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บทที่  1 
 

บทนํา 

 
กลิ่นของอาหารเปนสวนที่มีความสาํคัญอยางหนึ่งในการดึงดูดและเพิ่มความสนใจ 

ของผูบริโภค โดยเฉพาะกลิ่นหอมซึ่งเปนปจจัยหนึ่งที่สงเสริมใหอาหารหรือผลิตภัณฑตางๆ        
เปนที่ยอมรับและตองการของผูบริโภคมากขึ้น ปจจุบนักลิน่หอมทีพ่บในอาหารอาจเกิดจากกรรมวธิี
การผลิตอาหาร เชน การใหความรอนในขั้นตอนการปรุงสุก หรือการเติมแตงสารบางชนิดที่
สังเคราะหข้ึนเพื่อใชในการปรุงแตงกลิ่นรส แตอยางไรก็ตามผูบริโภคสวนใหญยังคงยอมรับการ
บริโภคอาหารที่มีกล่ินหอมตามธรรมชาติ กล่ินหอมที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติชนิดหนึ่งที่ไดรับความ
สนใจในการศึกษากันมากในปจจุบันคือ 2-acetyl-1-pyrroline (2AP) เนื่องจากเปนสารประกอบ
ที่มีบทบาทสําคัญในการใหกลิ่นหอมในผลิตภัณฑอาหารหลายชนิด เชน เนื้ออบ ปอบคอรน 
(popcorn) ขนมปงแปงขาวสาลีและขาวไรย (Schieberle, 1991; Schieberle และ Wener, 1991) 
สาร 2AP จัดเปนสารประกอบประเภท volatile ที่สามารถสังเคราะหข้ึนไดทั้งในกระบวนการทาง
เคมีและทางชวีภาพ พบไดในสิ่งมชีีวิตหลายชนิด เชน เตยหอม Pandanus amaryllifolius Roxb.      
และดอกชํามะนาด Vallaris glabra Ktze. รวมถงึพชืเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทยอยางขาว
หอมมะลิดวย (Buttery และคณะ, 1983; Wongpornchai  และคณะ, 2003) 

ขาวหอมมะลิหรือเรียกอีกอยางหนึ่งวาขาวขาวดอกมะลิ 105 Oryza sativa L. var. 
Khao Dawk Mali 105 เปนขาวที่ไดรับความนยิมมากทีสุ่ดในประเทศไทย อีกทัง้ยังไดรับการยอมรับ       
อยางกวางขวางทั้งในเอเชีย ยุโรป และอเมริกา (Laksanalamai และ Ilangantilek,1993) เนื่องจาก
มีกลิ่นหอมที่เปนเอกลักษณเฉพาะตัว ซึ่งมีองคประกอบมาจากสารระเหยกวา 140 ชนิด โดยมี 
2AP เปนสารสําคัญที่มีบทบาทมากที่สุดในกลิ่นหอมของขาวขาวดอกมะลิ 105 (Buttery และคณะ, 
1983; Mahatheeranont, Keawsa-ard และ Dumri, 2001)  

ในการบริโภคขาวหอมมะล ิ กลิน่เปนปจจยัสาํคัญอยางหนึ่งที่มผีลตอความรูสึกของผูบริโภค 
จึงมงีานวิจยัทีศ่ึกษาเกีย่วกับสารหอม 2AP อยางตอเนื่องจนมาถงึปจจบุัน (วาสนา วรมิศร, 2539) 
ทั้งนี้เพื่อใชเปนแนวทางในการพัฒนาคุณภาพของขาว อยางไรก็ตามจากงานวิจัยที่ผานมาพบวา
มีเพียงการศึกษาเกี่ยวกับสารหอม 2AP ในดานโครงสรางทางเคมี วิธีการสกัด การวเิคราะห
ปริมาณสารหอม การสังเคราะหสารหอมในหองปฏิบัติการ การศึกษาปจจัยแวดลอมตางๆ ที่มีผล
ตอปริมาณการผลิตสารหอมในขาว ตลอดจนวิธีการยืดอายุคุณภาพดานกลิ่นของขาวภายหลัง
การเก็บเกี่ยว (Buttery และคณะ, 1983; Suprasarma และคณะ, 1998; Mahatheeranont และ
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คณะ, 2001; Grimm และคณะ, 2001; Yoshihashi, Huong และ Inatomi, 2002; นันทินี      
ศรีสุภัทรวานิช, 2548) จนกระทั่งมีการศึกษาเกี่ยวกับกระบวนการสังเคราะหทางชีวภาพ โดยนําสาร 
stable isotope มาใชในการพิสูจนหาสารตั้งตนของ 2AP ในกระบวนการสังเคราะหทางชีวภาพ 
ซึ่งศึกษาในสิง่มีชีวิตชนิดตางๆ ที่สามารถผลิต 2AP ได เชน เชื้อ Bacillus cereus และขาว       
ขาวดอกมะลิ 105 พบวาสามารถติดตามการสังเคราะหสารหอม 2AP ที่เกิดขึ้นและพิสูจนสารตั้งตน
ที่เขารวมในกระบวนการชีวสังเคราะหได (Leo และคณะ, 1995; Yoshihashi และคณะ, 2002)  

นอกจากขาวขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งเปนแหลงผลิต 2AP ที่สําคัญ พบวามีพืชอีกชนิดหนึ่งที่
นาสนใจในการนํามาศึกษาเกี่ยวกับชีวสังเคราะหสารหอม 2AP นั่นคือ เตยหอม เนื่องจากการศึกษา
ที่ผานมาพบวา นอกจากจะเปนพืชที่สามารถผลิตสารหอม 2AP ไดเชนเดียวกับขาวแลว เตยหอม
ยังสามารถผลติ 2AP ไดในปริมาณที่มากกวาที่พบในขาวถงึประมาณ 10 เทา (Buttery, Juliano 
และ Ling, 1982) นอกจากนี้ยังไมมีรายงานเกี่ยวกับสารต้ังตนหรือกลไกการสังเคราะหสารหอม 
2AP ในเตยหอม ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงมวีตัถุประสงคเพื่อศึกษาสารตั้งตนที่เกี่ยวของในกระบวนการ
สังเคราะหสารหอม 2AP ในเตยหอมเพื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการสังเคราะห 2AP ในขาวขาว
ดอกมะลิ 105 โดยใชใบและแคลลัส (callus) ของพืชทัง้สองชนิดเปนตวัอยางในการทดลอง โดยจะ
พัฒนาเทคนิคการสกัดสารหอม 2AP ดวยตัวทาํละลายและตรวจวิเคราะหดวยเทคนิค GC-MS 
เพื่อเปรียบเทยีบปริมาณ 2AP ที่สังเคราะหไดระหวางเตยหอมและขาวขาวดอกมะล ิ105 ตลอดจน
ศึกษาสารตั้งตนที่เกี่ยวของในกระบวนการชีวสังเคราะห 2AP ในเตยหอม เพื่อใชเปนแนวทาง       
ในการหาวิถีของการสงัเคราะห 2AP และเปนขอมูลพืน้ฐานในการปรับปรุงคุณภาพของขาวหอมตอไป 
 



บทที่  2 
 

วารสารปริทัศน 

 
2.1 สารหอม 2-acetyl-1-pyrroline  
 

สารหอม 2-acetyl-1-pyrroline (2AP) เปนสารหอมระเหยชนิดหนึง่มีลักษณะเปนของเหลวใส
ไมมีสี มวลโมเลกุลเทากับ 111.143 สูตรโมเลกุล C6H9NO จัดอยูในกลุม heterocyclic compound   
มีลักษณะโครงสรางทางเคมเีปนวงแหวน 5 เหลี่ยมที่ประกอบดวยไนโตรเจนอยูในวงแหวน มีหมู acetyl 
เกาะอยูกับคารบอนตําแหนงที่ 2 ดังแสดงในรูปที่ 2.1 จากการที่สารหอม 2AP มีไนโตรเจนอยูในโมเลกลุ 
จึงแสดงสมบติัเปนสภาพมข้ัีว (polarity) คอนไปทางสภาพเบส ระเหยงายที่สภาวะอุณหภูมิปกติ และ
ไมเสถียรแมเกบ็ในสภาพสุญญากาศที่อุณหภูมิ -20 °C โดยสารจะเปลี่ยนจากของเหลวใสไมมสีีเปน   
สีแดง และเขมข้ึนตามระยะเวลาการเก็บ สีที่เขมข้ึนเกดิจากปฏิกิริยา condensation ของหมู carbonyl 
จนได conjugate pyridine polymer (Buttery และ Ling, 1982) ลักษณะกลิน่ของ 2AP สําหรับ
ชาวตะวันตกบรรยายวาคลายกลิ่นขาวโพดคั่ว (popcorn) สวนชาวเอเชียใหคําอธิบายกลิ่นวากลิ่น
คลายใบเตย (Paule and Power, 1989) จากการศึกษาเกี่ยวกับระดับความแรงของกลิน่ (oder threshold) 
ของสาร 2AP พบวาความเขมขนที่ตํ่าที่สุดที่สามารถไดรับกลิ่นทางประสาทสัมผัสเมื่อสารนี้ละลายน้ํา 
(threshold of olfactory perception) มีคา 0.1 ppb (Buttery, Turnbaugh และ Ling, 1988)  

 
 

O  
N  

 
 
 

 
 

รูปที่  2.1   โครงสรางโมเลกลุของสารหอม 2AP 
           ที่มา   :   Buttery และ Ling (1982) 
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2.2 การตรวจพบสารหอม 2AP ในอาหาร 
 

AMINO ACID 

แมวาสารหอม 2AP จะรูจักกันดีในฐานะเปนสารสําคัญในกลิ่นหอมที่เปนเอกลักษณของ       
ขาวหอม (aromatic rice) ในความเปนจริงแลวยงัสามารถพบสาร 2AP ไดในอาหารหลายชนิด การคนพบ
เกีย่วกับสารประกอบชนิดนี้ในระยะแรกเริม่ตนศึกษาจากสิ่งไมมีชวีิต โดย Buttery และ Ling (1982) 
รายงานเกี่ยวกบัสารระเหยหลักที่มีบทบาทสําคัญในกลิ่นหอมของขาวหุงสุกคือสาร 2AP โดยสามารถ
พิสูจนและระบโุครงสรางทางเคมีไดสําเร็จเปนครัง้แรก ตอมาจึงมงีานการวิจัยเผยแพรออกมาอยางกวางขวาง
เกี่ยวกับการคนพบสารหอม 2AP ในตัวอยางอาหารอื่นๆ มากมายหลายชนิด เชน ขนมปงอบ 
(Schieberlec และ Grosch, 1985,1987) เนื้ออบ (Gasser และ Grosch, 1988) เนื้อกามปูสุก 
(Chung และ Cadwallader, 1994) และเผือกตมสุก (Wong, Chong. และ Chee, 1998) เปนตน  
อาหารทั้งหมดลวนเปนผลติภัณฑอาหารทีผ่านกระบวนการแปรรปูโดยการใหความรอน ด้ังนัน้จงึมกีาร
พิสูจนเกีย่วกบัสารหอม 2AP วาเกิดขึ้นจากกระบวนการทางเคม ีโดยปฏิกิริยา Maillard (Ween, 1998) 
ซึ่งเปนปฏิกิริยาระหวางกรดอะมิโนและน้ําตาลในระหวางที่อาหารไดรับความรอน ผลิตภัณฑที่ไดจาก
ปฏิกิริยา Maillard มีหลายประเภทซึ่งแตกตางกันตามชนิดของกรดอะมิโนและน้าํตาลที่เปนสารตัง้ตน 
ที่อยูในอาหาร โดยใหสารที่สําคัญไดแก สารใหกลิน่ (flavour substances) ชนิดตางๆ และ สารสนี้ําตาล 
(brown pigments) หรือสารในกลุม Melanoidins (รูปที่ 2.2)  

 

SUGAR 

ARP*/HRP** 

Deoxyglycosones 
Condensation Products 

Fragmentation Products retroaldolisation 
 or                   

β-cleavage 

+ Melanoidins  
 
  
 
 
 
 
 

Cyclisation Proucts  Flavour Substances 
Flavour Substances  

*ARP คือ Amadori rearrangement product       **HRP คือ Heyns rearrangement product  
รูปที ่ 2.2   แผนภาพปฏิกิริยา Maillard  ที่ใหผลิตภัณฑเปนสารใหกลิ่น  

      ที่มา   :   Ween (1998) 
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 Buttery, Ling และ. Donald (1994) รายงานเกี่ยวกับสารระเหยจากผลิตภัณฑขาวโพดหวาน 
เชน ขาวโพดหวานสด แชแข็ง และบรรจุกระปอง พบวาสารสําคัญที่เปนองคประกอบในกล่ินของ
ผลิตภัณฑดังกลาวคือ 2AP และ 2-acetyl-2-thiazoline โดยสาร 2AP ในขาวโพดหวานบรรจุกระปองมี
มากกวาในผลติภัณฑอ่ืนๆ เนื่องจากความรอนในการฆาเชื้อ (sterilize) ทาํใหเกิดสาร 2AP มากขึ้น 
 Buttery และ Ling (1995) ศึกษาองคประกอบของสารระเหยในผลิตภัณฑ corn tortilla, 
tortilla chips, masa flour, taco shells และ tortilla corn โดยใชเทคนิค High-flow dynamic 
headspace กับ Tenax trapping พบวาใน taco shells มีสารประกอบหลายชนิดเชนกันคือ 2AP, 
2,4-decadienal, 2-ethyl-3,6-dimethylpyrazine, 2-acetophenone, 2-nonenal, 3-methylbutanal, 
3-(methylthio) propanal (methional) และ 2-acetyltetrahydropyridine เปนสารชวยเสริมกลิน่ 
 Rychlik และ Grosch (1996) รายงานวาสามารถตรวจวิเคราะหสาร 2AP จากขนมปงขาว
สาลีปง (toasted wheat bread) โดยใชเทคนิค Gas chromatography/olfactometry of headspace 
ในการตรวจวิเคราะห พบวา มีสารใหกลิ่นทีสํ่าคัญ 5 ชนิดเปนองคประกอบ ไดแก 2AP, (E)-2-nonenal, 
3-methylbutyric acid, 4-hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H) furanone, methional, 2,3 butanedione 
โดยสาร 2AP เปนสารที่มีปริมาณมากที่สุด 
 Schieberle (1996) ศึกษาสารที่เปนองคประกอบที่ใหกลิ่นในงาอบ (roasted sesame) พบวา
สาร 2AP เปนสารหลกัในการใหกลิน่หลกัในงาอบ นอกจากนี้ยงัมีรายงานในอาหารหลายชนิดทีผ่าน
กระบวนการทาํอาหารใหสุกดวยความรอนที่มีสาร 2AP เปนสารประกอบหลักในการใหกลิ่นหอม เชน 
ใน กุงตมสายพันธุ Procambarus clarkia (Cadwallader และ Baek,1998) มันฝรั่งตม (Mutti และ 
Grosch,1999) เมล็ดมะมวงหิมพานตอบ (roasted seeds of wild mango) สายพนัธุ Irvingia 
gabonensis (Tairu, Hofmann และ Schieberle, 2000) ไสกรอกกระเทียมสไตลอิตาลีและแฮมที่ผาน
ความรอน (Blank และคณะ, 2001) และกุงกามกราม Homarus americans (Lee, Suriyaphan และ 
Cadwallader, 2001) เปนตน  

อยางไรก็ตามมีนกัวจิัยเสนอแนวความคิดที่ขัดแยงเกี่ยวกับกระบวนการเกิดของสารหอมชนิดนี้
ในขาว โดยรายงานวาสารหอม 2AP ในขาวนั้นไมไดเกิดจากปฏกิิริยาที่ผานความรอนหรือปฏิกิริยา 
Maillard เพียงอยางเดียว แตตนขาวสามารถสังเคราะหสาร 2AP ไดเอง และจะสะสมอยูในทุกสวนของ
ตนขาวยกเวนราก นอกจากนีย้ังมีรายงานเกี่ยวกับการคนพบยนีที่ควบคุมความหอมของขาวพนัธุที่มี
กลิ่นหอม (Lorieux และคณะ,1996) จึงเปนการสนับสนุนแนวคิดทีว่าสาร 2AP ไมไดเกี่ยวของกับ     
ปฏิกิยา Maillard โดยตรง ดังนัน้งานวจิัยเกี่ยวกับสารหอม 2AP ในชวงตอมาจงึเนนการศึกษาใน
ส่ิงมีชีวิตที่สามารถผลิตสาร 2AP ข้ึนไดเอง หรือศึกษาเกีย่วกับกระบวนการชีวสงัเคราะห (biosynthesis) 
ของสารหอม 2AP 
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2.3 การตรวจพบสารหอม 2AP ในสิ่งมชีีวิต 
 

ส่ิงมีชีวิตหลายชนิด เชน พชื และจุลินทรยี สามารถผลติสารหอม 2AP ข้ึนไดเองตามธรรมชาติ 
ซึ่งนกัวิจยัใหความสาํคัญในการศึกษาถึงกระบวนการสังเคราะหตามธรรมชาติของส่ิงมีชีวิตแตละชนิด 
จากรายงานทีผ่านมา สารหอม 2AP พบในจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย และรา โดยจุลินทรีย
เหลานี้สามารถสังเคราะหสารหอม 2AP ข้ึนเองได 

Romanczyk และคณะ (1995) ศึกษาการสังเคราะห 2AP ในแบคทีเรียสายพนัธุ Bacillus 
cereus ซึ่งแยกไดจากกระบวนการหมักโกโก ภายใตสภาวะการเลี้ยงในอาหารแข็ง และสกัดสาร 2AP 
ดวยความดันไอน้ํา พบวา Bacillus cereus ผลิต 2AP ได 30-70 ppb และจะผลิต 2AP เพิ่มข้ึนเมื่อให
กรดอะมิโน L-proline, L-ornithine และ L-glutamate เพิ่มเติมในอาหารเพาะเลีย้ง อยางไรกต็าม 
Bacillus cereus ไมสามารถผลิต 2AP ไดในอาหารเหลว 

Rungsardthong (1995) ศึกษาและจดสิทธิบัตร Thai Patent 13175 การผลิต 2AP จากเชื้อรา 
2 สายพนัธุ คือ Aspergillus nigricans และ Aspergillus awamori ในอาหารสูตร Syn 18 พบวา
สามารถผลิต 2AP ได 2.08 และ 1.11 mg/l ตามลําดับ นอกจากนีย้ังรายงานเกีย่วกับสารประกอบ           
ในอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียบางตัวมีผลตอการผลิต 2AP เชน potassium phosphate, sodium chloride, 
glucose และ corn steep liquor 

Nagsuk, Winichphol และ Rungsardthong (2002) ตรวจวิเคราะหสารหอม 2AP ที่ผลิตขึ้น
จากแบคทีเรีย Bacillus cereus และราสายพันธุ Aspergillus oryzae, Aspergillus awamori TISTR 
3193 (รูปที่ 2.3) เมื่อแยกสวนที่เปนสารหอม 2AP ไดจากอาหารเลีย้งเชื้อ ตรวจวิเคราะหดวยเทคนิค 
GC และ GC-MS เปรียบเทียบ retention time และ มวลเอกลกัษณ (mass spectra) กับสารหอม 
2AP ที่สกัดไดจากใบของเตยหอม พบวาไดคาจากการทดลองที่เหมือนกนั 

 
  

(a) 
 

(b)  
 
 

 
รูปที ่ 2.3   แบคทีเรีย Bacillus cereus (a) และราสายพนัธุ Aspergillus oryzae (b) 
ที่มา   :   http://www.membranetransport..org/,  http://wwwbiosci.sierrcollege.edu/

http://www.membranetransport..org/
http://wwwbiosci.sierrcollege.edu/
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สําหรับพชืมีการรายงานการศึกษาเกีย่วกับสารหอม 2AP ในมะพราว Cocos nucifera Linn. 
โดยวิธกีารสกดัดวยไอน้าํและตัวทาํละลายอินทรียแบบตอเนือ่ง พบวามีการสะสมสาร 2AP ทัง้ในสวนเนื้อ
และน้ําของมะพราว (กรรณานุช เลาหเรณ,ู นุสรา เมธาพิพฒัน  และศรีสุรางค ปนแสงมณี., 2541) 

นอกจากนีม้ีรายงานการศึกษาเกีย่วกับสารหอม 2AP ในดอกชํามะนาด Vallaris glabra Ktze. 
(Wongpornchai และคณะ, 2003) และผลจําปาดะ Artocarpus polyphema Pers. (Wong, Lim 
และ Wong, 1992) (รูปที่ 2.4) อยางไรก็ตามขาวและเตยหอมยังเปนพืชที่ไดรับความสนใจในการศึกษา
เกี่ยวกับกลิน่หอมของสาร 2AP มากที่สุด 

 
 

  
 
 
 

(a) (b) 
    
 
                 รูปที่  2.4   (a)  ดอกชาํมะนาด  Vallaris glabra Ktze.  

