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บทคัดย่อ 

การแยกสารบริสุทธิ์จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ (Glochidion daltonii Kurz) ด้วยเทคนิค            
โครมาโทรกราฟี ได้สารบริสุทธิ์ 1 ชนิด เป็นผลึกรูปเข็มสีขาวมีจุดหลอมเหลว 166 -168 ºC  พิสูจน์โครงสร้าง
โดยเทคนิค 1H NMR, 13C NMR, DEPT-90 และ DEPT-135 และจากการเปรียบเทียบข้อมูลสเปคตรัมกับ         
สารอ้างอิงกลุ่ม triterpene พบว่าสารบริสุทธิ์ที่ได้ คือ Glochidone และจากการแยกสารบริสุทธิ์จากส่วน
สกัดเฮกเซนของใบไคร้ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีพบสารบริสุทธิ์ 1 ชนิดมีลักษณะเป็นผลึกสีขาว มี            
จุดหลอมเหลว 212-215ºCท าการพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย1H NMR, 13C NMR, DEPT-90 และ DEPT-135  และ
เปรียบเทียบข้อมูลสเปกตรัมกับสารอ้างอิงพบว่าสารบริสุทธิ์ที่ ได้ คือ Lupeol  เมื่อน ามาทดสอบหา
ประสิทธิภาพของการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียฉวยโอกาส พบว่า Lupeol  และ Glochidone สามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียบางสายพันธุ์ที่น ามาศึกษา  เมื่อน ามาศึกษาการออกฤทธิ์ร่วมของ 
Lupeol  และ Glochidone กับยาเตตราซัยคลิน พบว่าให้ผลเสริมฤทธิ์กันในการยับยั้งเชื้อ  Pseudomonas 
aeruginosa สายพันธุ์ไม่ดื้อยา (FICI เท่ากับ 0.27 และ 0.26 ตามล าดับ) และพบการเสริมฤทธิ์กันบางส่วน
เฉพาะกับ Lupeol กับยาเตตราซัยคลินในการยับยั้งเชื้อ Escherichia coli ATCC25922 (FICI เท่ากับ 
0.56)  จุดเวลาที่ Lupeol และ Glochidone ร่วมกับยาเตตราซัยคลินจะออกฤทธิ์ได้ดีที่สุดเพ่ือยับยั้งเชื้อ   
P. aeruginosa และ E. coli ATCC25922 ในเวลา 2-6 ชั่วโมง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

                                                      Abstract 

 The isolation of natural products from crude hexane extract of the roots  of 
Glochidion daltonii Kurz were carried out by chromatographic techniques.  It obtained one 
pure compound from crude hexane extract of roots Glochidion daltonii Kurz that was white 
needle crystal with melting point 166 -168 °C . The structure was identified by spectroscopic 
techniques, 1H NMR, 13C NMR, DEPT-90, DEPT-135 respectively. The comparison these 
spectra to the reference spectra of triterpene compounds, indicated that pure compound 
was Glochidone. The isolation of natural products from crude hexane and of the leaves of 
Glochidion daltonii Kurz were carried out by chromatographic techniques. one pure 
compound obtained from crude hexane extract of leaves of Glochidion daltonii Kurz that 
was white crystal with melting point 214-215°C. The structure was identified by 
spectroscopic techniques, 1H NMR, 13C NMR, DEPT-90, DEPT-135. The comparison between 
these spectra and the reference spectra of terpenoids, the pure compounds was Lupeol .   
The antibacterial activity was indicated that Lupeol could inhibit the growth of some species 
of opportunistic bacteria.  The results were also revealed that Lupeol or Glochidone, 
combined to tetracycline, indicated synergistic effect against Pseudomonas aeruginosa with 
FICI of 0.27, and 0.26, respectively.   Also, partially synergistic effect of only Lupeol with 
tetracycline was found against Escherichia coli ATCC25922 with FICI of 0.56.   The times that 
both Lupeol and Glochidone could inhibit the growth of   P. aeruginosa and E. coli 
ATCC25922 were at the 2-6  hour from starting the inoculums Lupeol or Glochidone with 
tetracycline. 
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ส่วนท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่1  
ส่วนท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่2 
ส่วนท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่3 
ส่วนท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่4 
ส่วนท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่5 
ส่วนที่แยกได้จากส่วนสกัดหยาบเอทานอล ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
ส่วนท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่1 
ส่วนท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่2 
ส่วนท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่3 
ส่วนท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่4 
IR spectrum ของสารบริสุทธ์ิที่ได้จาก faction ที่ 2.1 
1H-NMR spectrum(400 MHz ,CDCl3) ของสารบรสิุทธ์ิที่ได้จาก fraction ที่ 2.1 
สูตรโครงสร้างของ lupeol 
1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของผลึก fraction 5.3    
13C NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของผลึก fraction 5.3    
DEPT-90 ของผลึก fraction 5.3  
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                                                     บทที่ 1 
                            บทน ำ 
 
            ในปัจจุบันก ำลังตื่นตัวเรื่องผลิตภัณฑ์ธรรมชำติกันมำกมีกำรใช้ประโยชน์จำกสมุนไพรแทนสำร
สังเครำะห์ต่ำง ๆ และมีกำรผลิตผลิตภัณฑ์จำกสมุนไพรออกมำมำกมำยในรูปแบบต่ำง ๆ เช่น ยำ เครื่องส ำอำง 
อำหำร และชำเพ่ือสุขภำพ สำเหตุที่มีแนวโน้มในกำรใช้สมุนไพรเพ่ิมขึ้นเนื่องจำกมนุษย์มีแนวคิดกลับคืนสู่
ธรรมชำติซึ่งเป็นวิธีที่ดีในกำรดูแลสุขภำพ 1 

สมุนไพรเป็นทรัพยำกรธรรมชำติที่อยู่คู่มำกับชีวิตควำมเป็นอยู่ของมนุษย์มำนำน โดยใช้สมุนไพรใน
กำรบ ำบัดรักษำโรคมำแต่โบรำณ หำกพืชสมุนไพรชนิดใดให้ประโยชน์ในกำรรักษำโรคก็จะจดจ ำถ่ำยทอดสืบ
ต่อกันไปท ำให้เกิดเป็นยำใช้กันในชุมชนหรือเป็นยำแผนโบรำณ 2 สมุนไพรโดยทั่วไปนั้นมักนึกถึงแต่เฉพำะยำที่
ได้จำกพืชเท่ำนั้น แต่ตำมพระรำชบัญญัติยำ สมุนไพร หมำยถึง ยำจำกพืช สัตว์ และแร่ธำตุ ซึ่งยังไม่ได้มีกำร
น ำมำผสมกับตัวยำอ่ืนๆ ปรุงแต่งสี กลิ่นรสให้ผิดไปจำกเดิม หรือแปรสภำพ  คือ ยังเห็นเป็นชิ้นส่วนของพืช 
สัตว์ แร่ธำตุ แม้จะถูกหั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆ หรือบดละเอียดแล้วก็ตำม 3 

ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีป่ำเขตร้อน มีควำมหลำกหลำยทำงทรัพยำกรทำงชีวภำพ พันธุ์พืช พันธุ์
สัตว์ และแร่ธำตุ ในอดีตมีกำรใช้ยำสมุนไพรรักษำโรคกันอย่ำงกว้ำงขวำง และเนื่องจำกมีสมุนไพรจ ำนวนมำก
ใช้รักษำโรคได้ สมุนไพรบำงชนิดที่เรำมีควำมคุ้นเคยก็ถูกน ำมำใช้รักษำโรคด้วยตนเอง  ต่อมำเมื่ออุตสำหกรรม
ผลิตยำเคมีสังเครำะห์มีควำมเจริญก้ำวหน้ำอย่ำงต่อเนื่องท ำให้ควำมนิยมในกำรใช้ยำสมุนไพรลดน้อยลง 
จนกระทั่งระยะหนึ่งผู้บริโภคได้ตระหนักถึงผลข้ำงเคียงที่อำจเกิดขึ้นจำกฤทธิ์และควำมเป็นพิษของยำเคมี
สังเครำะห์มำกขึ้น จึงท ำให้ยำสมุนไพรกลับเป็นที่สนใจและมีควำมส ำคัญขึ้นอีกครั้ง ซึ่งตัวยำที่มีในสมุนไพร 
บำงตัวมีฤทธิ์ข้ำงเคียงน้อยกว่ำยำสังเครำะห์ แม้ปัจจุบันจะยังมีกำรสังเครำะห์สำรเคมีขึ้นมำเพ่ือใช้เป็น              
ยำจ ำนวนมำก แต่ตัวยำส ำคัญหลำยชนิดก็ยังคงได้จำกกำรสกัดจำกพืชสมุนไพร ท ำให้สมุนไพรเป็นแหล่งส ำคัญ
ของสำรประกอบเคมีจ ำนวนมำกที่มีประโยชน์ทั้งทำงกำรแพทย์และทำงอุตสำหกรรม 

กำรน ำสมุนไพรมำใช้เพ่ือเป็นยำรักษำโรคนั้นเดิมน ำมำใช้ในรูปของพืชสดหรือน ำมำตำกแห้ง ต่อมำมี
กำรน ำเอำสำรสกัดจำกสมุนไพรมำพัฒนำเป็นยำในรูปของสำรสกัดหยำบ ซึ่งจะมีในรูปของสำรบริสุทธิ์ หรือ
ส่วนผสมซับซ้อนของสำรประกอบหลำยชนิด แต่สำรสกัดอย่ำงหยำบมีกำรใช้เวลำในกำรเตรียมน้อยกว่ำและ
ฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำของสมุนไพรบำงชนิดอำจมำจำกกำรผสมกันของสำรหลำยๆชนิด ถ้ำอยู่ในรูปสำรบริสุทธิ์
อำจจะมีฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำน้อยลงหรืออำจจะไม่มีเลย ดังนั้นจึงนิยมน ำสมุนไพรมำใช้ในรูปของสำรสกัดหยำบ
มำกกว่ำ แต่อย่ำงไรก็ตำมขั้นตอนกำรเตรียมสำรบริสุทธิ์ยังเป็นสิ่งส ำคัญที่จะต้องท ำกำรศึกษำ เพรำะจะทรำบ
สูตรโครงสร้ำงทำงเคมีขององค์ประกอบในพืชได้ ก็ต่อเมื่อองค์ประกอบนั้นอยู่ในรูปของสำรบริสุทธิ์เท่ำนั้น และ
สำรบริสุทธิ์นี้สำมำรถน ำมำใช้รักษำโรคหรือเป็นสำรมำตรฐำนได้ ซึ่งส่วนใหญ่ไม่มีขำยในท้องตลำด จ ำเป็นต้อง
ท ำกำรสกัดแยก อีกทั้งสมุนไพรบำงชนิดยังจ ำเป็นที่ต้องใช้องค์ประกอบในรูปสำรบริสุทธ์มำใช้ในกำรผลิต            
ยำ เครื่องส ำอำง อำหำรเป็นต้น  2 

สมุนไพรมีประโยชน์ด้ำนรักษำโรคต่ำงๆมำกมำย ตลอดจนให้สำรบริสุทธิ์ที่รักษำโรคได้ จึงน ำสมุนไพร
ต่ำงๆมำศึกษำวิจัยหำสำรบริสุทธิ์จำกสมุนไพร เพ่ือน ำไปทดสอบกำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพในแง่ต่ำงๆแล้วน ำ
ข้อมูลไปพัฒนำพืชสมุนไพรให้เกิดประโยชน์ในทำงกำรแพทย์ต่อไป3 



2 
 

โรคติดเชื้อที่เกิดจำกแบคทีเรียฉวยโอกำส เช่น   Escherichia coli , Klebsiella pneumoniae, 
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii , Serratia marcescens, 
Methicillin resistant และStaphylococcus aureus (MRSA) ถูกจัดเป็นหนึ่งในปัญหำสำธำรณสุขที่
ร้ำยแรงที่สุดเพรำะเป็นเชื้อก่อโรคในโรงพยำบำล ซึ่งเชื้อเหล่ำนี้เป็นสำเหตุส ำคัญของกำรติดเชื้อของคนไข้ใน
โรงพยำบำลที่มีภูมิคุ้มกันต่ ำ  กำรติดเชื้อจะเกิดข้ึนเมื่อมีกำรใช้เครื่องมือทำงกำรแพทย์เพ่ือตรวจหรือรักษำ เช่น 
คนที่มีแผลเปื่อยอักเสบ แผลไฟไหม้ โดยที่เชื้อจะเพ่ิมจ ำนวนอยู่ในน้ ำหรือที่มีควำมชื้นตำมเครื่องมือหรือ
เครื่องช่วยหำยใจ 4 เป็นสำเหตุให้มีกำรติดเชื้อในโรงพยำบำลเพ่ิมขึ้นโดยแบคทีเรียเหล่ำนี้มีกลไกที่ให้เกิด
ภำวะแทรกซ้อนและเป็นสำเหตุให้ผู้ป่วยเสียชีวิตเพ่ิมสูงขึ้น โดยสำมำรถก่อโรคเมื่อร่ำงกำยอ่อนแอในหลำยๆ 
ระบบของร่ำงกำย เช่น ระบบทำงเดินอำหำร ระบบทำงเดินปัสสำวะ ระบบหมุนเวียนโลหิต ระบบทำงเดิน
หำยใจ กำรติดเชื้อที่บำดแผล เยื่อหุ้มหัวใจอักเสบ ไขกระดูกอักเสบ กำรติดเชื้อจำกกำรใช้เครื่องช่วยหำยใจ
และกำรสอดใส่เครื่องมือแพทย์ ปอดบวม เป็นต้น5,6  เชื้อแบคทีเรียเหล่ำนี้ดื้อต่อกำรรักษำด้วยยำปฏิชีวนะที่ใช้
กันอยู่ในปัจจุบัน  จึงท ำให้มีทำงเลือกในกำรใช้ยำปฏิชีวนะน้อยลงทุกขณะ จ ำเป็นต้องค้นคว้ำหำยำชนิดใหม่  
เพ่ือใช้ยับยั้งแบคทีเรียดื้อยำที่มีกลไกยับยั้งกำรท ำงำนของยำปฏิชีวนะหลำยชนิด 5,6,7  นอกจำกนี้ยังต้องมีกำร
น ำเข้ำยำชนิดใหม่ๆ ซึ่งมีรำคำแพงจำกต่ำงประเทศ ส่งผลต่อค่ำใช้จ่ำยในกำรรักษำเพ่ิมขึ้น ใช้เวลำรักษำนำน
ขึ้น กำรน ำสมุนไพรมำใช้ร่วมกับยำปฏิชีวนะมำใช้ในกำรรักษำโรค จึงเป็นอีกทำงเลือกหนึ่งในกำรรักษำโรคติด
เชื้อดื้อยำ  เนื่องจำกสมุนไพรเป็นทรัพยำกรธรรมชำติ หำง่ำย รำคำถูก ร่ำงกำยสำมำรถก ำจัดออกได้ง่ำย          
ลดผลข้ำงเคียงท่ีเกิดจำกยำแผนปัจจุบัน          
         พืชในวงศ์ Euphorbiaceae  สำมำรถรักษำโรคต่ำงๆได้มำกมำย เช่น มันปู Glochidion littorale จะ
ใช้รำกและล ำต้น มีสรรพคุณแก้ร้อนใน เป็นยำบ ำรุง  ภำคใต้นิยมใช้รับประทำนเป็นผักสด หรือใช้เป็น           
เครื่องเคียงแกงเผ็ดส่วนที่น ำมำใช้ คือใบและยอดอ่อน ไคร้เส็ด(Glochidion hirsutum Muell. Arg )ใช้เปลือก
บดเป็นผงละลำยกับน้ ำร้อนดื่มเป็นยำหอม บ ำรุงหัวใจ8 และไคร้เส็ดมีสำรที่สำมำรถยับยั้งเซลล์มะเร็งและ
แก้ปัญหำหลอดเลือดแข็งตัวได้เป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระที่ดีมำก ซึ่งอนุมูลอิสระนี้เป็นตัวกำรส ำคัญที่ท ำให้เกิด
ปัญหำทำงสุขภำพ เช่น ภำวะควำมจ ำเสื่อมหรืออัลไซเมอร์ ระบบภูมิคุ้มกันลดลง และโรคมะเร็ง เป็นต้น     ไคร้ 
เป็นพืชที่อยู่ในสกุล Glochidion มีชื่อวิทยำศำสตร์ว่ำ Glochidion daltonii Kurz ที่อยู่ในวงศ์ 
Euphorbiaceae รำก น ำมำใช้ปรุงเป็นยำ แก้กษัย ขับปัสสำวะ แก้ไข้เซื่องซึม เบำพิกำร นอกจำกนี้ ยอดอ่อน
ของต้นยังใช้รับประทำนได้9 
          จะเห็นได้ว่ำพืชในวงศ์ Euphorbiacece มีประโยชน์ในกำรรักษำโรคต่ำงๆ จึงสนใจที่จะน ำ ไคร้ 
(Glochidion daltonii Kuzz) ซึ่งอยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae และสกุล Glochidion มำศึกษำแยกหำ           
สำรบริสุทธิ์ เพ่ือน ำไปเป็นประโยชน์ทำงกำรแพทย์และด้ำนอ่ืนๆต่อไป เช่น น ำมำพัฒนำเป็นตัวยำรักษำโรคติด
เชื้อแบคทีเรียฉวยโอกำสที่มักพบในคนไข้เพ่ือใช้ทดแทนยำปฏิชีวนะที่รักษำโรคติดเชื้อไม่ได้ผล  หรือน ำไปใช้
ควบคู่กับยำปฏิชีวนะเพ่ือรักษำโรคติดเชื้อจำกแบคทีเรียฉวยโอกำสต่อไปนอกจำกนี้อำจน ำไปใช้เป็นข้อมูล
พ้ืนฐำนในงำนวิจัยเชิงลึกเพ่ือใช้เป็นสำรต้ำนมะเร็งในอนำคต 
1.1  วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย  
          1. เพ่ือศึกษำองค์ประกอบทำงเคมีของรำกและใบไคร้      
          2. เพ่ือสกัดสำรอินทรีย์จำกรำกและใบไคร้ ด้วยตัวท ำละลำยเฮกเซน 
          3. เพ่ือแยกสำรบริสุทธิ์จำกส่วนสกัดเฮกเซนของรำกและใบไคร้ 
          4. พิสูจน์เอกลักษณ์ของสำรบริสุทธิ์จำกรำกและใบไคร้ 
          5. เพ่ือศึกษำฤทธิ์ต้ำนจุลินทรีย์ของสำรบริสุทธิ์จำกรำกและใบไคร้  
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 1.2 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย  
          1. สกัดสำรจำกส่วนรำกและใบไคร้ ด้วยตัวท ำละลำยเฮกเซน 
          2. แยกผลิตภัณฑ์ธรรมชำติหรือสำรบริสุทธิ์จำกส่วนสกัดเฮกเซนของรำกและใบไคร้ 
          3. พิสูจน์เอกลักษณ์ของสำรบริสุทธิ์ด้วยข้อมูลทำงสเปคโทรสโคปี 
           4. เพ่ือศึกษำควำมสำมำรถของสำรบริสุทธิ์จำกส่วนสกัด เฮกเซนของรำกและใบไคร้ ในกำรยับยั้ง          
กำรเจริญของจุลินทรีย์ฉวยโอกำส 10  ชนิด  ได้แก่   Acinetobacter baumannii, Bacillus cereus, B. 
subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, P. mirabilis, 
Pseudomonas aeruginosa, Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) และ S. aureus 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ2 

           ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ (natural  products) เป็นสารชีวโมเลกุล (biological  molecules)  ซึ่งโดย
ปกติหมายถึงสารทุติยภูมิ (secondary  metabolites)  เป็นสารที่เกิดข้ึนในธรรมชาติที่ผลิตขึ้นได้โดยสิ่งมีชีวิต  
ซึ่งไม่จ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต  กล่าวคือเมื่อขาดสารเหล่านี้แล้วไม่ท าให้สิ่งมีชีวิตต้องตายนั่นเอง 
สารปฐมภูมิ (primary  metabolites)  คือสารที่จ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตทั้งหลาย ไม่ว่าจะเป็นพืช  
หรือสัตว์ก็ตาม  แต่สารใดที่นอกเหนือไปจากนี้  เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงหมู่ฟังก์ชันบางส่วนไปจากสารปฐมภูมิ
จะกลายเป็นสารทุติยภูมิ 
          การพัฒนาทางด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีท าให้สามารถสกัด และแยกสารเคมีบริสุทธิ์ที่มี
คุณประโยชน์ทางยาในพืชสมุนไพร พืชสมุนไพรแต่ละชนิดจะประกอบด้วยสารเคมีทางวิทยาศาสตร์หลายชนิด 
บางชนิดมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา (pharmacological action) ซึ่งมักเรียกว่าเป็นสารส าคัญ (active 
constituents) โดยอาจแบ่งกลุ่มใหญ่ๆได้ 7 กลุ่ม ดังนี้  
             2.1.1  คาร์โบไฮเดรต  (carbohydrate) 10ประกอบด้วยธาตุคาร์บอน  ไฮโดรเจน และออกซิเจน 
เป็นองค์ประกอบหลัก ได้แก่ มอนอแซ็กคาไรด์  มอนอแซ็กคาไรด์ และพอลีแซ็กคาไรด์ เช่นแป้ง เซลลูโลสและ
ไกลโคเจนเกิดจากกลูโคสหลายโมเลกุลมารวมตัวกันเป็นคาร์โบไฮเดรตโมเลกุลใหญ่ 
            2.1.2 ไขมัน (lipids)11  ลิพิดเป็นสารอินทรีย์ที่ประกอบด้วยธาตุหลัก คือ คาร์บอน ไฮโดรเจน และ
ออกซิเจน หรืออาจประกอบด้วยไนโตรเจนและฟอสฟอรัส โดยมีอะตอมของออกซิเจนต่ออะตอมของคาร์บอน
น้อยกว่าในคาร์โบไฮเดรตมาก ลิพิดส่วนใหญ่เป็นสารประกอบ ประเภทเอสเทอร์ของกรดไขมัน กับ กลีเซอรอล  
ลิพิดอาจแบ่งออกเป็น คือ ลิพิดอย่างง่ายหรือลิพิดธรรมดา (simple lipid) ซึ่งได้แก่ ไขมัน น้ ามัน และไข  
ลิพิดเชิงประกอบ (compound lipid) หมายถึง ลิพิดอย่างง่ายที่มีองค์ประกอบอ่ืนรวมอยู่ด้วยเช่นฟอสโฟลิพิด 
ประกอบด้วยลิพิดอย่างง่ายและหมู่ฟอสเฟต ไกลโคลิพิด ประกอบด้วยลิพิดอย่างง่ายและคาร์โบไฮเดรต                
ลิโพโปรตีน ประกอบด้วยลิพิดอย่างง่ายและโปรตีน และลิพิดเบ็ดเตล็ด (miscellaneous lipid) ชึ่งหมายถึง 
สารอ่ืนๆที่มีสมบัติคล้ายกับลิพิด แต่ไม่ได้เป็นสารประกอบประเภทเอสเทอร์ของกรดไขมันและกลีเซอรอล           
ไม่ท าปฏิกิริยากับสารละลายเบส สารเหล่านี้ได้แก่ สเตอรอยด์ วิตามินที่ละลายได้ในน้ ามัน และสารประกอบ
ประเภทเทอร์พีน  
           2.1.3  น ้ามันหอมระเหย (essentile oil) 12 คือของเหลวที่สกัดได้จากพืชสมุนไพรนานาชนิด 
สามารถระเหยได้ที่อุณหภูมิห้อง  เช่น น้ ามันดอกจ าปี เป็นต้น  ซึ่งอาจสกัดมาจากส่วนใดส่วนหนึ่งของพืชนั้นๆ
เช่น สกัดมาจากผล  ดอก  ใบ  เมล็ด  เปลือก  ก้าน  เป็นต้น  วิธีการสกัดที่นิยมใช้คือ การกลั่นไอน้ า  และ 
การใช้สารเคมีเป็นตัวท าละลาย  เนื่องจากในน้ ามันหอมระเหยมีองค์ประกอบทางเคมีนับร้อยชนิดซึ่งออกฤทธิ์
เสริมกัน  หลังจากการสกัดน้ ามันหอมระเหยที่ได้จะถูกน ามาสังเคราะห์  เพ่ือกลั่นแยกหาสารต่างๆที่มี             
กลิ่นหอม  สารเหล่านี้จะถูกน าไปผสมผสานและสร้างเป็นกลิ่นใหม่ๆต่อไป                                          
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          2.1.4 วิตามิน  (vitamin) 13  เป็นสารอาหารที่มีหน้าที่ช่วยการท างานของระบบต่างๆในร่างกาย 
การขาดวิตามินอาจเป็นสาเหตุของโรคต่างๆ ได้มากมาย  วิตามินแบ่งเป็นประเภทที่ละลายน้ าได้ได้แก่ได้แก่
วิตามินบี วิตามินซีวิตามินเอ ดี อี เค และ วิตามินที่ละลายในไขมัน ได้แก่วิตามินเอ ดี อี เค                              
-        2.1.5  เทอร์พีนอยด์ ( terpenoids ) 13เป็นสารอินทรีย์ที่พบมากในพืชชั้นสูงและพบได้ในส่วนที่
หลากหลายของพืช ตั้งแต่เมล็ด ล าต้น ดอก หรือใบ และพบในพืชชั้นต่ าบางชนิดเช่น รา มอส สาหร่าย เป็นต้น 
แม้แต่ในสิ่งมีชีวิตใต้ทะเลก็ยังมีการค้นพบสารในกลุ่มนี้เช่นกัน เทอร์พีนอยด์เกิดจากการเชื่อมต่อกันของ             
ไอโซพรีนตั้งแต่ 2 หน่วยขึ้นซึ่งประกอบด้วยคาร์บอน 5 อะตอม 

         2.1.6 สเตรอยด์ (steroid) 14  เป็นผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่มีการชีวสังเคราะห์เปลี่ยนแปลงมาจาก       
สารกลุ่มไตรเทอร์พีนอยด์ สเตรอยด์พบได้ทั้งในพืชและสัตว์ มีหน้าที่ส าคัญต่อระบบต่าง ๆ ของสิ่งมีชีวิต                  
สเตอรอยด์มีโครงสร้างหลักเป็นวง 4 วงเชื่อมต่อกัน  โดยที่ 3 วง (A, B และ C) เป็นวงหกเหลี่ยมและวง             
5 เหลี่ยม 1 วง (D) เช่น คลอเรสเทอรอล ฮอร์โมนอะดรีโนโคตคิอยด์  ฮอร์โมนเพศ  และ กรดน้ าด ีเป็นต้น  

         2.1.7 อัลคาลอยด์ (alkaloid) 15 เป็นสารกลุ่มใหญ่ ส่วนมากพบในพืชชั้นสูง เป็นสารที่มักมีรสขมใน
โมเลกุลมีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบ มีสมบัติเป็นด่าง เมื่ออยู่ในรูปของเกลือจะละลายน้ าได้เป็นกลุ่มสาร       
ที่น ามาใช้มากเพ่ือเป็นยารักษาโรคและมีจ านวนไม่น้อยที่เป็นสารพิษ อัลคาลอยด์ที่น ามาใช้ในการรักษาโรค
ต่างๆ เช่น อะโทรปีน (atropine) จากต้นและใบล าโพงมีฤทธิ์ลดการบีบตัวของล าไส้ จึงมักใช้ผสมในยาแก้ปวด
ท้อง นอกจากประโยชน์ในการรักษาแล้วอัลคาลอยด์จ านวนไม่น้อยที่เป็นพิษต่อร่างกาย ใช้เป็นยาพิษ ยาฆ่า
แมลงและใช้ในการล่าสัตว์     

2.1.8 ฟลาโวนอยด์  (flavonoid)16เป็นสารประกอบกลุ่มพอลิฟีนอล ซึ่งประกอบด้วยวงอะโรมาติก
ตั้งแต่ 2 วงขึ้นไป โดยมีการจับกับคาร์บอนและ aromatic hydroxyl  flavonoids สามารถแบ่งออกเป็นกลุ่ม
ย่อยตามระดับการออกซิเดชั่นและหมู่ฟังก์ชันของ C ring  คือ flavonol  flavonones  flavones  
isoflavones   flavonols  และ anthocyanidins  สารประกอบ flavonoid อาจเรียกได้ว่าเป็นสาร 
nutraceutical ซึ่งหมายถึง อาหารหรือองค์ประกอบของอาหารที่สามารถน ามาใช้เป็นยาหรือมีประโยชน์ต่อ
สุขภาพ ทั้งในด้านการป้องกันและการรักษาโรค เช่น สาร antioxidant สาร antimicrobial สาร antiviral 
สาร anti-inflammatory  สารantidiabetic ผลต่อระบบไหลเวียนโลหิต 

2.1.9 คูมาริน (coumarin) 17 มีโครงสร้างโดยทั่วไปคือ 2-α-benzopyrone พบในธรรมชาติทั้ง
รูปแบบไกลโคไซด์และอะไกลโคน เป็นสารจ าพวกแลกโตนไกลโคไซด์ด้วย มีการจ าแนกคูมารินตามลักษณะ
โครงสร้างออกเป็น simple coumarins furanocoumarins pyrocoumarins phenyl coumarins  และ 
bicoumarins พบได้ทั้งในพืชและจุลินทรีย์คูมารินส์สามารถน ามาใช้ประโยชน์ทางเภสัชกรรมได้ เช่น ใช้เป็น
ส่วนผสมของยาต้านการแข็งตัวของเลือดรักษาโรค ช่วยขยายตัวของหลอดเลือด และใช้เป็นส่วนประกอบของ
ต ารับยาต้านไวรัสเอชไอวี  พืชที่พบสารคูมารินได้แก่พรรณผักกาดเมล็ดทอนกา เป็นต้น 

2.1.10 แคโรทีนอยด์ (carotenoid) 18 เป็นรงควัตถุ (pigment) สีส้ม แดง และส้มแดง เป็น
ไฮโดรคาร์บอนชนิดไม่อ่ิมตัว มีพันธะคู่หลายต าแหน่ง ละลายได้ในน้ ามันและตัวท าลายอินทรีย์ต่างๆ สลายตัว
ได้ง่ าย เกิดปฏิกิริยาออกซิ เดชัน  (oxidation) ได้ เมื่อละลายอยู่ ในน้ ามัน ท างานร่วมกับคลอโรฟิล
(chlorophyll) ซึ่งเป็นรงควัตถุที่มีสีเขียว ดูดซับพลังงานจากแสงแดด และช่วยการเจริญเติบโตของพืชหน้าที่
ของแคโรทีนอยด์มีหลายอย่างคือ นอกจากจะที่เป็นสารตั้งต้นของวิตามินเอแล้ว ยังท าหน้าที่ต้านอนุมูลอิสระ
ช่วยเสริมสร้างภูมิคุ้มกัน ยับยั้งการก่อกลายพันธุ์ ป้องกันเนื้องอก และมีความเกี่ยวข้องกับสุขภาพด้านอ่ืนๆ 

http://www.promma.ac.th/main/chemistry/boonrawd_site/hormone.htm
http://www.promma.ac.th/main/chemistry/boonrawd_site/bile.htm
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ได้แก่ ลดความเสี่ยงเกี่ยวกับการเสื่อมของตาเนื่องจากสูงอายุ และต้อกระจก ลดความเสี่ยงจากโรคมะเร็ง         
บางชนิด และโรคหัวใจและหลอดเลือด ได้แก่ กลุ่มแคโรทีน (carotenes) 19 เป็นสารที่ร่างกายต้องเปลี่ยนไป
เป็นวิตามินเอ หรือที่เรียกว่าโปรวิตามินเอ เป็นวิตามินที่ละลายในไขมันกลุ่มแซนโธฟิลด์ (xanthophyll) 20

เป็น รงควัตถุที่ให้สีเหลืองของสารแคโรทีนอยด์ชนิดที่มีออกชิเจนอยู่ในโครงสร้าง หรืออยู่ในรูปอนุพันธ์ที่ถูก
ออกซิไดซ์ของแคโรทีน สามารถพบได้ในสัตว์ เช่น สีเหลืองของไข่ไก่ มาจากไก่ที่กินแซนโธฟิลล์จากอาหารเข้า
ไป เช่น ลูเทอิน (lutein)  
 
2.2 ทฤษฎีการสกัด 21   
           ตัวท าละลายแต่ละชนิดสามารถละลายสารต่างๆได้แตกต่างกัน คุณสมบัติอันนี้จึงน ามาใช้เป็นหลักใน
การแยกสารออกโดยการละลายด้วยตัวท าละลาย 

  2.2.1 Maceration วิธีนี้เป็นวิธีที่นิยมใช้กันมากที่สุดโดยท าการคัดเลือกตัวท าละลายที่เหมาะสม
กับสารในพืชสมุนไพรแล้วน าพืชสมุนไพรไปใส่ไว้ในภาชนะท่ีปิด เช่น ขวดปากกว้าง ขวดรูปชมพู่ หรือโถท าการ
เขย่าเป็นเวลา และแช่ไว้อย่างน้อย 7 วัน จากนั้นน ามากรองแล้วบีบเอาสารสกัดออกมาจากกากสมุนไพรให้
ได้มากที่สุด น าสารละลายสมุนไพรที่ได้ไปท าการกรองเอาเศษสมุนไพรที่ติดออกให้หมด แล้วจึงน าสารที่ได้ไป
ใช้ประโยชน์ต่อ วิธีนี้มีข้อดีคือ สารสกัดจะไม่ถูกความร้อน ท าให้โอกาสในการสลายตัวของสารสกัดลดลง 
ข้อเสียของวิธีนี้คือจะสิ้นเปลืองตัวท าละลายมาก    

  2.2.2 การสกัดด้วยตัวท้าละลาย (solvent extraction) เป็นวิธีการแยกสารโดยอาศัยสมบัติ        
การละลายของสารในตัวท าละลาย หรือการใช้ตัวท าละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารที่ต้องการออกจากของ
ผสม ท าโดยเติมตัวท าละลายที่เหมาะสมลงในสารที่ต้องการสกัด จากนั้นเขย่าแรงๆหรือน าไปต้ม เพ่ือให้สาร  
ที่ต้องการจะสกัดละลายในตัวท าละลายที่เลือกไว้ สารที่สกัดได้นั้นยังเป็นสารละลายอยู่  ถ้าต้องการท าให้
บริสุทธิ์ควรจะน าสารที่ได้ไปแยกตัวท าละลายออกมาก่อน อาจจะน าไประเหย หรือน าไปกลั่นต่อไป 

  2.2.3 Soxhlet Extraction  เป็นวิธีที่ใช้ความร้อนในการสกัดและต้องอาศัยการควบแน่นเข้าช่วย 
เป็นวิธีการสกัดแบบต่อเนื่อง ตัวท าละลายจะต้องมีจุดเดือดต่ า  เมื่อตัวท าละลายระเหยจะน าสารจากพืช
สมุนไพรไปด้วยจากนั้นเมื่อถูกความเย็นก็จะกลั่นตัวลงใน thimble ซึ่งบรรจุสมุนไพรไว้ เมื่อตัวท าละลายใน 
extracting chamber สูงขึ้นถึงระดับกาลักน้ า สารสกัดจะไหลกลับไปในขวดรูปชมพู่ด้วยวิธีกาลักน้ า             
ตัวท าละลายจะระเหยขึ้นแล้วกลั่นตัวกลับมาเป็นตัวท าละลายสกัดสารใหม่วนเวียนไป การใช้ความร้อนอาจท า
ให้สารที่ระเหยง่ายระเหยออกไป จึงไม่เหมาะกับการสกัดสารจากพืชสมุนไพรที่มีสารที่ระเหยง่าย เป็น
องค์ประกอบ วิธีการสกัดแบบต่อเนื่องนี้เหมาะส าหรับการสกัดสารองค์ประกอบที่ทนต่อความร้อน และใช้        
ตัวท าละลายน้อยไม่สิ้นเปลือง  

2.3 ทฤษฎีโครมาโทกราฟี  

           ทฤษฎีโครมาโทกราฟี (chromatography)22เป็นการแยกสารผสมที่มีสี หรือสารที่สามารถท าให้
เกิดสีได้  วิธีการนี้จะมีเฟส 2 เฟส   คือ เฟสคงที่ (stationary phase) กับ เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase)  
โดยที่สารในเฟสคงที่จะท าหน้าที่ดูดซับ (adsorb) สารผสมด้วยแรงไฟฟ้าสถิตย์   สารที่ใช้ท าเฟสคงที่จึงมี
ลักษณะเป็นผงละเอียดมีพ้ืนที่ผิวมากเช่น  อลูมินา (Al2O3) และซิลิกาเจล (SiO2) หรืออาจจะใช้วัสดุที่สามารถ
ดูดซับได้ดี เช่น ชอล์ก กระดาษ ซึ่งสารที่ท าหน้าที่ดูดซับในเฟสอยู่กับที่ เช่น น้ า   ส่วนเฟสเคลื่อนที่จะท า
หน้าที่ชะ (elute)  เอาสารผสมออกจากเฟสคงที่ให้เคลื่อนที่ไปด้วย การจะเคลื่อนที่ได้มากหรือน้อยขึ้นอยู่กับ
แรงดึงดูดระหว่างสารในสารผสมกับตัวดูดซับในเฟสอยู่กับที่    ดังนั้นสารที่ใช้เป็นเฟสเคลื่อนที่จึงได้แก่              

http://www.panyathai.or.th/wiki/index.php?title=%E0%B8%95%E0%B8%B1%E0%B8%A7%E0%B8%97%E0%B8%B3%E0%B8%A5%E0%B8%B0%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A2&action=edit
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พวกตัวท าละลาย เช่น ปิโตรเลียมอีเทอร์ เฮกเซน คลอโรฟอร์ม เบนซีน   การท าโครมาโทกราฟีสามารถท าได้
หลายวิธีจะแตกต่างกันที่เฟสคงที่ว่าอยู่ในลักษณะใด      

              2.3.1 โครมาโทกราฟีแบบคอลัมน์ (column chromatography)  ท าได้โดยการบรรจุสารที่
เป็นเฟสคงที่  เช่น อลูมินาหรือซิลิกาเจลไว้ในคอลัมน์  แล้วเทสารผสมที่เป็นสารละลายของเหลวลงสู่คอลัมน์ 
สารผสมจะผ่านคอลัมน์ช้าๆ โดยตัวท าละลายซึ่งเป็นเฟสเคลื่อนที่เป็นตัวพาสารไป สารในเฟสคงท่ีจะดูดซับสาร
ในสารผสมไว้ส่วนประกอบใดของสารผสมที่ถูกดูดซับได้ดีจะเคลื่อนที่ช้า ส่วนที่ถูกดูดซับไม่ดีจะเคลื่อนที่ได้เร็ว  
ท าให้สารผสมแยกจากกันได้   
             2.3.2 โครมาโทกราฟีแบบชั นบาง (thin layer chromatography) เป็นโครมาโทกราฟีแบบ
ระนาบ(plane chromatography) โดยท าเฟสคงที่ให้มีลักษณะเป็นครีมข้น แล้วเคลือบบนแผ่นกระจกให้
ความหนาของการเคลือบเท่ากันตลอดแล้วน าไปอบให้แห้ง หยดสารละลายของสารผสมที่ต้องการแยกบนแผ่น
ที่เคลือบเฟสคงที่นี้ไว้    แล้วน าไปจุ่มในภาชนะที่บรรจุตัวท าละลายที่เป็นเฟสเคลื่อนที่ไว้    โดยให้ระดับของ
ตัวท าละลายต้องอยู่ต่ ากว่าระดับของจุดที่หยดสารผสมไว้  ตัวท าละลายจะซึมไปตามเฟสอยู่กับที่ด้วยการซึม
ตามรูเล็กเหมือนกับน้ าที่ซึมไปในกระดาษหรือผ้า  เมื่อซึมถึงจุดที่หยดสารผสมไว้ ตัวท าละลายจะชะเอา
องค์ประกอบในสารผสมนั้นไปด้วยอัตราเร็วที่แตกต่างกัน  ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับสภาพมีขั้ว (polarity) ของสารที่เป็น
องค์ประกอบกับสารที่เป็นตัวท าละลาย  ถ้าตัวท าละลายเป็นโมเลกุลมีขั้ว (polar molecules) จะชะเอาสาร
ในสารผสมที่เป็นสารมีขั้วไปด้วยได้เร็ว  ส่วนสารที่ไม่มีขั้วในสารผสมจะถูกชะพาไปได้ช้า  สารผสมก็จะแยก
ออกจากกัน 
              
2.4 การตกผลึก  
            การตกผลึก (Crystallization)23 เป็นวิธีท าสารให้บริสุทธิ์ หรือเป็นวิธีแยกสารออกจากกันอีกวิธี
หนึ่ง โดย ตัวท าละลายที่เหมาะสมจะต้องละลายผลึกได้ดีที่อุณหภูมิสูง และไม่ละลายผลึกท่ีอุณหภูมิต่ า 
  

2.5 จุดหลอมเหลว  
           จุดหลอมเหลว24คือ อุณหภูมิที่สารอยู่ในสภาวะสมดุลระหว่างสถานะของแข็งและสถานะของเหลวที่
ความดัน 1 บรรยากาศ  จุดหลอมเหลวเป็นค่าเฉพาะของสาร(ของแข็ง)แต่ละชนิด ดังนั้นจึงใช้จุดหลอมเหลว
ตรวจสอบชนิดของสารได้  ปกติสารบริสุทธิ์จะหลอมเหลวที่อุณหภูมิหนึ่งๆ อุณหภูมิเดียว คือ เป็นตัวเลขค่า
เดียวหรือจุดเดียว เช่น 58 °C แต่ในทางปฏิบัติในการวัดจุดหลอมเหลวของสารบริสุทธิ์อาจวัดได้เป็นช่วง
อุณหภูมิ คือ อุณหภูมิตั้งแต่ของแข็งเริ่มหลอมที่ตาสังเกตเห็นได้จนถึงอุณหภูมิที่ของแข็งหลอมเหลวหมด เช่น 
58-59 oC สารบริสุทธิ์มีช่วงการหลอมเหลวแคบ (อยู่ในช่วง 0.5-1oC)  ส่วนสารไม่บริสุทธิ์มีช่วงการหลอมเหลว
กว้างและมีอุณหภูมิช่วงการหลอมเหลวต่ ากว่าช่วงการหลอมเหลวของสารบริสุทธิ์ชนิดนั้น   

