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บทคัดย่อ  
ว่านนางคำ (Curcuma aromatica Salisb.) จัดเป็นพืชที ่อยู ่ ในวงศ์ Zingiberaceae พืชชนิดนี ้ใช้เป ็นส่วนผสมใน

เครื่องสำอางและใช้เป็นยาแผนโบราณ ในตามธรรมชาติว่านนางคำจะมีการติดเมล็ดน้อยจึงทำให้การผลิตพืชชนิดใหม่หรือการปรับปรุง
พันธุ์ทำได้ยาก ดังนั้น วัตถุประสงค์ของการวิจัยนี้คือ เพื่อศึกษาชนิดและความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารฟอกฆ่าเชื้อต่อการปนเปื้อน
ของช้ินส่วนพืชและศึกษาผลของไซโตไคนินต่อชักนำจำนวนยอด ผลการศึกษา พบว่าการใช้เมอคิวริกคลอไรด์ เข้มข้น 0.1% เป็นเวลา 
10 นาที ให้ผลการปนเปื้อนน้อยสุด 26.67±5.77% และมีการงอกสูงสุด 53.33±5.77%  สำหรับชิ้นส่วนที่ปลอดเชื้อ นำมาศึกษาผล
ของชนิดและความเข้มข้นของไซโตไคนินสำหรับการชักนำยอดรวม โดยจำนวนยอดรวมสูงสุด 3.11±0.69 ยอดต่อช้ินส่วน มาจากยอด
ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS เติม 6-Benzyladenine เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ Thidiazuron เข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ส่วนช้ินส่วนท่ีปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียจะถูกนำมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเติมสารคลอรีนไดออกไซด์เพื่อลดการปนเปื้อน พบว่าอาหาร
เพาะเลี้ยงเติมสารคลอรีนไดออกไซด์ เข้มข้น 19.2 มิลลิกรัมต่อลิตร (9.6 มิลลิกรัมต่อลิตร, จำนวน 2 ครั้ง) ให้ผลดีที่สุด  สามารถลด
การปนเปื้อนได้ 100%   
ค าส าคัญ: เมอคิวริกคลอไรด์, สารควบคุมการเจริญเติบโต, การปนเปื้อน, เชื้อแบคทีเรีย 
 
Abstract  

Wild turmeric (Curcuma aromatica Salisb.) belongs to the family Zingiberaceae. This plant is used in 
cosmetic formulations and traditional medicinal applications. Naturally, there aren't many seeds in C. aromatica 
Salisb, which makes it challenging to grow new cultivars or enhance existing types. Therefore, the objectives of this 
research were to study the appropriate type and concentration of disinfectant against contamination of the 
explant, and to study the effect of cytokinin on multiple shoot induction. The result showed that 0.1% Mercuric 
chloride for 10 minutes gave the lowest contamination at 26.67±5.77% and the highest germination at 53.33±5.77%. 
For sterile explants, the effects of various types and concentrations of cytokinin on multiple shoot induction were 
investigated. The highest number of shoots, at 3.11±0.69 shoots/explant, was obtained from shoots cultured on 
MS medium supplemented with 0.5 mg/L 6-Benzyladenine and 0.25 mg/L Thidiazuron For explants contaminated 
with bacteria, they were cultured on medium supplemented with chlorine dioxide to reduce contamination. The 
culture medium supplemented with 19.2 mg/L of chlorine dioxide (9.6 mg/L, two times) produced the greatest 
results in 100% reducing contamination. 
Keywords: Mercuric chloride, plant growth regulators, contamination, bacteria 
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บทน า 
ว่านนางคำ (Curcuma aromatica Salisb.) เป็นพืชวงศ์ขิงมีเหง้าขนาดใหญ่ทรงกระบอก มีสีเหลืองทั้งภายในและภายนอก 

