ติดอยู่ มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติม 2,4-D ร่วมกับ TDZ เมื่อพิจารณาผลของ 2,4-D พบว่า การ
ใช้ 2,4-D ที่ระดับความเข้มข้น 0 มิลลิกรัมต่อลิตร มีความสูงยอดมากที่สุดในสัปดาห์ที่ 4 และ 6 และ
มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4.5) เมื่อเปรียบเทียบกับ 2,4-D ความเข้มข้น
อื่นๆ และจ านวนการเกิดยอดยังเกิดเพิ่มขึ้นอีกในสัปดาห์ที่ 8 มีความสูงยอดดีที่สุด 0.88 เซนติเมตร 
และมีความแตกต่างกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ 2,4-D ความเข้มข้นอื่นๆ (ตารางที่ 4.5) เมื่อ
พิจารณาผลของ TDZ พบว่าการใช้ TDZ ที่ทุกระดับความเข้มข้นมีความสูงยอด ไม่มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4.5) และเมื่อพิจารณาผลของ 2,4-D ร่วมกับ TDZ พบว่า ในช่วง
สัปดาห์ที่ 1 ถึงสัปดาห์ที่ 2 ชิ้นเนื้อเยื่อของเสม็ดขาวยังไม่มีการเจริญเติบโตเกิดขึ้นในทุกสูตรอาหาร 
เมื่อชิ้นส่วนข้อมีอายุ 4 สัปดาห์ พบว่าชิ้นส่วนข้อของเสม็ดขาว ที่เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารสูตร MS   
ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต มีการสร้างยอดเกิดขึ้น ลักษณะของความสูงยอดที่ได้มีลักษณะ
ยอดใบที่เรียว และมีความสูงยอดเฉลี่ย 0.86 เซนติเมตร แต่เมื่อชิ้นส่วนข้อมีอายุ 6 สัปดาห์ พบว่า 
ชิ้นส่วนข้อของเสม็ดขาว ที่เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 0.02 ร่วมกับ TDZ 0.02 
มิลลิกรัมต่อลิตร ชิ้นส่วนข้อที่พัฒนาเป็นแคลลัสมีการเจริญเติบโตเป็นยอดเกิดขึ้น แต่ได้ยอดที่มี
ลักษณะยืดยาวมีความสูงยอดเฉลี่ย 1.50 เซนติเมตร โดยไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (ภาพที่ 4.6) 
เมื่ออายุครบ 8 สัปดาห์ พบว่า ชิ้นส่วนข้อของเสม็ดขาวที่เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่เติม 2,4-D 
0.02 ร่วมกับ TDZ 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ความสูงยอดเฉลี่ยสูงสุด คือ 1.76 เซนติเมตร และ
รองลงมาคือ 1.50 และ 1.30 เซนติเมตร ตามล าดับ มีความแตกต่างกันทางสถิติ (ตารางที่ 4.5)  

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.5 ลักษณะการเจริญเติบโตของเสม็ดขาวที่มีความสูงยอดที่ดีในสูตรอาหาร MS ที่ TDZ 0.02 
ร่วมกับ 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร (A) และสูตรอาหาร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต(B) 
หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 8 สัปดาห ์  
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ตารางที่ 4.5 ผลของอาหารสูตร MS ที่เตมิ 2,4-D และ TDZ ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ต่อความสูง
ยอดในการเพาะเลี้ยงข้อเสม็ดขาวในสัปดาห์ที่ 4-8 

ความเข้มข้น ความสูงยอด (เซนติเมตร) (±SE) 1/ 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) สัปดาห์ 

 4 6 8 
2,4-D              0 0.46±0.44a 0.62±0.50a 0.88±0.71a 

 
0.02 0.08±0.11b 0.41±0.64b 0.55±0.71b 

 
0.04 0.05±0.09b 0.08±0.12c 0.08±0.15c 

 
0.06 0.06±0.10b 0.08±0.13c 0.11±0.19c 

 
0.08 0.10±0.18b 0.11±0.21c 0.18±0.24c 

F-test 
 

      ** ** ** 
TDZ             0 0.17±0.45a 0.20±0.52a 0.30±0.79a 

 
0.02 0.14±0.10a 0.40±0.67a 0.50±0.78a 

 
0.04 0.18±0.15a 0.23±0.20a 0.36±0.22a 

 
0.06 0.19±0.32a 0.25±0.42a 0.39±0.52a 

 
0.08 0.16±0.15a 0.21±0.19a 0.26±0.25a 

F-test 
 

     ns ns ns 
2,4-D          0 TDZ         0 0.86±0.75a 1.00±0.86b 1.50±1.32a 

0.02 0 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.04 0 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.06 0 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.08 0 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
    0              0.02 0.25±0.05b 0.53±0.23bc 0.74±0.31bc 
0.02 0.02 0.45±0.00b 1.50±0.72a 1.76±0.75a 
0.04 0.02 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.06 0.02 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.08 0.02 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
   0             0.04 0.33±0.15b 0.46±0.15c 0.63±0.05cd 
0.02 0.04 0.16±0.15b 0.16±0.15c 0.36±0.05cd 
0.04 0.04 0.13±0.11b 0.16±0.15c 0.20±0.17cd 
0.06 0.04 0.16±0.15b 0.20±0.17c 0.30±0.26cd 
0.08 0.04 0.13±0.23b 0.16±0.28c 0.33±0.28cd 
    0             0.06 0.70±0.61a 0.96±0.47b 1.30±0.36ab 
0.02 0.06 0.13±0.11b 0.15±0.13c 0.28±0.24cd 
0.04 0.06 0.00±0.00b 0.06±0.11c 0.13±0.23cd 
0.06 0.06 0.00±0.00b 0.00±0.00c 0.00±0.00d 
0.08 0.06 0.13±0.11b 0.20±0.17c 0.23±0.20cd 
    0             0.08 0.15±0.13b 0.18±0.16c 0.26±0.23cd 
0.02 0.08 0.13±0.11b 0.23±0.20c 0.36±0.32cd 
0.04 0.08 0.13±0.11b 0.16±0.15c 0.20±0.17cd 
0.06 0.08 0.13±0.11b 0.20±0.17c 0.26±0.25cd 
0.08 0.08 0.26±0.30b 0.30±0.36c 0.33±0.35cd 

F-test   * ** ** 
cv (%)   12.64 11.43 10.95 

 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
ns ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ * มีความแตกต่างกันทางสถิติ  **มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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4.2 การทดลองที่ 2 ผลของ 2,4-D และ TDZ ทีม่ีต่อผลการชักน ารากของต้นเสม็ดขาว 

       ผลของ 2, 4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) และ Thidiazuron (TDZ) ที่มีต่อผล
การชักน ารากของต้นเสม็ดขาว โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรากในอาหารเหลว สูตร MS ที่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตใน 2, 4-dichlorophenoxy acetic acid (2, 4-D)  เข้มข้น 0.04 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และ Thidiazuron (TDZ) 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร และ MS ที่เป็นตัว control หลังจาก
เพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน 10 สัปดาห์ จะเห็นได้ว่า ผลของการชักน าในทรีตเม้นท์ของสารควบคุมการ
เจริญเติบโต 3 กลุ่มที่ได้ท าการทดลอง สามารถสังเกตเห็นการพัฒนาของเนื้อเยื่อจากรากเป็นแคลลัส
และมีการเจริญในช่วง 3 สัปดาห์แรกของการเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่แตกต่างกันและในทุกสูตร
สามารถชักน ารากของเสม็ดขาวได้ อีกทั้งยังมีจ านวนรากที่มีแนวโน้มสูงขึ้นทุกสัปดาห์  เมื่อ
เปรียบเทียบค่าที่ได้ทางสถิติพบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ (ตารางที่ 4.6) 

       จากการเพาะเลี้ยงรากของเสม็ดขาว บนอาหารเหลวสูตรต่างๆ ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
บนเครื่องเขย่าความเร็ว 90 รอบต่อนาที ในสภาพมืด เมื่อท าการเพาะเลี้ยงครบ 10 สัปดาห์ พบว่า
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D มีการเปลี่ยนแปลงของรากมากที่สุด เท่ากับ 2.71±1.56 กรัม โดยมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับชุดการทดลองอื่นๆ รองลงมาคือ MS ที่ เติม TDZ และ MS ที่เป็น
ตัว control เท่ากับ 0.06 กรัม และ 0.03 กรัม ตามล าดับ (ตารางที่ 4.6) ลักษณะรากที่เลี้ยงใน
อาหารเหลวสูตรต่างๆ มีลักษณะการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน ในสูตรอาหาร MS ที่ไม่เติมสารควบคุม
การเจริญเติบโตยังคงเป็นเส้นสีขาวบางไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง และในสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต คือ สูตร MS ที่เติม 2,4-D และ MS ที่เติม TDZ ที่ความเข้มข้น 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร มี
ลักษณะการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น สูตร MS ที่เติม TDZ มีลักษณะเป็นเส้นสีด า เกิดปมที่ราก และสูตร 
MS ที่เติม 2,4-D เกิดเป็นแคลลัสเกาะกันแน่น ในช่วง 2-3 สัปดาห์แรก ในบริเวณผิวของก้อนแคลลัส
พบว่ามีรากสีขาวเกิดขึ้นเล็กน้อย และมีน้ าหนักค่าเฉลี่ยที่สูงที่สุดและเป็นสูตรที่มีการเจริญเติบโตดี
ที่สุด (ภาพที่ 4.7)  
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ภาพที่ 4.6 การเพาะเลี้ยง Hairy root ของเสม็ดขาวในสภาพปลอดเชื้อที่เลี้ยงบนสูตรอาหาร MS 
control (a) MS ที่เติม TDZ 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร (b) และบนอาหารสูตร MS ที่เตมิ 2,4-D 0.04 
มิลลิกรัมต่อลิตร (c) เป็นระยะเวลา 10 สัปดาห ์
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ตารางที่ 4.6 การชักน า Hairy root ในอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D และ TDZ หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา10 สัปดาห์  

 

1/ ค่าเฉลี่ยทีม่ีอักษรก ากับต่างกนัในแนวตั้ง มคีวามแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทยีบโดยวิธี Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 %  
**มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต

ความเข้มข้น  
(มิลลิกรัมต่อลิตร) น้ าหนักสด (กรัม) (±SE) 1/ 

น้ าหนักแห้ง 
(กรัม) (±SE) 1/ 

  สัปดาห์   
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10   
MS 0.03±0.03b 0.36±0.27b 0.03±0.24b 0.04±0.02b 0.04±0.01b 0.04±0.01b 0.03±0.01b 0.03±0.01b 0.03±0.00b 0.03±0.01b 0.00±0.00b 
MS+TDZ 0.04 0.03±0.02b 0.04±0.27b 0.05±0.02b 0.05±0.02b 0.05±0.02b 0.05±0.02b 0.05±0.02b 0.04±0.01b 0.05±0.02b 0.06±0.02b 0.03±0.00b 
MS+2,4-D 0.04 0.54±0.23a 0.64±0.29a 0.78±0.30a 0.81±0.41a 0.92±0.42a 1.26±0.38a 1.54±0.49a 2.08±1.17a 2.36±1.34a 2.71±1.56a 0.38±0.11a 

