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บทคัดย่อ 
สีของแคลลัสและระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงแคลลัสมีผลต่อปริมาณสารทุติยภูมิของพืชสมุนไพร งานวิจัยนี้

จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสีแคลลัสกระเจี๊ยบแดง (Hibiscus sabdariffa Linn.) และระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยงแคลลัสสีแดงต่อปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 
และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH จากการศึกษาปริมาณสารทุติยภูมิของแคลลัสสีเขียวขาว แดง และแดงเข้ม พบว่า
แคลลัสสีแดงเข้มมีปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมด (0.38±0.08 mg cyd-3-glu/L) สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 
(28.29±3.16 mg GAE/g dry extract) สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (13.22±2.11 mg CE/g dry extract) สูงกว่า 
และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50 = 78.82±6.61 µg/mL) ดีกว่าแคลลัสสีแดง และสีเขียวขาว ส่วนการ
เพาะเลี้ยงแคลลัสสีแดงเข้มเป็นระยะเวลา 7-28 วัน พบว่าแคลลัสสีแดงเข้มที่เพาะเลี้ยงนาน 28 วัน มีปริมาณสาร
แอนโทไซยานินทั้งหมด (0.45±0.08 mg cyd-3-glu/L) สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงสุด (11.34±2.60 mg CE/g 
dry extract) และมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ DPPH (EC50 = 85.70±12.86 µg/mL) ดีกว่าแคลลัสที่ระยะเวลาเพาะเลีย้ง
นาน 7-21 วัน ส่วนปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติในทุกระยะเวลาที่เพาะเลี้ยง
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Abstract 
Color and culture period of callus play important roles on secondary metabolite contents 

of medicinal plants.  The objectives of this study were to investigate the effects of different colors 
of roselle calli and callus culture periods of dark- red colored- callus on contents of total 
anthocyanin, total phenolic and total flavonoid including DPPH radical scavenging activities.  The 
secondary metabolite contents of different colored- calli:  green- white, red and dark red was 
determined.  The results revealed that the dark- red colored- callus contained higher total 
anthocyanin content (0.38±0.08 mg cyd-3-glu/L), total phenolic content (28.29±3.16 mg GAE/g dry 
extract), flavonoids content (13.22±2.11 mg CE/g dry extract) and greater DPPH radical scavenging 
activity (EC50 =  78.82±6.61 µg/mL) than the red and green-white colored-calli. At different culture 
periods (7-28 days), it was found that the dark- red colored- callus cultured for 28 days contained 
the higher contents of total anthocyanin (0.45±0.08 mg cyd-3-glu/L), total flavonoid (11.34±2.60 
mg CE/g dry extract) and the greatest DPPH radical scavenging activity (EC50 = 85.70±12.86 µg/mL) 
than those cultured for 7-21 days.  However, there was no significant difference in total phenolic 
contents at all culture periods. 
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1. บทน า 

กระเจี๊ยบแดง (Hibiscus sabdariffa Linn.) 
หรือ roselle เป็นพืชที่สามารถน าส่วนต่าง ๆ มาใช้
ประโยชน์ ได้ หลากหลาย เ ช่น  ยอดอ่อน น า ไป
รับประทาน มีผลดีต่อระบบหมุนเวียนโลหิต เมล็ดใช้
เป็นยาบ ารุงก าลัง และกลีบเลี้ยง (calyx) เป็นส่วนที่มี
สรรพคุณทางยามากท่ีสุด [1] ประกอบด้วยกรดอินทรยี์
หลายชนิด เช่น กรดซิตริก (citric acid) กรดมาลิก 
(malic acid) และมีสารแอนโทไซยานิน (anthocyanin) 
ในปริมาณมาก นอกจากนี้ยังมีสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ 
(flavonoids) ฟีนอลิค (phenolic acid) และมีสาร
ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) สูงอีกด้วย [2] กลีบ
เลี้ยงของกระเจี๊ยบแดงมีสรรพคุณในด้านการลดความ

