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T he c a l l u s  c u l t u r e  f ro m  t h r e e  p a r t s  o f  v i t e x  g l a b r a t a  R .B r .  
n am e ly  l e a f ,  e p id e r m a l  l a y e r  an d  s te m  s e c t i o n  w as in d u c e d  a n d  p r o p a g a t e d  i n  
M u ra s h ig e  an d  S koog  (MS) m edium . The p r e s e n c e  o f  g ro w th  r e g u l a t o r s  b o th  
a u x in  (2 ,4 -D )  a n d  c y t o k i n i n  (BA) w e re  fo u n d  t o  b e  e s s e n t i a l  f o r  th e  
c u l t i v a t i o n .  T he p r o p e r  c o n d i t i o n  i n  g r o w th  s u p p o r t i n g  w as e s t a b l i s h e d  a t  

MS, 16 h o u r s  l i g h t  e x p o s u r e  a n d  25 + 2 ๐c  t e m p e r a t u r e .  V a r io u s  m e th o d s  
w e re  t e s t e d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  h o rm o n e s . I t  w as fo u n d  t h a t  h i g h  
p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a to g r a p h y  (HPLC) w as t h e  m o s t s u i t a b l e  f o r  b e t a -  
e c d y s o n e  a s s a y  b o th  q u a l i t a t i v e l y  an d  q u a n t i t a t i v e l y .  E l u t i n g  s y s te m  f o r  
a n a l y s i s  o f  b e t a - e c d y s o n e  e x t r a c t i n g  fro m  e p i d e r m a l  l a y e r  a n d  s te m  w as 
m e th a n o l - w a te r  ( 4 5 : 5 5 ) .  A c e t o n i t r i l e - w a t e r  w i t h  2% a c e t i c  a c i d  ( 1 8 .5 : 8 1 .5 )  
w as  s u i t a b l e  f o r  n a t u r a l  l e a f  e x t r a c t  w h i l e  t h e  r a t i o  o f  a c e t o n i t r i l e - w a t e r  
( 1 4 .5 : 8 5 .5 )  w as  a p p r o p i a t e d  f o r  a n a l y s i s  o f  t h e  ho rm o n e  f ro m  c a l l u s .  B e t.a -  
e c d y s o n e  c o n t e n t  i n  e a c h  p a r t  o f  c a l l u s  c u l t u r e s .  s te m  c a l l u s ,  y i e l d  t h e  
h ig h € :s t  l e v e l  o f  b e t a - e c d y s o n e .  O p t i m i s a t i o n  o f  t h e  c a l l u s  c u l t u r e  by  
v a r i o u s  k i n d s  o f  f a c t o r s  s u c h  a s  c a r b o n - ,  n i t r o g e n - ,  h o rm o n e s  a n d  p r e c u r s o r s  
g i v e n  t h e  b e t a - e c d y s o n e  a s  h ig h  a s  0 .0 2 3  g ram  p e r c e n t  d r y  w e i g h t .

, . 1. ; 11.1 หส ักส ํต รโเทคโนโลย ีฮวภไพภาควชา.........................I..".....:.:.........
สาขาวิชา หสักสํรท ฺรททคุโนโลน!?วภาพ

ปกีารศกืษา............?.ะ '.ะ '.? ...........

ลายมอืชอนสิติ....... .̂ .’?f ไ....-Ç ? c r โ ^ .....................

ลายมือชออาจารย์ทปรกพา -J t/.hhh■ ■ 51.(■ ■ ■ ไโโโ(โ.■ -1-
ลายมรร็^อรา'»า■ ๆย์ทึ่ปากษาาวน



กฅตกรรมบระกาศ

ผู้เขีย!ทคร่»อก'ราบขอบพระคุท! รองศากตราจาวย์ ดร.สันท.1 พกิ!«ยกุล แกะรอง 
ศาสตราจารย์ ดร.อรดี สหา'«รินทร์ ท่ีได้,เหัความกรุผาเบนท่ีปรืกพา ไห้คำแนะนำแสะความ 
«วยเหอือไนการทำวิจัย ตกอดจนตรวจแก้วิทยานิพนธ์ฉบับflจนเสร็จสมบูรณ์

กราบ»อบพระคุภ! รองศาสตราจารย์ ดร.อภิ?ทต สุ»สำราญ ที่ได้กรุผา,ไห้คำ 
แนะนำ ความ?ทยเหอือ แกะไห้กำกังไจแท่ผู้เขียนไนระหว่างการทำวิจัย แกะกรุกทรับเบน 
กรรมการกอบวิทยานิพนธ์