F-test ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** 
cv (%) 9.13 9.5 8.79 9.87 9.48 7.99 8.27 10.68 10.75 10.81 8.09 
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4.3 การทดลองที่ 3. การศึกษาการพัฒนาการเกิดยอดและแคลลัส 

      4.3.1 การเจริญเติบโตของแคลลัส 

              จากการศึกษาโดยน าข้อของเสม็ดขาว ไปเลี้ยงบนสูตรอาหารที่ดีที่สุดมา 3 สูตร จากการ
ทดลองที่ 1 ได้แก่ TDZ 0.04 + 2,4-D 0.02 , TDZ 0.06 และ TDZ 0.08 + 2,4-D 0.08 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เลี้ยงที่ได้รับแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน มีอุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 สัปดาห์ เมื่อชิ้นส่วน
มีอายุได้ 1 สัปดาห์ พบว่า มีลักษณะเป็นตุ่มพัฒนาขึ้นบนชิ้นส่วนข้อในอาหารทุกทรีตเมนต์ และยังมี
ลักษณะคล้ายพัฒนาไปเป็นยอด โดยเรียกการเจริญในลักษณะแบบนี้ว่า direct organogenesis 
(ภาพที่ 4.7 A) เมื่อชิ้นส่วนมีอายุได้ 2 สัปดาห์ พบว่า บนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีขนาดเฉลี่ยความกว้างและความสูง
แคลลัสเท่ากับ 0.64 และ 0.46 เซนติเมตร ตามล าดับ (ตารางที่ 4.7, ตารางที่ 4.8) ซึ่งจะเห็นได้ว่ามี
การเจริญเติบโตที่เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง เมื่อชิ้นส่วนมีอายุได้ 3 สัปดาห์ พบว่า บนอาหารสูตร MS ที่
เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการเจริญเติบโตของ
แคลลัสมากที่สุด เฉลี่ยความกว้างและความยาวของแคลลัสเท่ากับ 0.53 และ 0.73 เซนติเมตร 
ตามล าดับ (ตารางที่ 4.7 ตารางที่ 4.8, ภาพที่ 4.7 E) และเมื่อช้ินส่วนมีอายุ 5 สัปดาห์ พบว่าชิ้นมีการ
พัฒนาขึ้นเรื่อยๆ และมีน้ าหนักของแคลลัสที่เพิ่มขึ้นบนสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
TDZ ความเข้มข้น 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีน้ าหนักเฉลี่ย 0.66 กรัม ซึ่งเป็นน้ าหนักที่มากที่สุด 
(ตารางที่ 4.9) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
55 

 

 
 

 
ภาพที่ 4.7 การเจริญเติบโตของแคลลัสบนชิ้นนส่วนข้อที่เลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารคุมการ
เจริญโต TDZ และ 2,4-D เป็นเวลา 3 สัปดาห์  
(A, D, G) เลี้ยงบนอาหารที่เติมสารคุมการเจริญเติบโต TDZ 0.04 ร่วมกับ 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เป็นเวลา 1-3 สัปดาห์  
(B, E, H) เลี้ยงบนอาหารที่เติมสารคุมการเจริญเติบโต TDZ 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 1-3 สัปดาห ์
(C, H, I) เลี้ยงบนอาหารที่เติมสารคุมการเจริญเติบโต TDZ 0.08 ร่วมกับ 2,4-D 0.08 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เป็นเวลา 1-3 สัปดาห์ 
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      4.3.2 ความกว้างแคลลัส 

                 จากการศึกษาเกี่ยวกับความกว้างแคลลัสในสูตรอาหารที่แตกต่างกันโดยท าการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อข้อของเสม็ดขาว น ามาเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
ได้แก่ TDZ 0.04 + 2,4-D 0.02 , TDZ 0.06 และ TDZ 0.08 + 2,4-D 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น
ระยะเวลา 5 สัปดาห์ พบว่า เมื่อท าการเพาะเลี้ยงจนถึง 2 สัปดาห์ พบว่า ชิ้นส่วนข้อมีการขยายขนาด 
และมีการเกิดแคลลัส โดยชิ้นส่วนข้อที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ 0.06 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร มีขนาดความกว้างของแคลลัสมากที่สุด คือ 0.53 เซนติเมตร และมีความแตกต่าง อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตรอื่นๆ (ตารางที่ 4.7) และในสัปดาห์ที่ 3 พบว่า 
ชิ้นส่วนข้อมีการเกิดแคลลัสเพิ่มขึ้นและมีขนาดความกว้างของแคลลัสมากที่สุด คือ 0.53 เซนติเมตร 
โดยชิ้นส่วนข้อที่เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่เติม TDZ 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่ออายุครบ 5 
สัปดาห์ พบว่า ชิ้นส่วนข้อที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้
ลักษณะของความกว้างแคลลัสมากที่สุด 0.85  เซนติเมตร และรองลงมาในสูตรอาหาร MS ที่เติม 
TDZ 0.04 ร่วมกับ 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร 0.83 เซนติเมตร ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 4.7 ผลของสูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ และ 2,4-D ต่อขนาด
ความกว้างแคลลัสในสัปดาห์ที่ 2-5 

สารควบคุมการเจริญเติบโต ความกว้างแคลลัส (เซนติเมตร) (±SE) 1/ 

(มิลลกิรัมต่อลติร) สัปดาห ์

       TDZ + 2,4-D     2 3 4 5 

0.04 + 0.02 
 

0.38±0.18b 0.39±0.19ab 0.66±0.19a 0.83±0.24a 

    0.06 + 0.00 
  

0.53±0.27a 0.53±0.28a 0.70±0.33a 0.85±0.34a 

0.08 + 0.08 
 

0.22±0.10c 0.22±0.10b 0.30±0.11b 0.35±0.13b 

F-tast     ** ** ** ** 

cv (%)     9.95 12.31 8.26 8.13 
1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
**มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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      4.3.3 ความสูงแคลลัส 

                 จากการศึกษาความสูงแคลลัสในสูตรอาหารที่แตกต่างกันโดยท าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
เสม็ดขาว น ามาเลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ 0.04 ร่วมกับ 2,4-D 
0.02 , TDZ 0.06 และ TDZ 0.08 + 2,4-D 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 5 สัปดาห์ พบว่า 
เมื่อท าการเพาะเลี้ยงจนถึง 2 สัปดาห์ พบว่า ชิ้นส่วนข้อมีการขยายขนาด และมีการเกิดแคลลัส โดย
ชิ้นส่วนข้อที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร ความสูงของแคลลัสมาก
ที่สุด คือ 0.64 เซนติเมตร และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตรอื่นๆ (ตารางที่ 4.8) และในสัปดาห์ที่ 3 พบว่า ชิ้นส่วนข้อมีการเกิดแคลลัสเพิ่มขึ้นและมี
ขนาดความสูงของแคลลัสมากที่สุด คือ 0.73 เซนติเมตร โดยชิ้นส่วนข้อที่เพาะเลี้ยงบนสูตรอาหาร 
MS ที่เติม TDZ 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่ออายุครบ 4 ถึง 5 สัปดาห์ พบว่า ชิ้นส่วนข้อที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติม TDZ 0.04 ร่วมกับ 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ความสูงแคลลัสมากที่สุด 
1.04 และ 1.21 เซนติเมตร ตามล าดับ และรองลงมาในสูตรอาหาร MS ที่เติม TDZ 0.06 มิลลิกรัม
ต่อลิตร 1.00 และ 1.14 เซนติเมตร ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 4.8 ผลของสูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ และ 2,4-D ต่อขนาด
ความสูงแคลลสั ในสัปดาห์ที ่2-5 

สารควบคุมการเจริญเติบโต ความสูงแคลลสั (เซนติเมตร) (±SE) 1/ 

(มิลลกิรัมต่อลติร) สัปดาห ์

       TDZ + 2,4-D     2 3 4 5 

0.04 + 0.02  0.53±0.28ab 0.61±0.31a 1.04±0.32a 1.21±0.36a 

    0.06 + 0.00 
  

0.64±0.33a 0.73±0.34a 1.00±0.46a 1.14±0.47a 

0.08 + 0.08  0.31±0.17b 0.31±0.17b 0.50±0.18b 0.48±0.20b 

F-tast     ** ** ** ** 

cv (%)     10.89 16.29 13.28 6.76 
1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
**มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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      4.3.4 น้ าหนักแคลลัส 

                   จากการศึกษาโดยน าข้อของเสม็ดขาว ไปเลี้ยงบนสูตรอาหารที่ดีที่สุดมา 3 สูตร จาก
การทดลองที่ 1 ได้แก่ TDZ 0.04 ร่วมกับ 2,4-D 0.02 , TDZ 0.06 และ TDZ 0.08 ร่วมกับ 2,4-D 
0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร เลี้ยงที่ได้รับแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน มีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
สัปดาห์ เมื่อช้ินส่วนมีอายุได้ 2 สัปดาห์ พบว่า มีลักษณะเป็นตุ่มและปูดเกิดขึ้นบนช้ินส่วนข้อในอาหาร
ทุกทรีตเมนต์ จากการเพาะเลี้ยงข้อของเสม็ดขาว บนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ 0.04 + 2,4-D 0.02 
, TDZ 0.06 และ TDZ 0.08 + 2,4-D 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าการใช้ TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 
TDZ 0.04 ร่วมกับ 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ าหนักแคลลัสดีที่สุด เมื่ออายุได้ 3 สัปดาห์ และมี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ และรองลงมาในสูตร TDZ 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร คือ 
0.10 กรัม โดยทั้ง 2 ความเข้มข้นไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ และในสัปดาห์ที่ 
4  น้ าหนักสดแคลลัสยังมีน้ าหนักเพิ่มขึ้น  โดยการใช้ TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 0.06 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร แคลลัสมีน้ าหนักเพิ่มขึ้นดีที่สุด คือ 0.28 กรัม และรองลงมาในสูตร TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 
0.04 ร่วมกับ 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร คือ 0.24 โดยทั้ง 2 ความเข้มข้นไม่มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ในสัปดาห์ที่ 5 โดย TDZ ความเข้มข้น 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร มีน้ าหนักสด
แคลัสเพิ่มขึ้นดีที่สุด คือ 0.66 และรองลงมาในสูตร TDZ ที่ระดับความเข้มข้น 0.04 ร่วมกับ 2,4-D 
0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร คือ 0.58  (ตารางที่ 4.9) 
 
ตารางที่ 4.9 ผลของสูตรอาหาร MS ที่เตมิสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D และ TDZ ต่อน้ าหนัก
แคลลสั ในสัปดาห์ที่ 2-5 

สารควบคุมการเจริญเติบโต น้ าหนักแคลลัส (กรมั) (±SE) 1/ 

(มิลลกิรัมต่อลติร) สัปดาห ์

       TDZ + 2,4-D 
 

  2 3 4 5 

0.04 + 0.02  0.46±0.03a 0.15±0.11a 0.24±0.11a 0.58±0.22a 

    0.06 + 0.00 
  

0.46±0.03a 0.10±0.05a 0.28±0.15a 0.66±0.38a 

0.08 + 0.08  0.01±0.00b 0.02±0.01b 0.04±0.02b 0.08±0.04b 

F-tast     * * ** ** 

cv (%)     32.21 37.18 20.47 17.61 
1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
**มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  *มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
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4.3.5 จ านวนการเกิดยอด 