  

 2.6 ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์   
             ยาปฏิชีวนะที่ใช้ในปัจจุบัน มีกลไกการออกฤทธิ์ที่หลากหลาย บางชนิดยับยั้งการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์ (microbistatic) ขณะที่บางชนิดออกฤทธิ์ฆ่าจุลินทรีย์ (microbicidal) บางชนิดมีขอบเขตการออก
ฤทธิ์กว้าง ส าหรับกลไกการออกฤทธิ์ของยาปฏิชีวนะจ าแนกได้ดังนี้7 
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  2.6.1 การยับยั งการสร้างผนังเซลล์ ยาที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ เช่น เพนนิซิลลิน 
(Pennicillin) เซฟาโลสปอริน (Cephalosporins) แวนโคมัยซิน (Vancomycin) บาซิทราซิน (Bacitracin) 
เป็นต้น โดยยาเหล่านี้จะออกฤทธิ์ขัดขวางกระบวนการสร้างผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ในระดับต่างๆ ขึ้นกับชนิด
ของยา มีผลท าให้เซลล์ของจุลินทรีย์แตกตาย ยาในกลุ่มนี้บางขนานอาจมีฤทธิ์กระตุ้นเอนไซม์บางอย่างในเซลล์
ของจุลินทรีย์ท าให้ผนังเซลล์แตก (autolysis) ด้วย  
 2.6.2 รบกวนหน้าที่ของเยื่อหุ้มเซลล์ รบกวนหน้าที่ของเยื่อหุ้มเซลล์ เช่น โพลิมัยซิน บ ี
(polymyxin B) โคสิสติน (Colistin) และ Polyene antifungal agents เป็นต้น ยาพวกนี้ออกฤทธิ์โดยหมู่       
อิออนที่มีประจุไฟฟ้าซึ่งอยู่ที่ผิวโมเลกุลของยาท าปฏิกิริยากับอิออนที่มีประจุไฟฟ้าของเยื่อหุ้มเซลล์ของ
จุลินทรีย์ ท าให้หน้าที่ของเยื่อหุ้มเซลล์ในการผ่านเข้าออกของสารต่างๆเสียไป เซลล์ตายเนื่องจากสูญเสีย
สารส าคัญๆ เช่น กรดอะมิโน พิวรีน ไพริมิดีน และขาดแร่ธาตุต่างๆ ได้แก่ โซเดียม โปแตสเซียม แอมโมเนีย 
ไฮโดรเจน เป็นต้น 
 2.6.3 ยับยั งการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิค มีฤทธิ์ในการยับยั้งการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิค ได้แก่ 
ไรแฟมพิซิน (Rifampicin) ซึ่งสามารถยับยั้งเอนไซม์ DNA dependent RNA polymerase จึงมีผลต่อ          
การสร้างอาร์เอ็นเอของจุลินทรีย์ 
 2.6.4 ยับยั งการสังเคราะห์โปรตีน ได้แก่ เตตราไซคลิน คลอแรมเฟนิคอล (Chloramphenicol) 
Macrolide antibiotic และคลินดามัยซิน (Clindamycin) เป็นต้น ยาพวกนี้จะออกฤทธิ์โดยไปจับกับไรโบโซม
ของจุลินทรีย์ ที่ต าแหน่ง 30 หรือ 50 subunit ซึ่งขึ้นกับชนิดของยามีผลขัดขวางการท าหน้าที่ของไรโบโซม 
การสร้างโปรตีนของจุลินทรีย์จึงถูกยับยั้ง จุลินทรีย์จึงหยุดการเจริญเติบโต (static activity)  
           2.6.5 รบกวนกระบวนการเมตาบอลิซึม ยากลุ่มนี้มีลักษณะโครงสร้างคล้ายกับสารที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการเมตาบอลิซึม จึงแย่งจับกับเอนไซม์ที่เกียวข้องได้ และการยับยั้งลักษณะแบบนี้พบว่าสามารถฟ้ืน
กลับสู่สภาพเดิมเมื่อปริมาณของยาลดลง หรือหมดฤทธิ์ยา หรือเมื่อมีสารตั้งต้นที่เอนไซม์ไปแย่งกันจับนั้นเพ่ิม
กว่าปกติ ยาที่มีฤทธิ์รบกวนกระบวนการเมตาบอลิซึม   โดยทั่วไปจะออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ แต่บาง
ชนิดที่ออกฤทธิ์ฆ่าท าลายเชื้อ 
          แบคทีเรียฉวยโอกาสที่ส าคัญ  เช่น  Escherichia coli , Klebsiella pneumoniae, Proteus 
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii , Serratia marcescens,  
Methicillin resistant  และ  Staphylococcus aureus (MRSA)  เป็นเชื้อก่อโรคในโรงพยาบาล ซึ่งเชื้อ
เหล่านี้เป็นสาเหตุส าคัญของการติดเชื้อของคนไข้ในโรงพยาบาลที่มีภูมิคุ้มกันต่ า การติดเชื้อจะเกิดขึ้นเมื่อมีการ
ใช้เครื่องมือทางการแพทย์เพ่ือตรวจหรือรักษา เช่น คนที่มีแผลเปื่อยอักเสบ แผลไฟไหม้ โดยที่เชื้อจะเพ่ิม
จ านวนอยู่ในน้ าหรือท่ีมีความชื้นตามเครื่องมือหรือเครื่องช่วยหายใจซึ่งการติดเชื้อจากแบคทีเรียเหล่านี้ถือเป็น
ปัญหาที่ส าคัญระดับประเทศ  เพราะก่อให้เกิดการดื้อยาปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรียเหล่านี้ เช่น ดื้อต่อยากลุ่ม
เพนิซิลลิน แอมพิซิลลิน โพลีมิกซิน สเตรปโตมัยซิน เตตราซัยคลิน เป็นต้น และมักพบผลข้างเคียงจากการใช้
ยาปฏิชีวนะ เช่น ผู้ป่วยเกิดการแพ้ยา ระบบร่างกายเสียสมดุล เนื่องจากยาปฏิชีวนะเข้าไปท าลายเชื้อ
แบคทีเรียที่อยู่ในล าไส้ นอกจากนี้การรับประทานยาปฏิชีวนะไม่ครบขนาดหรือบ่อยติดต่อกันเป็นเวลานาน          
ก็อาจท าให้เชื้อแบคทีเรียดื้อยา จากปัญหาเหล่านี้ท าให้เราต้องพัฒนายาต้านจุลินทรีย์ชนิดใหม่  เพ่ือทดแทนยา
ตัวเก่าท่ีรักษาไม่ได้ผลซึ่งท าให้ต้องเสียค่าใช้จ่ายในการรักษาเพ่ิมข้ึน สูญเสียรายได้จ านวนมหาศาลในระดับชาติ  

               การศึกษาพืชวงศ์ Euphorbiacece ในสกุล Glochidion  พบสารออกฤทธิ์ที่ส าคัญได้แก่ 
Lupanes,  betulinic acid และ terpene สารกลุ่ม betulinic acid มีผลในการการยับยั้งการเจริญของ
เซลล์มะเร็งชนิด melanoma , neuroblastoma และ ovarian carcinoma พบว่า betulinic acid  ที่ระดับ

http://www.google.co.th/search?hl=th&lr=lang_th&ei=jEqeS66pL5SENO3vkYkF&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&ved=0CAUQBSgA&q=Cephalosporins+%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%9F%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%AA%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%99&spell=1
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ความเข้มข้นสูงไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อสัตว์  จึงน่าจะมีการน ามาใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ในการใช้เป็น
ยาต้านมะเร็งในอนาคต 25, 26  นอกจากนี้ยังพบสารกลุ่ม Triterpenoids , Lupanes และ  betulinic acid  
ซึ่งเป็นที่รู้จักกันทางการแพทย์ใช้เป็นยาต้านมะเร็ง (Anti-cancer drug) มะเร็งแอปพลิเคชันมี premised จึง
สามารถฆ่าเซลล์มะเร็งโดยการยับยั้งเอนไซม์ที่ควบคุมการสังเคราะห์polyamines ได้แก่  ornithine 
decarboxylase, S-adenosylmethionine decarboxylase, spermidine synthase และ spermine 
synthase นอกจากนี้มีรายงานพบว่าbetulinic acidสามารถจะยับยั้งเอนไซม์ที่สังเคราะห์leukotriene 
biosynthesis คือ lipoxygenase อนุพันธ์ของ triterpenoids เช่น glycyrhetinic  3-monoacetate acid 
และ betulinic acid สามารถฆ่าเซลล์มะเร็ง เม็ดเลือดขาวและสามารถน ามาใช้ในการรักษาโรคมะเร็งอ่ืนๆ
จากหลักฐานดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าสารกลุ่มTriterpenoidsและLupanesอาจเป็นทางเลือกหนึ่งในการ
น ามาใช้รักษาโรคมะเร็งหรืออาจน ามาใช้ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย26, 27                                       

             พืชในสกุลGlochidion ให้สารบริสุทธิ์กลุ่ม Triterpenoids , Lupanes และ  betulinic acid เป็น
ส่วนใหญ่ที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพมากมาย27-38   ไคร้เป็นพืชอีกต้นหนึ่งในสกุลGlochidion การศึกษาวิจัยในครั้ง
นี้จึงท าการหาสารบริสุทธิ์จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากและใบไคร้ ซ่ึงคาดว่าจะได้สารบริสุทธ์ในกลุ่ม 
Triterpenoids ชนิดเดิมหรือชนิดใหม่และสารบริสุทธิ์กลุ่มใหม่ที่สามารถออกฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียแกรมลบฉวยโอกาสได้  ซึ่งผลการศึกษาครั้งนี้อาจเป็นข้อมูลพ้ืนฐานประกอบการพิจารณาในการน า
สมุนไพรไทยมาพัฒนาเป็นตัวยารักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียฉวยโอกาสที่มักพบในคนไข้เพ่ือใช้ทดแทน               
ยาปฏิชีวนะท่ีรักษาโรคติดเชื้อไม่ได้ผลหรือน าไปใช้ควบคู่กับยาปฏิชีวนะเพ่ือรักษาโรคติดเชื้อจากแบคทีเรียฉวย
โอกาสต่อไป 

 
2.7 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
         ปี 1974  Dutta B., และคณะ27 ได้ศึกษาท าการสกัด Glochidion accuminatumโดยใช้ เมทานอล
เป็นตัวท าละลาย และท าการแยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีพบว่าได้สารที่ใหม่ คือ glochidone   
glochidonol และβ-sitosterol 

                             ป ี2007  Hai-Tao Xiao., และคณะ28 ได้ศึกษาท าการสกัดเหง้าของ Glochidion coccineumโดยใช้
เมทานอลเป็นตัวท าละลาย และท าการแยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี พบว่า ได้สารที่ใหม่คือ 
glochieriosidesAandBซึ่งมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ                                                                     

         ปี 1998 Yoshio T. Chieko M. และคณะ29 ได้ศึกษาการสกัดส่วนบนของต้นGlochidion 
obovatum โดยใช้เมทานอลเป็นตัวท าละลาย พบว่า ได้สารใหม่ 2 ชนิด คือ neoligan glucoside  (7S,8R)-
dihydrodehydrodiconiferyl alcohol-9'-O-b-glucoside  

ปี 2003 Hideaki O.และคณะ30 ศึกษาการสกัดใบของต้น Glochidion zeylanicum โดยใช้เมทา
นอลเป็นตัวท าละลาย พบว่า ได้สาร 2 ชนิด คือ (3S,5R,6R,7E,9S)-Megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol3-
O-β-D-glucopyranoside และ (3S,5R,6R,7E,9S)-Megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol 9-O- β -D-
glucopyranoside 

ปี 2003 Wai-Haan H.และคณะ31 ได้ศึกษาการสกัดล าต้นของ Glochidion eriocarpum พบว่าได้
สาร  6 ชนิด คือ lupa-1,20-(29)dien-3-one  lup-20(29)-en-l β,3α-diol  1-β-hydroxylup-20(29)en-3-
one lup-20(29)-en-1 β,3 β -diollup-20(29)-en-3α,23-diol  และ lup-20(29)-en-lα,3 β -diol 

http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A(Xiao%2C+HAI%5C-TAO)
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ปี 2004 Peter C. Healy และคณะ32 ศึกษาการสกัดส่วนด้านนอกของเปลือกต้น Glochidion 
ferdinandi โดยใช้เอทิลอะซิเตทเป็นตัวท าละลาย พบว่า ได้สารที่ใหม่ 2 ชนิด คือ 2-hydroxy-6-methyl-8-
methoxy-9-oxo-9H-xanthene-1-carboxylic acid และ 2-hydroxy-6-hydroxymethyl-8-methoxy-9-
oxo-9H-xanthene-1-carboxylic acid มีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง  
    ปี 2007 Okamoto และคณะ 33 ศึกษาต้นไม้ในสกุล Glochidion  เพ่ือศึกษาผลของสาร betulinic 
acid ในการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งชนิด melanoma neuroblastoma และเซลล์ ovarian 
carcinoma ของมนุษย์ พบว่าท าให้เซลล์มะเร็งเปลี่ยนแปลงรูปร่างและไปเร่งให้เกิดโปรแกรมแห่งความตาย
กับเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว leukemias ในระยะเริ่มต้น  
            ป ี2009 Kiem และคณะ 34   ศึกษาสาร Glochieriosides A  จาก Glochidion eriocarpum 
พบว่ามีฤทธิ์ฆ่าเซลล์มะเร็ง HL-60 HT-29 MCF-7 และ SK-OV  ให้ค่า IC50 เท่ากับ 5.5, 6.8, 29.1,  22.7 
uM ตามล าดับ 
          ปี 2011 Machana และคณะ35 ศึกษาพืช 6 ชนิดรวมทั้ง Glochidion daltoni พบว่าสามารถฆ่า
มะเร็งตับคือ human hepatocarcinoma (HepG2) cell line ด้วยกลไกการยับยั้งโปรแกรมความตายคือ 
apoptosis 
          ปี 2011 Sharma และคณะ 36 พบว่าส่วนสกัดจากเมธานอลของ Glochidion zeylanicum มีฤทธิ์ฆ่า
เซลล์มะเร็ง HepG2 HT 29 และ PC3 cell line  
          ปี 2011 Thang และคณะ 37 ศึกษาสารบริสุทธ์จากใบของ Glochidion obliquum พบว่าฆ่า
เซลล์มะเร็งของมนุษย์ และมีผลควบคุมการท างานของเอนไซม์ nitric oxode synthase และ NADPH 
oxidase ใน microglial cell ของหนู 
          ปี 2012 Nhiem และคณะ 38 พบสารบริสุทธิ์ 10 ชนิด จากทุกส่วนของ Glochidion eriocarpum  
มีฤทธิ์ฆ่าเซลล์มะเร็ง HL-60 และ HCT-116 cell line โดยไปเพ่ิมการแสดงออกของยีน Bax และควบคุมผ่าน
ทาง ERK และ p388 
 
2.8 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
            2.8.1 ด้านวิชาการ 

  งานวิจัยนี้อาจจะได้สารบริสุทธิ์ใหม่ที่ยังไม่เคยค้นพบมาก่อนในสมุนไพรนี้หรือค้นพบสาร
บริสุทธิ์ชนิดใหม่ที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์และตีพิมพ์เผยแพร่ผลงานวิจัยทางวิชาการในหรือต่างประเทศ ทั้งนี้
เป็นการสร้างชื่อเสียงให้กับประเทศไทย และนักวิจัยในองค์การต่าง ๆ อาจน าผลงานวิจัยนี้ไปต่อยอดในแง่
ต่าง ๆ ท าให้เกิดงานวิจัยหรือองค์ความรู้ใหม่เพ่ิมขึ้น นอกจากนี้ยังท าให้หน่วยงานมีสารเคมีและอุปกรณ์
ทางเคมีมากข้ึนท าให้เกิดความคล่องตัวในการท างานวิจัยมากขึ้นซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการเรียนการสอน 

 
             2.8.2 ด้านนโยบาย 
    งานวิจัยนี้ให้ความรู้แก่ประชาชนทั่วไป โดยผ่านทางสื่อต่าง ๆ เช่น หนังสือพิมพ์ วารสารเคมี
ต่าง ๆ เพ่ือให้ประชาชนทราบว่าสมุนไพรนี้มีสารออกฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ได้ ท าให้ประชาชนมั่นใจว่าบริโภค
สมุนไพรนี้แล้วรักษาโรคได้จริง 
                  วงการแพทย์แผนไทย      ถ้าสารบริสุทธ์อยู่ในสมุนไพรชนิดนี้ มีฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆ จะเป็น
การสนับสนุนให้ใช้สมุนไพรนี้เป็นยารักษาโรคได้อีกชนิดหนึ่ง หรือใช้ร่วมกับสมุนไพรชนิดอ่ืนๆ เพ่ือให้มี
ประสิทธิภาพในการรักษามากข้ึน ซึ่งมีอาการข้างเคียงน้อยกว่ายาแผนปัจจุบัน 
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       วงการแพทย์แผนปัจจุบัน   น าไปสู่การค้นพบยารักษาโรคต่างๆชนิดใหม่ ที่สกัดหรือแยกได้
จากสมุนไพรนี้ ท าให้ใช้ทดแทนหรือเป็นทางเลือกอีกทางหนึ่งในการสกัดหรือแยกยาบางชนิดจากสมุนไพรชนิด
นี้ แทนการสั่งซื้อจากต่างประเทศซึ่งเสียค่าใช้จ่ายสูง 
              2.8.3  ด้านเศรษฐกิจ/พาณิชย์ 
                  น าไปสู่การจดสิทธิบัตรของยารักษาโรคบางชนิดใหม่จากสมุนไพร  เพ่ือสร้างชื่อเสียงให้กับ
ประเทศไทย                         
                  ผลิตยารักษาโรคจากสมุนไพรนี้ในปริมาณมากออกวางจ าหน่ายในราคาถูกกว่ายาที่รักษาโรค
ชนิดเดียวกันวางขายในท้องตลาด นอกจากนี้ยารักษาโรคที่ได้จากสมุนไพรนี้อาจมีประสิทธิภาพสูงกว่าและ
ราคาถูกกว่ายาที่ใช้รักษาโรคนั้นที่ใช้อยู่ในวงการแพทย์แผนปัจจุบัน 
              2.8.4 ด้านสังคมและชุมชน   
        ท าให้ทราบว่าพืชสมุนไพรนี้มีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ พืชสมุนไพรนี้จึงมีคุณค่า มีประโยชน์
สมควรที่จะอนุรักษ์หรือส่งเสริมให้มีการปลูกมากขึ้น เพื่อใช้ประโยชน์ในการรักษาโรคต่อไป 
       สารบริสุทธิ์ที่ได้อาจมีฤทธิ์ทางชีวภาพต่าง ๆ เช่น ต้านจุลชีพ ต้านแบคทีเรีย ต้านการอักเสบ 
ต้านมาลาเรีย หรือ apoptosis ทั้งนี้การศึกษากลไกการต้านจุลินทรีย์ และการพิสูจน์ประสิทธิภาพของ
สมุนไพรในต ารับยาไทย ซึ่งอาจจะเป็นประโยชน์ต่อวงการชีวเคมี เภสัชเคมี หรือบริษัทอุตสาหกรรมเพ่ือพัฒนา
ไปสู่แคปซูลยารักษาโรคต่างๆ ต่อไป  
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                                          บทที่3 

                    วธิีด ำเนินกำรวิจัย 
กำรสกัดและกำรแยกสำรบริสุทธิ์  

 อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการแยกคอลัมน์โครมาโทรกราฟีเพ่ือหาองค์ประกอบทางเคมีของรากและ
ใบไคร้มีดังต่อไปนี้               

3.1 สำรเคมี          
 3.1.1  เฮกเซน ( hexane )        
 3.1.2  เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate)      
 3.1.3  เมทานอล (methanol)       
 3.1.4  อะซิโตน (acetone)        
 3.1.5  แมกนีเซียมซัลเฟต (magnesium sulfate)     
 3.1.6  ไอโอดีน (iodine)        
 3.1.7  ซิลิกาเจล 60 (0.063-0.200 mm) รหัสสินค้า 1.07734.2500 ส าหรับ column บริษัท 
MERCK 3.1.8 ซิลิกาเจล 60 PF254 รหัสสินค้า 1.07747.2500 ส าหรับ thin layer chromatographyบริษัท 
MERCK  

3.2 อุปกรณ์          
 3.2.1 คอลัมน์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 เซนติเมตร ยาว 100 เซนติเมตร  
 3.2.2 คอลัมน์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.7 เซนติเมตร ยาว 62 เซนติเมตร  
 3.2.3 คอลัมน์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2 เซนติเมตร ยาว 40.5 เซนติเมตร  
 3.2.4 เครื่องดูดสุญญากาศ บริษัท EDWARDS     
 3.2.5เครื่องนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) ความถี่  
400 MHz รุ่น Avance บริษัท Bruker       
 3.2.6 เครื่องระเหยแบบหมุน (rotary evaporator)     
 3.2.7 หลอดก าเนิดแสง UV       
 3.2.8 แผ่นแก้วไมโครสไลด์       
 3.2.9 หลอดคาพิลลารี        
 3.2.10 ชุดกรองผลึก 
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          3.2.11 chamber        
 3.2.12 เครื่องชั่ง          