กราน»อบพระคุภ! ผู้?ทยศาสตราจารย์ ดร,อรัญ อินเจริญศักดิ ท่ีกรุททรับเบน 
บระธานการสอบวิทยานิพนธ์ และไห้ความเมตตาแท่ผู้เขียนมาใคยตกอด

กวาบ»อบพระคุก! หกวงสุงเลียบ รัดเกาะสุวรรแทราม ที่เออเพี่อต้น'ไ?)เน่า,ไนการ 
ทำวิจัย แกะไห้ความเมตตาแท่ผู้เขียนมาใดยตกอด

ขอ»อบคุถ! ภาควิ»าขีาเคมีที่ไห้การสห้บสนุ!!ด้านสารเคมี เครืองมือ แกะกกานท่ีไน
การทำวิจัย

ฃอ»อบคุภ!เจ้าหนาท่ีภาควิ»าขีวเคมีและที่ศูนย์เครืองมือฯ ไนความ»วยเหกึอทุกๆ
อย่าง ระหว่างทำวิจัย

ขอขอบคุก!บัถ!นิดวิทยาลัยและ STDB ท่ีไห้ความอนุเคราะห้ด้านทุนวิจัย 
ขอ»อบคุก!คุภ!มนต์»ย ภักดีเจริญ ที่ไห้แนวทางแกะกำกังไจแท่ผู้เขียน 
สุดท้ายนี ผู้เขียนไคร่ขปิขอบพระคุก! คุก!พ่อ-คุก!แม่ เทือ!! พี่แกะห้องไนภาควิ»าขีวเคมี 

แกะ เทศในใสยีขีวภาพทุกๆคน ที่ไห้ความข่วยเหอือ ความอบอุ่นแกะกำกังไจอันมีค่าตกอดระยะ
เวสาไนการศึกพา



ร ';b

ซทคัคย่อภาพาไทย.................................................................................................................. ง
บทคัดย่อกาพาอังกกพ.............................................................................................................  จ
กิตติกรรมชระกาศ.................................................................................................................. ฉ
สารบัญตาราง......................................................................................................................... ญ
สารบัญภาพ.............................................................................................................................  0
คำย่อ...................................................................................................   ฐ
บทท่ี

1 บทนำ.................................................................................   1
2 วิธีการทดสอง.............................................................................................................  9

2 .1  ครุภ้เพ์.............................................................................................................  9
2 .2  วัสดุแสะเคมีภัผท์............................................................................................. 10

2 .2 .1  ตัวอย่างพีชที่าช้านการทคลอง........................................................  10
2 .2 .2  ใครมาใตกราบพีเพิ่อการวิเคราะห์..............................................  10
2 .2 .3  สารเคม ี........................................................................................... 12

2 .3  อาหารเบาะ เล ื้ยงเน อเย ึ๋อ ............................................................................. 13
2 .4  สกาวะมาตรฐานานการเบาะเลี้ยงเนอเยอ.................................................  13
2 .5  การเตรียมอาหารแย็ง 1 /2  MS .................................................................  14
2 .6  การเตรียมและบอกฆ่าเชอเนอเยึ๋อพีช..........................................................  14
2 .7  วิธีและอาหารมาตรฐาน'ในการช้กนำและเบาะเลียงแคสสัส........................ 14
2 .8  การติดตามการเจรีญยองแคลสัส...................................................................  16
2 .9  การศึกพาเชลล์...............................................................................................  16

2 .9 .1  รบร่างยองเชลล.์........................................   16
2 .9 .2  ยนาดยองเชลล์...............................................................................  16
2 .9 .3  ใครรมใชมภายานเชลล์.................................................................  16

2 .10  การเก็บตัวอย่าง 17



2.11 การเตรียมสารละสาย anisaldéhyde ...................................................  17
2.12 การเตรียมตัวอย่างเพี๋อการวิเคราะห์ปริมาทนบตา-เอคาดทซน..............  17

2 .1 2 .1  ส ารสกัดจากองคบระกอบส่วนต่างๆของตันไย่เน่า................... 17
2 .1 2 .2  สารสกัดจากแคสสัสไย่เน่า........................................................ 18

2 .13  การวิเคราะห์«นิดสารเบตา-เอคไดใซนด้วย TLC...................................  18
2.14 การตรวจวิเคราะห์«นิดและชริมาท!สารกลุ่มเอคาดสเตอรอยด้ด้วยเทคนิค