           ผลของการเกิดยอดของชิ้นส่วนเนื้อเยื่อเสม็ดขาวหลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์
ระดับ TDZ และ 2,4-D แตกต่างกันเป็นเวลา 5 สัปดาห์ (ตารางที่ 4.10) พบว่า ในช่วงสัปดาห์ที่ 1-2 
เนื้อเยื่อของเสม็ดขาว สามารถชักน าให้เกิดยอดได้ แต่เมื่อชิ้นส่วนข้อมีอายุ 3 สัปดาห์ พบว่าชิ้นส่วน
ข้อมีการเจริญเติบโตเป็นยอดเกิดขึ้น โดยเกิดจากการน าข้อของเสม็ดขาวมาเพราะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ 0.04 ร่วมกับ 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนการ
เกิดยอดสูงสุด คือ 1.75 ยอด รองลงมาคือ การเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต TDZ 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนการเกิดยอด คือ 1.53 ยอด ทั้งสองสูตรให้จ านวน
การเกิดยอดไม่แตกต่างกันทางสถิติ ยกเว้นอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ 
0.08 ร่วมกับ 2,4-D 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนการเกิดยอดต่ าที่สุดเท่ากับ 1.00 ยอด (ตารางที่ 
4.10) เมื่ออายุครบ 4 สัปดาห์พบว่า ชิ้นส่วนข้อที่มีลักษณะเป็นแคลลัส มีการเกิดยอดมากที่สุดเฉลี่ย 
2.21 ยอด  และรองลงมาพบว่าสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจรญเติบโต TDZ 0.06 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร มีการเกิดยอด 2.17 ยอด โดยไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ เมื่ออายุครบ 5 สัปดาห์ พบว่า การ
เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนข้อของเสม็ดขาวในอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ 0.06 
มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวนการเกิดยอดมากกว่า ซึ่งให้จ านวนการเกิดยอดเท่ากับ 2.56 ยอด เมื่อ
เปรียบเทียบกับสูตรอาหารที่เติมสารควบคุมการเจรญิเติบโตอีก 2 สูตรที่ท าการทดลองคือ อาหารสูตร 
MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ 0.04 ร่วมกับ 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร และในสูตร
อาหาร TDZ 0.08 ร่วมกับ 2,4-D 0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยสามารถชักน ายอดได้ 2.25 และ 1.00 
ยอด ตามล าดับ 
ตารางที่ 4.10 ผลของสูตรอาหาร MS ที่เตมิสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D และ TDZ ต่อจ านวน
การเกิดยอดในสัปดาห์ที่ 2-5 

สารควบคุมการเจริญเติบโต จ านวนการเกิดยอด (ยอด/ช้ินส่วน) (±SE) 1/ 
(มิลลกิรัมต่อลติร) สัปดาห ์

       TDZ + 2,4-D 
 

  2 3 4 5 
0.04 + 0.02  1.75±0.87a 1.79±0.91a 2.21±1.07a 2.25±1.12a 

     0.06 + 0.00 
  

1.53±0.84a 1.59±0.85a 2.17±1.12a 2.56±1.43a 
0.08 + 0.08  1.00±0.38b 1.00±0.38b 1.00±0.46b 1.00±0.46b 
F-tast     * * ** ** 
cv (%)     16.83 17.81 14.28 17.09 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
**มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ *มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.4 การทดลองที่ 4. การวิเคราะห์หาปริมาณ eugenol และ cineole ของสารสกัดที่
ได้จากใบของเสม็ดขาว 
 
      4.4.1 ปริมาณสาร eugenol และ cineole 
                     การศึกษาปริมาณสารส าคัญโดยการวิเคราะห์หาปริมาณ eugenol และ cineole 
ของสารสกัดที่ได้จากใบเสม็ดขาวที่มีระยะการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน ได้แก่ ใบเสม็ดขาวจากการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ, ใบเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ, ใบอ่อนเสม็ดจากสภาพธรรมชาติ, ใบเพสลาดเสม็ด
จากสภาพธรรมชาติ และใบแก่เสม็ดจากสภาพธรรมชาติ โดยท าการเตรียมสารสกัดจากพืชด้วยตัวท า
ละลาย แล้วน ามาสกัดด้วยตัวละลายชนิดต่างๆ ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ได้ใช้ตัวท าละลายทั้งหมด 3 
ชนิด ได้แก่ ethanol 95%, เฮกเซน (hexane) และเมทานอล (methanol) ความเข้มข้น 95% 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อน ามาวัดค่า eugenol, cineole ด้วยเครื่องUV-VIS Spectrophotometry     
ที่ความยาวคลื่น 234 นาโนเมตร เพื่อหาความสัมพันธ์และสมการเส้นตรงการเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของชนิดของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดใบเสม็ดขาวที่มีระยะการเจริญเติบโตที่แตกต่าง
กัน พบว่า ชนิดของตัวท าละลาย และผลของปริมาณ eugenol และ cineole มีผลต่อการสกัดอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ พบว่า ตัวท าละลาย hexane สามารถสกัดสารส าคัญทั้งสาร eugenol และ 
cineole ปริมาณมากที่สุด เมื่อเทียบกับตัวท าละลาย ethanol และ methanol มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % ในขณะที่ ethanol มีความสามารถในการสกัดได้ปริมาณต ่า
ที่สุดกว่าตัวท าละลายชนิดอื่นๆ และใบที่มาจากสภาพธรรมชาติกับใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อได้สารส าคัญทั้งสาร eugenol และ cineole ปริมาณมากที่สุด เมื่อเทียบกับใบประเภทอื่นๆ 
มีความแตกต่างกันทางสถิติ ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 % และเมื่อน าทั้งสองปัจจัยมาเปรียบเทียบกันใบ
เสม็ดขาวที่น ามาจากสภาพธรรมชาติที่สกัดด้วย hexane มีปริมาณสาร eugenol และปริมาณสาร 
cineole มากที่สุด และมีความแตกต่างกันทางสถิติ (ตารางที่ 4.11)  
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ตารางที่ 4.11 ปริมาณสาร eugenol และ cineole ของใบเสม็ดขาว (Melaleuca cajuputi) ที่มี
ระยะการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % **มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

การทดลอง ปริมาณสาร eugenol ปริมาณสาร cineole 
ลักษณะใบ (mg/gDW) (±SE) 1/ (mg/gDW) (±SE) 1/ 

ใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ 30.67±17.59a 50.33±28.92a 
ใบเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (รวมทุกระยะ อายุ 8 ปี) 32.37±19.69a 53.12±32.36a 
ใบแก่เสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 17.08±3.10d 27.26±5.10d 
ใบเพสลาดเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 22.31±6.74c 36.57±11.08c 
ใบอ่อนเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 25.46±5.11b 41.76±8.40b 
F-test   ** ** 
ตัวท าละลาย ethanol 21.33±10.29c 34.98±16.91c 

 
methanol 25.81±10.20b 42.34±16.77b 

 
hexane 29.32±17.47a 48.10±28.71a 

F-test   ** ** 
ลักษณะใบ ตัวท าละลาย     
ใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ ethanol 39.86±3.05b 65.43±5.02b 

 
methanol 44.44±5.24b 72.96±8.61b 

  hexane 7.72±0.73g 12.59±1.20h 
ใบเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ ethanol 18.44±5.13def 30.22±8.44defg 
(รวมทุกระยะ อายุ 8 ปี) methanol 20.75±1.24de 34.01±2.03de 
  hexane 57.94±7.01a 95.13±11.52a 
ใบแก่เสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ ethanol 13.08±0.68hi 21.41±1.11g 
(จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) methanol 17.03±0.80fgh 27.91±1.31efg 
  hexane 19.80±1.78fgh 32.46±2.93def 
ใบเพสลาดเสม็ดขาวจากสภาพ
ธรรมชาติ ethanol 

14.41±0.35f 23.62±0.57fg 

(จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) methanol 22.72±0.24de 37.25±0.40de 
  hexane 29.78±2.13c 48.86±3.50c 
ใบอ่อนเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ ethanol 20.87±1.85de 34.21±3.04de 
(จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) methanol 24.14±2.53d 39.59±4.15d 

 
hexane 31.37±2.87c 51.47±4.71c 

F-test ** ** 
CV% 11.98 12.09 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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      4.4.2 ปริมาณสาร eugenol และ cineole ในแหล่งที่มาของใบที่แตกต่างกัน 
                     การศึกษาปริมาณสารส าคัญโดยการวิเคราะห์หาปริมาณ eugenol และ cineole 
ของสารสกัดที่ได้จากใบเสม็ดขาวที่มีแหล่งที่มาของใบที่แตกต่างกัน ได้แก่ ใบเสม็ดขาวจากการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ใบเสม็ดขาวจากต้นที่ปลูกจากการเพาะเมล็ด อายุ 8 ปี และใบแก่เสม็ดขาวจากต้น
ที่ปลูกจากต้นที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ อายุ 1 ปี โดยท าการเตรียมสารสกัดจากพืชด้วยตัวท า
ละลาย แล้วน ามาสกัดด้วยตัวละลายชนิดต่างๆ ซึ่ งในการศึกษาครั้งนี้ได้ใช้ตัวท าละลายทั้งหมด 3 
ชนิด ได้แก่ ethanol 95%, เฮกเซน (hexane) และเมทานอล (methanol) ความเข้มข้น 95% 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อหาปริมาณ eugenol, cineole โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง 
UV-VIS Spectrophotometry ที่ความยาวคลื่น 234 นาโนเมตรเพื่อหาความสัมพันธ์และสมการ
เส้นตรงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชนิดของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดใบเสม็ดขาวที่มี
แหล่งที่มาของใบที่แตกต่างกัน พบว่า แหล่งที่มาและชนิดของตัวท าละลายมีผลต่อปริมาณ eugenol 
และ cineole มีผลต่อการสกัดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ พบว่า ตัวท าละลาย methanol และ 
hexane สามารถสกัดสารส าคัญทั้งสาร eugenol และ cineole ปริมาณมากที่สุด มีความแตกต่าง
กันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ methanol ที่สกัดได้ปริมาณที่ต่ า และใบเสม็ดขาวจากการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกับใบเสม็ดขาวจากต้นที่ปลูกจากการเพาะเมล็ด อายุ 8 ปี ได้สารส าคัญทั้งสาร 
eugenol และ cineole ปริมาณมากที่สุด เมื่อเทียบกับใบแก่เสม็ดขาวจากต้นที่ปลูกจากต้นที่ได้จาก
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ อายุ 1 ปี มีความแตกต่างกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % และเมื่อน า
ทั้งสองปัจจัยมาเปรียบเทียบกันใบเสม็ดขาวจากต้นที่ปลูกจากการเพาะเมล็ด อายุ 8 ปี ที่สกัดด้วย 
hexane มีปริมาณสาร eugenol และปริมาณสาร cineole มากที่สุด และมีความแตกต่างกันทาง
สถิติ (ตารางที่ 4.11) 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.12 แหล่งที่มาของใบเสม็ดขาวต่อปริมาณสาร eugenol และ cineole 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
**มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ *มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
 
 

 
 
 
 
 
 

การทดลอง ปริมาณสาร eugenol ปริมาณสาร cineole 
แหล่งที่มาของใบ (mg/gDW) (±SE) 1/ (mg/gDW) (±SE) 1/ 

ใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ 30.67±17.59a 50.33±28.92a 
ใบเสม็ดขาวจากต้นที่ปลูกจากการเพาะเมล็ด อายุ 8 ปี  32.37±19.69a 53.12±32.36a 
ใบแก่เสม็ดขาวจากต้นที่ปลูกจากต้นที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ อายุ 1 ปี 16.64±3.10b 27.26±5.10b 
F-test   ** ** 
ตัวท าละลาย ethanol 23.79±12.63b 39.02±20.77b 

 
methanol 27.40±13.16a 44.96±21.63a 

 
hexane 18.48±22.98a 46.73±37.78a 

F-test   * * 
แหล่งที่มาของใบ ตัวท าละลาย 

  
ใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ ethanol 39.86±3.05b 65.43±5.01b 

 
methanol 44.44±5.23b 72.96±8.60b 

 
hexane 7.72±0.72e 12.59±1.19e 

ใบเสม็ดขาวจากต้นที่ปลูกจากการเพาะเมล็ด อายุ 8 ปี  ethanol 18.44±5.13cd 30.22±8.43cd 
 methanol 20.75±1.23c 34.01±2.03c 

 
hexane 57.94±7.00a 95.13±11.51a 

ใบแก่เสม็ดขาวจากต้นที่ปลูกจากต้นที่ได้จากการ ethanol 13.08±0.67de 21.41±1.11de 
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ อายุ 1 ปี methanol 17.03±0.79cd 27.91±1.31cd 

 
hexane 19.80±1.78c 32.46±2.93cd 

F-test ** ** 
CV% 13.66 13.68 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
64 

 

 
 

4.4.3 ปริมาณสาร eugenol และ cineole ในใบเสม็ดขาวที่มีอายุใบที่มีอายุใบที่แตกต่างกัน 
         การศึกษาปริมาณสารส าคัญโดยการวิเคราะห์หาปริมาณ eugenol และ cineole ของสาร
สกัดที่ได้จากใบเสม็ดขาวที่มีอายุใบที่แตกต่างกัน ได้แก่ ใบแก่ ใบอ่อน และใบเพสลาด โดยท าการ
เตรียมสารสกัดจากพืชด้วยตัวท าละลาย แล้วน ามาสกัดด้วยตัวละลายชนิดต่างๆ ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้
ได้ใช้ตัวท าละลายทั้งหมด 3 ชนิด ได้แก่ ethanol 95%, เฮกเซน (hexane) และเมทานอล 
(methanol) ความเข้มข้น 95% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อหาปริมาณ eugenol, cineole โดยการ
วัดค่าการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง UV-VIS Spectrophotometry ที่ความยาวคลื่น 234 นาโนเมตร
หาความสัมพันธ์และสมการเส้นตรงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชนิดของตัวท าละลายที่ใช้ใน
การสกัดใบเสม็ดขาวที่มีแหล่งที่มาของใบที่แตกต่างกัน พบว่า อายุใบและชนิดของตัวท าละลาย มีผล
ต่อปริมาณ eugenol และ cineole อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยที่ตัวท าละลาย hexane สามารถ
สกัดสารส าคัญทั้งสาร eugenol และ cineole ปริมาณมากที่สุด มีความแตกต่างกันทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 % ในขณะที่ ethanol มีความสามารถในการสกัดได้ปริมาณต ่าที่สุด ตัวท าละลาย
ชนิดอื่นๆ และใบอ่อนเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติได้สารส าคัญทั้งสาร eugenol และ cineole 
ปริมาณมากที่สุด มีความแตกต่างกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % และเมื่อน าทั้งสองปัจจัยมา
เปรียบเทียบกันใบเพสลาดจากสภาพธรรมชาติและใบอ่อนจากสภาพธรรมชาติที่สกัดด้วย hexane มี
ปริมาณสาร eugenol และปริมาณสาร cineole มากที่สุด และมีความแตกต่างกันทางสถิติ (ตารางที่ 
4.11) 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
65 

 

 
 

การทดลอง 4.13 เปรียบเทียบอายุของใบเสม็ดขาวที่ปลูกจากต้นที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
อายุ 1 ปี ต่อปริมาณสาร eugenol และ cineole 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
**มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
 
 
 

การทดลอง ปริมาณสาร eugenol ปริมาณสาร cineole 

อายุใบ  (mg/gDW) (±SE) 1/ (mg/gDW) (±SE) 1/ 

ใบแก่ 16.64±3.10c 27.26±5.10c 

ใบเพสลาด 22.31±6.74b 36.57±11.08b 

ใบอ่อน 25.46±5.15a 41.76±8.40a 

F-test             ** ** 

ตัวท าละลาย ethanol 16.12±3.74c 26.41±6.14c 

 

methanol 21.29±3.51b 34.92±5.78b 

 

hexane 26.98±5.78a 44.26±9.50a 

F-test   ** ** 

อายุใบ ตัวท าละลาย 
  

ใบแก่เสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ ethanol 13.08±0.67f 21.41±1.11f 

 

methanol 17.03±0.79de 27.91±1.31de 

 
hexane 19.08±1.78cd 32.46±2.93cd 

ใบเพสลาดเสม็ดขาวจากสภาพ ethanol 14.42±0.35ef 23.62±0.57ef 

ธรรมชาติ methanol 22.72±0.24bc 37.25±0.39bc 

 
hexane 29.78±2.12a 48.86±3.50a 

ใบอ่อนเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ ethanol 20.87±1.84c 34.21±3.03c 

 
methanol 24.14±2.52b 39.59±4.15b 

 
hexane 31.37±2.86a 51.47±4.70a 

F-test ** ** 

CV% 8.06 8.08 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       4.4.4  การศึกษาฤธิ์ต้านอนุมูลออิสระด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 
assay                 
                 เมื่อน าสารสกัดจากใบเสม็ดขาวที่มีระยะการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน มาท าปฏิกิริยา
กับอนุมูลอิสระ DPPH แล้วน ามาวัดการเปลี่ยนแปลงของสีของสารละลายจากสีม่วง สีน้ าเงิน ไปเป็นสี
เหลืองที่ความยาวคลื่น 517นาโนเมตร ในที่มืด ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 4.14 พบว่า สารสกัดจาก
ใบเสม็ดขาวในสภาพธรรมชาติให้ผลที่ดีกว่าใบเสม็ดขาวที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ที่สารทดสอบ
ความเข้มข้น 0.125% มีความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ดีที่สุด คิดเป็น 82.63 
เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อใบมีพัฒนาการ จากระยะใบเพสลาดไปเป็นระยะใบแก่ พบว่ามีฤทธิ์การต้านอนุมูล
อิสระ DPPH ไม่แตกต่างกัน (ตารางที่ 4.14) รองลงมาคือใบแก่เสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ คิดเป็น 
81.35 เปอร์เซ็นต์ และใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระ 
DPPH น้อยที่สุด สารทดสอบความที่เข้มข้น 0.06 % พบว่า สารสกัดใบแก่เสม็ดขาวจากสภาพ
ธรรมชาติ พบว่ามีความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH ดีที่สุด คิดเป็น 71.58 เปอร์เซ็นต์ 
รองลงมาคือใบอ่อนเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ และใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมี
ความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH น้อยที่สุด 
 
ตารางที่ 4.14 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของใบเสม็ดขาว (Melaleuca cajuputi) ที่มี
ระยะการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน โดยวิธี DPPH assay 

เสม็ดขาว 
%DPPH Radical Seavenging Activity  

(% DPPH± SE) 
  0.125 % 0.06% 
ใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ 16.09±3.16b 6.63±2.68c 
ใบเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (รวมทุกระยะ อายุ 8 ปี) 76.02±9.23a 46.33±7.08b 
ใบอ่อนเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 82.63±2.50a 58.73±4.22ab 
ใบเพสลาดเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 73.25±3.89a 45.51±7.73b 
ใบแก่เสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 81.35±2.21a 71.58±7.02a 
F-test ** ** 
CV (%) 7.49 13.27 

 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
**มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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     4.4.5 การวิเคราะห์ปรมิาณสารประกอบฟีนอลิก 

           จากการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดของสารสกัดจากใบเสม็ดขาวที่มีระยะการ
เจริญเติบโตที่แตกต่างกัน ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 4.15 พบว่า สารสกัดใบแก่เสม็ดขาวจากสภาพ
ธรรมชาติมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดมีค่ามากที่สุด มีค่าเท่ากับ 68.80 มิลลิกรัมกรัมสมมูลของ        
กรดแกลลิคต่อ 100 กรัมน้ าหนักแห้ง แตกต่างจากชนิดอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ รองลงมา คือ ใบ
อ่อนเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ มีค่าเท่ากับ 47.15 มิลลิกรัมกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต่อ 100 
กรัมน้ าหนักแห้ง และใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อน้อยที่สุด มีค่าเท่ากับ 7.86 มิลลิกรัมกรัม
สมมูลของกรดแกลลิคต่อ 100 กรัมน้ าหนักแห้ง ตามล าดับ โดยที่การหาปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด 
ค านวณได้จากสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐานของ สารละลายกรดแกลลิก คือ y = 11.318x + 
0.0179 มีค่า R² = 0.9973 
 
ตารางที่ 4.15 ผลการทดสอบปริมาณสารฟีนอลิกของต้นเสม็ดขาว (Melaleuca cajuputi) ด้วยวิธี 
Folin – Ciocalteu assay 

สารสกัดเสม็ดขาว ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก ± SE 

  (mg GAE/100 g DW) 

ใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ 7.86±0.23e 

ใบเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (รวมทุกระยะ อายุ 8 ปี) 44.24±0.80c 

ใบอ่อนเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 47.15±1.66b 

ใบเพสลาดเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 34.40±2.21d 

ใบแก่เสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 68.80±1.87a 
F-test ** 
CV (%) 3.8 

 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
**มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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     4.4.6 การวิเคราะหป์ริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม (Total flavonoid content; TFC) 

                     ผลการศึกษาการวิเคราะห์สารประกอบฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดจากใบเสม็ด
ขาวที่มีระยะการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน ด้วยวิธี Aluminium Chloride Colorimetric ได้แสดงใน
ตารางที่ 4.16 ซึ่งค่าปริมาณฟลาโวนอยด์ของสารสกัดเสม็ดขาวนี้ค านวณได้จากสมการเส้นตรงของ
กราฟมาตรฐานของสารละลายเคอซิติน คือ Y = 0.0009x + 0.0436 ค่า R² = 0.9988 รายงานใน
หน่วยมิลลิกรัมสมมูลของเควอร์ซิตินต่อน้ าหนักแห้ง 1 กรัม (Quercetin equivalents, mg QE/g 
DW) จากการวิเคราะห์พบว่า ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์มากที่สุดพบในสารสกัดใบเพสลาด
เสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ มีค่าเท่ากับ 11.58 มิลลิกรัมสมมูลของเควอซิทินต่อกรัมของน้ าหนัก
แห้ง รองลงมา คือ ใบเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ มีค่าเท่ากับ 7.35 มิลลิกรัมสมมูลของเควอซิทิน
ต่อกรัมของน้ าหนักแห้ง และใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ มีค่าเท่ากับ 3.48 มิลลิกรัมสมมูล
ของเควอซิทินต่อกรัมของน้ าหนักแห้ง ตามล าดับ 
ตารางที่ 4.16 ผลการทดสอบปริมาณสารฟลาโวนอยด์ของต้นเสม็ดขาว (Melaleuca cajuputi)  
โดยวิธี aluminium chloride colorimetric assay 
 