          3.2.13 ชุดกลั่น ตัวท าละลาย       
 3.2.14 ชุดเครื่องแก้วพ้ืนฐาน               

3.3   วิธีด ำเนินกำรทดลอง 

            3.3.1 กำรเก็บและกำรเตรียมสำรตัวอย่ำง       

                   น าส่วนรากและใบของไคร้จากจังหวัดเชียงรายซึ่งเก็บโดยกรมป่าไม้  แล้วน าสับเป็นชิ้นเล็กๆ
ตากให้แห้งแล้วบดให้ละเอียดเป็นผง จากนั้นน าส่วนรากและใบที่แห้งบดละเอียดไปชั่งน้ าหนักและบันทึก
น้ าหนักน าใส่ในถุงผ้าสีขาวมัดปากถุงให้เรียบร้อย บรรจุใส่ในถังสแตนเลสที่มีฝาปิดสนิท  เทตัวท าละลาย              
เฮกเซนลงไปในถัง จนท่วมถุงผ้า ปิดฝาให้สนิท ท าการแช่ทิ้งไว้เป็นเวลา 7 วัน หลังจากนั้นไขตัวท าละลาย
ออกมาน าไประเหยแห้งด้วยเครื่องระเหย แบบหมุนได้ส่วนสกัดหยาบ ท าการสกัดซ้ าอีก 3 ครั้ง น าส่วนสกัด
หยาบรวมกันแล้วน าไประเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยแบบหมุนและดูดด้วยเครื่องดูดสุญญากาศน าไปชั่งน้ าหนัก
และบันทึกน้ าหนัก               
 3.3.2 กำรเตรียม TLC                   
        น าซิลิกาเจลส าหรับท า  TLC มาผสมกับน้ าในอัตราส่วนที่เหมาะสม  คนให้ซิลิกาเจลผสมเข้า
กันเป็นลักษณะ slurry  จากนั้นเตรียมแผ่นไมโครสไลด์ที่สะอาดมาประกบคู่กันเช็ดด้วยอะซิโตนเพ่ือเป็นการ
ก าจัดน้ าแล้วตามด้วยเฮกเซนเพ่ือก าจัดคราบไขมันทิ้งไว้ให้แห้ง  น าแผ่นไมโครสไลด์ที่เตรียมไว้จุ่มลงใน
สารละลายซิลิกาเจลที่เตรียมไว้   แกะแผ่นไมโครสไลด์ที่ประกบกันไว้ออกจากกันเคาะเบาๆ  เพ่ือให้การ
กระจายของซิลิกาเจลเสมอกันทั่วทั้งแผ่น ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าไปอบที่อุณหภูมิ100 0C 
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  น าออกมาตั้งทิ้งไว้ให้เย็น    

  3.3.3 กำรหำระบบตัวท ำละลำยที่เหมำะสม        

                   การหาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมเป็นการหาอัตราส่วนของระบบตัวท าละลายที่แตกต่าง
กันระหว่างเฮกเซนกับเอทิลอะซิเตท  เริ่มจากเตรียมตัวท าละลายผสมระหว่างเฮกเซนและเอทิลอะซิเตทใน
อัตราส่วนต่างๆกัน ปริมาตร 10 ml ใส่ใน chamber ปิดฝาให้สนิท น าหลอดคาพิลลารีจุ่มในสารตัวอย่างที่
ต้องการหาตัวท าละลายที่เหมาะสมมาแล้วจุด (spot) ลงบนแผ่น TLC  แล้วน าไปใส่ใน chamber ที่ม ี             
ตัวท าละลายผสมที่เตรียมไว้  ในอัตราส่วนตัวท าละลายที่แตกต่างกัน แล้วปิดฝาให้สนิท รอให้ตัวท าละลาย
เคลื่อนที่จนสุดแผ่นที่มีซิลิกาเจลเคลือบอยู่  น าแผ่น TLC ออกจาก chamber แล้วน าไปส่องดูด้วยหลอด
ก าเนิดแสง UV  ท าการเปรียบเทียบอัตราส่วนตัวท าละลายที่เหมาะสมระบบตัวท าละลายใดที่สามารถแยก
สารออกจากกันได้ดีท่ีสุดจะเป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมที่สุดที่จะใช้ในการแยกสารต่อไป 
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      3.3.4 กำรเตรียมคอลัมน์                                                                                         
             การเตรียมคอลัมน์ต้องเลือกขนาดคอลัมน์ให้เหมาะสมที่สามารถบรรจุกับปริมาณของส่วน
สกัดที่ต้องการแยกกับซิลิกาเจล ได้ประมาณ 3 ใน 4 ของคอลัมน์  โดยใช้อัตราส่วนของซิลิกาเจลกับส่วนสกัด
เป็น 40:1 จากนั้นน าคอลัมน์ที่เหมาะสมแห้งและสะอาดมาวางยึดติดไว้กับ clamp ให้แน่นและตั้งตรง  แล้วเท
ซิลิกาเจลใส่ในบีกเกอร์เติมตัวท าละลายที่เหมาะสมจนท่วม ใช้แท่งแก้วคนผสมให้เข้ากัน ใส่ส าลีลงไปเล็กน้อย
ใส่ทรายลงไปเพื่อปรับระดับผิวหน้าให้เสมอกัน  ค่อยๆเทส่วนผสมของซิลิกาเจลกับตัวท าละลายที่เหมาะสมลง
ไป เปิดคอลัมน์ให้ตัวท าละลายไหลออกมา  ในระหว่างที่เทส่วนผสมของซิลิกาเจล ต้องใช้สายยางเคาะคอลัมน์
เบาๆเพ่ือให้ซิลิกาเจลอัดตัวกันแน่น ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 1 ชั่วโมงเพ่ือให้ซิลิกาเจลอ่ิมตัวด้วยตัวท าละลาย   

                 3.3.5 กำรบรรจุสำรตัวอย่ำง                                                                   
    ปล่อยตัวท าละลายให้อยู่ในระดับเดียวกับซิลิกาเจลจากนั้นเตรียมสารตัวอย่างโดยเอาสาร
ทดสอบผสมกับตัวท าละลายและซิลิกาเจลจ านวนเล็กน้อย  ระเหยออกโดยเครื่องระเหยแบบหมุน  ค่อยๆเท
สารผสมนั้นลงไปในคอลัมน์ที่เตรียมไว้ปล่อยให้อยู่ในระดับเดียวกันกับซิลิกาเจล  จากนั้นเติมแมกนีเซียม          
ซัลเฟตลงไปเพ่ือปรับผิวหน้าให้เรียบและดูดซับน้ าที่อาจปนมากับตัวท าละลายที่ใช้ชะ แล้วท าการชะด้วย        
ตัวท าละลายที่เหมาะสมต่อไป        

                3.3.6 กำรแยกสำรจำกคอลัมน์โครมำโทกรำฟี                 
            การแยกสารด้วยวิธีโครมาโทกราฟีท าได้โดยการท า gradient elution ซึ่งเป็นการค่อยๆ 
เพ่ิมความมีขั้วของระบบตัวท าละลายโดยจะเริ่มจาก 100% เฮกเซน และค่อยๆเพ่ิมความมีขั้วเอทิลอะซิเตท
จนกระทั่งถึง 100% เอทิลอะซิเตท ซึ่งถือว่ามีขั้วมากสุด  และใส่ตัวท าละลาย 100% เมทานอลเพ่ือชะสารที่
เหลืออยู่ในคอลัมน์ออกมาให้หมด ขณะท าการทดลองจะท าการเก็บสารที่แยกได้ (eluent) จากคอลัมน์ ด้วย
ขวดก้นกลมขนาด  250 cm3  แล้วน าไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยแบบหมุนจนเกือบแห้งใช้
คาปิลลารีดูดสาร น ามา spot ลงบนแผ่น TLC โดยเทียบ 2 fraction  ซึ่งต าแหน่งที่ 1 และ 3 จะเป็นสารแต่
ละ fraction ต าแหน่งที่ 2 บนแผ่น TLC นั้นจะเป็นการรวมสารสอง fraction  ที่น ามา spot เทียบ น าแผ่น 
TLC ที่ spot สารแล้วใส่ลงไปใน chamber ที่บรรจุตัวท าละลายที่เหมาะสม  ปิดฝาให้สนิทรอจนกระทั่ง          
ตัวท าละลายเคลื่อนที่จนสุดแผ่นที่มีซิลิกาเจลเคลือบอยู่  จากนั้นน าแผ่น TLC ไปส่องด้วยหลอดก าเนิดแสง  
UV จะมองเห็นสารแยกออกเป็นจุด  ถ้าไม่เห็นให้น าไปใส่ลงใน  chamber  ที่บรรจุเกล็ดไอโอดีนเอาไว้  หาค่า 
Rf  ของสารแต่ละจุด  และรวมสารที่มีลักษณะบนแผ่น TLC เหมือนกันเป็น fraction เดียวกัน  แล้วก็น าไป
ระเหยให้แห้งด้วยเครื่องระเหยตัวท าละลายแบบหมุนดูดด้วยเครื่องดูดสุญญากาศ  น าไปชั่งน้ าหนักของสาร  
ถ้า fraction ใดได้เป็นของแข็งให้น าไปตกผลึกใหม่ ส่วน fraction ใดที่ยังไม่พบของแข็งหรือยังไม่บริสุทธิ์และมี
ปริมาณมากพอ  ให้น าไปท าการแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีในท านองเดียวกันจนได้ของแข็ง  ส่วนสารที
มีปริมาณน้อยและจากการตรวจสอบด้วย TLC พบรงควัตถุก็จะไม่น าสารมาแยกต่อ  
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            3.3.7 กำรตกผลึก                                                                                                 
               น าสารที่เป็นของแข็งที่สามารถแยกได้เป็นของแข็งมาเติมตัวท าละลายที่เหมาะสม น าไป
ให้ความร้อนเพ่ือละลายสารตัวอย่าง  กรองสารละลายขณะร้อนน าสารละลายที่กรองได้ตั้งทิ้งไว้ให้ตกผลึก  
กรองผลึกที่ได้ด้วยเครื่องดูดสุญญากาศ ล้างผลึกด้วยตัวท าละลายชนิดเดียวกับท่ีใช้ตกผลึก ท าให้แห้ง น าผลึกที่
ได้เก็บใส่ใน vial บันทึกน้ าหนักท่ีได้ หาจุดหลอมเหลวเพ่ือน าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ต่อไป                
       3.3.8 กำรพิสูจน์เอกลักษณ์                                                                                
.                น าผลึกท่ีได้มาท าการพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเครื่องนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ 
สเปคโตรสโคปี เพื่อหาสูตรโครงสร้าง ในการทดลองนี้ได้ท าการแยกผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากส่วนสกัดเฮกเซน
ของรากไคร้ด้วยวิธีการทดลองข้างต้น ซึ่งการทดลองแสดงดังรูปที่ 3.1-3.5 และส่วนสกัดเฮกเซนของใบไคร้
ด้วยวิธีการทดลองข้างต้น ซึ่งการทดลองแสดงดังรูปที่ 3.6 – 3.9 
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 ไคร้ (Glochidion daltonii Kurz) 

 

ราก ( น้ าหนัก 3 กิโลกรัม ) 

สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน 

ส่วนสกัดหยาบหนัก 10.5 กรัม 

แยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทรกราฟี gradient  
elution (EtOAc:Hexane) 

 

F1              
3.9128 g 

F2              
1.4768 g 

F4              
2.9565 g 

F5              
0.7339 g 

F3              
0.6495 g 

รูปที่ 3.1 ส่วนที่แยกได้จากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของรากไคร้ 

 

 

น  ำหนักผลึก 

0.7845 g 
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Fraction ที่ 2 
1.4763 g 

column  chromatography  5 % 
(EtOAc:Hexane) 

 

                         รูปที่ 3.2 ส่วนที่แยกได้จากคอลัมน์โครมาโทรกราฟีของfraction ที่ 2 จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ 

 

 

F2.1              
0.1511 g 

F2.2              
0.8149 g 

F2.3              
0.2963 g 
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รูปที่ 3.4 ส่วนที่แยกได้จากคอลัมน์โครมาโทรกราฟีของfraction ที่ 4  จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ 

Fraction ที่ 3 
0.6495 g 

column  chromatography  10 % (EtOAc:Hexane) 

 

F3.1              
0.2734 g 

F3.3              
0.0280 g 

F3.2              
0.5316 g 

รูปที่ 3.3 ส่วนที่แยกได้จากคอลัมน์โครมาโทรกราฟีของfraction ที่ 3 จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ 

 

 

 

Fraction ที่ 4 
2.9564 g 

column  chromatography  40 % 
(EtOAc:Hexane) 

 

F4.1   

0.2470 g             

F4.2    

0.5245 g            

F4.3    

0.1588 g            
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 รูปที3่.5  ส่วนที่แยกได้คอลัมน์โครมาโทรกราฟีของfractionที5่จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ 
            
            
            
            
            
            
            
        

 

 

    

Fraction ที่ 5 
0.7339 g 

column  chromatography  40 % (EtOAc:Hexane) 

 

F5.1    

0.0704 g            

F5.2  

0.0785             
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รูปที่  3.6    ส่วนที่แยกได้จากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร้  

 

ใบไคร้ ( Glochidion daltonii Kuzz ) 
น้ าหนัก 1.00 กิโลกรัม 

F1 

1.7445 g 

F2 

1.2863 g 

F3 

2.4783 g 

F4 

1.6883 g 

F5 

2.0614 g 

สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน  

 

แยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทรกราฟี gradient  
elution (EtOAc:Hexane) 

 

ส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร้ 

น้ าหนัก 16.5 กรัม 
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รูปที่  3.7    ส่วนที่แยกได้จากคอลัมน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที1่ จากส่วนสกัดเฮกเซนของใบไคร้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  3.8   ส่วนที่แยกได้จากคอลัมน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่2จากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร้ 

Fraction ที่ 1 

( 1.7445 g ) 

แยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี ( 10 % EtOAc : Hexane ) 

F 1.1 

 0.0327 g  

F 1.2 

 0.0272 g  

 

F 1.3 

 0.0870 g 

 

Fraction ที่ 2 

( 1.2863 g ) 

 

แยกด้วยคอลมัน์โครมาโทกราฟี ( 20 % EtOAc : Hexane ) 

 

F 2.1 

 0.0952 g  

 

 

F 2.2 

 0.1324 g 

 

F 2.3 

 0.0945 g 

 

F 2.4 

 0.0945 g  

 
น  ำหนักผลกึ 

0.0214 g 
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รูปที่  3.9   ส่วนที่แยกได้จากคอลัมน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่3จากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  3.10 ส่วนที่แยกได้จากคอลัมน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่4จากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร้ 

Fraction ที่ 3 

( 2.4783 g ) 

 

แยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี ( 30 % EtOAc : Hexane ) 

 

F 3.1 

 0.0774 g  

 

 

F 3.2 

 0.1627 g  

 

 

F 3.3 

0.1806 g 

 

 

F 3.4 

0.2161 g 

 

 

Fraction ที่ 4 

( 1.6833 g ) 

 

แยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี ( 40 % EtOAc : Hexane ) 

 

F 4.1 

 0.2453 g  

 

 

F 4.2 

 0.1418 g  

 

F 4.3 

 0.9027 g  

 

 

F 4.4 

 0.0814 g 

 

 

F 4.5 

0.0327 g 

 

 

F 4.6 

 0.1466 g 

 

 

F 4.7 

 0.1179 g 
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รูปที่  3.11 ส่วนที่แยกได้จากคอลัมน์โครมาโทรกราฟีของ fraction ที ่5จากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร้ 

 

ฤทธิ์ต้ำนจุลินทรีย์ของสำรบริสุทธิ ์        

   3.3.9 กำรเตรียมสำรทดสอบ (stock solution) 
      เตรียม Master stock ของสารทดสอบ โดยชั่งสารทดสอบ 0.36697 กรัม มีมวลโมเลกุล 
เท่ากับ 426 กรัมต่อโมล แล้วน าไปละลายด้วยสารละลาย Dimethyl sulfoxide 20 มิลลิลิตร แล้วน าไปแช่ใน
น้ าร้อนที่อุณหภูมิ 45-55 องศาเซลเซียส ได้สารละลายที่มีความเข้มข้น 43,071.5 ไมโครโมลาร์ น าไปกรองโดย
ใช้กระดาษกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร (Pall Corporation U.S.A.) จะได้ Master stock จากนั้นจึงเตรียม
สารละลายที่ระดับความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ คือ 2048, 1024, 512, 256, 128 และ 64 ไมโครโมลาร์ 
โดยดูดสารละลาย Master stock ของสารทดสอบ ปริมาตร 47.55 ไมโครลิตร และเติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ
อีก 952.45 ไมโครลิตร ลงใน Centrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันปั่นด้วย Vortex mixer 
จะได้ความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ คือ 2048 ไมโครโมลาร์ และเจือจางความเข้มข้นลดลงที่ 1024 ไมโครโม
ลาร์ โดยการดูดสารละลายลงใน Centrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตรปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเติมน้ า
กลั่นปราศจากเชื้อที่ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าเช่นนี้จนได้ความเข้มข้นที่ต้องการใช้ในการทดสอบ 
      การเตรียม Master stock ของยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน และเตตราซัยคลินที่ 1 โมลาร์ โดยชั่ง
ยาแอมพิซิลลิน 0.3714 กรัม และชั่งยาเตตราซัยคลิน 0.4444 กรัม น าไปละลายด้วยน้ ากลั่น 10 มิลลิลิตร 

Fraction ที่ 5 

( 2.0614 g ) 

 

แยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี ( 50 % EtOAc : Hexane ) 

 

F 5.1 

 0.1949 g 

 

 

F 5.2 

 0.0652 g  

 

 

F 5.3 

0.0413 g 

 

 

F 5.4 

 0.0384 g 

 

 

F 5.5 

0.0657 g 

 

 

F 5.6 

 0.0502 g 

 

 

F 5.7 

0.0674 g 
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แล้วน าไปกรองด้วยกระดาษกรอง 0.2 ไมโครเมตร จากนั้นเตรียมสารที่ความเข้มข้น 2048, 1024, 512, 256, 
128 และ 64 ไมโครโมลาร์ โดยดูดสารละลายยาปริมาตร 20.48 ไมโครลิตรและเติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 
979.52 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันปั่นด้วย Vortex mixer จะได้ความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ คือ 2048         
ไมโครโมลาร์ และเจือจางความเข้มข้นลดลงสองเท่าด้วยวิธีการเดียวกับการเตรียมสารละลายสารทดสอบ 

3.3.10  กำรหำค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำรทดสอบที่ยับยั งกำรเจริญของแบคทีเรีย
(minimal inhibitory concentration)  

      3.3.10.1  วิธีของ Broth dilution assay 39 ในขั้นตอนนี้ใช้ส ารวจหาเชื้อแบคทีเรีย 10 
ชนิด ที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียและเพ่ือหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารทดสอบ และเพ่ือคัดเลือกหาเชื้อที่มี
ความส าคัญทางการแพทย์ ก่อนที่จะน าไปทดสอบการออกฤทธิ์ร่วมของสารทดสอบกับยาปฏิชีวนะในล าดับ
ถัดๆ ไป  โดยท าการทดสอบดังนี้คือ เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่น ามาศึกษาในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar 
(NA) แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง  คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวๆของเชื้อมาทดสอบ 
4-5 โคโลนี แล้วน ามาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton Broth (MHB) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล้ว
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง และเปรียบเทียบความขุ่นของเชื้อกับ McFarlane 0.5 
(1.5X108CFU/ml)  เพ่ือให้เชื้อมีปริมาณท่ีเท่ากัน ดูดเชื้อที่เทียบความขุ่นกับ McFarland 0.5 แล้วมาปริมาตร 
100 ไมโครลิตร และ GE-4 ที่ความเข้มข้น 2048 ไมโครโมลาร์, 1024, 512, 256 และ 128 ไมโครโมลาร์ 
จ านวนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MHB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และใช้น้ ากลั่นเป็น                 
ตัวควบคุม แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นดูดเชื้อจากที่ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ใส่ใน Centrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีน้ าเกลืออยู่ปริมาตร 900 ไมโครลิตร แล้วท าการ
เจือจางลง 10 เท่า ดังนั้นจะได้เชื้อที่มีความเข้มข้น 10-1, 10-2 , 10-3 , 10-4 , 10-5 และ 10-6  ไมโครโมลาร์ 
ตามล าดับ จากนั้นเลือกเอาเชื้อที่มีความเข้มข้น 10-3, 10-4, 10-5 และ 10-6  ไมโครโมลาร์มาท าการทดลอง ดูด
เชื้อที่ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NA แล้วท าการ spread plate รอให้แห้งแล้วน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง หลังจากนั้นน ามานับจ านวนโคโลนี บันทึกผลและ       
หาค่าเฉลี่ยของโคโลนีแบคทีเรียที่รอดชีวิต CFU (Colony forming unit)/ml  จากสูตร 

