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The objective of this research was to study was performed to evaluate the phytochemical 
screening, total phenolic content, flavonoid content, biological activities and chemiscal 
constituents of  hexane, dichloromethane, ethyl acetate, methanol extracts and essential oils by 
water distillation from Tacca chantrieri rhizome. The results of this study showed that six groups 
of phytochemicals were observed including flavonoids, coumarins, saponins, terpenoids, steroids 
and cardiac glycosides. Total phenolic and flavonoid content of all extracts of T. chantrieri were 
evaluated by Folin-Ciocaltue method using gallic acid as chemical standard and aluminium 
trichloride (AlCl3) colorimetric method using Qurecetin as chemical standard, respectively.                
The results indicated that the ethyl acetate extract contained the highest total phenolic content 
(5.20±0.02 mgGAE.g-1). The methanol extract showed the highest total flavonoid content 
(33.64±1.27 mgQE.g-1). The highest antioxidant activity at 625 µg/mL using DPPH free radical 
scavenging method was obtained by T. chantrieri ethyl acetate extract (58.70 ± 0.01%).                  
All extracts of T. chantrieri were evaluated anti-tyrosinase activity using L-DOPA substrate and 
kojic acid as standard. Unfafunately, all extracts of this plant at concentration of 1,000 µg/mL 
showed no inhibitory activity. The isolation and structure elucidation of hexane, dichloromethane 
and ethyl acetate extracts from T. chantrieri were also studied. The results showed that myristic 
acid was isolation from hexane extracts. The mixture of beta-sitosterol and sitgmasterol observed 
from dicholomethane extracts. All isolation compounds were characterized by spectroscopic 
techniques. 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
เน ระพู สี ไทย ห รือค้างคาวด า  (Bat flower) ช่ือ วิท ยาศาสต ร์  Tacca chantrieri วงศ ์

Taccaceae เป็นไม้ล้มลุกอายุหลายปี เจริญเติบโตได้ดี ในที่ที่มีอากาศเย็นช้ืน แสงแดดร่มร าไร 
ลักษณะทั่วไปของต้น เนระพู สีไทย มีความสูงประมาณ  30-50 เซนติ เมตร มี เหง้าใต้ดิน                                 
รูปทรงกระบอก มีการน ามาใช้ในรูปของยาสมุนไพรแผนโบราณ โดยมีฤทธ์ิแก้เบื่อเมา แก้ปวด
เม่ือยตามร่างกาย แกล้ิ้นคอเป่ือย แกไ้อ ปวดทอ้ง มะเร็ง โรคกระเพาะ บ ารุงร่างกาย แกโ้รคความดนั
ต ่าบ  ารุงก าลงัทางเพศ และ แกผ้ดผื่นคนั (ก่องกานดา ชยามฤต, 2557) การศึกษาพบว่าในส่วนเหงา้
ของเนระพูสีไทยออกฤทธ์ิทางเภสชัวิทยา เช่น สารสกดัเอทานอล และสารสกดัน ้ า มีฤทธ์ิตา้นการ
อักเสบ มีเปอร์เซ็นต์ยบัย ั้งการผลิตไนตริก ออกไซด์ เท่ากับ 23.5±10.6 และ 17.1±4.6 ตามล าดับ 
และทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลลแ์มคโครฟาจที่สมัผสักบัส่วนสกดัของพืชโดยวธีิ MTT ส่วน
สกัดเอทานอล และสารสกัดน ้ ามีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์ เท่ากับ 91.2±4.7 และ 
89.9±4.8 ตามล าดับ (กล่าวขวญั ศรีสุข และคณะ, 2557) สารสกัดเอทานอล ขนาด 125 และ 500 
มิลลิกรัม ออกฤทธ์ิระงบัการเกิดแผลในกระเพาะอาหารในทุกการทดสอบอยา่งมีนยัส าคญั (p>0.01) 
และสามารถยบัย ั้งการหลัง่กรดไดบ้างส่วน (ไชยยง  รุจจนเวท และดวงพร  อมรเลิศพิศานต,์ 2556) 
ใชเ้ทคนิคการสกดัแบบซุปเปอร์คริทิคอลฟลูอิด ดว้ยคาร์บอนไดออกไซด ์กบัเมทานอล ไดส้ารใหม่ 
Evelynin ซ่ึงออกฤทธ์ิต่อตา้นเซลล์มะเร็งจ านวน 4 ชนิด คือ เซลล์มะเร็งผิวหนัง ชนิด MDA-MB-
435, เซลล์มะเร็งเตา้นมชนิด MDA-MB-231, เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก เซลลม์ะเร็งปากมดลูก มีค่า 
IC50 เท่ ากับ  4.1, 3.9, 4.6 และ 7.3 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ  ( Jiangnan et al., 2010) สารสกัด                    
อะซิโตน และเอทานอล มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการกินอาหารของหนอนใยผกัได้ แต่ตอ้งใชใ้นอตัรา
ความเข้มข้นที่สูง โดยสารสกัดอะซิโตนออกฤทธ์ิที่ความเข้มขน้ 0.4 และ 0.2% (โดยน ้ าหนัก/
ปริมาตร) และสารสกัดแอลกอฮอล์ออกฤทธ์ิที่ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.4 (โดยน ้ าหนัก/ปริมาตร)                     
ให้ค่าเปอร์เซ็นต์ยบัย ั้งการกิน (AFI) เท่ากับ 29.39±2.16, 32.20±3.47 และ 31.81±1.83 ตามล าดับ                  
(มยรุฉัตร  เก้ือชู, ศิริพรรณ  ตนัตาคม และธรรมศกัด์ิ  ทองเกตุ, 2552) นอกจากออกฤทธ์ิทางเภสัช
วิทยาที่กล่าวมาขา้งตน้แลว้ ยงัไม่พบว่ามีรายงานวิจยัใด ที่ท  าการศึกษาการทดสอบฤทธ์ิของสาร
สกัดเนระพูสีไทยในตัวท าละลายเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และ                        
น ้ ามนัหอมระเหย ทั้งฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส 
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ดังนั้ นผูว้ิจยัจึงสนใจศึกษาสารพฤกษเคมีเบื้องต้นของสารสกัดจากเนระพูสีไทย ศึกษา
องค์ประกอบทางเคมี  ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์                      
ไทโรซิเนส ในส่วนเหงา้ที่สกดัดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตต เมทานอล 
และน ้ ามนัหอมระเหย 

 

1.2 วตัถุประสงค์ของการวจิัย 
 1. ศึกษาสารพฤกษเคมี เบื้ องต้น (Phytochemical screening) ของสารสกัดหยาบชั้ น                       
เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และน ้ ามันหอมระเหย จากส่วนเหง้าของ                 
เนระพสีูไทย 
 2. ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของเหงา้เนระพสีูไทย 
 3. ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และสารประกอบฟลาโวนอยด ์ของสารสกดั
หยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และน ้ ามนัหอมระเหย จากส่วนเหงา้ของ
เนระพสีูไทย 
 4. ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพ คือ ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส ของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตต เมทานอล และ
น ้ ามนัหอมระเหย จากส่วนเหงา้ของเนระพสีูไทย  

 
1.3 ขอบเขตงานวจิยั 
 1. เตรียมสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตต เมทานอล และน ้ ามนั
หอมระเหย จากส่วนเหงา้ของเนระพสีูไทย  
 2. ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีของเหงา้เนระพสีูไทย 
 3. ทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตน้ของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิล-                 
อะซิเตต เมทานอล และน ้ ามนัหอมระเหย จากส่วนเหงา้ของเนระพูสีไทย แบ่งการทดสอบเป็น 10 
กลุ่ม คือ แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ แอนทราควิโนน คูมาริน ซาโปนิน แทนนิน โพลบาแทนนิน 
เทอร์ปีนอยด ์สเตอรอยด ์และคาร์ดิแอก ไกลโคไซด ์
 4. หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และสารประกอบฟลาโวนอยด์ ของสารสกัด
หยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และน ้ ามนัหอมระเหย จากส่วนเหงา้ของ
เนระพสีูไทย 
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 5. ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ คือ ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส ของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และ
น ้ ามนัหอมระเหย จากส่วนเหงา้ของเนระพสีูไทย  
 

1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากงานวิจยั  
 1. ท าให้ทราบสารพฤกษเคมีเบื้องตน้ ของสารสกัดหยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน 
เอทิลอะซิเตต เมทานอล และน ้ ามนัหอมระเหย จากส่วนเหงา้ของเนระพสีูไทย  

2. ท าใหท้ราบองคป์ระกอบทางเคมีของเหงา้เนระพสีูไทย 
 3. ท าให้ทราบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และสารประกอบฟลาโวนอยด ์ของสาร
สกัดหยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตต เมทานอล และน ้ ามันหอมระเหย จากส่วน
เหงา้ของเนระพสีูไทย 
 4. ท าให้ทราบฤทธ์ิทางชีวภาพ คือ ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซม์ไทโรซิเนส ของสารสกัดหยาบเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตต เมทานอล และ
น ้ ามนัหอมระเหย จากส่วนเหงา้ของเนระพสีูไทย  
 5. ไดป้ระสบการณ์วจิยัทางดา้นผลิตภณัฑธ์รรมชาติ ตลอดจนการแกไ้ขปัญหา 
 

1.5 ศัพท์นิยมเฉพาะ 
1. สารสกัดหยาบ (Crude extract) หมายถึง สารสกัดเบื้องต้นจากสมุนไพรที่ยงัไม่ถึง

ขั้นตอนบริสุทธ์ิ กรรมวิธีการสกัดไม่ยุ่งยากซับซ้อน สามารถน าไปใช้ได้โดยตรงหรือตอ้งผ่าน
กรรมวธีิผลิตก่อนที่จะน าไปใชป้ระโยชน์ 

2. พฤกษเคมี (Phytochemistry) หมายถึง องค์ประกอบทางเคมีหรือสารที่ออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพที่พบในส่ิงมีชีวิต วตัถุประสงค์ของการทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้น (Phytochemical 
screening) เพื่อให้ทราบกลุ่มสารส าคญั ที่เป็นองคป์ระกอบในพืช รวมทั้ง สามารถใชติ้ดตามส่วน
ของสารสกดั เพือ่ใหง่้ายต่อการแยกสารบริสุทธ์ิที่ออกฤทธ์ิ 

3. ฤทธ์ิทางชีวภาพ (Biological activities) คือ กิจกรรมชีวสาร ปฎิกิริยาทางชีวภาพหรือ
สมบติัทางชีวภาพที่เกิดขึ้น และเก่ียวขอ้งกับส่ิงมีชีวิต เช่น ฤทธ์ิตา้นอนมูลอิสระ และฤทธ์ิยบัย ั้ง
เอนไซมไ์ทโรซิเนส  
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 

 

2.1 ข้อมูลทางพฤกษศาสตร์ของเนระพสีูไทย (Tacca chantrieri) 
 

 
 

ภาพที่ 2-1 เนระพสีูไทย  (Tacca chantrieri  
 

 ช่ือวทิยาศาสตร์ : Tacca chantrieri  
 วงศ ์  : TACCACEAE 
ช่ือภาษาองักฤษ   : Bat flower  
ช่ือทอ้งถ่ิน  : ดีงูหวา้ (เหนือ) คลุม้เลีย วา่นหวัฬา้ (จนัทบุรี) ดีปลาช่อน (ตราด) 

     มงักรด า (กรุงเทพฯ) คา้งคาวด า เนระพสีูไทย (กลาง) มา้ถอนหลกั 
      (ชุมพร) วา่นพงัพอน (ยะลา) ละเบา๊ะบูเก๊ะ (มาเลย-์ยะลา)  

           กลาดีกลามูย ี(มาเลย-์ปัตตานี) (ก่องกานดา  ชยามฤต , 2557) 
 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ เนระพูสีไทยเป็นไม้ล้มลุก อายุหลายปี สูงได้ถึง 1.5 เมตร                

ล  าตน้สั้น อยูใ่ตดิ้นหรือโผล่เหนือดินเล็กน้อย มีเหงา้อยูใ่ตดิ้น รูปทรงกระบอก ขนาดกวา้งประมาณ 
1.5 เซนติเมตร ยาวประมาณ 10 เซนติเมตร ใบเด่ียวออกเรียงแบบเวียนสลับรอบล าต้น ก้านใบ
ค่อนขา้งกลมยาว 11-45 เซนติเมตร โคนกา้นแผ่เป็นครีบ หรือแบนออกติดกบัล าตน้ แผ่นใบรูปรี                 
แกมขอบขนานถึงรูปใบหอก ปลายใบแหลมหรือเรียวแหลม โคนใบสอบแคบแบบรูปล่ิมขอบใบ

 



5 
 

เรียบ บางคร้ังพบหยกัคล้ายลูกคล่ืน ผิวใบเกล้ียง เรียบหรือเป็นลอนตามยาว สีเขียวคล้ายกันทั้ ง
ดา้นบนและล่าง ดอกออกเป็นช่อกระจุกแบบซ่ีรุ่ม กา้นช่อดอกค่อนขา้งกลมยาว 20-65 เซนติเมตร     
สีเขียวอมน ้ าตาลหรือน ้ าตาลเขม้ หรืออมม่วง ผิวเกล้ียง มีใบประดบัสีเขียวอมน ้ าตาลถึงน ้ าตาลอม
ม่วง 4 ใบ ใบใหญ่รูปร่างคลา้ยปีกผีเส้ือ เรียงเป็นคู่ตั้งฉากกบัช่อดอกอยูด่า้นบน และใบประดบัเล็ก 
รูปร่างค่อนไปทางสามเหล่ียม สีสันเหมือนกนัและเรียงตวัแบบเดียวกนั ใบประดบัอยูด่า้นล่าง 2 ใบ 
มีรยางคค์ล้ายเส้นดา้ยสีเดียวกบัใบประดับหรือสีอ่อนกว่าเล็กน้อย ยาว 20-30 เซนติเมตร ยืน่ออก
จากโคนดอกเป็นจ านวนมาก ดอกย่อยสมบูรณ์เพศสีเดียวกับใบประดับหรือเข้มกว่าเล็กน้อย                       
เม่ือดอกบานมีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 1-2 เซนติเมตร จ านวน 10-25 ดอก มีโคนก้านอยู่ชิดกันเป็น
กระจุก กา้นดอกยอ่ยค่อนขา้งกลม ยาว 0.5-2.0 เซนติเมตร กลีบเล้ียงสีเขียวอมม่วง รูปขอบขนาน 
ปลายโค้งมน 3 กลีบ กลีบดอกสีม่วงอมเขียว รูปไข่กวา้ง ปลายโคง้มนหรือเวา้เล็กน้อย 3 กลีบ                     
โคง้ลงเม่ือดอกบานเกสรเพศผูมี้หลายอนัเรียงตวัเป็น 2 ชั้น ชั้นนอกโต กวา่ชั้นในเล็กนอ้ย กา้นเกสร
สั้ นและแบน รังไข่อยู่ต  ่ากว่าฐานกลีบรวม ภายในมี 1 ช่อง ก้านเกสรมี 3 สัน ปลายก้านมี 3 พ ู                    
ผลรูปค่อนไปทางสามเหล่ียมหรือสามเหล่ียมแกมขอบขนาน ขนาดกวา้ง 1-2 เซนติเมตร ยาว 1.5-
4.0 เซนติเมตร เม่ือสุกสีสม้ถึงสีแดงหรือม่วงภายในมีเมล็ดรูปไตเป็นจ านวนมาก การใชป้ระโยชน์ 
ดา้นเป็นพชือาหาร ส่วนที่ใชเ้ป็นอาหารคือ ใบอ่อน นิยมใชเ้ป็นอาหารประเภทผกัสด ดา้นสมุนไพร 
ส่วนเหงา้ รสสุขุมเป็นยาบ ารุงสตรีมีครรภ ์ตม้หรือดองสุราแกโ้รคความดนัเลือดต ่า บ  ารุงก าลงัทาง
เพศ ทั้ งต้น ต้มอาบรักษาอาการผื่นคัน ใช้ทั้ งตน้เคี้ ยวกินหรือต้มน ้ าด่ืมเป็นยาบ ารุงก าลัง เสริม
สุขภาพ และแกอ้าการเจ็บปวดในร่างกาย โรคมะเร็ง ท  าให้ชา ตลอดจนแกป้วดทอ้ง อาหารไม่ยอ่ย 
หรืออาหารเป็นพษิ (ธงชยั เปาอินทร์ และนิวตัร เปาอินทร์, 2544) 

 

2.2 การสกดัสารส าคญัจากพืชสมุนไพร (รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2547) 
 2.2.1 วธีิการสกดัสารส าคญัจากพชืสมุนไพร  