(Vilayheuang and Chinachit, 2008)  (Figure 1)  โดยว ่ านนางคำม ี สารออกฤทธ ิ ์ทางช ี วภาพท ี ่ สำค ัญหลายชน ิด  เช ่ น
Demethoxycurcumin  Bisbemethoxycurcumin และ Aromatic volatile oil นำไปใช้ประโยชน์ทั้งเป็นผลิตภัณฑ์เครื่องสำอาง
และทางด้านเภสัชกรรม (Nura et al., 2020; Nature Products Network, 2007) โดยว่านนางคำมีสารสำคัญที่มีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย์
และแบคทีเรีย มีรายงานผลการศึกษาวิจัยจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเชียงใหม่  พบว่าสารสกัดจากว่าน
นางคำสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคได้หลายชนิด ไม่ว่าจะเป็นแบคทีเรียแกรมบวก Staphylococccus aureus 
แบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli  ยีสต์ Candida albicans และเชื้อรา Aspergillus flavus ซึ่งจุลินทรีย์บางตัวเป็นสาเหตุของ
การเกิดโรคผิวหนัง โรคท้องเสีย และเป็นเชื้อที่ฉวยโอกาสในผู้ป่วยภูมิคุ้มกันบกพร่อง (Boontim, 2017) ซึ่งสารเหล่านี้จะมีปริมาณมาก
ขึ้นมาอายุของต้นพืชหรือขนาดของเหง้า ปกติการขยายพันธุ์พืชตระกูลขิงจะอาศัยการแยกหน่อ หรือปักชำ (Muangkaewngam, 
2016) เนื่องจากต้องใช้ลำต้นใต้ดินในการขยายพันธุ์ทำให้อาจมีเชื้อจุลินทรีย์ปนเปื้อนได้ ทั้งที่เกิดจากแบคทีเรียและเชื้อรา เช่น  โรค 
รากเน่าที่เกิดจากแบคทีเรีย Pseudomonas และโรคใบจุดที่เกิดจากเชื้อรา Phyllosticta sp. (Keng and Hing, 2004) การปลูกพืช
วงศ์ขิงให้ปลอดเชื้อและได้จำนวนต้นในปริมาณมากสามารถทำได้โดยการใช้เทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยหนึ่งในขั้นตอนที่สำคัญ
สำหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช คือ การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนพืชให้ปลอดเชื้อ ซึ่งสามารถเลือกใช้สารเคมีชนิดต่าง ๆ ในความเข้มข้น 
ที่เหมาะสม เช่น โซเดียมไฮโปคลอไรต์ (sodium hypochlorite : NaOCl) และเมอคิวริกคลอไรด์ (mercuric chloride : HgCl2)  
เป็นต้น โดยสารฟอกฆ่าเชื้อที่นิยมใช้กันมีชื่อทางการค้า คือ คลอรอกซ์ (Clorox) ซึ่งมีงานวิจัยที่ศึกษาการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนพืชด้วย
คลอรอกซ์  Sukontharat และคณะ (2016) ทำให้ขมิ้นปลอดเชื้อ โดยการแช่เหง้าลงในคลอรอกซ์ เข้มข้น 20% (สาร NaOCl เข้มข้น 
1.2%) จากนั้นจุ่มด้วยคลอรอกซ์ 10% (สาร NaOCl เข้มข้น 0.6%) ชิ้นส่วนขมิ้นปลอดเชื้อได้สูง 68.5%  Laohavisuti และคณะ 
(2017) ฟอกฆ่าเช้ือช้ินส่วนลำต้นไม้น้ำบูเซป Bucephalandra sp. ด้วยสาร NaOCl เข้มข้น 0.6% ตามด้วยเมอคิวริกคลอไรด์ (HgCl2) 
เข้มข้น 0.1% พบว่าไม่มีการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์  อย่างไรก็ตามการขยายพันธุ์พืชให้ได้ปริมาณมากจำเป็นต้องอาศัยสารควบคุม 
การเจริญเติบโตในการเร่งให้เกิดการพัฒนาของช้ินส่วนพืช มีงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชวงศ์ขิง เช่น Vilayheuang 
และ Chinachit (2008) เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อว่านนางคำบนอาหารสูตร Murashige และ Skoog (1962) (MS) เติม Thidiazuron (TDZ) 
เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ยอดสูงสุด 12.2 ยอดต่อชิ้นส่วน Muangkaewngam (2016) เพาะเลี้ยงดาหลาขาวบนอาหาร MS เติม 
6-Benzyladenine (BA) เข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ยอดสูงสุด 6.50 ยอดต่อช้ินส่วน  Kamoltham และคณะ (2016) เพาะเลี้ยง
กระชายดำบนอาหารสูตร MS เติม BA ความเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ α-Naphthaleneacetic acid (NAA) ความ
เข้มข้น 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยชักนำให้เกิดยอดเฉลี่ย 5 ยอดต่อช้ินส่วน  Pugabhang และคณะ (2016) เพาะเลี้ยงช้ินส่วนหน่ออ่อน
ของต้นมหาอุดมแดงท่ีบนอาหาร MS เติม BA เข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ชักนำยอดมากที่สุด
เฉลี่ย 4.20 ยอดต่อช้ินส่วน อย่างไรก็ตาม ในบางกรณีที่ช้ินส่วนพืชในหลอดทดลองเกิดการปนเปื้อนในระหว่างกระบวนการเพิ่มจำนวน
ยอด หรือรากที่เกิดได้จากทั้งแบคทีเรีย หรือเชื้อรา การปนเปื้อนของจุลินทรีย์ทำให้เกิดผลเสียต่อการเจริญเติบโตของต้นพืชได้จึงเป็น
สาเหตุหลักๆ ที่ทำให้ความสำเร็จของขยายพันธุ์ด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อน้อยลง จำเป็นต้องทำชิ้นส่วนพืชกลับมาอยู่ในสภาพปลอด
เชื้ออีกครั้ง  ปัจจุบัน ยังมีการประยุกต์ใช้สารฟอกฆ่าเชื้อเติมลงในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพื่อเพิ่มความเร็วในการเตรียมอาหาร  
ลดการใช้หม้อนึ่งความดันไอน้ำที่มีระยะเวลาในการนึ่งฆ่าเชื้อนาน และมีต้นทุนสูง (Cho-Chin et al., 2011) สารเคมีที่นิยมใช้ คือสาร
ในกลุ่มของคลอรีนเติมในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เช่น น้ำยาฟอกผ้าขาวไฮเตอร์ (Kittisak, 2013) สารคลอรีนไดออกไซด์ (ClO2) 
(Cardoso and Imthurn, 2018; Yang et al., 2013; Al-Otoum et al., 2016) เป็นต้น แต่แนวทางการใช้สารเหล่านี ้ เติมลงใน
อาหารระหว่างการเพาะเลี้ยงช้ินส่วนพืชที่ปนเปื้อนแบคทีเรีย เพื่อลดการเจริญเติบโตของเชื้อมีรายงานการศึกษาน้อย ซึ่งการใช้คลอรีน
ไดออกไซด์ที่มีประสิทธิภาพในการกำจัดเชื้อรา แบคทีเรีย และไวรัสได้ดีและความสามารถในการกำจัดเชื้อในช่วงที่ค่าเป็นกรดเป็นด่าง
กว้าง (pH 3-9) (Huang et al., 1997) และสารนี้ไม่ทำปฏิกิริยากับสารอินทรีย์ ไม่เกิดปฏิกิริยาที่เป็นพิษในเซลล์พืชและเซลล์สัตว์ 
(Cardoso and Silva, 2012) ดังนั้น ในการศึกษาครั้งน้ีจึงได้ทำการศึกษาเกี่ยวกับชนิดและความเข้มข้นของสารฟอกฆ่าเช้ือท่ีเหมาะสม
ต่อเปอร์เซ็นต์ของชิ้นส่วน และการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโตไคนินต่อการชักนำยอดรวมจากชิ้นส่วนยอดของว่านนางคำ 
รวมทั้งศึกษาความเข้มข้นสารคลอรีนไดออกไซด์ทีเหมาะสมต่อการลดการปนเปื้อนของอาหารเพาะเลี้ยงและชิ้นส่วนพืชที่ปนเปื้อน 
เชื้อแบคทีเรีย 
 
วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการ 
1. วัสดุพืช 
  นำหน่ออ่อนของว่านนางคำ Curcuma aromatica Salisb. มาจากกลุ่มเกษตรกรบ้านหนองสุวรรณ ตำบลบ้านกลาง จังหวัด
แพร่ มาใช้เป็นวัสดุในการทดลอง (Figure 1) 
 
2. ศึกษาผลของสาร NaOCl และสาร HgCl2 ที่ระดับความเข้มข้นแตกต่างกนัต่อการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนตาของว่านนางค า 

นำเหง้าของว่านนางคำมาตัดส่วนที่มีตาให้มีขนาด 0.5-1.0 เซนติเมตร ล้างทำความสะอาดด้วยการผ่านน้ำประปา เป็นเวลา 
30 นาที แล้วนำชิ้นส่วนแช่แอลกอฮอล์ 70% เป็นเวลา 1-2 นาที จากนั้นนำชิ้นส่วนมาผ่านการฟอกฆ่าด้วยสารฆ่าเชื้อ 2 ชนิด คือ 
NaOCl (ชื่อทางการค้า คลอรอกซ์) และ HgCl2 (บริษัท Ajax) ตามสิ่งทดลองต่อไปนี้ คือ การฟอกด้วยสาร NaOCl เข้มข้น 0.6%  
0.9% และ 1.8% เป็นเวลา 20 นาที แล้วฟอกด้วยสารอีกครั้งด้วย NaOCl เข้มข้น 0.3% เป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ
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จำนวน 3 ครั้ง ส่วนการฟอกด้วยสาร HgCl2 เข้มข้น 0.1% 1.5% และ 0.2% เป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจำนวน  
9 ครั้ง วางเลี้ยงชิ้นส่วนตาที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต ภายใต้แสงที่ความเข้มข้น 
3,000 ลักซ ์เป็นเวลา 14 ช่ัวโมงต่อวัน อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในการศึกษาครั้งนี้ทำการทดลองทั้งหมด 6 
สิ่งทดลอง สิ่งทดลองละ 3 ซ้ำ ซ้ำละ 5 ขวด ขวดละ 1 ชิ้นส่วน บันทึกเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อน เปอร์เซ็นต์การเกิดตายอดที่มีการ
ปนเปื้อน เปอร์เซ็นต์การเกิดตายอดที่ไม่มีการปนเปื้อน และเปอร์เซ็นต์ของช้ินส่วนท่ีไม่ปนเปื้อนและไม่งอก วางแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 1 Characteristics of Curcuma aromatica Salisb. rhizome from farmers group of Ban Nong Suwan, Ban Klang  
             Subdistrict, Phrae Province (bar = 3.5 cm) 

 
3. ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต BA หรือ/และ TDZ ที่ระดับความเข้มข้นแตกต่างกนัต่อจ านวนยอดของ 
   ต้นว่านนางค าในหลอดทดลอง 

นำช้ินส่วนว่านนางคำในสภาพปลอดเชื้อ (จากการศึกษาข้อที่ 2) มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0 2.0 และ 
4.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับการเติมหรือไม่เติม TDZ เข้มข้น 0 1.0 และ 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร วางเลี้ยงชิ้นส่วนต้นว่านนางคำภายใต้
แสงความเข้มข้น 3,000 ลักซ์ 14 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ในการศึกษาครั้งนี้ทำการทดลอง
ทั้งหมด 9 สิ่งทดลอง สิ่งทดลองละ 3 ซ้ำ ซ้ำละ 3 ขวด ขวดละ 1 ชิ้นส่วน บันทึกจำนวนยอด ความยาวยอด (เซนติเมตร) จำนวนราก 
ความยาวราก (เซนติเมตร) วางแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT  
 
