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ABSTRACT 

 

 Most natural dyes are plant-derived. Natural red dyes including the 

anthraquinones, naphthoquinones and benzoquinones can be found in varieties of 

plants. Morinda angustifolia Roxb. var. scabridula Criab. produces anthraquinone 

pigments in its root.  The root pigment extracted with methanol and separated by thin 

layer chromatography eluted with a mixture of chloroform : methanol (9:1) gave two 

major components. One component was purified and identified as the anthraquinone 

pigment morindone. The root cells of Morinda plants cultured on a modified 

Gamborg’s B5 medium supplemented with 1 mg/l Naphthaleneacetic acid, 0.2 mg/l 

kinetin and 30 g/l sucrose at 25oC for one month produced the pigments which gave 

two components on TLC using the same solvent system as that used for the separation 

of the pigment from the plant’s root. The red pigment had Rf value the same as that of 

morindone and the yellow pigment was purified and identified as alizarin 1-methyl 
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ether. A high performance liquid chromatographic method was selected to determine 

morindone contents in root cell culture. Callus was extracted with chloroform and 

separated on a ZORBAX SB-C18 column. The eluent was monitored at 443 nm. The 

callus cultured in Gamborg’s B5 medium in the presence of 1 mg/l NAA, 0.2 mg/l 

kinetin and 30 g/l sucrose showed the maximum growth and the highest morindone 

production was 17.24 mg/g of dry cells.  

 Indigofera tinctoria Linn. has been used as natural source of indigo dye and is 

available in the upper northern part of Thailand. The major components of the indigo 

dye were found to be indigo and its isomer, indirubin, which gave maximum 

absorption at 600 and 552 nm, respectively. In this work, an HPLC method has been 

developed for the simultaneous characterization of indigo in the extract of I. tinctoria 

L. The indigo dye was separated on a Nucleosil 100-7 C18 column and measured with 

UV detection at 600 nm for indigo. Sterilized leaves were grown on Murashige and 

Skoog agar medium supplemented with 5 mg/l 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid and 

30 g/l sucrose. The plant cell culture was cultured at 25oC in the dark and light 

conditions for 2 months. It was found that the leaf cells could produce white callus 

with both conditions and produced indican which could not be detected by the same 

method as indigo detection. 

  A method to quantify the indigo precursor indican (indoxyl-β-D-glucoside) 

from callus of I. tinctoria L. leaf has been developed. Callus was extracted in 

methanol and indican was identified and quantified using HPLC. The indican was 

separated on a Nucleosil 100-7 C18 column and measured with UV detection at 280 

nm. The callus was grown on modified Murashige and Skoog agar medium 

supplemented with 4 mg/l 2,4-D and kinetin, 125 mg/l tyrosine and 30 g/l sucrose. 
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The plant cell was cultured at 25oC in the dark condition for three weeks. Using the 

HPLC technique, callus indican content was quantified by comparing with standard 

indican. The indican content was 0.1070 mg/g (or indigo content was 0.0475 mg/g) of 

fresh weight of callus.  

 Indirubin is a red pigment found in indigo extract from Kram’s leaves in 

approximately the same amount as indigo. A methanol extract of I. tinctoria Linn. 

powder was purified by two steps of silica gel 60 column chromatography and reverse 

phase high performance liquid chromatography using C18 column. The purified 

indirubin had molecular mass of 263 Da. In addition, the inhibitory effect of indirubin 

on MCF-7 human breast cancer cells showed that 30 μM indirubin strongly inhibited 

the cell growth of MCF-7 cells about 42% within 24 h. However, this study aims to 

improve production of these pigments from M. angustifolia Roxb. and I. tinctoria 

Linn. for the benefit of the textile industry. 
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บทคัดยอ 
 