         การเตรียมตวัอยา่งพืชตอ้งค  านึงถึงสารส าคญัในพืชการตรวจเอกลกัษณ์ของพืชที่
ถูกตอ้งไม่มีพืชอ่ืนเจือปน ไม่มีโรคพืช อายุพืชที่ผลิตสารส าคญั และการเก็บรักษา การเตรียม
ตวัอย่างให้แห้ง เพื่อคงคุณภาพของสมุนไพรไว ้ควรจะท าให้แห้งโดยวิธีที่เร็วและอุณหภูมิต ่า ๆ 
เพราะอุณหภูมิสูงจะท าให้สารส าคญัสลายหรือเปล่ียนแปลงในการสกดัเพื่อแยกสารส าคญัจากพืช
เพือ่น ามาศึกษามีดว้ยกนัหลายวธีิแต่วธีิที่นิยมใชท้ัว่ๆ ไป ไดแ้ก่วธีิดงัต่อไปน้ี 

          2.2.1.1 วธีิการหมกั (Maceration) เป็นวิธีการสกดัสารส าคญัจากพชืโดยวธีิการหมกั
พืชกบัตวัท าละลายในภาชนะที่มีฝาปิดสนิทจนเน้ือเยือ่ของพืชอ่อนนุ่ม และตวัท าละลายสามารถ
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แทรกซึมเขา้ไปละลายองคป์ระกอบในพชืออกมาได ้วธีิน้ีมีขอ้ดีคือสารไม่ถูกความร้อนแต่เป็นวธีิที่
ส้ินเปลืองตวัท าละลายมาก 

          2.2.1.2 วธีิการแช่สกดัต่อเน่ือง (Percolation) เป็นวิธีปล่อยใหต้วัท าละลายไหลผา่น
ผงพืชสมุนไพรชา้ ๆ พร้อมกบัสารละลายส่วนที่เป็นองคป์ระกอบออกจากผลพืชสมุนไพรออกมา
โดยใชเ้คร่ืองมือที่เรียกวา่ Percolation ขอ้ดีของวธีิน้ี คือเป็นการสกดัสารจากพชืไดส้มบูรณ์ และไม่
ใชค้วามร้อนแต่เป็นวธีิที่ส้ินเปลืองตวัท าละลาย และใชเ้วลาในการสกดันาน 

          2.2.1.3 การสกัดด้วย Soxhlet Extraction เป็นวิธีการสกัดแบบต่อเน่ืองโดยใช ้                      
ตวัท าละลายซ่ึงมีจุดเดือดต ่า การสกดัท าไดโ้ดยใชค้วามร้อนท าให้ตวัละลายในขวดกน้กลม  ระเหย
ขึ้นไปแลว้กลั่นตวัลงไปใน thimble ซ่ึงบรรจุสมุนไพรไวเ้ม่ือตวัท าละลายใน extracting chamber 
สูงถึงระดบัสารสกดัจะไหลกลบัลงไปในขวดกน้กลม ดว้ยวิธีกาลกัน ้ าขวดกน้กลม  น้ีไดรั้บความ
ร้อนจากเตาหลุมให้ความร้อน ตัวท าละลายจึงระเหยขึ้ นไป ทิ้งสารสกัดไวใ้นขวดก้นกลม                       
ตวัท าละลาย เม่ือกระทบ condenser จะกลัน่ตวักลบัลงมาสกดัสารใหม่ วนเวยีนเช่นน้ีจนกระทัง่สาร
สกัดสมบูรณ์ การสกดัด้วยวิธีน้ีมีขอ้ดีคือ ใช้ตวัท าละลายน้อย เเต่ใช้ความร้อนด้วย จึงอาจท าให้
สารเคมีบางชนิดสลายตวัได ้ 

          2.2.1.4 การกลัน่โดยใชน้ ้ า วิธีน้ีสามารถท าไดโ้ดยใชอุ้ปกรณ์ส าหรับการกลัน่ เช่น 
หมอ้กลัน่เคร่ืองควบแน่น และภาชนะรองรับน ้ ามนั วธีิการก็คือ บรรจุพชืที่ตอ้งการสกดัน ้ ามนัหอม 
ระเหยลงในหมอ้กลัน่ เติมน ้ าพอท่วม แลว้ตม้จนน ้ าเดือด เม่ือน ้ าเดือดระเหยเป็นไอ ไอน ้ าจะช่วยพา
น ้ ามนัหอมระเหยที่อยูใ่นเน้ือเยือ่ของพชืออกมาพร้อมกนั เม่ือผา่นเคร่ืองควบแน่น ไอน ้ าและไอของ
น ้ ามนัหอมระเหยจะควบแน่นเป็นของเหลว ไดน้ ้ ามนัหอมระเหย และน ้ า แยกชั้นจากกนั 

2.2.2 การเลือกวธีิการสกดัส าคญัจากพชื  
          วิธีการสกดัพชืที่เหมาะสมขึ้นอยูก่บัปัจจยัหลาย ๆ อยา่งไดแ้ก่  
         2.2.2.1 ธรรมชาติของพืชโดยพจิารณาจากลกัษณะ และโครงสร้างของเน้ือเยือ่พืชที่

มีลักษณะอ่อนนุ่ม เช่น ดอก ใบ อาจสกัดด้วยวิธีการหมกั หากเป็นพืชที่มีเน้ือเยื่อที่แข็งแรง และ
เหนียว เช่น เปลือก  ราก เน้ือไม้ ควรใช้วิธีการแช่สกัดต่อเน่ืองหรือการสกัดแบบต่อเน่ือง                         
ถา้สารส าคญัในพืชเป็นสารที่ละลายไดง่้ายใชว้ิธีการหมกั แต่ถา้ละลายไดน้อ้ยจ าเป็นตอ้งใชว้ิธีการ
แช่สกดัต่อเน่ืองหรือการสกดัแบบต่อเน่ือง นอกจากน้ีตอ้งพจิารณาความคงตวัของสารส าคญัในพืช
สมุนไพรต่อความร้อนดว้ย ถา้เป็นสารที่ไม่ทนต่อความร้อนควรใชว้ิธีการการหมกัหรือวิธีการแช่
สกดัต่อเน่ือง 

         2.2.2.2 คุณค่าของสารสกดั และค่าใชจ่้ายในการสกดั หากตอ้งการสกดัสารที่ไม่ไช่
สารส าคญั และมีคุณค่าทางการรักษานอ้ย เช่น สารที่ใชแ้ต่งสี กล่ิน รส ของยา ในการเตรียมก็อาจใช้
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วิธีที่ ง่ายไม่ยุ่งยาก นอกจากน้ีควรค านึงถึงค่าใช้จ่ายทั้ งหมดเปรียบเทียบกับราคาของสารสกัดที่
เตรียมไวว้า่คุม้ค่ากบัการลงทุนหรือไม่ 

         2.2.2.3 ความต้องการที่จะให้สารสกัดสมบูรณ์ (Exhausted extraction) หรือเกือบ
สมบูรณ์ หากตอ้งการสารสกดัที่เจือจางการใชว้ธีิการหมกัก็เพียงพอ แต่ถา้ตอ้งการสารสกดัเขม้ขน้ก็
ควรใชว้ธีิการแช่สกดัต่อเน่ืองหรือการสกดัแบบต่อเน่ือง  

2.2.3 การเลือกใชต้วัละลายในการสกดัสารส าคญัของพชื  
         ตวัท าละลายที่เหมาะสมควรเป็นตวัท าละลายสารที่ตอ้งกาสกดัได้ดีพอ ไม่ระเหย

ง่ายหรือยากเกินไป ไม่ท าปฎิกิริยากบัสารที่เราตอ้งการสกดั ราคาไม่แพงมาก ในการเลือกใชต้วัท า
ละลายอาศัยหลักเกณฑ์ คือ สารละลาย และตัวท าละลายมีคุณสมบัติความมีขั้ วคล้ายคลึงกัน 
สารละลายที่ตอ้งการออกมามากที่สุด ไดแ้ก่ คลอโรฟอร์ม อีเทอร์ เฮกเซน และแอลกอฮอล ์เป็นตน้  

2.2.4 การท าสารสกดัใหเ้ขม้ขน้ (Concentration)  
          เม่ือสกดัสารจากพชืดว้ยท าละลายที่เหมาะสม จากวธีิการสกดัขา้งตน้ สารสกดัที่ได้

จะมีปริมาตรมาก และเจือจาง ท าให้น าไปแยกองคป์ระกอบได ้และไม่มีประสิทธิภาพจึงตอ้งน ามา
ท าใหเ้ขม้ขน้เสียก่อนดว้ยวธีิต่างๆ ดงัน้ี 

          2.2.4.1 การกลั่นภาวะสูญญากาศ (Distillation in vacuum) จัดเป็นวิธีที่นิยมมาก
ที่สุดเป็นการระเหยเอาตวัท าละลายออก โดยการกลัน่ที่อุณหภูมิต ่า และลดความดนัลงให้เกือบเป็น
สูญญากาศโดยใช้ป๊ับ สูญญากาศ (vacuum pump) เค ร่ืองมือ น้ี เรียกว่า rotary evaporator ซ่ึ ง
ประกอบด้วยส่วนต่าง ๆ 3 ส่วน คือ ภาชนะบรรจุสารสกัดอย่างหยาบที่กลั่น (distillation flask) 
ส่วนคอนเดนเซอร์ หรือส่วนควบแน่นไอสารละลาย (condenser) และภาชนะรองรับสารละลายหลงั
กลัน่ (receiving flask) โดยสารสกดัหยาบซ่ึงบรรจุในภาชนะจะแช่ในเคร่ืององัน ้ าที่ควบคุมอุณหภูมิ
ได้ และจะหมุน (rotate) ตลอดเวลาที่ท  างาน เพื่อให้มีการกระจายความร้อนอย่างทั่วถึง และ
สม ่าเสมอ ภาชนะบรรจุสารสกดัหยาบน้ีต่อเขา้กบัส่วนควบแน่น ซ่ึงระบบจะต่อเขา้ถึงกับระบบ
สุญญากาศ สารละลายที่ระเหยออกจากภาชนะบรรจุจะควบแน่นที่บริเวณคอนเดนเซอร์ และหยดลง
มาในภาชนะรองรับสารละลายหลงัการกลัน่ซ่ึงสารละลายดงักล่าวสามารถน าไปท าใหบ้ริสุทธ์ิ และ
น ากลบัมาใชไ้ด ้

          2.2.4.2 การระเหย (free evaporation) เป็นการน าตวัท าละลายออกโดยใชค้วามร้อน
จากเคร่ืองอังน ้ า (water bath) หรือแผ่นความร้อน (hot plate) วิธีน้ีอาจท าให้องคป์ระกอบในสาร
สกดัสลายไดเ้น่ืองจากอุณหภูมิสูงเกินไป และหากใชส้ารละลายอินทรีย ์ในสารสกดั การระเหยโดย
ให้ความร้อนโดยตรง (direct heat) บนแผ่นความร้อน อาจเกิดอันตรายได้ง่าย นอกจากน้ีควร
ค านึงถึงอุณหภูมิที่จะใหเ้กิดการสลายตวัของสารส าคญัเม่ือใชค้วามร้อน 
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          2.2.4.3 การแช่แข็ง (Freezing) เป็นการระเหยตัวท าละลายจนแห้งได้สารสกัด
ออกมาในสภาพของแขง็หรือก่ึงของแขง็ ถา้เป็นสารสกดัดว้ยน ้ า เหมาะสมที่แช่แข็งโดยใชค้วามเยน็ 
(lyophillizer หรือ free dryer) 

         2.2.4.4 อลัตราฟิลเทรชนั (Ultrafiltration) เป็นการท าสารสกดัดว้ยน ้ าใหเ้ขม้ขน้โดย
ใช้แผ่นเมนเบรม (membrane) ใช้กับสารที่ มีน ้ าหนักโมเลกุล (molecular weight) สูงกว่า 5,000 
g/mol 

 

2.3 การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมี (พรรณทิพย ์แสงสุขเอ่ียม, 2548). 
2.3.1 โครมาโทกราฟี (Chromatography) เป็นวธีิการแยกองคป์ระกอบต่าง ๆ ออกจากกนั

ที่ไดผ้ลดีมากและนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลาย โดยอาศยัความแตกต่างการกระจายตวัของสารตวัอยา่ง
ระหว่าง 2 เฟส ที่ไม่ผสมเป็นเน้ือเดียวกัน คือ เฟสเคล่ือนที่ (Mobile phase) ซ่ึงอาจเป็นของเหลว
หรืออาจเป็นแก๊ส กบัอีกเฟสหน่ึงซ่ึงเป็นเฟสอยูก่ ับที่ (Stationary phase) หรือของเหลวที่ลอ้มรอบ
วสัดุช่วยพยุง ซ่ึงท าหน้าที่ในการแยกสารหรือองค์ประกอบของสารออกจากกัน ขึ้ นอยู่กับ
ความจ าเพาะเจาะจงของสารตวัอยา่งที่มีต่อเฟสอยู่กบัที่ ประโยชน์ของการท าโครมาโทกราฟี คือ                 
1) ใชแ้ยกสารแต่ละชนิดออกจากสารผสม 2) ตรวจความสม ่าเสมอของสารตวัอยา่ง 3) ท าสารให้
บริสุทธ์ิ 4) ตรวจเอกลกัษณ์ของสาร 5) ตรวจวเิคราะห์หาปริมาณ 6) ตรวจสารปนเป้ือน                            

           2.3.1.1 ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin Layer Chromatography) หลักการแยก
สารเป็นแบบดูดซับ (adsorption chromatography) วฏัภาคน่ิงเป็นของแข็ง ส่วนวฏัภาคเคล่ือนที่เป็น
ของเหลว ประโยชน์ คือ การวเิคราะห์เชิงคุณภาพ เพือ่หาชนิดองคป์ระกอบทางเคมีของสารผสมใน
ปริมาณนอ้ย โดยเทียบค่ารีเลทีฟฟรอนตก์บัสารมาตรฐาน ซ่ึงค่าตอ้งเท่ากนั และดูความบริสุทธ์ิของ
ตัวอย่าง โดยสารบริสุทธ์ิจะมีแค่ จุดสารเดียวบนโครมาโทแกรม โดยทั่วไป ตัวดูดซับบน                            
แผ่นรงคเลขผิวบาง นิยมใชซิ้ลิกาเจลวฏัภาคปกติ ดงันั้น สารที่มีขั้วมากกวา่จะถูกดูดซับบนพื้นผิว
ของซิลิกาเจล ท าใหถู้กแยกออกมาไดย้ากกวา่สารที่มีขั้วนอ้ยกวา่ หรืออาจกล่าววา่ สารที่มีขั้วมากจะ
เคล่ือนที่ไดร้ะยะทางน้อย ในทางตรงขา้ม ถา้เป็นซิลิกาเจลวฏัภาคผนักลับ สารที่มีขั้วมากกว่าจะ
เคล่ือนที่แยกตวัออกมาก่อน  

           2.3.1.2 รงคเลขผวิบางแบบเหวีย่ง  
         รงเลขผิวบางแบบเหวี่ยง (Centrifugal Thin-Layer Chromatography) ถูก

พฒันาจากรงคเลขผิวบาง และเพรพาราทีฟโครมาโทกราฟี สามารถใชว้เิคราะห์เชิงปริมาณ แยกสาร
ดว้ยหลกัการดูดซบั โดยวฏัภาคเคล่ือนที่เป็นของเหลว จะอาศยัแรงเหวีย่ง เพื่อใหเ้คล่ือนที่ไดเ้ร็วขึ้น
ไปบนวฏัภาคน่ิงซ่ึงเป็นของแขง็ เรียกเคร่ืองมือน้ีวา่ โครมาโททรอน (Chromatotron) ดงัภาพที่ 2-2  
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ภาพที่ 2-2 เคร่ืองโครมาโททรอน (Chromatotron) 
 

2.4 การหาสูตรโครงสร้างของสารบริสุทธ์ิ (เยน็หทยั แน่นหนา, 2549) 
 สารบริสุทธ์ิที่แยกจากพืชด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีต่าง ๆ แล้วนั้ น ต้องพิสูจน์

โครงสร้างก่อนทดสอบการออกฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา โดยน าข้อมูลเบื้องต้น ได้แก่ จุดเดือด                          
จุดหลอมเหลว สถานะ ลกัษณะผลึก และสีของสารบริสุทธ์ิ  มาประกอบกบัขอ้มูลที่ไดจ้ากวิธีการ
ทางสเปกโทรสโกปี ดงัน้ี 

 2.4.1 อลัตราไวโอเลตสเปกโทรสโกปี (Ultraviolet spectroscopy, UV) บอกหมู่ท าหนา้ที่
ชนิดไม่อ่ิมตวัในโครงสร้าง ไดแ้ก่ แอลคีน (alkene) แอลไคน์ (alkyne) อะโรมาติก สารประกอบ                  
คาร์บอนิล (carbonyl compound) สารประกอบสังยุค  (conjugated  compound) สารประกอบ                        
ไนโตร (nitro compound) และสารประกอบไนตริล (nitrile  compound) ซ่ึงจะดูดกลืนรังสีในช่วง
ความยาวคล่ืน 200-400 นาโนเมตร กรณีหมู่ท าหนา้ที่ดงักล่าวต่อกบัหมู่ออกโซโครม (auxochrome) 
ท าใหส้ารดูดกลืนรังสีที่ความยาวคล่ืนมากขึ้น  