สารสกัดเสม็ดขาว 
มิลลิกรัมสมมูลของเควอซิทิน 

ต่อกรัมของน้ าหนักแห้ง 

  (ค่าเฉลี่ย±SE) 

ใบเสม็ดขาวจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ 3.48±0.87c 

ใบเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (รวมทุกระยะ อายุ 8 ปี) 7.35±2.72b 

ใบอ่อนเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 3.38±0.26c 

ใบเพสลาดเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 11.58±1.06a 

ใบแก่เสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ (จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ปี) 5.53±1.70bc 

F-test ** 

CV (%) 25.05 
 

1/ ค่าเฉลี่ยที่มีอักษรก ากับต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี 
Duncan’ s New Multiple Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
**มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
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บทที่ 5 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

5.1 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D และ TDZ ต่อการชักน าให้เกิดเป็น  friable 
callus 

       จากการศึกษาเกี่ยวกับการเจริญเติบโตของเสม็ดขาวในสูตรอาหารที่แตกต่างกันโดยท าการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อข้อเสม็ดขาวบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D ร่วมกับ TDZ เป็นระยะเวลา 8 

สัปดาห์ พบว่ามีการสร้างแคลลัสในทุกสูตรอาหารที่มีการเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต มีขนาดใหญ่

ที่สุด บนสูตรอาหาร MS ที่เติม TDZ  0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร สอดคล้องกับงานวิจัยของ Malabadi 

et. al. (2004) ได้ศึกษาการชักน าแคลลัส ของ Vanda coerulea โดยน าไปเลี้ยงบนสูตรอาหาร 

TDZ พบว่ามีการเกิดแคลลัส ถึงแม้ว่า TDZ สามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้ และยังสามารถกระตุ้นให้

แคลลัสขยายตัวได้ดี แต่โดยทั่วไปแล้ว ถ้าใช้ความเข้มข้นของปริมาณไซโตไคนินที่ต่ าจะได้แคลลัสที่

แน่น และสีเขียว ถ้าปริมาณของไซโตไคนิน ต่อออกซินต่ า จะท าให้เกิดการเจริญเติบโตไปเป็นรากหรือ

แคลลัส (ศิวพงศ์ จ ารัสพันธุ์. 2546) จากผลการทดลองข้างต้น ท าให้พบว่า ชิ้นส่วนข้อที่ได้รับ 2,4-D 

เพียงอย่างเดียว ท าให้ชิ้นส่วนเจริญไปเป็นราก เมื่อพิจารณาการตอบสนองของข้อของเสม็ดขาวที่

น ามาเพาะเลี้ยง จะเห็นได้ว่าช้ินส่วนของพืชที่เลี้ยงบน TDZ จะตอบสนองต่อ TDZ ต่อการเกิดแคลลัส

ได้ดี แต่แตกต่างจากการชักน าแคลลัสจากรากของกล้วยไม้ที่มีการตอบสนองต่อ TDZ ได้น้อยกว่าไซ

โตไคนินชนิดอื่น ชิ้นส่วนของพืชที่เจริญไปเป็นรากจะตอบสนองต่อ TDZ ได้น้อย (Wu et. al. 2004) 

เมื่อใช้ 2,4-D เพียงอย่างเดียวท าให้ชิ้นส่วนข้อของเสม็ดขาวไม่มีการพัฒนาไปเป็นยอดหรือแคลลัส 

เมื่อดูการเจริญเติบโตความสัมพันธ์ของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D และ TDZ พบว่า ออกซิน

และไซโทไคนินสามารถท าให้พืชมีการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อแล้วพัฒนาไปเป็นแคลลัสได้ในความ

เข้มข้นที่เหมาะสม พืชที่ได้รับสารควบคุมการเจริญเติบโตทั้งสองชนิดเซลล์พืชจะพัฒนาเป็นแคลลัส

หรือมีการพัฒนาเป็นอวัยวะอื่นๆ ขึ้นอยู่กับสัดส่วนของออกซินและไซโตไคนินที่พืชได้รับ ถ้าได้รับออก

ซินมากกว่าไซโตไคนินชิ้นส่วนจะมีการพัฒนาไปเป็นราก แต่ถ้าได้รับสัดส่วนที่มีออกซินน้อยกว่าไซโต

ไคนิน ชิ้นส่วนจะมีการพัฒนาไปเป็นยอดหรือต้น และถ้าสัดส่วนนั้นมีความสมดุลกัน จะสามารถ

เจริญเติบโตหรือพัฒนาไปเป็นแคลลัสซึ่งสิ่งต่างๆหรือผลที่เกิดขึ้นเหล่านี้จะขึ้นอยู่กับชนิดของพืช
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ชนิดของช้ินส่วน และระยะการเจริญเติบโตของชิ้นส่วนที่น ามาใช้ (รังสฤษฎ์ กาวีต๊ะ. 2540) และความ

เข้มข้นที่เหมาะสมในการชักน าให้เกิดแคลลัส ความเข้มข้นของ 2,4-D ที่ต่ าหรือสูงกินไปจะมีผลให้

แคลลัสมีขนาดลดลง (Upadhyaya et. al. 2015) ทัง้นี้เพราะ 2,4-D เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโต

ของพืชกลุ่มออกซินที่มีบทบาทในการกระตุ้นการแบ่งเซลล์และการขยายขนาดของเซลล์ซึ่งการใช้  

2,4-D ที่ความเข้มข้นต่ าจะส่งเสริมการแบ่งเซลล์และการขยายขนาดของเซลล์ แต่หากใช้ที่ความ

เข้มข้นสูง ๆ จะมีผลยับยั้งการสร้างแคลลัส (Song. 2014) Michiba et. al. (2001) กล่าวว่าการใช้ 

TDZ ซึ่งเป็นสารประกอบกลุ่มฟีนิลยูเรีย (phenylureas) ที่ออกฤทธิ์คล้ายไซโทไคนิน โดยมีผลต่อการ

เปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเซลล์ ระดับพลังงาน และการเคลื่อนย้ายธาตุอาหารของพืช และมีผลกระตุ้น

ให้เกิดตายอดจ านวนมาก เช่นเดียวกับ Murthy et. al. (1998) กล่าวว่า TDZ มีคุณสมบัติช่วยให้เกิด

การแบ่งเซลล์ เพิ่มขนาดเซลล์ของเซลล์ กระตุ้นการแตกตาข้าง ส่งเสริมการสร้างยอด และการเกิดต้น

ใหม่ รวมถึงกระตุ้นการท างานของโปรตีนและเอนไซม์ในเนื้อเยื่อพืช จึงส่งเสริมการเจริญได้ดี ทั้งยังชัก

น าการเกิดยอดได้ปริมาณมากกว่าและใช้ระยะเวลาน้อยกว่าอีกด้วย Visser et. al. (1992) พบว่า

ชิ้นส่วนล าต้นใต้ใบเลี้ยงในสูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ 0.04 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร มีขนาดแคลลัสที่ใหญ่สุด มีขนาดความสูงและความกว้าง 3.52 และ 1.65 เซนติเมตร ตามล าดับ 

และมีจ านวนการเกิดยอดมากที่สุด 7.16 ยอด ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Burikam and Kavita 

(2007) ที่รายงานว่า การชักน าให้เกิดแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนของสบู่ด า ได้แก่ ตายอด ตา

ข้าง ใบอ่อน ล าต้นใต้ใบเลี้ยง และ ก้านใบ สามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้ดีบนอาหารแข็งสูตร MS ที่

เติม TDZ ความ เข้มข้น 0.01-1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งแคลลัสที่ได้สามารถพัฒนาเป็นต้นจ านวนมาก

ต่อไปได้ TDZ เป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตที่สามารถชักน าให้เกิดยอดได้จ านวนที่มากกว่า BA ใน

พืชบางชนิดเช่น Cyclamen pesicumr จะเกิดยอดจ านวนมากเมื่อถูกชักน าด้วย TDZ เพียงอย่าง

เดียว และเช่นเดียวกับการศึกษาของ Kuehnle et. al. (1992) รายงานว่าในการชักน าแคลลัสของ

หน้าวัว เมื่อเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโตไคนินที่ระดับความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 

สามารถส่งเสริมการชักน าแคลลัส และถ้าเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซิน ที่ระดับ

ความเข้มข้น 0-1 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้น้อยมากมีแคลลัสสีเขียวปนน้ าตาล

และตายไป 
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5.2 การเพาะเลี้ยงรากของเสม็ดขาวในอาหารเหลวที่สภาพปลอดเชื้อ 

       ในการศึกษาผลของ TDZ และ 2,4-D ที่มีต่อผลการชักน ารากของเสม็ดขาว ในการทดลองนี้
พบว่า รากที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตมีการเปลี่ยนแปลงของ
เนื้อเยื่อที่แตกต่างกับรากที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ และ 2,4-D  อย่างชัดเจน 
หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน 10 สัปดาห์  โดยรากที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร   MS ที่ไม่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตนั้นไม่พบการเปลี่ยนแปลง ส่วนรากที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม  
2,4-D เพียงอย่างเดียวพบการเกิดแคลลัส แสดงให้เห็นว่าสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นปัจจัยส าคัญ
ที่มีผลต่อการชักน าให้เกิดแคลลัส สารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D นั้นเป็นสารควบคุมการ
เจริญเติบโตในกลุ่มออกซินมีคุณสมบัติดียิ่งในการปิดกั้นกระบวนการก าเนิดอวัยวะและใช้ได้ดีในการ
เพิ่มจ านวนและรักษาสภาพการเป็นแคลลัสไว้ (รังสฤษฏ์. 2545) การใช้สารควบคุมการเจริญเติบโต
ดังกล่าวนี้จึงมีผลในการชักน าให้เกิดแคลลัสจากเนื้อเยื่อของรากได้ เมื่อพิจารณาในด้านการตอบสนอง
ของชิ้นส่วนพืชที่น ามาเพาะเลี้ยง TDZ ชิ้นส่วนใบและยอดจะตอบสนองต่อ TDZ ได้ดี แต่เนื้อเยื่อราก
จะตอบสนองต่อ TDZ ได้น้อย ดังเช่น การชักน าให้เกิดไรโซมจากแคลลัส ที่ได้จากรากของ 
Oncidium “Gower Ramsey” (Wu et. al.2004) หรือในกรณีในการชักน ายอดจากรากของ 
Albizzia julibrissin พบว่า TDZ จะชักน าให้เกิดยอดได้ดีที่สุด (Hosseini-Nasr and Rashid. 2000) 
 