                                                     (b) ผลจําปาดะ Artocarpus polyphema Pers.  
         ทีม่า   :   http://clgc.rdi.ku.ac.th/resource/fragrant/bread_flower/vallaris.html

 http://members.fortunecity.com/timevehicle/fruit_pl.htm 
 

 
2.3.1 สาร 2AP ในขาวหอม (Aromatic rice) 

 
สารหอม 2AP พบไดในขาวหอมหลายสายพนัธุ เชน พนัธุ Seratus Malam จากประเทศ

อินโดนีเซยี พนัธุ Malagkit Sungsong, Azudena และ Milagrosa ของประเทศฟลิปปนส พนัธุ Hieri 
ของประเทศญี่ปุน พันธุ Goolarah และ Della เปนสายพนัธุขาวหอมจากประเทศออสเตรเลียและ
อเมริกา แตพันธุขาวหอมที่มีชื่อเสียงและไดรับความนิยมอยางกวางขวางในตลาดโลกคือ ขาวพันธุ 
Basmati ซึ่งเปนสายพันธุจากประเทศอินเดียและปากีสถาน และสายพันธุที่มาจากประเทศไทยคือ 
ขาวหอมมะลิ (ดุษฎี อุตภาพ และคณะ, 2548) 

http://clgc.rdi.ku.ac.th/resource/fragrant/bread_flower/vallaris.html
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ขาวหอมมะล ิ หรือเรียกอีกอยางหนึ่งวา ขาวขาวดอกมะลิ 105 Oryza sativa L. var. Khao 
Dawk Mali 105 เปนขาวหอมที่ถูกพัฒนาสายพันธุมาจากขาวหอมพันธุพื้นเมืองของ อ. บางคลา               
จ. ฉะเชิงเทรา (วรวิทย พาณิชพัฒน, 2529) เปนขาวที่ไดรับความนิยมมากที่สุดในประเทศไทย                          
( Mahatheeranont และคณะ, 2001) เนือ่งจากเมื่อหุงสกุแลวจะไดลักษณะเมล็ดที่มีสีขาว นุม มกีลิน่หอม 
เนื่องจากขาวเปนธัญพืชที่รูจักกันดีทั่วโลก ซึ่งพบวามากกวาครึ่งหนึ่งของประชากรโลกบริโภคขาวเปน
อาหารหลัก (Mahindru, 1995) จึงมนีักเคมีอาหารใหความสําคัญในการวิเคราะหคุณสมบัติดานกลิ่นซึง่
เปนปจจัยสาํคัญในการกาํหนดคุณภาพที่ดีของขาว  

Yajima และคณะ (1978) ไดศึกษาสารประกอบที่ใหกลิน่ในขาวหงุสกุโดยการใชเทคนิคทีเ่รียกวา 
Steam Distillation Continuous Extraction หรือ SDE ในขาวหอมพนัธุ Koshihikari ของญี่ปุน และเมือ่
วิเคราะหสารหอมในขาวหงุสกุดวย Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) ไดผล       
ดังแสดงใน chromatogram (รูปที่ 2.5) พบสารระเหยอยูมากกวาสองรอยชนิด ซึ่งประกอบดวย
สารประกอบกลุมไฮโดรคารบอน 13 ชนดิ alcohol 13 ชนิด aldehyde 16 ชนิด ketone 14 ชนิด กรด 14 
ชนิด ester 8 ชนิด phenol 5 ชนิด pyridine 3 ชนิด pyrazine 6 ชนิด และสารประกอบอื่นอีก 8 ชนิด 
 

 
 

รูปที่ 2.5 Chromatogram ของสารระเหยทีไ่ดจากขาวหงุสุก 
      ที่มา   :   Yajima และคณะ (1978) 
 

Buttery และ Ling (1982) รายงานการพบสารระเหย 2AP ซึ่งเปนสารทีม่ีบทบาทสาํคัญในการ
ใหกลิ่นหอมในขาวหลายสายพนัธุ โดยสามารถพบไดทั้งในขาวพนัธุที่มีกลิน่หอมและไมหอมบางพันธุ 
อยางไรก็ตามพบวาในขาวพันธุที่มกีลิ่นหอมมีปริมาณ 2AP มากกวา  
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Buttery และคณะ (1983) ศึกษาการหาปริมาณสารหอม 2AP ในขาวพนัธุตางๆ โดยใช
ตัวอยางขาว 10 พนัธุ ดวยเทคนิค Steam Distillation Continuous Extraction ในการสกัดสารหอม 
จากนัน้จงึใชเทคนิค GC-MS เปรียบเทยีบคาที่ไดกบักราฟมาตรฐานของสารละลาย 2AP ที่สังเคราะหข้ึน 
จากการทดลองพบวาปริมาณ 2AP ที่ไดจากขาวพนัธุตางๆ มีคาแตกตางกนั นอกจากนี้ในขาวที่ไมผาน
กระบวนการขดัสีมีปริมาณสารหอม 2AP มากกวาขาวทีผ่านกระบวนการขัดสีในพนัธุเดียวกนั แสดงวา
ความหอมในขาวขึ้นอยูกับกระบวนการขดัสี ดังแสดงในตารางที ่2.1  

 
 

ตารางที่ 2.1  ปริมาณสารหอม 2AP ในขาวพนัธุตางๆ ทีผ่านกระบวนการขัดสี 
 

ปริมาณของสารหอม 2AP (ppm) พันธุขาว 
Milled  rice Brown  rice 

Malagkit  Sungsong 0.09 0.2 
IR841-76-1 0.07 0.2 

Khao  Dawk  Mali  105 0.07 0.2 
Milagrosa 0.07  

Basmati  370 0.06 0.17 
Seratus  Malam 0.06  

Azucena 0.04 0.16 
Hieri 0.04 0.1 

Texas  Long  Grain < 0.008  
Calrose < 0.008  

 
ที่มา   :   Buttery  และคณะ (1983) 
 
 
Mahatheeranont และคณะ (2001) รายงานเกี่ยวกับองคประกอบของสารสกัดที่มกีลิน่หอมที่ได

จากขาวกลองพันธุขาวดอกมะลิ 105 Oryza sativa L. var. Khao Dawk Mali 105 โดยการสกัดดวยไอน้ํา
และตัวทําละลาย โดยพบวามีสารระเหยมากกวา 140 ชนิดเปนองคประกอบ และม ี2AP เปนสารสําคัญ
ที่มีบทบาทมากที่สุดในการเกิดกลิน่หอมของขาวขาวดอกมะล ิ105  
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นอกจากนัน้ความหอมของขาวหอมที่ปลูกในพืน้ที่ตางกันจะมีปริมาณสารหอม 2AP ที่ถูกผลิต
ข้ึนตางกัน (รูปที่ 2.6) หรือแมแตในพื้นที่เดียวกัน แตปลูกในชนิดของดินที่ตางกนั ปริมาณสารหอม 
2AP ที่ผลิตขึ้นไดจะมีปริมาณมากนอยแตกตางกันดวย จากการศึกษาขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ทีป่ลูก
ในดินที่มีความชื้นตางกัน พบวาขาวที่ปลูกในสภาพดินแหงแลงจะมีปริมาณสารหอม 2AP มากกวาขาว
ที่ปลูกในดินชุมชื้นอีกดวย (Yoshihashi, Huong และ Kabaki , 2004) ดังแสดงในรปูที่ 2.7  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที่  2.6   ปริมาณสารหอม 2AP ในขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105  ที่ปลูกในจังหวัดตางๆ 
                   ในประเทศไทย พ.ศ. 2543 

 ที่มา   :    Yoshihashi และคณะ (2004) 
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รูปที่  2.7   ปริมาณสารหอม 2AP ในขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่ปลูกในพืน้ที่ทุงกุลารองไห 
              (พ.ศ. 2544) 
       ที่มา   :   Yoshihashi และคณะ (2004) 
 

2.3.2 สาร 2AP ในเตยหอม 
 

เตยหอมเปนพืชที่รูจักกันดีในประเทศแถบเอเชีย ในฐานะพืชที่ใชเปนสวนประกอบในการแตง
กลิ่นรสใหกับอาหาร มปีระวติัการใชเปนสวนผสมในอาหารยาวนานโดยเฉพาะในสูตรอาหารของประเทศ
อินเดีย ไทย และอินโดนีเซีย เพื่อปรับแตงรสชาติของอาหารใหดึงดูดใจในการบริโภค (Thimmaraju 
และคณะ, 2005) 

เตยหอม มีชือ่วทิยาศาสตรวา Pandanus amaryllifolius Roxb. อยูในวงศ Pandanaceae 
จัดเปนพชืในกลุม screw pine เตยหอมเปนพืชใบเลีย้งเดี่ยวลักษณะแตกกอเปนพุมขนาดเล็ก ลําตน
เปนขอ ใบออกเปนพุมบริเวณปลายยอด เมื่อโตจะมีรากค้ําจนุชวยพยุงลาํตนไว ใบเปนใบเดีย่วเรียง
สลับเวียนเปนเกลยีวขึน้ไปจนถงึยอด ลักษณะใบยาวเรยีวคลายใบหอก ปลายใบแหลม ขอบใบเรียบ 
ผิวใบเปนมนั เสนกลางใบเวาลึกเปนแอง ถาดูดานทองใบจะเหน็เปนรูปคลายกระดกูงูเรือ (นจิศิริ เรือง
รังสี และพะยอม ตันติววิฒัน, 2534) ใบมกีลิน่หอมซึ่งนยิมนาํมาใชในการแตงกลิน่อาหารอยางแพรหลาย
ในประเทศแถบเอเชีย ตลอดจนนาํมาแปรรูปเปนผลิตภัณฑหลายชนดิ เชน น้าํใบเตยกระปอง หรือ
ใบเตยแหง 
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Jiang (1999) ศึกษาการสกดัสาร 2AP ในเตยหอม ดวยวิธี liquid-liquid extraction โดยใช 
dichloromethane เปนตัวทาํละลาย พบสารประกอบ 22 ชนิด คือ alcohol 9 ชนดิ กรด carboxylic   
4 ชนิด ester 2 ชนิด hydrocarbon 3 ชนิด furanone 1 ชนิด และสารที่ไมสามารถระบุชนิดไดอีก        
3 ชนิด 

นองนุช เจรญิกุล (2543) ศึกษาวธิีการสกัดสารหอม 2AP จากใบของเตยหอม โดยเทคนิค 
simultaneous steam distillation and extraction พบวาสามารถสกดัสารหอมไดอยางมีประสิทธภิาพ 
เนื่องจากใหกล่ินหอมใกลเคยีงธรรมชาติ สารสกัดที่ไดเปนของเหลวใส ไมมีสี สามารถใหกลิ่นไดดี
ในชวงความเปนกรดดาง (pH) เทากับ 8-8.5 

แววตา ชีท้างดี (2547) ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเกิด 2AP และสารใหกลิ่นอ่ืนๆ ในเตยหอม 
โดยจําลองกระบวนการแปรรูปดวยความรอน ซึ่งแปรอณุหภูมิ pH และระยะเวลาการใหความรอนที่
ระดับตางๆ สกัดดวย dichloromethane และตรวจวิเคราะหดวย GC-MS พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอ
การใหกลิน่หอมของเตยคือทีร่ะดับอุณหภูมิ 80°C นาน 5 นาท ีที ่pH 7 นอกจากนี้ยงัพบสารใหกลิน่ที่
สําคัญในเตยหอม อีก 9 ชนิด ไดแก 2AP (กลิ่นเตย), 3-methyl-2(5H)-furanone (กลิ่นฉุน, กลิ่นคลายยา 
และกลิ่นหวาน) β-damascenone (กลิ่นยาสูบปนกลิ่นไหม) trans-2-heptenal (กลิ่นใบไม),             
4-guaiacol (กลิ่นยาสูบปนกลิ่นเหมน็เขียว) และสารทีไ่มสามารถระบุชนิดไดอีก 4 ชนิด ซึง่ใหกลิน่
หญาตัดใหม, กลิ่นตม และกลิ่นไหม 

 
2.4 เทคนิคการตรวจวิเคราะหสารหอม 2AP 
 
 เนื่องจาก 2AP เปนสารระเหยที่สกัดไดจากสารระเหยรวมของพชื โดยขัน้ตอนการสกัดไม
สามารถสกัดสาร 2AP ออกมาเพียงอยางเดียว แตจะออกมาโดยมสีารอื่นๆ เปนองคประกอบอยูดวย
ดังนัน้จึงจาํเปนตองใชเทคนคิ Gas Chromatography มาชวยในการตรวจวิเคราะห  
 

2.4.1 หลักการของเทคนคิ Gas Chromatography (GC) 
 
 เทคนิค Chromatography ถูกคนพบครัง้แรกโดยนกัชวีวทิยาชาวรัสเซียชื่อ Michael Tswett 
ในป ค.ศ. 1906 ถูกนํามาใชในการแยกและวิเคราะหองคประกอบของสารผสม ซึง่ใชหลักการของการ
แพรกระจาย (distribution) หรือการแบงสวน (partition) ของโมเลกุลของสารประกอบใดๆ ในวัฏภาค 
(phase) ที่แตกตางกันสองวฏัภาค คือวัฏภาคคงที่ (stationary phase) และวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile 
phase) การแพรกระจายของสารประกอบใดๆ ในระหวางวัฏภาคทั้งสองจะแตกตางกนัขึ้นอยูกับแรง
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กระทาํ (relative solubility) ของสารในแตละวัฏภาค การที่สารประกอบแตละชนิดเคลื่อนที่บนวัฏภาค
หนึ่งๆ ดวยความเร็วที่ตางกนันี้จงึสามารถแยกสารทีเ่ปนองคประกอบแตละชนิดออกจากกนัไดดังรูปที ่2.8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.8  การแยกของสารผสม AB ในระบบ Chromatography 
  ที่มา   :   สุกัญญา วงศพรชัย และคณะ (2547) 

 
ตอมามีการพฒันาเทคนิค Chromatography มากขึ้น เพื่อใหสามารถวิเคราะหไดดีข้ึน จนกระทั่ง 
James และ Martin ไดประดิษฐเครื่อง GC ข้ึนในป ค.ศ. 1950  
 GC เปนเครื่องมือที่ใชแยกสารผสมที่สามารถระเหยเปนไอไดออกจากกนั โดยใชหลักการ
ควบคุมอุณหภูมิใหสารที่ตองการวิเคราะหระเหยกลายเปนไอแลวเคลื่อนที่ผานคอลัมนเพื่อแยกสารผสม
ออกจากกัน ดังนัน้วิธกีารของ GC จึงนยิมใชอยางกวางขวางในการแยกสารประกอบในตัวทาํละลาย
อินทรีย และอาจใชวิเคราะหสารอนินทรียอยางงายบางชนิด เชน O2 CO2 และ SO2 เปนตน 
 เครื่อง GC โดยทั่วไปประกอบดวยองคประกอบพืน้ฐาน 4 สวน (รูปที่ 2.9) คือ สวนแรกเปนถงั
บรรจุแกสตัวพา (carrier gas) ทําหนาที่เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) ทําหนาที่พาสาร
ตัวอยางเขาสูสวนที่สองซ่ึงเปนหองควบคุมอุณหภูมิ (oven) ภายในประกอบดวยคอลัมนที่ถูกบรรจุ
ดวยวัฏภาคนิง่ (stationary phase) สารผสมที่ตองการวเิคราะหจะถูกนําเขาเครื่องผานทางชองฉีดสาร 
(injection port) ซึ่งเปนสวนที่ถูกควบคมุอุณหภูมิใหสูงกวาจุดเดือดของสารทุกตวัที่ตองการวเิคราะห
เพื่อใหสารตัวอยางระเหยเปนไอทั้งหมดกอนที่จะเคลื่อนที่เขาสูคอลัมน สารตัวอยางที่วิง่ผานคอลัมน
จะแยกออกจากกันตามแรง relative solubility ของสารแตละตัวตอวัฏภาคนิ่งออกเปนสวนๆ        
และเดินทางเขาสูสวนที่สามซึ่งเปนตัวตรวจวัด (detector) เพื่อทําใหเกิดสัญญาณขึ้นและสัญญาณที่
ไดจะถกูสงตอไปยงัสวนสดุทายซึง่เปนระบบเกบ็และประมวลผลขอมูล (data processing and storage) 
สัญญาณจะถูกประมวลและแสดงผลออกมาเปนกราฟความสัมพันธระหวางเวลา (แกน X) และปริมาณ
สัญญาณ (แกน Y) กราฟที่ไดเรียกวา chromatogram  
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รูปที่ 2.9   สวนประกอบหลกัของเครื่อง GC 

    ที่มา   :   www.kmitl.ac.th/sisc/GC-MS/main.html
 
 
2.4.2 หลักการของ Mass spectrometry (MS) 

 
 MS เปนเทคนิคการตรวจวเิคราะหชนิดหนึ่ง คนพบโดย Wilhelm Wien ในป ค.ศ. 1889 นิยม

ใชวิเคราะหโครงสรางของสาร โดยใชหลกัการพิจารณารูปแบบการแตกตัวของโมเลกุลเมื่อถูกกระแส
ของอิเล็คตรอน (stream of electrons) จากแหลงพลงังานพุงชน สารประกอบจะแตกตัวเปนสวนยอย 
(fragments) ในรูปของไอออน (ions) แลวแยกไอออนตามขนาดมวล ไดรูปแบบที่แนนอน (definite 
pattern) ของจํานวนไอออนซึ่งเรียกวา แมสสเปกตรัม (mass spectrum) ซึ่งมีลักษณะเฉพาะทีเ่ปน
เอกลักษณสําหรับสารหนึ่งๆ จึงสามารถระบุโครงสรางของสารประกอบอินทรียได (มงคล รายะนาคร, 
2537) 

 ปจจุบันมีการนํา Mass spectrometer ตอควบคุมกับเครื่อง Chromatography ชนิดอื่น เชน 
Chromatography ของเหลวแบบสมรรถนะสงู (High Performance Liquid Chromatography, 
HPLC) หรือ GC (สมเดช กนกเมธากุล, 2547) 

อภิรดี สาริกา (2527) ศึกษาสารที่ใหกลิน่ในเมี่ยงจากอาํเภอแมริม จงัหวัดเชียงใหม สารกลิน่
หอมระเหยจากเมี่ยงไดถูกสกัดและวิเคราะหดวย GC และ GC-MS พบวาสารที่ใหกลิ่นในเมี่ยง 
แบงเปน 2 ชนิด คือ ใหกลิน่ไมดีและเปนกลิ่น "After taste" ซึ่งเปนสารพวก phenolic compounds 
ไดแก phenol, 2-methoxy-p-cresol และ 2-ethyl phenol อีกชนิดหนึ่งเปนสารที่ใหกลิน่หอมไดแกสาร 

http://www.kmitl.ac.th/sisc/GC-MS/main.html
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p-methyl acetophenone, linalool, oxides ของ linalools, terpineol, benzyl alcohol และ 2-phenyl 
ethanol 

Jianming (2002) ศึกษาสารที่เปนองคประกอบสําคัญของกลิ่นในใบของ Yahonkaoluo 
Strobilanthus deyerianus โดยใชเทคนคิ GC-MS พบวามีสาร 2AP ซึ่งเปนสารสําคัญที่ใหกลิน่หอม
ในขาวเปนองคประกอบ 

Gay และคณะ (2006) ศึกษาประสทิธิภาพวิธีการตรวจวิเคราะหสารหอม 2AP ในเมล็ดขาว
พันธุที่มกีลิ่นหอม 41 สายพันธุ ซึ่งสกัดและตรวจวิเคราะห 2AP ดวยเทคนิค Solid Phase Micro-
Extraction (SPME) รวมกับ GC-MS เปรียบเทยีบกับวธิีสกัดดวยเทคนิค steam distillation solvent 
extraction พบวาทั้ง 2 วิธีสามารถตรวจวิเคราะหปริมาณ 2AP ได และใหคา correlation (R²) เทากบั 
0.98 

 
 

2.5 การศึกษาสารตั้งตนในกระบวนการสังเคราะหสารหอม 2AP  
 

นับต้ังแตการคนพบสารหอม 2AP และความสาํคัญที่กลาวมาในขางตน ทําใหความสนใจ     
ในการศึกษากระบวนการสังเคราะหสารหอมชนิดนีม้ากขึ้นเปนลาํดับ ทั้งการศึกษาและพัฒนาเทคนิคที่
ใชในการสกัดสารหอม 2AP จากตัวอยาง ข้ันตอนที่ใชในการตรวจวิเคราะห ตลอดจนศึกษาสารที่      
เขารวมในกระบวนการสังเคราะห 2AP โดยมีการศึกษาทั้งในกระบวนการทางเคมีและกระบวนการ   
ทางชวีภาพ  

 
2.5.1 การสังเคราะหสารกลิ่นหอม 2AP ดวยกระบวนการทางเคมี 

 
รายงานทางเคมีในระยะแรกเสนอวา สารหอม 2AP เกิดจากปฏิกิริยา Maillard ตอมาจึงมี

รายงานเกี่ยวกับกระบวนการสังเคราะห 2AP ในอาหารมากขึน้ จนกระทัง่เสนอวีถีในกระบวนการ
สังเคราะห 2AP ทางเคม ี

Schieberle (1990) ศึกษากระบวนการเกิดสารหอม 2AP ในขนมปงขณะอบ โดย 2AP ที่
เกิดขึ้นในขนมปงขณะที่ไดรับความรอนอยูในเตาอบมาจากกรดอะมโิน ornithine (รูปที่ 2.10) proline 
(รูปที่ 2.11) และ glucose ทีม่ีอยูในขนมปง เมื่อขนมปงไดรับความรอนในเวลาที่เหมาะสม จะเกิด     
การสลายของ glucose ไดเปนสารมัธยันตร (intermediate) ที่สําคัญคือ 2-oxopropanal                    
ในขณะเดียวกนักรดอะมิโนเกิดการสลายตัว ซึ่งเกิดปฏิกิริยาที่เรียกวา Strecker degradation จากนัน้ 
2-oxopropanal  เขาทาํปฏกิิริยากับ 1-pyrroline กลาวคือ เมื่อ ornithine เกิด Strecker degradation 
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ไดสารมัธยันตร คือ 4-aminobutyraldehyde และ 1-pyrroline แลว ถาสารมัธยนัตรดังกลาวอยูใน
สภาวะที่มี phosphate ion กับ 2-oxopropanal จะสามารถเกิด 2AP ข้ึนได ดังรูปที ่2.10 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