ดันโลหิต ป้องกันการเกิดนิ่วในกระเพาะปัสสาวะ ลด
ไขมันในเส้นเลือด ลดไข้ บรรเทาอาการอักเสบ มีฤทธิ์
ต้านเช้ือแบคทีเรีย และเชื้อรา [2-4] อย่างไรก็ตาม การ
ผลิตกระเจี๊ยบแดงในสภาพธรรมชาติยังคงมีข้อจ ากัด
จากปัจจัยด้านสภาพแวดล้อม เนื่องจากกระเจี๊ยบแดง
เป็นพืชวันสั้น (short day plant) อีกทั ้งย ังมีความ
เสี ่ยงต่อการถูกเข้าท าลายโดยไส้เดือนฝอย และ
เพลี้ยอ่อน [5,6] ท าให้ผลผลิตที่ได้อาจมีปริมาณและ
คุณภาพที่ไม่สม่ าเสมอ ซึ่งส่งผลต่อการผลิตสารทุติยภูมิ 
(secondary metabolite) ปัจจุบันการผลิตสารทุติยภูมิ
จากพืชสมุนไพรในสภาพควบคุมของห้องปฏิบัติการจึง
เป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่มีประสิทธิภาพ เนื่องจาก
สามารถผลิตได้อย่างต่อเนื่อง ให้คุณภาพสม่ าเสมอ 



ปีที่ 27 ฉบับที ่3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2562                                                             วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 463 

และใช้เวลาสั้นกว่าการปลูกพืชทั่วไป ซึ่งการเพาะเลี้ยง
แคลลัสเป็นหนึ่งในหลายรูปแบบของการเพาะเลี้ยงที่
นิยมน ามาศึกษาเพื่อสกัดและเพิ่มปริมาณสารทุติยภูมิ 
[7] ปพิชญา [8] ได้รายงานถึงการพัฒนาแคลลัสเมื่อ
เพาะเลี้ยงใบเลี้ยงของกระเจี๊ยบแดงกลีบเลี้ยงสีแดงเข้ม 
โดยพบว่าอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog) ที่
เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L ร่วมกับ BA ความ
เข้มข้น 1 mg/L เป็นอาหารเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมต่อ
การชักน าให้เกิดแคลลัส นอกจากนี้พบการพัฒนาของ
แคลลัสสีแดงขึ้นบนก้อนแคลลัสสีเขียวขาว และ
สามารถเพาะเลี้ยงเพิ่มจ านวนแคลลัสสีแดง ซึ่งแคลลัส
สีแดงนี้น่าจะเป็นแหล่งของสารทุติยภูมิที่ส าคัญ เช่น 
แอนโทไซยานิน สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด รวมถึง
สารต้านอนุมูลอิสระ จากรายงานของ Ramachandra 
Rao และ Ravishankar [9] กล่าวว่าการคัดเลือก cell 
line ที่มีสารทุติยภูมิสูงสามารถท าได้ง่ายหากสารทุติย
ภูมิที่ต้องการเป็นสารที่มีสี เช่น การคัดเลือกกลุ่มเซลล์
ของโป๊ยเซียน (Euphorbia milli) ที่มีสี พบว่าสามารถ
ผลิตสารแอนโทไซยานินเพิ่มขึ้น [10] หรือการคัดเลือก
แคลลัสที่มีสีเหลืองที่พัฒนาจากช้ินส่วนใบเลี้ยงของต้น 
Gynochthodes umbellata L.  และเพาะเลี้ยงบน
อาหารที่มี  2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L พบว่ามี
ปริมาณสารแอนทราควิโนน (anthraquinone) สูงสุด
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (18.19±0.58 mg/g DW) 
[11] แสดงให้เห็นว่าสีของแคลลัสสามารถน ามาใช้ใน
การคัดเลือก และน ามาผลิตสารให้มีปริมาณสารสูงขึ้น
ได้ อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีรายงานถึงปริมาณสารทุติยภูมิ
ของแคลลัสสีต่างกันในกระเจี๊ยบแดง 

นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยงเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อปริมาณสารทุติยภูมิ 
โดย ทิพย์สุคนธ์ และคณะ [12] พบว่ายอดข้าวเย็นใต้ 
( Dioscorea membranacea Pierre ex Prain & 
Burkill) มีปริมาณสาร dioscorealide B สูงสุดเมื่อ

เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อเป็นเวลานาน 10 และ 12 
สัปดาห์ บนอาหารสูตร MS ที่เติม BA ความเข้มข้น 2 
mg/L หรือการศึกษาปริมาณ total cryptotanshi-
none และ cryptotanshinone ของเซลล์แขวนลอย 
Salvia miltiorrhiza เป็นเวลา 5-16 วัน พบว่าปริมาณ
สารทั้ง 2 ชนิด เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่เพาะเลี้ยง แต่
ปริมาณ rosmarinic acid เพิ่มขึ้นสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นเวลา 10 วัน และลดลงเรื่อย ๆ ตามอายุการ
เพาะเลี้ยง [13] อย่างไรก็ตาม ปริมาณสารทุติยภูมิ 
และฤทธิ์ต้ านอนุมูลอิสระของแคลลัสสีแดงของ
กระเจี๊ยบแดงเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลานานต่างกัน
นั้นยังไม่มีรายงาน ดังนั้นในการทดลองครั้ งนี้จึ ง
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสีแคลลัสที่ต่างกัน และ
ระยะเวลาในการเพาะเลีย้งแคลลัสสีแดงต่อปริมาณสาร
แอนโทไซยานินทั้งหมด สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด 
สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ
แคลลัสกระเจี๊ยบแดงกลีบเลี้ยงสีแดงเข้ม 
 

2. อุปกรณ์วิธีการ 
ตัดแยกแคลลัสสีแดงที่พัฒนาขึ้นเป็นจุดเล็ก ๆ 

บนก้อนแคลลัสสีเขียวขาวจากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยง
กระเจี๊ยบแดงที่มีกลีบเลี้ยงสีแดงเข้ม (รูปที่  1 A) 
จากนั้นน าแคลลัสสีแดงมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L และ BA 
ความเข้มข้น 1 mg/L เพื่อเพิ่มจ านวน โดยแคลลัสสี
แดงนี้แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ แคลลัสที่มีสีแดง และสี
แดงเข้ม แล้วย้ายเลี้ยงจนแคลลัสทุกสีมีปริมาณมาก
เพียงพอในท าการทดลอง  

2.1 ผลของสีแคลลัสต่อปริมาณสารทุติยภูมิ 
น าแคลลัสสีเขียวขาว (รูปที่ 1 B) สีแดง 

(รูปที่ 1 C) และสีแดงเข้ม (รูปที่ 1 D) ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L 
ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 1 mg/L เป็นเวลานาน 14 
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วัน น าไปท าให้แห้งด้วยเครื่อง freeze drier (รุ่น FDB-
5503, Gperon) น าตัวอย่างแห้งของแคลลัสสีเขียวขาว 
สีแดง และสีแดงเข้มมาสกัดด้วย 95 % ethanol 
อัตราส่วน 1 : 3 โดยปริมาตร เป็นเวลา 15 ช่ัวโมง แล้ว
กรองด้วยกระดาษกรอง Whatman® No. 1 น าตัวอย่าง
แห้งส่วนที่เหลือมาสกัดด้วย 95 % ethanol ตามวิธี
ข้างต้นอีก 2 ครั้ง ระเหยสารสกัดทั้งหมดให้แห้งด้วย
เครื่อง vacuum drier (รุ่น VD53, WTB binder) ที่
อุณหภูมิ 50 oC เป็นเวลา 40 ช่ัวโมง น าสารสกัดที่
ได้มาวิเคราะห์หาปริมาณสารทุติยภูมิ  วางแผนการ
ทดลองแบบ completely randomized design (CRD) 
แต่ละสิ่งทดลองมี 3 ซ้ า โดยวิเคราะห์หาปริมาณสาร
แอนโทไซยานิน สารประกอบฟินอลิคทั้งหมด และสาร 
ประกอบฟลาโวนอยด์ รวมถึงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระด้วย
วิธี DPPH radical scavenging activity วิธีการมีดังนี ้