4. ศึกษาผลของการเติมสารคลอรีนไดออกไซด์ในอาหารต่อประสิทธิภาพควบคุมเชื้อแบคทีเรียในชิ้นส่วนที่ปนเป้ือน 
   ในหลอดทดลอง 
             นำชิ้นส่วนว่านนางคำที่มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย (จากการศึกษาข้อที่ 2) มาตัดรากและใบออกให้มีขนาดของลำต้น 1.5 
เซนติเมตร บนกระดาษทิชชูนึ่งฆ่าเช้ือ แล้วนำช้ินส่วนมาล้างด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ จำนวน 2-3 ครั้ง ครั้งละ 30 วินาที และซับด้วยทิชชู
นึ่งฆ่าเชื้ออีกครั้ง จากนั้นนำชิ้นส่วนมาเลี้ยงต่อในอาหารเหลวสูตร MS เติม BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับการเติมสาร ClO2 
(Mix Chlorine Dioxide บริษัท Thai Bio Oxzine Company Limited) จำนวนครั้งที ่แตกต่างกัน คือการเติมสาร ClO2  จำนวน  
1 ครั้ง (9.6 มิลลิกรัมต่อลิตร) จำนวน 2 ครั้ง (19.6 มิลลิกรัมต่อลิตร) และจำนวน 3 ครั้ง (28.8 มิลลิกรัมต่อลิตร) ครั้งละ 9.6 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เติมสาร ClO2 ห่างกันครั้งละ 7 วัน หรือ 14 วัน (ดัดแปลงจากรายงานการศึกษาของ Noppasee et al., 2011) กำหนดชุด
ควบคุม คือ ไม่เติมสาร ClO2 จากนั้นนำช้ินส่วนมาเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 60 รอบต่อนาที ความเข้มแสง 1,300 ลักซ์ 
เป็นเวลา 14 ชั่วโมงต่อวัน อุณหภูมิ 26±2 องศาเซลเซียส นาน 30 วัน ในการศึกษาครั้งนี้มีทั้งหมด 4 สิ่งทดลอง ๆ ละ 3 ซ้ำ ๆ ละ  
5 ขวด (ขวดละ 1 ช้ินส่วน) บันทึกเปอร์เซ็นต์ของช้ินส่วนพืชที่ปลอดเชื้อจุลินทรีย์ การตอบสนอง การปนเปื้อนของเชื้อแบคทีเรีย (เทียบ
กับชุดควบคุม) อัตราการรอดชีวิต และจำนวนโคโลนีที่นับได้ต่อจานอาหาร (colony forming unit per gram, CFU/g) โดยหลังจาก
การเพาะเลี้ยง 60 วัน บันทึกผลของจำนวนยอด ความยาวยอด จำนวนใบ ความยาวใบ จำนวนราก และความยาวราก วางแผน 
การทดลองแบบส CRD และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 

การออกปลูก นำขวดเพาะเลี้ยงของต้นว่านนางคำวางในโรงเรือนก่อนย้ายปลูก 2-3 วัน โดยทำการคลายฝาขวดเล็กน้อย 
จากนั้นนำต้นมาล้างด้วยน้ำให้สะอาด และแช่ยากันเชื้อราก่อนออกปลูก โดยใช้วัสดุปลูก ประกอบด้วยทราย 2 ส่วน ขุยมะพร้าว 1 ส่วน 
ร่วมกับการผสมแหนแดง 1 ส่วน ทำการรดน้ำและให้ความชื้นแก่ต้นพืชในภาชะปลูกด้วยการใช้พลาสติกห่อหุ้มเพื่อรักษาความชื้นไว้ใน
ระบบปิด แล้วพรางแสงในโรงเรือนเพาะชำ เพื่อลดความเข้มแสงในโรงเรือน เมื่อต้นพืชที่ออกปลูกเริ่มแข็งแรง จึงค่อย ๆ ทำการปรับ
สภาพจนกว่าจะย้ายไปปลูกในสภาพธรรมชาติได้  
 
ผลและวิจารณ์ 
1. ผลของสาร NaOCl และสาร HgCl2 ที่ระดับความเข้มข้นแตกต่างกันต่อการฟอกฆ่าเชื้อชิน้ส่วนตาของว่านนางค า 

