
บทท่ี 2

วิธีการทดลอง

2.1 อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใช้โนการทดลอง

2.1.1 อุปกรณ์
เครืองผลมสาร (Magnetic stirrer) Laboratory Hot Plate รุ่น PC-101 

บรืษัท Coming Glass Works, Corning, Ltd., NY ประเทศสหรัฐอเมริกา
ตู้อบไมโครเวฟ รุ่น NE-7670 ย่ีห้อ National บริษัท Matsushita Electric 

Indrustrial Co., Ltd. ประเทศญีปุน
มาตรวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น 501 บริษัท Horiba ประเทศญ่ีมุ่เน 
เคร่ืองอบฆ่าเช้ือแบบแห้ง (Hot air oven) รุ่น 94789 บริษัท Contherm 

Scientific, Ltd. ประเทศนิวซีแลนด์
ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar air flow) ยีห้อ Cambridge บริษัท Dwyer

Instrument, Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา
หม้อน่ึงฆ่าเช้ือความดันไอน้ํา (Autoclave) รุ่น HA-26 บริษัท Hirayama 

Manufacturing Corporation ประเทศญ่ีป่น และรุ่น KT-30SD บริษัท ALP Co., Ltd., Tokyo 
ประเทศญ่ีปุน

เครืองเฃย่าผสม (Vortex mixer) รุ่น Vortex-Genie No.2 บริษัท Scientific 
Industries, Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา

เคร่ืองหมุนเหว่ียง (Centrifuge) รุ่น Z230 บริษัท Hermle AG., Ltd. ประเทศ
เยอรมันนิ

อ่างน็าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุ่น G68 บริษัท New Brunswick
Scientific Co., Ltd. ประเทศสหรัฐอเมริกา

เครืองชังละเอียด รุ่น AE-240 ย่ีห้อ Mettler บริษัท Mettler Instrumente 
AG., Ltd. ประเทศลวิตเชอfแลนด์
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เครองช่ังหยาบ รุ่น PM6100 ย่ีห้อ Mettler บริษัท Mettler Instrumente
AG., Ltd. ประเทศสวิตเซอร์แลนด์

เครองแก๊สโครมาโทกราฟ (Gas chromatography) รุ่น GC-15A บริษัท 
Shimadzu Co., Ltd. ประเทศญ่ี^น

2.1.2 สารเคมี
สา?เคมี บริษัทผู้ผลิต

โซเดียมไฮดรอกไซด์ MERCK ประเทศเยอรมันนี
กรดไฮโดรคลอริก MERCK ประเทศเยอรมันนี
เอทานอล กรมสรรพสามิต ประเทศไทย
คลอรอกช์ THE CLOROX ประเทศสหรัฐอเมริกา
ไทรทรอน เอ็กซ์-100 FLUKA ประเทศลวิตเชอร์แลนด์
กรดแนฟทาลีนแอชีติก FLUKA ประเทศสวิตเซอร์แลนด์
กรดอินโดลแอซีติก SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
กรดอินโดลบิวทิริก FLUKA ประเทศสวิตเชอfแลนด์
ทู, โฟร์- ด ี SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
เบนชิลอะดีนีน FLUKA ประเทศสวิตเซอร์แลนด์
ไคเนทิน SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
ซูโครส มิตรผล ประเทศไทย
ฟรุกโทล MERCK ประเทศเยอรมันนี
ชอรบิทอล FLUKA ประเทศสวิตเชอร์แลนด์
ผงวุ้น นางเงือก ประเทศไทย
แอมโมเนียมไนเทรต AJAX ประเทศออสเตรเลีย
โพแทสเซียมไนเทรต MERCK ประเทศเยอรมันนี
แคลเซียมคลอไรดํไดไฮเดรต MERCK ประเทศเยอรมันนี
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปทะไฮเดรต FLUKA ประเทศสวตเซอร์แลนด์
โพแทลเซียมไดไฮโดรเจนฟอลเฟต MERCK ประเทศเยอรมันนี
กรดบอริก CARLO ERBA ประเทศอิตาลี
แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต MERCK ประเทศเยอรมันนี
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต CARLO ERBA ประเทศอิตาลี
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สารเคมี บริษัทผู้ผลิต