2.1.1 ปริมาณสารแอนโทไซยานินท้ังหมด  
วิ เคราะห์หาปริมาณสารแอนโทไซ

ยานินท้ังหมดด้วยวิธี pH-differential ดัดแปลงจากวิธี
ของ Lee และคณะ [14] โดยละลายสารสกัดจาก     
แคลลัสกระเจี๊ยบแดง 3 mg ด้วย ethanol ปริมาตร 3 
mL จากนั้นปิเปตสารละลายตัวอย่าง 1 mL ใส่หลอด
ทดลองจ านวน 2 หลอด โดยในหลอดทดลองที่ 1 เติม 
0.025 M potassium chloride ที่ pH 1.0 ปริมาตร 5 
mL และหลอดทดลองท่ี 2 เติม 0.4 M sodium acetate 
ที่ pH 4.5 ปริมาณ 5 mL เขย่าสารให้เข้ากันในแต่ละ
หลอด จากนั้นน าสารในหลอดทดลองแต่ละหลอดไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 และ 700 
nm ตามล าดับ ด้วยเครื่อง UV-VIS spectrophoto-
meter (รุ่น TCC-240A, Shimadzu) โดยค่าการดูด 
กลืนแสง (A) ของตัวอย่างค านวณจาก A = (A520 - 
A700) pH 1.0 - (A520 - A700) pH 4.5 

รายงานผลในหน่วยของ cyanidin-3-
glucoside equivalents (mg/L) สามารถค านวณโดย

อ้างอิงกับ cyanidin-3-glucoside (cyd-3-glu) จาก
สูตร ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดในสารสกัด = [(A 
× MW × DF × 103)  ÷   × I]  เมื่อ A คือ ค่าความ
แตกต่างของการดูดกลืนแสง ; MW คือ มวลโมเลกุล 
cyanidin-3-glucoside = 449.2 g /mole; DF คือ ปริมาตร
ของสารละลายทั้งหมด ÷ ปริมาตรของสารสกัด; 103 
คือ เฟคเตอร์เปลี่ยนหน่วย จาก g เป็น mg;  คือ ค่า
สัมประสิทธ์ิ cyd-3-glu = 26,900 L × mole-1 × cm-1; 
I คือ แสงท่ีส่องผ่าน cuvette (1 cm) 

2.1.2 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด  
วิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด

ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu’s colorimetric ที่ดัดแปลง
จากวิธีการของ Folin และ Ciocalteu [15] เตรียมสาร
สกัดแคลลัสของกระเจี๊ยบแดง 1 mg ละลายด้วย 
absolute ethanol ปริมาตร 1 mL จากนั้นน าไป 
sonicate เป็นเวลา 1 นาที ปิเปตสารละลายตัวอย่าง
ปริมาตร 20 µL ใส่ในหลุม 96 well-microplates เติม
สารละลาย 2 M Folin-Ciocalteu’s reagent ที่เจือ
จาง 10 เท่า ปริมาตร 100 µL และเติมสารละลาย 7.5 
% w/v Na2CO3 ปริมาตร 80 µL จากนั้นตั้งทิ้งไว้นาน 
30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบก าหนดเวลาน าไปวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm ด้วย
เครื่อง microplate Reader (รุ่น Power Ware XS,  
Biotex) โดยใช้ absolute ethanol ปริมาตร 20 µL 
ร่วมกับ Folin-Ciocalteu’s reagent ปริมาตร 100 
µL และ 7.5 % w/v Na2CO3 ปริมาตร 80 µL เป็น 
blank ของสารละลายตัวอย่าง ค านวณหาปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั้ งหมดเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของ gallic acid โดยมีหน่วยเป็น mg ของ 
gallic acid equivalents ( GAE)  ต่ อ ส า ร ส กั ด ช้ั น 
ethanol 1 g (mg GAE/ g dry extract) 