      จากผลการทดลองพบว่าการเพาะเลี้ยงรากของเสม็ดขาวสามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้ โดย
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร  MS ที่เติม  2,4-D 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าให้รากมีน้ าหนักสดเฉลี่ยและ
น้ าหนักแห้งเฉลี่ยของแคลลัสมากที่สุดเมื่อเทียบกับสูตรอาหารอื่นๆ  ซึ่งการเกิดแคลลัสนั้นอาจเป็นผล
มาจากการใช้ไซโตไคนินและออกซินในอัตราส่วนที่เหมาะสมต่อเนื้อเยื่อพืช (Davies. 1987 และ 
Narayanaswamy. 1989) ท าให้เนื้อเยื่อพืชที่ได้รับการกระตุ้นจะเกิดการแบ่งเซลล์และการขยาย
ขนาดของเซลล์เพิ่มมากขึ้นจึงเกิดแคลลัสได้ดี  (Leopold. 1963)   แต่อย่างไรก็ตามการเลือกใช้สาร
สังเคราะห์กลุ่มออกซินชนิดต่างๆ ในการชักน าให้เกิดรากจากเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ขึ้นอยู่ กับ
ความเหมาะสมของชนิดและความเข้มข้นของสารกลุ่มออกซินต่อชนิดและชิ้นส่วนเนื้อเยื่อของพืช 
นอกจากนี้ยังมีปัจจัยอื่นๆ ที่มีผลต่อการชักน าให้เกิดรากในสภาพปลอดเชื้อ เช่น ปริมาณของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต pHของอาหาร ชิ้นส่วนของพืชที่น ามาเพาะเลี้ยง ปริมาณน้ าตาลที่เติมลงใน
อาหาร หรือสูตรอาหารที่ใช้หรือการเพิ่มหรือลดปริมาณแร่ธาตุในสูตรอาหารนั้น ๆ (Baksha et. al. 
2002) 
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5.3 การศึกษาการพัฒนาของแคลลัสและยอดของเสม็ดขาว 

       จากการทดลองพบว่าการชักน าให้เกิดแคลลัสและยอดของเสม็ดขาว โดยเลือกสูตรอาหารที่ดี 
ที่สุด 3 สูตร ได้แก่ TDZ 0.04 + 2,4-D 0.02 , TDZ 0.06 และ TDZ 0.08 + 2,4-D 0.08 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ท าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 5 สัปดาห์ พบว่า แคลลัสมีลักษณะการเจริญเติบโตเป็นต้นที่มี
ลักษณะเป็นตุ่มและปูดเกิดขึ้นบนชิ้นส่วนข้อในอาหารทุกสูตร และยังมีลักษณะคล้ายพัฒนาไปเป็น
ยอดเกิดขึ้นพร้อมกัน พบว่า บนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ ความเข้มข้น 
0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการเจริญเติบโตของแคลลัสและมีน้ าหนักมากที่สุด เฉลี่ยความกว้างและความ
ยาวของแคลลัสเท่ากับ 0.85 และ 1.14 เซนติเมตร ตามล าดับ เนื่องจาก TDZ เป็นสารควบคุมการ
เจริญเติบโตในกลุ่มไซโตไคนินที่มีผลต่อการแบ่งเซลล์ช่วยในการเจริญเติบโตทางล าต้น และเนื้อเยื่อ
เจริญตาข้าง พร้อมทั้งชักน าการเพิ่มจ านวนยอดของพืช (Hutchinson et. al. 1985; Taji and 
Williams. 1996) เมื่อใช้ร่วมกับ 2,4-D ซึ่งเป็นสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซินเป็นกลุ่ม
สารที่กระตุ้นการยืดตัวของเซลล์ทั้งในส่วนต้นและราก มีผลต่อการแบ่งเซลล์การยืดยาวของเซลล์ ทั้งน้ี 
Fellman et. al. (1987) รายงานว่า TDZ เป็นสารประกอบประเภท phenyl urea สามารถช่วย
กระตุ้นการเกิดเนื้อเยื่อเจริญเมื่อใช้ในระดับความเข้มข้นต ่า และ Junyan et. al. (1994) รายงานว่า 
TDZ สามารถชักน าให้เกิดการพัฒนาของแคลลัส ท าลายการพักตัวของตา และส่งเสริมการเกิด 
organogenesis ของ Cayratia japonica นอกจากนี้ยังมีรายงานการ ค้นพบในท านองเดียวกันนี้ใน
พืชชนิดอื่น เช่น Carica pentagona (Zhou and Collet. 1989), Malus domestica (Wang et. 
al. 1986; Van Nieuwkerk et. al. 1986) และ Rubus sp. (Fiola et. al. 1990) 
 

5.4 การศึกษาปริมาณสารส าคัญ 

      5.4.1 ปริมาณสาร eugenol และ cineole 

           การศึกษาปริมาณสารส าคัญโดยการวิเคราะห์หาปริมาณ eugenol และ cineole ของสาร
สกัดที่ได้จากใบเสม็ดขาวที่มีระยะการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน โดยท าการเตรียมสารสกัดจากพืชด้วย
ตัวท าละลาย แล้วน ามาสกัดด้วยตัวละลายชนิดต่างๆให้ผลที่ต่างกัน ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Tsiri 
et. al. (2003) ที่กล่าวว่า ปริมาณน้ ามันหอมระเหยที่สกัดได้จากใบยูคาลิปตัสพบสาร 1, 8-Cineole 
(Eucalyptol) จะสูงในช่วงฤดูร้อน นอกจากนี้อาจเกิดจากความแตกต่าง ของปัจจัยด้านอื่น เช่น 
ปัจจัยสิ่งแวดล้อมของพื้นที่ปลูก ปัจจัยที่มีผลต่อปริมาณคุณภาพของสารส าคัญ ได้แก่ พันธุกรรม 
แหล่งเพาะปลูก สภาพแวดล้อมในการเจริญเติบโต ระยะเวลาในการเก็บเกี่ยวและกระบวนการหลัง
การเก็บเกี่ยว (Abad et. al. 1994) โดยเฉพาะวิธีการสกัด ส่วนของพืชที่น ามาสกัด ตลอดจนพืชชนิด
สดหรือแห้ง และความอ่อนแก่ของพืช จากในการทดลองการเปรียบเทียบอายุของพืชในเสม็ดขาว   
ใบอ่อนจากสภาพธรรมชาติได้สารส าคัญทั้งสาร eugenol และ cineole ปริมาณมากที่สุด ซึ่งในใบ
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พืชที่มีอายุอ่อนหรือแก่เกินไป จะท าการสังเคราะห์ด้วยแสงได้ไม่ดีเท่าใบพืชที่เจริญเติบโตเต็มที่  
เพราะใบที่อายุอ่อนเกินไป คลอโรพลาสต์ยังเจริญไม่เต็มที่ ส่วนใบที่มีอายุแก่เกินไป กรานาและ
คลอโรฟิลล์มีการสลายตัวจึงท าให้พืชนั้นมีการสังเคราะห์ด้วยแสงน้อยลง และท าให้เกิดการสลายตัว
ของสารด้วย ปัจจัยต่างๆเหล่านั้นจึงมีผลต่อปริมาณคุณภาพของสารส าคัญ และองค์ประกอบของสาร
ที่ได้แตกต่างกัน El-Ghorab et. al. (2010) พบสาร camphene ปริมาณสูงในขิงแก่สดและแห้งได้
จากการสกัดด้วยการต้มกลั่นและการสกัดด้วย ethanol และ haxsen และ Kale and Unhalkar. 
(2011) พบสาร camphene ปริมาณมากในน้ ามันหอมระเหยขิงแก่ที่ได้จากการต้มกลั่น การที่ขิงอ่อน
สดและขิงอ่อนแห้งที่สกัดโดยการต้มกลั่นมีสาร องค์ประกอบที่ได้แตกต่างกัน ทั้งนี้เนื่องจากการน า
ตัวอย่างขิงสดไปอบแห้งที่ อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ซึ่งในระหว่างการให้ความร้อน น้ า และสาร
ระเหยอ่ืนๆ อาจระเหยและสูญเสียไป รวมทั้งในขิงอ่อนสดมีน้ าอยู่ในเซลล์มาก เมื่อน ามาต้มกลั่น น้ าที่
อยู่ภายในเซลล์อาจเป็นตัวสกัดกั้นไม่ให้สารบางตัวระเหยออกมา (Purseglove et. al. 1981) จึงท า
ให้ตัวอย่างพืชสดและพืชแห้งมีสารองค์ประกอบหลักที่แตกต่างกัน ส าหรับการสกัดด้วย ethanol ใน
ขิงอ่อนและแห้งนั้น ถึงแม้ว่าได้สารองค์ประกอบหลักเช่นเดียวกัน คือ สาร zingiberene แต่ในการ
สกัดด้วย ethanol เป็นเพียงวิธีเดียวที่สามารถสกัดสาร gingerol ได้ เนื่องจากความสามารถในการ
สกัดสารของ ethanol จึงท าให้สารองค์ประกอบหลักที่ได้ของทั้ง 2 วิธีแตกต่างกัน ในการทดลองท า
การสกัดด้วยตัวท าละลาย และจากผลการทดลองพบว่า ตัวท าละลาย hexane สามารถสกัด
สารส าคัญทั้งสาร eugenol และ cineole ไดป้ริมาณมากทีสุ่ด โดยใน hexane เป็นสารสกัดที่ไม่มีขั้ว 
เป็นตัวท าละลายที่ให้สารส าคัญทั้งยู eugenol และ cineole ได้ในปริมาณที่มาก เมื่อเทียบกับตัวท า
ละลาย methanol และ ethanol (Pandey and Tripathi. 2014) โดยในการแยกสารโดยอาศัย
หลักการละลายระหว่างตัวท าละลายกับสารส าคัญในสมุนไพร ทั้งนี้จะอาศัยหลักการของการละลาย
ความมีขั้ว (Polarity) ของทั้งตัวท าละลายและสารส าคัญ โดยสารส าคัญจะสามารถละลายในตัวท า
ละลายได้ก็ต่อเมื่อความเป็นขั้วของตัวสารส าคัญกับตัวท าละลายมีค่าใกล้เคียงกัน ในทางตรงข้ามตัว
ถูกละลายที่ไม่มีขั้วจะละลายในตัวท าละลายที่ไม่มีขั้วเพราะแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลไม่มีขั้วเป็นแรง
แวนเดอวาลส์ (Van der Waals Force) เหมือนกัน (รัตนา อินทรานุปกรณ์. 2547)  ส าหรับ 
methanol และ ethanol มีคุณสมบัติในการละลายได้กว้างทั้งสารที่มีขั้วและไม่มีขั้วและยังใช้ท าลาย
เอนไซม์ในพืชได ้(นันทวัน บุณยะประภัศร. 2536) 
  
      5.4.2  การศึกษาฤทธิต์้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

           การศึกษาในครั้งนี้พบว่าระยะพัฒนาการของใบที่ต่างกันทั้ง 5 แบบ ท าให้ฤทธิ์การต้านอนุมูล

อิสระเมื่อทดสอบด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay และในความเข้มข้นของ

สารทดสอบ 2 ความเข้มข้น แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง โดยในใบแก่เสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ

ที่มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด ที่ความเข้นข้น 0.06% อาจมาจากการที่ใบในระยะนี้เป็นระยะที่มี
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สารพฤกษเคมีสะสมอยู่ในปริมาณมาก ซึ่งสารพฤกษเคมีมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ จึงมีฤทธิ์การ

ต้านอนุมูลอิสระได้มากกว่าใบในระยะอื่นๆ และในระยะใบเจริญเต็มที่ยังเป็นระยะที่ใบมีสารทุติยภูมิ

มากอีกระยะหนึ่งเช่นกัน ซึ่งสารเหล่านี้เป็นสารที่ได้จากกระบวนการชีวสังเคราะห์ เพื่อสร้างสารชนิด

ต่างๆ ที่จ าเป็นส าหรับการด ารงชีวิตของพืช ได้แก่ สาร  alkaloid phenolic acetogenins และ

terpenes (ประไพรัตน์ สีพลไกร. 2555) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาระยะพัฒนาการของใบข้าวต่อ

ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ พบว่า มีสารต้านอนุมูลอิสระ  DPPH สูงที่สุดที่  4.16 เปอร์เซ็นต์ 

(Krasaetep et. al. 2011) แต่ขัดแย้งกับการศึกษาของนิภาพร และคณะ (2557) ฤทธิ์ต้านอนุมูล

อิสระ โดยวิธี DPPH ของใบอ่อนมีค่ามากกว่าในใบแก่ เนื่องจากพืชแต่ละชนิด มีการสร้างสารส าคัญ

ต่างๆ แตกต่างกันออกไปในแต่ละระยะ ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่าง ได้แก่ พันธุกรรม ชนิดพืช และ

พื้นที่ปลูก โดยมีรายงานพืชสมุนไพรหลายชนิดที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อมีปริมาณสารทุติยภูมิ

น้อยกว่าและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่ ากว่าต้นที่เจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติ ดังรายงานของ อรอุมา. 