 2.4.2 อินฟาเรดสเปกโทรสโกปี (Infrared spectroscopy, IR) เทคนิคน้ีให้ขอ้มูลชนิดหมู่
ท าหนา้ที่ในโครงสร้าง โดยใหพ้ลงังานรังสีอินฟาเรดที่มีความถ่ีเท่ากบัความถ่ีของการสัน่ของพนัธะ 
ในโมเลกุล ท าให้พนัธะในโมเลกุลสั่น เช่น หมู่คาร์บอนิลของแอลดีไฮด์ มีความถ่ี เท่ากับ 1705-
1735 cm-1 และหมู่คาร์บอนิลของเอสเทอร์ มีความถ่ี เท่ากบั 1735-1800 cm-1 เป็นตน้   

 2.4.3 โปรตอนนิวเคลียร์แมกนีทิกเรโซแนนซ์ (Proton Nuclear Magnetic Resonance, 
1H-NMR) ใหข้อ้มูลชนิด จ านวน และต าแหน่งของโปรตอนในโครงสร้าง    

 2.4.4 คาร์บอนนิวเคลียร์แมกนีทิกเรโซแนนซ์ (Carbon Nuclear Magnetic Resonance, 
13C-NMR) ใหข้อ้มูลชนิดและจ านวนของอะตอมคาร์บอนในโครงสร้าง  



10 
 

2.4.5 นิวเคลียร์แมกนีทิกเรโซแนนซ์ 2 มิติ (two-dimensional NMR, 2D NMR) ไดข้อ้มูล
เป็นสเปกตรัม 2 มิติ ประกอบดว้ย แกน X และแกน Y ใชห้าโครงสร้างที่มีขนาดใหญ่หรือซับซ้อน 
ซ่ึงช่วยให้วิเคราะห์ได้ง่ายขึ้ น 2D-NMR เป็นการศึกษาความสัมพันธ์หรือการคู่ควบระหว่าง
โปรตอน และอะตอมคาร์บอน มีหลายชนิด ดงัตารางที่ 2-1 

2.4.6 แมสสเปกโทรสโกปี  (Mass Spectroscopy, MS) ให้ข้อ มูลมวลเชิงโม เลกุ ล 
(molecular mass) และรูปแบบการแตกหกัของไอออนเชิงโมเลกุล (molecular ion)  
 
ตารางที่ 2-1 ชนิดนิวเคลียร์แมกเนทิกเรโซแนนซ์ 2 มิติ  

 
ชนิด 2D-NMR ให้ข้อมูล 

1. โปรตอน,โปรตอน J-รีซอล์ฟสเปกโทรสโก
ปี     (H,H J-resolved Spectroscopy)  

การคู่ควบระหว่างโปรตอน 2 ตวั ที่อยูบ่นอะตอม
คาร์บอนเดียวกนั  

2. คาร์บอน,โปรตอน J-รีซอล์ฟสเปกโทรสโก
ปี  (C,H J-resolved Spectroscopy)  

การคู่ควบระหว่างโปรตอนที่อยู่บนอะตอม
คาร์บอน  

3. คาร์บอน ,โปรตอน โคซี (C,H Correlation 
spectroscopy, COSY)  

โปรตอนชนิดไหนอยูบ่นอะตอมคาร์บอนใด  
 

4. เฮ ท เอ็ ม คิ ว ซี  (Heteronuclear Multiple 
Quantum Coherence, HMQC)  

ข้อ มูลเหมือนโคซี  แต่สเปกตรัมมีความเข้ม
มากกวา่  

5. โปรตอน,โปรตอนโคซี (H,H COSY)  การคู่ควบของโปรตอนข้างเคียง ซ่ึงห่างกัน 3 
พนัธะ  

6. ลองเรนจโ์คซี (long-range COSY)  
 

การคู่ควบระหว่างโปรตอนที่ห่างกันมากกว่า 3 
พนัธะ  

7. เฮทเอ็มบี ซี  (Heteronuclear Multiple Bond 
Connectivity, HMBC)  

การคู่ควบระหวา่งโปรตอนและอะตอมคาร์บอนที่
ห่างกนัมากกวา่ 1 พนัธะ  

8. โ น ซี  (Nuclear Overhauser Enhancement 
Spectroscopy, NOESY)  

การคู่ควบและไม่เกิดการคู่ควบของโปรตอน
ขา้งเคียง  

9. อินอะดีเควต 2 มิติ  (2D Incredible Natrual 
Abundance Double Quantum Transfer 
Experiment, INADEQUATE)  

การคู่ควบระหวา่งอะตอมคาร์บอนที่ติดกนั 
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ดงันั้น การวิเคราะห์หาโครงสร้างจะตอ้งใช้ขอ้มูลจากสเปกตรัมต่าง ๆ มาประกอบกัน 
กรณีสารบริสุทธ์ิที่แยกได ้เป็นสารใหม่ ตอ้งยนืยนัโดยการวิเคราะห์ธาตุ (Elemental Analysis, EA) 
ในโครงสร้างเพิม่เติมดว้ย 

 

2.5 กลุ่มสารส าคญัในพืชสมุนไพร  
 สารส าคญัในพืชมีจ านวนมาก สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ สารปฐมภูมิ 

(Primary metabolite) และสารทุติยภูมิ (Secondary metabolite) โดยสารปฐมภูมิเป็นสารเคมีพื้นฐาน
ที่พบในพชืชั้นสูงทัว่ไป พบไดใ้นพชืเกือบทุกชนิด เป็นสารที่เก่ียวขอ้งกบัเมทาบอลิซึมที่จ  าเป็นของ
เซลล์ส่วนใหญ่เป็นสารที่ได้รับจากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงของพืช และกระบวนการ                    
ชีวสังเคราะห์กรดอะมิโนบางชนิด ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต (Carbohydrates) ไขมัน (Lipids) น ้ ามัน
หอมระเหย (Volatile oil หรือ  Essential oil ) ส่วนสารทุ ติยภูมิ  เป็นสารประกอบที่ เกิดจาก
กระบวนการชีวสังเคราะห์ (Biosynthesis) ในพืช เป็นสารประกอบที่พบแตกต่างกันในพืชแต่ละ
ชนิด และแต่ละฤดู สารเหล่าน้ีจะแสดงฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาอยา่งชัดเจน สารทุติยภูมิมีหลายชนิด 
(รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2547) ไดแ้ก่ 

 2.5.1 แอลคาลอยด ์(Alkaloids) เป็นสารอินทรียท์ี่มีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบ มกัพบ
ในพืชชั้นสูง มีสูตรโครงสร้างซับซ้อน และแตกต่างกนัมากมาย คุณสมบติัของแอลคาลอยด์ คือ 
ส่วนใหญ่มีรสขม ไม่ละลายน ้ า ละลายได้ในสารละลายอินทรีย ์มีฤทธ์ิเป็นด่าง แอลคาลอยด์มี
ประโยชน์ในการรักษาโรคอยา่งกวา้งขวาง เช่น ใชเ้ป็นยาระงบัปวด ยาแกไ้อ ยาแกห้อบหืด ยารักษา
แผลในกระเพาะ และล าไส้ ยาลดความดนั ยาควบคุมการเตน้ของหวัใจ เป็นตน้ ตวัอยา่งสารในกลุ่ม
แอลคาลอยด์ (ออมบุญ ล้วนรัตน์, 2536). เช่น atropine (II-1) สกัดได้จากตน้ และใบของล าโพง 
(Datura metel L.) มีฤทธ์ิลดการบีบตวัของล าไส้ ephedine (II-2) ซ่ึงสกดัไดจ้ากตน้มัว่อ๊ึง (Ephedra 
epuisetina Bunge) มีฤทธ์ิขยายหลอดลมใช้เป็นยารักษาโรคหอบหืด N-formylnornuciferine (II-3) 
สกดัที่ไดจ้ากตน้บอระเพด็ (Tinospora crispa (L.) Miers ex Hook.f. & Thomson) ออกฤทธ์ิในการ
บี บ ตัวขอ งกล้ าม เน้ื อ หั วใจ  และ  N-formylannonaine (II-4) สกัดที่ ได้จ าก ต้น บอระ เพ็ ด                     
(Tinospora crispa (L.) Miers ex Hook.f. & Thomson) ออกฤทธ์ิตา้นมะเร็ง เป็นตน้  
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ภาพที่ 2-3 โครงสร้างของสารกลุ่มอลัคาลอยด ์atropine (II-1)  ephedrine (II-2)  
     N-formylnornuciferine (II-3) และ N-formylannonaine (II-4) 

 
 2.5.2 ไกลโคไซด์ (Glycosides) เป็นสารประกอบอินทรียท์ี่เกิดจากส่วนที่ไม่ใช้น ้ าตาล 

เรียกว่า อะไกลโคน (aglycone) หรือจีนิน (genin) จบักบัส่วนที่เป็นน ้ าตาล (glycoside) ละลายน ้ าได้
ดี จดัเป็นสารกลุ่มใหญ่อีกหน่ึงกลุ่มที่น ามาใชป้ระโยชน์เป็นยารักษาโรคอยา่งกวา้งขวาง และบาง
ชนิดมีฤทธ์ิเป็นสารพษิ ปกติอะไกลโคนของไกลโคไซด์มีโครงสร้างที่แตกต่างกนัหลายแบบ และ
นิยมใชเ้ป็นหลกัในการจ าแนกประเภทของไกลโคไซด ์ซ่ึงแบ่งไดห้ลายกลุ่มดงัน้ี 

          1) คาร์ดิแอก  ไกลโคไซด์ (Cardiac glycosides) มีอะไกลโคนเป็นสเตียรอยด์
นิวเคลียส (steroid nucleus) คือมีโครงสร้างเป็นวงแหวนไซโคเพนทาโนเพอไฮโดรฟีแนนทรีนอยู่
ใน โม เล กุ ล  มี ฤ ท ธ์ิ ต่ อ ระบบหั วใจแล ะหลอด เลื อ ด  พ บ ได้ ใน พื ช ชั้ น สู งห ล ายวงศ ์                        
(รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2547) เช่น oleandrin (II-5) สกดัไดจ้ากใบของยีโ่ถ (Nerium incidum Mill) 
ในวงศเ์อโพไซนาซีอี (Apocynaceae) ใชบ้  าบดัรักษาอาการโรคหวัใจที่มีการเตน้ผดิปกติของหวัใจ  
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ภาพที่ 2-4 โครงสร้างของสารกลุ่มคาร์ดิเเอก ไกลโคไซด ์oleandrin (II-5)  

 
 แอนทราควิโนน ไกลโคไซด์ (Anthraquinone glycosides) มีอะไกลโคนป็นอนุพนัธ์ของ                       

แอนทราซีน (anthracene) ที่พบในธรรมชาติโดยเฉพาะในพืชชั้ นสูงทั้ งหลายจะอยู่ในสภาพ                     
ไกลโคไซด์ คุณสมบัติทางเคมีของแอนทราควิโนนจะสามารถเปล่ียนกลับไปกลับมาระหว่าง                    
แอนโทรน (anthrone) และแอนทรานอล (anthranol) มีฤทธ์ิเป็นยาระบาย (laxative) ยาถ่าย 
(purgative) (รัตนา อินทรานุปกรณ์ , 2547) เช่น barbaloin (II-6)  สกัดได้จากว่านหางจระเข ้                    
(Aloe Baebadensis Mill) ในวงศลิ์เลียซีอี (Liliaceae) ใชเ้ป็นยาถ่าย และ sennoside-B (II-7) สกดัได้
จาก ใบ แล ะ ฝัก ขอ งต้น ม ะข าม แขก  (Cassia angustifolia Vahl.) ใน วงศ์ ซี ซ าลพิ เนี ย ซี อี 
(Caesalpiniaceae) มีฤทธ์ิในการระบายขึ้นอยูก่บัปริมาณของแอนทรานอลอิสระ เป็นตน้ 
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        (II-6)                    (II-7) 
ภาพที่ 2-5 โครงสร้างของสารกลุ่มแอนทราควโินน ไกลโคไซด ์barbaloin (II-6) และ  

    sennoside-B (II-7) 
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 ซาโปนิน ไกลโคไซด์ (Saponin glycoside) มีอะไกลโคนเป็นสเตียรอยด์หรือไตรเทอร์-                  
พีนอยด์ เป็นกลุ่มสารที่มีคุณสมบัติเกิดฟอง เม่ือเขย่ากับน ้ า (รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2547) เช่น                 
dioscin (II-8) เป็นสารสเตอร์รอยด์ดัล ซาโปนิน (Steroidal saponins) สกัดได้จากเมล็ดลูกซัด 
(Teigonella foenum-graecum L.) ในวงศ์เลกกู มินาซี อี  (Leguminaceae) และ  glycyrrhizin (II-9) 
เป็นสารเพนทะไซคลิกไทรเทอร์พนี ซาโปนิน สกดัไดจ้ากรากของชะเอมเทศ (Glycyrrhiza glabra 
L.) ในวงศแ์ฟบาซีอี (Fabaceae) เป็นสารใหค้วามหวานมากกวา่น ้ าตาลทราย 50 - 100 เท่า เป็นตน้ 
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ภาพที่ 2-6 โครงสร้างของสารกลุ่มซาโปนิน ไกลโคไซด ์dioscin   (II-8)  และ glycyrrhizin (II-9) 

 
 ไซยาโจนิก ไกลโคไซด์ (Cyanogenic glycosides) เป็นสารจ าพวกไกลโคไซด์ที่ ให้

ผลิตภณัฑเ์ป็นกรดไฮโดรไซยานิก (HCN) จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ไซยาโนจินิกไกลโคไซดห์ลาย
ชนิดเป็นอนุพันธ์ของแมนเดโลไนไตรล์ (mandelonitrile) โดยส่วนที่เป็นน ้ าตาลอาจพบในรูป                 
มอโนแซ็กคาไรด์หรือไดแซ็กคาไรด์ ไซยาโนจินิกไกลโคไซด์ และเอนไซม์ในการท าปฏิกิริยา                  
ไฮโดรไลซิสนั้นถูกสร้างจากพืช หากแต่จดัเก็บในคนละส่วน จึงท าให้ไม่เกิดปฏิกิริยากับพืช แต่
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หากเน้ือเยือ่พืชถูกท าลาย และ ไซยาโนจินิกไกลโคไซด์ และเอนไซม์เขา้ท าปฏิกิริยากันก็อาจเกิด
การปลดปล่อยกรดไฮโดรไซยานิก ซ่ึงเป็นพษิต่อส่ิงมีชีวิต นกัพฤกษศาสตร์จึงเช่ือวา่เป็นกลไกหน่ึง
ของพืชที่ป้องกนัการถูกท าลายไซยาโนจินิกไกลโคไซด์ถูกสะสมในปริมาณมากในพืชที่ยงัอ่อน
หรือส่วนที่ยงัอ่อนของพืช เช่น ใบอ่อน หรือ ยอดอ่อน เป็นต้น (รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2547) 
ตวัอย่างสารในกลุ่มไซยาโจนิก ไกลโคไซด์ เช่น lotaustralin (II-10) สกัดได้จากมันส าปะหลัง 
(Manihot esculenta Crantz) ในวงศย์เูบียซีอี (Euphorbiaceae) เป็นตน้ 

 
O

O C2H5

CNH3C

HO
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OH
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(II-10)  

 
ภาพที่ 2-7 โครงสร้างของสารกลุ่มไซยาโจนิก ไกลโคไซด ์lotaustralin (II-10)  

 
 ฟลาโวนอยด์ ไกลโคไซด์ (Flavonoid glycosides) เป็นสารสีที่พบในหลายส่วนของพืช 

ส่วนใหญ่สีออกไปทางสีแดง เหลือง ม่วง น ้ าเงิน ฟลาโวนอยด์ ไกลโคไซด์ มีส่วนอะไกลโคนเป็น
สารจ าพวกฟลาโวนอยด์เช่ือมเกาะอยูก่บัไกลโคน ส่วนมากเป็นสารประกอบฟีนอลิกที่พบในส่วน
ต่างๆ ของพชื โดยเฉพาะในดอก ท าใหด้อกมีสีสนัสวยงาม (รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2547) ตวัอยา่ง
ส ารใน ก ลุ่ มฟ ล าโวน อ ยด์  ไก ล โค ไซด์  เช่ น  daidzein-7-O-glucuronide (II-11) สกัด จาก                    
เม ล็ ดถั่ ว เห ลือ ง  (Glycine max Merr.) ใน วงศ์พ าพิ ลิ โอนาซี อี  (Papilionaceae)  มี ฤท ธ์ิคล้าย                   
ฮอร์โมนเอสโทรเจนจากธรรมชาติ และ Luteolin-7-O-glucuronide (II-12) สกดัไดจ้ากตน้กระเพรา 
(Ocimum sanctum L.) ในวงศล์าเบียทีอี (Labiatae) มีฤทธ์ิลดการเกร็งของกลา้มเน้ือ เป็นตน้ 
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ภาพที่ 2-8 โครงสร้างของสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์ไกลโคไซด ์daidzein-7-O-glucuronide (II-11)  