ชิงค์ชัลเฟตเฮกซะไฮเดรต MERCK ประเทศเยอรมันนี
โพแทสเซียมไอโอไดด์ MERCK ประเทศเยอรมันนี
โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต CARLO ERBA ประเทศอิตาลี
คอปเปอร์ชัลเฟตเพนทะไฮเดรต MERCK ประเทศเยอรมันนี
โคบอลท์คลอไรด์เฮกชะไฮเดรต MERCK ประเทศเยอรมันนี
ไดโซเดียมเอทิลีนไดอะมีนเททระแอซีติก FLUKA ประเทศสวิตเซอร์แลนด์
เพ่อรัสซัลเฟตเฮปทะไฮเดรต CARLO ERBA ประเทศอิตาลี
โซเดียมไดไฮโดรเจนพ่อสเพ่ตโมโนไฮเดรต MERCK ประเทศเยอรมันนี
แอมโมเนียมซัลเพ่ต CARLO ERBA ประเทศอิตาลี
กรดนิโคทินิก SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
ไพรดอกชิน-ไฮโดรคลอรก SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
ไทมีน-ไฮโดรคลอริก SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
ไกลชน FLUKA ประเทศสวิตเชอร์แลนด์
ไมโอ-อํโนชิทอล FLUKA ประเทศสวิตเชอร์แลนด์
เอทิลมีเทนชิ'ลโพ่เนต SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
ไดเมทิลชิ'ลพ่อกไซด์ SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา
ไดโซเดียมไฮโดรเจนพ่อลเพ่ต CARLO ERBA ประเทศอิตาลี
เฮกเชน MALLINCKRODT ประเทศสหรัฐอเมริกา
แอบโชลูทเมทานอล MALLINCKRODT ประเทศสหรัฐอเมริกา
กรดชิ'ลทิเวริก MALLINCKRODT ประเทศสหรัฐอเมริกา
โซเดียมคลอไรด์ FLUKA ประเทศสวิตเซอร์แลนด์
โซเดียมชิ'ลเพ่ตแอนไฮดรัส FLUKA ประเทศลวิตเซอร์แลนด์
น้ําแข็งแห้ง TIG ประเทศไทย
แก๊สไนโตรเจน TIG ประเทศไทย
แก๊สไฮโดรเจน TIG ประเทศไทย
กรดไขมันมาตรฐาน SIGMA ประเทศสหรัฐอเมริกา

และ NU-CHEK-PREP ประเทศสหรัฐอเมริกา
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2.2 เมล็ดพันธุคำฝอย

งานวิจัยน้ีใช้เมล็ดคำฝอย (Carthamus tinctorius Linn.) พันธุ Munjira ของลำนักงาน 
เศรษฐกิจการเกษตร กรมลํงเสริมการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ นำมาเพาะเล้ียงใน 
สภาพปลอดเช้ือเพ่ือให้ได้ต้นกล้าสำหรับตัดแยกช้ินส่วนต่าง  ๆไปทำการทดลองต่อไป

2.3 อาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช

สูตรอาหารทีใช้ ได้แก่ MS (Murashige and Skoog, 1962), LS (Linsmaier and 
Skoog, 1965), B5 (Gamborg, Miller and Ojima, 1968) และ SH (Schenk and 
Hildebrandt, 1972) องค์ประกอบของอาหารแต่ละชนิดและวิธีการเตริยม อธิบายในภาค
ผนวก ก