จากการนำชิ้นส่วนตายอดของต้นว่านนางคำมาทำการฟอกฆ่าเชื้อ ด้วยการใช้ชนิดของสารฟอกฆ่าเชื้อที่แตกต่างกัน พบว่า 
การใช้สารฟอก HgCl2 ช้ินส่วนพืชมีการปนเปื้อนเพียง 6.67–26.67% ซึ่งน้อยกว่าการฟอกด้วยสาร NaOCl ที่มีการปนเปื้อนอยูร่ะหว่าง 
80-100% โดยการใช้สารฟอก HgCl2 เข้มข้น 2.0% ให้การปนเปื ้อนชิ ้นส่วนว่านนางคำน้อยที ่ส ุด 6.67% (Table 1) อย่างไร 
ก็ตาม การงอกของชิ้นส่วน 13.33% มีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารฟอก HgCl2 ที่เพิ่มขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 
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Laohavisuti และคณะ (2017) ฟอกฆ่าเช้ือช้ินส่วนลำต้นไม้น้ำบูเซป Bucephalandra sp. ด้วยสารเมอคิวริกคลอไรด์ (HgCl2) เข้มข้น 
0.1% และ 0.2% พบว่าการเกิดยอดของชิ้นส่วนลดลงจาก 50% เหลือเพียง 30% โดยสาร HgCl2 ที่มีความเข้มข้นสูง ไม่พบอัตราการ
ปนเปื้อน แต่พบว่ามีอัตราการเกิดยอดที่ลดลง เนื่องจากสาร HgCl2 เป็นยาฆ่าเชื้อโรค (disinfecting) มีรายงานว่าสาร HgCl2 ใช้ในการ
ทำความสะอาดเนื้อเยื ่อที ่จะนำมาทำการเพาะเลี ้ยงเนื ้อเยื ่อ ให้ปราศจากเชื ้อราและแบคทีเรีย โดยใช้ความเข้มข้นประมาณ           
0.05-3.00% นาน 1-10 นาที (Madhale, 2016) นอกจากนี้ในการทดลองพบว่า มีชิ้นส่วนพืชที่มีการปนเปื้อนแต่สามารถงอกเป็น
ชิ้นส่วนยอดได้ พบเฉพาะชิ้นส่วนที่ใช้สารฟอก NaOCl โดยเปอร์เซ็นต์การเกิดยอดและปนเปื้อนอยู่ระหว่าง 53.33–73.33% ลักษณะ
การปนเปื้อนพบบริเวณฐานของชิ้นส่วน แต่ยังพัฒนาเป็นยอดได้ โดยยอดมีสีเขียว ซึ่งช้ินส่วนเหล่านี้จะถูกนำมาศึกษาต่อในการทดลอง
ที่ 3 โดยสารฟอก NaOCl เป็นสารที่นิยมมากที่สุด และหาซื้อได้ง่าย เนื ่องจากสารนี้เป็นองค์ประกอบหลักของน้ำยาซักผ้าขาว        
(คลอรอกซ์หรือไฮเตอร์) และสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต์ไม่คงตัวโดยแตกตัวเป็นก๊าซคลอรีนและออกซิเจนอยู่ตลอดเวลา ดังนั้น
ประสิทธิภาพของสารฟอกขึ้นอยู่กับระยะเวลาการเปิดใช้งานของสาร หากสารถูกเปิดใช้งานมานานอาจทำให้ประสิทธิภาพการฆ่าเชื้อ
ของชิ้นส่วนพืชลดลง (National Library of Medicine, 2016) โดยลักษณะการปนเปื้อนของชิ้นที่ผ่านการฟอกด้วยสาร NaOCl คือ 
ชิ้นส่วนเริ่มมีการปนเปื้อนแบคทีเรียสีขาว หลังจากนั้นเริ่มฉ่ำน้ำ และตายในที่สุด แต่การฟอกด้วย HgCl2 คือ มีการปนเปื้อนเชื้อราสี
เขียวหรือขาว (Figure 2) เมื่อพิจารณาในส่วนของการเกิดยอดที่ไม่มีการปนเปื้อนจะพบเฉพาะชิ้นส่วนที่ฟอกด้วยสาร HgCl2 เท่านั้น 
โดยการฟอกด้วยสารละลาย HgCl2 ความเข้มข้น 0.1% เป็นเวลา 10 นาที ให้เปอร์เซ็นต์การงอกสูงสุดอยู่ที่  53.33±5.77 รองลงมาคือ 
สารละลาย HgCl2 เข้มข้น 0.15% และ 0.2% เป็นเวลา 10 นาที ให้เปอร์เซ็นต์การงอกที่ 20.00±0.00 และ 13.33±13.77 ตามลำดับ
แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง (P<0.01) สอดคล้องกับ Pumisutapon และคณะ (2018) ศึกษาการฟอกฆ่าเชื้อในกนกนารี 
(Selaginella siamensis) โดยนำชิ้นส่วนปลายยอดมาแช่ HgCl2 เข้มข้น 0.1% นาน 5 นาที ซึ่งมีอัตราการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ต่ำ
ที่สุด 40% และมีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สุด 60% นอกจากน้ียังมรีายงานการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการฟอกฆ่าเช้ือโดยใช้สารฟอก
ฆ่าเชื้อทั้ง HgCl2 ร่วมกับ NaOCl จากรายงานการวิจัยของ Pongchawee และคณะ (2011) ทดลองฟอกฆ่าเชื้อที่ผิวของชิ้นส่วนตาย
อดของใบพาย (Cryptocoryne affinis) ด้วยการฟอกฆ่าเชื้อครั้งที่ 1 ใช้ NaOCl เข้มข้น 2% นาน 15 นาทีครั้งที่ 2 ใช้ HgCl2 เข้มข้น 
1% นาน 20 นาที ทำให้เนื้อเยื่อของใบพาย มีการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์เพียง 15% และมีการเกิดต้นใหม่ที่ปลอดเชื้อ 85% ดังนั้น
แนวทางการศึกษาต่อไปอาจเพิ่มระยะเวลาในฟอกด้วยสาร HgCl2 เข้มข้น 0.1% หรือใช้สารฟอก HgCl2 ร่วมกับ NaOCl เป็นต้น ซึ่ง
อาจเป็นแนวทางในการศึกษาการฟอกฆ่าเช้ือว่านนางคำได้ 

ดังนั้น ในการศึกษาครั้งนี้การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนเหง้าว่านนางคำจากนอกหลอดทดลองด้วยด้วยสารละลาย HgCl2 เข้มข้น 
0.1% เป็นเวลา 10 นาที ให้ผลการศึกษาที่ดีที่สุด คือ ให้เปอร์เซ็นต์การงอกสูงสุด 53.33±5.77 ซึ่งชิ้นส่วนที่ปลอดเชื้อเหล่านี้สามารถ
นำมาใช้ในการเพิ่มจำนวนต้นในการศึกษาต่อไป  
 
Table 1 Contamination, regeneration of contaminated explants, non-contaminated sections and         

non-germination, and germination without contamination on nodal segments of C. aromatica sterilized  
with different sterilization procedures for 30 days  

Surface sterilization 

Contamination
A (%) (±SD) 

Regeneration of 
contaminated 
explantsB (%) 

(±SD) 

Non-contaminated 
parts and non-
germination (%) 

(±SD) 

Germination 
without 

contamination 
(%) (±SD) 

1st time 2nd time 
Sterilizing 
agent (%) 

Time 
(Min.) 