    และ luteolin-7-O-glucuronide (II-12)  
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 คูมาริน ไกลโคไซด์ (Coumarin glycosides) เป็นสารประกอบไกลโคไซด์ที่ในโมเลกุล
ประกอบด้วยโครงสร้างเบนโซแอลฟาไพโรน จัดอยู่ในกลุ่มของพวกสารประกอบแล็กโทน 
(lactone) มีลกัษณะเฉพาะตวั คือ เป็นสารที่ใหก้ล่ินหอมในธรรมชาติ ตวัอยา่งส่วนอะไกลโคนกลุ่ม
คูมาริน เช่น aesculin (II-13) สกดัไดจ้ากเปลือกตน้เกาลดั (Castanea mollissima) ในวงศค์าสทาเนีย 
(Castanea) มีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ เป็นตน้ 
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(II-13) 

 
ภาพที่ 2-9 โครงสร้างของสารกลุ่มคูมาริน aesculin (II-13) 

 
 2.5.3 แทนนิน (Tannins) เป็นสารประกอบพวกฟีนอล สามารถละลายน ้ าได ้เป็นสารที่

พบในพชืหลายชนิด มีโมเลกุลใหญ่ และโครงสร้างซบัซอ้น มีสถานะเป็นกรดอ่อน รสฝาด แทนนิน
ใชเ้ป็นยาฝาดสมาน และแก้ทอ้งเสีย ช่วยรักษาแผลไฟไหม ้และใช้ประโยชน์ในอุตสหกรรมฟอก
หนงั กรณีที่รับประทานแทนนินเป็นประจ าอาจท าใหเ้กิดมะเร็งได ้สมุนไพรที่มีแทนนิน คือ เปลือก
ทบัทิม เปลือกอบเชย ใบฝร่ัง ใบและเปลือกของสีเสียด ใบชา เป็นตน้  

 

2.6 การทดสอบพฤกษเคมเีบ้ืองต้น (Phytochemical screening)  
 พฤกษเคมี (phytochemistry) หมายถึง องค์ประกอบทางเคมีหรือสารที่ออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพที่พบในส่ิงมีชีวิต วตัถุประสงค์ของการทดสอบพฤกษเคมีเบื้องต้น เพื่อให้ทราบกลุ่ม
สารส าคัญ  ได้แ ก่  แอลคาลอยด์  ฟลาโวนอยด์  คูม าริน  ไกลโคไซด์  แทน นิน  เทอ ร์พีน                                   
แอนธราควโินน ที่เป็นองคป์ระกอบในพชื รวมทั้ง  สามารถใชติ้ดตามส่วนของสารสกดั เพือ่ใหง่้าย
ต่อการแยกสารบริสุทธ์ิที่ออกฤทธ์ิ แต่เน่ืองจากพชืมีองคป์ระกอบทางเคมีหลายชนิดที่มีคุณสมบติั
แตกต่างกัน ดังนั้ น การทดสอบพฤกษเคมีเบื้องต้น  จึงตอ้งค านึงถึงการเลือกใช้ตัวท าละลายที่
เหมาะสมที่สามารถสกัดสารออกมาได้ วิธีการทดสอบพฤกษเคมีเบื้องตน้ แบ่งได้ 2 วิธี ได้แก่ 
ปฏิกิริยาการเกิดสีหรือตะกอน และการวเิคราะห์บนแผน่รงคเลขผวิบาง  
 การทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตน้ในสารบางกลุ่ม ไม่มีวธีิการตรวจสอบที่เฉพาะเจาะจง 
เช่น สารในกลุ่มเทอร์พีน จะมีวิธีตรวจสอบเฉพาะไทรเทอร์พีน เท่านั้น การตรวจสอบ เป็นวิธีทาง
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เคมี อยา่งไรก็ตาม บางวธีิการตรวจสอบ ไม่สามารถอธิบายกลไกการเกิดปฏิกิริยาได ้การตรวจสอบ
สารแต่ละกลุ่ม หรือโครงสร้างแต่ละแบบ มกัมีมากกว่า 1 วิธี อาจท าการตรวจสอบเพื่อยนืยนัผล 
การตรวจสอบแต่ละวิธี อาจพบผลบวกลวง (false positive) และผลลบลวง (false negative) ดงันั้น 
ผลที่ไดจ้ากการตรวจสอบ จึงเป็นเพียงการคาดคะเน ซ่ึงจะเป็นที่แน่นอนก็ต่อเม่ือสามารถสกดัแยก
สารบริสุทธ์ิ และน าสารนั้ นไปพิสูจน์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีโดยเทคนิคต่างๆ แล้วเท่านั้ น 
ประโยชน์ของการตรวจสอบพฤกษเคมีเบื้องตน้ คือ สามารถน าผลการตรวจสอบมาวางแผนการ
สกดัแยกสารบริสุทธ์ิตามคุณสมบติัของสาร เช่น หากตรวจพบสารกลุ่มซาโปนินก็ควรเลือกใชต้วั
ท าละลายที่มีขั้วสูง เพื่อเตรียมสารสกดัให้ได้สารส าคญัดังกล่าวมากที่สุด หากตรวจพบสารกลุ่ม                
อลัคาลอยด์ก็สามารถสกัดแยกสารตรงตามคุณสมบติัของอลัคาลอยด์ และ ใชเ้ป็นวิธีการหน่ึงใน
ตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตน้ถึงชนิดของพืช เช่น พชืที่คาดวา่เป็นมะขามแขกจะตอ้งใหผ้ลบวก
กบั Borntrager test ถา้ใหผ้ลลบ แสดงวา่ควรเป็นพชืชนิดอ่ืน เป็นตน้ (รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2550) 

 2.6.1 การทดสอบสารในกลุ่มอลัคาลอยด ์(alkaloids)  
          แอลคาลอยด์พบได้ทั้ งในพืช และสัตว์ ส่วนมากจะมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา 

โครงสร้างมีอะตอมไนโตรเจน จึงมีคุณสมบตัิเป็นเบส และมีรสขม ดงันั้นสามารถทดสอบไดโ้ดย
การชิม ถา้แอลคาลอยดช์นิดนั้นไม่เป็นพษิ และการท าปฏิกิริยาเคมีกบัรีเอเจนต ์เป็นการทดสอบทั้ง
กลุ่มแอลคาลอยดท์ัว่ไป และแอลคาลอยดเ์ฉพาะ ดงัน้ี 

           2.8.1.1 การทดสอบด้วยปฏิกิริยาการเกิดตะกอน แอลคาลอยด์เกือบทุกชนิด
สามารถท าปฏิกิริยากบัรีเอเจนต ์แลว้ตกตะกอนหรือสารละลายขุ่น ดงัน้ี   

       (1) รีเอเจนตซ่ึ์งมีอะตอมออกซิเจนเป็นองคป์ระกอบ (Oxygen-containing 
acid) ได้แก่ กรดซิลิโคทังสทิก (Silico-tungstic acid) กรดฟอสโฟโมลิบดิก (Phosphomolybdic 
acid) และ กรดฟอสโฟทังสทิก (Phosphotungstic acid) เปล่ียนเป็นเกลือของแอลคาลอยด์ที่ไม่
ละลายน ้ า ท  าใหเ้กิดตะกอนหรือสารละลายขุ่น  

       (2) รีเอเจนต์แวกเนอร์ (Wagner’s reagent) ประกอบด้วยโพแทสเซียม -                 
ไอโอไดด ์(KI) 2 กรัม น ้ ากลัน่ 20 มิลลิลิตร และไอโอดีน 1.3 กรัม แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จน
ครบ 100 มิลลิลิตร ผลการทดสอบ คือ เกิดตะกอนสีน ้ าตาลของสารประกอบแฮโลเจน   

       (3) รี เอ เจนต์เม เยอ ร์  (Mayer’s reagent) ประกอบด้วย เมอ ร์คิ วรี ( II)                    
คลอไรด์ (Mercury (II) chloride, HgCl2) 1.4 กรัม ในน ้ ากลั่น 60 มิลลิลิตร ผสมกับโพแทสเซียม-                 
ไอโอไดด์ 5 กรัม ในน ้ ากลั่น 10 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร                      
ผลการทดสอบ คือ เกิดตะกอนสีขาวหรือสีครีม   
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       (4) รีเอเจนตด์ราเจนดรอฟฟ์ (Dragendroff’s reagent) การเตรียมมี 2 วิธี คือ 
วิธีแรก ผสมสารละลาย A ประกอบดว้ยบิสมัธซับไนเทรต (Bismuthsubnitrate, (Bi(NO3)3) 8 กรัม 
และกรดไนตริกเขม้ขน้ 12 มิลลิลิตร และสารละลาย B ประกอบด้วยโพแทสเซียมไอโอไดด์ 27 
กรัม น ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จนครบ 100 มิลลิลิตร ในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 
และวิธีที่สอง ละลายบิสมัธซับไนเตรต 0.85 กรัม ในกรดแอซีติก 10 มิลลิลิตร และน ้ ากลั่น                           
40 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายโพแทสเซียมไอโอไดด์เขม้ขน้ร้อยละ 40 โดยมวลต่อปริมาตร                        
50 มิลลิลิตร สารละลายเผื่อใช้ (stock solution) เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ก่อนใช้ วิธีการเตรียม คือ ปิเปตต์
สารละลายเผือ่ใช ้10 มิลลิลิตร ผสมกบักรดแอซีติก 20 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จน
ครบ 100 มิลลิลิตร (สถาบนัวิจยัสมุนไพร, 2550)  ผลการทดสอบ คือ เกิดตะกอนสีส้มหรือ สีแดง
หรือสีน ้ าตาล  

       (5) รีเอเจนต์มาร์มี (Marme’s reagent) ประกอบด้วยแคดเมียมคลอไรด ์
(CdCl2) 10 กรัม ในน ้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร ผสมกับโพแทสเซียมไอโอไดด์ 20 กรัม ในน ้ ากลั่น 20 
มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่จนครบ 100 มิลลิลิตร ผลการทดสอบ คือ เกิดตะกอนสีขาว
หรือสีเหลือง   

       (6) รีเอเจนตฮ์าเกอร์ (Hager’s reagent) ประกอบดว้ย สารละลายอ่ิมตวัของ
กรดพคิริก (Picric acid) ในน ้ า ผลการทดสอบ คือ เกิดตะกอนสีเหลือง (ออมบุญ ลว้นรัตน์, 2536) 

 2.6.2 การทดสอบสารในกลุ่มสารฟลาโวนอยด ์(flavonoids) 
          ฟลาโวนอยด์มีโครงสร้างหลกั ได้แก่ ฟีนิลเบนซิล-แกมมา-ไพโรน (C6-C3-C6) 

พบทัว่ไปในพืชต่าง ๆ ยกเวน้ สาหร่าย แบคทีเรีย รา รวมทั้งแมลงบางชนิด ฟลาโวนอยด์ประเภท                         
แชลโคน (chalcone) ฟลาโวน (flavone) ฟลาโวนอล (flavonol) ฟลาวาโนน (flavanone) ออโรน 
(aurone) แอนโธไซยานิดิน (anthocyanin) ลิวโคแอนโธไซยานิดิน (leucoanthocyanin) และคาทีชิน 
(Catechin) เน่ืองจากฟลาโวนอยด์จะมีหมู่ไฮดรอกซิลเกาะอยู่กับโครงสร้างหลัก ส่งผลให ้                      
ฟลาโวนอยดมี์ขั้วมาก ดงันั้น จึงสกดัดว้ยตวัท าละลายที่มีขั้วมาก ไดแ้ก่ เอทานอล และน ้ า กรณีพชืมี
ไขมนัมากตอ้งสกดัดว้ยอีเธอร์หรือเฮกเซนก่อน แลว้น ากากเดิมมาสกดัดว้ยตวัท าละลายที่มีขั้วมาก 
การทดสอบฟลาโวนอยด ์ดงัน้ี 

         ฟลาโวนอยด์ส่วนใหญ่ทดสอบโดยใช้ปฏิกิริยาไซยานิดิน (cyanidin reaction) 
ประกอบดว้ยโลหะแมกนีเซียมและกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ ใหผ้ลการทดสอบเฉพาะฟลาโวนอยด์
ที่มีฟีนิลเบนซิล-แกมมา-ไพโรนเป็นโครงสร้างหลกั กล่าวคือ สีส้มถึงสีแดง แสดงว่ามีฟลาโวน                  
สีแดงถึงสีแดงเขม้หรือ สีแดงเลือดหมู (crimson) แสดงวา่มีฟลาโวนอล สีแดงเขม้ถึงสีแดงอมม่วง 
(margenta) แสดงว่ามี ฟลาโวโนนไกลโคไซด์ สีเขียวหรือสีน ้ าเงิน แสดงวา่มีฟลาโวโนนอิสระบาง
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ชนิด สีแดงหรือสีม่วง แสดงวา่มี ลิวโคแอนโธไซยานิดิน สีแดงอมส้มถึงสีแดงอมน ้ าเงิน แสดงวา่มี
แอนโธไซยานิ ดิน  ส่วนคาที ชิน  ทดสอบโดยท าปฏิ กิ ริยากับสารละลายเฟอร์ริกคลอไรด ์                         
(Ferric chloride, FeCl3) เกิดสีน ้ าเงินหรือ สีเขียว อยา่งไรก็ตาม ควรระวงัการเกิดผลบวกอ าพราง 
เน่ืองจากสารประกอบฟีนอลิกทุกชนิดจะให้ผลกับสารละลายเฟอร์ริกคลอไรด์เช่นเดียวกัน 
ส าหรับฟลาโวนอยด์ประเภทแชลโคน  และออโรนจะไม่ท าปฏิกิริยาไซยานิดิน เน่ืองจากไม่มี
โครงสร้างหลกัของฟีนิลเบนโซ-แกมมา-ไพโรน แต่สามารถทดสอบไดโ้ดยเติมกรดไฮโดรคลอริก
เขม้ลงในสารสกดัเอทานอล จะปรากฏสีแดงเกิดขึ้นทนัที อยา่งไรก็ตาม ความเขม้ขน้ของสีที่เกิดขึ้น
จะขึ้นอยูก่บัปริมาณของฟลาโวนอยด์ บางคร้ังอาจเห็นสีไม่ชดัเจน เน่ืองจากสีของสารสกดับดบงั 
แก้ไขโดยเติมออกทิลแอลกอฮอล์ (Octyl alcohol) ลงไป เพื่อท าให้มองเห็นสีที่ชดัเจนขึ้น (รัตนา 
อินทรานุปกรณ์, 2550) 

2.6.3 การทดสอบสารในกลุ่มแอนทราควโินน 
      ปฏิกิ ริยาบอร์นเทรเกอร์ใช้ทดสอบเฉพาะแอนทราควิโนนไกลโคไซด์ชนิด                             

โอไกลโคไซด์ เช่น เรอิน-8-กลูโคไซด์ (Rhein-8-glucoside) วิธีการโดยการแยกสลายด้วยน ้ า ใน
สภาวะเบส จะไดน้ ้ าตาล และเกลือของอะไกลโคน เม่ือเติมสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์เพื่อ
ออกซิเดชนัของแอนทราซีน (anthracene) เปล่ียนเป็นแอนทราควโินนใหห้มด ซ่ึงเกลือของอะไกล
โคนจะละลายไดใ้นน ้ า เม่ือปรับสารละลายให้เป็นกรด จะเปล่ียนเป็นแอนทราควโินนรูปอิสระ ซ่ึง
สามารถละลายไดใ้นตวัท าละลายอินทรีย ์เช่น เบนซีน อีเธอร์ และคลอโรฟอร์ม เป็นตน้ เม่ือหยด
สารละลายเบสลงไป จะไดสี้แดง ขอ้ควรระวงัของปฏิกิริยาบอร์นเทรเกอร์ คือ เกิดผลบวกอ าพราง
กบัเบนโซควิโนน และแนฟโธควิโนนดว้ย กรณีแอนธราควิโนนไกลโคไซด์ชนิดซี-ไกลโคไซด ์
เช่น บาร์บาโลอีน  และอะโลอิน เป็นตน้ ตอ้งใชส้ภาวะที่รุนแรงมากขึ้น ไดแ้ก่ สารละลายเฟอร์ริก
คลอไรด ์หรือโซเดียมไดไธโอเนต (sodium dithionate) แทนสารละลายเบส  

 2.6.4 การทดสอบสารในกลุ่มคูมาริน 
         กรณีคูมารินที่ระเหยไดเ้ม่ือโดนความร้อน การทดสอบท าไดอ้ยา่งง่าย โดยให้ความ

ร้อนกับส่วนของพืชหรือสารสกัด แล้วดักจับไอระเหยของคูมารินด้วยกระดาษกรองที่ ชุบ
สารละลายเบส ไดแ้ก่ โซเดียมไฮดรอกไซด์ โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ หรือแอมโมเนียมไฮดรอก
ไซด ์เกิดวงแลกโทนของคูมารินแตกออก ไดเ้ป็นเกลือของกรดไฮดรอกซีซินนามิกในรูปซิส เม่ือน า
กระดาษกรองส่องภายใตรั้งสียวูทีี่ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร จะเห็นเรืองแสงสีเขียว และที่ความ
ยาวคล่ืน 366 นาโนเมตร จะปรากฏสีน ้ าเงินหรือสีเขียวบนกระดาษกรอง ซ่ึงท าใหโ้ครงสร้างรูปซิส
เปล่ียนเป็นรูปทรานส์  
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 2.6.5 การทดสอบสารในกลุ่มซาโปนิน 
         ใช้วิธีการทดสอบฟอง (froth test) เม่ือเขย่าสารสกัดน ้ าที่มีซาโปนินไกลโคไซด ์