2.4 ก ?ๆเตริยมตัวอย่างพืชและการฟอกฆ่าเช้ือ

นำเมล็ดคำฝอยมาทำให้ปลอดเช้ือตามวิธีของ Anupan Kongbangkerd (1995) โดย 
แซ่เมล็ดในคลอรอกซ์ 10% ท่ีเติมไทรทรอนเอ็กช์-100 0.05% เป็นเวลา 15 นาที ล้างตาม 
ด้วยนำขจัดไอออนน่ึงฆ่าเช้ือ 4 คร้ัง เพาะเมล็ดท่ีฆ่าเช้ือแล้วบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีปราศจาก 
สารควบคุมการเจริญเติบโต มีซูโครส 2.0% วุ้น 0.7% คาความเป็นกรด-ด่าง 5.7 โดยเล้ียงให้ 
เมล็ดงอกท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาพท่ีโม่ให้แลง จนได้ต้นกล้าท่ีเป็นแหล่งของ 
ช้ินส่วนพืช ได้แก่ ใบเล้ียงและลำต้นใต้ใบเล้ียง เพ่ือใช้ญ็เนพืชทดลองต่อไป

2.5 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมของการใช้สาร EMS เพื่อกา?ชักนำให้คำฝอยเกิดทา?ทลายพันธุโน 

สภาพปลอดเชื้อ

2.5.1 การหาความเข้มฃ้นท่ีเหมาะลมของสาร EMS เพ่ือชักนำให้คำฝอยเกิดการกลาย-
พันธุ

2.5.1.1 การใช้สารละลาย EMS ในช่วงความเข้มข้น 1.0-5.0%
ตามรายงานของ Anupan Kongbangkerd (1995) พบว่า ใบเล้ียง 

คำฝอยท่ีได้จากต้นกล้าอายุ 2 สัปดาห์ เป็นเน้ือเย่ือท่ีเหมาะลมต่อการชักนำให้เกิดแคลสัลและมี
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การพัฒนาไปเป็นต้นได้ จึงนำช้ินส่วนใบเล้ียงของต้นกล้าอายุ 2 สัปดาห์ ท่ีได้จากข้อ 2.4 มา 
ให้สาร EMS โดยแช่ในสารละลาย EMS ท่ีมีความเข้มข้น 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0% ซ่ึง 
เตรียมในฟอสเฟตบัฟเฟอร์0.05 โมลาร์ความเป็นกรด-ด่าง 7.0 (ภาคผนวก ข-ไ.) และเติมสาร 
ตัวพา (carrier agent) คือ DMSO 4.0% เป็นเวลานาน 3 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศา 
เซลเซียส ล้างใบเล้ียงด้วยน้ํารจัดไอออนน่ึงฆ่าเช้ือ 5 คร้ัง ย้ายลงเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS 
ท่ีเติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร BA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ซูโครส 2.0% วุ้น 0.7%
ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.7 เปรียบเทียบกับ control คือ ไม่ใช้สาร EMS โดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 
25±2 องศาเซลเซียส ในสภาพท่ีไม่ให้แสง เป็นเวลานาน 2 สัปดาห์ หลังจากน้ันย้ายไปเล้ียงใน 
สภาพท่ี'ให้แสงฟลูออเรลเชนต์ 3000 สักซี’ นาน 16 ช่ัวโมงต่อวัน จนเกิดแคลสัล และเปล่ียน 
อาหารทุก 4 สัปดาห์ วางแผนการทดลองแบบ CRD (Complete Randomized Design) 
จำนวน 50 ช้ิา สังเกตการเปล่ียนแปลงของเน้ือเย่ือ ทำการคำนวณค่าเฉล่ียระดับความเสียหาย 
ของเน้ือเย่ือ ร้อยละการเกิดแคลสัส และร้อยละการพัฒนา1ไปเป็นยอดของแคลสัส ภายหลัง 
จากเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 2, 4 และ 6 สัปดาห์ ตามลำดับ โดยให้ระดับความเสียหายของ 
เน้ือเย่ือแบ่งเป็น 6 ระดับ ซ่ึงคิดเป็นร้อยละการเกิดสีน้ําตาลของพ้ืนท่ีใบเล้ียง ดังรูปท่ี 2.1