Sterilizing 
agent (%) 

Time 
(Min.) 

0.60 NaOCl 20  0.3 NaOCl 10  100.00±0.00a 53.33±5.77b 0.00±0.00b 0.00c 

0.90 NaOCl 20  0.3 NaOCl 10  93.33±11.55a 66.67±11.55ab 6.67±5.77c 0.00c 

1.80 NaOCl 20  0.3 NaOCl 10  80.00±10.00a 73.33±5.77a 20.00±0.00b 0.00c 

0.10 HgCl2 10  - - 26.67±5.77b 0.00c 20.00±0.00b 53.33±5.77a 
0.15 HgCl2 10  - - 13.33±5.77c 0.00c 66.67±11.55b 20.00±10.00b 
0.20 HgCl2 10  - - 6.67±5.77c 0.00c 80.00±0.00a 13.33±5.77b 

F-test ** ** ** ** 
C.V. (%) 30.12 24.92 25.57 34.19 

** significant different at P ≤ 0.01, Means followed by the same letter within each column are not significantly  
    different according to DMRT. 
A The contamination record is the number of parts that are contaminated with both bacteria and fungi. 
B Regeneration of contaminated explants are recorded from contamination data (A).  
 
2. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต BA หรือ/และ TDZ ที่ระดับความเข้มข้นแตกต่างกันต่อจ านวนยอดของต้นว่านนางค า 
   ในหลอดทดลอง 

จากการนำช้ินส่วนพืชที่ไม่มีการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ มาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่ม
ไซโตไคนินท่ีแตกต่างกัน พบว่า หน่ออ่อนว่านนางคำที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ 
เข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้จำนวนยอดสูงที่สุด 3.11 ยอดต่อช้ินส่วนพืช (Table 2) เมื่อพิจารณาถึงความยาวยอดพบว่า อาหาร
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สูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต ให้ความยาวยอด 3.10 เซนติเมตร ซึ่งความยาวยอดจะแปรผกผันกับจำนวนยอด หาก
จำนวนยอดมีปริมาณมาก จะทำให้ความยาวยอดสั้นลง สอดคล้องกับการศึกษาของ Pugabhang และคณะ (2016) ศึกษาความเข้มข้น
ของสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโตไคนินร่วมกัน (BA ร่วมกับ TDZ) เพื่อเพ่ิมจำนวนยอดของหน่ออ่อนมหาอุดมแดง (Curcuma 
pierreana Gagnep.) ที่นำหน่ออ่อนมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ปราศจาคสารควบคุมการเจริญเติบโตให้ความยาวสูงสุด คือ 
5.22 เซนติเมตร แต่มีจำนวนยอด 1.46 ยอด โดยอาหารที่เติม BA เข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ TDZ เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร 
มีจำนวนยอดเฉลี่ยมากที่สุด 4.20 ยอดต่อชิ้นส่วนพืช แต่ความยาวยอดลดลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม นอกจากนี้ในการศึกษานี้ พบว่า 
หน่ออ่อนว่านนางคำที่เพิ่มขึ้นมามีลักษณะเป็นกาบใบสีเขียว พุ่งขึ้นด้านบน และแตกใบอยู่ด้านบนสุด ( Figure 3) เมื่อพิจารณาถึง
จำนวนราก และความยาวราก พบว่าหน่ออ่อนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ไม่ได้เติมฮอร์โมนกลุ่มไซโตไคนินมีจำนวนรากและความยาวราก
สูงกว่าหน่ออ่อนที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเติมฮอร์โมนกลุ่มไซโตไคนิน 3.56 ราก และ 3.77 เซนติเมตร ตามลำดับ สอดคล้องกับการศึกษา
ของ Neera และคณะ (2014) ศึกษาผลของไซโตไคนินต่อการชักนำให้เกิดต้นแก่นตะวัน (Helianthus tuberosus L.) พบว่า อาหาร
สูตร MS ปราศจาคสารควบคุมการเจริญเติบโต ไม่สามารถชักนำให้ต้นแก่นตะวันเกิดรากเช่นเดียวกัน เนื่องจากฮอร์โมนกลุ่มไซโตไคนิน
เป็นฮอร์โมนกลุ่มที่ส่งเสริมการสร้างยอด โดยลดผลจากการที่ตายอดข่มตาข้าง มีบทบาทในการเปลี่ยนสภาพเซลล์ เป็นอวัยวะ และชัก
นำให้เกิดเป็นต้นพืช (Kalawong, 2018)  
  

 

 

 

 

 

Figure 2 Characteristics of explant after sterilization for in vitro culture establishment in C. aromatica (A)  
contaminated parts from disinfection by NaOCl (B) regeneration of contaminated explants from  
disinfection by NaOCl (C) non-contaminated parts and non-germination explants from disinfection by HgCl2 
(D) germination without contamination explants from disinfection by HgCl2. (bars = 1.57 cm) 
 

Table 2 Effects of different kinds and concentrations of cytokinin on the number of shoots, shoot length, number 
of roots, and root length of C. aromatica in vitro after culturing for 30 days. 