 จ านวนแบคทีเรียต่อมิลลิลิตรของตัวอย่าง = A (Colony) × B (dilution) × 10 หน่วยเป็น   
cfu/ml 
  A ค่าเฉลี่ยของจ านวนแบคทีเรียบนจานอาหาร 3 จาน ที่ระดับการเจือจางเดียวกัน 
  B ส่วนกลับของระดับการเจือจาง 
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    3.3.10.2  วธิีของ Agar diffusion assay 39 ใช้เพื่อยีนยันผลการทดสอบกับเชื้อท่ีจะ
น ามาศึกษา ใน 3.3.3 

                เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียฉวยโอกาสที่แยกได้จากสิ่งส่งตรวจ น ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
NA แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวๆ ของเชื้อที่ใช้
ทดสอบจ านวน 4-5 โคโลนี มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MHB แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2-5 ชั่วโมง  จากนั้นน ามาเทียบความขุ่นกับ McFarland No. 0.5 โดยปรับความขุ่นของเชื้อ ด้วย  
sterile sodium chloride 0.85 %  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller Hinton Agar (MHA) ใส่ลงในหลอด
ทดลองหลอดละ 19 มิลลิลิตร มาผสมกับแบคทีเรียที่ปรับเทียบความขุ่นเท่ากับ McFarland No. 0.5  จ านวน 
1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันแล้วเทลงในจานเพาะเชื้อให้อาหารแข็ง  จากนั้นท าการเจาะหลุมในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.6 เซนติเมตรเพ่ือใส่สารทดสอบ น าสารทดสอบที่ความเข้มข้นที่เหมาะสม ที่ระดับ
ความเข้มข้น 2048, 1024, 512, 256, 128 และ 64 ไมโครโมลาร์ หยอดลงในหลุมที่เจาะไว้ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร ในการทดลองนี้ใช้ DMSO เมทานอล และน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุม แล้วน าไปบ่มที่ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง  ท าการทดลองวิธี Agar diffusion susceptibility test 
ของสารทดสอบเปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียแต่ละชนิด จ านวน 3 ซ้ า  น าไปบันทึกผลการทดลอง 
และหาค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน แล้วน ามาหาค่า MIC 
 
  3.3.11 กำรหำค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำรทดสอบร่วมกับยำปฏิชีวนะที่ยับยั งกำรเจริญ
ของแบคทีเรีย (Minimal inhibitory concentration) 

          การศึกษาการเสริมฤทธิ์ของสารทดสอบร่วมกับยาปฏิชีวนะคือยาแอมิพิซิลลินและเตตรา
ซัยคลินซึ่งเป็นยาต้นอนุพันธุ์ของยาแผนปัจจุบันที่ใช้กันอยู่ทั่วไป  

            ท าการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.3.2  จากนั้นเจาะอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใช้ที่เจาะขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 0.6 เซนติเมตร น าน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ และ DMSO หยอดลงในหลุมที่เจาะไว้เป็นตัวควบคุม 
จากนั้นน าสารละลายยาปฏิชีวนะท่ีระดับความเข้มข้น ปฏิชีวนะ 2048 ไมโครโมลาร์ หยอดลงในหลุมที่เจาะไว้
หลุมละ 20 ไมโครลิตรทุกหลุมที่เหลือ หลังจากนั้นให้น าสารทดสอบที่ระดับความเข้มข้น จ านวน 20 
ไมโครลิตรหยอดลงซ้ าในหลุมเดิมที่ใส่ยาปฏิชีวนะ 2048, 1024, 512, 256, 128 และ 64 ไมโครโมลาร์ 
จากนั้นน าอาหารเลี้ยงเชื้อไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ท าการวัดขนาดเส้น  
ผ่านศูนย์กลางบริเวณที่ถูกยับยั้ง (inhibition zone) เป็นเซนติเมตร และท าการทดสอบจ านวน 3 ซ้ า  น าไป
บันทึกผลการทดลอง และหาค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน แล้วน ามาหาค่า  MIC และ การหาค่าดัชนีชี้วัด
ประสิทธิภาพร่วม FICI หรือ (Fractional Inhibitory Concentration Index) 
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กำรหำค่ำดัชนีชี วัดประสิทธิภำพร่วม FICI (Chung et al., 2011) 40 
การหาค่าดัชนีชี้วัดประสิทธิภาพร่วม FICI คือค่าที่ใช้บอกประสิทธิภาพร่วมเม่ือใช้สารทดสอบร่วมกับยา
ปฏิชีวนะแล้ว สารทดสอบทั้งสองชนิดออกฤทธิ์อย่างไร เช่น เสริมฤทธิ์กัน หรือต้านฤทธิ์กัน เป็นต้น ซึ่งดูจากค่า 
FICI ระหว่างค่า FIC ของยาปฏิชีวนะ กับค่า FIC ของสารทดสอบ โดยค านวณได้ดังนี้ 

1. FIC ของยาปฏิชีวนะ = ค่า MIC ของการออกฤทธิ์ร่วมกัน/ค่า MIC ของยาปฏิชีวนะเพียงอย่าง
เดียว 

2. FIC ของสารทดสอบ = ค่า MIC ของการออกฤทธิ์ร่วมกัน/ค่า MIC ของสารทดสอบเพียงอย่าง
เดียว 

3. FICI = FIC ของยาปฏิชีวนะ+FIC ของสารทดสอบ 
                        แปลผลดชันีชี้วัดประสิทธิภาพร่วม FICI ได้ดังนี้ 
        เมื่อ  FICI ≤ 0.5 หมายถึง เสริมฤทธิ์กัน (Synergistic) 
    0.5 < FICI < 1 หมายถึง เสริมฤทธิ์กันบางส่วน (Partially Synergistic) 
           FICI = 1 หมายถึง มีแนวโน้มเสริมฤทธิ์ (Additive) 

       1 < FICI ≤ 4      หมายถึง ฤทธิ์ไม่แตกต่างจากการใช้สารตัวเดียว (Indifferent) 
     FICI > 4 หมายถึง ต้านฤทธิ์กัน (Antagonistic) 
 

  3.3.12  วิธีกำรประเมินผลและกำรสังเครำะห์ข้อมูล 

          วิเคราะห์ค่าทางสถิติเปรียบเทียบสารทดสอบกับยาปฏิชีวนะด้วยการวิเคราะห์
ความแปรปรวนแบบทิศทางเดียว (one-way ANOVA) และเปรียบเทียบการใช้สารทดสอบร่วมกับยา
ปฏิชีวนะด้วย การวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบสองทาง (Two-way ANOVA) ด้วยโปรแกรมสถิติ SPSS 
version 15 

 3.3.13 กำรศึกษำผลของสำรทดสอบผสมยำปฏิชีวนะในกำรยับยั งกำรเจริญของเชื อ
แบคทีเรีย ต่อหน่วยเวลำ (Time-Kill Assay) 

     คัดเลือกโคโลนี ของเชื้อแบคทีเรียจ านวน 3-4โคโลนี มาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ MHB ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล เป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง น า มาเทียบ
ความขุ่นกับ McFarland No. 0.5 (1.5X108CFU/ml) โดยปรับความขุ่นของเชื้อให้เท่า McFarland No. 0.5 
ด้วย 0.85 เปอร์เซ็นต์ NaCl จากนั้นดูดเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ในอาหาร MHB 3 มิลลิลิตร แล้วผสม
กับสารทดสอบที่ค านวณความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการท าการศึกษา Time-Kill Assay  และเตตราซันคลิน
ความเข้มข้นที่เหมาะสม ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ท าการทดสอบควบคู่กับชุดควบคุม ได้แก่ น้ ากลั่น
ปราศจากเชื้อ และสารทดสอบที่ไม่ผสมยาปฏิชีวนะน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ จากนั้นน าหลอดทดสอบทั้งหมดไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตัวอย่างในชั่วโมง  ที่ 0, 2, 4, 6, 8, 10,12, 24  และ 48 
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ตามล าดับ ใช้  0.85 เปอร์เซ็นต์NaCl เจือจางตัวอย่างด้วยวิธีเจือจางเป็นล าดับ (Serial  Dilution) แล้ว 
Spread  Plate บนอาหาร NA น าไปบ่มทีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจ านวนโคโลนีที่
เกิดข้ึน สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างเวลาและค่า log10 จ านวนเซลล์ (CFU/ml) 

  3.3.14 หำค่ำประสิทธิภำพของกำรยับยั งกำรเจริญ (The effectivenessantibacterial 
activity; EAA) และสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างเวลาและค่า log10 จ านวนเซลล์ (CFU/ml) ค านวณจาก
สูตรดังนี้คือ 

     EAA (%) =    N0-NE     x 100 
                                           N0 

      N0คือ จ านวนเซลล์แบคทีเรีย (CFU/mL) ของกลุ่มควบคุม 
               NEคือจ านวนเซลล์แบคทีเรีย (CFU/mL) ของกลุ่มทดลอง 
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บทที่4 
ผลการทดลอง 

 

การสกัดและการแยกสารบริสุทธิ์  

4.1 ผลการทดลองจากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร ้     
 จากการแยกผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ท าโดยน ารากของไคร้แห้งที่
บดละเอียดแล้ว น  าหนัก 3 กิโลกรัม มาท าการสกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน  ได้ส่วนสกัดหยาบน  าหนัก            
10.5 กรัม ท าการแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็นแบบ gradient  คือตัวท า
ละลายเฮกเซนต่อเอทิลอะซิเตท โดยเริ่มต้นจากเฮกเซน100 % และค่อยๆเพ่ิมความมีขั วขึ นเรื่อยๆจนถึง            
100 % เอทิลอะซิเตท และตามด้วยเมทานอลเป็นล าดับสุดท้ายเป็นการท าให้สารออกจากคอลัมน์ให้หมด 
สามารถแยกได้ทั งหมด 5 fraction ดังตารางที่ 4.1-4.5 

ตารางท่ี 4.1 ลักษณะสาร น  าหนัก และค่า Rf ของสารที่สกัดได้จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ 

 fraction ที่ 1 ได้ของแข็งสีเหลืองอ่อนและเมื่อท าการตกผลึกใหม่ด้วยตัวท าละลายเฮกเซนได้ผลึก        
สีขาวละเอียดน  าหนัก 0.7845 กรัม ผลึกที่ ได้น าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเครื่องแมกเนติกเรโซแนนซ์ 
สเปคโตรสโคปี เพ่ือหาสูตรโครงสร้างด้วยเทคนิค 1H NMR, 13C NMR, DEPT-90 และ DEPT-135 และ        
มีจุดหลอมเหลว 166 – 168 ºC  ส่วน fraction ที่  2,3,4,5 ยังไม่บริสุทธิ์จึงน าไปแยกต่อด้วยวิธีคอลัมน์              
โครมาโทกราฟี 

 

Fraction ลักษณะสาร น  าหนักสาร (g) ค่า Rf (5%EtOAc : Hexane) 

F1 ของแข็งสีเหลืองอ่อน 3.9128 0.53 

F2 ของเหลวหนืดสีเหลือง 1.4768 0.71 

F3 ของเหลวหนืดสีเหลืองอ่อน 0.6495 0.78 

F4 ของเหลวหนืดสีเหลือง 0.9565 0.70 

F5 ของเหลวหนืดสีเหลืองเข้ม 0.7339 0.34 
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ตารางท่ี 4.2 ลักษณะสาร น  าหนัก และค่า Rf ของสารที่สกัดได้จาก fraction ที่ 2 จากส่วนสกัดเฮกเซนของ
รากไคร้ 

ใน fraction ที่ 2 สามารถแยกได้ทั งหมด 3 fraction ได้ของเหลวหนืดสีเหลืองใสเมื่อน าไปทดสอบ
ตรวจสอบด้วย TLCพบว่ามีรงควัตถุสารมีปริมาณน้อยจึงไม่น าไปแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

ตารางที่ 4.3 ลักษณะสาร น  าหนัก และค่า Rf ของสารที่สกัดได้จาก fraction ที่ 3 จากส่วนสกัดเฮกเซนของ
รากไคร ้

ใน fraction ที่ 3 สามารถแยกได้ทั งหมด 3 fraction ได้ของเหลวหนืดสีเหลืองอ่อนเมื่อน าไป
ตรวจสอบด้วย TLC พบว่ามีรงควัตถุสารมีปริมาณน้อยจึงไม่น าไปแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

ตารางที่ 4.4 ลักษณะสาร น  าหนัก และค่า Rf ของสารที่สกัดได้จาก fraction ที่ 4 จากส่วนสกัดเฮกเซนของ
รากไคร ้

Fraction ลักษณะสาร น  าหนักสาร (g) ค่า Rf (10%EtOAc : 
Hexane) 

F2.1 ของเหลวหนืดสีเหลืองใส 0.1511 0.45,0.71 

F2.2 ของเหลวหนืดสีเหลืองใส 0.8149 0.65,0.49 

F2.3 ของเหลวหนืดสีเหลืองใส 0.2963 0.55,0.72 

Fraction ลักษณะสาร น  าหนักสาร (g) ค่า Rf (5%EtOAc : Hexane) 

F3.1 ของเหลวหนืดสีเหลืองอ่อน 0.2734 0.71, 0.65 

F3.2 ของเหลวหนืดสีเหลืองอ่อน 0.5316 0.46, 0.65 

F3.3 ของเหลวหนืดสีเหลืองอ่อน 0.0280 0.72, 0.60 

Fraction ลักษณะสาร น  าหนักสาร (g) ค่า Rf (5%EtOAc : Hexane) 

F4.1 ของเหลวหนืดสีเหลืองอ่อน 0.2470 0.61, 0.50 

F4.2 ของเหลวหนืดสีเหลืองอ่อน 0.5245 0.40, 0.46 

F4.3 ของเหลวหนืดสีเหลืองอ่อน 0.1588 0.59, 0.40 
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ใน fraction ที่ 4 สามารถแยกได้ทั งหมด 3 fraction ได้ของเหลวหนืดสีเหลืองอ่อนเมื่อน าไป
ตรวจสอบด้วย TLC พบว่ามีรงควัตถุและสารมีปริมาณน้อยจึงไม่น าไปแยกต่อด้วยคอลัมน์ 
โครมาโทกราฟี 

ตารางที่ 4.5 ลักษณะสาร น  าหนัก และค่า Rf ของสารที่สกัดได้จาก fraction ที่ 5 จากส่วนสกัดเฮกเซนของ
รากไคร ้

ใน fraction ที่ 5 สามารถแยกได้ทั งหมด 2 fraction ได้ของเหลวหนืดสีเหลืองใสเมื่อน าไปตรวจสอบ
ด้วย TLC พบว่ามีรงควัตถุและมีปริมาณสารน้อยจึงไม่น าไปแยกต่อ 

การแยกผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ได้สารบริสุทธิ์ 1 ชนิด จาก fraction  1 
เมื่อน ามาตกผลึกด้วยเฮกเซนได้ผลึกรูปเข็มสีขาวละเอียดมีน  าหนัก 0.7845 กรัม น าผลึกที่ได้ไปหา                 
จุดหลอมเหลวได้เท่ากับ166-168 ºC จากนั นน าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค 1H NMR, 13C NMR,                    
DEPT-90 และ DEPT-135 ไดส้เปคตรัมแสดงดังรูปที่ 4.1- 4.4  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1 1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของผลึก fraction  1 จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร ้

Fraction ลักษณะสาร น  าหนักสาร (g) ค่า Rf (5%EtOAc : Hexane) 

F5.1 ของเหลวหนืดสีเหลืองใส 0.0704 0.75, 0.46 

F5.2 ของเหลวหนืดสีเหลืองใส 0.0785 0.35, 0.42 
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รูปที่ 4.2 13C NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของผลึก fraction  1 จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 DEPT-90 ของผลึก fraction1 จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ 



32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.4 DEPT-135 ของผลึก fraction 1 จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ 
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4.2 ผลการทดลองจากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร้ 

         จากการแยกผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากส่วนสกัดหยาบของเฮกเซนของใบไคร้ ท าโดยน าส่วนใบของไคร้ที่
แห้งและบดละเอียด น  าหนัก 1 กิโลกรัมมาท าการสกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน ได้ส่วนสกัดหยาบเฮกเซน
น  าหนัก 16.5 กรัม ท าการแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ระบบตัวท าละลายเป็นแบบ gradient 
elution ของตัวท าละลายระหว่างเอทิลอะซิเตท:เฮกเซนโดยเริ่มต้นจากเฮกเซน 100 % และค่อยๆเพ่ิมความมี
ขั วขึ นเรื่อยๆ จนถึง 100 % เอทิลอะซิเตท และตามด้วยเมทานอลเป็นล าดับสุดท้ายสามารถแยกได้ทั งหมด           
5 fraction ดังตารางที4่. 6  

 ตารางท่ี 4.6 ลักษณะสาร น  าหนัก และค่า Rf ของสารที่แยกได้จากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร้ 

 

 

    

                                                   

 

 

 

 

            จากตารางที่ 4.6 สามารถท าการส่วนสกัดเฮกเซนของใบไคร้ได้ทั งหมด 5 fraction โดยลักษณะของ
สารที่สังเกตได้จะมีลักษณะเป็นของเหลวหนืด และเมื่อน าทุก fraction มาทดสอบด้วย TLC  พบว่า fraction 
ที่ 2,3,4 ยังไม่บริสุทธิ์จึงน าไปแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีส่วน fraction ที่ 1ไม่พบการเคลื่อนที่ของสาร 
จึงไม่น ามาแยกต่อและ fraction ที่ 5 เมื่อทดสอบด้วยเทคนิค  TLC  ปรากฎแถบสีเหลืองซึ่งไม่ใช้สีม่วง คาดว่า
น่าจะเป็นรงควัตถุจึงไม่ท าการแยกต่อ 

 

 

 

Fraction ลักษณะสาร น  าหนักสาร (g) ค่า Rf (10%EtOAc : Hexane) 

      F1 ของเหลวหนืดสีด า 1.7445 0.43 

F2 ของเหลวหนืดสีน  าตาลแดงเข้ม 1.2863 0.52 ,0.33 

F3 ของเหลวหนืดสีด า 2.4783 0.55 

F4 ของเหลวหนืดสีด า 1.6883 0.61,0.45 

F5 ของเหลวหนืดสีด า 2.0614 0.66 



34 

 

ตารางท่ี 4.7 ลักษณะสาร น  าหนัก และค่า Rf ของสารที่สกัดได้จาก fraction ที่ 2จากส่วนสกัดเฮกเซนของใบ
ไคร้ 

ตารางที่ 4.8 ลักษณะสาร น  าหนัก และค่า Rf ของสารที่สกัดได้จาก fraction ที่ 3 จากส่วนสกัดเฮกเซนของ
ใบไคร้ 

  

 

 

 

 

                         
.          จากตารางที่ 4.8 สามารถท าการส่วนสกัดเฮกเซนของใบไคร้ได้ ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้            
ตัวท าละลาย 30 % เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน สามารถแยกได้ทั งหมด 4 fraction ดังตารางที่ 4.8พบว่าสารที่
ได้ของเหลวหนืดสีด าและสีน  าตาลแดง เมื่อน าไปตรวจสอบด้วย TLC พบว่าปรากฏแถบสีเขียวอยู่ ซึ่งน่าจะเป็น
รงควัตถจุึงไม่น าไปแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

Fraction ลักษณะสาร น  าหนักสาร (g) ค่า Rf (20%EtOAc : Hexane) 

F2.1 ของเหลวสีชมพูอ่อน 0.0952 0.44 

F2.2 ของเหลวหนืดสีด า 0.1324 0.48,0.51 

F2.3 ของเหลวหนืดสีเทาเข้ม 0.0945 0.65 

      จากตารางที่  4.7 สามารถท าการแยกส่วนสกัดเฮกเซนของใบไคร้ด้วยคอลัมน์                  
โครมาโทกราฟีใช้ตัวท าละลาย 20 %  เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซนสามารถแยกได้ 3 fraction ดังตารางที่ 4.7 
พบว่า fraction ที่ 2.2,2.3 เป็นลักษณะของเหลวหนืดเมื่อน ามาทดสอบด้วย TLC ปรากฎว่ามีแถบสีเหลือง
อยู่แสดงว่าอาจมีรงควัตถุปน ส่วน fraction ที่ 2.1 เมื่อทิ งไว้ให้แห้ง เกิดเป็นผลึกสีขาวน ามาทดสอบด้วย 
TLC พบว่าสารที่ได้บริสุทธิ์จึงท าการตกผลึกใหม่ด้วยเฮกเซน  ได้ผลึกสีขาว น าผลึกที่ได้ไปพิสูจน์เอกลักษณ์
ด้วยเครื่องแมกเนติกเรโซแนนซ์สเปคโตรสโคปี เพ่ือหาสูตรโครงสร้างด้วยเทคนิค 1H NMR, 13C NMR,            
DEPT-90 และ DEPT-135 และหาจุดหลอมเหลวได ้ 212-215ºC 

Fraction ลักษณะสาร น  าหนักสาร (g) ค่า Rf (30%EtOAc : Hexane) 