2.5.1.2 การใช้สารละลาย EMS ในช่วงความเข้มข้น0.2-1.0%
ทำการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 2.5.1.1 แต่ใช้สาร EMS ท่ีระดับความ 

เข้มข้น 0.2, 0.4, 0.8 และ 1.0% และใช้วิธีการเตรียมสารละลาย EMS ท่ีแตกต่างกัน คือ 
เตรียมสารละลาย EMS ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.05 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.0 และ 
เตรียมในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ค่าความเป็นกรด-ด่าง
5.7 วัดผลในทำนองเดียวกันกับท่ีกล่าวไว้ข้างต้น

2.5.2 การหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสารตัวพา DMSO
จากผลท่ีได้ในข้อ 2.5.1 เลือกใช้วิธีการเตรียมสารละลาย EMS ความเข้มข้น 

0.8% ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ค่าความเป็นกรด-ด่าง
5.7 เพ่ือทดสอบหาความเข้มข้นท่ีเหมาะลมของสารตัวพา คือ DMSO ทำการทดลองเช่นเดียว 
กับข้อ 2.5.1.1 โดยใช้สาร DMSO ความเข้มข้น 1.0, 2.0, 3.0 และ4.0% เปรียบเทียบกับการ 
ทดลองท่ีไม่ใช้สาร EMS และ DMSO วัดผลในทำนองเดียวกันกับท่ีกล่าวไว้ข้างต้น

2.5.3 การหาระยะเวลาท่ีเหมาะลมของการให้สาร EMS
จากผลท่ีได้จากข้อ 2.5.1 และ 2.5.2 เลือกใช้วิธีการเตรียมสารละลาย EMS 

ความเข้มข้น 0.8% ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ค่าความ 
เป็นกรด-ด่าง 5.7 และใช้สารตัวพา คือ DMSO ความเข้มข้น 4.0% เพ่ือหาระยะเวลาของการ
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ให้สาร EMS ท่ีเหมาะสม โดยให้สาร EMS เป็นเวลานาน 1, 2, 3 และ 4 ช่ัวโมง ใช้วิธีการ 
เช่นเดียวกับข้อ 2.5.1.1 สังเกตและบันทึกการเปล่ียนแปลงของเน้ือเย่ือในทำนองเดียวกันกับ
ข้างต้น

รูปท่ี 2.1 แสดงความเลียหายระดับต่าง  ๆของเน้ือเย่ือใบเล้ียงภายหลังจากให้สาร EMS 
เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ 
ระดับ 0 ไม่เกิดสีนํ้าตาลบนใบเล้ียง 

ระดับ 1 เกิดสีน้ําตาลไม่เกิน 20% ของพ้ืนท่ีใบเล้ียง 

ระดับ 2 เกิดสืนํ้าตาลมากกว่า20% แต่ไม่เกิน 40%ของพ้ืนท่ีใบเล้ียง 

ระดับ 3 เกิดสีนํ้าตาลมากกว่า 40% แต่ไม่เกิน 60% ของพ้ืนท่ีใบเล้ียง 

ระดับ 4 เกิดสืนํ้าตาลมากกว่า 60% แต่ไม่เกิน 80% ของพ้ืนท่ีใบเล้ียง 

ระดับ 5 เกิดสีนํ้าตาลมากกว่า 80% ของพ้ืนท่ีใบเล้ียง
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2.6 ศึกษาความแป?ปรวนของด้นคำฝอยท่ีได้จากการชักนำด้วยสาร EMS ในสภาพเพาะเล้ียง 
เน้ือเย่ือ