นานประมาณ 30 นาที จะเกิดฟองที่มีลักษณะเหมือนรังผึ้ ง (honey comb froth) กล่าวคือ เป็นวง
แหวนขนาด 6 เหล่ียม จดัเรียงตวัซ้อนกนั และคงทนอยูป่ระมาณ 30 นาที ซ่ึงฟองจากกรดบางชนิด 
จะหายไปเม่ือเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ยนืยนัโดยหยดสารละลายเบสลงในสารสกัด ซ่ึง
กรดจะท าปฏิกิริยากบัเบส ไดเ้กลือ เม่ือเขยา่จะเกิดฟองในปริมาณมาก และมีความคงทนนานกวา่ 30 
นาที แต่ถา้ไม่เกิดฟอง แสดงวา่เป็นอะไกลโคนของซาโปนินไกลโคไซด์ นอกจากน้ี ถา้ฟองเกิดจาก
โปรตีน จะหายไปหลงัจากตม้  

 2.6.6 การทดสอบสารในกลุ่มแทนนิน 
         การทดสอบดว้ยปฏิกิริยาการเกิดสีหรือตะกอน ในการทดสอบจะใชรี้เอเจนตเ์ฉพาะ 

ดงัน้ี  
          2.6.6.1 สารละลายเฟอร์ริกคลอไรด์เขม้ขน้ร้อยละ 1 ทดสอบแทนนินทั้งสองชนิด 

กรณีปรากฏสีน ้ าเงินเขียวหรือสีเขียวด าถึงสีเขียวอมน ้ าตาล แสดงว่ามีแทนนินชนิดแทนนิน                      
ไฮโดรไลซ์ เกิดสีน ้ าเงินเขม้หรือสีเขียวเขม้ถึงสีด า แสดงวา่มีแทนนินชนิดแทนนินควบแน่น    

          2.6.6.2 น ้ าโบรมีน (Bromine water) ทดสอบเฉพาะแทนนินควบแน่น เกิดตะกอนสี
เหลืองอ่อน  

          2.6.6.3 รีเอเจนต์ฟอร์มาลิน-กรดไฮโดรคลอริก (Formalin-HCl) ประกอบด้วย
ฟอร์แมลดีไฮด์ (Formaldehyde) เข้มข้นร้อยละ 40 และกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นร้อยละ 1 ใช้
ทดสอบเฉพาะแทนนิน ควบแน่น เกิดตะกอนสีแดงหรือสีชมพ ู 

          2.6.6.4 รีเอเจนต์วานิลลิน-กรดไฮโดรคลอริก (Vanillin-HCl) ทดสอบแทนนิน  
ควบแน่น เกิดเป็นสารละลายสีแดงหรือสีชมพ ู 

          2.6.6.5 น ้ าปูน (lime water) ทดสอบเฉพาะแทนนินไฮโดรไลซ์ เกิดตะกอนสีเทา
แกมน ้ าเงิน  

         ส าหรับการทดสอบแทนนินดว้ยรีเอเจนตต่์าง ๆ ขา้งตน้ ผลตอ้งสอดคลอ้งกนั ดงัน้ี 
กรณีเติมรีเอเจนตฟ์อร์มาลิน-กรดไฮโดรคลอริก เกิดตะกอนสีแดงหรือสีชมพู และเติมสารละลาย
เฟอร์ริกคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 1 เกิดตะกอนสีน ้ า เงินเข้มหรือสีเขียวเข้มถึงสีด า  แสดงว่า                             
แทนนินควบแน่น กรณีเติมรีเอเจนต์วานิลลิน-กรดไฮโดรคลอริก เกิดสีแดงหรือสีชมพู และเติม
สารละลายเฟอร์ริกคลอไรดเ์ขม้ขน้ร้อยละ 1 เกิดตะกอนสีน ้ าเงินเขม้หรือสีเขียวเขม้ถึงสีด า แสดงว่า
มีแทนนินควบแน่น กรณีเติมน ้ าโบรมีน เกิดตะกอนสีเหลืองอ่อน และเติมสารละลายเฟอร์ริกคลอ
ไรด์เขม้ขน้ร้อยละ 1 เกิดตะกอนสีน ้ าเงินเขม้หรือสีเขียวเขม้ถึงสีด า แสดงว่ามีแทนนินควบแน่น 
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กรณีเติมน ้ าปูน เกิดตะกอนสีเทาแกมน ้ าเงิน และเติมสารละลายเฟอร์ริกคลอไรด์เขม้ขน้ ร้อยละ 1 
ตะกอนสีน ้ าเงินเขียวหรือสีเขียวด าถึงสีเขียวอมน ้ าตาล แสดงวา่แทนนินไฮโดรไลซ์  
 2.6.7 การทดสอบสารในกลุ่มเทอร์พนี 

        2.6.7.1 การทดสอบแซลโควสกิ (Salkowski test) โดยสกัดพืชด้วยอีเธอร์ น าสาร
สกัดปริมาตร 3 มิลลิลิตร เติมคลอโรฟอร์ม 2 มิลลิลิตร และกรดซัลฟิวริกเขม้ข้นเล็กน้อย ใช้
ทดสอบเทอร์พนีทัว่ไป จะปรากฏสีน ้ าตาลแดงตรงรอยต่อของสารละลาย 

        2.6.7.2 รีเอเจนต์ 2,6-ได-เทอร์ต-บิวทิล-พารา-ครีซอล (2,6-di-tert-butyl-p-cresol) 
ในเอธานอล ใชท้ดสอบเพนทะไซคลิกไทรเทอร์พนี จะปรากฏสารละลายสีม่วง  

         2.6.7.3 รีเอเจนตก์รดคลอโรซลัโฟนิก ใชท้ดสอบไทรเทอร์พนีทัว่ไป เกิดสารละลาย
สีแดง 

 2.6.8 การทดสอบสารในกลุ่มสเตอรอยด ์  
        ทดสอบสเตอรอยด์โดยใชป้ฏิกิริยาลีเบอร์แมนน์เบอร์ชาร์ด (Liebermann-Burchard 

reaction) วิธีการ คือ  ละลายสารสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม หยดแอซีติกแอนไฮไดรด์ (Acetic 
anhydride) และกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ จะปรากฏสารละลายสีน ้ าเงินปนเขียว สีน ้ าเงิน สีม่วง หรือ สี
เหลือง ทั้งน้ีขึ้นอยูก่บัชนิดสเตอรอยด ์(สถาบนัวจิยัสมุนไพร, 2550) 

 

2.7 อนุมูลอสิระและสารต้านอนุมูลอสิระ  
 อนุมูลอิสระ (Free radical) คือ อะตอมหรือโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนเด่ียวอยูใ่นออร์บิทลัวง

นอกสุด และมีพลงังานสูง รวมทั้งอะตอมของไฮโดรเจนและไอออนของโลหะทรานซิชนั ส่วน
ใหญ่การที่อนุมูลอิสระมีอิเล็กตรอนเด่ียวท าใหเ้ป็นสารที่ไม่เสถียร ส่งผลใหอ้นุมูลอิสระมีคุณสมบติั 
คือ วอ่งไวต่อการเกิดปฎิกิริยากบัโมเลกุลอ่ืนๆ โดยอนุมูลอิสระจะเขา้ไปแยง่จบักบัอิเล็กตรอนจาก
โมเลกุลที่อยูร่อบขา้ง ก่อให้เกิดเป็นปฎิกิริยาลูกโซ่ หากมีปริมาณอนุมูลอิสระมากจะส่งผลต่อการ
ท าลายระบบต่างๆ ในร่างกายให้เสียสมดุล และส่งผลเสียต่อเซลล์ รวมทั้งเป็นสาเหตุของความชรา 
และโรคต่าง ๆ เช่น โรคอลัไซเมอร์ ไขข้อ้อกัเสบ และโรคมะเร็ง เป็นตน้ สารตา้น (Antioxidant) ท า
หน้าที่จบัอนุมูลอิสระไว ้ท าให้ปฎิกิริยาออกซิเดชนัต่างๆ ไม่เกิดขึ้น สามารถป้องกนัเซลล์ผิวหนัง
จากการถูกท าลายจึงใช้ป้องกันหรือชะลอความเห่ียวย่นของผิวได้ โดยทั่วไปสารอนุมูลอิสระ
สามารถพบไดใ้นธรรมชาติจากสารหลายชนิด เช่น สารประกอบฟีนอลลิก (phenolic compounds) 
สารประกอบไนโตรเจน (Nitrogen compounds) และแคโรนีนอยด์ (Carotenoid) อยา่งไรก็ตาม ใน
ภาวะปกติร่างกายของคนเราจะมีการป้องกนัการสะสมสารอนุมูลอิสระอยูแ่ลว้ซ่ึงแบ่งออกเป็นสอง
ส่วน คือ ส่วนแรกเกิดจากร่างกายสร้างเอนไซม์ตา้นอนุมูลอิสระขึ้นมาควบคุมปริมาณอนุมูลอิสระ
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ใหอ้ยูใ่นภาวะที่สมดุล และส่วนที่สองคือกลุ่มสารตา้นอนุมูลอิสระที่มาจากวติามินเอ ซี อี หรือเบตา้
แคโรทีน (β-carotenoid) รวมทั้งสารประกอบโพลีฟีนอลซ่ึงเป็นสารพฤกษเคมีที่สามารถพบไดใ้น
พืชผกั และผลไม้ เพื่อเข้าไปช่วยเสริมสร้างระบบต่อตา้นปฎิกิริยาออกซิเดชันของร่างกายให้มี
ประสิทธิภาพในการท าลายอนุมูลอิสระได้ดียิง่ขึ้น แต่ถา้เม่ือใดที่มีอนุมูลอิสระเกิดขึ้นในปริมาณ
มากเกินกว่าที่ระบบป้องกันยบัย ั้งได้หมด จะท าให้เกิดสภาวะที่ เรียกว่า “oxidative stress” ขึ้ น 
ภายใตส้ภาวะดังกล่าวอนุมูลอิสระจะท าอนัตรายต่ออวยัวะ และเน้ือเยื่อต่างๆ ของร่างกาย ซ่ึงถ้า
สะสมมากอาจน าไปสู่ความผดิปกติหรือพยาธิสภาพหลายอยา่งได ้(จินดาพร คงเดช, 2551)  

 วธีิการทดสอบการตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant assay) มีอยูด่ว้ยกนัมากมายหลายวธีิแต่
วธีิที่นิยมใชก้นัอยา่งเพร่หลาย คือ วธีิ DPPH radical scavenging assay โดยใชอ้นุมูลอิสระที่เรียกว่า 
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) เป็นอนุมูลอิสระที่สามารถรับอิเล็กตรอนจากโมเลกุลอ่ืนได ้
สารละลาย DPPH จะเป็นสารละลายสีม่วงดูดกลืนแสงที่ยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร เม่ือ DPPH ไดรั้บ
อิเล็กตรอนจากสารตา้นอนุมูลอิสระ (Anti-oxidant) จะท าใหเ้ปล่ียนจากสารละลายสีม่วงเป็นสารสี
เหลือง (ปรียนนัท ์บวัสด, 2549) ดงัสมการ  
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ภาพที่ 2-10 ปฏิกิริยาสีม่วงระหวา่ง 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl กบั อิเล็กตรอนในโมเลกุล 
                     สารอินทรีย ์(RH) 

 

2.8 เอนไซม์ไทโรซิเนส และกระบวนการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส (สุพตัรา ม่วงงาม, 2555) 
 เอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase) เป็นเอนไซม์โมโนออกซิจิเนส ที่ มีทองแดงเป็น

องคป์ระกอบในโมเลกุล (copper monooxygenase enzyme) เอนไซมน้ี์พบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติทั้ง
ในพืช เช้ือรา แมลง และสัตว ์ในคนพบเอนไซม์ไทโรซิเนสในเมลาโนโซม (melanosome) ซ่ึงเป็น
โครงสร้างสีน ้ าตาลที่ถูกสร้างขึ้นโดยเซลล์เมลาโนไซต ์(melanocyte) บริเวณชั้นล่างสุดของหนัง
ก าพร้าเอนไซม์ไทโรซิเนสมีบทบาทส าคญัในการควบคุมการสร้างเม็ดสีเมลานินของผวิหนัง โดย
ท าหน้าที่ เร่งการเปล่ียนกรดอะมิโนชนิดไทโรซีน (tyrosine) ไปเป็นสารโดปา ด้วยปฏิกิริยา                          
ไฮดรอกซิเลชัน และเปล่ียนโดปาไปเป็นโดปาควิโนน (dopaquinone) ด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
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จากนั้น โดปาควโินนจะถูกเปล่ียนผา่นสารตวักลางอีกหลายตวั จนเกิดโพลีเมอไรเซชนั ไปเป็นเม็ด
สีเมลานิน ภาพที่ 2-11 

 

 
 

ภาพที่ 2-11 ขบวนการชีวสงัเคราะห์เม็ดสีเมลานินจากไทโรซีน (สุพตัรา ม่วงงาม, 2555) 
 

 เมลานินที่ถูกสร้างขึ้นที่ผิวหนังมี 2 ชนิด คือ ชนิดสีด า หรือสีน ้ าตาล เรียกว่ายเูมลานิน
(eumelanin) ซ่ึงเป็นกลุ่มเม็ดสีที่ไม่ละลายน ้ า และมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ (insoluble 
nitrogenous)  มีโครงสร้างหลกัเป็น 5,6-dihydroxyindole ส่วนเมลานินอีกชนิดจะมีสีเหลือง หรือสี
ส้ม เรียกว่า ฟีโอเมลานิน (phaeomelanin) สัดส่วนของ eumelanin และ phaeomelanin จะแตกต่าง
กนัไปในแต่ละบุคคลขึ้นอยูก่บัเช้ือชาติและสายพนัธุ ์ปัจจุบนัมีการน าความรู้เก่ียวกบักระบวนการ
ชีวสงัเคราะห์เม็ดสีเมลานินมาประยกุตใ์ชใ้นเคร่ืองส าอาง โดยเฉพาะผลิตภณัฑเ์คร่ืองส าอางส าหรับ
ท าให้ผิวขาวขึ้ น  ลบเลือนฝ้า กระ จุดด่างด ามักมีส่วนผสมของสารที่ มีฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม ์                               
ไทโรซิเนสในกระบวนการสร้างเมลานิน พบวา่สารดงักล่าวมกัอยูใ่นกลุ่มฟลาโวนอยด ์ 
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2.9 งานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง  
 จากการค้นควา้ข้อมูลเก่ียวกับต้นเนระพูสีไทยท าให้ทราบว่ามีการวิจัยและศึกษา

องคป์ระกอบทางเคมีของพชืชนิดน้ี ดงัน้ี 
 งานวิจัยภายในประเทศ 
 มณี   ตันติรุ่งกิจ, พัชราภรณ์   ภูไพบูลย์ และอรวรรณ  ชวนตระกูล  (2549) ศึกษา

องคป์ระกอบทางเคมีจากส่วนเหงา้เนระพสีูไทยดว้ยเอทานอล และแยกสารกลุ่มสารที่มีขั้ว และไม่มี
ขั้วโดยการแลกเปล่ียนระหว่างชั้นของเอทิลอะซิเตต และน ้ าในอตัราส่วน 2:1 สารสกดัเอทานอล
ความเขม้ขน้ 250 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแก
รมลบ และยีสต์ที่ใช้ทดสอบทุกชนิด แต่ไม่สามารถฆ่าท าลายยสีต์ (Candida albicans) สารสกัด
เอทิลอะซิเตตที่ระดบัความเขม้ขน้ 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สามารถยบัย ั้งการเจริญและฆ่าท าลาย
แบคทีเรีย และยีสต์ที่ใช้ทดสอบได้ทุกสายพนัธุ์ สารสกัดน ้ าที่ระดับความเขม้ขน้สูงสุด คือ 250 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญและฆ่าท าลาย Bacillus subtilis และ Serratia 
marcescens ได ้สารสกดัหยาบที่ไดจ้ากการสกดัเหงา้สดดว้ยน ้ าร้อน ที่ระดบัความเขม้ขน้สูงสุดที่ใช้
ทดสอบ คือ 160 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียที่ใชท้ดสอบได ้5 สายพนัธุ ์แต่ไม่สามารถ
ฆ่าท าลาย S. marcescens และ C. albicans 