รูป
ที่  

2.10  การเกิด 2AP จาก Strecker degradation ของ ornithine 
            ที่มา   :   Schieberle (1990) 
 
 
 
วีถีการเกิด 2AP จาก proline จะผาน Strecker reaction เชนเดียวกับที่เกิดใน ornithine 

เมื่อทําปฏิกิริยากับ 2-oxopropanal เกิดเปน 2-acetyl-1,4,5,6-tetrahydropyridine (ATHP) และ      
1-pyrroline (รูปที่ 2.11) เปนสารมัธยันตรซึ่งเมื่ออยูในสภาวะที่มี phosphate ion กับ                   
2-oxopropanal จะสามารถเกิด 2AP ข้ึนไดเชนเดียวกบัที่เกิด Strecker degradation ใน ornithine  
ทั้งนี้วถิีของกระบวนการที่ถกูเสนอทั้งหมดจะอยูในสภาวะที่มกีารใหความรอน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                     17
                                                                                                                 

 
 
 
 
 
 

 
       
 
           
           
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปที่ 2.11  การเกิด 2AP จาก Strecker degradation ของ proline                                            

                         2-acetyl-1,4,5,6-tetrahydropyridine (I) และ 1-pyrroline (II) 
           ที่มา   :    Schieberle (1990) 
 
 
ตอมา Schieberle (1995) รายงานการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับวถิีการสังเคราะหและสารตั้งตน

ในกระบวนการเกิด 2AP ในขาวโพดคั่ว โดยใส proline, glucose, 2–oxopropanal และ fructose     
ลงในขาวโพดกอนใหความรอนเพือ่ใชเปนสารตัง้ตน สกดักลิน่ในขาวโพดคัว่ทีเ่กิดขึน้ในระหวางที่ขาวโพด
ไดรับความรอน ตรวจวเิคราะหดวยเทคนิค High Resolution Gas Chromatography/Mass Spectrometry 
(HRGC/MS) พบวาปริมาณ 2AP ที่ไดจาก proline ทาํปฏิกิริยากับ 2–oxopropanal มีปริมาณมากที่สุด 
ดังแสดงในตารางที ่2.2 



                                                                                                                     18
                                                                                                                 

 
 

ตารางที่ 2.2  ปริมาณ 2AP ที่มาจาก proline กับ carbohydrate ชนิดตางๆ 
 

 
 a b 

 
 

  
     

       Proline (4mmol) and the corresponding carbohydrate (2 mmol) or 
boiled in phosphate buffer (400 ml; pH 7.0; 0.1 mol/L) and continuous
(SDE). The reaction mixture was intimately mixed with silica gel and then
: not detectable. 

 
   a 2-acetyltetrahydropyridine (ACTPY)  
   b 2-acetyl-1-pyroline (2AP) 
 
     ที่มา   :   Schieberle (1995) 

 
 
 

จากการทดลอง จึงมีการเสนอวิถีของการเกิด 2AP ในขาวโพด
แตมีสารต้ังตนเปนเพียง proline ทําปฏิกิริยากับ 2-oxopropanal เกิด 

จากนั้น 1-pyrroline ที่เกิดขึ้นจะทําปฏิกิริยากับ 2-oxopropa
ในรูปที่ 2.13 

 
 
 
 
 
 
 
 

2-oxopropanal (0.1 mm
ly steam distilled and  
 dry-heated (10 min, 15

คั่วซึ่งคลายกับวิถ
1-pyrroline ดังรูป
nal อีกครั้งไดเปน
ol)  were 
extracted 
0°C). n.d. 

ทีี่พบในขนมปง  
ที่ 2.12 
 2AP ดังแสดง
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     รูปที่ 2.12   การเกิด 1-pyrroline จาก proline และ 2-oxopropanal   

        ทีม่า   :   Schieberle (1995) 
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  รูปที่ 2.13   การเกิด 2AP จาก 1-pyrroline และ 2-oxopropanal   
      ที่มา   :   Schieberle (1995) 
 
 
 
เนื่องจากกลิน่ที่มีลักษณะเฉพาะของสารหอม 2AP สามารถชวยเพิ่มกลิน่ของผลิตภัณฑอาหาร

ใหเปนที่ตองการของผูบริโภคมากขึ้น ตลอดจนใชเปนดัชนีสําคัญในการบงบอกถึงคุณภาพความหอม 
ของขาว จงึมนีกัวิจัยมากมายสนใจศึกษาเกีย่วกับสารชนิดนี้จนสามารถสงัเคราะหข้ึนไดในหองปฏิบัติการ 

Buttery และคณะ (1983) สังเคราะห 2AP ดัดแปลงจากวธิีของ Buchi and Wuest (1971) 
โดยใชสารละลาย 2-acetylpyrrole ใน methanol ได 2-(1-hydroxyethyl) pyrrolidine เปนสารมัธยันตร
และเมื่อ ruflux กับ silver carbonate จะได 2AP ดังแสดงในรูปที ่2.14 เพื่อใชเปนสารมาตรฐานในการ
พิสูจนกลิ่น โครงสรางทางเคมี ตลอดจนการวิเคราะหเชิงปริมาณ 
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      รูปที ่ 2.14   ข้ันตอนการสังเคราะหสารหอม 2AP เสนอโดย 
      Buttery และคณะ (1983)  

               ที่มา   :   Buttery และคณะ (1983)  
 
  
Mahatheeranont, Promdang และ Chiampiriyakul (1995) ไดสังเคราะหสารกลิ่นหอม 2AP 

ข้ึนในหองปฏบัิติการตามวธิขีอง Buttery และคณะ (1983) โดยใช 2-acetylpyrrole เปนสารตั้งตน    
ดังแสดงในรูปที่ 2.15 เพื่อใช 2AP ที่สังเคราะหไดเปนสารมาตรฐานในการพิสูจนกลิ่นและโครงสราง   
ทางเคมี ตลอดจนการวิเคราะหเชิงปริมาณ 
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รูปที ่2.15   ข้ันตอนการสังเคราะหสารหอม 2AP เสนอโดย 
        Mahatheeranont และคณะ (1995)  

           ที่มา   :   Mahatheeranont และคณะ (1995) 
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2.5.2  การสงัเคราะหสารหอม 2AP ดวยกระบวนการทางชีวภาพ 
 

Leo และคณะ (1995) ศึกษากระบวนการสังเคราะหสารหอม 2AP ในเชื้อ Bacillus cereus  
ที่แยกไดจากกระบวนการหมกัโกโก (cocoa) 5 สายพันธุ ทําการทดลองโดยใชจุลินทรีย 5 สายพนัธุ
ดังกลาว เปรียบเทยีบกับเชือ้ Bacillus sp. สายพนัธุตางๆ ที่ไดจากสถาบนั The American Type 
Culture Collection (ATCC) โดยเลือกที่มีลักษณะทางกายภาพและทางเคมีใกลเคียงกับเชื้อ            
B. cereus ที่แยกไดจากกระบวนการหมักโกโก เลี้ยงเชื้อในอาหาร PCA และตรวจวัดปริมาณ 2AP      
ที่เชื้อตางๆ ผลิตขึ้น ซึง่จากการทดลองพบวา เชื้อที่แยกไดจากกระบวนการหมักโกโกทั้ง 5 สายพนัธุ
สามารถผลิต 2AP ไดในปริมาณที่แตกตางกัน โดย B. cereus สายพันธุ 35 สามารถผลิต 2AP      
มากที่สุด จึงเลือก B. cereus สายพันธุ 35 เพื่อใชในการศึกษาสารตั้งตนในกระบวนการสงัเคราะห 
สารหอมที่เกิดขึ้น โดยการศึกษาใชสาร 13C และ  15N ซึ่งเปน stable isotope ในการติดฉลากสารตาง ๆ 
ที่ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ตรวจวิเคราะหดวยเทคนิค GC-MS พบวา 15N-glutamic acid,15N-L-proline 
และ U-13C6 glucose มีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการสงัเคราะห 2AP ที่เกิดขึ้น ดังแสดงในตารางที่ 2.3 

 
 

ตารางที่ 2.3   คามวลเอกลกัษณของ 2AP ที่ไดจาก (A) 15N-glutamic acid, (B) 15N-L-proline,          
                      (C) U-13C6 glucose, (D) 2AP ที่ผลิตไดจาก B. cereus และ (E) 2AP ที่ไดจากการ  
                      สังเคราะห  

 
 
 
 
 
 
 

a Normalized against m/z 111. b Normalized against m/z 113. c Not detected. 
 

     ที่มา   :   Leo และคณะ (1995) 
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Suprasarma และคณะ (1998) ทําการทดลองผลของการเพิ่มปริมาณ L-proline ในอาหาร
เลี้ยงแคลลัสของขาว ตอปริมาณสารหอม 2AP ที่ผลิตขึ้น โดยศึกษาในขาวพนัธุตางๆ 4 สายพันธุ 
แบงเปนขาวทีม่ีกลิ่นหอม (aromatic rice) คือพันธุ Basmati และ Pusa Basmati สวนขาวพนัธุที่ไมมี
กลิ่นหอม (non-aromatic rice) คือขาวพนัธุ Indrayani และ Manas Sarovar ซึ่งในการทดลองจะเลี้ยง
แคลลัสของขาว 4 พันธุในอาหารที่ผสม L-proline เทียบกับชุดควบคุม (control) ซึ่งไมใส L-proline    
ลงในแหลงอาหาร พบวา callus ของขาวกลุมที่มกีลิน่หอมซึ่งถกูเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใส L-proline        
จะผลิตสาร 2AP เพิม่ข้ึนเมือ่เทียบจากชุดควบคุม ในขณะที่ขาวกลุมไมมีกลิ่นหอมไมพบสารหอม 2AP 
ทั้งที่เลี้ยงในอาหารทั้ง 2 แบบ ดังแสดงรูปที่ 2.16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                                               % embryogenic callus (+ Proline) 
                                          % embryogenic callus (- Proline) 
 
รูปที ่ 2.16   ปริมาณสารหอม 2AP ที่ผลิตขึ้นจากแคลลัสของขาวพนัธุตางๆ 4 สายพนัธุ 
                  (-----) คือ ไมให proline ในแหลงอาหาร    (        ) คือให proline ในแหลงอาหาร 

             ทีม่า   :   Suprasarma และคณะ (1998) 
 

Yoshihashi และคณะ (2002) ศึกษาเกี่ยวกบัสารตัง้ตนในกระบวนการสังเคราะหสารหอมใน 
ขาวหอมพันธุขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งการทดลองในเบื้องตนเนนศึกษาอิทธิพลของกรดอะมิโนชนิดตางๆ 
ตอปริมาณ 2AP ที่ขาวผลิตขึ้น โดยใชสวนของปลายยอดตนกลาขาวหอมที่มีอาย ุ14 วนั ยาวประมาณ
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5 cm และแคลลัสขาวหอมที่เพาะเลี้ยงจาก mature embryos อายุประมาณ 4 สัปดาห แชลงใน
สารละลายซึง่มีกรดอะมิโนชนิดตางๆ (Pro, Orn, Glu, Gly, Met, Trp และ His) เก็บในที่มืด            
เปนระยะเวลา 8 ชั่วโมง จากนั้นสกัดสารหอม 2AP ดวยเทคนิค SDE และวิเคราะหดวยเทคนิค GC-MS 
พบวา L-proline, ornithine และ glutamate ทําใหชิ้นสวนตนกลาและแคลลัสของขาวสราง 2AP 
เพิ่มข้ึนได โดยขาวที่ไดรับ L-proline พบวามีปริมาณ 2AP มากทีสุ่ด โดยมากกวาปริมาณ 2AP ใน    
ชุดควบคุมซึ่งไมเติมกรดอะมิโนลงในแหลงอาหาร ดังแสดงแสดงในรูปที่ 2.17 

 
 

 
 
รูปที่ 2.17  ผลของกรดอะมโินทัง้ 7 ชนิด ตอปริมาณ 2AP ที่ไดจากชิน้สวนตนกลา (      ) 

                  และแคลลัสของขาว (     ) 
   ที่มา   :   Yoshihashi และคณะ (2002) 
 
               
นอกจากนีเ้พือ่ยืนยนัแหลงที่มาของ 2AP ที่ถูกผลิตขึน้จาก L-proline จึงทาํการทดลองโดยใช 

สาร stable isotope ในการติดฉลาก L-proline (15N-L-proline หรือ L-Proline-1-13C) ที่ใสลงใน  
แหลงอาหารของชิ้นสวนตนกลาและแคลลัสของขาว แลวติดตามผลดวยเทคนิค GC-MS พบวา 
chromatogram ของสารสกดัที่ไดจากตนกลาและแคลลัสขาวที่ให 15N-L-proline ปรากฎ peak ของ 
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15N-2AP ที ่retention time เดียวกับสารมาตรฐาน 2AP (รูปที่ 2.18A) ในขณะที่ไมพบ 2AP ในตัวอยาง
ที่ให L-Proline-1-13C (รูปที่ 2.18B) จึงสรุปไดวา L-proline คือสารตั้งตนในกระบวนการสังเคราะห  
สารหอม 2AP ในขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 โดยไนโตรเจนอะตอมที่ตําแหนงในวงแหวน 1-pyrroline 
ของโมเลกุล 2AP มาจากไนโตรเจนอะตอมของ L-proline แตคารบอนอะตอมในสวนของหมู acetyl  
ในโมเลกุล 2AP ไมใชคารบอนอะตอมในหมู carbonyl ของ L-proline และรายงานไววายงัไมทราบแน
ชัดวามาจากแหลงใดดังแสดงในรูปที ่2.19 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที ่ 2.18   Chromatogram ที่ไดจากการศึกษาหาสารตั้งตนในกระบวนการชวีสงัเคราะห  
      2AP ในขาวขาวดอกมะลิ 105 โดยใชสารละลาย stable isotope 
(A) ให  15N-L-proline ในแหลงอาหาร;(-----) คือ 15N-2AP  ,(        ) คือ 2AP 

                   (B) ให  L-Proline-1-13C ในแหลงอาหาร; (-----) คือ 2AP -1-13C, (        ) คือ 2AP 
ที่มา   :   Yoshihashi และคณะ (2002)   
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  รูปที ่ 2.19  ข้ันตอนการสงัเคราะหสารหอม 2AP 
             ที่มา   :   Yoshihashi และคณะ (2002)   
 
จากรายงานทีผ่านมาพบวาการศึกษาเกี่ยวกับสารตั้งตนที่เกี่ยวของในกระบวนการชีวสังเคราะห

สารหอม 2AP ในขาวโดยการใชสาร stable isotope ไดผลดี ดังนั้นงานวิจัยในครั้งนี้จึงเลือกใชสาร 
stable isotope เพื่อติดตามสารตั้งตนที่เกี่ยวของในกระบวนการชีวสังเคราะหสารหอม 2AP ในเตยหอม
เพื่อเปรียบเทยีบกับกระบวนการสังเคราะห 2AP ในขาวขาวดอกมะล ิ 105 โดยใชใบและแคลลัส (callus) 
ของพืชทั้งสองชนิดเปนตัวอยางในการทดลอง ทั้งนี้เพื่อใชเปนขอมูลในการหาวิถีของการสังเคราะห 2AP 
และเปนแนวทางในการปรับปรุงคุณภาพของขาวหอมตอไป 
 



บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 ขอบเขตของงานวิจัย 
 
งานวิจยัแบงออกเปน 3 สวน ไดแก 

 
3.1.1 ศึกษาวธิีการที่เหมาะสมเพื่อใชชกันําใหเกิดแคลลัส (callus) ของขาว 

                  ขาวดอกมะลิ 105 และเตยหอม ในสภาวะปลอดเชื้อ 
         

ก. ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมเพื่อใชในการชกันําใหเกิดแคลลสัจากคัพภะ
(embryo) ของขาวขาวดอกมะลิ 105 ในสภาวะปลอดเชื้อ 

งานวิจยัในสวนนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศกึษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนาํใหเกิดแคลลัสของ 
ขาวขาวดอกมะลิ 105 จากคัพภะ ในอาหารดัดแปลง 3 สูตร ไดแก MS medium (Murashige and 
Skoog, 1962), N6 medium (Nitsch and Nitsch, 1969) และ CC medium (Potrykus, Harms 
และ Lörz, 1979) เพื่อนาํสูตรอาหารที่เหมาะสมไปใชในการเลี้ยงแคลลัสเพื่อทาํการทดลองในขั้นตอน
การศึกษากระบวนการสังเคราะห 2AP ตอไป 
                             

ข. ศึกษาวธิีการที่เหมาะสมเพื่อใชในการเพาะเลี้ยงแคลลสัจากเนื้อเยื่อเจริญ
ปลายยอดของเตยหอมในสภาวะปลอดเชื้อ 

           งานวิจัยในสวนนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวิธีการและสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนาํให
เกิดแคลลัสจากเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดของเตยหอม ในอาหาร MS ดัดแปลง และนาํวิธีที่เหมาะสม
ไปใชในการเพาะเลี้ยงแคลลัสเพื่อใชในการทดลองในขั้นตอนการศึกษากระบวนการสงัเคราะห 
2AP ตอไป 
 

    
3.1.2 การพัฒนาวธิีการวิเคราะหสาร 2AP จากพืชตัวอยางโดยวธิีสกัดดวย               
          ตัวทาํละลายและเทคนิค GC-MS  
 

ก. ศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหปริมาณสาร 2AP ดวยเทคนิค GC-MS 
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งานวิจัยในสวนนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณสาร 2AP 
ดวยเทคนิค GC-MS และนาํภาวะที่ไดไปใชวิเคราะหปริมาณสาร 2AP จากวิธกีารสกัดดวยตัวทาํละลาย
ตอไป 
 

   ข. ศกึษาการสกัดสาร 2AP จากใบและแคลลสัของขาวขาวดอกมะลิ 105 และ 
       เตยหอม ดวยตัวทําละลาย  
งานวิจยัในสวนนี้มวีัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบปริมาณสาร 2AP ในใบและแคลลัสของขาว

ขาวดอกมะล ิ105 และเตยหอม สกัดดวยตัวทาํละลาย  
 

3.1.3 ศึกษาหาสารตั้งตนที่มาของไนโตรเจนอะตอมในโมเลกลุของสาร 2AP โดยใช
สาร stable isotope  

 
ก. ผลของระดับความเขมขนของ L-proline ตอปริมาณ 2AP ที่เตยหอมผลิตได 

งานวิจัยในสวนนี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาระดับความเขมขนของสารละลาย L-proline ที่เหมาะสม 
ตอการเพิ่มปริมาณ 2AP ทีพ่ืชผลิตขึ้น โดยเลือกใชใบของเตยหอมเปนตัวอยางศึกษาในเบื้องตน แชใบ
ของเตยหอมในสารละลาย L-proline ที่ระดับความเขมขนตางๆ และตรวจวิเคราะหสารหอม 2AP ดวย
เทคนิค GC-MS ตามที่ไดศึกษามาในขอ 3.1.2 

 
ข.  อิทธิพลของความแตกตางของช้ินสวนและชนิดของพชืที่ตอบสนองตอ L-proline 

ในการผลิต 2AP  
งานวิจยัในสวนนี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาอิทธิพลของความแตกตางของชิ้นสวน และชนิด 

ของพืชที่ตอบสนองตอ L-proline ในแคลลัสและใบจากเตยหอมและขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105     
แชตัวอยางในสารละลาย L-proline (ระดับความเขมขนที่เหมาะสมตามที่ไดศึกษาจากวธิีการทดลอง 
ขอ 3.1.3 ก) และเทียบกับน้ํากลั่น สกัดและวิเคราะหสาร 2AP ดวยเทคนิค GC-MS 

 
ค. การติดตามสารต้ังตนของ 2AP โดยใชสารละลาย 15N-L-proline 

งานวิจัยในสวนนี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาหาสารตั้งตนที่มาของไนโตรเจนอะตอมในโมเลกุล
ของสาร 2APโดยใชสารละลาย stable isotope คือ 15N-L-proline แชแคลลัสและใบของเตยหอมและ
ขาวขาวดอกมะลิ 105 สกัดสาร 2AP จากตัวอยางและตรวจวิเคราะหดวยเทคนิค GC-MS ตามที่ได
ศึกษามาในขอ 3.1.2 
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3.2 ขั้นตอนและวิธีการดําเนินงานวิจัย 
 

3.2.1 ศึกษาวธิีการที่เหมาะสมเพื่อใชในการเพาะเลีย้งแคลลสัของ 
        ขาวขาวดอกมะล ิ105 และเตยหอม ในสภาวะปลอดเชื้อ 

          
ก. ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมเพื่อใชในการชกันําใหเกิดแคลลสัจากคัพภะ

(embryo) ของขาวขาวดอกมะลิ 105 ในสภาวะปลอดเชื้อ 
 

ในการชกันาํใหเกิดแคลลัสนั้น สามารถใชสวนตางๆ ของพืชไดหลายสวน ทัง้นี้ข้ึนอยูกับชนิด
ของพืชที่นาํมาศึกษา การทดลองในครั้งนีใ้ชขาวเปนตวัอยางพืชทดลอง ซึง่สวนที่งายที่สุดในการชักนาํ
ใหเกิดแคลลัสในขาวคือสวนที่เรียกวาคัพภะ ซึ่งอยูภายในเมล็ดขาวเปลือก ดังนั้นการทดลองจึงใช
เมล็ดขาวเปลอืกของขาวขาวดอกมะล ิ 105 ที่สมบูรณปราศจากตําหนิ แกะเปลือก ลางและทาํความ
สะอาดเมล็ดขาวดวยน้าํผงซกัฟอกและลางดวยน้ําสะอาดหลายๆ คร้ัง จากนั้นแชเมล็ดขาวในยาฆา
เชื้อรา UMONIUM 38