 พืชเปนแหลงของสารใหสีธรรมชาติ สารสีดังกลาวประกอบดวยสารสีในกลุมแอนทราควิ-
โนน แนพทราควิโนนและเบนโซควิโนน ซ่ึงพบท่ัวไปในพืชหลายชนิด อาทิเชน รากยอปาสาย
พันธุ Morinda  angustifolia Roxb. var. scabridula Craib.ไดทําการสกัดรงควัตถุสีแดงจากรากยอ
ปาดวยเมทานอลและแยกดวยโครมาโตกราฟผิวบางในน้าํยาชะคลอโรฟอรม : เมทานอล (9:1)  พบ
สารสีหลัก 2 ชนิด ชนิดหนึง่เม่ือทําการแยกบริสุทธ์ิและวิเคราะหโครงสราง พบวาเปนมอรินโดน 
การเพาะเล้ียงเซลลรากยอปาบนอาหาร Gamborg’B5 สูตรปรับปรุง ท่ีมี 1 mg/l Naphthaleneacetic 
acid (NAA), 0.2 mg/l kinetin และ 30 g/l sucrose  ท่ี 25oซ เปนเวลา 1 เดือน เม่ือแยกดวยโครมาโต-
กราฟผิวบางในนํ้ายาชะเดยีวกันกับการแยกสารสีจากราก พบวามีสารใหสีหลัก 2 ชนิด คือ สารสี
แดงคือ มอรินโดนและสารสีเหลือง เม่ือทําการแยกบริสุทธ์ิสารสีดังกลาว พบวาเปน alizarin 1-
methyl ether ซ่ึงเปนสารในกลุมแอนทราควิโนน ไดศึกษาผลของสูตรอาหารตางๆท่ีใชเพาะเล้ียง
กลุมเซลลและศึกษาการผลิตมอรินโดน ซ่ึงการหาปริมาณมอรินโดนจะใชเทคนิคโครมาโตกราฟ
ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) โดยทําการสกัดกลุมเซลลรากยอปาดวยคลอโรฟอรมและวเิคราะห
สารดังกลาวดวยคอลัมน   ZORBAX SB-C18 วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 443 นาโน
เมตร พบวากลุมเซลลรากยอปาท่ีเล้ียงบนอาหาร Gamborg’s B5 ท่ีมี 1 mg/l NAA, 0.2 mg/l kinetin 
และ 30 g/l sucrose มีการเจริญของกลุมเซลลมากท่ีสุดและมีการผลิตมอรินโดนสูงท่ีสุด เทากับ 
17.24 มิลลิกรัมตอกรัมของเซลลแหง  
 คราม (Indigofera tinctoria  Linn.) เปนพืชท่ีใหอินดิโก พบมากในเขตภาคเหนือตอนบน
ของประเทศไทย มีองคประกอบหลัก คือ อินดิโกและอินดิรูบิน ซ่ึงมีคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 600 และ 552 นาโนเมตร ตามลําดับ ไดสกัดครามเพื่อวิเคราะหหาปริมาณอินดิโกดวยเทคนิค
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โครมาโตกราฟของเหลวสมรรถนะสูง โดยใชคอลัมน Nucleosil 100-7 C18 และวดัคาการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ไดศึกษาการเพิม่ผลผลิตสารใหสีอินดิโกดวยการเพาะเล้ียง
เซลลพืชบนอาหารวุน Murashige and Skoog (MS) ท่ีมี 5 mg/l 2,4-D และ 30 g/l sucrose ท่ีอุณหภูมิ 
25oซ เปนเวลา 2 เดือน ท้ังในสภาวะมืดและสภาวะท่ีมีแสงสวาง พบวามีกลุมเซลลสีขาวนวลเกดิข้ึน
ท้ังสองสภาวะที่ใชเล้ียงเซลลใบคราม 

 ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหปริมาณอินดแิคน (indoxyl-β-D-glucoside) ซ่ึงเปนสารต้ังตนใน
การผลิตอินดิโกจากการเพาะเล้ียงเซลลใบคราม เม่ือนํากลุมเซลลมาสกัดดวยเมทานอลและหา
ปริมาณอินดแิคนดวย HPLC โดยใชคอลัมนและระบบตัวชะเดิม และวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 280  นาโนเมตร นอกจากนี้ไดศึกษาการปรับสูตรอาหารที่ใชเล้ียงกลุมเซลลจากใบคราม 
เพื่อใชระยะเวลาในการเล้ียงเซลลใหส้ันลง โดยใชอาหารวุนสูตรปรับปรุงท่ีมี  2,4-D และ kinetin  
อยางละ 4 mg/l, 125 mg/l tyrosine  และ 30 g/l sucrose เล้ียงในท่ีมืดท่ี 25oซ เปนเวลา 3 สัปดาห พบ
อินดิแคน เทากับ 0.1070 มิลลิกรัมตอกรัม (หรือมีปริมาณอินดิโก เทากับ 0.0475 มิลลิกรัมตอกรัม) 
ของเซลลเปยก 
 อินดิรูบิน เปนสารใหสีแดงท่ีปนอยูในปริมาณใกลเคียงกับอินดิโกในน้ําสกัดใบคราม  
พบวาสารสกัดสีแดงจากผงครามท่ีสกัดดวยเมทานอล เม่ือนํามาแยกและทําบริสุทธ์ิดวยซิลิกาเจล
คอลัมนโครมาโตกราฟและเทคนิค RP-HPLC ดวยคอลัมน C18 พบอินดิรูบินบริสุทธ์ิท่ีมีมวล
โมเลกุล เทากับ 263 ดาลตัน นอกจากนี้พบวาอินดรูิบินบริสุทธ์ิมีผลตอการยับยัง้การเจริญของ
เซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) ท่ีความเขมขน 30 ไมโครโมลาร สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลได 
42% ในเวลา 24 ช่ัวโมง ท้ังนี้การศึกษานี้คาดวาจะสามารถนําไปประยุกตในการพัฒนาสารสี
ธรรมชาติท่ีไดจากรากยอปาและใบคราม เพื่อใหไดประโยชนสูงสุดของการนําไปใชในดาน
อุตสาหกรรมสียอมตอไป 
 

 

 

 

 

 

 
 