F3.1 ของเหลวหนืดสีเขียวขี ม้า 0.0774 0.38 

F3.2 ของเหลวหนืดสีด า 0.1627 0.51 

F3.3 ของเหลวหนืดสีน  าตาลแดงเข้ม 0.1806 0.63 

F3.4 ของเหลวหนืดสีด า 0.2161 0.62 
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ตารางท่ี 4.9 ลักษณะสาร น  าหนัก และค่า Rf ของสารที่สกัดได้จาก fraction ที่ 4 จากส่วนสกัดเฮกเซนของใบ
ไคร ้

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

จากตารางที่ 4.9 สามารถท าการส่วนสกัดเฮกเซนของใบไคร้ได้ ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้         
ตัวท าละลาย 40 % เอทิลอะซิเตทต่อเฮกเซน สามารถแยกได้ทั งหมด 7 fraction ดังตารางที่ 4.9 พบว่าสารที่
ได้ของเหลวหนืดสีด าและสีเขียวเมื่อน าไปตรวจสอบด้วย TLC ปรากฎแถบสีเขียวอยู่และเมื่อตั งทิ งไว้ให้แห้งสาร
ไม่เกิดผลึก สารที่ได้มีรงควัตถุปนอยู่มากจึงไม่สนใจท าการแยกต่อ 

           การแยกผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากส่วนสกัดเฮกเซนของใบไคร้ พบว่า fraction ที่ 2.1 ได้สารที่มี
ลักษณะเป็นของแข็งสีขาว น  าหนัก 0.3313 กรัม เมื่อน ามาทดสอบด้วย TLC พบว่าเป็นสารที่มีความบริสุทธิ์ 
จึงน าไปท าการพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารด้วยเครื่องนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปีและ         
หาสูตรโครงสร้างด้วยเทคนิค 1H NMR, 13C NMR, DEPT-90 และ DEPT-135 ซึ่งได้สเปกตรัม                         

ดังรูปที่ 4.5 - 4.8 และมีจุดหลอมเหลว 212-215°C 

 

Fraction ลักษณะสาร น  าหนักสาร (g) ค่า Rf (40%EtOAc : 
Hexane) 

F4.1 ของเหลวสีเขียว 0.2453 0.22 

F4.2 ของเหลวสีเขียวอ่อน 0.1418 0.34 

F4.3 ของเหลวหนืดสีน  าตาล 0.9027 0.41 

F4.4 ของเหลวหนืดสีเหลืองน  าตาล 0.0814 0.58 

F4.5 ของเหลวหนืดสีด า 0.1963 0.61 

F4.6 ของเหลวหนืดสีด า 0.1466 0.62,0.44 

F4.7 ของเหลวหนืดสีด า 0.1179 0.54 
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รูปที่ 4.5 1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของผลึก fraction 2.1จากส่วนสกัดเฮกเซนของใบไคร้ 

 

รูปที่ 4.6 13C NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของผลึก fraction 2.1จากส่วนสกัดเฮกเซนของใบไคร้ 
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รูปที่ 4.7 DEPT-90 ของผลึก fraction 2.1จากส่วนสกัดเฮกเซนของใบไคร้ 

 

รูปที่ 4.8 DEPT-135 ของผลึก fraction 2.1จากส่วนสกัดเฮกเซนของใบไคร้ 
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 ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ของสารบริสุทธิ ์  

4.3 ผลการส ารวจประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียด้วยวิธี Broth dilution 
assay  

 ผลของสารบริสุทธิ์ (Lupeol) จาก G. daltonii ในการยับยั งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียฉวยโอกาส
โดยการหาความเข้มข้นของLupeol ที่ต่ าที่สุดที่สามารถยับยั งการเจริญเติบโตเชื อแบคทีเรียฉวยโอกาส             
10 ชนิด แสดงในตารางที่ 4.10- 4.13  พบว่า Lupeol มีประสิทธิภาพดีทีสุดในการยับยั งการเจริญเติบโตของ
เชื อแบคทีเรีย 4 ชนิด คือ A. baumannii  MRSA,  P. mirabilis และ S. aureus มีค่า MIC เท่ากัน คือ128         
ไมโครโมลาร์ รองลงมาสามารถยับยั งการเจริญเติบโตของเชื อ B. subtilis  K. pneumoniae และ P.vulgaris  
มีค่า MIC เท่ากับ 512 ไมโครโมลาร์ เมื่อเปรียบเทียบกับยาแอมพิซิลลินและเตตราซัยคลิน พบว่า Lupeol          
มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับยาแอมพิซิลลินและเตตราซัยคลินในการยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรีย 
เนื่องจากมีค่า MIC อยู่ระหว่าง 128-512 ไมโครโมลาร์ ตารางที่ 4.10 นอกจากนี ยังพบว่า เตตราซัยคลินมี
ประสิทธิภาพดีที่สุดในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรียทั ง 10 สายพันธุ์  Lupeol มีประสิทธิภาพดีกว่า 
แอมพิซิลลิน ในการยับยั งเชื อแบคทีเรีย  และ Lupeol ยังสามารถยับยั งการเจริญเติบโตของ E. coli 
ATCC25922 และเชื อที่มีความส าคัญทางการแพทย์ คือ P. aeruginosa ไม่ดื อยา ส่วนประสิทธิภาพของ
แอมพิซิลลินให้ผลการทดสอบน้อยที่สุดในการทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียทั ง 10 ชนิดดังแสดงในตารางที ่4.10 
 ผลของสารบริสุทธิ์( Glochidone) สามารถยับยั งการเจริญของเชื อ B. cereus, B. subtilis โดยมีค่า 
MIC เท่ากันคือ 512 ไมโครโมลาร์ รองลงมาสามารถยับยั งการเจริญของเชื อ A. baumannii  โดยมีค่า MIC 
เท่ากับ 1024 ไมโครโมลาร์ และสามารถยับยั งการเจริญของเชื อ P. mirabilis และ P. aeruginosa ไม่ดื อยา 
ให้ค่า MIC เท่ากับ 2048 ไมโครโมลาร์ อย่างไรก็ตามสารบริสุทธิ์ Glochidone ไม่สามารถยับยั งการเจริญของ
เชื อ E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae,, P. vulgaris, MRSA และ S. aureus และเมื่อเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของสารบริสุทธิ์ Glochidone กับกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก พบว่าสารบริสุทธิ์ Glochidone 
สามารถยับยั งการเจริญของแบคทีเรียกลุ่มแกรมบวกได้ดีกว่าแกรมลบ พบว่า Glochidone  มีประสิทธิภาพ
น้อยกว่าเตตราซัยคลินในการยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรีย ดังแสดงในตารางที ่4.10 
 
4.4 ประสิทธิภาพของการออกฤทธิ์ร่วมกันของสาร Lupeol หรือ Glochidone ร่วมกับ           
ยาปฏิชีวนะด้วยวิธี agar diffusion assay  

 เมื่อทดลองใช้สารบริสุทธิ์ (Lupeol หรือ Glochidone )ร่วมกับยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน และ         
เตตราซัยคลินในการยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรียแกรมลบฉวยโอกาสบางชนิดที่พบโอกาสติดเชื อใน
โรงพยาบาลสูงและก่อให้เกิดปัญหาดื อยาในหอผู้ป่วยของโรงพยาบาล คือ E. coli ATCC25922   และ                 
P. aeruginosa สายพันธุ์ดื อยาและไม่ดื อยา พบว่าการใช้ยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินร่วมกับสารบริสุทธิ์ 
Lupeol ในการยับยั งเชื อแบคทีเรียนั น ท าให้เกิดการเสริมฤทธิ์กันของสารทั ง 2 ชนิด กล่าวคือ เมื่อใช้ยา          
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เตตราซัยคลิน ร่วมกับ Lupeol (ซึ่งดูได้จากค่า FICI) จะพบการเสริมฤทธิ์กันบางส่วนในการยับยั งเชื อ E. coli 
ATCC25922 (FICI เทา่กับ 0.56)  และเสริมฤทธิ์กันได้ดีที่สุดในการยับยั งเชื อ  P. aeruginosa สายพันธุ์ไม่ดื อ
ยา (FICI เท่ากับ 0.27 ) (ตารางที่ 4.11)   และเช่นเดียวกับการใช้ยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินร่วมกับสารบริสุทธิ์ 
Glochidone  สามารถเสริมฤทธิ์กันเมื่อใช้ร่วมกับยาเตตราซัยคลิน ในการยับยั งการเจริญของ P. aeruginosa 
สายพันธุ์ไม่ดื อยา (FICI = 0.26) แต่ไม่สามารถยับยั งเชื อ E. coli ATCC25922 เพราะล าพัง Glochidone 
เพียงชนิดเดียวไม่สามารถยับยั งเชื อนี ได้ จึงไม่สามารถหาค่า FICI ได ้(ตารางที่ 4.11)    

 

ตารางท่ี 4.10 เปรียบเทียบระดับความเข้มข้นต่ าสุดของ Lupeol และ Glochidone และยาปฏิชีวนะ                         
แอมพิซิลลินและเตตราซัยคลินที่สามารถยับยั งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียฉวยโอกาส 
 

 
 

แบคทีเรีย ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั งการเจริญเติบโต 
ชองแบคทีเรีย (ไมโครโมลาร์) 

ยาปฏิชีวนะ 

ชนิดแบคทีเรีย Lupeol Glochidone แอมพิ  
ซิลลิน 

เตตราซัยคลิน 

 
แกรมบวก 

B. cereus 512 512 128 128 
B. subtillis >2048 512 2048 512 
MRSA 128 >2048 128 128 
S. aureus 128 >2048 128 128 

 
 

แกรมลบ 

A. baumannii 256 1024 2048 128 
E. coli ATCC 25922 2048 >2048  >2048 256 
K. pneumoniae 512 >2048 128 1024 
P. aeruginosa ไม่ดื อยา 1024 2048  >2048 64 
P. mirabilis 128 2048 128 2048 
P. vulgaris 128 >2048 1024 512 
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  ตารางท่ี 4.11 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการออกฤทธิ์ร่วมกันของสาร Lupeol และยาปฏิชีวนะเม่ือเปรียบเทียบกับใช้ยาปฏิชีวนะชนิดเดียวในการยับยั งการ
เจริญของเชื อ E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa ดื อยาและไม่ดื อยา 

  
 
               แปลผลดัชนีชี วัดประสิทธิภาพร่วม FICI ไดด้ังนี  

 เมื่อ  FICI ≤  0.5              หมายถึง เสริมฤทธิ์กัน (Synergistic) 

    0.5 < FICI < 1  หมายถึง เสริมฤทธิ์กันบางส่วน (Partially Synergistic) 

            FICI = 1               หมายถึง มีแนวโนม้เสรมิฤทธ์ิ (Additive) 

        1 < FICI ≤ 4                     หมายถึง ฤทธ์ิไม่แตกต่างจากการใช้สารตัวเดียว (Indifferent) 

      FICI > 4   หมายถึง ต้านฤทธ์ิกัน (Antagonist)

แบคทีเรีย MIC alone MIC combination MIC alone FIC FIC FICI แปลผลดัชนีชี วัด 
ประสิทธิภาพร่วม 

 เตตราซัยคลิน เตตราซัยคลิน+
Lupeol 

Lupeol เตตราซัยคลิน Lupeol   

        
        E. coli ATCC 25922 256 128 2048 0.50 0.063 0.56 เสริมฤทธิ์กันบางส่วน 

P. aeruginosaไม่ดื อยา 64 16 1024 0.25 0.016 0.27 เสริมฤทธิ์กัน 

P. aeruginosa ดื อยา >2048 - >2048 - - - - 
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ตารางท่ี 4.12 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการออกฤทธิ์ร่วมกันของสาร Glochidone และยาปฏิชีวนะเม่ือเปรียบเทียบกับใช้ยาปฏิชีวนะชนิดเดียวในการยับยั ง
การเจริญของเชื อ E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa ดื อยาและไม่ดื อยา 

 
               แปลผลดัชนีชี วัดประสิทธิภาพร่วม FICI ไดด้ังนี  

 เมื่อ  FICI ≤  0.5              หมายถึง เสริมฤทธิ์กัน (Synergistic) 

    0.5 < FICI < 1  หมายถึง เสริมฤทธิ์กันบางส่วน (Partially Synergistic) 

            FICI = 1               หมายถึง มีแนวโนม้เสรมิฤทธ์ิ (Additive) 

        1 < FICI ≤ 4                     หมายถึง ฤทธิ์ไม่แตกต่างจากการใช้สารตัวเดียว (Indifferent) 

      FICI > 4   หมายถึง ต้านฤทธ์ิกัน (Antagonist)

แบคทีเรีย MIC alone MIC combination MIC alone FIC FIC FICI แปลผลดัชนีชี วัด 
ประสิทธิภาพร่วม 

 เตตราซัยคลิน เตตราซัยคลิน+
Glochidone 

Glochidone เตตราซัยคลิน Glochidone   

        
        E. coli ATCC 25922 256 64 >2048 0.25 - - - 

P. aeruginosa ไม่ดื อยา 64 16     2048 0.25 0.008 0.26 เสริมฤทธิ์กัน 

P. aeruginosa ดื อยา >2048 - >2048 - - - - 
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 ดังนั นควรเลือกใช้ยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน เพียงอย่างเดียว หรือเพ่ิมประสิทธิภาพของ              
เตตราซัยคลินเมื่อผสมกับ Lupeol  และ Glochidone เพ่ือยับยั งเชื อแบคทีเรียให้ดียิ่งขึ นเพราะมีฤทธิ์เสริมกัน 
ส่วนการยับยั งเชื อแบคทีเรีย E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa สายพันธุ์ไม่ดื อยาด้วยยาแอมพิซิลลิน 
เพียงชนิดเดียวนั นไม่สามารถยับยั งเชื อแบคทีเรียทั ง 4 สายพันธุ์ได้ (ไม่ได้แสดงผลการทดสอบ) และสุดท้ายเมื่อ
ผสมปฏิชีวนะเตตราซัยคลินกับ Lupeol  และ Glochidone ก็ไม่สามารถยับยั งเชื อ P. aeruginosa สายพันธุ์
ดื อยา จึงไม่สามารถหาค่า FICI ได ้(ตารางที่ 4.11)     

             จากการหาค่า MIC (ตารางที่ 4.12) ได้พิสูจน์ให้เห็นว่าสาร Lupeol และ Glochidone เมื่อผสม 
เตตราซัยคลินมีประสิทธิภาพสูงขึ น และสามารถออกฤทธิ์ร่วมกันได้ดีในการยับยั งการเจริญของเชื อ  E. coli 
ATCC 25922 และ  P. aeruginosa ไม่ดื อยา (สามารถลดค่า MIC ของยาเตตราซัยคลินลงอย่างน้อย              
1-4  เท่า)  แต่เมื่อผสมกับแอมพิซิลลินกลับไม่ให้ผลดีกับการทดสอบการออกฤทธิ์ร่วมกัน (ไม่แสดงผล) ดังนั น
จึงท าการทดสอบต่อไปเฉพาะกับการทดสอบกับเตตราซัยคลินเท่านั น เพ่ือหาประสิทธิภาพของสาร Lupeol 
และ Glochidone  ต่อเชื อ E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa  ณ จุดเวลาที่เหมาะสมที่สุดที่ยาและ
สารLupeol และ Glochidone   ยังคงออกฤทธิ์ได้ดทีี่สุดเพ่ือยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรีย เพ่ือจะอธิบาย
ให้เห็นว่าสาร Lupeol และ Glochidone  สามารถลดปริมาณการใช้ยาลง และออกฤทธิ์ร่วมได้ดีกับยา
ปฏิชีวนะ เพราะการลดการใช้ยาปฏิชีวนะจะช่วยเพ่ือลดอัตราเสี่ยงของการดื อยาของเชื อแบคทีเรียฉวยโอกาส 
โดยได้เลือกใช้ความเข้มข้นของสาร Lupeol และ Glochidone  ร่วมกับเตตราซัยคลินที่ความเข้มข้นที่
เหมาะสมในล าดับต่อไปในการศึกษาตอนที่ 4.5 
4.5 ผลของสารบริสุทธิ์ตอ่หน่วยเวลา (Time-kill assay) ในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย 

จากผลการศึกษาหาจุดเวลาที่เหมาะสมต่อเชื อ E. coli ATCC25922  ในการเสริมฤทธิ์กันของ 
Lupeol ร่วมกับยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน พบว่าเมื่อเลือกใช้สาร Lupeol เท่ากับ 4xMIC(2048                 
ไมโครโมลาร์/512ไมโครโมลาร์) และยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน เท่ากับ 2xMIC  (256 ไมโครโมลาร์/128             
ไมโครโมลาร์)  จะพบว่าเมื่อใช้Lupeol ร่วมกับยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินปริมาณลดลงดังกล่าวข้างต้น  
สามารถยับยั งการเจริญของแบคทีเรียได้ดีท่ีสุดในชั่วโมงท่ี 4 กล่าวคือจ านวนโคโลนีของแบคทีเรีย จะลดลงจาก
เวลาเริ่มต้นร้อยละ 95.10 ของการยับยั งมีประสิทธิภาพในการยับยั งการเจริญของ E. coli ATCC25922 
ในช่วงเริ่มต้นของ log phase (ชั่วโมงท่ี 2-8) (รูปที่ 4.9 และตารางที่ 4.13)  
           จากผลการศึกษาหาจุดเวลาที่เหมาะสมต่อเชื อ P. aeruginosa  ไม่ดื อยาในการเสริมฤทธิ์ร่วมกันของ 
Lupeol ร่วมกับยาเตตราซัยคลิน พบว่า เมื่อเลือกใช้Lupeol เท่ากับ 64xMIC  (1024 ไมโครโมลาร์/16            
ไมโครโมลาร์) ร่วมกับยาเตตราซัยคลิน เท่ากับ 4xMIC (64 ไมโครโมลาร์/16 ไมโครโมลาร์สามารถยับยั งการ
เจริญของ P. aeruginosa ไม่ดื อยาได้ดีที่สุดในชั่วโมงที่ 6 กล่าวคือจ านวนโคโลนีของแบคทีเรีย จะลดลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมร้อยละ 54.90 ของการยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรีย  ท าให้มีประสิทธิภาพ
สูงขึ นในการยับยั งการเจริญของ P. aeruginosa ในช่วงเริ่มต้นของ log phase (ชั่วโมงที่ 2-8)  (รูปที่ 4.10 
และตารางที่ 4.13) 
 จากผลการศึกษาหาจุดเวลาที่เหมาะสมต่อเชื อ E. coli ATCC25922 ในการเสริมฤทธิ์กันของสาร 
Glochidone ร่วมกับยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลิน พบว่าเมื่อใช้สาร Glochidone เท่ากับ 8xMIC  (2048       
ไมโครโมลาร์/ 256ไมโครโมลาร์) และยาปฏิชีวนะ เตตราซัยคลิน เท่ากับ 4xMIC (256 ไมโครโมลาร์/ 64      



43 

 

ไมโครโมลาร์) สามารถยับยั งการเจริญของแบคทีเรียได้ดีที่ในชั่วโมงที่ 4 กล่าวคือ จ านวนโคโลนีของแบคทีเรีย            
จะลดลงจากเวลาเริ่มต้นร้อยละ 89.99 ของการยับยั ง มีประสิทธิภาพในการยับยั งการเจริญของ E. coli ATCC 
25922 ในช่วงเริ่มต้นของ log phase (ชั่วโมงท่ี 2-8) (รูปที่ 4.11, ตารางที่ 4.14)  
           จากผลการศึกษาหาจุดเวลาที่เหมาะสมต่อเชื อ P. aeruginosa ไม่ดื อยาในการเสริมฤทธิ์ร่วมกันของ
Glochidone ร่วมกับยาเตตราซัยคลิน พบว่าเมื่อใช้Glochidone เท่ากับ 4xMIC (2048 ไมโครโมลาร์/         
16 ไมโครโมลาร์) ร่วมกับยาเตตราซัยคลิน เท่ากับ 4xMIC (64 ไมโครโมลาร์/16ไมโครโมลาร์) สามารถยับยั ง
การเจริญของ P. aeruginosa ได้ดีที่สุดในชั่วโมงที่ 2 กล่าวคือจ านวนโคโลนีของแบคทีเรีย จะลดลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมร้อยละ 77.26  ของการยับยั ง มีประสิทธิภาพในการยับยั งการเจริญของ                    
P. aeruginosa ในช่วงเริ่มต้นของ log phase (ชั่วโมงท่ี 2-8) (รูปที่ 4.12, ตารางที่ 4.14) 
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 รูปที่ 4.9  ผลของสาร Lupeol ร่วมกับยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินในการยับยั งการเจริญของ E. coli 
ATCC 25922 ต่อหน่วยเวลา (Time kill assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.10  ผลของสาร Lupeol ร่วมกับยาเตตราซัยคลินในการยับยั งการเจริญของ P. aeruginosa  ไม่ดื อยา
ต่อหน่วยเวลา (time-kill assay
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         รูปที่ 4.11 ผลของสาร Glochidone ร่วมกับยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินในการยับยั งการเจริญ

ของ E. coli ATCC 25922 ต่อหน่วยเวลา (Time kill assay) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รปูที่ 4.12   ผลของสาร Glochidone ร่วมกับยาเตตราซัยคลินในการยับยั งการเจริญของ P. 