 มยุรฉัตร เก้ือชู, ศิ ริพรรณ ตันตาคม และธรรมศัก ด์ิ ทองเกตุ  (2552) น าเหง้าแห้ง
บดละเอียดสกดัด้วยตวัท าละลาย อะซิโตน เอทานอล ในอัตราส่วน พืช ต่อ ตวัท าละลาย 1 ต่อ 7 
(โดยน ้ าหนักต่อปริมาตร) นาน 3 วนั น าสารสกดัจากเหงา้เนระพูสีไทยที่สกดัด้วยอะซิโตน และ
สกดัดว้ยเอทานอล จากนั้นน าไปทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งการกินอาหารของหนอนใยผกั ผลการศึกษา
พบวา่ สารสกดัมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการกินอาหารของหนอนใยผกัได ้แต่ตอ้งใชใ้นอตัราความเขม้ขน้
ที่สูง โดยสารสกัดจากเหงา้เนระพูสีไทยที่สกัดด้วยอะซิโตน ที่ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.4 และ 0.2 
(โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร) และสารสกดัที่สกดัดว้ยแอลกอฮอล ์ที่ความเขม้ขน้ 0.4% (โดยน ้ าหนกัต่อ
ปริมาตร) ให้ค่ าเปอ ร์เซ็นต์ย ับย ั้ งการกิน  (AFI) เท่ ากับ ร้อยละ 29.39±2.16, 32.20±3.47 และ 
31.81±1.83 ตามล าดบั 

 ไชยยง รุจจนเวท และดวงพร อมรเลิศพิศานต ์(2556) ศึกษาการออกฤทธ์ิระงบัการเกิด
แผลในกระเพาะอาหาร โดยน าเหงา้เนระพูสีไทยที่บดละเอียดสกดัดว้ยเอทานอล 95 % แช่คา้งคืน 
กรอง และระเหยเอาน ้ าออกดว้ยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุนที่อุณหภูมิ 55 °C น าสารสกดัไป
ทดสอบในหนูขาวที่ชักน าให้เกิดแผลในกระเพาะอาหารด้วย อินโดเมธาซิน เอทานอล และ
ความเครียด และทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการหลั่งกรดในกระเพาะอาหาร พบว่า สารสกัดเอทานอล        
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ขนาด 125 และ 500 มิลลิกรัม ออกฤทธ์ิระงบัการเกิดแผลในกระเพาะอาหารในทุกการทดสอบอยา่ง
มีนยัส าคญั (p>0.01) และสามารถยบัย ั้งการหลัง่กรดไดบ้างส่วน 
 
ตารางที่ 2-2 ผลกระทบของสารสกดัหยาบเนระพสีูไทยบนแผลในกระเพาะอาหารในหนู 

 
Group Gasreic ulcer inducer 
 Indomethacin  HCl/EtOH  Stress  
 Ulcer index 

(mm) 
 I (%)  Ulcer index 

(mm) 
I (%)  Ulcer index 

(mm) 
I (%)  

Control 7.5±1.3  101.0±11.9  9.9±0.9  
TCE 250 
mg/Kg 

1.5±0.6** 80 29.0±7.5** 71 4.7±0.8** 52 

TCE 500 
mg/Kg 

0.3±0.2** 96 6.9±2.2** 93 1.8±0.7** 82 

Note :     data expressed as mean ± S.E.M. ( n = 8 )  
 ** p < 0.01 significantly different from the control group  
 I (%) = inhibition of ulcer formation expressed as percentage 
 
 กล่าวขวญั ศรีสุข และคณะ (2557) ศึกษาตรวจสอบปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม

โดยวิธี Folin-Ciocalteu ในส่วนสกัดเอทานอล และส่วนสกัดน ้ า ผลการศึกษาพบว่ามีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกรวม เท่ากบั 61.9±0.5 และ 33.9±0.6 มิลลิกรัมกรดแกลลิกสมมูลต่อกรัมของ
ส่วนสกดั ตามล าดบั ศึกษาฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ โดยวธีิวเิคราะห์การยบัย ั้งการผลิตไนตริกออกไซด ์
และพรอสตาแกลนดิน E2 ในเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 ที่ถูกกระตุน้ดว้ยไลโพพอลิแซกคาร์
ไรด์ พบว่า ส่วนสกัดเอทานอล และส่วนสกดัน ้ า มี ร้อยละยบัย ั้งการผลิตไนตริกออกไซด์ เท่ากับ 
23.5±10.6 และ 17.1±4.6 ตามล าดบั ส่วนสกดั เอทานอล มี ร้อยละยบัย ั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน 
E2 เท่ากบั 70.8±9.4 ทดสอบความมีชีวติรอดของเซลลแ์มคโครฟาจที่สมัผสักบัส่วนสกดัของพชืโดย
วธีิ MTT ส่วนสกดัเอทานอล และส่วนสกดัน ้ า มี ร้อยละความมีชีวติรอดของเซลล ์เท่ากบั 91.2±4.7 
และ 89.9±4.8 ตามล าดบั  
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 งานวิจัยต่างประเทศ 
 Akihito et al. (2002) สกดัเนระพูสีไทยดว้ยเมทานอล แยกสารบริสุทธ์ิโดยใช้ (porous-

polymer poly-styrene resin (Diaion HP-20) column ชะดว้ยเมทานอลสารที่แยกได ้คือ Spirostanol 
Saponin (II-14a-c) และ Saponin (II-15a-b) ซ่ึงทั้ง 5 สาร ออกฤทธ์ิต่อตา้นเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว 
มีค่า IC50 เท่ากับ 1.8 และ 2.1 ไมโครโมลาร์ ใช้ etoposide เป็น positive control ให้ค่า IC50 เท่ากับ 
3.7 ไมโครโมลาร์ 
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ภาพที่ 2-12 โครงสร้างของ Saponin (II-14a-c) และ (II-15a-b)   
 

R1          R2 
II-14a  H Rha 
II-14b OH Rha 
II-14c H H 
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    R          
II-15a  OH  
II-15b  H  
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 Akihito et al. (2003) ใชส่้วนเหงา้แห้งของเนระพูสีไทย จ านวน 7.3 กิโลกรัมสกดัโดยใช้
ความร้อนดว้ยเมทานอล ไดส้ารสกดัหยาบเมทานอล 630 กรัม แยกสารดว้ย Diaion HP- 20 column 
ชะคอลมัน์ดว้ยระบบตวัท าละลาย 30%เมทานอลต่อเอทานอล , 50% เมทานอลต่อเอทานอล และ                
เม ท าน อ ล  (แ ต่ ล ะ ระบ บ จ าน วน  4 ลิ ต ร )  แ ยก ส่ วน ขอ งส ารส กั ด  5 0%  เม ท าน อ ล                             
จ  านวน 70 กรัม โดยใช ้Silica gel column (ขนาด 200-400 mesh) ชะคอลมัน์ดว้ยระบบตวัท าละลาย
ผสม  คลอโรฟอร์ม -เมทานอล  (9:1, 4:1, 3:1, 2:1, และ  1:1; 4 L ), และเมทานอล แยกส่วน 
คลอโรฟอร์ม-เมทานอล  (4:1) จ  านวน 10 กรัม โดยใช้ ODS Silicagel ชะคอลัมน์ด้วยระบบ                                
ตัวท าละลาย  เมทานอล -น ้ า (1:2) ได้สาร  Chantriolide A (II-16a) จ านวน 33 มิลลิกรัม และ 
Chantriolide B  (II-16b) จ านวน 43 กรัม  
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ภาพที่ 2-13 โครงสร้างของ Chantriolide A (II-16a) และ Chantriolide B ( II-16b)  
 

 Akihito et al. (2005) ใชส่้วนเหงา้แห้งของเนระพูสีไทย จ านวน 7.3 กิโลกรัมสกดัโดยใช้
ค ว าม ร้ อ น ด้ ว ย เม ท าน อ ล  ไ ด้ ส า ร ส กั ด ห ย าบ เม ท าน อ ล  630 ก รั ม  แ ยก ส ารด้ ว ย                                       
Diaion HP-20 column ชะคอลัมน์ด้วยระบบตัวท าละลาย 30%  เมทานอล  ต่อ  เอทิลอะซิเตต ,                           
50% เมทานอล ต่อ เอทิลอะซิเตต, และเมทานอล (แต่ละระบบจ านวน 4 ลิตร) แยกส่วนของสาร
สกดั เมทานอล จ านวน 115 กรัม โดยใช ้Silica gel column ชะคอลมัน์ดว้ยระบบตวัท าละลายผสม 

คลอโรฟอร์ม-เมทานอล (9:1, 4:1, 3:1, 2:1, และ 1:1; แต่ละระบบจ านวน 4 ลิตร ) และเมทานอล 
จ านวน 4 ลิตร แยกส่วน คลอโรฟอร์ม-เมทานอล (4:1) จ  านวน 40 กรัม แยกสารต่อโดยใช้ ODS 
Silica gel ชะคอลมัน์ดว้ยระบบตวัท าละลาย เมทานอล-น ้ า (1:2) ไดส้ารบริสุทธ์ิ Giycosides of the 
campesterol derivative (II-17a-h) จ านวน 8 ชนิด 
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ภาพที่ 2-14 โครงสร้างของ Giycosides of the campesterol derivative (II-17a -II-17h)  
 

 Jiangnan et al. (2010) น าเหง้าเนระพูสีไทยแห้งบดละเอียด ใช้เทคนิคการสกัดแบบ 
supercritical CO₂ กับเมทานอล ได้สารใหม่ ช่ือ Evelynin (II-18) ออกฤทธ์ิต่อต้านเซลล์มะเร็ง
จ านวน 4 ชนิด คือ เซลล์มะเร็งผิวหนัง ชนิด MDA-MB-435, เซลล์มะเร็งเตา้นมชนิด MDA-MB-
231, เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก เซลล์มะเร็งปากมดลูก มีค่า IC50 เท่ากับ 4.1, 3.9, 4.6 และ 7. 3               
ไมโครโมลาร์ ตามล าดบั  

 
O

O

H3CO OCH3

O

OCH3

OCH3

 
(II-18) 

 
ภาพที่ 2-15 โครงสร้างของ Evelynin (II-18)  
 
 
 



30 
 

บทที่ 3 

วธิีการด าเนินการวจิัย 
 

3.1 เคร่ืองมือ อปุกรณ์และสารเคม ี
 3.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
          1. เคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator) 
          2. เคร่ือง UV-Vis spectrophotometer 
          3. เคร่ืองดูดจ่ายสารละลายปิเปต (Micropipette) 
             4. เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า 4 ต าแหน่ง 
          5. เคร่ือง Radial chomatography 
          6. เคร่ืององัไอน ้ า (Water Bath) 
          7. เคร่ือง Microplate Reader 
          8. ชุดกลัน่น ้ ามนัหอมระเหยดว้ยน ้ า 
          9. บีกเกอร์ (beakers) ขนาด 50, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
          10. กรวยกรอง (glass funnel)  
          11. กรวยแยก (separatory funnel) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
          12. ขวดกน้กลม (round bottom flask) ขนาด 50, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
          13.ขวดรูปชมพู ่(erlenmeyer flasks) ขนาด 50, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
          14. ขวดวดัปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร 
          15. แท่งแกว้คนสาร (stairring rod) 
          16. ปากคีบ (forcep) 
             17. แผน่ใหค้วามร้อน (hot plate) 
          18. หลอดทดลอง (test tube) 
          19. กระบอกตวง (cylinders) ขนาด 10, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
          20. ไมโครปิเปตทิป (micropipette tip) 
          21. กระจกนาฬิกา (watch glass) 
          22. หลอดหยด (dropper) 
          23. ชอ้นตกัสาร (Spatula) 
          24. ขวดบรรจุสารขนาดเล็ก 
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          25. ที่ตั้งหลอดทดลอง (Test tube rack) 
          26. โหลแกว้ส าหรับแช่สาร 

 
 3.1.2 สารเคมี 
          1. เอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate, C2H5COOCH3, commercial grade) 
          2. ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane, CH2Cl2 commercial grade) 
          3. เฮกเซน (Hexane, C6H14, commercial grade) 
          4. เมทานอล (Methanol, CH3OH) 
          5. คลอโรฟอร์ม (Chloroform, CHCl3) 
          6. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) 
          7. กรดซลัฟิวริก (Sulfuric acid, H2SO4) 
          8. กรดแกลเชียลแอซีติก (Glacial acetic acid, CH3COOH) 
          9. แอมโมเนีย (Ammonia, NH3) 
          10. เอทานอล (Ethanol, C2H5OH) 
          11. แผน่แมกนีเซียม (Mg) 
          12. โซเดียมซลัเฟตปราศจากน ้ า (anh.Na2SO4) 
          13. กรดแกลลิก (Gallic acid) 
          14. วติามินซี (Ascorbic acid) 
          15. DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) 
          16. เฟอร์ริกคลอไรด ์(Ferric chloride, FeCl3) 
          17. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide, NaOH) 
          18. โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate)  
          19. แผน่ TLC normal silica gel 60 F254 25 แบบ aluminium sheet 20x20 cm  
          20. น ้ ากลัน่ (Distill water) 
          21. เคอร์ซิติน (Quercetin) 
          22. น ้ ายาทดสอบดราเจนดอร์ฟ (Dragendorff’s reagent) 
          23. น ้ ายาทดสอบฟอลิน ซิโอแคลตู (Folin-Ciocalteu reagent) 
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3.2 แผนการด าเนินงานวจิยั 

 
 
ภาพที่ 3-1 แผนผงัขั้นตอนการสกดัเหงา้เนระพสีูไทยดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน 
                 เอทิลอะซีเตต และเมทานอล ดว้ยวธีิการแช่หมกั (Maceration) ที่อุณหภูมิหอ้ง  
                 การทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตน้ และ การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

สกดัดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน 

สกดัดว้ยตวัท าละลายไดคลอโรมีเทน 

สกดัดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะซิเตต 

สกดัดว้ยตวัท าละลายเมทานอล 
ระเหยตวัท าละลาย 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เก็บและเตรียมตวัอยา่งเนระพูสีไทยแห้ง จ  านวน 1.1 กิโลกรัม 

ส่วนพืชตวัอย่างที่เหลือ 

ลือ 

ส่วนสกดัหยาบ 

เฮกเซน 

ส่วนสกดัหยาบ 

ไดคลอโรมีเทน 

ส่วนสกดัหยาบ 

เอทิลอะซิเตต 

ส่วนสกดัหยาบ 

เมทานอล 

การทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตน้ ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

ส่วนพืชตวัอย่างที่เหลือ 

ลือ 

ส่วนพืชตวัอย่างที่เหลือ 

ลือ 

ส่วนพืชตวัอย่างที่เหลือ 

ลือ 

-อลัคาลอยด ์

-ฟลาโวนอยด ์

-แอนทราควโินน 

-คูมาริน 

-ซาโปนิน 

-แทนนิน 

-โฟลบาแทนนิน 

-เทอร์ปีนอยด ์
-สเตอร์รอยด ์

-คาร์ดิแอก ไกลโคไซด ์
 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 

ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์
รรวม 

ทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
ดว้ยวธีิ DPPH 

ทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งการท างานของ 
เอนไซมไ์ทโรซิเนส 

ระเหยตวัท าละลาย 

ระเหยตวัท าละลาย 

ระเหยตวัท าละลาย 

 

เชิงคุณภาพ เชิงปริมาณ 
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ภาพที่ 3-2 แผนผงัขั้นตอนการสกดัเหงา้เนระพสีูไทยโดยใชน้ ้ า (water distillation)  

การทดสอบพฤกษเคมีเบื้องตน้ และ การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 
 

 
 
 
 
 
 

การสกดัโดยใชน้ ้ า (water distillation) 

สกดัดว้ยตวัท าละลายไดคลอโรมีเทน 

ระเหยตวัท าละลาย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เก็บและเตรียมตวัอยา่งเนระพูสีไทยสด จ านวน 5 กิโลกรัม 

ส่วนสกดัน ้ า 

ชั้นน ้ า ชั้นไดคลอโรมีเทน 

น ้ ามนัหอมระเหย 

การทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตน้ ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

-อลัคาลอยด ์

-ฟลาโวนอยด ์

-แอนทราควโินน 

-คูมาริน 

-ซาโปนิน 

-แทนนิน 

-โฟลบาแทนนิน 

-เทอร์ปีนอยด ์
-สเตอร์รอยด ์

-คาร์ดิแอก ไกลโคไซด ์
 

 

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม 

ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์
รรวม 

ทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
ดว้ยวธีิ DPPH 

ทดสอบฤทธ์ิยบัยั้งการท างานของ 
เอนไซมไ์ทโรซิเนส 

เชิงคุณภาพ เชิงปริมาณ 
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3.3 วธีิด าเนินการวจิยั 
 3.3.1 การเก็บตัวอย่าง 
          สมุนไพรที่ใช้ในการศึกษาคร้ังน้ี คือ เหงา้เนระพูสีไทย (Tacca chantrieri ) เก็บ

จากต าบลสหกรณ์นิคม อ าเภอทองผาภูมิ จงัหวดักาญจนบุรี ในช่วงเดือน พฤศจิกายน พ.ศ. 2558 
 3.3.2 การเตรียมสารสกัดหยาบ  
         1) น าเหงา้ของเนระพูสีไทย จ านวน 5 กิโลกรัม ตากผึ่งลมให้แห้งในที่อากาศถ่ายเท