HPLC.............................................................................................................  18
2 .15  การตรวจวิเคราะห์«นิดและบริมาทแนตา-เอคไตาซนานองคบระกอบของ

ตันไย่เน่าแสะแคสลัสด้ายเทคนิค HPLC.....................................................  19
2 .16  การแยกเบตา-เอคาดาซนจากเปลีอกด้นไย่เน่าบริสุทธิบางส่วน..............  20

3 ผลการทดสอง..............................................................................................................  21
3.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมานการซักนำาห้เกิดแคสลัส.....................................  21

3 .1 .1  ปริมาท!ความเข้มข้นของสารอาหาร..............................................  21
3 .1 .2  อิทธิพลของความเข้มข้นของสารคาบคุมการ เจริเไ!เติบาต............ 21
3 .1 .3  อิทธิพลของสารควบคุมการเจริเ]!ของด้นไย่เน่า............................ 28
3 .1 .4  อิทธิพลของคาาม เ ข้มข้นของสารอาหารต่อการซักนำการสร้าง

และการเจริท!เติบาตของแคลลัส................................................... 32
3 .1 .5  อิทธิพลของแสงต่อการซักนำาห้เกิดแคลลัส................................... 32
3 .1 .6  ผลกระทบของแสงต่อการเจริท!ของแคลลัส...................................  35

3 .2  การศึกษาของแคลสัส......................................................................................  35
3 .2 .1  ลักษท!ะภายนอก............................................................................. 35
3 .2 .2  ลักษท!ะกาย'ไนเซลล...................................................................... 38
3 .2 .3  ปริมาท!นา(water content) ‘ไนแคลลส....................... .. 38

3 .3  การพัฒนาวิธีสกัดแยกเบา-เอคาคาซน..........................................................  38
3 .4  การพัฒนาวิธีวิเคราะห์สารตัวอย่างกลุ่มเอคาดสเตอรอยด.์......................... 41

3 .4 .1  วิธีการวิเคราะห์«นิดของเอคาดาซนใดย‘ไซ้าครมาไตกราพพี
แผ่นบาง........................................................................................  41

พน้า



3 .4 .2  วิธีการตรวจวิเคราะห์«นิด»องสารกสุ่มเอคไดสIตอรอยต้าน
เนอเยื่อทึ«าตยวิธี HPLC............................................................  49

3 .5  การตรวจวิเคราะห์ปริมาผเบตา-เอคาคา»นานเนอเยื่อส่วนต่างๆ»อง
ตนไ»เน ่า........................................................................................................  62

3 .6  การทำ‘ท'1สารเปตา-เอคไคาชนจากเปลือกต้นไ»เน่าปริสุทธิ.......................  62
3 .7  การตราจาI คราะ พ«นิดแสะปริมาทท ปตา-1อคาคาซนานแคลสัสต้นไ»เน่า. 62
3 .8  การศึกษาความเสทยว»องแคสลัสานการลังเคราะห์เบคา-เอคไคา«น.. .  69
3 .9  การศึกษาปัจจัยต่างๆที่มีผสกระทบต่อการเจริชุแสะการลังเคราะห์

เซตา-เอคาคา«น»องแคสสัส«องต้นา«เน่า.................................................  69
3 .9 .1  แหล่งต้นตอคาร์บอน...................................................................... 71
3 .9 .2  แหล่งต้นตอานาตรเจน..............................   72
3 .9 .3  กรดอะผิไนาธารชิน...................................................................... 72
3 .9 .4  าคเสสเตอรอส............................................................................. 73
3 .9 .5  กรดเมาาาสนิค............................................................................. 73
3 .9 .6  สติกมาสเตอรอสแสะเมตา-»าตสเตอรอส................................. 73
3 .9 .7  จิบเมอเรริค แอชิด...................................................................... 74
3 .9 .8  2 , 4 -D ich lorop henoxyacetic  a c id ................................. 74
3 .9 .9  B enzyladen ine........................................................................  75

4 สรุปและวิจารเนผสการทดสอง.................................................................................. 91
บรรท!านุกรม..............................................................................................................................  114
ภาคผนวก................................................................................................................................... 125

1. ต ้นไ»เน ่า.................................................................................................................. 125
2. ส่วนประกอบ«องต้นไ»เน่า......................................................................................  127
3. พ«ในสกุล V ite x ....................................................................................................  128
4. สุตรอาหาร Murashige and Skoog.................................................................  130
5. การเตรียม Stock MS........................................................................................... 131
6. HPLC าครมาาตแกรม«องสารมาตรฐานเอคไดสเตอรอยต้านระบบตัว«ะ