2.1.3 วิ เคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์
ทั้งหมด  
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โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Zhu และ
คณะ [16] น าสารสกัดแคลลัสของกระเจี๊ยบแดง 1 mg 
ละลายใน absolute ethanol ปริมาตร 1 mL จากนั้น
น าไป sonicate เป็นเวลา 1 นาที ปิเปตสารละลาย
ตัวอย่างปริมาตร 500 µL ใส่ในหลอดทดลอง เติม
สารละลาย 5 % NaNO2 ปริมาตร 75 µL ผสมให้เข้า
กันเป็นเวลา 6 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 10 % 
AlCl3 ปริมาตร 150 µL ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 6 นาที 
เติม 1 M NaOH และน้ ากลั่น ปริมาตร 500 และ 275 
µL ตามล าดับ ผสมให้เข้ากัน และตั้งทิ้งไว้ 15 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง เมื่อครบก าหนดเวลา ปิเปตสารละลาย
ปริมาตร 200 µL ใส่ในหลุม 96 well-microplates 
และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 
nm ด้ วย เครื่ อ ง  microplate reader ค านวณหา
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของ catechin โดยมีหน่วยเป็น mg ของ 
catechin equivalents (CE) ต่อสารสกัดช้ัน ethanol 
1 g (mg CE/g dry extract) 

2.1.4 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH 
radical scavenging activity  

วิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Yamasaki และคณะ [17] 
น าสารสกัดแคลลัสของกระเจี๊ยบแดง  10 mg มา
ละลายในตัวท าละลาย absolute ethanol ปริมาตร 
1 mL จากนั้นน าไป sonicate เป็นเวลา 1 นาที ปิเปต
สารละลายตัวอย่างให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 200, 
100, 50 และ 25 µg/mLจากนั้นน าสารละลายตัวอยา่ง
ในแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 100 µL ใส่ลงในหลุม 
96 well-microplates และเติมสารละลาย DPPH 
ปริมาตร 100 µL ตั้งทิ้งไว้ในที่มืดนาน 30 นาที ที่
อุณหภูมิห้อง แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 520 nm ด้วยเครื่อง microplate reader 
โดยใช้สารละลายตัวอย่างความเข้มข้นต่าง ๆ 100 µL 

และเติม absolute ethanol ปริมาตร 100 µL เป็น 
blank ของสารละลายตัวอย่าง ใช้ absolute ethanol 
ปริมาตร 100 µL ร่วมกับสารละลาย DPPH ปริมาตร 
100 µL เป็น control และใช้ BHT เป็นสารแอนติออก
ซิแดนซ์มาตรฐาน (positive control) ค านวณหา % 
การยับยั้งอนุมูล DPPH ตามสมการด้านล่าง และ
ค านวณหาค่า EC50 (ค่าความสามารถของสารสกัดที่
สามารถยับยั้ งอนุมูล DPPH ได้ที่  50 %) โดย % 
inhibition = [(OD control - OD sample) ÷ OD 
control] x 100 เมื่อ OD control คือ ค่าการดูดกลืน
แสงของชุดควบคุม; OD sample คือ ค่าการดูดกลืน
แสงของชุดทดสอบ 
 

 
 

รูปที่ 1  (A) กลีบเลี้ยงสีแดงเข้มของกระเจี๊ยบแดงที่
น ามาศึกษา (B) แคลลัสกระเจี๊ยบแดงมีสีเขียว
ขาว (C) สีแดง และ (D) สีแดงเข้ม  

 
2.2 ผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงต่อ

ปริมาณสารทุติยภูมิ 
น าแคลลัสสีแดงเข้มมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L ร่วมกับ 
BA ความเข้มข้น 1 mg/L เป็นเวลา 7, 14, 21 และ 28 

A B 

C D
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วัน (รูปที่ 2) วางแผนการทดลองแบบ CRD แต่ละสิ่ง
ทดลองมี 3 ซ้ า น าแคลลัสในทุกสิ่งทดลองไปท าให้แห้ง
ด้วยเครื่อง freeze drier สกัดและวิเคราะห์หาปริมาณ
สารแอนโทไซยานิน สารประกอบฟินอลิคทั้งหมด 

สารประกอบฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี DPPH radical scavenging activity ตามวิธี 
การที่กล่าวไปแล้วข้างต้น 

 

 
 

รูปที่ 2  ลักษณะแคลลัสสีแดงเข้มกระเจี๊ยบแดงที่พัฒนาบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L 
ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 1 mg/L หลังเพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน 7-28 วัน (ขีดสีแดงในภาพมีความยาว 1 
cm) 

 
3. ผลและวิจารณ์ 

3.1 ผลของสีแคลลัสต่อปริมาณสารทุติยภูมิ 
การวิเคราะห์หาปริมาณสารแอนโทไซ

ยานินทั้งหมดของแคลลัสสีเขียวขาว สีแดง และสีแดง
เข้มของกระเจี๊ยบแดงเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน 14 
วัน พบว่าแคลลัสสีแดงเข้มมีปริมาณสารแอนโทไซ
ยานินสูง (0.38±0.08 mg cyd-3-glu/L) และแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติกับแคลลัสสีแดง และ
แคลลัสสีเขียวขาวที่มีปริมาณสารดังกล่าวเท่ากับ 
0.14±0.04 และ 0.09±0.02 mg cyd-3-glu/L ตาม 
ล าดับ (รูปที่  3A) นอกจากนี ้แคลลัสส ีแดงเข ้มมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดสูงสุด เท่ากับ 
28.29±3.16 mg GAE/g dry extract (รูปที่ 3B) แตไ่ม่
แตกต่างกันทางสถิติกับปริมาณดังกล่าวของแคลลัสสี
แดง (21.37±4.03 GAE/g dry extract)  ในขณะที่
แคลลัสสีเขียวขาวมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิค
ทั้งหมดน้อยสุดเท่ากับ 7.68±4.54 mg GAE/g dry 
extract  ส่วนปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดพบว่า

แคลลัสสีแดงเข้มมีปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด
สูงสุดเท่ากับ 13.22±2.11 mg CE/g dry extract ซึ่ง
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติกับแคลลัสสีแดง 
และสีเขียวขาวที่มีปริมาณสารดังกล่าวเท่ากับ 5.84± 
0.29 และ 4.64±1.48 mg CE/g dry extract ตาม 
ล าดับ (รูปที่ 3C) และแคลลัสสีแดงเข้มมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH ดีที่สุด ซึ่งมีค่า EC50 เท่ากับ 78.82 
±6.61 µg/mL (รูปที่ 3D) แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ
กับค่าดังกล่าวของแคลลัสสีแดง (EC50 = 123.90±9.93 
µg/mL) ส่วนฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของแคลลัสสีเขียว
ขาวพบว่ามีฤทธิ์น้อยสุด โดยมีค่า EC50 = 1,796.83± 
678.71 µg/mL  