ตามการทดลองในข้อ 2.5.1.2 เน่ืองจากการใช้สาร EMS กับใบเล้ียงในช่วงความเข้มข้น
0.2-1.0% แคลลัสมีการพัฒนาเป็นยอดได้ จึงทำการย้ายยอดท่ีมีใบจำนวน 4-5 ใบ ความสูง
1.5-2.0 เซนติเมตร ไปเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต มี 
ซูโครส 2.0% วุ้น 0.7% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.7 ในสภาพท่ีให้แสงฟลูออเรลเซนต์ 3000 
ลักช์ นาน 16 ช่ัวโมงต่อวัน เพ่ือชักนำให้ยอดสร้างรากตามวิธีการของ Anupan Kongbangkerd 
(1995) สังเกตและบันทึกลักษณะการเจริญเติบโตของด้นคำฝอยภายใต้สภาพเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ 
ได้แก่

ก. การยืดยาวของปล้อง 
ข. การอวบน้ําของใบ 
ค. รูปร่างใบ 
ง. ลักษณะของหนาม
จ. จำนวนหนามท่ีใบ (นับจากใบท่ี 11 3 และ 5 จากโคนด้น นำมาหาค่าเฉล่ีย)
ฉ. ขนาดของใบ (วัดความกว้างและความยาวของใบท่ี 1, 3 และ 5 จากโคนด้นนำมาหา 

ค่าเฉล่ีย)
ซ. ความสูง (วัดจากโคนด้นจนถึงปลายยอด)
ช. อายุการออกดอก
โดยบันทึกลักษณะต่าง  ๆ ดังกล่าวข้างด้น (ยกเว้นอายุการออกดอก) ภายหลังจากวันท่ี 

ทำการย้ายยอดลงเล้ียงบนอาหารเพ่ือชักนำให้เกิดรากเป็นเวลา 30 วัน

2.7 ศึกษาปัจจัยท่ีทำให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต้นคำฝอยในสภาพเพาะเล้ียง 
เน้ือเย่ือ

2.7.1 ชนิดของช้ินส่วนพืช
นำด้นกล้าอายุ 2 สัปดาห์ มาดัดแยกใบเล้ียงและลำต้นใต้ใบเล้ียง (ความยาว 

ประมาณ 1 เซนติเมตร) เพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
BA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ซูโครส 2.0% วุ้น 0.7% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.7 บ่มเน้ือเย่ือไว้ 
ภายใต้สภาพท่ีระบุในข้อ 2.5.1.1 เพ่ือชักนำให้เกิดยอดจากแคลลัส แล้วนำยอดท่ีได้ย้ายไป
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เล้ียงบนอาหารเพ่ือนำให้เกิดรากตามท่ีกล่าวไว้ในข้อ 2.6 ทำการทดลอง 30 ชาต่อการ'ทดลอง 
สังเกตการเปล่ียนแปลงของเน้ือเย่ือ โดยคำนวณร้อยละการเกิดแคลสัสและร้อยละการพัฒนาไป 
เป็นยอดรองแคลลัส ภายหลังเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 4 และ 6 สัปดาห์ ตามลำดับ รวมท้ัง 
บันทึกลักษณะการเจริญเติบโตของต้นคำฝอยเหมือนกับข้อ 2.6

2.7.2 อายุของช้ินส่วนพืช
ทำการทดลองเซ่นเดียวกับข้อ 2.7.1 แต่ใช้ช้ินส่วนใบเล้ียงท่ีตัดแยกมาจาก

ต้นกล้าอายุต่าง  ๆได้แก่ 1,2, 3 และ 4 สัปดาห์บันทึกผลเซ่นเดียวกับข้อ 2.7.1
2.7.3 ชนิดของอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ

นำช้ินส่วนใบเล้ียงจากต้นกล้าอายุ 2 สัปดาห์ ไปเพาะบนอาหารแข็งสูตรต่าง  ๆ
ได้แก่ MS, LS, B5 และ SH แ ต ่ละสูตรมี NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร BA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ซูโครส 2.0% วุ้น 0.7% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.7 บ่มเน้ือเย่ือภายใต้สภาพเดียวกันกับข้อ
2.5.1.1 สังเกตและบันทึกการเจริญเติบโตเซ่นเดียวกับข้อ 2.7.1