หน้า



พนา
ต่างกัน......................................................................................................................  133

7. HPLC ใครมาไตแกรมชองสารมาตรฐานเอคาคสเตอรอยค ทนสภาวะดังน้ี 
คอลัมน์ Zorbax Cl 8 (4 .6  มม.X 25 ชม.) ระนฆคัวชะ:เมธานอส-นำ
(45: 55 ) .................................................................................................................. 134

8. HPLC ใครมาไตแกรมชองส่วนต่างๆชองต้นไช่เน่า ในสภาวะตังนี้ คอกัมนํ
Zorbax C l8 (4 .6  มผ.X 25 ชม.) ระขนตัว«ะ: เมธานอล-นำ(4 5 :5 5 ). 135

9. HPLC าควมาไตแกรมชองส่วนทนชองต้นาช่เน่า ทนสภาวะคังน้ี
คอสัมน์: Zorbax Ci8 (4 .6  มม.X 25 ชม.) ระบบตัว«ะ: อะชิไตรานไตรส 
-น้ําท่ีมีกรคอะชิติค 2% ( 1 8 .5 : 8 1 .5 ) ................................................................ 136

10. HPLC ใครมาไตแกรมส่วนต่างๆชองต้นไช่เน่า ทนสภาวะตังน้ี
คอสัมนํ: Zorbax Ci8 (4 .6  มม.X 25 ชม.) ระบบตัว«ะ: อะชิไตรานไตรส 
-นำท่ีมีกรตอะชิติค 2% ( 1 8 .5 : 8 1 .5 ) ................................................................. 137

11. HPLC ใครมาไตแกรมชองสารสกัดวากแคสลัสชองต้นาช่เน่า ทนสภาวะตังน้ี
คอลัมน์: Zorbax Ci8 (4 .6  มม.X 25 ชม.) ระบบตัว«ะ: เมธานอล-นํ้า 
(4 5 :5 5 ) ..............................   138

12. HPLC าครมาไตแกรมชองสารสกัดจากแคลลัสชองต้นไช่เน่า ทนสภาวะดังน้ี 
คอลัมน์: Zorbax Ci8 (4 .6  มม.X 25 ชม.) ระบบตัว«ะ: เมธานอส-นำ
w ith กรคอะชิติค 2% (4 5 :5 5 ) ..........................................................................  139

13. HPLC ใครมาไตแกรมชองสารสกัดจากแคลลัสชองต้นาช่เน่า ทนสกาวะตังน้ี
คอลัมน์: Zorbax Cl8 (4 .6  มม.X 25 ชม.) ระบบตัว«ะ: อะชิไตรไนไตรส 
-น า( 1 4 .5 : 8 5 .5 ) .................................................................................................. 140

14. HPLC ใครมาไตแกรมชองสารสกัดจากแคลลัสชองต้นไช่เน่า ไนสภาวะตังนี
คอลัมน์: Zorbax Ci8 (4 .6  มม.X 25 ชม.) ระบบตัว«ะ: อะชิไตรานไตรส 
-น ํ้า ( 1 4 .5 : 8 5 .5 ) .................................................................................................. 141

15. ลักพนะ HPLC ใครมาาตแกรมชองสารสกัดจากแคสลัส«นส่วนชองไบคี ่
ระยะต่างๆกัน เพาะ เสยงบนอาหาร 1/2 MS ท่ีมี 2 ,4-D  1 ม ก./ส . และ
BA 2 ม ก ./ส ........................................................................................................... 142



16. ลักพเนะ HPLC ใครมาาฅแกรม»องสารสกัดจากแคลลัสส่วน«องตันที่ระยะ 
ต่างๆกัน เพาะเล็้ยงบนอาหาร 1/2 MS ท่ีมี 2 , 4-D 1 ผ ก ./ล . และ BA
2 ม ก ./ล ................................................................................................................. 143

17. ลัก»ผะ HPLC ใครมาาตแกรม»องสารสกัดจากแคลลัส«นอีพเดอร์มิสที่ระยะ 
ต่างๆกัน เพาะเลียงบนอาหาร 1/2 MS ท่ีมี 2,4-D  1 ม ก ./ล . และ
BA 2 ม ก ./ล ........................................................................................................... 144