Plant growth regulators 
No. shoots 

(±SD) 
Shoot length 
(cm.) (±SD) 

No. root 
(±SD) 

Root length 
(cm.) (±SD) BA 

(mg/l) 
TDZ 

(mg/l) 
- - 1.44±0.51 b 3.10±1.32 3.56±1.64 3.77±1.64 

0.50 - 2.33±1.33 a 4.52±0.28 0.00±0.00 0.00±0.00 

1.00 - 2.11±0.69 a 3.90±1.20 0.00±0.00 0.00±0.00 

- 0.25 2.00±0.88 a 2.96±1.43 0.00±0.00 0.00±0.00 

- 0.50 2.22±0.69 a 3.76±1.34 0.00±0.00 0.00±0.00 

0.50 0.25 3.11±0.69a 3.61±1.63 0.00±0.00 0.00±0.00 

0.50 0.50 2.44±0.84 a 3.88±1.04 0.00±0.00 0.00±0.00 

1.00 0.25 2.33±0.88 a 3.78±1.87 0.00±0.00 0.00±0.00 

1.00 0.50 2.11±0.51 a 3.33±0.84 0.00±0.00 0.00±0.00 

F-test * ns   
C.V. (%) 35.87 32.99   

ns non-significant difference   
* Means followed by the same letter within each column are not significantly different according to DMRT. 

 
3. ผลของการเติมสารคลอรีนไดออกไซด์ในอาหารต่อประสิทธิภาพควบคุมเชื้อแบคทีเรียในหลอดทดลอง 

จากการศึกษาผลความเข้มข้นของสาร ClO2 ต่อประสิทธิภาพการควบคุมการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ และการตอบสนองของ
ชิ้นส่วนที่มีการปนเปื้อนจากการศึกษาที่ 1 มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS เติม ClO2 เป็นระยะเวลา 30 วัน พบว่าอาหารเหลว
สูตร MS เติม ClO2 ทุกความเข้มข้นทำให้ช้ินส่วนพืชปลอดเช้ือจุลินทรีย์ได้สูงสุดคือ 100% ไม่แตกต่างกันทางสถิติ แต่แตกต่างทางสถิติ

A B C D 
fungi  bacteria  shoot  
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อย่างมีนัยสำคัญยิ่ง (P<0.01) กับการไม่เติม ClO2 ลงในอาหารเพาะเลี้ยง (Table 3) โดยอาหารเหลว MS ไม่เติมสาร ClO2 มีการ
ปลอดเชื้อจุลินทรีย์อยู่ที่ 33.33% เนื่องจากชิ้นส่วนพืชที่นำมาใช้มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียทำให้อาหารมีลักษณะเป็นเมือกสีขาวขุ่น 
(Figure 4) เมื่อมาตรวจสอบปริมาณเชื้อแบคทีเรียในอาหาร พบว่าอาหารเพาะเลี้ยงเติม ClO2 ปริมาณ 19.2 มิลลิกรัมต่อลิตร (เติม
จำนวน 2 ครั้ง ครั้งละ 9.6 มิลลิกรัมต่อลิตร) ไม่พบเช้ือแบคทีเรียในอาหาร โดยการเติมสาร ClO2  เพียง 1 ครั้ง ปริมาณ 9.6 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ยังปรากฏเชื้อแบคทีเรียในอาหาร อยู่ที่ 1x106 CFU/g  อย่างไรก็ตามการเติมสาร ClO2 สามารถลดการปนเปื้อนได้ถึง 60% 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Kasam และคณะ (2020) ที่ศึกษาผลของ ClO2 ต่อการทำให้ปลอดเชื้อในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไวท์อนูเบียส 
ที่ใช้สาร ClO2 ที่ระดับความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร เหมาะสมที่สุดในการยับยั้งการปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์ในอาหาร ทำให้มีอัตรา
การรอด 100% โดยการเติมสาร ClO2 สามารถลดการปนเปื้อน เนื่องจากมีคุณสมบัติในการออกไซด์สูง จึงมีประสิทธิภาพในการฆ่าเชื้อ
แบคทีเรียได้ดีเพราะสามารถทำลายระบบเอนไซม์ และระบบสังเคราะห์โปรตีน จึงทำให้ปริมาณเชื้อลดลงได้ (Huang et al., 1997; 
Gordon and Rosenblatt, 2005) เมื่อพิจารณาถึงอัตราการตอบสนองของว่านนางคำ ในอาหารเหลว MS เติม ClO2 จำนวนครั้งมาก
ขึ้น การตอบสนองของช้ินส่วนพืชกลับน้อยลง เมื่อติดตามดูผลการทดลองเป็นระยะเวลา 60 วัน ปรากกฎว่า ช้ินส่วนว่านนางคำที่เลี้ยง
ในอาหารเหลวสูตร MS เติม ClO2 จำนวน 3 ครั ้ง มีอาการเหลือง ฉ่ำน้ำและตายในที่สุด สอดคล้องกับรายงานการศึกษาของ   
Srichuay และ Te-chato (2014) ที่ผลของ ClO2  ความเข้มข้นสูงทำให้เกิดการชะงักการเจริญเติบโตของสับปะรดภูแลด้วยระบบ 
ไบโอรีแอคเตอร์ นอกจากนี้จากการศึกษา พบว่า ต้นที่ปนเปื้อนและไม่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียจะมีการเจริญเติบโต คือ จำนวนยอด 
(2.00±1.32 - 2.83±1.26 เซนติเมตร) ความสูงต้น (2.00±1.32 - 3.38±1.28 เซนติเมตร) จำนวนราก (0.58±0.37 - 2.67±0.76 
เซนติเมตร) และความยาวราก (0.36±0.63 - 1.50±0.85 เซนติเมตร) ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) (Table 4) โดยยอดมี
ลักษณะเป็นสีเขียวอ่อนแตกออกมา และลักษณะรากแขนงสีขาว (Figure 4c) จากนั้นเมื่อได้ต้นที่สมบูรณ์จากหลอดทดลอง นำไปปลูก
อนุบาลโดยการใช้วัสดุปลูก คือ ทราย ขุยมะพร้าว และแหนแดง (2.0 : 1.0 : 0.1 เท่า) ได้อัตราการรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์      
(Figure 4d) 
 