 
® ปริมาตร 250 µl ที่ละลายในน้าํ 50 ml เขยานาน 5 นาที ลางดวยน้าํกลั่น

หลายๆ คร้ัง ยายเมล็ดขาวแชลงใน 70% ethanol เขยา เปนเวลา 3-5 นาท ีและลางดวยน้าํกลัน่หลายๆ 
คร้ังจนสะอาด จึงยายเมล็ดไปแชในสารละลาย Chlorox ความเขมขน 15% (v/v) ทีเ่ติม Tween 20 ®  

จํานวน 2-3 หยด เขยาเปนเวลา 20 นาที จํานวน 2 คร้ัง ลางดวยน้ํากลัน่ที่ผานการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 °C นาน 15 นาท ี 4 คร้ัง คร้ังละประมาณ 3 นาท ี นําเมล็ดขาวที่ผานการฟอกฆาเชือ้ที่ผิว 
เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห 3 สูตร คือ อาหาร N6, MS และCC (ตารางผนวก ข.1) ดัดแปลงโดยทัง้ 
3 สูตรมีการเตมิ 2,4 D ความเขมขน 2 mg/l 

วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยปจจัย (treatment) 3 ระดับ คือ อาหารเลี้ยงแคลลัส 3 สูตร 
ไดแก MS ,CC และ N6 เพาะเลี้ยงเมล็ดขาว 8 เมล็ดตอจานเพาะเลี้ยง ทาํการเพาะเลีย้ง 4 จาน
เพาะเลี้ยงตอหนึง่ปจจัย (treatment) ปดขอบจานเพาะเลี้ยงดวยพาราฟลม Whatman ®  เพาะเลี้ยงใน
หองเพาะเลีย้งที่ควบคุมสภาพแวดลอมที่อุณหภูม ิ25 ± 2 °C ใหแสง 8 ชัว่โมงตอวนั เปนเวลา 3 สัปดาห 
บันทกึขนาดเสนผานศูนยกลาง จาํนวนเอมบริโอจีนิกแคลลัส และชั่งน้าํหนักของแคลลัส วเิคราะหความ
แปรปรวน (Analysis of Variance) ของน้าํหนักแคลลัส และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลีย่ดวย 
Duncan’s New Multiple Range Test โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร 

 
ข. ศึกษาวธิีการที่เหมาะสมเพื่อใชในการเพาะเลี้ยงแคลลสัจากเนื้อเยื่อเจริญ

ปลายยอดของใบเตย ในสภาวะปลอดเชื้อ 
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(1) การชักนําใหเกิดยอดออนของเตยในสภาพปลอดเชือ้ 
การชักนําและเพาะเลี้ยงใหเกิดแคลลัสในเตยหอม ดัดแปลงจากวิธีของ Thimmaraju 

และคณะ (2005) โดยเลือกตนเตยที่มีลักษณะตนที่สมบูรณปราศจากโรค ตัดเฉพาะปลายยอดออน ที่มี
สวนตาขางและตายอด (lateral/terminal shoot buds) ขนาด 1-1.5 cm ฟอกฆาเชือ้ที่ผิวโดยแชลงใน
สารละลาย mercuric chloride (HgCl2) เขมขน 1 g/l เปนระยะเวลา 8 นาท ีลางดวยน้ํากลั่นที่ผานการ
ฆาเชื้อ 3-4 คร้ัง จากนั้นตัดสวนตาที่เปนบริเวณของเนือ้เยื้อเจริญของยอดเตยดวยมีดที่ผานการฆาเชื้อ 
ปลูกถายลงในอาหารสูตร MS ดัดแปลงโดยลดปรมิาณ potassium nitrate เปน 1.45 g/l และ
ประกอบดวยน้ําตาล sucrose 30 g/l, glutamic acid 100 mg/l, polyvinylpyrrolidine (PVP) 1g/l 
และ benzylaminopurine (BAP) 0.5 mg/l ปรับให pH มีคา 5.8 เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 °C      
ในที่มืด เปนเวลา 1 สัปดาหแลวจึงยายมาไวในที่มีแสง 8 ชั่วโมงตอวนั ประมาณ 3 สัปดาห สังเกตเห็น
ยอดออนที่แตกเจริญออกจากตายอดและตาขาง 

      (2) การชกันําใหเกิดแคลลัสจากยอดออนของเตยหอม
 การชักนําใหเกิดแคลลัสเตยหอม ใชยอดออนของเตยหอมในสภาพปลอดเชื้อที่ไดจาก

การทดลองขอที่ (1) โดยตัดยอดออนดวยมีดปลอดเชื้อในตู laminar-flow ยายวางลงในอาหารสูตร MS 
ดัดแปลงที่ประกอบดวย BAP 1 mg/l, kinetin 4 mg/l และ 2,4 D 0.1 mg/l ปรับให pH มีคา 5.8 
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 ± 2 °C ในที่มีแสง 8 ชั่วโมงตอวัน ประมาณ 3-4 สัปดาห สังเกต                 
การเปลี่ยนแปลง 

 
3.2.2   ศึกษาการวิเคราะหสาร 2AP จากพืชตัวอยางโดยวธิีสกัดดวยตัวทาํละลาย  
          และเทคนิค GC-MS  
 

     ก. ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณสาร 2AP ดวยเทคนิค GC-MS 
 

การวเิคราะหดวยเทคนิค GC-MS นัน้มีความเหมาะสมที่สุดในการใชแยกและวิเคราะหองคประกอบ
ของสารตัวอยางที่มีคุณสมบัติเปนสารระเหยในสารสกัด ซึ่งสาร 2AP ที่ใหกลิน่หอมในขาวและเตยนั้นมี
คุณสมบัติเปนสารระเหย ดังนั้นจงึจําเปนตองศึกษาภาวะเหมาะสมของการแยกสารระเหยจากสารตัวอยาง
ดวย GC-MS การทดลองใชเครื่อง GC รุน TraceGC Ultra และ detector เปนเครื่อง MS รุน      
Polaris Q ของบริษัท Thermo Finnigan ใชคอลัมนแบบ capillary ชนิด ATTM-WAX (polyethylene 
glycol) ขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 0.25 mm ความยาว 60 m ความหนาของ liquid phase    
.25 µm และใชกาซฮีเลยีมเปน carrier gas ซึ่งโปรแกรมอุณหภูม ิ (Temperature programming) และ
ภาวะตาง ๆ ของเครื่องดัดแปลงจากวิธีของนันทิน ีศรีสุภัทรวานิช (2548) เนื่องจากในงานวิจยันี้ใชเทคนิค
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สกัดสารระเหยออกจากตวัอยางดวยตวัทําละลาย ซึง่แตกตางจากวิธีของนันทนิีที่ใชเทคนิค SPME ใน
การสกัดสารตัวอยาง จึงดัดแปลงโปรแกรมอุณหภูมิออกเปน 4 ภาวะ ดังแสดงในตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่ 3.1  ภาวะของเครื่อง GC-MS สําหรับใชแยกสาร 2AP และ 2,4,6-trimethylpyrridine (TMP) 
 

Parameter ภาวะของ
นันทินี 
(2548) 

ภาวะ
ดัดแปลง
แบบที่1 

ภาวะ
ดัดแปลง
แบบที่2 

ภาวะ
ดัดแปลง
แบบที่3 

ภาวะ
ดัดแปลง
แบบที่4 

เครื่อง GC 
อุณหภูมิของตัวนาํสารเขา 
โปรแกรมอุณหภูมิของคอลัมน 
            Ramp ที่ 1  
    อุณหภูมิเร่ิมตน 
    อุณหภูมิสุดทาย 
    อัตราการเพิ่มอุณหภูม ิ
    Hold time 
          Ramp ที่ 2 
    อุณหภูมิเร่ิมตน 
    อุณหภูมิสุดทาย 
    อัตราการเพิ่มอุณหภูม ิ
    Hold time 
           Ramp ที่ 3 
    อุณหภูมิเร่ิมตน 
    อุณหภูมิสุดทาย 
    อัตราการเพิ่มอุณหภูม ิ
    Hold time 
อัตราการไหลของกาซฮีเลีย่ม 
Mode ที่ใชในการฉีด 
Liner 

 
200°C 

 
 

45°C 
80°C 

3°C/min 
1 min 

 
80°C 
120°C 

5°C/min 
- 
 

120°C 
180°C 

5°C/min 
- 

1ml/min 
splitless 
SPME 
liner  

 
200°C 

 
 

45°C 
80°C 

10°C/min 
- 
 

80°C 
120°C 

5°C/min 
- 
 

120 
220 

20°C/min 
- 

1ml/min 
splitless 
splitless  

liner 

 
200°C 

 
 

45°C 
80°C 

20°C/min 
- 
 

80°C 
120°C 

4°C/min 
- 
 

120 
220 

20°C/min 
- 

1ml/min 
splitless 
splitless  

liner 

 
200°C 

 
 

45°C 
120°C 

10°C/min 
6 mins 

 
120°C 
220°C 

40°C/min 
- 
 
- 
- 
- 
- 

1ml/min 
splitless 
splitless 

liner 

 
200°C 

 
 

45°C 
120°C 

20°C/min 
6 mins 

 
120°C 
220°C 

40°C/min 
- 
 
- 
- 
- 
- 

1ml/min 
splitless 
splitless 

liner 
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*amu = atomic mass units 

Parameter 
 

ภาวะของ
นันทินี 
(2548) 

ภาวะ
ดัดแปลง 
แบบที่1 

ภาวะ
ดัดแปลง 
แบบที่2 

ภาวะ
ดัดแปลง 
แบบที่3 

ภาวะ
ดัดแปลง 
แบบที่4 

เครื่อง MS 
อุณหภูมิสวนเชื่อมตอ 
พลังงานเฉลี่ยของ
อิเล็กตรอน 
อุณหภูมิของแหลงผลิต
ไอออน 
Scan mode : 
         Full scan 
         
 

 
280°C 
70 eV 

 
230°C 

 
 

35-200 
amu* 

 

 
250°C 
70 eV 

 
230°C 

 
 

35-200 
amu 

 

 
250°C 
70 eV 

 
230°C 

 
 

35-200 
amu 

  

 
250°C 
70 eV 

 
230°C 

 
 

35-200 
amu 

  

 
250°C 
70 eV 

 
230°C 

 
 

35-200 
amu 

  

  
การทดลองใชสารมาตรฐานผสมของ TMP (ซ่ึงเปนสารมาตรฐานภายในที่ใชผสมในข้ันตอน

การสกัดสาร 2AP จากตัวอยางพืชดวยตวัทําละลาย) ความเขมขน 1 ppm และ 2AP (2AP เปนสาร
บริสุทธิ์ที่ไดจากการสังเคราะหทางเคม ีแตไมทราบความเขมขนเริ่มตนทีแ่นนอน โดยไดรับความอนุเคราะห
จาก Dr. Tadashi Yoshihashi, Japan International Research Center for Agricultural Science ประเทศ
ญ่ีปุน) โดยใช dichloromethane (CH2Cl2) เปนตวัทาํละลาย (วิธีเตรยีมสารละลายแสดงในภาคผนวก 
ค.1) ฉีดสารมาตรฐานผสมของ TMP และ 2AP ปริมาตร 1 µl ดวย syringe ขนาด 10 µl ลงในเครือ่ง 
GC-MS ที่มีภาวะของเครื่องทั้ง 4 แบบ เพื่อเลือกภาวะทีแ่ยกสาร 2AP และ TMP ออกจากกันไดดีที่สุด
โดยใชเวลาสัน้ในการตรวจวิเคราะห 

สําหรับ liner ในงานวิจยันี้เลอืกใช splitless liner (มีขนาดเสนผานศนูยกลางภายใน 5 mm) แทน
การใช SPME liner (มีขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 0.8 mm) เนื่องจากในการทดลองนี้ไมไดใช SPME 
ในการสกดัสารระเหยออกจากตัวอยาง แตใชวิธีสกัดดวยตัวทาํละลาย จึงเลอืกใช splitless liner เพื่อ
ประสิทธิภาพที่ดีในการตรวจวิเคราะหของเครื่อง GC-MS 
 การเลือกชวงมวลตอประจทุี่เหมาะสมนัน้ การทดลองจะฉีดสารมาตรฐานผสมของ TMP และ 
2AP เชนเดยีวกับการทดลองโปรแกรมอุณหภูมิ โดยใชภาวะของเครื่อง GC-MS ที่ดีที่สุดจากการ
ทดลองขางตน และเปลี่ยนชวงมวลตอประจุจากเดิม คือ 35-200 amu ซึ่งเปนชวงกวางใหแคบลงเปน 
35-130 amu เนื่องจากชวงมวลตอประจ ุ 35-130 amu เปนชวงมวลตอประจุที่ครอบคลุมมวลของสาร 
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2AP และ TMP แลว และยงัเปนการเพิ่ม sensitivity ของเครื่องโดยลดการเก็บประจุของสารปนเปอน
ที่มาจากตวัทาํละลาย column และ liner  

 
 
ข. ศึกษาการสกัดสาร 2AP จากใบและแคลลัสของขาวขาวดอกมะลิ 105 และ          
    เตยหอม ดวยตัวทาํละลาย  
 
การสกัดสาร 2AP จากใบและแคลลัสของขาวและเตยดวยตัวทําละลาย ดัดแปลงจากวิธกีาร

สกัดของ Mahatheeranont และคณะ (1995) ซึ่งมีข้ันตอนในการสกัดดงันี ้
 
(1)  การสกัดจากใบ 
การสกัดสาร 2AP จากใบของขาวและเตยหอมจะทําในลักษณะคลายกนัโดยในเตยหอม

เลือกใชใบสดที่มีสีเขียวออนหรือสีเขียวออนเกือบแก ขนาดยาวประมาณ 30–35 cm ตัดเสนกลางใบ
ออกเพือ่สะดวกในการยอยใหมีขนาดเลก็ ทําความสะอาดใบเตยดวยน้าํกลั่น สําหรับตัวอยางใบขาวใชใบ
ของตนกลาขาวอาย ุ14 วนั มาทาํความสะอาด จากนั้นชั่งน้าํหนักใบตัวอยางละ 5 g และตัดใบเปนชิ้น
ขนาดเล็กยาวประมาณ 0.5–1 cm เพื่อสะดวกในการ homogenize นําตัวอยางใบใสลงในหลอดแกว
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.5 cm ยาว 15 cm เติมกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 0.1 M ปริมาตร   
20 ml ที่ประกอบดวยสารมาตรฐานภายใน TMP ทีร่ะดับความเขมขน 0.8 ppm ปนตัวอยางใหเปน 
เนื้อเดียวกนัดวย homogenizer เปนระยะเวลาประมาณ 5 นาที ที่อุณหภูมิ 25°C กรองกากใบทิ้งดวย
กระดาษกรอง Whatman ® # 1 จากนัน้นําสารละลายสีเขยีวที่ไดมาหมนุเหวีย่งดวยเครื่องหมุนเหวีย่ง     
ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ี เพื่อกาํจัดกากใบขนาดเล็กที่เหลืออยูใน
สารละลาย แยกตะกอนทิ้งไป ไดสารละลายสีเขียวใส   
 นําสารละลายสีเขียวใสที่ไดปริมาตรประมาณ 15 ml ใสหลอด centrifuge ขนาด 40 ml เติม 
CH2Cl2  1.5 ml จากนั้นปรับ pH ของสารละลายใหเปนเบสดวย NaOH ความเขมขน 5 M ปริมาตร 
300 µl ปดฝา เขยาใหสารละลายเขากนัจนทัว่ นาํไปหมุนเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 8,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาท ี ไดสารละลายแยกชัน้ แยกเก็บช้ันของ CH2Cl2 จากนัน้เติม sodium sulfate 
anhydrous เพื่อกําจัดน้ําที่เหลืออยูในสวนของ CH2Cl2 นาํของเหลวที่ไดไปวิเคราะหองคประกอบดวย
เทคนิค GC-MS โดยใชภาวะของเครื่อง GC-MS ที่เหมาะสมตามที่ไดศึกษามาแลวในขอ 3.2.2 ก 
ข้ันตอนดังแสดงในรูปที ่3.1 
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 (2)  การสกัดจากแคลลัส 
การสกัดสาร 2AP จากตัวอยางแคลลัสคลายกับข้ันตอนการสกัดจากตัวอยางใบ เมื่อ 

homogenize ตัวอยางเปนเวลาประมาณ 5 นาท ีที่อุณหภูมิ 25 °C นําไปหมุนเหวีย่งเพื่อกําจัดตะกอน
โดยไมตองผานการกรอง เนื่องจากกากแคลลัสมีอนุภาคขนาดเลก็สามารถเกาะตัวและกําจัดออกไดงาย
กวากากของใบ จึงลดขั้นตอนการกรองเพือ่กําจัดตะกอน ข้ันตอนดังแสดงในรูปที ่3.2 
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 นําต

เติม 0.8 ppm T
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   รูปที่ 3.1 ข้ันตอนการสกดั 2
ตัวอยางใบ 5 g

ตัดเปนชิ้นขนาดเล็ก  

ัวอยางใบใสหลอดแกว 
 

MP ใน 0.1M HCl ปริมาตร 20 ml 
 ี

1 
กรองดวยกระดาษกรอง Whatman ® # 

ทิ้งกาก 

ท ี
หมุนเหวี่ยงที ่10,000 rpm 10 นา

ก 

2 
เก็บสารละลายและเติม CH2Cl
 

2 

 
 

 
AP จากตวัอยางใบของ
ทิ้งกา
ปรับ pH ใหเปนเบส 
ดวย 5M NaOH  
นั 
เขยาใหเขาก

 ี

เก็บชั้นของ CH2Cl
หมุนเหวี่ยงที ่8,000 rpm 10 นาท
 
เติม sodium sulfate anhydrous
น้าํ 
กําจัด
homogenize ประมาณ 5 นาท
GC-MS
ขาวและเตยดวยตัวทําละลาย 
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 นําต

เติม 0.8 ppm T
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   รูปที่ 3.2 ข้ันตอนการสกดั 2AP 
ตัวอยางแคลลัส
ัวอยางใบใสหลอดแกว 
 

MP ใน 0.1M HCl ปริมาตร 20 ml 

ท ี

 ี
หมุนเหวี่ยงที ่10,000 rpm 10 นาท
ก 

 

 

 
 

จากตวัอยางแคลลัสของข
 

ทิ้งกา
เก็บสารละลาย เติม CH2Cl2
ปรับ pH ใหเปนเบส 
ดวย 5M NaOH  
นั 
เขยาใหเขาก
ท ี
หมุนเหวี่ยงที ่8,000 rpm 10 นา
เก็บชั้นของ CH2Cl2
 
เติม sodium sulfate anhydrous

น้าํ 
กําจัด
homogenize ทิ้งไว 5 นา
GC-MS
าวและเตยดวยตัวทําละลาย 
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3.2.3 ศึกษาหาสารตั้งตนที่มาของไนโตรเจนอะตอมในโมเลกลุของสาร 2AP  
ดวยสาร stable isotope  
 

ก. ผลของระดับความเขมขนของ L-proline ตอปริมาณ 2AP ที่เตยหอมผลิตได 
 
สําหรับการทดลองนี้จะทดสอบระดับความเขมขนของสารละลาย L-proline ที่เหมาะสมตอการ

เพิ่มปริมาณ 2AP ที่พืชผลิตขึ้น โดยเลือกใชใบของเตยหอมเปนตัวอยางศึกษาในเบื้องตน เนื่องจาก
สะดวกในการเตรียมตัวอยางสกัดและการตรวจวิเคราะหสารหอม 2AP การทดลองจะใชใบสดที่มี          
สีเขียวออนหรือสีเขียวออนเกือบแก นํามาทาํความสะอาด และตัดใหมีขนาดยาวประมาณ 10 cm 
จากนัน้แชในสารละลาย L-proline ที่ระดับความเขมขน 0, 100, 200, 400 และ 800 ppm และ incubate 
ที่อุณหภูมิ 25 °C ในที่มดื เปนเวลา 20 ชัว่โมง จงึนาํมาสกัดและวิเคราะหสาร 2AP ดวยเทคนิค       
GC-MS โดยใชวิธีการสกัดและภาวะของเครื่อง GC-MS ที่เหมาะสมตามที่ไดศึกษามาแลวในขอ 3.2.2 ก 
และ 3.2.2 ข ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วเิคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance) ของปริมาณ 2AP 
ดวย Duncan’s New Multiple Range Test โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร ข้ันตอนหลักดังแสดงในรูปที่ 3.3 

 
 

ใบของเตยหอม  
 
 ทําความสะอาด  
 
 
 

แชในสารละลาย L-proline ที่ระดับความเขมขนตางๆ  
incubate ที่ 25 °C ในที่มืด 20 ชั่วโมง 

 
 

ลางดวยน้าํกลัน่ 

สกัด 2AP  
 

GC-MS   
 

 
รูปที่ 3.3  ข้ันตอนการทดสอบผลของระดับความเขมขนของ L-proline  

   ตอปริมาณ 2AP ที่ใบของเตยหอมผลิตขึน้ 
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ข. อิทธิพลของความแตกตางของชิ้นสวนและชนิดของพืชที่ตอบสนองตอ L-proline 
ในการผลิต 2AP  