18. กราพมาตรฐานลำหรับวิเคราะห์ปริมาทแบตา-เอคไคาซนตัวย HPLC
สกาาะที่ใ»คือคอลัมนะ์ Zorbax C i8, ตัา»ะ ะ อะซิาตรานาตรล์-นำ ท่ีผี
กรคอะซิติค 2% (1 8 .5 :8 1 .5 )  อัตราการาหล: 1 มล./นาฑ.ี......................... 156

19. กรไพมาตรฐานลำหรับวิเคราะห์บริมไกแบตา-เอคาดาซนควย HPLC
สกาาะที่ใ»คือคอลัมน์: Zorbax C i8, ตัว»ะ ะ เมธานอล-นำ (45:55)
อัตราการาหล: 1 มล./นาท ี..................................................................................  157

ประรัตผู้เ»ยน

หน้า

1 58



สารบ ัญตาราง

คารางท ี่ หน้า

1 ผล«องคาามเ«ม«น«องสารอาหาร MS ต่อเนอเยึ๋อต้นไข่เน ่าส ่านต่างๆ

เข ็น เวสา 4 สับคาห.............................................................................................  22
2 ผล«องสารควบคุมการเจริญเติบาตต่อการ«กนำการเกิดแคสสัส....................  25
3 ผล«องคาามเ«ม«น«องสารอาหารต่อการ«กนำการสร้างแคลสัส เม ึ๋อเส ียง 

บนอาหาร MS แสะ 1 /2  MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบไตคีอ 2 ,4 -D
1 มก./ส .แสะ BA 2 ม ก ./ส . ระยะเวสาทดสองนาน 4 สัปดาห.์..............  33

4 แสคงผส«องแสงต่อการ«กนำการสร้างแคสสัส เมึ๋อเสียงบนอาหารสคร 
1 /2  MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบไตคือ 2 ,4 -D  1 มก./ส .แสะ BA
2 ม ก ./ส . านท่ีมีแสง 2 ,0 0 0  สัก,» 16 «าใมงต่อวัน แสะานที่มีดตสอคเวสา
ร ะ ย ะ  เว ล า ท ด สองนาน 4 สับดาห......................................................................... 34

5 ปริมาท»ทานแคลสัสส่วนต่างๆ«องตันไข่เน่า...................................................... 40
6 บริมาทกบตา-เยคาคาซนานส่วนเบสีอก Iมอทดลองสกัดแยกด้วยวิธีการและ

สภาวะต่างๆกกัน แล้วนำผลที่ไดไบวิเคราะห์ด้วย HPLC................................  42
7 แสดงปริมาทกบตา-เอคไคาชนที่าด้จากการวิเคราะห์ด้วย HPLC ไนส่วน 

เบสีอกเมอสกัดด้วย เอธานอล 95% ใคยไ» S o x h le t  a p p a r a tu s  ที
ระยะ เวลาต ่างๆก ัน................................................................................................... 43

8 แสดง»นิด«องตัวทำสะสาย ชํ่งา«ไนการแยกสารบระกอบเอคาดใชนด้วย
เท ค น ิค  TLC บ น แ ผ ่น แ ก ว ฉ าบ ด ้ว ย ส าร ชสิ ีก า เจ ล เอ » เอ ท 2 5 4 หนา

0 .2 5  ผม.................................................................................................................  45
9 แสดง S e n s i t i v i t y  «องวิธีการที่า«ทดสอบสารบระกอบานกลุ่ม

เอคไดสเตอรอยคเผี๋อแยกด้ายเทคนิค TLC บนแผ่นอสุมิเนียมฉาบด้วย
ชิส ีกาเจล 60 เอด2 5 4  ต ัว » ะคีอ คลอไรพอร้ม-เมธานอส ( 4 : 1 ) ...............  51



สาร ut](กๆท
ภาพที หน้า

1 ชบวนการสัง เคราะห์สาร เ บ ต า-1อคไดใซนจากใด t สส เตอรอลไนพี«ที่น่า เ ย็น

ไมได’................................................................................................................................... 2
2 แสดงสูตรใครงสร้างชองฮอร้ใมนสอกดราบบาง«นิด.................................................. 3
3 ต้นไช่เน่าที่าซ้เย็นพี«ทดลอง...........................................................................................  11
4 การดัดแยก«นเนอเย ื่อต ้นไช ่เน ่าเย ื่อนำไปเพาะ เสียงบนอาหารสัง เคราะห .์.........  15
5 ภาพแสดงมาตรฐานชองสักพ!»และ«นาคแคลสัสที่ใซ้เย็นเก{พ์าาหนดคะแนนการ