aeruginosa   ไม่ดื อยาต่อหน่วยเวลา (time-kill assay) 

5

5.5

6

6.5

7

7.5

8

8.5

9

             

   
  

  
  

  
  lo

g 
10

 (
C

FU
/m

l)

              

Tet+GE11+E. coli

Tet+E. coli

GE 11+E. coli

Tet.+ Glochidone+E. coli 
Tet.+E. coli 
Glochidone l+E. coli 
 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 

Glochidone + P. aeruginosa   
 
Tet.+ P. aeruginosa   
 
Glochidone + Tet + P. aeruginosa   
H2O+ P. aeruginosa   

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 



46 

 

                  ตารางที่ 4.13 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ ณ จุดเวลาที่เหมาะสมของสาร Lupeol ร่วมกับยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินในการยับยั ง 

                   เจริญของแบคทีเรีย 

 

แบคทีเรีย 

เวลาที่เหมาะสมของการยับยั้งการเจริญของ Lupeol 

Lupeol +ยาเตตราซัยคลิน ค่า EAA 

E. coli ATCC 25922 4 95.10±1.73 

P. aeruginosa ไม่ดื อยา 6 54.90±27.80  
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         ตารางที่ 4.14 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ ณ จุดเวลาที่เหมาะสมของสาร Glochidone ร่วมกับยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินในการยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย 

 

 

 
แบคทีเรีย 

เวลาที่เหมาะสมของการยับยั้งการเจริญของ Glochidone 

Glochidone +ยาเตตราซัยคลิน ค่า EAA 

E. coli ATCC 25922 4 89.99±2.89 

P. aeruginosa ไม่ดื อยา 2 77.26±15.76  
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                           บทที่5 

             สรุปและอภิปรายผลการทดลอง  

5.1สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

การสกัดและการแยกสารบริสุทธิ ์

 จากการแยกผลิตภัณฑ์ธรรรมชาติจากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของรากไคร้ โดยน าส่วนรากของ
ไคร้น  าหนัก 3 กิโลกรัม มาสกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซนได้ส่วนสกัดหยาบหนัก 10.5 กรัม น าส่วน
สกัดที่ได้ไปแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโทรกราฟี ได้สารบริสุทธิ์มา 1 ชนิด จาก fraction ที่ 1  น าไป
พิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย 1H NMR , 13C NMR , DEPT-90 และ DEPT-135 ซึ่งสรุปได้ดังตารางที่ 5.1-
5.3 พบว่าจากข้อมูล NMR มี 30 คาร์บอน ซึ่งควรจะเป็นสารในกลุ่มไตรเทอร์พีนและเมื่อค้นหาจาก
รายงานการวิจัยต่างๆพบว่าข้อมูลทางNMRของสารบริสุทธิ์ที่ได้มีข้อมูลใกล้เคียงกับข้อมูล NMR ของ
ไตรเทอร์พีน41ที่มโีครงสร้างดังรูปที่ 5.1  
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รูปที่ 5.1 สูตรโครงสร้างสารอ้างอิงกลุ่มไตรเทอร์พีน  
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ตารางที่ 5.1 ค่า chemical shift (1H NMR) จากเอกสารอ้างอิงและ ChemDraw Ultra 
(version10) ของสารอ้างอิงกลุ่มไตรเทอร์พีนเปรียบเทียบกับสารบริสุทธิ์ (fraction ที่ 1) จากส่วน
สกัดเฮกเซนของรากไคร ้

ชนิดของ
โปรตอน 

ต าแหน่ง
โปรตอน 

ค่า  δ (ppm) 

δH เอกสารอ้างอิง41 δHChemDraw Ultra δH fraction 1 

CH 

1 8.30 d 6.66 7.12 (d) 

2 5.71 d 5.98 5.80 (d) 

11* 4.85 dt - - 

19 2.40 dt 2.18 2.42 (m) 

13 1.90 t 1.40 1.94 (m) 

9 1.75 1.51 

1.75-1.63 (m) 5 1.55 1.66 

18 1.45 1.43 

CH2 

29 4.61,4.73 5.11,4.92 4.72,4.60 (b) 

12 1.98 1.68,1.43 1.95 (m) 

16 1.45,1.56 1.56,1.31 

1.60-1.55 (m) 

7 1.44 1.56,1.31 

21 1.40,2.01 1.64,1.39 

6 1.35,1.90 1.53,1.28 

22 1.31,1.40 1.55,1.30 
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ตารางที่ 5.1 ค่า chemical shift (1H NMR) จากเอกสารอ้างอิงและ ChemDraw Ultra 
(version10)ของสารอ้างอิงกลุ่มไตรเทอร์พีนเปรียบเทียบกับสารบริสุทธิ์ (fraction ที่ 1) จากส่วนสกัด
เฮกเซนของรากไคร้ (ต่อ) 

ชนิดของ
โปรตอน 

ต าแหน่ง
โปรตอน 

ค่า  δ (ppm) 

δH เอกสารอ้างอิง41 δHChemDraw Ultra δH fraction 1 

CH2 
15 1.24,1.40 1.56,1.31 

1.60-1.55 (m) 
11* - 1.28 

CH3 

30 1.70 s 1.82 1.70 s 

25 1.26 s 1.30 1.15 s 

23 1.12 s 1.30 1.13 s 

24 1.12 s 1.30 1.10 s 

26 1.11 s 1.04 1.08 s 

27 0.98 s 1.04 0.97 s 

28 0.80 s 1.04 0.84 s 

หมายเหตุ * แสดงความแตกต่างระหว่าง1H NMR สารบริสุทธิ์(fraction ที่ 1) จากส่วนสกัด 
เฮกเซนรากของไคร้กับสารอ้างอิง 
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ตารางที่ 5.2 ค่า chemical shift (13C NMR) จากเอกสารอ้างอิงและ ChemDraw Ultra (version 
10 )  ของสารอ้างอิงกลุ่มไตรเทอร์พีนเปรียบเทียบกับสารบริสุทธิ์ (fraction ที่ 1) จากส่วนสกัด              
เฮกเซนของรากไคร้ 

ชนิดของ
โปรตอน 

ต าแหน่ง 

คาร์บอน 

ค่า  δ (ppm) 

δCเอกสารอ้างอิง41 
δCChemDraw 

Ultra 
δCfraction 1 

C 

3 205.3 204.5 205.5 

20 150.2 150.3 150.8 

4 45.0 44.6 44.6 

17 43.0 43.0 43.1 

8 42.9 29.9 43.0 

14 42.8 43.3 42.9 

10 40.6 35.5 39.9 

CH 

 

2 165.1 125.6 159.8 

1 136.6 158.1 125.1 

11* 70.6 - - 

5 52.9 53.7 53.5 

9 48.9 58.5 48.3 

19 47.7 48.0 48.1 

18 47.5 48.7 47.9 

13 37.1 36.3 37.5 
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ตารางที่ 5.2 ค่า chemical shift (13C NMR) จากเอกสารอ้างอิงและ ChemDraw Ultra (version 
10 )  ของสารอ้างอิงกลุ่มไตรเทอร์พีนเปรียบเทียบกับสารบริสุทธิ์ (fraction ที่ 1) จากส่วนสกัด       
เฮกเซนของรากไคร้ (ต่อ) 

ชนิดของ
โปรตอน 

ต าแหน่ง 

คาร์บอน 

ค่า  δ (ppm) 

δCเอกสารอ้างอิง41 
δCChemDraw 

Ultra 
δCfraction 1 

CH2 

29 113.5 110.6 109.4 

22 39.8 40.0 39.5 

12 37.3 35.5 37.3 

16 35.3 35.6 35.6 

7 34.5 35.3 34.1 

21 29.7 29.8 29.8 

15 27.3 26.4 27.8 

11* - 21.4 21.2 

6 18.9 19.0 19.3 

CH3 

24 28.2 21.8 28.2 

23 21.4 21.8 22.1 

25 19.9 19.2 20.8 

30 19.3 21.7 19.1 

28 18.0 18.5 18.2 

26 17.4 18.9 16.4 
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ตารางที่ 5.2 ค่า chemical shift (13C NMR) จากเอกสารอ้างอิงและ ChemDraw Ultra (version 
10 )  ของสารอ้างอิงกลุ่มไตรเทอร์พีนเปรียบเทียบกับสารบริสุทธิ์ (fraction ที่ 1) จากส่วนสกัด             
เฮกเซนรากของไคร้ (ต่อ) 

ชนิดของ
โปรตอน 

ต าแหน่ง 

คาร์บอน 

ค่า  δ (ppm) 

δCเอกสารอ้างอิง41 
δCChemDraw 

Ultra 
δCfraction 1 

CH3 27 14.4 15.0 15.9 

หมายเหตุ * แสดงความแตกต่างระหว่าง13C NMRสารบริสุทธิ์(fraction ที่ 1) จากส่วนสกัด 
เฮกเซนของรากไคร้กับสารอ้างอิง 
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ตารางที่ 5.3 ค่า chemical shift  ของ DEPT–90, DEPT–135 และ13C NMR ของสารบริสุทธิ์ 
(fraction ที1) จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ 

ชนิดของโปรตอน ต าแหน่งคาร์บอน 
ค่า  δ (ppm) 

DEPT–90 DEPT–135 13C NMR 

CH 

2 159.7 159.7 159.8 

1 125.1 125.1 125.1 

5 53.4 53.4 53.5 

9 49.0 49.0 48.3 

19 48.2 48.2 48.1 

18 47.9 47.9 47.9 

13 37.5 37.5 37.5 

CH2 

 

29 - 109.4 109.4 

22 - 39.5 39.5 

12 - 37.3 37.3 

16 - 35.6 35.6 

7 - 34.1 34.1 

21 - 29.8 29.8 

15 - 27.8 27.8 

11 - 21.2 21.2 
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ตารางท่ี 5.3 ค่า chemical shift  ของ DEPT–90, DEPT–135 และ13C NMR ของสารบริสุทธิ์ 
(fraction ที่ 1) จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ (ต่อ) 

ชนิดของโปรตอน ต าแหน่งคาร์บอน 
ค่า  δ (ppm) 

DEPT–90 DEPT–135 13C NMR 

CH2 6 - 19.3 19.3 

CH3 

24 - 28.2 28.2 

23 - 22.1 22.1 

25 - 20.8 20.8 

30 - 19.1 19.1 

28 - 18.2 18.2 

26 - 16.4 16.4 

27 - 15.9 15.9 

C 

3 - - 205.5 

20 - - 150.8 

4 - - 44.6 

17 - - 43.1 

8 - - 43.0 

14 - - 42.9 

10 - - 39.9 
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จากข้อมูล 1H NMR ของสารบริสุทธิ์ ตารางที่ 5.3 ของ fraction ที่1 พบว่ามีค่า chemical 
shiftที่ 7.12 ppm (d) เป็นพีคของ methine proton (-CH-) 1 หมู่ ที่ต าแหน่งที่ 1 ค่า chemical 
shift ที่ 5.80 ppm (d) เป็นพีคของ methine proton (-CH-) 1 หมู่ ที่ต าแหน่งที่ 2 ค่า chemical 
shift ที ่2.42 ppm (m) เป็นพีคของ methine proton (-CH-) 1 หมู่ ที่ต าแหน่งที่ 19 ค่า chemical 
shift ที ่1.94 ppm (m) เป็นพีคของ methine proton (-CH-) 1 หมู่ ที่ต าแหน่งที่ 13 ค่า chemical 
shift ระหว่าง 1.75-1.63 ppm (m) เป็นพีคของ methine proton (-CH-) 3 หมู่ ที่ต าแหน่งที่ 9, 5, 
และ 18 ค่า chemical shift ที่ 4.60,4.72 ppm (b) เป็นพีคของ methylene proton (-CH2-) 1 
หมู่ ที่ต าแหน่งที่ 29 ค่า chemical shift ที่ 1.95  ppm (m) เป็นพีคของ methylene proton            
(-CH2-) 1 หมู่ ที่ต าแหน่งที่ 12 ค่า chemical shift ระหว่าง 1.60-1.55 ppm (m) เป็นพีคของ 
methylene proton (-CH2-) 7  หมู่ ที่ต าแหน่งที่ 16, 7, 21, 6, 22,15 และ 11 ค่า chemical shift 
1.70 s , 1.15 , 1.13,1.10 ,1.08 ,0.97, 0.84  ppm (s) เป็นพีคของ methyl proton (-CH3-) 7 หมู่ 
ที่ต าแหน่งที่ 30, 25, 23, 24, 26, 27 และ 28 ตามล าดับ     

จากข้อมูล 13C NMR ตารางที่ 5.2 ของ fraction 1 พบว่ามีค่า chemical shift ที่ 205.5 
ppm เป็นพีคของ quaternary carbon (-C-) 1 หมู่  ที่ต าแหน่ง 3  ค่า chemical shift ที่ 150.3 
ppm เป็นพีคของ quaternary carbon (-C-) 1 หมู่  ที่ต าแหน่ง 20  ค่า chemical shift ที ่
44.6,43.1,43.0,42.9,39.9 ppm เป็นพีคของ quaternary carbon (-C-) 5 หมู่  ที่ต าแหน่ง 
4,17,8,14,10  ตามล าดับ ค่า chemical shift ที่ 159.8 ppm เป็นพีคของ methine carbon          
(-CH-) 1 หมู่  ที่ต าแหน่ง 2 ค่า chemical shift  ที่ 125.1 ppmเป็นพีคของ methine carbon          
(-CH-) 1 หมู่  ที่ต าแหน่ง 1 ค่า chemical shift ที่  53.5, 48.3  ppm   เป็นพีคของ  methine 
carbon (-CH-) 2 หมู่  ที่ต าแหน่ง 5,9  ตามล าดับ  ค่า chemical shift ที่ 48.1 ppm เป็นพีคของ 
methine carbon (-CH-) 1 หมู่  ที่ต าแหน่ง 19  ค่า chemical shift ที่ 47.9 และ 37.5 ppm  เป็น
พีคของ  methine carbon (-CH-) 2 หมู่ ที่ต าแหน่ง 18,13  ตามล าดับ  ค่า chemical shift  ที่ 
109.4  ppm   เป็นพีคของ methylene carbon  (-CH2-) 1 หมู่  ที่ต าแหน่ง 29  ค่า  chemical 
shift ที่  39.5, 37.3, 35.6, 34.1, 29.8, 27.8,21.2   และ 19.3  ppm  เป็นพีคของ  methylene 
carbon  (-CH2-)  ทั งหมด 8 พีค ที่ต าแหน่ง 22, 12, 16, 7, 21, 15,11  และ  6   ตามล าดับ  ค่า 
chemical shift ที่ 28.2, 22.1, 20.8 ppm เป็นพีคของ methyl carbon (-CH3-) ทั งหมด 3 พีคที่
ต าแหน่ง 24, 23, 25 ตามล าดับ ค่า chemical shift ที่ 19.1 ppm เป็นพีคของ methyl carbon           
(-CH3-) 1 หมู่ที่ต าแหน่ง 30 ค่า chemical shift ที่ 18.2, 16.4 และ 15.9 ppm  เป็นพีคของ 
methyl carbon (-CH3-) ทั งหมด 3 พีค ที่ต าแหน่งที่  28, 26 และ 27 ตามล าดับ     
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จากข้อมูล  DEPT 90  ที่ค่า chemical shift  159.8  ppm  เป็นพีคของ methine 
carbon (-CH-) 1 พีค ค่า chemical shift 125.1 ppm เป็นพีคของ methine carbon (-CH-) 1 
พีค ค่า chemical shift ระหว่าง 37.5 – 53.5 ppm เป็นพีคของ methine carbon (-CH-) ทั งหมด 
5  พีค จากข้อมูล DEPT 135 ที่ ค่า chemical shift  159.8  ppm  เป็นพีคของ methine carbon 
(-CH-) 1 พีค ค่า chemical shift 125.1 ppm เป็นพีคของ methine carbon (-CH-) 1 พีค ค่า 
chemical shift ระหว่าง 37.5 – 53.5 ppm เป็นพีคของ methine carbon (-CH-) ทั งหมด 5 พีค 
ชี ขึ น ค่า chemical shift 109.4 ppm เป็นพีคของ   methylene carbon  (-CH2-)  1  พีค  ค่า 
chemical shift  ระหว่าง 19.3-39.5  ppm  เป็นพีคของmethylene carbon  (-CH2-) ทั งหมด 8 
พีค  ชี ลง ค่า chemical shift  ระหว่าง 15.9-28.2 ppm  เป็นพีคของ methyl carbon (-CH3-) 
ทั งหมด 7 พีค ชี ขึ น  

เมื่อน าข้อมูลของ DEPT-90 และ DEPT-135 มาเปรียบเทียบกันกับ 13C NMR พบว่า เป็นพีค
ของ methine carbon (-CH-) ทั งหมด 7 พีค เป็นพีคของ methylene carbon (-CH2-) ทั งหมด 9 
พีค และเป็นพีคของ methyl carbon (-CH3-) ทั งหมด 7 ส่วนพีคที่เหลือเป็นพีคของ quaternary 
carbon (-C-) ทั งหมด 7 พีค จากการเปรียบเทียบข้อมูล 1H NMR และ13C NMR และยืนยันพีค
ต่างๆด้วย DEPT 90 และ DEPT 135 พบว่าใน 1H NMR และ 13C NMR ไม่พบ methine carbon             
(-CH-) ในต าแหน่งที่ 11 แต่จะพบ methylene carbon (-CH2-) ในต าแหน่งที่ 11 แทน  ซึ่งสรุปได้
ว่าสารบริสุทธิ์ที่ได้จาก fraction ที่ 1ของส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้มีลักษณะของแข็งท าการ         
ตกผลึกด้วยเฮกเซนผลึกเป็นรูปเข็มสีขาวละเอียดมีน  าหนัก 0.7845 กรัมจุดหลอมเหลว 166 -168 ºC 
(อ้างอิง 169 -171 ºC)41 สารบริสุทธิ์ที่ได้คือ Glochidone ซ่ึงมีโครงสร้างดังรูปที่ 5.2  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5.2 สูตรโครงสร้างของGlochidone 
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              การแยกสารผลิตภัณฑ์ทางธรรมชาติ จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ได้สารบริสุทธิ์เพียง
ชนิดเดียวซึ่งน่าจะเป็นสารในกลุ่มไทเทอร์พีนที่มี 30 คาร์บอน และสารที่ได้ในส่วนสกัดเฮกเซนราก
ของไคร้เป็นของแข็งที่สามารถน าไปตกผลึกได้และเมื่อน าไปพิสูจน์เอกลักษณ์พบว่าสารที่ได้เป็น            
สารบริสุทธิ์ชื่อว่า  Glochidone  

             จากการแยกผลิตภัณฑ์ธรรรมชาติจากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร้โดยน าใบไคร้
น  าหนัก 1.00กิโลกรัมมาท าการสกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซนได้ส่วนสกัดหยาบหนัก 16.5 กรัม            
น าส่วนสกัดที่ได้ไปท าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโทรกราฟี ได้สารบริสุทธิ์มา1 ชนิดจากfractionที่ 2 
น าไปตกผลึกด้วยตัวท าละลายเฮกเซนจะได้ผลึกสีขาวน  าหนัก 0.0214 กรัม จุดหลอมเหลว             
214-215°C (จุดหลอมเหลวอ้างอิง  212-215°C42)น าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วย 1H NMR, 13C NMR, 
DEPT-90 และDEPT-135 ดังตารางที่ 5.4-5.6 พบว่าข้อมูลจาก 13C NMR แสดงจ านวนคาร์บอน
ทั งหมด 30 คาร์บอน ซ่ึงใกล้เคียงกับสารกลุ่มไตรเทอร์พีนอยด์และเมื่อท าการค้นหาจากงานวิจัยต่างๆ 
พบว่าข้อมูลทาง 13C NMR ของสารบริสุทธิ์ที่ได้มีข้อมูลใกล้เคียงกับ Lupeol42 ซึ่งมีสูตรโครงสร้างดัง
รูปที่ 5.3 

 

 

 

รูปที่ 5.3 สูตรโครงสร้างของ Lupeol  
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ตารางที่ 5.4 ค่า chemical shift (1H NMR) จากเอกสารอ้างอิงและ ChemDraw Ultra  
(version 10.0) ของสารอ้างอิง( Lupeol) เปรียบเทียบกับสารบริสุทธิ์  (fraction ที2.1) จาก
ส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร ้

ชนิดของ
โปรตอน 

ต าแหน่ง
โปรตอน 

ค่า  δ (ppm) 

δH เอกสารอ้างอิง42 δH 

ChemDraw 
Ultra 

δH สารบริสุทธิ์ 

(fraction 2.1) 

  3 3.18 (dd) 3.15  3.19 (dd, J = 4.722 Hz, 
4.750 Hz ) 

  5 0.68 (d) 1.39   0.69 (d) 

CH 9 1.23 (m)  1.39  1.27 (m) 

  13 1.66 (m)  1.40  1.63 (m) 

  18 1.36 (dd)  1.43  1.38 (m) 

  19 2.38 (dt)  2.18  2.38 (m)  

  1 0.90 (s), 1.67 (s) 1.28, 1.53  0.89 (m), 1.70 (m) 

  2 1.85 (d), 1.94 (m) 1.47, 1.72   1.88 (m), 1.94 (m) 