 
การทดลองเกี่ยวกับอิทธิพลของความแตกตางของชิ้นสวนและชนิดของพืชที่ตอบสนองตอ    

L-proline ในการผลิต 2AP จะเลือกใชชิ้นสวนของพืช 2 สวน คือ แคลลัสและใบ จากพืช 2 ชนิด       
ที่สามารถผลิต 2AP ไดตามธรรมชาติ คือ เตยหอมและขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 เปนตัวอยาง      
ในการศึกษา ซึ่งจะนําตัวอยางแชในสารละลาย L-proline (ระดับความเขมขนที่เหมาะสมตามที่ได
ศึกษาจากวิธีการทดลองขอ 3.2.3 ก) และน้ํากลั่นซึ่งใชเปน ชุดควบคุม (control) ทาํการทดลอง 3 ซ้ํา 
จากนั้น incubate ที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 20 ชั่วโมง ในที่มืด นาํตัวอยางมาสกัดและวิเคราะหสาร 
2AP ดวยเทคนิค GC-MS โดยใชวิธกีารสกัดและภาวะของเครื่อง GC-MS ที่เหมาะสมตามที่ไดศึกษา
มาแลวในขอ 3.2.2 ก และ 3.2.2 ข ข้ันตอนหลกัดังแสดงในรูปที่ 3.4 

 
 
 

 ตัวอยางแคลลัสหรือใบ 

 
 ทําความสะอาดตัวอยาง  
 
 
 

แชในน้ํากลั่นและสารละลาย L-proline   
incubate ที่ 25° C ในที่มืด 20 ชั่วโมง 

 
 

ลางดวยน้าํกลัน่ 

 สกัด 2AP 
 
 

GC-MS   
 
 

รูปที่ 3.4 ข้ันตอนการวเิคราะหปริมาณ 2AP ใบและแคลลัสของเตยหอมและขาว 
       พันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่แชในน้ํากลัน่และสารละลาย L-proline   
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ค. การติดตามสารต้ังตนของ 2AP โดยใชสารละลาย 15N-L-proline 
 
งานวิจยันี้ใชสาร stable isotope เพื่อติดตามหาสารตั้งตนในการผลิตสาร 2AP ในเตยหอม 

ดัดแปลงจากวิธีของ Yoshihashi และคณะ (2002) โดยแชแคลลัสและใบของเตยหอม และขาวขาวดอกมะลิ 
105 ในสารละลาย stable isotope คือ 15N-L-proline (15N-L-proline ของสถาบนั Cambridge 
Isotope Laboratories ประเทศ USA ที่ระดับความเขมขนตามที่ไดศึกษาในขอ 3.2.3 ก วิธกีารเตรียม
สารละลายแสดงในภาคผนวก ค.3) ทาํการทดลอง 3 ซ้ํา incubate ตัวอยางที่อุณหภมูิ 25 °C เปนเวลา 
20 ชัว่โมง ในที่มืด จากนั้นลางตัวอยางดวยน้าํกลัน่ สกัดสาร 2AP และวิเคราะหดวยเทคนิค GC-MS 
โดยใชวิธกีารสกัดและภาวะของเครื่อง GC-MS ที่เหมาะสมตามที่ไดศึกษามาแลวในขอ 3.2.2 ก และ 
3.2.2 ข ข้ันตอนหลกัดังแสดงในรูปที ่3.5 
 
 

 
 

ตัวอยางแคลลัสหรือใบ 

 
 

แชในสารละลาย isotope  
incubate ที่ 25 °C ในที่มืด 20 ชั่วโมง 

 
 

ลางดวยน้าํกลัน่ 

สกัด 2AP  
 

GC-MS   
 

 
รูปที่ 3.5 ข้ันตอนการติดตาม 2AP ที่ติดฉลากดวยสาร stable isotope จากแคลลัสและใบ 

 
 
 
 
 
 
 



บทที่  4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ 

 
4.1  วธิีการทีเ่หมาะสมเพือ่ใชในการชกันําใหเกิดแคลลัสของขาวขาวดอกมะลิ 105            
      และเตยหอม ในสภาวะปลอดเชื้อ 
 

ก. สูตรอาหารที่เหมาะสมเพื่อใชในการชักนําใหเกดิแคลลัสจากคัพภะของขาวขาว  
    ดอกมะลิ 105 ในสภาวะปลอดเชื้อ 
 
จากการเพาะเลี้ยงเมล็ดขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่ผานการฟอกฆาเชื้อที่ผิวในอาหารชักนาํ

ใหเกิดแคลลัส 3 สูตร คือ อาหารสูตร MS, N6 และ CC ดัดแปลงโดยการเติม 2,4 D ความเขมขน      
2.0 mg/l พบวาภายหลงัจากการเพาะเลี้ยง 3 วนั แคลลัสเร่ิมปรากฏขึ้นบริเวณสวนของ scutellum   
ซึ่งเปนเนื้อเยื่อบางๆ ที่อยูบริเวณรอยตอระหวางสวนของ endosperm กับสวนของคพัภะของเมล็ดขาว 
และจะปรากฏเดนชัดเมื่อมีอาย ุ 5 วัน ซึ่งแคลลัสที่เกิดขึ้นจะถูกชักนาํใหเกิดขึ้นพรอมกบัปลอกหุม   
ยอดออน (coleoptile) (รูปที่4.1) โดยอาหารสูตร N6 และ CC มีเปอรเซน็ตการเกิดแคลลัสสูงสุดคือ     
100 เปอรเซน็ต ในขณะที่อาหารสูตร MS มีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 87.5 เปอรเซ็นต เมื่อพิจารณา
ขนาดและน้าํหนกัของแคลลัสเมื่ออาย ุ 3 สัปดาห (รูปที่ 4.2) พบวาอาหารสูตร N6 สามารถชกันําให
แคลลัสมีขนาดและน้ําหนกัเฉลี่ยสูงสุด คือ 7.50 × 6.40 mm และ 0.132 g ตามลําดับ อาหารสูตร MS 
แคลลัสที่เกิดขึ้นมีขนาดและน้ําหนักเฉลี่ยเทากับ 7.40 × 6.30 mm และ 0.106 g ตามลําดับ          
และในอาหารสูตร CC สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสขนาดเล็กที่สุดคือมีขนาดและน้าํหนักเฉลีย่เทากับ  
5.50 × 6.40 mm และ 0.052 g ตามลาํดับ (ตารางที ่ 4.1) เมือ่วเิคราะหความแปรปรวนของน้าํหนัก
แคลลัสทีเ่ลีย้งในอาหารทัง้สามสูตรพบวาอาหารสูตร N6 ดัดแปลงมีประสิทธิภาพในการชักนําใหเกิด
แคลลัสไดดีที่สุด โดยมีน้ําหนักที่สูงกวาการชักนําในอาหารสูตร MS และ CC อยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ 
(ตารางที ่ 4.1) ที่เปนเชนนีเ้นื่องจากความเขมขนของสารประกอบอนินทรีย และสารประกอบอินทรีย      
ที่เปนองคประกอบในอาหารทั้ง 3 สูตรมีปริมาณที่แตกตางกัน ถงึแมวาจะมีแรธาตุองคประกอบตางๆ       
ที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของพืชเหมือนกันก็ตาม โดยพบวาอาหารสูตร N6 มีองคประกอบจําพวก
วิตามนิ (vitamin) มากกวาในอาหารในสตูร MS และ CC (ตารางภาคผนวก ข.1) อีกทั้งยงัมกีารเติม 
casein hydrolysate 300 mg/l ซึ่งเปนกรดอะมิโนรวมในอาหาร จึงอาจมีผลตอการกระตุนการ
เจริญเติบโต และการเปลี่ยนแปลงสภาพเนือ้เยื่อไดดีกวา (เอกภพ นิ่มเลก็, 2542)  
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สําหรับในอาหารสูตร CC มีการเติมน้ํามะพราวลงในสตูรอาหาร โดยที่ภายในน้ํามะพราวนั้น  
มีสวนประกอบของไซโทไคนิน (cytokinin) และน้าํตาลอยู ถงึแมวาไซโทไคนินจะเปนสารควบคมุการ
เจริญเติบโตของพืช (plant growth regulator) ที่ชวยกระตุนการแบงเซลลและการเจริญเปลี่ยนแปลง
ของเซลล แตน้ําตาลที่เปนองคประกอบภายในน้ํามะพราวกลับเปนตัวขัดขวางการเจริญเติบโตของเซลล 
เพราะเมื่อเติมน้ํามะพราวลงในอาหารจะมผีลทําใหปริมาณน้ําตาลรวมในอาหารมีระดับที่สูงเกินไป ซึ่ง
ปริมาณน้าํตาลที่เหมาะสมในการเจริญเตบิโตของพืชนัน้ จะแตกตางกนัไปขึน้อยูกับชนิดและอายุของพืช 
ในพืชปกติจะใชน้ําตาล sucrose ที่ความเขมขน 2-4 เปอรเซ็นต เพื่อทดแทนคารบอนที่ไดจากการ
สังเคราะหแสง ปริมาณน้ําตาลในอาหารที่มีมากเกินความตองการ ยอมสงผลใหการเจริญของเนื้อเยื่อ  
ที่เพาะเลี้ยงลดลง (อารีย วัญูวัฒก, 2541) สอดคลองกับผลการทดลองของเอกภพ นิ่มเล็ก (2542) 
รายงานผลการชักนําใหเกิดแคลลัสของขาวหอมสีพ่ันธุในอาหารเพาะเลี้ยง CC สูตรปกติใช sucrose 
20 mg/l รวมกับ manitol 36.43 mg/l เปรียบเทียบกับสูตรอาหาร CC ดัดแปลงที่ปราศจากน้ําตาล 
ทั้งสองชนิด พบวาสูตรอาหาร CC ที่ประกอบดวยน้าํตาลสามารถชักนาํใหเกิดแคลลัสของขาวไดใน
อัตราที่ตํ่ามาก แตเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร CC ดัดแปลงที่ปราศจากน้าํตาล จะสามารถชักนําการเกิด
แคลลัสในอัตราที่สูงขึ้น 

 
coleoptile  endosperm 
แคลลัส  

 
scutellum   

(บริเวณที่เกิดแคลลัส)   

ตารางที่ 4.1  การชักนาํใหเกิดแคลลัสจา
        อาหารสงัเคราะห 3 สูตร  
 

 N6

เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 100
  ขนาดเฉลี่ย*  (mm) 6.40 ×
น้ําหนกัเฉลี่ย (g)  0.13

แคลลัสที่ได สูตรอาหาร 

     * ขนาด หมายถงึ ความกวาง ×
a b c คาเฉลี่ยทีก่ํากับดวยตัวอักษร
      อยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (p
A

กการเพาะเลี้ยงคัพภะของขาวพนัธุข

MS 
 87.5 

 7.50  6.30 × 7.40  
2  a 0.106  b

 ความยาวของแคลลัส 
ภาษาองักฤษที่แตกตางกนัในแนวนอ
≤0.05) โดยวิธี Duncan’s New Mul
B

รูปที่ 4.1 การเกิดแคลลัสของขาวขาวดอกมะลิ 105 บนอาหารชักนาํใหเกิดแคลลัส          
          (A) เมล็ดขาวหลงัการเพาะเลีย้ง 3 วนั   (B) เมล็ดขาวหลงัการเพาะเลีย้ง 5 วนั   
าวดอกมะลิ 105 บน 

CC 
100 

5.50 × 6.40  
0.052  c

น มีความแตกตางกัน 
tiple Rang Test    
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รูปที่ 4.2  การเกิดแคลลัสของขาว
       

ังนัน้ในงานวจิัยในขั้นตอนตอไปนี้จะเล
ขาวขาว

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                 ภายหลงัการเพาะเลีย้ง
                       (A) เมล็ดขาวที่เพาะเลี้ย
             (B) เมล็ดขาวที่เพาะเลี้ย
           (C) เมล็ดขาวที่เพาะเลี้ย
 
ด
ดอกมะลิ 105 เพื่อใชสําหรับเปนตวัอยา
 

A

ขาวดอกมะลิ 105 บนอาหาร

ร N6 

ือกใชสูตรอาหาร N6 เพื่อใชใน

C 

B 

 3 สัปดาห    
งบนอาหารสูต
งบนอาหารสูตร MS 
งบนอาหารสูตร CC 

งในการทดลองขั้นตอไป 
A

 

ช

B

C 
ักนําใหเกิดแคลลัส 

การเพาะเลีย้งแคลลัส
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ข. วิธีการที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแคลลสัจากเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดของ    
เตยหอมในสภาวะปลอดเชื้อ 

 
เมื่อนําปลายยอดออนที่มีสวนตาขางและตายอดของตนเตยหอม เพาะเลี้ยงลงบนอาหารสูตร 

MS ดัดแปลงและเก็บที่อุณหภูมิ 25 ± 2 °C ในที่มืด เปนเวลา 1 สัปดาหแลวจงึยายมาไวในทีม่ีแสง           
8 ชั่วโมงตอวนั พบวา ตา (bud) ที่เปนสวนของเนื้อเยื่อเจริญมีการเจริญเติบโตที่สามารถสังเกตไดดวย 
ตาเปลาภายในระยะเวลาประมาณ 3-4 สัปดาห (รูปที่ 4.3A) และเมื่อตัดยอดออนที่เจริญใหมจาก      
ตาเจริญมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง รวมกับการเติม BAP ความเขมขน 1mg/l kinetin 
ความเขมขน 4 mg/l และ 2,4 D ความเขมขน 0.1 mg/l พบวาจะปรากฏแคลลัสมีลักษณะสีเหลอืงออน
เจริญขึ้นจากเนื้อเยื่อของปลายยอดบริเวณที่สัมผัสกับอาหาร และเมื่อเพาะเลี้ยงจนมีอายุ 3 สัปดาห 
แคลลัสจะมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 5-8 mm (รูปที่ 4.3B) และจะเจริญเติบโตจนมีเสนผาน
ศูนยกลางเปน 12–15 mm เมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 6-8 สัปดาห (รูปที่ 4.3C)  

 
 

   ยอดออนที่เจริญ  
จากตาเจริญ  ตาเจริญ (bud) 

 
 

A  
 
 
 
 
 
 

  
 

รูปที่ 4.3  การเพาะเลีย้งยอดออน และแคลลัสของเต
         (A) ยอดออนของเตยที่แตกจากเนือ้เยื่อเจร

            (B) แคลลัสของเตยที่มีอายุ 3 สัปดาห 
          (C) แคลลัสของเตยที่มีอายุ 6–8 สัปดาห 
C 
B
ยบนอาหารสูตร MS ดัด
ิญบริเวณตาขาง 
แปลง 
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เมื่อเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญตายอดและตาขางของเตยหอมในอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่
ประกอบดวยสาร 2,4-D, BAP และ kinetin พบวาเนื้อเยื่อบริเวณจากตายอดและตาขางสามารถเจริญ
กลายเปนกลุมเนื้อเยื่อแคลลัส เนื่องจากสาร 2,4-D เปนสารควบคมุการเจริญเตบิโตของพืช (plant 
growth regulator) ที่จัดอยูในกลุมของออกซิน (auxin) ซึ่งมีคุณสมบัติในการเรงการเกิดราก แตเมื่อใช
ในปริมาณต่ํารวมกับสารในกลุมของไซโทไคนิน คือ BAP และ kinetin ในสัดสวนที่สมดุลจะสามารถ 
ชักนาํใหเกิดแคลลัสได (รังสฤษฏ กาวีตะ, 2540)  

การชักนําใหเกิดแคลลัสในพืชแตละชนิด มีปจจัยในการควบคุมที่แตกตางกนั ทัง้นีน้อกจาก
ชนิดและสายพันธุจะเปนตัวกําหนดแลว ชิ้นสวนพชืทีน่าํมาใช สภาพแวดลอม เชน อุณหภูม ิ แสง 
ตลอดจนธาตอุาหารตางๆ ลวนมีผลตอการชักนาํใหเกดิแคลลัสทั้งสิ้น (ประศาสตร เกื้อมณี, 2538)   
แตปจจัยที่สําคัญที่สุดคือ การใหสารควบคุมการเจริญเติบโตในสัดสวนที่เหมาะสมตอการชักนาํใหเกิด
แคลลัส สอดคลองกับผลการทดลองของ Thimmaraju และคณะ (2005) ซึ่งทําการทดลองเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อเตยหอม และชักนําใหเกิดแคลลัสจากตายอดและตาขางบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง        
ที่ประกอบดวย BAP, kinetin และ 2,4-D ที่ความเขมขนระดับตางๆ กนัพบวา BAP ที่ระดบัความ
เขมขน 1 mg/l, kinetin 4 mg/l และ 2,4-D 0.1 mg/l สามารถชักนาํใหเกิด semi-differentiated 
callusy-shoot (SDC) นอกจากนี้ผลการทดลองยังสอดคลองกับเบญจมาศ ศิลายอย และ Gamborg 
(2529) ซึ่งรายงานวาสามารถชกันาํใหเกิดแคลลัสในกลวยจากแผนใบเมื่อเลีย้งในอาหารสูตร MS โดยเตมิ 
NAA และ BA ลงในอาหาร และยังมีรายงานการชักนาํใหเกิดแคลลสัในกลวยหอมทอง (Musa sp.) 
‘Gros Michel’ จากตายอดของตนที่เลีย้งไวในสภาพปลอดเชื้อ โดยใชอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D 
และน้ํามะพราว ซึง่แคลลัสทีไ่ดจะมีรูปรางกลมแข็งสีเหลอืง (Srangsam and Kanchanapoom, 2003)  

สําหรับในพืชใบเลี้ยงคู มีรายงานที่เกีย่วกบัการชักนําใหเกิดแคลลัสโดยอาศยัการควบคุมปริมาณ
สารควบคุมการเจริญเติบโตเชนเดียวกนั เชน Frisch and Camper (1987) ศึกษาวิธกีารชักนําใหเกิด
แคลลัสในชา Camellia sinensis จากลาํตนโดยเพาะเลีย้งบนอาหารสงัเคราะหสูตร MS ที่ประกอบดวย 
2,4-D 0.1 mg/l รวมกับ kinetin 10 mg/l สามารถชกันาํใหเกิดแคลลสัได สอดคลองกับรายงานการชัก
นําใหเกิดแคลลัสในพรุน Prunus domestica ‘Wegierka Zwykla’ ซึ่งตองอาศยัการใชสารควบคุม  
การเจริญเติบโตในกลุมออกซนิรวมกบัไซโทไคนิน ทาํการทดลองเพาะเลี้ยงจากยอดออนของพรุนบนอาหาร
สูตร MS ทีป่ระกอบดวยสารในกลุมออกซินชนิดตางๆ รวมกับ BA พบวาอาหารที่ประกอบ 2,4-D        
2 mg/l และ BA 0.1 mg/l สามารถชักนาํใหเกิดแคลลสัของพรุนได ในขณะที่ไมสามารถชกันาํใหเกิด
แคลลัสไดในอาหารที่ประกอบดวย 2,4-D เพียงอยางเดียว (Fajerska, 2006) 

ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงใชวิธีการเพาะเลี้ยงแคลลัสตามขั้นตอนที่ไดศึกษาเพื่อชักนําใหเกดิแคลลัส
ในเตยหอม เพือ่ใชแคลลัสในการทดลองขัน้ตอไป 
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4.2 การวิเคราะหสาร 2AP จากพืชตัวอยางโดยวิธสีกัดดวยตัวทําละลาย และเทคนิค GC-MS  
 

ก. การหาภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณสาร 2AP ดวยเทคนิค GC-MS 
 

การทดลองโปรแกรมอุณหภูมิของเครื่อง GC-MS ซึ่งดดัแปลงจากวิธกีารวิเคราะหสารระเหย
จากขาวดวยเทคนิค SPME (นันทิน ีศรีสุภัทรวานิช, 2548) ออกเปน 4 ภาวะ (ตารางที ่4.2) เพื่อหาภาวะ
ที่เหมาะสมในการแยกสาร 2AP และ TMP ออกจากกันดวยเวลาการแยกทีน่อยที่สุด เพื่อลดเวลาที่ใช
วิเคราะหตัวอยาง พบวาการวิเคราะหดวยโปรแกรมอุณหภูมิแบบที ่ 1 สาร 2AP และ TMP มีคา 
retention time (tR) เทากับ 13.43 และ 13.83 นาทีตามลําดับ (รูปที ่4.4) ซึ่งแตละ peak สามารถแยก
ออกจากกันได แตไมดีเทาทีค่วร โดยใชเวลาในการวเิคราะหทัง้หมด 16.50 นาท ี(ตารางที ่4.2) ซึ่งเรว็กวา
โปรแกรมอุณหภูมิแบบเดิม (ภาวะของนันทินี) ซึง่จะใชเวลาทั้งหมด 25.67 นาที แตพบวาคา tR ของสาร
ตัวอยางที่ตองการวิเคราะหที่ออกมาตัวแรกยังนานเกินไป ในโปรแกรมอุณหภูมิแบบที่ 2 จึงเพิม่อัตรา
การเพิ่มอุณหภูมิใน ramp ที่ 1 จาก 10 °C/min เปน 20 °C/min เพื่อเรงใหสารตัวอยางออกมาเร็วขึ้น 
พบวาสามารถแยก peak ของสารทัง้ 2 ไดดีมากขึ้น มคีา tR ของ 2AP และ TMP เปน 12.96 และ 
13.43 นาที ตามลําดับ แตใชเวลาทั้งหมดในการแยกนานมากขึ้นคือ 16.75 นาที (รูปที่ 4.5) ดังนั้นใน
โปรแกรมอุณหภูมิแบบที่ 3 จึงปรับอัตราการเพิ่มอุณหภูมิใน ramp ที่ 1 จาก 20 °C/min เปน 10 °C/min 
และ เพิ่มอัตราการเพิม่อุณหภูมิใน ramp ที่ 2 จาก 4 °C/min เปน 40 °C/min พบวา peak ของสารระเหย
ทั้งสองแยกออกจากกันไดดีข้ึน และใชเวลาในการวิเคราะหทัง้หมดสั้นลงเหลือเพียง 16.00 นาท ี โดยมี
คา tR ของ 2AP และ TMP เปน 12.70 และ 13.32 นาที ตามลําดบั (รูปที่ 4.6) ในโปรแกรมอุณหภมูิ
แบบที่ 4 จึงทดลองเพิ่มอัตราการเพิ่มอุณหภูมิใน ramp ที่ 1 อีกคร้ัง จาก 10 °C/min เปน 20 °C/min  
เพื่อเรงใหสารตัวอยางออกมาเร็วขึ้น โดยคงคาอุณหภมูิใน ramp ที ่ 2 ใหเทากบัอุณหภูมิในแบบที่ 3 
พบวา สามารถลดเวลาในการวิเคราะหทัง้หมดลงเหลือเพียง 12.25 นาที แตเมื่อพิจารณา peak ของ
สารทั้งสองพบวา มีคา tR ใกลกันมากเกินไป (รูปที ่4.7) ดังนัน้จึงเลือกโปรแกรมอุณหภูมิแบบที่ 3 มาใช
ในการวิเคราะหในขั้นตอนตอไป เนื่องจากเปนภาวะที่สามารถแยกสารระเหยที่ตองการออกจากกันไดดี
โดยใชเวลาในการวิเคราะหทั้งหมด 16 นาท ี
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ตารางที่ 4.2  ตารางสรุป retention time ของสาร 2AP และ TMP รวมทั้งเวลาที่ใชในการแยกสาร 
                     ทั้งหมดที่ใชในโปรแกรมอุณหภูมิทัง้ 4 แบบ  
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รูปที่ 4.4 Chromatogram ที่ไดจากการแยกสาร 2AP และ TMP ดวยโปรแกรมอุณหภูม ี่ 1 
 