ผลการทดลองแคลลัสส ีแดงเข ้มของ
กระ เจี ๊ยบแดง  ม ีปร ิม าณสารแอนโทไซยาน ิน
ทั้งหมด สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด และสารฟลา
โวนอยด์ทั ้งหมดสูงส ุด รวมถึงมีฤทธิ ์ต ้านอน ุม ูล
อิสระ DPPH ดีที่สุด (รูปที่ 3) แสดงให้เห็นว่าสีของ
แคลลัสสามารถน ามาใช้ในการคัดเลือกกลุ่มเซลล์
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เพื ่อใช้สกัดสารทุติยภูมิ ดังเช่นที ่ Ramachandra 
Rao และ Ravishankar [9] กล่าวว่าในการคัดเลือก 
cell line ที่มีสารทุติยภูมิสูง จะท าได้ง่ายหากสารทุติย
ภูมิที่ต้องการเป็นสารที่มีสี เช่น การคัดเลือกกลุ่มเซลล์
ของโป๊ยเซียน (E. milli) โดยเลือกจากเซลลท์ี่มีสเีกิดขึน้
ก็สามารถผลิตสารแอนโทไซยานินได้เพิ่มขึ้น [10] หรือ
จากการศึกษาของ Anjusha และ Gangaprasad [11] 
ที่น าช้ินส่วนใบและปล้องจากต้น G. umbellata L. ที่
พัฒนาในสภาพปลอดเช้ือ และเจริญเติบโตในสภาพ
ธรรมชาติมาชักน าให้เกิดแคลลัสบนอาหารสูตร MS ที่
เติม 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L พบว่าแคลลัสที่
พัฒนาส่วนใหญ่มีสีขาว ยกเว้นแคลลัสที่พัฒนาจาก
ช้ินส่วนใบเลี้ยงของต้นที่พัฒนาในสภาพปลอดเช้ือมีสี
เหลือง และเมื่อน าแคลลัสสีเหลืองนี้ไปทดสอบความ
เข้มข้นของ 2,4-D ที่ เหมาะสมต่อการสร้ างสาร 
anthraquinone โดยใช้ 2,4-D ความเข้มข้น 0.5-5.0 
mg/L พบว่าการเพาะเลี้ยงแคลลัสสีเหลืองบนอาหารที่
มี 2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L มีปริมาณสาร anthra-
quinone สูงสุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (18.19± 
0.58 mg/g DW) ดังนั้นแคลลัสสีแดงเข้มที่พัฒนาจาก
ใบเลี้ยงกระเจี๊ยบแดงกลีบเลี้ยงสีแดงเข้ม เป็นแคลลัสที่
เหมาะสมต่อการน าไปใช้ศึกษา เพื่อผลิตสารทุติยภูมิ
ต่อไป 

3.2 ผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงต่อ
ปริมาณสารทุติยภูมิ 

หลังจากเพาะเลี้ยงแคลลัสสีแดงเข้มของ
กระเจี๊ยบแดงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D ความ
เข้มข้น 1 mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 1 mg/L เป็น
ระยะเวลา 7-28 วัน พบว่าปริมาณสารแอนโทไซยานิ
นคงที่ในช่วงแรก 7-21 วันหลังการเพาะเลี้ยง โดยมี
ปริ ม าณสารดั งกล่ า วอยู่ ใ น ช่ ว ง  0.17±0.06 ถึ ง 
0.19±0.06 mg cyd-3-glu/L แต่เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 
28 วัน พบว่าแคลลัสมีการสร้างและสะสมสารแอนโท

ไซยานินเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วเท่ากับ 0.45±0.08 mg 
cyd-3-glu/L (รูปที่ 4A) ส่วนปริมาณสารประกอบฟีนอ
ลิคทั้งหมดของแคลลัสสีแดงเข้ม พบว่าไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติระหว่างระยะเวลาในการเพาะ 
เ ลี้ ย ง  โ ดยปริ ม าณสารดั งกล่ า วมี ค่ า อยู่ ใ น ช่วง 
22.89±2.12 ถึง 26.75±4.15 mg GAE/g dry extract 
(รูปที่ 4B) ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของแคลลัส
สีแดงเข้มสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงนาน 28 วัน โดยมีค่า
เท่ากับ 11.34±2.60 mg CE/g dry extract ซึ่งแตก 
ต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติกับปริมาณสารดังกล่าว
ของแคลลัสที่เพาะเลี้ยงนาน 7-21 วัน (6.08±1.74 ถึง 
8. 39±1. 56 mg CE/ g dry extract)  ( รู ป ที่  4C) 
นอกจากน้ีแคลลัสมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีที่สุด
และไม่แตกต่างกันทางสถิติ เมื่อเพาะเลี้ยงแคลลัสนาน 
7 และ 28 วัน โดยมีค่า EC50 = 91.86±14.33 และ 
85.70±12.86 µg/mL ตามล าดับ ในขณะที่แคลลัสที่
เพาะเลี้ยงนาน 14 และ 21 วัน มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ต่ า โดยมีค่า EC50 111.55±17.98 และ 105.53 
±9.36 µg/mL ตามล าดับ (ภาพที่ 4 D) ส่วนฤทธิ์ต้าน
อนุ มู ล อิ ส ร ะ  DPPH ของ  BHT ซึ่ ง เ ป็ น  positive 
control มีค่า EC50 เท่ากับ 16.75±1.95 µg/mL (ไม่ได้
แสดงค่าในภาพ) 