  6 1.40 (m), 1.50 (m)  1.28, 1.53  1.55 (m), 1.59 (m) 

  7 1.36 (m), 1.40 (m)  1.31, 1.56  1.41 (m), 1.52 (m) 

  11 1.22 (m), 1.40 (m)  1.28, 1.53  1.22 (m), 1.48 (m) 

CH2 12 1.00 (d), 1.61 (m)  1.28, 1.53  1.02 (m),1.62 (m) 

  15 0.99 (t)  1.31, 1.56  0.99 (m) 

  16 1.34 (d)  1.31, 1.56  1.35 (m) 

  21 1.32 (m), 1.92 (m)  1.39, 1.64  1.31 (m), 1.91 (m) 

  22 1.19 (m)  1.30, 1.55  1.20 (m) 

  29 4.54 (m), 4.66 (m)   4.92, 5.11  4.59 (s), 4.71 (s) 
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ตารางที่ 5.4 (ต่อ) ค่า chemical shift (1H NMR) จากเอกสารอ้างอิงและ ChemDraw Ultra 
(version 10.0) ของสารอ้างอิง (Lupeol) เปรียบเทียบกับสารบริสุทธิ์  (fraction 2.1) จากส่วน
สกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร ้

ชนิดของ
โปรตอน 

ต าแหน่ง
โปรตอน 

ค่า  δ (ppm) 

δH เอกสารอ้างอิง42 δH 

ChemDraw 
Ultra 

δH สารบริสุทธิ์ 

(fraction 2.1) 

  23 0.74 (s)  0.99  0.71 (m) 

  24 0.76 (s)  0.99  0.78 (m) 

  25 0.80 (s)  1.04  0.81 (m) 

CH3 26 0.92 (s)  1.04  0.92 (m) 

  27 0.94 (s)  1.04  0.93 (m) 

  28 1.01 (s)  1.04  1.03 (m) 

  30 1.66 (s)   1.82  1.68 (m) 

 

             จากตารางที่ 5.4 ข้อมูล 1H NMR ของ fraction 2.1 ปรากฏค่า chemical shift 0.69, 
1.27, 1.63 และ 1.38 ppm เป็นพีคของ methine proton (-CH-) 4 หมู่ ที่ต าแหน่ง 5, 9, 13 และ 
18 ตามล าดับ ค่า chemical shift 3.19 ppm เป็นพีคของ methine proton (-CH-OH)  
1 หมู่ ที่ต าแหน่งที่ 3 ค่า chemical shift 2.38 ppm เป็นพีคของ methine proton (-CH-) 1 หมู่ 
ที่ต าแหน่งที่ 19 ค่า chemical shift (0.89, 1.70), (1.88, 1.94), (1.55, 1.59), (1.41, 1.52), (1.22, 
1.48), (1.02, 1.62), 0.99, 1.35, (1.31, 1.91) และ 1.20 ppm เป็นพีคของ methylene proton  
(-CH2-) 10 หมู่ ที่ต าแหน่ง 1, 2, 6, 7, 11, 12, 15, 16, 21 และ 22 ตามล าดับ ค่า chemical shift 
(4.59, 4.71) ppm เป็นพีคของ methylene proton (-C=CH2) 1 หมู่ ที่ต าแหน่ง 29 ค่า chemical 
shift 0.71, 0.78, 0.81, 0.92, 0.93 และ 1.03 ppm เป็นพีคของ methyl proton (-CH3) 6 หมู่ ที่
ต าแหน่ง 23, 24, 25, 26, 27 และ 28 ตามล าดับ ค่า chemical shift 1.68 ppm เป็นพีคของ 
methyl proton (-CH3) 1 หมู่ ที่ต าแหน่ง 30 
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ตารางที่ 5.5 ค่าchemical shift (13C NMR) จากเอกสารอ้างอิงและ ChemDraw Ultra     
(version 10.0) ของสารอ้างอิง( Lupeol) เปรียบเทียบกับสารบริสุทธิ์  (fraction ที2.1) จาก
ส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร ้

ชนิดของ
คาร์บอน 

ต าแหน่ง
คาร์บอน 

ค่า  δ (ppm) 

δc เอกสารอ้างอิง42 δc ChemDraw 
Ultra 

δc สารบริสุทธิ์ 
(fraction 5.3) 

  4 38.70  38.80 38.86 

  8 40.00  40.90 40.02 

C 10 37.10  37.40 37.18 

  14 43.00  42.90 43.00 
  17 42.80  43.00 42.84 

  20 150.20  150.30 150.88 

  3 79.00  78.60 78.99 

  5 55.30  55.20 55.34 

CH 9 50.40  50.30 50.47 

  13 38.00  37.90 38.08 

  18 48.30  48.40 48.33 

  19 47.90  48.00 47.99 
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ตารางที่ 5.5 (ต่อ) ค่าchemical shift (13C NMR) จากเอกสารอ้างอิงและ ChemDraw Ultra     
(version 10.0) ของสารอ้างอิง( Lupeol) เปรียบเทียบกับสารบริสุทธิ์  (fraction ที2.1) จาก
ส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร ้

ชนิดของ
คาร์บอน 

ต าแหน่ง
คาร์บอน 

ค่า  δ (ppm) 

δc เอกสารอ้างอิง42 δc ChemDraw 
Ultra 

δc สารบริสุทธิ์ 
(fraction 2.1) 

  1 38.00  38.40 38.62 

  2 27.40  27.40 24.47 

  6 18.30  17.40 18.34 

  7 34.30  35.20 34.32 

  11 20.90  21.70 20.96 

CH2 12 25.10  25.40 25.17 

  15 27.40  26.40 27.41 
  16 35.60  35.60 35.61 
  21 29.80  29.80 29.88 
  22 38.70  40.00 38.75 
  29 109.30  110.60 109.35 

  23         27.90        23.40 28.01 
 24 15.30  23.40 15.39 

  25 16.10  16.10 16.13 

  26 15.90  18.50 16.00 

CH3 27 14.50  15.00 14.57 

  28 18.00  18.50 18.02 
  30 19.30  21.70 19.33 
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จากตารางที่ 5.5 ข้อมูล 13C NMR ของ fraction 2.1 ปรากฏค่า chemical shift ที่ 38.86, 
40.02, 37.18, 43.00 และ 42.84 ppm เป็นพีคของ quaternary carbon (-C-) 5 หมู่  
ที่ต าแหน่ง 4, 8, 10, 14 และ 17 ตามล าดับ ค่า chemical shift ที่ 150.88 ppm เป็นพีคของ 
quaternary carbon (-C=CH2) 1 หมู่ ที่ต าแหน่ง 20 ค่า chemical shift ที่ 55.34, 50.47, 38.08
และ 48.33 ppm เป็นพีคของ methine carbon (-CH-) 4 หมู่ ที่ต าแหน่ง 5, 9, 13 และ 18 
ตามล าดับ ค่า chemical shift ที่ 78.99 ppm เป็นพีคของ methine carbon (-CH-OH) 1 หมู่  
ที่ต าแหน่งที่ 3 ค่า chemical shift ที่ 47.99 ppm เป็นพีคของ methine carbon (-CH-) 1 หมู่ ที่
ต าแหน่งที่ 19 ค่า chemical shift ที่ 38.62, 24.47, 18.34, 34.32, 20.96, 25.17, 27.41, 35.61, 
29.88 และ 38.75 ppm เป็นพีคของ methylene carbon (-CH2-) 10 หมู่ ที่ต าแหน่ง 1, 2, 6, 7, 
11, 12, 15, 16, 21 และ 22 ตามล าดับ ค่า chemical shift ที่ 109.35 ppm เป็นพีคของ 
methylene carbon (-C=CH2 ) 1 หมู่ ที่ต าแหน่งที่ 29 ค่า chemical shift ที่ 28.01, 15.39, 
16.13, 16.00, 14.57 และ 18.02 ppm เป็นพีคของ methyl carbon (-CH3) 6 หมู่ ที่ต าแหน่ง 23, 
24, 25, 26, 27 และ 28 ตามล าดับ ค่า chemical shift ที่ 19.33 ppm เป็นพีคของ methyl 
carbon (-CH3) 1 หมู่ ที่ต าแหน่ง 30 

 จาก 1H NMR และ 13C NMR พบว่ามีค่า chemical shift ใกล้เคียงกับ Lupeol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 
 

ตารางที่ 5.6 ค่า chemical shift ของ DEPT–90, DEPT–135 และ13C NMR ของสารบริสุทธิ์  
(fractionที ่ 2.1) จากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร ้

ชนิดของคาร์บอน ต าแหน่งคาร์บอน ค่า  δ (ppm) 

    DEPT-90 DEPT-135 13C NMR 

    3  78.99  79.00 78.99 

   5  59.08     50.40   55.34 

CH 9  50.46      50.40 50.47 
   13  38.73  38.60 38.08 
   18  48.26  48.20 48.33 
    19  48.04  47.80 47.99 

   1  -  38.07 38.62 

   2  -  23.72 24.47 

   6  -  18.42 18.34 

   7  -  34.73 34.32 

   11  -  20.96 20.96 

CH2 12  -  25.15 25.17 
   15  -  27.34 27.41 
   16  -  35.63 35.61 
   21  -  29.90 29.88 
   22  -  40.08 38.75 
    29  -  109.30 109.35 
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ตารางท่ี 5.6 (ต่อ) ค่าchemical shift ของ DEPT–90, DEPT–135 และ13C NMR ของสารบริสุทธิ์  
(fraction ที่ 2.1)จากส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของใบไคร ้

ชนิดของคาร์บอน ต าแหน่งคาร์บอน ค่า  δ (ppm) 

    DEPT-90 DEPT-135 13C NMR 

    23  - 28.40 28.01 
    24  - 15.30 15.39 

    25  - 16.10 16.13 

CH3 26 -  16.00 16.00 
    27  - 14.60 14.57 
    28  - 18.20 18.02 
    30  - 20.90 19.33 

    4  - -  38.86 

   8  -  - 40.02 

C 10  -  - 37.18 
   14  -  - 43.00 
   17  -  - 42.84 
    20  -  - 150.88 

 

 จากข้อมูล DEPT-90 ปรากฏค่า chemical shift ที่ 78.99, 59.08, 50.46, 38.73, 48.26, 
48.04 ppm เป็นพีคของ methine carbon (-CH-) ทั งหมด 6 พีค ข้อมูล DEPT-135 ปรากฏค่า 
chemical shift ที่ 79.00, 50.40, 50.40, 38.60, 48.20 และ 47.80 ppm เป็นพีคของ methine 
carbon (-CH-) ทั งหมด 6 พีค ค่า chemical shift ที่ 38.07, 23.72, 18.42, 34.73, 20.96, 25.15, 
27.34, 35.63, 29.90, 40.08 และ 109.30 ppm เป็นพีคของ methylene carbon (-CH2-) ทั งหมด 
11 พีค ค่า chemical shift ที่ 28.40, 15.30, 16.10, 16.00, 14.60, 18.20 และ 20.90 ppm เป็น
พีคของ methyl carbon (-CH3-) 7 พีค 
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 เมื่อเปรียบเทียบข้อมูล DEPT-90  และ DEPT-135 กับข้อมูล 13C NMR พบว่ามี methine 
carbon (-CH-) ทั งหมด 6 พีค พีคของ methylene (-CH2-) ทั งหมด 11 พีค และพีคของ methyl  
(-CH3-) ทั งหมด 7 พีค ส่วนที่เหลือคือพีคของ quaternary carbon (-C-) 6 พีค 

 จากการศึกษาข้อมูลจาก 1H NMR, 13C NMR แล้วท าการยืนยันโครงสร้างด้วย DEPT-90 
และ  DEPT-135 จึงคาดว่าสูตรโครงสร้างของสารบริสุทธิ์จาก fractionที2่ คือ Lupeol ซึ่งมีสูตร
โครงสร้างดังรูป 5.3 

 จากการทดลองแยกหาผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่บริสุทธิ์ จากส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ได้สาร
บริสุทธิ์ จาก fraction ที่ 1และส่วนสกัดเฮกเซนของรากไคร้ได้สารบริสุทธิ์จาก fraction ที่ 2.1 ซึ่ง
เป็นสารบริสุทธิ์ 2 ชนิดที่อยู่ในกลุ่มไตรเทอร์พีนเพียงชนิดเดียว ซึ่งอาจเป็นผลมาจาก 

1. สารที่แยกได้มีลักษณะเป็นของเหลวหนืดจึงไม่สามารถน ามาตกผลึกได้ 
2. ผลิตภัณฑ์ธรรมชาตินี อาจละลายในตัวท าละลายเมทานอลและตัวท าละลายเฮกเซนได้

น้อย จึงพบสารบริสุทธิ์เพียงตัวเดียว 
3. สารที่แยกได้ไม่บริสุทธิ์ และมีปริมาณน้อย จึงไม่สามารถน าไปแยกต่อได ้
4. สารที่แยกมีรงควัตถุปนอยู่มาก จึงไม่สามารถน าไปแยกต่อได้ 

 
ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ของสารบริสุทธิ ์ 

ในการทดลองครั งนี ได้น าสาร Lupeol และ Glochidone (สารในกลุ่ม lupane) มาทดสอบ
ฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรียฉวยโอกาส 10 สายพันธุ์ พบว่า Lupeol มี
ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียอย่างชัดเจน แต่ให้ผลการทดสอบกับเชื อบางสายพันธุ์ และให้ผลการทดสอบฤทธิ์
ค่อนข้างดีกว่ายาแอมพิซิลลิน แต่ให้ผลน้อยกว่ายาเตตราซัยคลิน 43  ซึ่งสนับสนุนรายงานว่า
สารประกอบกลุ่ม terpene  สามารถยับยั งการเจริญของแบคทีเรีย โดยอาจจะไปท าลายเยื่อหุ้มเซลล์
ของแบคทีเรียทั งแกรมบวก และแกรมลบ และยังพบว่าสารกลุ่มใกล้เคียง terpene นี ยังเกี่ยวข้องกับ
การผ่านเข้าออกของ K+ต่อเซลล์แบคทีเรีย  E. coli  หรือ มีฤทธิ์ไปรบกวนการท างานของ 
phospholipids bilayer ของเยื่อหุ้มเซลล์ และยังส่งผลต่อระบบเอนไซม์ และสารพันธุกรรมของ
แบคทีเรีย 43   กลไกที่คาดว่า Lupeol และ Glochidone  อาจจะยับยั งการท างานอาจจะคล้ายสาร
กลุ่ม triterpenoids ที่มีผลต่อการยับยั งกิจกรรมการสังเคราะห์ DNA และการสังเคราะห์ 
macromolecular ท าให้เกิดความเสียหายต่อเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก 40 อย่างไรก็ตาม 
lupanes อาจมีความเป็นพิษสูง เพราะการศึกษาเกี่ยวกับการสลายฮีโมโกลบิลที่เซลล์เม็ดเลือดแดง
ด้วย lupanes ซึ่งชักน าให้เกิดความเป็นพิษในสัตว์ซึ่งถือเป็นอุปสรรคส าคัญส าหรับการพัฒนา
ทางด้านการแพทย์ จากการติดตามผลของ lupanes จากธรรมชาติ และ oleanane แสดงให้เห็นว่า 
lupanes สามารถสลาย ฮีโมโกลบิลและยังสามารถซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์และสัมพันธ์กับการเกิด
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โปรแกรมแห่งความตายได้ 44 จากงานวิจัยนี จึงต้องท าการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของ Lupeol และ 
Glochidone  เช่น ถ้า Lupeol และ Glochidone  ช่วยน าพาการดูดซึมยาเข้าเซลล์แบคทีเรียได้ดี
ขึ น ควรน ามาทดสอบประสิทธิภาพการซึมผ่านของ Lupeol และ Glochidone  เข้าเยื่อหุ้มเซลล์ของ
แบคทีเรีย ด้วย Nitrocefin assay เป็นต้น 45 
 เมื่อน าสาร Lupeol และ Glochidone  มาทดสอบฤทธิ์ร่วมกับยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
และเตตราซัยคลินในการยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรียแกรมลบฉวยโอกาสกลุ่มที่มักก่อให้เกิด
ปัญหาดื อยาในโรงพยาบาล คือ E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa สายพันธุ์ดื อยาและไม่ดื อ
ยา พบว่าสาร Lupeol ร่วมกับยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินสามารถยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรียได้ 
2 ชนิด คือ E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa ไม่ดื อยา และสามารถลดค่า MIC ของการใช้
เตตราซัยคลินลงมากกว่า 2 เท่าของค่า MIC เดิมของยาเมื่อใช้เพียงตัวเดียว  แต่ Lupeol  ไม่สามารถ
ออกฤทธิ์ร่วมกับยาแอมพิซิลลิน (ไม่แสดงผลการทดสอบ) และ เมื่อน า Glochidone  มาทดสอบฤทธิ์
ร่วมกับยาปฏิชีวนะเตตราซัยคลินให้ผลเสริมฤทธิ์เฉพาะกับการยับยั งเชื อ P. aeruginosa ไม่ดื อยา
เท่านั น นอกนั นไม่สามารถหาค่า FICI ได้ (ไม่สามารถน ามาใช้เพ่ือออกฤทธิ์ร่วมกันในการยับยั งเชื อ คือ 
E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa ดื อยา) และผลของการวิเคราะห์หาจุดเวลาที่เหมาะสมใน
การออกฤทธิ์ของสาร Lupeol และ Glochidone เมื่อผสมยาปฎิชีวนะเตตราซัยคลินในการยับยั งการ
เจริญของแบคทีเรีย   พบว่าชั่วโมงที่ 4 และ 6 น่าจะเป็นเวลาที่ดีที่สุดของการออกฤทธิ์ของ Lupeol 
และ Glochidone ตามล าดับ ในการยับยั งเชื อแบคทีเรีย E. coli ATCC 25922  และออกฤทธิ์
ร่วมกันได้ดทีี่สุดในชั่วโมงท่ี 6 และ 2 ตามล าดับ ในยับยั งการเจริญของเชื อแบคทีเรีย P. aeruginosa 
สายพันธุ์ไม่ดื อยา 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

จากการน าสารบริสุทธิ์ Lupeol และ Glochidone  ที่ได้จากต้นไคร้ มาทดสอบในการยับยั ง
การเจริญของแบคทีเรียฉวยโอกาสทั ง10 สายพันธุ์สามารถเป็นข้อมูลพื นฐานในการต่อยอดท างานวิจัย
เกี่ยวกับคุณสมบัติทางชีวภาพด้านอื่นๆของไคร้มด เช่น ต้านมะเร็ง ต้านการอักเสบ และต้านเชื อไวรัส
นอกจากนี ควรศึกษากลไกการท างานของสารบริสุทธิ์ Lupeol และ Glochidone   จากต้นไคร้ต่อไป 
เพ่ือระบุกลไกการยับยั งเชื อแบคทีเรียของ Lupeol และ Glochidone   ต่อไปในอนาคต โดย
การศึกษาในระดับเชิงโมเลกุลกับแบคทีเรียที่ยังมีชีวิต หรือศึกษากลไกการยับยั งการเจริญของ
แบคทีเรียหรือเชื อรากลุ่มอ่ืนๆต่อไปเพ่ือสามารถน าสารบริสุทธิ์ Lupeol และ Glochidone  จากต้น
ไคร้ไปพัฒนาใช้แทนหรือควบคู่กับยาปฏิชีวนะที่ใช้ไม่ได้ผลในปัจจุบัน เพ่ือใช้เป็นยารักษาโรคที่เกิด
จากการติดเชื อแบคทีเรียฉวยโอกาสในอนาคต 
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                           ภาคผนวก 

ไคร ้(Glochidion  daltonii Kurz ) 

 

 
 

 

 

 

 

 

ชื่อทางวิทยาศาสตร์ :  Glochidion  daltonii Kurz    
วงศ์ : Euphorbiaceae   
ชื่อสามัญ : ไคร ้           

           เป็นไม้ พุ่มสูง 1-2 เมตรใบเดี่ยวเรียงสลับกันใบมีลักษณะเป็นรูปวงรีคล้ายไข่กลับหัว 
ขนาดของใบมีความกว้าง 3-5 เซนติเมตร ยาว 7-12 เซนติเมตร  มีขนนุ่มละเอียดทั้งสองด้าน ออกดอกเป็นช่อ
ออกเป็นกระจุกที่ซอกใบ ดอกย่อยหลายดอก กลีบดอกสีเหลืองแกมเขียว ขนาดเล็ก ผลแห้ง แตกได้ รูปกลม
แป้น สีเขยีว มีหลายพูผลอ่อนสามารถรับประทานได้ส่วนรากสามารถน าท าเป็นยา แหล่งที่พบ : พบตาม
ป่าดิบริมน้ าหรือป่าดิบเขา ที่ระดับความสูง 700-1,200 เมตร ออกดอกติดผลช่วงเดือนกุมภาพันธุ์ – มีนาคม  

(Glochidion  daltonii Kurz  วันที่สืบค้น 22 กุมภาพันธ์  พ.ศ. 2554  เข้าถึงจาก
http://www.thaibiodiversity.org/Life/LifeDetail.aspx?LifeID=36594) 

http://www.thaibiodiversity.org/Life/LifeDetail.aspx?LifeID=36594
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