 

 
 

 

 

 

Figure 3 In vitro C. aromatica was grown on MS medium with BA or/and TDZ added at various concentrations after  
            30 days of culture (bar = 1.57 cm). (A) Plantlet cultured on MS medium without growth regulators (B) MS  
            medium with 0.50 mg/l BA (C) MS medium with 0.50 mg/l TDZ (D) MS medium with 0.50 mg/l BA and       
            0.25 mg/l TDZ. 
 
 
Table 3 Effect of different concentrations of ClO2 on the microbial-free plant parts, explant response, and      
      bacterial count of C. aromatica after culture for 30 days. 

ClO2 
(mg/L) 

ClO2 sterile (mg/L) Microbial-free plant 
parts (%) (±SD) 

Explant response 
(%) (±SD) 

Bacterial 
count (CFU/g) 1st Week  2nd Week 3rd Week 

- - - - 33.33±19.10b 50.00±26.67 66x106 

9.6 9.6 - - 100.00±0.00a 83.33±19.10 1x106 

19.2 9.6 - 9.6 100.00±0.00a 50.00±26.67 00 
28.8 9.6 9.6 9.6 100.00±0.00a 33.33±19.10 00 

F-test ** ns  
C.V. (%) 39.08 43.19  

ns non-significant different, ** significant different at P ≤ 0.01  
Means followed by the same letter within each column are not significantly different according to DMRT. 
 

  

B C D A 
root  
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Table 4 Effect of different concentrations of ClO2 on number of shoots, shoot height, number of roots, and root 
length of C. aromatica after culture for 60 days. 

ClO2 
(mg/l) 

ClO2 Sterile (mg/L) No. shoots 
(±SD) 

Shoot length 
(cm) (±SD) 

No. root 
(±SD) 

Root length 
(cm) (±SD) 1st Week  2nd Week 3rd Week 

0 - - - 2.17±0.76 3.22±0.19 2.22±0.48 1.00±0.30 
9.6 9.6 - - 2.83±1.26 3.38±1.28 2.67±0.76 1.50±0.85 
19.2 9.6 - 9.6 2.17±0.58 2.17±0.58 2.67±0.58 0.76±0.66 
28.8 9.6 9.6 9.6 2.00±1.32 2.00±1.32 0.58±0.37 0.36±0.63 

F-test ns ns ns ns 
C.V. (%) 41.04 38.66 50.24 76.77 

ns non-significant different  
Means followed by the same letter within each column are not significantly different according to DMRT. 
 
สรุป 

การฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนตาของว่านนางคำจากภายนอกหลอดทดลอง ใช้ชิ้นส่วนที่มีขนาด 1 เซนติเมตร ด้วยสารฟอก HgCl2 
เข้มข้น 0.1% นาน 10 นาที ให้เปอร์เซ็นต์ การปนเปื้อนท่ี 26.67±5.77 และช้ินส่วนมีการงอกเป็นยอดสูงสุดที่ 53.33±5.77% หลังจาก
เพาะเลี้ยง 30 วัน จากนั้นนำชิ้นส่วนยอดขนาด 1 เซนติเมตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เติม BA ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ TDZ ความเข้มข้น 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้เกิดยอดได้มากกว่าอาหารที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
หลังจากเพาะเลี้ยง 30 วัน สำหรับชิ้นส่วนที่มีการปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรีย นำมาเพาะเลี้ยงใน อาหารเหลวสูตร MS เติม ClO2 เข้มข้น 
19.2 มิลลิกรัมต่อลิตร (เติม 2 ครั้ง ครั้งละ 9.6 มิลลิกรัมต่อลิตร) ทำให้ชิ้นส่วนพืชปลอดเชื้อแบคทีเรีย 100% มีอัตราการตอบสนอง 
50.00±26.67 และไม่พบเช้ือแบคทีเรียในอาหาร เมื่อได้ต้นที่สมบูรณ์จากหลอดทดลอง นำไปปลูกอนุบาลโดยการใช้วัสดุปลูก คือ ทราย 
ขุยมะพร้าว และแหนแดง (2.0 : 1.0 : 0.1 เท่า) อัตราการรอดชีวิต 100%  
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