เกิดแคสสัสชองเนอเยื่อต้นไช่เน ่า.................................................................................  24

6 ผลชองสารคาบคุมการเจริญเติบไต(2 ,4 -D  «สะ BA) ที่ระดับความเช้มซ้นต่างๆ
กัน ต่อการ«กนำการเกิดแคสสัสจากไบชองต้นาช่ เน ่า อายุ 4 สัปดาห์...............  26

7 ผลชองสารคาบคุมภารเจริญเติบไต( 2 , 4-D แสะ BA) ที่ระดับความเซ้มซ้นต่างๆ
กันต่อการ«กนำการเกิดแคสสัสจากต้นาช่ เน ่า อายุ 4 สัปดาห์.............................. 27

8 กรๆฬแสดงการเจริญเติบไตชองแคลสัสที่เกิดจากไบบนอาหาร 1 /2  MS ท่ีมี

สารคาบคุมการเจริญเติบไตคือ 2 , 4-D 1 ,2 ,3 ,4  ม ก ./ล . และ BA 2 ผ ก ./ส  29
9 กราพแสดงการเจริญเติบไตชองแคสสัสที่เกิดจากต้นต้น บนอาหาร 1 /2  MS 

ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบไตคือ 2 , 4-D 1 ,2 ,3 ,4  ม ก ./ส .และ BA 3

ม ก ./ล . เทียบกับสูตรที่ผี 2 ,4 -D  1 ผ ก ./ส . และ BA 2 ม ก ./ส ....................  30
10 กราปแสดงการเจริญเติบไตชองแคลสัสที่เกิดจากๆบ เบสีอก และส่วนชองต้น 

บนอาหาร 1 /2  MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบไตคือ 2 ,4 -D  1 ม ก ./ล .แ ล ะ
BA 2 ม ก ./ล .................................................................................................................... 31

11 กราพแสดงการเจริญเติบไตชองแคลสัสที่เกิดจากต้น บนอาหาร 1 /2  MS 
ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบไตคือ 2 ,4 -D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 มก ./ส
ไนที่าต้รับแสง 2 ,0 0 0  สักซ 16 «วใมงต่อวันและานที่มดตลอดเวลา....................  36

12 แสดงสัก»{«ะชองเซลล์ชองแคลสัสจากเนอเยื่อส ่วนต่างๆ»องต้นไช่เน ่า...____ 37
13 แสดงระยะการแบ่งตัวชองเซลล์แคลสัสที่เกิดจากต้นไช่เน่า

A :early  prophase B:middle prophase C:metaphase D,E:anaphase



F,G : t e l o p h a s e ............................................................................................................  39
14 กราปแท่งแสดงปริมา(1ท น ต า-1อดไตใชนไนส่วนIปลือกชองด้นไช่Iน่า Iม๋ีอสกัต

แยกด้วยเอธานอล 95%าน S o x h le t  a p p a r a tu s  และวิเคราะห ์สารด้วย HPLC 44
1 5 .1  TLC ใครมาาตแกรมชองสารสกัดจากส่วนเปลือกชองด้นไช่เน่าเชรียฆเทียบกับ

สารมาตรฐานกลุ่มเอดไดสเตอรอยคบนแผ่นแก้วฉาบด้วยสารชิลิกาIจส เอชเอป254 

พนา 0 .2 5  มม. ระบบตัวชะะ คลอใรปอรีม-เมธานอล(3ะ1 ) .............................. 46
1 5 .2  TLC ใครมาใตแกรมชองสารสกัดจากส่วนเปลือกชองด้นไช่เน่าเปรียบเทียบกับ

สารมาตรฐานกลุ่มเอคไคสเตอรอยห์บนแผ่นแก้วฉาบด้วยสาร?(ลิกาเจล เอ « เอ ป 254 

พนา 0 .2 5  มม. ระบบค ัว «ะ: คลอใรปอรีม-เมธานอล( 4 : 1 ) .............................. 47
1 5 .3  TLC ใครผาาตแกรมชองสารสกัดจากส่วนIปลือกชองด้นไช่Iน่าเบรียบเทียบกับ

สารมาตรฐานกลุ่มเอดไคสเตอรอยห์บนแผ่นแก้วฉาบด้วยสาร?(ลิกาเจส เอ « เอ ด 254 

หนา 0 .2 5  มม. ระบบคัว«ะ: คลอาวปอรีม-เอธานอล(6 5 ะ3 5 ) .........................  48
16 TLC ใ ค ร ม า า ต แ ก ร ม ช อ ง ส า ร ส ก ัด ส ่ว น ต ่า ง ๆ ช อ ง ด้นไ ช ่เน ่า เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ ส า ร  