(2556) ที่พบว่าเหง้าของหัวข้าวเย็น (Dioscorea birmanica) อายุมากกว่า 1 ปี ที่พัฒนาในสภาพ

ธรรมชาติมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด (259.27±7.34mg GAE/g dry extract) และมีฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50 เท่ากับ 9.35±0.62 µg/mL) สูงกว่าค่าดังกล่าวของยอดหัวข้าวเย็น

อายุ 2 เดือน ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (44.24±8.47 mg GAE/g dry extract และ EC50 

เท่ากับ 53.67± 4. 16 µg/mL ตามล าดับ) และมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH (76.55 %) 

สูงกว่าปริมาณที่พบในแคลลัสที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบในสภาพปลอดเชื้อ (660.5 µg/mL, 535 

µg/mL และ 71.17 % ตามล าดับ) (Mohan et. al. 2011) การที่ยอดหัวข้าวเย็นเหนือที่พัฒนาใน

สภาพปลอดเชื้อมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH น้อยกว่าเหง้าที่เจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติ อาจ

เนื่องมาจากยอดหัวข้าวเย็นเหนือที่เพาะเลี้ยงยังมีอายุน้อยและเป็นส่วนยอดจึงมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ

ต่ ากว่าเหง้าที่มีอายุมากกว่าและเป็นส่วนที่สะสมสารทุติยภูมิของต้นที่เจริญเติบโตในสภาพธรรมชาติ 

ดังที่ Banthorpe. (1994) ได้รายงานไว้ว่าการสังเคราะห์สารทุติยภูมิในพืชมีความสัมพันธ์กับระยะ

การเจริญเติบโตของพืช โดยในช่วงที่พืชเจริญเติบโตเต็มที่หรือในระยะที่พืชยังมีอายุน้อยอาจมีการ

สังเคราะห์และสะสมสารทุติยภูมิบางชนิดในปริมาณมากซึ่งความสัมพันธ์นี้จะแตกต่างกันไปในพืชแต่

ละชนิด 
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      5.4.3  การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

           จากการศึกษาพบว่าการน าส่วนใบของเสม็ดขาวที่ระยะพัฒนาของใบที่ต่างกันทั้ง 5 แบบ 
จากการเก็บตัวอย่างมาสกัดด้วย eathnol แล้วน าสารสกัดที่ได้วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบ      
ฟีนอลิกรวม พบว่า สารสกัดใบแก่เสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติมีปริมาณฟีนอลิคทั้งหมดมีค่ามากที่สุด 
มีค่าเท่ากับ 68.80 มิลลิกรัมกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต่อ 100 กรัมน้ าหนักแห้ง แตกต่างจากใบใน
ระยะอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ รองลงมา คือ ใบอ่อนเสม็ดขาวจากสภาพธรรมชาติ มีค่าเท่ากับ 
47.77 มิลลิกรัมกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต่อ 100 กรัมน้ าหนักแห้ง ตามล าดับ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก
สารประกอบฟีนอลิกมีการเปลี่ยนแปลงอยู่ตลอดเวลา เช่น มีการสังเคราะห์และมีการสลายตัว โดยมี
ปัจจัยต่างๆเข้ามาเกี่ยวข้อง เช่น แสง และอุณหภูมิ เป็นต้น (ศิวาพร ศิวเวชช และ ณัฏฐินี ใจสะอาด. 
2546) ซึ่งสารประกอบฟีนอลิกในพืชชนิดเดียวกันอาจพบในปริมาณที่เท่ากันหรือแตกต่างกัน 
เนื่องจากสารประกอบฟีนอลิกเป็นสารเมทาบอไลต์ทุติยภูมิที่พบในพืช โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อสร้างขึ้น
เพื่อท าลายเช้ือโรค ต่อต้านผู้บุกรุก หรืออยู่ในสภาวะที่กดดัน (Acamovic et. al. 2005; Edreva et. 
al. 2008; Dai and Mumper. 2010) พืชต่างชนิดกันจะมีสารประกอบในกลุ่มฟีนอลิกที่มีโครงสร้าง
แตกต่างกัน ซึ่งโครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิกที่แตกต่างกัน และปริมาณที่แตกต่างกัน ท าให้มี
ความสามารถในการรับหรือให้อิเล็กตรอนได้แตกต่างกัน ซึ่งส่งผลให้มีความสามารถในการต้านอนุมูล
อิสระที่แตกต่างกัน (Dai and Mumper. 2010) ในพืชต่างชนิดกัน รวมถึงในพืชชนิดเดียวกันที่อยู่ใน
สภาวะที่แตกต่างกัน 
 
      5.4.4  การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม (Total flavonoid content; TFC) 

           จากการศึกษาพบว่าการน าส่วนใบของเสม็ดขาวที่ระยะพัฒนาของใบที่ต่างกันทั้ง 5 แบบ 
จากการเก็บตัวอย่างมาสกัดด้วยเอทานอล แล้วน าสารสกัดที่ได้วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟลา
โวนอยด์ พบว่า ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์มากที่สุดพบในสารสกัดใบเพสลาดเสม็ดขาวจาก
สภาพธรรมชาติ จากผลการศึกษาพบว่า การใช้สารสกัด ethanol มีปริมาณ total flavonoid สูงสุด 
เนื่องจากฟลาโวนอยด์เป็นสารกลุ่มหนึ่งของสารประกอบฟีนอลิกสารสกัดหนึ่ง  อาจมีฟีนอลิกมากแต่
มีฟลาโวนอยด์น้อยเป็นเพราะอาจมีสารตัวอื่นในกลุ่มฟีนอลิกอยู่มากส่วนสารสกัดที่มีฟีนอลิกน้อยแต่  
ฟลาโวนอยด์มากอาจเป็นเพราะในสารประกอบฟีนอลิกของสารสกัดนี้มีฟลาโวนอยด์อยู่มาก ซึ่งฟลา
โวนอยด์เป็นสารประกอบฟีนอลิกประเภทโพลีฟีนอลสามารถละลายในน้ าและตัวท าละลายที่มีขั้วได้ดี 
ส่วนใหญ่มักพบอยู่รวมกับน้ าตาลในรูปของสารประกอบไกลโคไซด์ (glycoside) ความแตกต่างใน
โครงสร้างของสารประกอบฟีนอลิกก าหนดการละลายในตัวท าละลายของขั้วที่แตกต่างกัน และการใช้
ตัวท าละลายที่แตกต่างกันที่ใช้ในการสกัดส่งผลให้มีความแตกต่างในองค์ประกอบของสารสกัด แต่ใน
องค์ประกอบทางเคมีมีความแตกต่างกันไป ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ ฤดูกาล ปัจจัยด้านสิ่งแวดล้อม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



76 

 

 
 

พันธุกรรม สารส าคัญ และต้นก านิดของพืช (Sajjadi. 2006) นอกจากนี้ Szopa et. al. (2017) 
รายงานว่ายอดของ Salacia chinensis ที่พัฒนาในสภาพปลอดเชื้อนาน 30 วัน มีปริมาณสารฟลาโว
นอยด์สูงสุด 17.21±2.15 mg/100 g DW และปริมาณสารดังกล่าวค่อยๆ ลดลงหลังจากการ
เพาะเลี้ยงนาน 40-60 วัน ดังนั้นจะเห็นได้ว่าระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมต่อการสร้างและ
สะสมสารทุติยภูมิจะแตกต่างกันไปในพืชแต่ละชนิด ซึ่งนอกจากระยะเวลา ในการเพาะเลี้ยงแล้ว ชนิด
พืช อาหารเพาะเลี้ยง และรูปแบบการเพาะเลี้ยงถือเป็นปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อการสร้างสารทุติยภูมิ
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                          บทที่ 6 

          สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
        จากการศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต 2 ,4-D และ TDZ ต่อการชักน าให้เกิด 
แคลลัสและยอดจากข้อของเสม็ดขาว โดยจากการน าชิ้นส่วนข้อมาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS 
ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 0.04  มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่ามีการพัฒนาเจริญเป็นแคลลัสได้ดี ให้ความสูง
และความกว้าง เท่ากับ 3.52 และ 1.65 เซนติเมตร ตามล าดับ และเกิดยอดได้ดีที่สุด ส่วนของความ
สูงยอดที่เลี้ยงในอาหาร MS ที่เติม TDZ เข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2 ,4-D 0.02 มิลลิกรัม
ต่อลิตร มีความสูงยอดดีที่สุด และการศึกษาการพัฒนาการเกิดยอดและแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่
เติม TDZ และ 2,4-D พบว่าบนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ ความเข้มข้น 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร มี
การเจริญเติบโตของแคลลัส น้ าหนักของแคลลัส และจ านวนยอดมากที่สุด เช่นเดียวกับ สูตร MS ที่
เติม TDZ ความเข้มข้น 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ 2,4-D 0.02 มิลลิกรัมต่อลิตร ความสูงของ
แคลลัสเฉลี่ย 1.21 เซนติเมตร และบนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ 0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จ านวน
การเกิดยอดมากที่สุด เท่ากับ 2.56 ยอด 
        จากการศึกษาการเพาะเลี้ยงรากของเสม็ดขาวในอาหารเหลวที่สภาพปลอดเชื้อต่อการชักน า 
hairy root  โดยศึกษาเปรียบเทียบสูตรอาหารเหลวส าหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 3 สูตร น ามาเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ที่เติม TDZ หรือ 2,4-D 0.04 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 
พบการเปลี่ยนแปลงของรากโดยมีน้ าหนักแคลลัสสูงที่สุดและเป็นสูตรที่มีการเจริญเติบโตดีที่สุด  
       การศึกษาปริมาณสารส าคัญโดยการวิเคราะห์หาปริมาณ eugenol และ cineole ของสารสกัด
ที่ได้จากใบเสม็ดขาวที่มีระยะการเจริญเติบโตที่แตกต่างกัน จึงพบว่า ใบเสม็ดขาวที่น ามาจากสภาพ
ธรรมชาติที่สกัดด้วย hexane ให้ปริมาณ eugenol และ cineole มากที่สุด และในการศึกษาต้าน
อนุมูลอิสระของระยะพัฒนาการของใบที่ต่างกันทั้ง 5 แบบ พบว่า ใบแก่ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และ   
ฟีนอลิกสูงที่สุด และฟลาโวนอยด์ในใบอ่อนสูงที่สุด  
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6.2 ข้อเสนอแนะ 
        ผลการศึกษาของการทดลองนี้ท าให้ทราบว่าในการชักน าแคลลัสและยอดมีปัจจัยอื่นที่เกี่ยวข้อง
ที่ส าคัญในการชักน า เช่น สารควบคุมการเจริญเติบโต แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และ
สารประกอบต่างๆที่อยู่ในสูตรอาหารเพาะเลี้ยง รวมถึงปัจจัยของชิ้นส่วนพืช อาจจะเป็นมาจากปัจจัย
ต่างๆที่ยังไม่มีความเหมาะสมต่อเสม็ดขาว อาจจะต้องหาวิธีการที่เหมาะสมส าหรับการชักน าแคลลัส
และยอดต่อไป 
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1.1 การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสูตร MS (Murashige and Skoog. 1962) 
1.1.1 การเตรียม stock solution ของอาหารเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 
          การเตรียม stock solution ของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS โดยเตรียมส่วนของ 
Macroelements (MS1-MS5) ให้มีความเข้มข้น 10 เท่า ของความเข้มข้นที่ต้องการใช้ และส่วน
ของ  Microelements (MS6-MS8) ให้มีความเข้มข้น 100 เท่า ดังตารางด้านล่าง 