2.7.4 ชนิดของลารควบคุมการเจริญเติบโต
2.7.4.1 การใช้ BA ร่วมกับออกชินชนิดต่างๆ

นำใบเล้ียงจากต้นกล้าอายุ 2 สัปดาห์ มาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร 
MS ท่ีเติมไชโทไคนิน คือ BA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับออกชินชนิดต่าง  ๆ ได้แก่ NAA, IAA, 
IBA และ 2,4-0 ชนิดละ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร มีซูโครส 2.0% วุ้น 0.7% ค่าความเป็นกรด-ด่าง
5.7 โดยเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือภายใต้ลภาพเซ่นเดียวกับ ข้อ 2.5.1.1 สังเกตและวัดผลการทดลอง 
เซ่นเดียวกับข้อ 2.7.1

2.7.4.2 การใช้ Kinetin ร่วมกับออกชินชนิดต่าง ๆ
ทำการทดลองเซ่นเดียวกับข้อ 2.7.4.1 แต่ใช้ไซโทไคนิน คือ Kinetin 0.5 

มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับออกชินชนิดต่าง  ๆ ได้แก่ NAA, IAA, IBA และ 2,4-D ชนิดละ 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร สังเกตและบันทึกผลในทำนองเดียวกันกับท่ีกล่าวไว้ข้างต้น

2.7.5 ชนิดของแหล่งคาร์บอน
ตัดใบเล้ียงจากต้นกล้าอายุ 2 สัปดาห์มาเพาะบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี NAA

0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร BA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร วุ้น 0.7% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.7 แต่ใส่ 
น้ืาตาลชงเป็นแหล่งคาร์บอนต่างชนิดกัน ได้แก่ ซูโครส, ฟรุกโทล และซอร์ป็ทอล ซนิดละ 2.0% 
บ่มเน้ือเย่ือภายใต้สภาพเดียวกันกับข้อ 2.5.1.1 สังเกตและวัดค่าต่าง  ๆ เหมือนข้อ 2.7.1
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2.8 การตรวจสอบและวิเคราะห์ความแปรปรวนของกา?ผลิตน้ํามันและกรดไขมันในแคลลัส 
คำฝอย

2.8.1 แคลลัลท่ีได้จากการเพาะเล้ียงโดยผ่านการชักนำด้วยสารก่อกลายพันธุ EMS 
นำใบเล้ียงของต้นกล้าอายุ 2 สัปดาห์ มาให้ลาร EMS ตามภาวะท่ีเหมาะลมท่ีได้

จากการทดลองในข้อ 2.5 คือ แช่ช้ินส่วนใบเล้ียงในสารละลาย EMS ความเข้มข้น 0.8% ซ่ึง 
เตรียมในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ค่าความเป็นกรด-ด่าง
5.7 และใส่สารตัวพา คือ DMSO 4.0% เป็นเวลานาน 3 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศา 
เซลเชียล แล้วล้างตามด้วยน้ืาขจัดไอออนน่ึงฆ่าเช้ือ 5 คร้ัง เพาะใบเล้ียงลงบนอาหารแข็งสูตร 
MS ท่ีเติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร BA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ซูโครส 2.0% วุ้น 0.7% ค่า 
ความเป็นกรด-ด่าง 5.7 บ่มเน้ือเย่ือไว้ในสภาพท่ีไม่ให้แสง อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเชียส 
เปรียบเทียบก้บ control ท่ีไม่ใช้สาร EMS และ DMSO ทำการเก็บตัวอย่างแคลสัสภายหลังจาก 
เพาะเล้ียงเป็นเวลานาน 2, 3 และ 4 สัปดาห์ โดยแยกแคลลัสออกจากใบเล้ียงนำมารวมกัน 
แบ่งแคลลัสสด 1 กรัม จำนวน 5 เาต่อกรรมวิธี นำไปสกัดน้ืามัน เตรียมกรดไขมันในรูปอนุพันธ์ 
เมทิลเอสเทอร์ ( fatty acid ทาethylester) และวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันด้วยวิธีแก๊สโครมาโห- 
กราทีเ (Gas chromatography ; GC) ตามวิธีการในข้อ 2.8.3 และแบ่งแคลลัสลด 1 กรัม 
จำนวน 3 เาต่อกรรมวิธี นำไปหาน้ืาหนักแห้ง