ผลการทดลองจะเห็นได้ว่าแคลลัสสีแดงเข้ม
ของกระเจี๊ยบแดงมีการสะสมสารแอนโทไซยานิน ปริมาณ
สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงสุด และมีฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ DPPH ดีเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน  28 วัน 
อย่างไรก็ตาม ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเพื่อการผลิต
สารทุติยภูมิจะแตกต่างกันไปในพืชแต่ละชนิด ดังที่ 
Simões และคณะ [18] เพาะเลี้ยงแคลลัส Cleome 
rosea เป็นระยะเวลา 25 วัน โดยวิเคราะห์หาปริมาณ
สารแอนโทไซยานินทั้งหมดของแคลลัสทุก ๆ 5 วัน 
พบว่าแคลลัสมีการสะสมสารแอนโทไซยานินเพิ่มขึ้น
อย่างต่อเนื่องตั้งแต่วันท่ี 5-15 ของการเพาะเลี้ยง โดย 
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รูปที่ 3  (A) สารแอนโทไซยานินทั้งหมด (B) สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด (C) สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และ (D) 

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของแคลลัสสีต่าง ๆ ของกระเจี๊ยบแดงที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 1 mg/L เป็นเวลา 14 วัน 

 
ในวันที่ 15 ของการเพาะเลี้ยงแคลลัสมีปริมาณสาร
แอนโทไซยานินทั้งหมดสูงสุดเท่ากับ 10.04±1.84 
CV/g FW ซึ่งปริมาณสารแอนโทไซยานินนี้คงที่จนถึง
วันที่ 25 ของการเพาะเลี้ยง แต่หากเพาะเลี้ยงแคลลัส
บนอาหารเดิมนานกว่า 25 วัน แคลลัสจะค่อย  ๆ 

เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ซึ ่งมีสาเหตุมาจากเกิดเสื ่อม
สลายของรงควัตถุ นอกจากนี้ยังมีรายงานในเซลล์
แขวนลอย Celastrus paniculatus ที่พบว่าในช่วง 
24 ช่ัวโมงแรกของการเพาะเลี้ยง เซลล์มีปริมาณสาร 
ประกอบฟีนอลิคทั้งหมดต่ า (6.77±1.43 µg/g) แต่เมื่อ
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เพาะเลี้ยงนานขึ้นเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เซลล์มีการสะสม
สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมดสูงขึ้น (8.30±1.34 µg/g) 
และปริมาณสารลดลง (5.30±1.52  µg/g)  หลัง
เพาะเลี้ยงเซลล์นาน 72 ช่ัวโมง [19] ดังนั้นชนิดของพืช 

อาหารเพาะเลี้ยง รูปแบบการเพาะเลี้ยง สภาพ 
แวดล้อมในการเพาะเลี้ยง และระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยงมีผลต่อการสะสมสารทุติยภูมิ [7]  

 

 

 

 

 
รูปที่ 4  (A) สารแอนโทไซยานินทั้งหมด (B) สารประกอบฟีนอลิคทั้งหมด (C) สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด และ (D) 

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของแคลลัสสีแดงเข้มของกระเจี๊ยบแดงที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม 
2,4-D ความเข้มข้น 1 mg/L ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 1 mg/L เป็นเวลานาน 7-28 วัน
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4. สรุป 
4.1 แคลลัสสีแดงเข้มของกระเจี ๊ยบแดงมี

ปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด สารประกอบ 
ฟีนอลิคทั้งหมด และสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดสูงสุด 
รวมถึงมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีกว่าแคลลัสสี
เขียวขาว และสีแดง 

4.2 แคลลัสสีแดงเข้มของกระเจี๊ยบแดงมีการ
สะสมสารแอนโทไซยานิน ปริมาณสารฟลาโวนอยด์
ทั้งหมดสูงสุด และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ DPPH ดีเมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นเวลานาน 28 วัน 
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