MS สารเคมี ความเขม้ขน้ 
(mg/L) 

ความเขม้ขน้ของ 
stock solution (g/L) 

ปริมาตรของ 
stock solution 

Macroelements 
MS1 
MS2 
MS3 
MS4 
MS5 

 
NH4NO3 

KNO3 
CaCl2·2H2O 

MgSO4·7H2O 
KH2PO4 

 
1,650.00 
1,900.00 
450.00 
370.00 
170.00 

(100 เท่า) 
16.50 
19.00 
4.50 
3.70 
1.70 

 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 
100 มิลลิลิตร 

Microelements 
MS6 

 
ZnSO4·5H2O 
MnSO4·4H2O 

H3BO3 
KI 

Na2MoO4·2H2O 
cuSO4·5H2O 
Cocl2·6H2O 

 
86.00 
22.30 
6.20 
0.83 
0.25 
0.025 
0.025 

(10 เท่า) 
8.60 
2.23 
0.62 
0.083 
0.025 
0.0025 
0.0025 

 
10 มิลลิลิตร 

Microelements 
MS7 

 
Na2EDTA·2H2O 

FeSO4·7H2O 

 
37.30 
27.85 

(10 เท่า) 
3.73 
2.785 

10 มิลลิลิตร 

Organic 
nutrients 

MS8 

 
Myo-inositol 
Nicotinic acid 

Pyridoxine·HCl 
Thiamine·HCl 

Glycine 

 
100.00 
0.50 
0.50 
0.10 
2.00 

(10 เท่า) 
10.00 
0.05 
0.05 
0.01 
0.20 

 

10 มิลลิลิตร 
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การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Eugenol 
       เตรียม stock ใหญ่ เพือ่น าไป dilute เป็น stock ยอ่ยๆ โดยใช้ eugenol 100 ppm และ
น าไปเจือจางที่ความเข้มข้น 80, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 และ 0.75 ppm จากนั้นน า Absolute 
Ethanol 95 % น ามาเจือจางจากความเข้มข้นมากไปถึงความเข้มข้นนอ้ย                                  

 
ภาคผนวกที1่ แผนภาพการเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

       เมื่อเตรียมสารละลายมาตรฐาน จึงน ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง spectrophotometer uv-vis 
ก่อนใช้เครื่องท าการเปิดเครื่องเพื่อวอร์ม  
 
เมื่อสมการ           Y = A* X + B A=0.0166  B= 0.0002 
แทนสมการได้ดังนี ้ Y = 0.0166x + 0.0002 (R² = 0.999) 
หมายเหต ุ เมือ่ค่า Y= ความเข้มข้นของสาร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
               คา่ X = ค่าดูดกลืนแสง (Abs) 
ดังแสดงในภาพผนวกที่ 2 
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eugenol (mg/ml) Abs 

0 0 
0.75 0.012 
1.25 0.021 
2.5 0.042 

5 0.079 
10 0.18 
20 0.32 
40 0.667 

 
 

 
 

ภาคผนวกที่ 2 กราฟมาตรฐานยูจีนอล  
 
 
 
 

 

y = 0.0166x + 0.0002 
R² = 0.999 
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การเตรียมสารละลายมาตรฐาน cineole 
       เตรียม stock เพื่อน าไป dilute โดยใช้ cineole 100 ppm และน าไปเจือจางที่ความเข้มข้น 2, 
0.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0.006 และ 0 ppm จากนั้นน า Absolute Ethanol 95 % น ามาเจือจางจาก
ความเข้มข้นมากไปถึงความเข้มข้นน้อย                                  
เมื่อเตรียมสารละลายมาตรฐาน จึงน ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง spectrophotometer uv-vis ก่อนใช้
เครื่องท าการเปิดเครื่องเพื่อวอร์ม  
 
เมื่อสมการ           Y = A* X + B A=0.0101  B= 0.0011   
แทนสมการได้ดังนี ้ y = 0.0101x + 0.0011  (R² = 0.9906) 
หมายเหต ุ เมือ่ค่า Y= ความเข้มข้นของสาร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
               คา่ X = ค่าดูดกลืนแสง (Abs) 
ดังแสดงในภาพผนวกที่ 3 
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cineole (mg/ml) Abs 
0 0 

0.006 0.001 
0.1 0.002 
0.2 0.004 
0.4 0.006 
0.6 0.007 

2 0.021 

 
 

 
ภาคผนวกที่ 3 กราฟมาตราฐานซิเนออล 
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การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
       การเตรียมสารละลายมาตรฐานของกรดแกลลิกเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท า โดย 
ละลายกรดแกลลิก (Gallic acid) น าไปชั้งที่ 0.056 กรัม ละลายในเอทานอล 10 มิลลิลิตรเทลงใน
ขวดวัด ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสารละลายด้วยเอทานอลจนครบ 100 
มิลลิลิตร  
       การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ระดับความเข้มข้น 0.075, 0.05, 0.025 และ 
0.0125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานของกรดแกลลิกเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตรมา 3, 2.5, 2, 1.5, 1, 0.5 และ 0.25 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดฟอลคอนขนาด 15 มิลลิลิตร แล้ว
ปรับปริมาตรด้วยเอทานอลจนครบ 10 มิลลิลิตร                       
การสร้างกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 
       โดยปิเปตน้ ากลั่น 4.5 มิลลิลิตรในหลอดทดลองตามด้วยสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ระ
ดับความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย Folin-Ciocalteu Reagent 0.5 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 5 วินาที จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 7.5 % w/ v ปริมาตร 4 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วตั้งทิ้งไว้ในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
765 นาโนเมตร (Nm) โดยใช้เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 
เมื่อสมการ           Y = A* X + B A=11.318  B= 0.0179 
แทนสมการได้ดังนี ้ y = 11.318x + 0.0179  (R² = 0.9973) 
หมายเหต ุ เมือ่ค่า Y= ความเข้มข้นของสาร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
               คา่ X = ค่าดูดกลืนแสง (Abs) 
ดังแสดงในภาพผนวกที่ 4 
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ภาคผนวกที่ 4 กราฟมาตรฐาน gallic 
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Concentration gallic acid (mg/ml) 

Ordinate (A) 

Ordinate (A)

เชิงเส้น (Ordinate (A)) 

gallic acid (mg/ml) Abs 
0.0125 0.1750 

0.025 0.2780 

0.05 0.5903 

0.075 0.8673 
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การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
       การเตรียมสารละลายมาตรฐานของ Quercetin เขม้ข้น 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าโดย 

ละลาย Quercetin น าไปชั้งที่ 0.0026 กรมั ละลายในเอทานอล 10 มลิลิลิตรเทลงในขวดวัดปริมาตร

ขนาด 25 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรสารละลายด้วยเอทานอลจนครบ 25 มิลลิลิตร  

       การเตรียมสารละลายมาตรฐาน Quercetin ที่ระดับความเข้มข้น 100, 75, 50, 25, 10 และ 5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานของ Quercetin เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร มา5, 3.75, 2.5, 1.25, 0.5, และ 0.25 มิลลิลิตร ใสล่งในหลอดฟอลคอนขนาด 15 มิลลิลิตร 

แล้วปรับปริมาตรด้วยเอทานอล จนครบ 10 มลิลิลิตร  

 
การสร้างกราฟมาตรฐาน standard flavonoids  

      สร้างกราฟมาตรฐาน quercetin โดยวิธี Aluminium nitrate colorimetric method โดยปิ

เปต 5% NaNO2 0.1มิลลิลิตร ลงในสารละลาย quercetin ในเมทานอล 0.5 และ 0.25 มิลลิลิตร 

เจือจางด้วยน้ ากลั่น 2.25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ 6 นาที เติม 10% อะลูมิเนียมคลอไรด์ Al(NO3 )3 0.2 

มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นเติม 1 M โซเดียมไฮดรอกไซต์ NaOH 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน 

และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 510 นาโนเมตร 

เมื่อสมการ           Y = A* X + B A=0.0009  B= 0.0436 

แทนสมการได้ดังนี ้ y = 0.0009x + 0.0436  (R² = 0.9988) 

หมายเหต ุ เมือ่ค่า Y= ความเข้มข้นของสาร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

               คา่ X = ค่าดูดกลืนแสง (Abs) 

ดังแสดงในภาพผนวกที่ 5 
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Quercetin(mg/ml) Ordinate (A) 

5 0.0473 

10 0.0520 

25 0.0663 

50 0.0877 

75 0.1113 

100 0.1300 
 
 

 
ภาคผนวกที่ 5 กราฟมาตรฐาน Quercetin 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

y = 0.0009x + 0.0436 
R² = 0.9988 

0.0000

0.0200

0.0400

0.0600

0.0800

0.1000

0.1200

0.1400

0 20 40 60 80 100 120

Ab
so

rb
an

ce
 5

10
 n

m
 

Concentration Quercetin(mg/ml 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



100 

 

 
 

ประวัติผู้เขียน 

ชื่อ-นามสกลุ            นางสาวอุษณา   ปรางทอง 
วัน เดือน ปีเกดิ         24  กันยายน  2538 
ที่อยู่ปัจจุบัน            32/53 หมู่บ้านทิพยว์ารีซอย2 ถนนเลียบคลองล ามะขาม แขวงล าผักชี   

                 เขตหนองจอก กรุงเทพ 10530 
ประวัติการศึกษา       พ.ศ. 2561 ส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  

                  สาขาวิชาพืชสวน คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้า 
                  เจ้าคุณทหารลาดกระบัง 10520 

ทุนการศึกษาที่ได้รับ   ทุนส่งเสริมการวิจัยของบัณฑิตศึกษา หน่วยงานคณะเทคโนโลยีการเกษตร  
                             สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
ทุนการศึกษาที่ได้รับ    Prangthong, U., Montri, N. and Saetiew, K. (2020). Callus and   
                             hairy root induction of Melaleuca cajuputi Powell. International  
                             Journal of Agricultural Technology 16(3): 677-684. 

 
 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 