 
 

โปรแกรมอุณหภูม ิ tR ของสาร 2AP 
(นาที) 

tR ของสาร TMP 
(นาที) 

เวลาในการแยกสาร
ทั้งหมด (นาท)ี 

ภาวะของนันทิน ี 21.06 21.76 25.67 
1 13.43 13.83 16.50 
2 12.96 13.43 16.75 
3 12.70 13.32 16.00 
4 10.45 10.79 12.25 

2AP 

TMP 

ิแบบท
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รูปที่ 4.5 Chromatogram ที่ไดจากการแยกสาร 2AP และ TMP ดวยโปรแกรมอุณหภูมิแบบที่ 2 

 
 

 
 
 
 

 
 
                          

                              
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.6 Chromatogram ที่ไดจากการแยกสาร 2AP และ TMP ดวยโปรแกรมอุ ูมิแบบที่ 3 

2AP 
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2AP 

 

ณหภ



 49

 
 
RT: 0.00 - 12.00 SM: 7G

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Time (min)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

R
el

at
iv

e 
A

bu
nd

an
ce

10.79

10.45

11.92

11.54
9.70

NL:
1.04E5
TIC F:   MS 
pro04_080
924123027

 
 

รูปที่ 4.7 Chromatogram ที่ไดจากการแยกสาร 2AP และ TMP ดวยโปรแกรมอุณหภูมิแบบที่ 4 
 
 
สําหรับการเลอืกชวงมวลตอประจุ เมื่อพิจารณา chromatogram ที่ไดจากการแยกสารระเหย

ดวยเครื่อง GC-MS โดยเลอืกชวงมวลตอประจุเทากับ 35-200 และ 35-130 amu พบวา peak ของ 
2AP ที่เลือกชวงมวลตอประจุเทากับ 35-200 amu (รูปที่ 4.8) มีคา signal to noise (SN) เทากับ 525 
ซึ่งต่ํากวา SN ของสาร 2AP ที่ไดจากชวงมวลตอประจุ 35-130 amu (รูปที่ 4.9) ซึ่งมคีา 637 เพราะเมื่อ
วงมวลตอประจุแคบ การเก็บมวลสารรบกวนขณะวิเคราะหลดลง จงึทําให peak ของสาร 2AP แยก
ากสารรบกวนไดดีข้ึน คา S ีคาสงูขึ้น ซึง่คา SN เปนคาที่บงบอก sensitivity ในการวิเคราะห 
ยทีถาคา SN สูงหมายถึงม ี sensitivity ในการวิเคราะหสูงดวย ดังนัน้จงึเลือก วงมวลตอประจุ     

35-130 amu ที่ม ีsensitivity สูงเพื่อใชในการวิเคราะหสาร 2AP ในขั้นตอนตอไป 

TMP 

2AP 

ช
จ N จึงม
โด ช

 
 
 
 
 



 50

RT: 0.00 - 14.50 SM: 7G

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Time (min)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100
R

el
at

iv
e 

Ab
un

da
nc

e

RT: 13.31
AA: 304274
SN: 655

RT: 12.70
AA: 266501
SN: 525

RT: 14.00
AA: 25827
SN: 45

RT: 10.30
AA: 8801
SN: 23 RT: 11.39

AA: 11293
SN: 15

NL:
8.99E4
TIC F:   MS 
 ICIS 
pro03_35_
200_08092
4145907

RT: 0.00 - 14.50 SM: 7G

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Time (min)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

R
el

at
iv

e 
A

e
bu

nd
an

c

RT: 13.32
AA: 253459
SN: 786

RT: 12.70
AA: 223998
SN: 637

RT: 10.30
AA: 6880
SN: 26

RT: 13.99
AA: 4790
SN: 23

RT: 11.40
AA: 5992
SN: 16

NL:
6.90E4
TIC F:   MS 
 ICIS 
pro03_080
924134815

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4.8 Chromatogramที่ไดจากการแยกสาร 2AP และ TMP ดวยเครื่องGC-MS 

    ที่เลือกชวงมวลตอประจุเทากบั 35-200 amu 
       

 
 
 

 
 
 

         GC-MS ที่เลือกชวงมวลตอประจุเทากบั 35-130 amu 

 
 

 
 
 

 
รูปที่ 4.9 Chromatogramที่ไดจากการแยกสาร 2AP และ TMP ดวยเครื่อง 

2AP 

2AP 

TMP 

TMP 
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 จากการทดลองสกัดสารหอม 2AP จากใบและแคลลัสของขาวขาวดอกมะลิ 105 และเตยหอม 
ดวยตัวทําละลาย และตรวจวิเคราะหดวยเทคนิค GC-MS พบวา chromatogram ที่ไดจากการแยก
วิเคราะหของตัวอยางทัง้ 4 ชนิด (รูปที่ 4.10) มี peak ของสารหอม 2AP และสารมาตรฐาน TMP    
เปนองคประกอบ และสามารถยนืยนัวา peak ที่ไ เปน peak ของสาร 2AP และ TMP โดยดูจาก 
mass spectrum มีซึ่งสกัดไดจากตัวอยางพืชเทยีบไดดีกบั mass spectrum ของสารมาตรฐาน 2AP 

ให

เน

(
มี

แต
(Secondary metabolite) ในพืชไดในปริมาณที่แตกตางกัน สอดคลองกับงานวิจยัของ Wongpornchai 
และคณะ (2003) ซึ่งรายงานปริมาณสารหอม 2AP ท บในดอกและใบของชาํมะนาดเปรียบเทยีบกบัทีพ่บ
ในใบเตยหอม และเมล็ดของขาวขาวดอกมะล ิ105 โ ยพบวาสารหอม 2AP มีปริมาณแตกตางกันในพืช
แตละชนิด ซึ่งในเมล็ดขาว ดอกและใบของชํามะนาดมีปริมาณ 2AP เทากับ 3.0, 3.36 และ 0.53 
mg/kg ตามลําดับ สวนใบเตยหอมมีปริมาณสารหอม 2AP มากที่สุดคือ 10.26 mg/kg แต
แตกตางเมื่อเปรียบเทียบกบัปริมาณสารหอม 2AP ี่วิเคราะหไดในการทดลอ  47.085 mg/kg 
(ตารางที ่ 4.3) ทั้งนี้อาจเปนเพราะวธิีการสกัดสารหอม 2AP ดวยตัวทําละลายที่ใชในการทดลอง         
ถูกดัดแปลงจากวิธกีารสกัดดวยตัวทําละลายของ Mahatheeranont และคณะ (1995) โดยลดขั้นตอนการ
ระเหยตัวทาํละลายเพื่อทาํใหเขมขน จึงอาจลดการสูญเสียสารหอม 2AP จากความรอนระหวางการ
ระเหยในขั้นตอนการสกัดในการทดลองที่ 3.2.2 ข ือ่งจากสาร 2AP มีคุณสมบัติระเหยงายเพราะจุด
เดือดต่ํา ดังนัน้ปริมาณสารหอม 2AP ในใบเตยหอม ีว่ิเคราะหไดจากการทดลองจงึมีคามากกวารายงาน

ข. การสกัดสาร 2AP จากใบและแคลลสัของขาวและเตยดวยตัวทาํละลาย  
 

ด

และ TMP สังเคราะหเมื่อวิเคราะหภายใตภาวะเดียวกัน โดย mass spectrum ของสารมาตรฐาน 2AP   
มวลเอกลักษณคือ 68, 83(100) และ 111 amu (รูปที่ 4.11) ซึ่งวิธีการสกัดและตรวจวิเคราะหสาร

หอม 2AP ที่ถกูพัฒนาขึ้นใหมนี้ใหคา % recovery เทากับ 88.783 (การคํานวณ % recovery แสดงใน
ภาคผนวก ค.4) เมื่อพิจารณา retention time ของสาร 2AP และ TMP มีคาเทากันในทกุตวัอยาง 
ื่องจากคา retention time เปนคาเฉพาะของสารแตละตัว ซึง่คือเวลาที่สารหนึง่ๆ ใชในการเคลื่อนที่

บนวัฏภาคคงที่ชนิดนั้นๆ (แมน อมรสิทธิ ์ และอมร เพชรสม, 2534) เมื่อพจิารณาปริมาณของสารหอม 
2AP (การคํานวณปริมาณ 2AP แสดงในภาคผนวก ค.5) ในใบและแคลลัสของทั้งขาวขาวดอกมะลิ 105 
และเตยหอม โดยเทยีบจากน้ําหนกัสดของตัวอยาง 1 kg ผลการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ 
ตารางที ่4.3) พบวาใบเตยหอมมีปริมาณสารหอม 2AP มากที่สุดคือ 47.085 mg/kg ซึ่งแตกตางอยาง
นัยสาํคัญยิ่งทางสถิติจากแคลลัสเตยหอม ใบและแคลลัสของขาว ซึง่มีคา 12.351, 1.724 และ 0.473 

mg/kg ตามลําดับ โดยปริมาณ 2AP ในใบจะมีคามากกวาในแคลลัสประมาณ 4 เทา ทั้งนี้เพราะในพืช
ละชนิดหรือในแตละสวนของพืชชนิดเดียวกันจะมีความสามารถในการผลิตสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ 

ี่พ
ด

มีคา
 ท งนี้ คือ

เน
ท
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รูป ัง้ 4 ชนิด 
       งเตยหอม                 

          
 

2AP 

ngpornchai และคณะ (2003) แสดงวาขั้นตอนการสกัดที่แตกตางกันสงผลตอปริมาณสาร
ไดจากตัวอยาง 

A B 

TMP 

2AP 

TMP 

TMP 

2AP TMP 

2AP 

C D 

 

ที่ 4.10   Chromatogram ที่ไดจากการแยกวิเคราะหจากสารสกัดตัวอยางท
         (A) แคลลัสของขาวขาวดอกมะล ิ105    (C) แคลลัสขอ

                  (B) ใบของขาวขาวดอกมะลิ 105         (D) ใบของเตยหอม  
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BG_pandan08ppbTMP #1158 RT: 12.78 AV: 1 NL: 4.28E5
T: + c Full ms [ 35.00-130.00]
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รูปที่ 4.11  Spectrum ของสารหอม 2AP 

     (A) 2AP จากการสังเคราะหในหองปฏิบัติการ  
                                                      (B) 2AP จากสารสกัดจากตัวอยางพืช 
 

(A) 

(B) 
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ารางที่ 4.3 ปริมาณสารหอม 2AP ที่ไดจากการสกัดใบและแคลลัสของขาวขาวดอกมะลิ 105 และ 
        เตยหอม โดยเทียบตอน้ําหนกัสด 1 kg 

 
 
 

 

 คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a b c คาเฉลี่ยทีก่ํากับดวยตัวอักษรภาษาองักฤษที่แตกตางกนัในแนวตัง้ มีความแตกตางกนั 
      อยางมนีัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p≤0. ยวิธ ีDuncan’s New Multiple Rang Test     
 
 
นอกจากนีย้ังพบวากรรมวิธกีารสกัดที่แตกตางกันจะสงผลตอปริมาณสารหอม 2AP ท ด

ากตัวอยาง สอดคลองกับรายงานของ Thimmaraju และคณะ (2005) ซึ่งรายงานปริมาณ 2AP 

distillation ction (SDE) และ direct sovent extraction (DSE) และตรวจวิเคราะห 2AP ด
GC-MS พบวาเมื่อสกัดดวยวิธี DSE  SDC มีปริมาณ 2AP ทีแ่ตกตางกนั โดย SDC มีปริ  
2AP เทากับ 19.7 ppm ซึ่งมากกวาที่พบในใบคือ 14.1 ppm แตเมื่อพิจารณาวิธีสกัดแบบ SDE พบวา 
ใบมีปริมาณ 2AP มากกวาที่พบใน SDC ซึ่งมีคาเทากับ 8 และ 6 ppm ตามลาํดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 

ตัวอยาง 2AP (mg / น้ําหนักสด 1 kg)* 

ต

ใบของเตยหอม 47.085 ± 3.569 a 
แคลลัสของเตยหอม 12.351 ± 3.259 b 
ใบของขาวขาวดอกมะล ิ105 1.724 ± 1.856 c 
แคลลัสของขาวขาวดอกมะล ิ105 0.473 ± 0.179 c 

 
 
 

       
   * คาเฉลี่ย ±

01) โด

ี่สกัดไ
จ ที่พบ

เทในใบ และ semi-differentiated callus (SDC) ของเตยหอม โดยใช คนิคการสกดั 2 วิธีคือ steam-
extra วย 

ใบและ มาณ
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4.3 กา table isotope  
 

ก. ผลของระดับความเขมขน ของ L-proline ตอปริมาณ 2AP ที่เตยหอมผลิตได 
 

เมื่อพิจารณาผลของระดับความเขมขนของสารละลาย L-proline ิมาณ 2AP ที่ใบของเตย
อมผลิตขึน้ เมื่อแชในสารละลาย L-proline ที่ระดบัความเขมขน 0, 100, 200, 400 และ 800 ppm 
cubate ที่อุณหภูม ิ25 °C เปนเวลา 20 ชั่วโมง ในทีม่ืด นํามาสกัดและวิเคราะหสาร 2AP ดวยเทคนิค 
C-MS พบวาเมื่อเพิ่มระดับความเขมขนของสารละลาย L-proline ที่ใชแชตวัอยาง จาก 0 ppm เปน 
00, 200 และ 400 ppm ปริมาณสาร 2AP ที่เตยผลติไดจะเพิม่ข้ึนจาก 10.211 ppm เปน 10.446, 
2.395 และ 13.207 ppm ตามลําดบั และจะลดลงเมื่อเพิ่มระดับความเขมขนของสารละลาย L-proline 
น 800 ppm ซึง่มีคาความเขมขนของ 2AP เทากับ 8.509 ppm ดังแสดงในตารางที ่4.4 

 
ารางที ่ 4.4  ความเขมขนสารหอม 2AP จากใบของเตยหอมที่แชในสารละลาย L-proline ที่ระดับ

ความเขมขนตางๆ 

ความเขมขน L-proline ในสารละลาย (ppm) ปริมาณ 2AP (ppm)/ตัวอยางสด 1 kg 

รหาสารตัง้ตนที่มาของไนโตรเจนในโมเลกลุของสาร 2AP โดยการใชสาร s

 ตอปร
ห
in
G
1
1
เป

ต

 

0 (control) 10.211 b 
100 10.446 b 
200 12.395 c 
400 13.207 c 
800 8.509 a 

a b c คาเฉลี่ยทีก่ํากับดวยตัวอักษรภาษาองักฤษที่แตกตางกนัในแนวตัง้ มีความแตกตางกนั 
      อยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) โดยวิธี Duncan’s New Multiple Rang Test     

 
จากตารางที ่ 4.4 จะเหน็วาเมื่อเพิม่ระดับความเขมขนของสารละลาย L-proline จะทาํให        

ยหอมผลติ 2AP ในปริมาณที่สูงขึน้ แตเมื่อเพิม่ระดับความเขมขนจนถงึจดุหนึง่ปริมาณของสาร       
A ที่เตยผลติไดกลับมีคาลดลง อาจเปนเพราะเมื่อสารละลายเขมขนสูงจะทําใหพลังงานศักยของน้ํา 

(osmotic potential) ของสารละลายลดต่ําลงกวาพลงังานศักยของน้าํในเซลลของใบเตยหอม ซึง่ตาม
ธรรมชาติของน้ําจะเคลื่อนทีจ่ากที่มพีลงังานศักยของน้ําสงูสูทีพ่ลงังานศกัยของน้าํต่ําเสมอ น้าํจงึเกดิการ
เคลื่อนทีแ่บบ osmosis จ  (จริงแท ศิริพานชิ, 2544) จึงอาจ
สงผลถงึกจิกรรมภายในเซลลที่อาจ

เต
2 P 

ากภายในเซลลของใบเตยหอมออกสูภายนอก
ผิดปกติ รวมถงึการสงัเคราะห 2AP ดวย 
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นอกจากนีพ้บวาถงึแมทีร่ะดบัความเขมขน 400 ppm ของสารละลาย L-proline จะทาํให     
ยหอมผลติ 2AP ในปริมาณสงูที่สุด แตเมือ่พจิารณาผลการวิเคราะหทางสถติิ พบวาคาดงักลาว
ตกตางอยางไมมีนยัสาํคัญทางสถิติ (p≤0.05) กับคาความเขมขนของ 2AP เมื่อใชสารละลาย          

เขมขน 
 แทน ne ที่ระดับความเขมขน 400 ppm ีใ ง   

 อิทธิพลของความแตกตางของชิ้นสวนและชนิดของพืชที่ตอบสนองตอ L-proline 

 
การทดลองใชแคลลัสและใบของเตยหอมและขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 เปนตัวอยางใน

ารศึกษา ซึ่งจะนําตัวอยางแชในสารละลาย L-proline และน้ํากลั่นซึ่งใชเปนชดุควบคุม (control) 
cubate ที่อุณหภูม ิ25 °C เปนเวลา 20 ชัว่โมง ในทีม่ืด นาํมาสกัดและวิเคราะหสาร 2AP ดวยเทคนิค 
C-MS พบวาสาร 2AP ที่สกัดไดจากชุดการทดลองที่แชในสารละลาย L-proline จะมีความเขมขนสูง
วาที่แชในน้ํากลั่น โดยใบและแคลลัสของเตยหอมและขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่แชในสารละลาย   
-proline มีความเขมขนของสาร 2AP เทากับ 8.700, 1.768, 0.196 และ 0.041 ppm ตามลําดบั          
ซึ่งมากก ัวอยางที่แชดวยน้าํกลัน่ซึง่มคีาเทากับ 8.651, 1.496, 0.193 และ 0.038 ppm ตามลาํดับ 
(ตารางท

ตารางท
      105 ที่แชในสารละลาย L-proline และน้ํากลั่น  

เต
แ
L-proline ที่ระดับความเขมข pm ดังนั้นจึงเล ดับความ
200 ppm นการทดลอ
ข้ันตอไป 
 
 

ข.