ม า ต ร ฐ า น เบ ต า - เอ ค า ด ใ ช น บ น แ ผ ่น อ ล ุน ีเน ีย ม ฉ า บ ด ้ว ย  ชิลิก า เ จ ล  60 เ อ ป2 5 4

ตัว«ะคีอ คลอารปอร ีม-เมธาน อล(ร:1 ) ................................................................... 50
17 HPLC ใครมาาตแกรมชองสารมาตรฐานเอคไดสเตอรอยดานระบบคัว«ะต่างกันคอ

A: เมธานอล-นำ (3 8 :6 2 )  B: เมธานอล-นำ (4 0 -6 0 )

C: เมธานอล-นำ (4 5 -5 5 )  D: เมธานอล-นำ ( 5 0 - 5 0 ) ..........................  53
18 HPLC ใครมาาตแกรมชองสารมาตรฐานเอคไคสเตอรอยคานสภาวะคังนี 

คอลัมน์:Z orbax  Ci8 (4 .6  ม ม .x25 ซม.)ระบบคัว«ะ:เมธานอล-นำ
(4 5 :5 5  ) อัตราการไพล: 1 ม ล ./น าท ี.....................................................................  54

19 HPLC ใครมาใตแกรมส่วนต่างๆชองด้นไช่เน่า สภาวะที่ๆ«ลือ 
คอลัมน์:Z orbax  Cl 8 (4 .6  ม ม .x25 ชม.)ระบบคัว«ะ:เมธานอล-นำ
(4 5 :5 5 )  อัตราการไหล: 1 ม ล ./น าท ี.....................................................................  55

20 HPLC ใครมาาตแกรมส่านาบชองด้นไช่เน่า สภาวะที่า«ลือ คอลัมน์:
Z orbax Ci8 ระบบคัว«ะ: อะ?(ใครไนไตรล-นำที่มีกรคอะ?(ติค 2%
( 1 8 .5 :8 1 .5 )  อัตราการไพสะ 1 มล./นาท ี

หน้า

56



พนา
21 HPLC ใครมาาตแกรมส่วนต่างๆ«องต้นไข่เน่า สภาวะที่า«คอ

คอสัมน์:Z orbax  Ci8 ระบบตัว«ะ:อะชิาตรานไตรล-นำที่มิกรดอะชิติค 2% 
( 1 8 .5 :8 1 .5 )  อัตราการไหส: 1 ม ส ./น าท ี......................................................  57

22 HPLC ใครมาาตแกรม«องสารสกัคจากแคสสัส«องต้นไข่เน่า สภาวะที่า«คอ

คอสัผห์: Z orbax  Cl8 ( 4 .6  ม ผ .x25 ช ม .) ระบบตัว«ะ: เมธานอส-นํ้า 
(4 5 :5 5 )  อ ัตราการไหล: 1 ม ล ./น าท ี................................................................... 58

2 3 .1  HPLC ใครมาใตแกรม«องสารสกัดจากแคลลัสส่วน«องต้น«องต้นไข่เน่าที่อายุ 4 
สัปดาห์ สกาวะที่ท«คือคอสัมห์: Z orbax  C i8 , ระบบตัว«ะ: เมธานอส-นํ้า
ที่มิกรคอะชิคิค 2% (4 5 :5 5 )  อัตราการไหล: 1 ม ล ./น าท .ี...............................  59

2 3 .2  HPLC ใครผาาตแกรม«องสารสกัดจากแคสสัสส่วน«องต้น«องต้นไข ่เน่าที่อายุ 4
สับคาห์ สภาวะท่ีใ«คือคอสัมน: Z orbax  C i8, ระบบตัว«ะ: อะชิาตรไนไตรส 
-นำ ( 1 4 .5 :8 5 .5 )  อัตราการไหล: 1 มล./นาท ี.................................................  60

2 3 .3  HPLC ใครมาาตแกรม«องสารสกัดจากแคสสัสส่วน«องต้น«องต้นไข่เน่าที่อายุ 4

สัปดาห์ สภาวะที่ท«คือคอสัมน: Z orbax  C i8 , ระบบตัว«ะ: อะชิาตรานไตรล์ 
-น้าที่มิกรดอะชิติค 2% ( 1 4 .5 :8 5 .5 )  อัตราการไหล: 1 ม ล ./น าท ี...............  61