2.8.2 แคลลัสท่ีได้จากการเพาะเล้ียงโดยไม่ผ่านการชักนำด้วยสารก่อกลายพันธุ
2.8.2.1 อายุของช้ินส่วนพืช

ตัดแยกช้ินส่วนใบเล้ียงจากต้นกล้าอายุ 1, 2, 3 และ 4 สัปดาห์ มา 
เพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีเติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร BA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ซูโครส 2.0% วุ้น 0.7% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.7 เล้ียงในสภาพท่ีไม่ให้แสง อุณหภูมิ 25+2 
องศาเซลเชียส ทำการเก็บตัวอย่างแคลสัสภายหลังจากท่ีเพาะเล้ียงนาน 2 สัปดาห์ โดยแยก 
แคลลัสออกจากใบเล้ียงนำมารวมกันแล้วแบ่งแคลลัสสด 1 กรัม จำนวน 3 เาต่อกรรมวิธี นำไป 
สกัดน้ํามัน ทำกรดไขมันให้อยู่ในรูปอนุพันธ์เมทิลเอสเทอร์ และวิเคราะห์ด้วยแก๊สโครมาโห- 
กราพื ตามวิธีการเช่นเดียวกับข้อ 2.8.1 และแบ่งแคลลัลสด 1 กรัม จำนวน 3 เาต่อกรรมวิธี 
นำไปหาน้ืาหนักแห้ง

2.8.2.2 ชนิดของอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ
ใช้วิธีการเช่นเดียวกันกับข้อ 2.8.2.1 โดยเตรียมแคลสัลจากการเพาะ 

เล้ียงใบเล้ียงจากต้นกล้าอายุ 2 สัปดาห์ บนอาหารแข็งสูตรต่าง  ๆได้แก่ MS, LS, B5 และ SH
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แต่ละสูตรเติม NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร BA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ซูโครส 2.0% วุ้น 0.7% 
มีค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.7 นำแคลลัลท่ีได้ไปสกัดน้ํามันและวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมัน

2.8.2.3 ชนิดของสารควบคุมการเจริญเติบโต
ใช้วิธีการเช่นเดียวกันกับข้อ 2.8.2.1 โดยเตรียมแคลลัสได้จากการ 

เพาะเล้ียงใบเล้ียงจากต้นกล้าอายุ 2 สัปดาห์ บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมีสารควบคุมการ 
เจริญเติบโตในกลุ่มออกชินชนิดต่าง  ๆ ได้แก่ NAA, IAA, IBA และ 2,4-อ ชนิดละ 0.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร และสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มไชโทไคนินซนิดต่าง  ๆได้แก่ BA และ 
Kinetin ชนิดละ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ใส่ซูโครส 2.0% วุ้น 0.7% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.7 
นำแคลสัสท่ีได้ไปสกัดน้ํามันและวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมัน

2.8.2.4 ชนิดของแหล่งคาร์บอน
ใช้วิธีการเช่นเดียวกันกับข้อ 2.8.2.1 โดยเตรียมแคลสัลได้จากการ 

เพาะใบเล้ียงของต้นกล้าอายุ 2 สัปดาห์ บนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี NAA 0.5 มิลลิกรัมต่อ 
ลิตร BA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร วุ้น 0.7% ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.7 แต่ใส่น้ําตาลซ่ึงเป็น 
แหล่งคาร์บอนต่างชนิดกัน ได้แก่ ซูโครส, ฟรุกโทส และซอร์บิทอล ชนิดละ 2.0% นำแคลสัลท่ี 
ได้ไปสกัดน้ํามันและวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมัน

2.8.3 การวิเคราะห์ตัวอย่างน้ํามันด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราทีเ
2.8.3.1 การสกัดน้ํามันและเตรียมอนุพันธ์เมทิลเอสเทอร์ในขนตอนเดียว

ใช้วิธีการของ Miquel และ Browse (1992) สกัดน้ํามันจากตัวอย่าง 
แคลสัสพร้อมกับเตรียมกรดไขมันให้อยู่ในรูปเมทิลเอสเทอร์ในข้ันตอนเดียว มีวิธีดำเนินการตาม 
รูปท่ี 2.2



ตัวอย่างแคลลัสสด 1 กรัม บดในน้ําแข็งแห้ง

V

เติมสารละลายกรดซัลฟิวริก 2.5% ในเมทานอล 
(ภาคผนวก ข-2.) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร

y
ให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที

y
ทำให้เย็นลงที'อุณหภูมิห้อง

V

เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์0.9% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข-ร.) และเฮกเซน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร

ป่นแยกกากท่ีความเร็ว 4000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที

y Ÿ
ของเหลวส่วนบน ของเหลวส่วนล่าง

(มีอนุพันธ์เมทิลเอสเทอรั 
ของกรดไขมันในเฮกเซน)

y
กรองผ่านโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 

y
ระเหยเฮกเซนภายใติใอของไนโตรเจน 

และช่ังน้ําหมัก,นามัน

รูปท่ี 2.2 การสกัดน้ํามันและเตรียมอนุพันธ์เมทิลเอลเทอร์ในข้ันตอนเดียว 
(Miquel and Browse, 1992)
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2.8.3.2 การวิเคราะห์กรดไขมันด้วยแก๊สโครมาโทกราทีเ
นำตัวอย่างน้ํามันท่ีสกัดได้จากแคลลัสของคำฝอยและผ่านการเตรียม 

กรดไขมันให้อยู่ในรูปอนุพันธุเมทิลเอลเทอร์ตามวิธีการในข้อ 2.8.3.1 มาทำการวิเคราะห์เพ่ือหา 
ชนิดและปริมาณกรดไขมันด้วยแก๊สโครมาโทกราทีเ โดยใช้ภาวะในการวิเคราะห์ตังน้ี

ปริมาณท่ีฉีด 
คอลัมน์

ดีเทคเตอร์ 
โปรแกรมอุณหภูมิ

อุณหภูมิอนเจคเตอร์ 
อุณหภูมิดีเทคเตอร์ 
ความตันของแก๊สไนโตรเจน 
ความตันของแก๊สไฮโดรเจน 
ความตันของ Air supply

1 ไมโครลิตร
SE-30 capillary (General Electric Co.)
ยาว 30 เมตร เลันผ่าสูนย์กลางภายใน 0.32 มิลลิเมตร
ความหนาของทิเล์ม 0.25 ไมโครเมตร
FID
อุณหภูมิเร่ิมต้น 135 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
อัตราเพ่ืมอุณหภูมิ
135-185 องศาเซลเซียส ; 2 องศาเซลเซียส ต่อนาที, 
185-187 องศาเซลเซียส ; 0.2 องศาเซลเซียส ต่อนาที, 
187-235 องศาเซลเซียส ; 3 องศาเซลเซียส ต่อนาที 
อุณหภูมิสุดท้าย 235 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
250 องศาเซลเซียส 
250 องศาเซลเซียส 
1 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร 
0.5 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร 
0.5 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร

ทำการเปรียบเทียบเวลาชะ (retention time) จากโครมาโทแกรม
(chromatogram) ของตัวอย่างกับกรดไขมันมาตรฐานเพ่ือหาชนิดกรดไขมัน หาปริมาณกรด
ไขมันจากกราฟมาตรฐานของกรดไขมันแต่ละชนิดท่ีเตรียมได้โดยวิธี Internal standard
(ภาคผนวก ค)
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