น 200 p ือกใชสารละลาย L-proline ที่ระ
 การใช L-proli เพื่อประหยัดสารเคม

ในการผลิต 2AP  

ก
in
G
ก
L

วาในต
ี ่4.5)  
 
ี่ 4.5  ความเขมขนของสารหอม 2AP จากใบและแคลลัสของเตยหอมและขาวขาวดอกมะลิ  
  
 

ปริมาณของสาร 2AP (ppm)  
แชในน้ํากลั่น (control) แชในสารละลาย L-proline ตัวอยางพืช 
ใบ แคลลัส ใบ แคลลัส 

เตยหอม 8.651 e 1.496 c 8.700 e 1.768 d 

ขาวขาวดอกมะลิ 105 0.193 b 0.038  a 0.196 b 0.041 a 
a b c คาเฉลี่ยทีก่ํากับดวยตัวอักษรภาษาองักฤษที่แตกตางกนั มีความแตกตางกนั 

    อยางมนีัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) โดยวิธี Duncan’s New Multiple Rang Test       
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เมื่อให L-proline แกเตยหอมและขาวขาวดอกมะล ิ 105 แลวพบวา 2AP ที่พบในตัวอยาง          
มีปริมาณมากขึ้น เนื่องจากทั้งในเตยและขาวมีความสามารถผลติสาร 2AP ไดตามธรรมชาติ ปฏิกิริยา 
ชีวสังเคราะหของ 2AP สามารถเกิดขึ้นภายในเนื้อเยื่อ เมื่อใหกรดอะมิโน L-proline แกเนื้อเยื่อ
ดังกลาว พบวามีการผลิต 2AP ในปริมาณที่เพิ่มข้ึน แสดงวากรดอะมโิน L-proline มีอิทธพิลในการ
เพิม่ปริมาณการสงัเคราะหสาร 2AP หรืออาจเปนสารตัง้ตน (substrate) ของปฏิกิริยาชีวสังเคราะหของ 
2AP ในเตยหอมและขาวดอกมะล ิ105 สอดคลองกับผลการทดลองของ Suprasarma และคณะ (1998) 
ที่ศึกษาผลของการเพิ่มปริมาณ L-proline ในอาหารเลี้ยงแคลลัสของขาวตอปริมาณสารหอม 2AP      
ที่ผลิตขึ้ โดยเลี้ยงแคลลัสขาวพนัธุตางๆ 4 สายพนัธุในอาหารที่ผสม L-proline เทียบกับชุดควบคุม 

นพนัธุขาวทีม่ีกลิ่นหอมจะผลิตสาร 2AP เพิม่ข้ึนเมื่อเลี้ยงในอาหารที่ใส L-proline โดยเปรียบเทียบ
จากชุดค ตางๆ 
ตอปริมาณ    

propanol ใน    
ปฏิกิริยา Stre                 

จะสามารถเกิด 2 rle, 1990) อยางไรก็ตามในกระบวนการชีวสงัเคราะห (biosynthesis) 
ังไม  ดังน มา
ชว  

 
 
ค. การติดตามสารต้ังตนของ 2AP โดยใชสารละลาย 15N-

 
จากผลการทดลองแชแคลลัสและใบของเตยหอมและขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 ลงใน

สารละล ชุด
ควบคุม และ

 

น 
(control) ซึ่งไมใส L-proline ลงในแหลงอาหาร พบวาเซลลของขาว Basmati และ Pusa Basmati ซึ่ง
เป

วบคมุ เชนเดียวกบั Yoshihashi และคณะ (2002) ที่ศกึษาอิทธิพลของกรดอะมิโนชนิด
 2AP ที่ขาวขาวดอกมะลิ 105 ผลิตขึ้น โดยใชสวนของปลายยอดตนกลาขาวหอมทีม่ีอายุ

14 วัน และแคลลัสแชลงในสารละลายซึง่มีกรดอะมิโนชนิดตางๆ (Pro, Orn, Glu, Gly, Met, Trp or 
His) ในทีม่ืด เปนระยะเวลา 8 ชั่วโมง จากนัน้สกัดสารหอม 2AP ดวยเทคนิค SDE และวิเคราะหดวย
เทคนิค GC-MS พบวา L-proline, ornithine และ glutamate ทําใหชิน้สวนตนกลาและแคลลัสของขาว
สราง 2AP เพิ่มข้ึนได และการไดรับ L-proline จะทําใหขาวผลิต 2AP ในปรมิาณมากที่สุดเมื่อ
เปรียบเทยีบกบัปริมาณ 2AP ที่ไดจากชุดควบคมุซ่ึงไมไดเติมกรดอะมโินลงในอาหารเพาะเลีย้ง 

การเกิด 2AP ในอาหารที่ผานการใหความรอนนัน้เปนทีย่อมรับวา L-proline เปนสารตัง้ตนใน
ปฏิกิริยาเคมีที่ใชสังเคราะหสาร 2AP โดย L-proline จะทาํปฏิกิริยารวมกับ 2-oxo

 cker degradation เมื่อไดรับความรอน ไดเปนสารสารมัธยันตรคือ 1-pyrroline และ
4-aminobutyraldehyde เมื่อสารมัธยันตรดังกลาวอยูในสภาวะที่มี phosphate ion กับ 2-oxopropanal 

AP ข้ึนได (Schiebe
ย สามารถทราบถึงสารมัธยันตรและวิถีที่ชัดเจน
ยในการศึกษา (Yoshihashi และคณะ, 2002)  

ั้นจึงมีงานวิจัยที่ใชสาร stable isotope 

L-proline 

าย 3 ชนิด คือ สารละลาย L-proline สารละลาย 15N-L-proline และน้ํากลัน่ซึง่ใชเปน
 (control) นํามา incubate ที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 20 ชั่วโมง ในทีม่ดื จากนัน้สกดั
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วิเคราะห  2AP ดวยเทคนิค GC-MS เมื่อเปรียบเทียบ chromatogram และสัดสวนของปริมาณ 2AP 
ที่มีชวงม

ได

 และสารละลาย L-proline   
มีคาสัด

ื้อเยื่อจะรับสาร 15N-L-proline เขาสูเซลลและใชในวถิีสังเคราะหสาร 2AP จึงทําใหคามวล
กลกัษณของสาร 2AP เปลี่ยนไปจาก 111 เปน 112 amu ซึ่งแสดงวา 15N ในโมเลกุลของ 15N-L-proline 
ดเขาไปแทรกอยูในโมเลกุลของ 2AP ดังนั้นจงึมีเพียงชดุทดลองที่แชสารละลาย 15N-L-proline เทานั้น
ที่มีคาสั

 
 

ตารางท

สาร
วลตอประจุที ่ 111 ซึ่งเปนน้าํหนกัโมเลกลุของ 2AP ปกติ ตอ 112 ซึ่งเปนน้ําหนกัโมเลกลุของ 

2AP ที่ถูกติดฉลากดวย stable isotope ซึ่ง จากใบและแคลลัสของเตยหอมและขาวพันธุขาวดอกมะลิ 
105 พบวา chromatogram ที่ไดปรากฏ peak ของ 2AP ในทุกตัวอยาง (รูปที่ 4.12) เมื่อพิจารณาในคา
สัดสวนของปริมาณ 2AP ในชวงมวลตอประจุที ่ 111/112 (ตารางที่ 4.6) พบวาคาสดัสวนในชุดควบคุม 
(แชในน้าํกลัน่) และชุดการทดลองที่แชสารละลาย L-proline มีคามากกวา 1 ในทกุตัวอยาง โดยในใบ
และแคลลัสของเตยที่แชในน้ํากลัน่ และสารละลาย L-proline มคีาสัดสวนเทากับ 1.086, 1.021, 
1.111 และ 1.033 ตามลาํดับ สวนใบและแคลลัสของขาวที่แชในน้าํกลั่น

สวนเทากับ 1.049, 1.056, 1.047 และ 1.053 ตามลําดับ ซึง่แตกตางจากคาสัดสวนที่ไดจาก 
ชุดการทดลองที่แชในสารละลาย 15N-L-proline ซึ่งใบและแคลลัสของเตยและขาวมีคาสัดสวนเทากับ
0.944, 0.971, 0.922 และ 0.967 ตามลําดับ ทัง้นีเ้พราะคาสัดสวนที่ไดนั้นบงบอกถึงปริมาณ 2AP         
ที่ไดรับสาร isotope จากสารละลาย 15N-L-proline เนื่องจากสาร 2AP พบในธรรมชาติจะมีมวล
เอกลักษณเทากับ 111 amu แตเมื่อโมเลกุลของ 15N L-proline เขาสูเนื้อเยื่อใบและแคลลัสของเตย  
และขาว เน
เอ
ไ

ดสวนปริมาณ 2AP ต่ํากวา 1 (รูปที่ 4.13 )  

ี่ 4.6  คาสัดสวนของปริมาณ 2AP ในชวงมวลตอประจทุี ่111/112 ของใบและแคลลัสของเตย 
หอมและขาวขาวดอกมะล ิ105 ที่แชในสารละลาย L-proline, สารละลาย 15N-L-proline 
และน้ํากลั่น  

 
สัดสวนของปริมาณ 2AP ในชวงมวลตอประจ ุ(m/z)ที่ 111/112 

แชในน้ํากลั่น  
(control) 

แชในสารละลาย  
L-proline 

แชในสารละลาย   
15N-L-proline 

พืชตัวอยาง 

ใบ แคลลัส ใบ แคลลัส ใบ แคลลัส 
เตยหอม 1.086 1.021 1.111 1.033 0.944 0.971  
ขาวขาวดอกมะลิ 105 1.049 1.056 1.047 1.053 0.922 0.967 
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รูปที่ 4.12  ตัวอยาง chromatogram ทีไ่ดจากการวิเคราะหแคลลัสและใบของขาว
          ขาวดอกมะลิ 105 และเตยหอมในสารละลาย 3 ชนิด 
(A-C) ใบขาวขาวดอกมะล ิ105 แชในน้ํากลั่น, L-proline และ 15N-L-proline 

          (D-F) แคลลัสขาวขาวดอกมะลิ 105 แชในน้าํกลัน่,L-proline และ 15N-L-proline 
 (G-I) ใบของเตยหอมแชในน้ํากลัน่, L-proline และ 15N-L-proline 

          (J-L) แคลลัสเตยหอมแชในน้ํากลัน่, L-proline และ 15N-L-proline 

A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 

(G) 

(J) 

(H) (I) 

(K) (L) 

2AP 2AP 

2AP 

2AP 2AP 
2AP 

2AP 2AP 2AP 

2AP 2AP 2AP 
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นอกจากนี้สามารถยนืยนัผลการทดลองโดยพิจารณา mass spectrum ที่ได พบวาชุดการ
ทดลองที่แชในสารละลาย 15N-L-proline เทานัน้ที่มว

0.5

1

rat
io 

2A
P 

(11
1/1

12
 am

u)

ใบ แคลลัส ใบ แคลลัส ใบ แคลลัส

ขาว

เตย

ลเอกลักษณคา 112 สูงกวา 111 amu (รูปที ่4.14C) 
ในขณะ ุดการทดลองที่แชในน้าํกลัน่และสารละลาย L-proline ปกติมีมวลเอกลักษณคา 111 สูง
กวา 112 (รูปที่ 4.14A ,4.14B) ดังนั้นจงึสรุปไดวาเตยหอมใช L-proline เปนสารตั้งตนในกระบวนการ
สังเคราะ จาก L-proline 

สําห บงานวิจยัของ Yoshihashi และคณะ (2002) ไดศึกษาเกีย่วกับสารตั้งตนในกระบวนการ
สังเคราะ

               

                     

น้ํากลัน่ L-proline 15N-L-proline 

ที่ช

หสารหอม 2AP และเปนไปไดวาไนโตรเจนอะตอมในโมเลกุลของ 2AP ก็มา
รั

หสารหอมในขาวหอมพันธุขาวดอกมะลิ 105 โดยใชสาร stable isotope ในการติดฉลาก     
L-proline (15N-L-proline หรือ L-Proline-1-13C ) ที่ใสลงในแหลงอาหารชิ้นสวนตนกลาและแคลลัส
ของขาว แลวติดตามผลดวยเทคนิค GC-MS พบวา chromatogram ของสารสกัดทีไ่ดจากตนกลาและ
แคลลัสขาวที่ให 15N-L-proline ปรากฎ peak ของ 15N-2AP (มวลเอกลกัษณ 112 amu) ในขณะที่ไมพบ
ในตัวอยางที่ให L-Proline-1-13C ดังนั้น L-proline คือสารตั้งตนในกระบวนการชีวสังเคราะหสารหอม 
2AP ในขาวพนัธุขาวดอกมะลิ 105 โดยไนโตรเจนอะตอมที่ตําแหนงในวงแหวน 1-pyrroline ของโมเลกุล 
2AP มาจากไนโตรเจนอะตอมของ L-proline เชนเดยีวกับผลการทดลองของ Leo และคณะ (1995) ซึ่ง
ศึกษากระบวนการสงัเคราะหสารหอม 2AP ในเชื้อ Baacillus cereus สายพันธุ 35 ที่แยกไดจาก
กระบวนการหมักโกโก (cocoa) โดยใชสาร 13C และ  15N ซึ่งเปน stable isotope ในการติดฉลาก    
สารตางๆ ที่ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ตรวจวิเคราะหดวยเทคนิค GC-MS พบวา 15N-L-proline,          
15N-glutamic acid และ U-13C6 glucose มสีวนเกี่ยวของกับกระบวนการชีวสังเคราะห 2AP ที่เกิดขึน้  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.13  สัดสวนปริมาณ 2AP ในชวงมวลตอประจุที ่111/112 ของใบและแคลลัสของเตยหอม 
และขาวพนัธุขาวดอกมะลิ 105 ทีแ่ชในสารละลาย L-proline  สารละลาย 15N-L-proline  
และน้ํากลั่น 
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รูปที ่4.14  Mass spectru องสารหอม 2AP จากแคลล
             ที่แชในน้ํากลัน่   (B) ที่แช ารละลาย L-proline   
              (C)  ที่แชในสารละลาย 15N-L-proline 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 
 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

การศึกษาหาสารตั้งตนที่มาของไนโตรเจนอะตอมในโมเลกุลของสาร 2AP ในเตยหอม 
เปรียบเทียบกับในขาวขาวดอกมะลิ 105 โดยใชใบและแคลลัสของพืชทั้งสองชนิดเปนตัวอยาง       
ในการศึกษา ซึ่งการเพาะเลีย้งแคลลัสนัน้ สูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําใหเกิดแคลลัสของขาว
ขาวดอกมะลิ 105 จากคัพภะคือ สูตรอาหาร N6 ดัดแปลงโดยรวมกับการเติม 2,4 D ความเขมขน 2 mg/l 
โดยสามารถชกันาํใหเกิดเอมบริโอจนิิกแคลลัสไดในปริมาณมาก แคลลสัที่ไดมีขนาดและน้ําหนกัเฉลีย่สงู 
ดังนั้นอาหารสตูร N6 ดัดแปลงนี้จึงเหมาะสําหรับใชเพาะเลี้ยงแคลลัสขาวเพื่อใชเปนตัวอยางการทดลอง
ในขั้นตอนการศึกษาหาสารตั้งตนทีม่าของไนโตรเจนอะตอมในโมเลกลุของสาร 2AP  

ในสวนวิธีการชักนําใหเกิดแคคลลัสในเตยหอมนั้นประกอบดวย 2 ข้ันตอน โดยขั้นแรกจะตอง
ชักนําใหเกิดยอดออนของเตยหอมในสภาพปลอดเชื้อโดยใชอาหารสูตร MS ที่ดัดแปลงโดยลดปรมิาณ 
potassium nitrate ลงทีค่วามเขมขน 1.45 g/l รวมกับการเติม glutamic acid 100 mg/l, 
polyvinylpyrrolidine (PVP) 1 g/l และ benzylaminopurine (BAP) 0.5 mg/l ยอดออนจะเจริญออกมา
จากตา (bud) และสามารถสังเกตไดดวยตาเปลาภายในระยะเวลาประมาณ 3-4 สัปดาห เมื่อนาํยอด
ออนที่ไดมาเพาะเลี้ยงในอาหาร MS ดัดแปลงรวมกับการเติม BAP 1mg/l, kinetin 4 mg/l และ 2,4 D 
0.1 mg/l จะสามารถชกันาํใหเกิดแคลลัสข้ึน โดยมีลักษณะสีเหลืองออน และจะมีขนาด 5-8 mm เมื่อ
เพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 3-4 สัปดาห ซึ่งแคลลัสที่ไดจะใชในการศึกษาหาสารตั้งตนที่มาของไนโตรเจน
อะตอมในโมเลกุลของสาร 2AP  

เมื่อไดแคลลัสของเตยหอมและขาวขาวดอกมะลิ 105 จะนาํมาใชในการศึกษาหาสารตั้งตน
ที่มาของไนโตรเจนอะตอมในโมเลกุลของสาร 2AP รวมกับตัวอยางใบของพืชทั้งสองชนิด การทดลอง
ใชสารละลาย stable isotope คือ 15N-L-proline ใหแกแคลลัสและใบของเตยหอมและขาวขาวดอก
มะลิ 105 เปรียบเทียบกับแคลลัสและใบของเตยหอมและขาวขาวดอกมะล ิ 105 ที่แชในน้าํกลั่นและ
สารละลาย L-proline สกัดและวิเคราะหสาร 2AP ดวยเทคนิค GC-MS ซึ่งมีอุณหภูมิที่ฉีดสาร 200 °C 
อุณหภูมิคอลัมน 45-220 °C อัตราการไหลของแกสฮีเลียมคือ 1 ml/min พลังงานแหลงกาํเนิดไอออน 
70 eV และชวงมวลตอประจุ 35-130 amu จากการวเิคราะหโครมาโทแกรมพบวา L-proline เปนสาร
ตั้งตนในกระบวนการชีวสงัเคราะหสาร 2AP ในเตยหอมเชนเดียวกับในขาวขาวดอกมะล ิ 105 โดยใน
ใบและแคลลัสของเตยหอมและขาวขาวดอกมะลิ 105 ที่แชในสารละลาย 15N-L-proline มีปริมาณของ 
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2AP ชวงมวลตอประจุ (m/z) ที ่ 112 ซึ่งเปนน้าํหนกัโมเลกุลของ 2AP ที่ติดฉลากดวย 15N-L-proline 
มากกวาปริมาณของ 2AP ในชวงมวลตอประจุที ่ 111 ซึ่งเปนน้าํหนักโมเลกุลของ 2AP ปกติ จึงทาํให
สัดสวนของ 2AP ที่ชวงมวลตอประจุที ่ 111/112 มคีาเทากับ 0.944, 0.971, 0.922 และ 0.967 
ตามลําดับ ซึง่แตกตางจากใบและแคลลัสที่ไดจากการแชในน้ํากลั่นและสารละลาย L-proline ที่มีคา
มากกวา 1 ในทุกตัวอยางของพืชทั้งสองชนดิ 

 
 
5.2 ขอเสนอแนะ 
 

5.2.1 ในการทดลองครั้งตอไปควรใชสาร stable isotope ชนดิที่ติดฉลากทีค่ารบอนอะตอม 
(13C) เพื่อหาแหลงที่มาในสวนของคารบอนในโมเลกุลของ 2AP  

5.2.2 ในงานวิจัยนี้ใชวิธีการใหสาร isotope แกพืชตัวยางดวยวิธีการโดยแชดังนั้นสารละลาย 
isotope จะเขาสูเนื้อเยื่อพชืดวยการ osmosis จงึอาจทาํใหปริมาณสารที่เขาสูเนื้อเยื่อตัวอยางมี
ปริมาณนอย จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในวิธกีารใหสารแกตัวอยางพชื เชน การใชตนพืชทั้งรากแชใน
สารละลายเพือ่ใหพืชตัวอยางดูดสารละลาย isotope ดวยราก หรือการใชวิธ ี Vacuum infiltration ใน
การใหสารแกเนื้อเยื่อพืช 
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ภาคผนวก ก 
 

ก.1  วัตถุดิบทีใ่ชในการทดลอง 
 1. ขาวเปลือกพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่ไดรับจากสถาบนัวิจยัขาว 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร กรุงเทพฯ 
 2. เตยหอมทีซ่ือ้จากตลาดไท จ. ปทุมธาน ี
 
ก.2  สารเคมีสําคัญที่ใชในหวัขอ 3.2.2 และ3.2.3  
 1. Dichloromethane (HPLC grade) ของบริษัท Lab-Scan Asia Co, Ltd., Thailand 
 2. 2,4,6-trimethylpyrridine (TMP) 99% ของบริษัท Sigma-Aldrich Co, USA 
 3. 2-acetyl-1-pyrroline (2AP) ซึ่งเปนสารบริสุทธิ์ที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมีแตไม 

    ทราบความเขมขนเริ่มตนที่แนนอน จาก Dr. Tadashi Yoshihashi, Japan  
    International Research Center for Agricultural Science (JIRCAS) 

 4. 15N-L-proline 98% ของสถาบนั Cambridge Isotope Laboratories, USA 
 5. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 37% w/v ของบริษัท Merck, German 
 6. Sodium sulfate anhydrous ของบริษัท Fisher Chemicals, UK 
 
 
 
ก.3  อุปกรณและเครื่องมือสําคัญที่ใชในหวัขอ 3.2.2 และ3.2.3 

1. เครื่อง GC รุน Trace GC ultra ของบริษัท Thermo Finnigan, USA 
2. เครื่อง MS รุน Polaris Q ของบริษัท Thermo Finnigan, USA 
3. เครื่องหมนุเหวี่ยงหนีศูนยกลางความเร็วปรับอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge)          

รุน SORVALL RC 5C PLUS ของบริษทั Kendro Laboratory Products, USA 
4. เครื่อง homogenizer ของ Ingenieurbüro CAT, Germany 
5. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง ยีห่อ OHAUS CORP, USA 
6. เครื่องชั่ง 5 ตําแหนง ยีห่อ Satorius รุน  BR210D, Germany 
7. เครื่อง Digital pH meter ของบริษัท Orion Research Incorporated, USA 
8. septum ชนิด TFE/SILขนาดเสนผานศูนยกลาง 11 mm ของบริษัท SUN-SRI, USA 
9. aluminum cap ขนาดเสนผานศนูยกลาง 11 mm มีรูเปดตรงกลางขนาด 0.3 cm ของ

บริษัท SUN-SRI, USA 



 72

10. syringe ปริมาตร 10 µl needle ยาว 70 mm ของบริษทั SGE, Australia 
11. splitless liner ขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 5 mm ของบริษัท SGE, Australia  
12. column ATTM –WAX (Polyethylene Glycol) ขนาดเสนผานศนูยกลางภายใน 0.25 mm 

ความยาว 60 m ความหนาของ liquid phase 0.25 µm ของบริษัท Thermo Electron 
Corporation 

13. crimper 11 mm ของบริษทั SUN-SRI, USA  
14. decrimper 11 mm ของบริษัท SUN-SRI, USA  
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ตารางผนวก ข.1  องคประกอบพืน้ฐานในอาหารสูตร MS, N6 และ CC ในหวัขอ 3.2.1.ก 
 