สะดวก น าไปบดให้ละเอียด และน าส่วนที่บดไปชัง่ใหท้ราบน ้ าหนักที่แน่นอน (1.1 กิโลกรัม) สกดั
ดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน ปริมาตรคร้ังละ 1 ลิตร ดว้ย ที่อุณหภูมิหอ้ง เปล่ียนตวัท าละลายทุกวนั เป็น
เวลา 3 วนั สกดัจนสีของตวัท าละลายใสไม่มีสี และกรองสารละลายโดยใชก้รวยแกว้และส าลี น า
สารละลายที่กรองไดไ้ประเหยตวัท าละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยสารแบบหมุนภายใตสุ้ญญากาศ 
(Rotary evaporator) จะได้สารสกดัหยาบเฮกเซน (Hexane extract) ชั่งน ้ าหนักของสารสกัดหยาบ 
จากนั้นสกดัส่วนของเหงา้เนระพูสีไทยต่อโดยเปล่ียนตวัท าละลายเป็นไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิ
เตต และเมทานอล ตามล าดบั จะไดส้ารสกดัหยาบไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane extract) สาร
สกัดหยาบเอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate extract) และสารสกัดหยาบเมทานอล (Methanol acetate 
extract) ตามล าดบั บนัทึกน ้ าหนักของสารสกดัหยาบ เพือ่ค  านวณหาร้อยละของสารสกดั (%yield) 
เก็บสารสกดัในขวดสีชา และแช่ไวใ้นตูเ้ยน็ 

          2) น าเหงา้ของเนระพูสีไทยสดจ านวน 5 กิโลกรัม มาท าความสะอาดโดยการลา้งน ้ า 
และซับให้แห้ง หั่นเป็นช้ินเล็ก ๆ ชั่งให้ทราบน ้ าหนักที่แน่นอน น าไปสกัดด้วยน ้ า (water 
distillation) ปริมาตร 5 ลิตร น าสารสกัดน ้ าที่ได้จากการกลั่นด้วยน ้ า มาสกัดด้วยตัวท าละลาย             
ไดคลอโรมีเทน ปริมาตร 1 ลิตร แยกชั้นระหว่างชั้นน ้ ากบัชั้นไดคลอโรมีเทนในกรวยแยก เก็บชั้น
ไดคลอโรมีเทน ระเหยตวัท าละลายไดคลอโรมีเทนออก เก็บสารสกดัใส่ขวดตวัอยา่งที่ชัง่น ้ าหนกัไว้
ก่อนแลว้ บนัทึกน ้ าหนักของสารสกดั ค  านวณผลของร้อยละของสารสกดัที่กลัน่ได ้(%yield) และ
เก็บสารสกดัในขวดสีชาแช่ไวใ้นตูเ้ยน็ 

 3.3.3 การทดสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองต้น (Phytochemical Screening) 
           การทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตน้ของสารสกัดหยาบเฮกเซน (Hexane extract) 

สารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane extract) สารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต (Ethyl 
acetate extract) และสารสกดัหยาบเมทานอล (Methanol acetate extract) และน ้ ามนัหอมระเหย จาก
ส่วนเหงา้ของเนระพูสีไทย (Tacca chantrieri Andre.) โดยแบ่งการทดสอบสารทุติยภูมิ (Secondary 
metabolies) ออกเป็น 10 กลุ่ม ไดแ้ก่ แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด ์แอนทราควิโนน คูมาริน ซาโปนิน 
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แทนนิน โฟลบาแทนนิน เทอร์ปีนอยด์ สเตอร์รอยด์ และคาร์ดิแอก ไกลโคไซด์ โดยอาศยัปฎิกิริยา
การเกิดสีหรือตะกอน ดงัน้ี (Ayoola et al., 2008) 

          1. การตรวจสอบสารแอคาลอยด์  (Alkaloids) ด้วยรีเอ เจนต์ดราเจนดอร์ฟ 
(Dragendroff’s reagent)  

               ชั่งสารสกัด ปริมาณ 0.2 กรัม เติมสารละลายกรดซัลฟิวริก (10% H2SO4 ) 
ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ และน าไปอุ่นบนเคร่ืององัน ้ า (Water bath) เป็นเวลา 5 นาที กรองส่วนที่
ไม่ละลายออก แลว้ปล่อยให้สารละลายเยน็ลงที่อุณหภูมิห้อง น าของเหลวที่ไดจ้ากการกรอง ไป
หยดสารละลายดราเจนดอร์ฟ (Dragendorff’s reagent) จ านวน 5 หยด เขย่า และสังเกตสีโดยถ้า
ปรากฏตะกอนสีสม้แดงแสดงวา่พบ สารในกลุ่มแอลคาลอยด ์

          2. การตรวจสอบสารฟลาโวนอยด ์(Flavonoids) ทดสอบโดยใชป้ฏิกิริยาไซยานิดิน 
(cyanidin reaction) 

               ชั่งสารสกัด ปริมาณ  0.2 กรัม  เติมสารละลาย เอทานอล (50% C2H5OH) 
ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ และกรองส่วนที่ไม่ละลายออก น าของเหลวที่ไดจ้ากการกรอง ใส่ลวด
แมกนีเซียมช้ินเล็ก ๆ ลงไป 1 ช้ิน และหยดกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ (conc. HCI) จ  านวน 5 หยด 
เขยา่ และไปอุ่นบนเคร่ืององัน ้ า เป็นเวลา 5 นาที และสังเกตสี ถา้สารละลายเปล่ียนเป็นสีเหลืองเขม้
แสดงวา่พบ สารในกลุ่ม ฟลาโวนอยด ์

          3. การตรวจสอบสารแอนทราควโินน (Anthaquinones)  
               ชั่งสารสกัด ปริมาณ 0.2 กรัม เติมสารละลายกรดซัลฟิวริก (10% H2SO4) 

ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ และน าไปอุ่นบนเคร่ืององัน ้ า เป็นเวลา 5 นาที กรองส่วนที่ไม่ละลาย
ออก แล้วปล่อยให้สารละลายเย็นลงที่ อุณหภูมิห้อง น าของเหลวที่ได้จากการกรอง ไปเติม
สารละลายแอมโมเนีย (10% NH3) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขยา่ และสังเกตสีโดย ถา้ปรากฎสารเป็น
สีชมพูแ่ดงเกิดขึ้นแสดงวา่พบสารในกลุ่มแอนทราควโินน 

          4. การตรวจสอบสารคูมาริน (Coumarin) 
               ชัง่สารสกดั ปริมาณ 0.2 กรัม เติมสารละลายเอทานอล (50% C2H5OH) ปริมาตร 

1.0 มิลลิลิตร เขยา่ และกรองส่วนที่ไม่ละลายออก น าของเหลวที่ได้จากการกรอง เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์(6 M NaOH) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ และสงัเกตสีโดย ถา้สารเปล่ียนเป็น
สีเหลืองเขม้แสดงวา่พบสารในกลุ่มคูมาริน 
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          5. การตรวจสอบสารซาโปนิน (Saponins) ดว้ยวธีิการทดสอบฟอง (froth test) 
               ชัง่สารสกัด ปริมาณ 0.2 กรัม เติมน ้ ากลั่นปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร น าไปอุ่นบน

เคร่ืององัน ้ า เป็นเวลา 5 นาที เขยา่อยา่งแรง และสงัเกตการณ์เกิดฟอง ถา้ปรากฏฟองถาวรเกิดขึ้นใน
หลอดทดลองแสดงวา่ พบสารในกลุ่มซาโปนิน  

          6. การตรวจสารแทนนิน (Tannins) ดว้ยวธีิเฟอร์ริก คลอไรด ์(Ferric chloride test) 
               ชัง่สารสกัด ปริมาณ 0.2 กรัม เติมน ้ ากลั่นปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร น าไปอุ่นบน

เคร่ืองอังน ้ า เป็นเวลา 5 นาที กรองส่วนที่ไม่ละลายออก น าของเหลวที่ได้จากการกรอง เติม
สารละลายเฟอริก คลอไรด ์(1% FeCI3) จ  านวน 5 หยด เขยา่ และสงัเกตสีของสารละลาย ถา้ปรากฎ
สารละลายเป็นสีเขียวด าหรือน ้ าเงินด าแสดงวา่พบ สารในกลุ่มแทนนิน 

          7. การตรวจสอบสารโฟลบาแทนนิน (Phlobatannins)  
               ชัง่สารสกัด ปริมาณ 0.2 กรัม เติมน ้ ากลั่น ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตรน าไปอุ่นบน

เคร่ืององัน ้ า เป็นเวลา 5 นาที กรองส่วนที่ไม่ละลายออก น าของเหลวที่ไดจ้ากกรอง เติมสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริก (10% HCI) จ านวน 5 หยด เขยา่ น าไปอุ่นบนเคร่ืององัน ้ า เป็นเวลา 5 นาที และ
สังเกตสีของสารละลาย ถ้าปรากฎสารละลายเป็นสีเขียวด าหรือน ้ าเงินด าแสดงว่าพบสารในกลุ่ม
โฟลบาแทนนิน 

          8. การตรวจสอบสารเทอร์ปีนอยด์ (Terpenoids) ด้วยวิธีการทดสอบแซลโควสกิ 
(Salkowski test) 

               ชั่งสารสกัด  ปริมาณ 0.2 กรัม ละลายสารด้วยคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตรเขย่า และกรอง ส่วนที่ไม่ละลายออก น าของเหลวที่ได้จากการกรอง ค่อย ๆ เติมกรด
ซัลฟิวริกเขม้ขน้ (conc. H2SO4) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงไป สังเกตการเปล่ียนแปลงบริเวณรอย
ระหวา่งชั้นของสารสกดักบักรดฟิวริก ถา้ปรากฎวงแหวนสีน ้ าตาลตรงรอยระหวา่งชั้นของสารสกดั
กบักรดฟิวริกแสดงวา่พบสารในกลุ่มเทอร์ปีนอยด ์

          9. การตรวจสอบสารสเตอร์รอยด์ (Steroids) โดยใช้ปฏิกิริยาลีเบอร์แมนน์เบอร์
ชาร์ด (Liebermann-Burchard reaction) 

               ชั่งสารสกัด ปริมาณ  0.2 กรัมละลายสารด้วยคลอโรฟอร์ม  ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร เขยา่ และกรองส่วนที่ไม่ละลายออก น าของเหลวที่ไดจ้ากการกรอง ค่อย ๆ เติมกรดแกล
เซียลแอซีติก (Glacial acetic acid) ปริมาตร 5 มิลลิ ลิตร  เขย่าแล้วเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น                     
(conc. H2SO4) จ านวน 3 หยด และสงัเกตสีของสารละลาย ถา้ปรากฎสารละลายเป็นสีน ้ าเงินหรือน ้ า
เงินเขียวแสดงวา่พบสารในกลุ่มสเตอร์รอยด ์
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          10. การตรวจสอบสารคาร์ดิแอก ไกลโคไซด ์(Cardiac glyosides) 
                 ชัง่สารสกดั ปริมาณ 0.2 กรัม ละลายดว้ยคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร 

เขยา่ และกรองส่วนที่ไม่ละลายออก น าของเหลวที่ไดจ้ากการกรอง เติมสารละลายเฟอริกคลอไรด ์
(1% FeCI3) จ  านวน 5 หยด เขยา่ เติมกรดแกลเชียลแอซิติก (Glacial acetic acid) จ านวน 5 หยด เขยา่ 
และค่อย ๆ  เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น (conc. H2SO4) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงไป สังเกตการ
เปล่ียนแปลงบริเวณรอยระหว่างชั้นของสารสกัดกับกรดฟิวริก ถ้าปรากฎวงแหวนสีน ้ าตาลตรง
รอยต่อระหวา่งชั้นสารสกดักบักรดซลัฟิวริกแสดงวา่พบสารในกลุ่มคาร์ดิแอกไกลโคไซด ์

 3.3.4 การหาปริมาณฟีนอลิกรวม (Total Phenolic Content) 
           การหาปริมาณฟีนอลิกรวม ดว้ยวิธี Folin-ciocalteu colorimetric เป็นวธีิที่ดดัแปลง

มาจาก Majhenic Skerget and Knez (2007) โดยใช้กรดแกลลิก (Gallic acid) เป็นสารมาตรฐาน มี
หลักการคือ สารประกอบฟีนอลิกรวมจะท าปฎิกิริยากบั Folin-ciocalteu reagent ซ่ึงประกอบดว้ย 
สาร phosphomolybdic-phosphotungstic acid สารดังก ล่ าวจะถูก รี ดิวซ์โดย phenolic hydroxyl 
groups ของสารประกอบฟีนอลิกรวม เกิดเป็น tungsten และ molybdenum blue ซ่ึงให้สีเงิน และ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 760 นาโนเมตร 

           ผสมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (ความเข้มข้น 0.1-0.0001 มิลลิกรัม /
มิลลิลิตร) หรือสารตวัอยา่งที่ตอ้งการทดสอบ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กบัสารละลาย Folin-ciocalteu 
reagent ความเข้นข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร/ปริมาตร ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร ให้เข้ากัน บ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้                
ร้อยละ 2.5 โดยมวล/ปริมาตร ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั บ่มที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเป็นเวลา 
20 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 760 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง UV-Vis 
spectrophotometer ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า และหาปริมาณฟีนอลิกรวมของสารตวัอย่างจาก
กราฟมาตรฐานกรดแกลลิก ในหน่วยมิลลิกรัมของกรดแกลลิก ต่อน ้ าหนักสารสกัดแห้ง 1 กรัม 
(Gallic acid equivalents, mg GAE/g dried extract) 

 3.3.5 การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoids Content) 
           ก ารห าป ริม าณ ฟลาโวน อ ยด์ ร วม  ด้ว ยวิ ธี  Aluminium trichloride (AlCl3) 

colorimetric เป็นวิธีการดัดแปลงจาก Arvouet-Grand, Vennnat, Pourrat and Legret (1994) โดยใช้
เคอร์ซิติน(quercetin) เป็นสารมาตรฐาน มีหลักการ คือ สารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดจะใช ้
phenolic hydroxyl groups ท าปฎิกิริยากบั AlCl3 เกิดเป็นสารประกอบเชิงซับซ้อนที่มีสีเหลือง และ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตร 
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          โดยผสมสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิติน (ความเข้มข้น  0.1-0.0001 มิลลิกรัม /
มิลลิลิตร) หรือสารตวัอยา่งที่ตอ้งการทดสอบ ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กบัสารละลายอะลูมีเนียมไตร
คลอไรด์ (AlCl3 reagent) ความเขม้ขน้ร้อยละ 1.0 โดยมวล/ปริมาตร ปริมาตร1.8 มิลลิลิตร ให้เขา้
กนับ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 415 nm 
ด้วยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท  าการทดลองทั้ งหมด 3 ซ ้ า และหาปริมาณฟลาโวนอยด์
รวมของสารตวัอยา่งจากกราฟมาตรฐานเคอร์ซิติน ในหน่วยมิลลิกรัมสมบูรณ์ของเคอร์ซิตินต่อ
น ้ าหนกัสารสกดัแหง้ 1 กรัม (Quercetin equivalents, mg QE/g dried extract) 

 3.3.7 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสะโดยวิธี DPPH radical scavenging 

           การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสะโดยวิธี  DPPH radical scavenging เป็นวิธีที่
ดั ด แ ป ล งม า จ าก  Braca, Sortino, Politi, Morelli and Mendez (2002) โ ด ย ใช้ ก ร ด แ ก ล ลิ ก                        
(Gallic acid), เคอร์ซิติน (Quercetion) และวติามินซี (L-ascorbic acid) เป็นสารมาตรฐาน มีหลกัการ 
คือสารละลาย 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) จะเป็นสารละลายสีม่วง และดูดกลืนแสงที่
ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร เม่ืออนุมูลอิสระ DPPH ท าปฎิกิริยากับสารต้านอนุมูลอิสระ 
(Antioxidant) จะท าให้สารละลายสีม่วงของ DPPH จางลงจนเป็นสารละลายสีเหลืองอ่อน และไม่
แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร  

           โดยผสมสารละลายมาตรฐาน (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 0.02 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) หรือ
สารตวัอยา่งที่ตอ้งการทดสอบ (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 
กบัสารละลาย DPPH ที่ละลายในตวัท าลายเมทานอล ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1.8 
มิลลิลิตร ให้เขา้กนั บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืด เป็นเวลา 30 นาที วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 517 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท  าการทดลองทั้ งหมด 3 ซ ้ า และ
ค านวนหาค่าร้อยละของสารอนุมูลอิสระ (%DPPH radical inhibition ) 

=  [ (A-B) ]                   
 A  

  เม่ือ A  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่ไม่มีสารทดสอบ 
         B  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่มีสารทดสอบ 
 3.3.8 การทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Anti-tyrosinase assay) 
           การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสด้วยวิธี Dopachrome 

เป็นวิธีดัดแปลงมาจาก Masuda, Yamashita, Takeda and Yonemori (2005) โดยใช้กรดโคจิก                
(Kojic acid) เป็นสารมาตรฐาน มีหลักการคือ เอนไซม์ไทโรซิเนสจะสามารถเกิดปฎิกิริยา