24 กราบแท่งแสดงปริมาทนบตา-เอคไคใชนานส่วนด่างๆ«องต้นไข่เน่า....................  63
25 สัก»ผะ HPLC ใครมาใดแกรม«องสารสกัดจากแคลสัส«นส่วน«องาบ ที่ระยะ 

ต่างๆกัน เดาะเล ี้ยงบนอาหาร 1 /2  MS ท่ีมี 2 , 4-D 1 ม ก ./ล . และ BA 2 
ผก./ล.ที่อุท(หภูมิ 25+2° ช ไนที่มิแสงความI«ม 2 ,0 0 0  ส ักชเป ็นเวลา 16
«วามงต่อวัน........................................................................................... ........................  65

26 สักษผะ HPLC ใครผาใตแกรม«องสารสกัดจากแคลสัส«นอีดิเคอร์มิส ที่ระยะ 
ต่างๆกัน เดาะเล ียงบนอาหาร 1 /2  MS ท่ีมี 2 , 4-D 1 ม ก ./ล . และ BA 2 
มก./ล.ท ี่อ ุผหภูม ิ 25+2° ช านที่มิแสงความเ«ม 2 ,0 0 0  สักห์เป ็นเวลา 16
«วามงต่อวัน.............................................................................................................  66

27 สัก»ผะ HPLC ใครผาาตแกรม«องสารสกัคจากแคลสัสส่วน«องต้น ที่ระยะ
ต่างๆกันเดาะเล ี้ยงบนอาหาร 1 /2  MS ท่ีมิ 2 ,4 -D  1 ม ก ./ล . และ 2 ม ก ./ส .
BA ท่ีอุผหภูมิ 25+2* ช านที่มิแสงความเ«ม 2 ,0 0 0  ส ักช์เป ็นเวลา 16 «วใมง



ต่อวัน................................................................................................................................  67
28 แสคงปริมาแทบตา-เอคไคาชน«องแคลลัสจาก เนอเยื่อส่วนต่างๆ«องตันไข่เน ่า

ที่เจริเ]เานช่วงระยะต่างๆทัน เพาะเล็้ยงบนอาหาร 1 /2  MS ท่ีผี 2 ,4 -D  1 มก. 

/ล .  แสะ BA 2 ม ก ./ส . ท่ีอุญหภุมิ 2 5 + 2 0ช ไนที่มีแสงความI«ม 2 ,0 0 0  ลักชั่ 
เป ็น เวลา 16 ชั่วไผงตํอวัน......................................................................................... 68

29 กราพแท่ง เ ปรียน เ ท่ยบปริมาญสาร เ ฆ ตา-เ อคไดาชน«อง แคลสัสที่Iกิคจากส่วน 

ของตัน อายุ 4 สัปคาหเพาะIล็้ยงปนอาหาร 1 /2  MS ท่ีมี 2 ,4 -D  1 ม ก ./ส . 
แสะ BA 2 ม ก ./ล . ท่ีอุแเหภูมิ 25+2° ช ไนที่มีแสงความเข้ม 2 ,0 0 0  ลักช่ั
เป ็น เวลา 16 ชั่วไมงตํอวัน เป ็นเวลานานต่างทัน...............................................  70

30 รูปก่ายเปรียปเทียปลัก»ผะแคลลัสส่วน«องตัน«องตันา«เน่า m พาะเล ื้ยงานอาหาร
สูตร 1 /2  MS ที่เสริมด้วย 2 ,4 -D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล .................  76

31 กราพแสคงการเจริfyIติบาดและการผลิตสารIบตา-1อคไดาชนไนฮาหาร

สูตร 1 /2  MS ที่เสริมด้วย 2 ,4 -D  1 ม ก ./ล . และ BA 2 ม ก ./ล .................. 81

หน้า



คายอ

°ซ องศาเซอ 1 ซยอ(degree c e lc iu s )
ซ}!. เ ซนติเ มฅร
ยก. /ฝ ื. มิออิกรัม/ลิตร
ม}!. มอลิ 1 มดร
มอ. มิอลิลิตร
BA benzyladenine
b. p. b o ilin g  p oint
2,4-D 2 , 4-D ich lorop henoxyacetic  acid
g. gram.
HPLC High Performance Liquid Chromatography
min. minute
N normal
nm. nanometer
Rt. re ten tio n  time
TLC Thin Layer Chromatography
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