ปริมาณ mg / l องคประกอบ 
 MS medium N6  medium CC medium 

Macronutrient 
NH4NO3  
KNO3  
CaCl2.2H2O 
MgSO4.7H2O 
KH2PO4

 
1,650 
1,900 
440 
370 
170 

 
720 
160 
185 
68 
950 

 
640 
588 
247 
136 

1,212 
Micronutrient 
KI 
H3BO3

MnSO4.4H2O 
ZnSO4.7H2O 
Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2. 6H2O 
CoSO4.7H2O 

 
0.83 
6.2 
6.9 
6.14 
0.25 

0.025 
0.025 

- 

 
- 

10 
25 
10 

0.25 
0.025 

- 
- 

 
0.83 
3.10 
11.15 
5.76 
0.024 
0.025 

- 
0.014 

Fe-EDTA 
FeSO4.7H2O 
Na2EDTA.2H2O 

 
27.85 
37.25 

 
27.85 
37.35 

 
27.80 
37.30 

Vitamin and Organic 
Inositol 
Nicotinic acid 
Pyridoxine HCl 
Thiamine HCl 
Glycine 
Biotin 
casein hydrolysate 

 
100 
0.5 
0.5 
1.0 
2.0 
- 

 
2.0 
0.5 
0.5 
0.5 

0.05 
0.5 
300  

 
- 

6.0 
1.0 
8.5 
- 
- 
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ปริมาณ mg / l องคประกอบ 
 MS medium N6  medium CC medium 

Others 
Sucrose 
Mannitol 
Coconut milk 
Agar 

 
30,000 

- 
 

8000- 

 
20,000 

- 
- 

8000- 

 
20,000 
36,430 
100 ml/l  
8000- 

 
 

ข.2 การเตรยีมอาหารเลืย้งเนื้อเยื่อพชื 
 
 สําหรับการเตรียมอาหารเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในแตละสูตร จะมีข้ันตอนที่คลายกันแตแตกตาง
ในเรื่องของปรมิาณและองคประกอบของสารชนิดตางๆ ซึ่งอาหารเลี้ยงเนื้อเยื่อแตละสูตรนั้นจะ
ประกอบดวยสารเคมีหลายชนิดที่มีคุณสมบัติและขอจํากัดตางกัน เชน เปนสารที่ใชในปริมาณ
นอยมาก ทาํปฏิกิริยากับสารเคมีชนิดอืน่จนเกิดสารประกอบที่ไมละลาย ดังนั้นจึงจําเปนตอง
เตรียมสารตางๆ ใหอยูในรูปของสารละลายเขมขนทีเ่รียกวา stock solution  
 
ข้ันตอนการเตรียมอาหารเลืย้งเนื้อเยื่อพืช 
 
1. ปเปต stock solution ของสารที่เปนองคประกอบทัง้หมดของสูตรอาหารตามที่ไดเตรียมไว 
2. เติมสวนผสมอื่นๆ เชน น้าํตาล sucrose น้ํามะพราว casein hydrolysate และสารควบคุม

การเจริญเติบโต (Plant growth regulator) อ่ืนๆ ยกเวนวุน (Agar) ละลายสวนผสมใหเขากนั 
3. ปรับปริมาตรสารละลายอาหารใหครบตามที่ตองการเตรียมดวยน้ํากลั่น  
4. ปรับ pH ของอาหารตามสูตร (ประมาณ 5.6-5.8) 
5. เติมวุนลงในสารละลายอาหาร และคนใหกระจายตวัดวย magnetic stirrer จากนั้นนําของ

ผสมที่ไดไปใหความรอนเพื่อหลอมใหวุนละลายโดยไมโครเวฟ (ใชเวลาประมาณ 4 นาทีตอ
การเตรียมอาหาร 500 ml) 

6. นําสารละลายอาหารออกมาคนแลวจึงนําไปใหความรอนอีกครั้งดวยไมโครเวฟเปนระยะเวลา
ประมาณ1.30 นาท ี
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7. เทอาหารลงในขวดแกวซึง่ใชเปนภาชนะสาํหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  
8. นําขวดอาหารไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึง่ความดันไอ (autoclave) ที่ความดนั 25 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว นาน 15 นาที แลวทิง้ใหเย็น 
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ค.1  การเตรยีมสารสารมาตรฐานผสมของ TMP กบัสาร 2AP ทีใ่ชในหวัขอ 3.2.2 ก 
  

สารมาตรฐานผสมของ TMP ความเขมขน 1 ppm และ 2AP (2AP เปนสารบริสุทธิ์ทีไ่ดจาก
การสังเคราะหทางเคมี แตไมทราบความเขมขนเริ่มตนที่แนนอน) โดยใช dichloromethane  เปน      
ตัวทําละลาย  
 
สารเคมีที่ใช 

1. สารมาตรฐาน 99% TMP 
2. ตัวทําละลาย dichloromethane (CH2Cl2)  
3. สารละลายมาตรฐาน 2AP (2AP เปนสารบริสุทธิ์ที่ไดจากการสังเคราะหทางเคม ีแตไมทราบ

ความเขมขนเริ่มตนที่แนนอน) ในตัวทําละลาย CH2Cl2 และเนื่องจากสารละลายมาตรฐาน 
2AP เปนสารสังเคราะหจงึมีความเขมขนสูง กอนใชตองนาํมาเจือจาง 100 เทา ดวย            
ตัวทําละลาย CH2Cl2 
 

ข้ันตอนการเตรียม 
 ปเปตสารมาตรฐาน 99% TMP ปริมาณ 55 µl ใสในขวดวัดปริมาตร 25 ml เติม CH2Cl2 
(HPLC grade) จนถงึขีดวดัปริมาตร เขยาสารละลายใหเขากนั จะไดสารละลายมาตรฐาน TMP 
ความเขมขน 1000 ppm 
 จากนั้นปเปตสารละลายมาตรฐาน TMP ความเขมขน 1000 ppm ปริมาตร 25 µl และ
สารละลายมาตรฐาน 2AP เจือจาง 100 เทา มา 50 µl ใสในขวดวัดปริมาตร 25 ml เติม CH2Cl2 
(HPLC grade) จนถึงขีดวัดปริมาตร จะไดสารละลายมาตรฐานผสมของ TMP ความเขมขน 1 ppm 
และ 2AP 
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ค.2  การเตรยีมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 M (โมลตอลติร) ในหัวขอ  
      3.2.2 ข 
  

สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 M ใชสําหรับวิธกีารสกดัสาร 2AP ออกจาก
ตัวอยาง ซึง่จะมีการเติมสารมาตรฐานภายใน TMP ระหวางขั้นตอนการสกัดในภายหลงั 
 
สารเคมีที่ใช 
 สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 37% w/v 
 
ข้ันตอนการเตรียม 
 ปเปตกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 4.15 ml ใสในขวดปริมาตรขนาด 500 ml แลวเติมน้าํกลั่น
จนถงึขีดวัดปริมาตร จะไดสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 M 
 
ค.3  การเตรยีมสารละลาย 15N-L-proline ในหัวขอ 3.2.3 ค 
 
 สารละลาย 15N-L-proline เตรียมจากสาร15N-L-proline 98% ของสถาบนั Cambridge 
Isotope Laboratories ประเทศ USA ชั่งสาร (สาร 15N-L-proline มีลักษณะเปนผงสีขาว) ซึ่งความ
เขมขนที่เหมาะสมของสารละลายใชตามผลการทดลองจากขอ 3.2.3 ก คือ 200 ppm  
 
การเตรียมสารละลาย 15N-L-proline 
 

ชั่งสาร 15N-L-proline น้าํหนัก 10 mg .ใสในบีกเกอร จากนั้นหยด 70 % ethyl alcohol 
จํานวน 2-3 หยด คนใหละลายจนไดสารละลายใสแลวปรับปริมาตรใหได 10 ml ดวยน้ํากลั่น เขยา
สารละลายใหเขากัน จะไดสารละลาย 15N-L-proline ความเขมขน 1000 ppm 

จากนั้นปเปตสารละลาย 15N-L-proline ความเขมขน 1000 ppm ปริมาตร 5 ml ใสในขวด
วัดปริมาตร 25 ml เติมน้ํากลั่นจนถงึขีดวัดปริมาตร จะไดสารละลาย 15N-L-proline ความเขมขน 
200 ppm  
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ค.4  การคาํนวณ % recovery  
 

การคํานวณหา % recovery ตองคํานวณหาเนื้อสารของ TMP ที่ใสลงในขั้นตอนการสกัด 
2AP กอน ซึ่งขั้นตอนการสกัดจะใสสารละลาย TMP ความเขมขน 200 ppm ปริมาตร 10 µl 

            200 ppm มีคาเทากับ 200 µg /ml 
ดังนัน้  ในสารละลาย 1000 µl มีเนื้อสาร TMP 200 µg  
       ถาในสารละลาย 10 µl มีเนื้อสาร TMP  10 µl × 200 µg  = 2 µg 

 
         ∴ เนื้อสารของ TMP ที่ใสลงในขัน้ตอนการสกัด 2AP มีคาเทากบั 2 µg 
 

จากนั้นเตรียมสาร TMP ที่มคีวามเขมขนหนึ่งเพื่อฉีดใน GC-MS  1 µl แลวมีเนื้อสาร TMP  
เทกับ 2 µg  

 
คํานวณหาความเขมขนของ TMP ที่ใชฉีดใน GC-MS แลวมีเนื้อสารของ TMP 2 µg 
 

ในสารละลาย TMP        1 µl  จะตองมีเนือ้สาร TMP 2 µg 
ถาสารละลาย TMP 1,000 µl  จะตองมีเนือ้สาร TMP 2,000 µg 

∴ มีเนื้อสาร TMP 2,000 µgในสารละลาย TMP 1,000 µl  หรือเทากบั 2,000 ppm 
ดังนัน้ตองเตรยีมสารละลาย TMP 2,000 ppm ตรวจวิเคราะหดวย GC-MS ทําการ

ทดลอง 5 ซ้ํา พิจารณาพื้นทีใ่ต peak (peak area) ที่ไดจากโครมาโทแกรมของสาร TMP นํามาหา
คาเฉลี่ย (A1) 
 

จากนั้นฉีดสารสกัด TMP ที่ไดจากการสกัดตามขั้นตอนการสกัดที่ศึกษา ตรวจวิเคราะห
ดวย GC-MS ทําการทดลอง 5 ซ้ํา พิจารณาพืน้ที่ใตพคี (peak area) ที่ไดจากโครมาโทแกรมของ
สาร TMP นํามาหาคาเฉลีย่ (A2) 

 
นําคา (A1) และ (A2) มาคาํนวณในสมการ 
 
 

%recovery  =    (A1) × 100 
 

1000 µl 
 พื้นที่ใต peak ของ TMP ที่ไดจากการขั้นตอนการสกัด 2AP
พื้นที่ใต peak ของ TMP ที่ไดจากการฉีดสาร TMPโดยตรง 
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ค.5  วธิีการคํานวนปรมิาณสารหอม 2AP ในหัวขอ 3.2.2 ข, 3.2.3 ก และ 3.2.3 ข 
 
 เมื่อฉีดสารสกดัตัวอยางที่มสีวนผสมของสารมาตรฐาน TMP ซึ่งทราบความเขมขนที่แนนอน
จากการคํานวน พิจารณาพืน้ที่ใต peak ที่ไดจากโครมาโทแกรมของสาร 2AP และ TMP นํามา
คํานวณในสมการ 
 
ปริมาณ 2AP (ppm) =  × ความเขมขนของ TMP ที่ใสในขัน้ตอนการสกดั 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 พื้นที่ใต peak ของ 2AP
พื้นที่ใต peak ของ TMP
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ภาคผนวก ง 
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ตารางที่ ง. 1   พืน้ที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP จากโครมาโทแกรมที่วิเคราะหในใบและ 
แคลลัสของเตยหอมและขาวขาวดอกมะล ิ105 
 

พื้นที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP 
สาร 2AP สาร TMP 

ตัวอยาง 

Rep** 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 
ใบเตยหอม 
แคลลัสเตยหอม 
ใบขาว* 
แคลลัสขาว 

5,787,737 
1,198,561 
348,865 
58,413 

5,110,590 
1,831,075 

68,147 
79,043 

4,299,411 
1,826,978 

72,105 
40,424 

2,917,700 
3,474,991 
2,260,611 
3,411,402 

2,639,622 
3,362,970 
2,622,624 
2,954,906 

2,504,492 
3,101,315 
2,761,759 
3,166,527 

* ขาวพนัธุขาวดอกมะลิ 105 
** Rep   หมายถึงซ้าํในการทดลอง 
 
 
 
 

ตารางที่ ง. 2   พืน้ที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP จากโครมาโทแกรมที่วิเคราะหในใบของ 
เตยหอมเมื่อแชในสารละลาย L-poline ที่ 4 ระดับความเขมขน 
 

พื้นที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP 
สาร 2AP สาร TMP 

ความเขมขนของ L-
proline (ppm) 

Rep* 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 
0 

100 
200 
400 
800 

168,194 
201,049 
169,409 
167,545 
140,001 

158,999 
153,330 
179,056 
186,221 
101,322 

175,775 
163,348 
179,324 
200,165 
97,684 

209,037 
211,111 
177,488 
169,872 
185,250 

205,093 
193,618 
189,433 
171,121 
164,759 

201,095 
213,215 
166,208 
182,090 
144,927 

* Rep   หมายถึงซ้าํในการทดลอง 
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ตารางที่ ง. 3   พืน้ที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP จากโครมาโทแกรมในใบของเตยหอมและ
ขาวขาวดอกมะลิ 105 เมื่อแชในน้าํกลัน่และสารละลาย L-poline  
 
 

พื้นที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP 
สาร 2AP สาร TMP 

ตัวอยาง 

Rep** 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 
ใบเตยหอม 
  น้าํกลัน่ 
  L-poline  
แคลลัสเตยหอม 
  น้าํกลัน่ 
  L-poline  
ใบขาว* 
  น้าํกลัน่ 
  L-poline  
แคลลัสขาว 
  น้าํกลัน่ 
  L-poline  

 
3,266,767 
3,203,865 

 
261,656 
339,854 

 
23,410 
22,874 

 
6,688 
6,355 

 
3,367,948 
3,110,011 

 
260,736 
330,313 

 
22,366 
24,414 

 
6,924 
7,513 

 
3,246,529 
3,349,587 

 
280,538 
364,472 

 
20,980 
26,967 

 
6,764 
7,612 

 
4,006,448 
3,916,488 

 
1,861,357 
2,049,473 

 
1,243,013 
1,305,756 

 
1,946,423 
1,886,169 

 
4,123,358 
3,837,273 

 
1,871,515 
1,997,828 

 
1,261,011 
1,370,631 

 
1,856,733 
1,866,326 

 
4,058,117 
4,096,499 

 
1,995,407 
2,194,444 

 
1,193,141 
1,371,268 

 
1,853,117 
1,826,326 

 

* ขาวพนัธุขาวดอกมะลิ 105 
** Rep   หมายถึงซ้าํในการทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 85

ตารางที่ ง. 4   พืน้ที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP จากโครมาโทแกรมในใบของเตยหอมเมื่อ
แชในน้ํากลั่น สารละลาย L-poline และสารละลาย 15N-L-proline  
 
 

พื้นที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP ในใบของเตยหอม 
แชในน้ํากลั่น  

(control) 
แชในสารละลาย  

L-proline 
แชในสารละลาย  

15N-L-proline 
มวลตอประจ ุ(m/z) 

2AP TMP 2AP TMP 2AP TMP 
Labled derivatives  
(m/z 111) 
  Rep* 1 
  Rep 2 
  Rep 3 

 
 

51,767 
49,713 
46,522 

 
 

1,811,081 
1,753,932 
1,669,043 

 
 

49,421 
46,856 
52,158 

 
 

1,747,183 
1,711,572 
1,825,667 

 
 

57,050 
61,047 
61,282 

 
 

1,848,947 
1,895,010 
1,945,197 

Nonlabled derivatives  
(m/z 112) 
  Rep 1 
  Rep 2 
  Rep 3 

 
 

43,065 
47,567 
45,349 

 
 

1,811,123 
1,753,774 
1,668,740 

 
 

45,236 
42,980 
47,044 

 
 

1,752,183 
1,711,565 
1,825,911 

 
 

61,887 
62,336 
68,804 

 
 

1,840,460 
1,894,809 
1,945,353 

 
* Rep   หมายถึงซ้าํในการทดลอง 
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ตารางที่ ง. 5   พืน้ที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP จากโครมาโทแกรมในแคลลัสของเตยหอม 
เมื่อแชในน้าํกลั่น สารละลาย L-poline และสารละลาย 15N-L-proline  
 
 

พื้นที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP ในแคลลัสของเตยหอม 
แชในน้ํากลั่น  

(control) 
แชในสารละลาย  

L-proline 
แชในสารละลาย   

15N-L-proline 
มวลตอประจ ุ(m/z) 

2AP TMP 2AP TMP 2AP TMP 
Labled derivatives  
(m/z 111) 
  Rep* 1 
  Rep 2 
  Rep 3 

 
 

75,894 
76,792 
82,450 

 
 

  838,255 
842,531 
895,923 

 
 

100,068 
98,045 

106,985 

 
 

916,265 
893,987 
986,291 

 
 

135,552 
139,453 
144,984 

 
 

795,889 
814,859 
840,428 

Nonlabled derivatives  
(m/z 112) 
  Rep 1 
  Rep 2 
  Rep 3 

 
 
73,685 
74,133 
79,569 

 
 

838,242 
842,562 
895,854 

 
 

96,755 
94,883 

103,718 

 
 

916,098 
893,950 
986,199 

 
 

139,547 
143,749 
149,152 

 
 

795,958 
814,944 
840,530 

 
* Rep   หมายถึงซ้าํในการทดลอง 
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ตารางที่ ง. 6   พืน้ที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP จากโครมาโทแกรมในใบของขาวขาวดอก
มะลิ 105 เมื่อแชในน้ํากลั่น สารละลาย L-poline และสารละลาย 15N-L-proline  
 
 

พื้นที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP ในใบขาวขาวดอกมะลิ 105 
แชในน้ํากลั่น  

(control) 
แชในสารละลาย  

L-proline 
แชในสารละลาย   

15N-L-proline 
มวลตอประจ ุ(m/z) 

2AP TMP 2AP TMP 2AP TMP 
Labled derivatives  
(m/z 111) 
  Rep* 1 
  Rep 2 
  Rep 3 

 
 

5,630 
6,244 
5,106 

 
 

565,293 
571,088 
539,483 

 
 

6,153 
5,603 
6,239 

 
 

587,763 
527,560 
619,783 

 
 

6779 
6768 
6495 

 
 

582,122 
571,482 
670,779 

Nonlabled derivatives  
(m/z 112) 
  Rep 1 
  Rep 2 
  Rep 3 

 
 

5,310 
5,070 
5,806 

 
 

565,253 
571,097 
539,614 

 
 

5,851 
6,302 
6,933 

 
 

687,743 
627,538 
619,835 

 
 

7,080 
7,155 
7,676 

 
 

582,141 
571,491 
670,663 

 
* Rep   หมายถึงซ้าํในการทดลอง 
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ตารางที่ ง. 7   พืน้ที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP จากโครมาโทแกรมในแคลลัสของขาวขาว
ดอกมะลิ 105 เมื่อแชในน้าํกลั่น สารละลาย L-poline และสารละลาย 15N-L-proline  
 
 

พื้นที่ใต peak ของสาร 2AP และ TMP ในแคลลัสของขาวขาวดอกมะล ิ105 
แชในน้ํากลั่น  

(control) 
แชในสารละลาย  

L-proline 
แชในสารละลาย   

15N-L-proline 
มวลตอประจ ุ(m/z) 

2AP TMP 2AP TMP 2AP TMP 
Labled derivatives  
(m/z 111) 
  Rep* 1 
  Rep 2 
  Rep 3 

 
 

1,466 
1,487 
1,444 

 
 

840,589 
802,891 
803,816 

 
 

1,469 
1,492 
1,418 

 
 

816,030 
809,194 
791,247 

 
 

2,314 
2,244 
2,398 

 
 

844,356 
846,165 
845,796 

Nonlabled derivatives  
(m/z 112) 
  Rep 1 
  Rep 2 
  Rep 3 

 
 

1,401 
1,438 
1,383 

 
 

840,582 
802,953 
803,769 

 
 

1,450 
1,358 
1,522 

 
 

815,966 
809,102 
791,110 

 
 

2,348 
2,463 
2,435 

 
 

844,287 
847,037 
845,760 

 
* Rep   หมายถึงซ้าํในการทดลอง 
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ตารางที่ ง. 8 พื้นที่ใต peak ของสาร TMP จากโครมาโทแกรมที่ไดจากการขั้นตอนการสกัด 2AP            
                     ที่ศึกษาและทีไ่ดจากการฉีดสาร TMP โดยตรง 
 
 

พื้นที่ใต peak ของสาร TMP Replication 
 จากการขั้นตอนการสกัด 2AP จากการฉีดสาร TMP โดยตรง 

1 
2 
3 
4 
5 

5,297,077  
 6,068,574  
 5,958,109  
 5,905,462  
 5,933,730 

6,254,522  
 6,728,560  
 6,810,256  
 6,213,080  
 6,841,154 

 



 90

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
  

นางสาวศรัญญา  ชัยจาํรัส เกิดเมื่อวันที่ 4 มีนาคม 2525 ที่จังหวัด กรุงเทพมหานคร 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตร มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร เมื่อปการศึกษา 2546 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
ภาควชิาเทคโนโลยทีางอาหาร คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั ภาคตน ปการศึกษา 
2548 
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