% DPPH free radical  
inhibition    =  

X    100 
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ออกซิเดชนัเปล่ียน L-DOPA เป็นสารที่มีสีน ้ าตาล เรียกวา่ Dopachrome และดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 492 นาโนเมตร 

           โดยผสมสารละลายมาตรฐาน (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 0.02 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) หรือ
สารตวัอยา่งที่ตอ้งการทดสอบ (ความเขม้ขน้เร่ิม 5.0 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
กับสารละลาย sodium phosphate buffer (pH 6.8) ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์  ปริมาตร 120 
ไมโครลิตร และสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส (Tyrosinase from Mushroom) ความเขม้ขน้ 100                     
ยนิูต/มิลลิลิตร ใน sodium phosphate buffer (pH 6.8) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ลงในจานหลุ่ม (96-
well plate) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลาย L-tyrosine หรือ L-DOPA 
ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ลงในหลุม เขยา่ให้เขา้กนั บ่มอุณหภูมิห้องต่อเป็นเวลา 10 นาที และวดัการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร ด้วย เคร่ือง Microplate Reader ค านวนหาค่าร้อยละ
ของการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (%Tyrosinase inhibition) จากสูตร ดงัน้ี 

 
                      [ (A-B) ]      

             A 
 
 เม่ือ    A  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ไม่มีสารทดสอบ 
  B  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่มีสารทดสอบ 
 
 3.3.9 การวิ เคราะห์องค์ประกอบทางเคมี  โดย เทคนิครงเลขผิวบางแบบเหวี่ยง 

(Centrifugal Thin-Layer Chromatography) 
          3.3.9.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการแยกสาร 
      จุดสารสกัดหยาบ ลงบนแผ่น TLC โดย จุ่มแผ่น TLC ในเฟสเคล่ือนที่             

แลว้ส่องดูการเคล่ือนที่ของสารภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต บนัทึกโคมาโทแกรมโดยใช้ดินสอวง
บนต าแหน่งของสารที่ปรากฎบน TLC ซ่ึงจุดของสารจะตอ้งค่อย ๆ เคล่ือนที่ขึ้น และแยกออกจาก
กนั แสดงว่าเฟสเคล่ือนที่นั้นเหมาะสมต่อการแยกสาร จากนั้นฉีดพ่นด้วย anisalaldehyde และน า
แผน่ TLC ไปใหค้วามร้อน จนแผน่ TLC เปล่ียนสี บนัทึกผล 

          3.3.9.2 การเตรียม plate  
                         ชัง่ silica gel PF 254 จ านวน 65 กรัม ในขวดก้นกลมขนาด 250 มิลลิลิตร 

เติมน ้ ากลั่นที่เยน็ ปริมาตร 130 มิลลิลิตร เขยา่ให้สารผสมกันเป็นเน้ือเดียวกัน เท silica gel ลงใน 
plate จากนั้นค่อยๆ เคาะเพื่อไล่ฟองอากาศออก ตั้ง plate ทิ้งไวท้ี่อุณหภูมิห้องนาน 7 วนั หลงัจาก

X 100 % Tyrosinase inhibition    =  
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นั้นท าให้ความหนาของ plate หนา 2 มิลลิเมตร และอบ plate ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส นาน 5 
ชัว่โมง  

          3.3.9.3 การแยกสาร 
      (1) ลา้งเคร่ืองโครมาโททรอนดว้ยอะซีโตน และเฮกเซน  
      (2) ใส่ plate ลงในเคร่ืองโครมาโททรอน หยดสารสกดัลงบริเวณตรงกลาง

ของ plate (ใหมี้ความกวา้งแคบที่สุด) ชะดว้ยตวัท าละลายทีละ 50 มิลลิลิตร ส่องดูการเคล่ือนที่ของ
สารภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต และเก็บแต่ละ fraction ตามการมองเห็นแถบแสงอุลตร้าไวโอเลต 

      (3) น าสารละลายในแต่ละ fraction ที่ได้ไประเหยตวัท าละลายออก แล้ว
น ามาทดสอบองคป์ระกอบทางเคมีด้วยทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี รวมส่วนที่เหมือนกนัเขา้เป็น 
fraction เดียวกนั ปล่อยใหแ้หง้จากนั้นชัง่น ้ าหนกัของแต่ละ fraction และค านวณหา %recovery 

         3.3.9.4 การทดสอบสารตา้นอนุมูลอิสระ  
                     เตรียมภาชนะส าหรับ develop ใชข้วดแกว้ทรงกระบอกที่สะอาด และมีฝาปิด 

ใส่กระดาษกรองบุไวด้า้นในของขวด ใส่ตวัท าละลาย ปิดฝาเพือ่ให้ภายในขวดอ่ิมตวัดว้ยไอของตวั
ท าละลาย แต้มสารโดยใช้หลอดแคปปิลารีบนแผ่น TLC ที่เส้นเร่ิมต้นจากนั้นน าแผ่น TLC ไป 
develope ในขวดที่เตรียม น าแผ่น TLC ออกจากภาชนะเม่ือตวัท าละลายเคล่ือนที่ถึงขอบด้านบน
ของ TLC แลว้ปล่อยให้ตวัท าละลายบนแผ่น TLC ระเหยจนแห้ง น าแผ่น TLC ไปส่องดว้ยไปส่อง
ดว้ยแสงอุลตร้าไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร ซ่ึงจะเห็นจุดสว่างเกิดขึ้น แล้ว
ฉีดพ่นดว้ย DPPH reagent ผลการทดสอบถา้เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระจะฟอกจางสีม่วงของ DPPH 
reagent 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง และอภิปราย 

 
การวิจัยในคร้ังน้ี มีว ัตถุประสงค์เพื่อศึกษาสารพฤกษเคมี เบื้ องต้น  การหาปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิก และปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดร์วม การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ คือ
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสะ และฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส ศึกษาองคป์ระกอบทางเคมี 
ของสารสกัดหยาบดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และน ้ ามัน
หอมระเหยดว้ยวธีิการกลัน่ดว้ยน ้ า จากส่วนเหงา้ของเนระพสีูไทย ซ่ึงมีผลการทดลองเป็นดงัน้ี 
 
4.1 การสกัด 
 สารสกดัหยาบเนระพสีูไทยจากวธีิการสกดัทั้ง 2 วธีิ คือวธีิการแช่หมกั และวธีิการกลัน่ดว้ย
น ้ า พบว่าสารสกัดหยาบเมทานอล มีร้อยละผลผลิต (% Yield) มากที่ สุด คือ ร้อยละ 7.0325                     
(ตารางที่ 4-1) ส าหรับน ้ าหนัก และลกัษณะทางกายภาพของสารสกดัหยาบที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย
ทั้ง 5 ชนิด แสดงในตารางที่ 4.1 และ ภาพที่ 4.1  
 
ตารางที่ 4-1  น ้ าหนกัสารสกดัหยาบ และร้อยละผลผลิต (%Yield) และลกัษณะทางกายภาพของสาร 
     สกดัหยาบจากเหงา้เนระพสีูไทย  
 

วิธีการสกัด 
ตัวท า
ละลาย 

น ้าหนักสาร  
ร้อยละ
ผลผลิต 

ลักษณะทางกายภาพ พืช 
(กรัม) 

สารสกัดหยาบ 
(กรัม) 

วธีิการแช่หมกั Hexane 1,100 1.5673 0.1425 ของเหลวหนืด สีเหลืองอ่อน 
(พชืแหง้บดละเอียด) CH2Cl2 1,100 3.9118 0.3556 ของเหลวหนืด สีเหลืองเขม้ 

 EtOAc 1,100 4.9349 0.4486 ของเหลวหนืด สีน ้ าตาล
อ่อน 

 MeOH 1,100 77.3577 7.0325 ของเหลวหนืด สีน ้ าตาลเขม้ 
วธีิการกลัน่ดว้ยน ้ า 
(พชืสด) 

H2O 8,000 2.9238 0.0365 ของเหลว สีเหลืองอ่อน 
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ภาพที่ 4-1 ลกัษณะทางกายภาพของสารสกดัหยาบเนระพสีูไทยที่สกดัดว้ยตวัท าละลาย 5 ชนิด  
 
4.2 การทดสอบทางพฤกษเคมีเบ้ืองต้น  

การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตน้ เป็นการทดสอบอยา่งหยาบ ๆ เพื่อใชค้าดคะเนว่าพืช
ที่น ามาทดสอบมีสารกลุ่มใดบา้งเป็นองค์ประกอบ ซ่ึงการทดสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตน้ของ
เนระพู สี ไทยนั้ น  แบ่ งก ารทดสอบสารทุ ติยภู มิ  ออกเป็น  10 ก ลุ่ม  ได้แ ก่  แอลคาลอยด ์                                
แอนทราควิโนน ฟลาโวนอยด์ คูมาริน แทนนิน โฟลบาแทนนิน เทอร์ปีนอยด์ สเตียรอยด ์                  
คาร์ดิแอคไกลโคไซด ์และซาโปนิน โดยอาศยัปฏิกิริยาการเกิดสีหรือตะกอน (Ayoola et al., 2008) 
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ตารางที่ 4-2 ผลการทดสอบทางพฤกษเคมีเบื้องตน้ของเนระพสีูไทย 
 

สารพฤกษเคมี 

สารสกัดหยาบเนระพูสีไทย 

หมายเหตุ 
เฮก

เซ
น 

ได
คล

อโ
รม

ีเท
น 

เท
ิลอ

ะซี
เต
ต 

เม
ทา
นอ

ล 

น ้า
มัน

หอ
มร

ะเห
ย 

แอลคาลอยด ์ - - - - - + ตะกอนสีแดงสม้ 
ฟลาโวนอยด ์ + + + + + + สารละลายสีเหลืองเขม้ 

แอนทราควโินน - - - - - + สารละลายสีชมพอูมแดง 
คูมาริน + + - - + + สารละลายสีเหลืองเขม้ 

ซาโปนิน - - + + - + เกิดฟองถาวรนาน 15 นาที 

แทนนิน - - - - - + สารละลายสีเขียวด า 

โฟลบาแทนนิน - - - - - + สารละลายสีเขียวด า 

เทอร์ปีนอยด ์ + - + + + + วงแหวน สีน ้ าต าลตรง
รอยต่อระหว่างสารสกัดกับ
ชั้นกรด 

สเตอร์รอยด ์ - + - + - + สารละลายสีน ้ าเงินเขียว 

คาร์ดิแอคไกลโคไซด ์ + + + + + + วงแหวน สีน ้ าต าลตรง
รอยต่อระหว่างสารสกัดกับ
ชั้นกรด 

 
หมายเหตุ (-)  คือ  Negative test  

    (+)  คือ  Positive test 
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การตรวจสอบสารสกัดหยาบจากเหง้าเนระพูสีไทย พบสารพฤกษเคมี 6 ชนิด คือ                 
ฟลาโวนอยด์ คูมาริน ซาโปนิน เทอร์ปีนอยด์ สเตียรอยด์ และคาร์ดิแอคไกลโคไซด์ โดยสารสกัด
หยาบชั้นเฮกเซนพบสารในกลุ่ม ฟลาโวนอยด ์คูมาริน  เทอร์ปีนอยด ์และคาร์ดิแอคไกลโคไซด ์สาร
สกดัหยาบชั้นไดคลอโรมีเทนพบสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ คูมาริน สเตียรอยด์ และ  คาร์ดิแอคไกล
โคไซด์ สารสกดัหยาบชั้นเอทิลอะซิเตตพบสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ ซาโปนิน เทอร์ปีนอยด์ และ  
คาร์ดิแอคไกลโคไซด์ สารสกดัหยาบชั้นเมทานอลพบสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ ซาโปนิน เทอร์
ปีนอยด์ สเตียรอยด ์และ คาร์ดิแอคไกลโคไซด ์และน ้ ามนัหอมระเหย พบสารในกลุ่มฟลาโวนอยด ์
คูมาริน เทอร์ปีนอยด ์และ คาร์ดิแอคไกลโคไซด ์ดงัแสดงในตารางที่ 4-2   
 
4.3 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม (Total Phenolic Content: TPC)  

การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม โดยใชว้ิธี Folin-Ciocalteu colorimetric เป็นวิธีที่
ดัดแปลงจาก Majhenic,  Skerget and Knez (2007) ซ่ึ งใช้กรดแกลลิก  (Gallic acid) เป็นสาร
มาตรฐาน พบว่าได ้กราฟมาตรฐานกรดแกลลิก (y = 0.08787x - 0.002 , R2 = 0.9992) ดงัแสดงใน
ภาพที่ 4-2 

 

 
 
ภาพที่ 4-2  กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร กบั 
  ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) 

y = 0.8787x - 0.002
R² = 0.9992

 -

 0.20

 0.40

 0.60

 0.80

 1.00

 -  0.20  0.40  0.60  0.80  1.00

ค่ า
กา
รดู
ดก

ลืน
แส

งท
ี่ 76

0 น
าโ
นเ
มต

ร

ความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

0

0
0 



45 
 

จากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก (y = 0.08787x - 0.002) สามารถน าไปค านวณหาปริมาณ            
ฟีนอลิกรวมของสารสกัดหยาบชั้ นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และ                       
น ้ ามนัหอมระเหย จากเหงา้เนระพูสีไทย ไดผ้ลดงัตารางที่ 4.3 โดยรายงาน ในหน่วยของมิลลิกรัม
สมมูลของกรดแกลลิกต่อน ้ าหนกัสารสกดัแหง้ 1 กรัม (mgGAE/g) 
 
ตารางที่ 4-3  ปริมาณฟีนอลิกรวม (Total Phenolic Content: TPC) ของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน  
     ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และน ้ ามนัหอมระเหยจากเหงา้เนระพสีูไทย  
 

สารสกัดหยาบจากเหง้าเนระพูสีไทย ปริมาณฟีนอลิกรวม (mgGAE /g extract) 
เฮกเซน 2.023±0.02 

ไดคลอโรมีเทน 2.901±0.03 
เอทิลอะซีเตต 5.202±0.02 
เมทานอล 2.604±0.14 

น ้ ามนัหอมระเหย 2.203±0.24 
 

 ผลการหาปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกดัหยาบจากเหงา้เนระพสีูไทยทั้ง 5 ชนิด พบว่า
สารสกดัหยาบชั้นเอทิลอะซิเตต มีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงที่สุด (5.202±0.02 mgGAE/g) รองลงมา
ได้แก่ สารสกัดหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน (2.901±0.03 mgGAE/g) สารสกัดหยาบชั้นเมทานอล 
(2.604±0.14 mgGAE/g) น ้ ามันหอมระเหย (2.203±0.24 mgGAE/g) และสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน 
(2.023±0.02 mgGAE/g) ตามล าดบั   
 
4.4 การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoids Content: TFC) 
 โดยใช้วิธี Aluminium trichloride (AlCl3) colorimetric เป็นวิธีที่ดัดแปลงจาก Arvouet-
Grand, Vennat, Pourrat and Legret (1994) ซ่ึงใชเ้คอร์ซิติน (Qurecetin) เป็นสารมาตรฐาน พบว่าได้
กราฟมาตรฐานสารละลายเคอร์ซิติน ดงัภาพที่ 4-4 (y=0.0464x - 0.0012, R2 = 0.9979) 
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ภาพที่ 4-3 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าการดูดกลืนแสงที่ 415 นาโนเมตร กบั 
                 ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน 
 
 จากกราฟมาตรฐานสารละลายเคอ ร์ซิติน  (y = 0.0464x - 0.0012) สามารถน าไป
ค านวณหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบจากเหง้าเนระพูสีไทยทั้ ง 5 ชนิด คือ                  
สารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และน ้ ามนัหอมระเหย ไดผ้ลดงั
ตารางที่ 4-4 โดยรายงานในหน่วยของมิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อน ้ าหนักสารสกดัแห้ง 1 กรัม 
(mgQE/g)   
 
ตารางที่ 4-4  ปริมาณฟลาโวนอยดร์วม (Total Flavonoids Content: TFC) ของสารสกดัหยาบชั้น 
     เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน  เอทิลอะซิเตต เมทานอล และน ้ามนัหอมระเหย  
      จากเหงา้เนระพสีูไทย  
 

สารสกัดหยาบจากเหง้าเนระพูสีไทย ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (mgQE/g extract) 
เฮกเซน 10.264±0.26 

ไดคลอโรมีเทน 6.701±0.43 
เอทิลอะซีเตต 21.586±3.02 
เมทานอล 33.638±1.27 

น ้ ามนัหอมระเหย 13.023±1.67 

y = 0.0464x - 0.0012
R² = 0.9979
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 จากผลการหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวมของสารสกัดหยาบจากเหงา้เนระพูสีไทยทั้ง 5 
ชนิด พบว่าสารสกดัหยาบชั้นเมทานอล มีปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงที่สุด (33.638±1.27 mgQE/g) 
รองลงมาได้แก่  สารสกัดหยาบชั้ นเอทิลอะซีเตต (21.586±3.02 mgQE/g) น ้ ามันหอมระเหย 
(13.023±1.67 mgQE/g) สารสกัดหยาบชั้นเฮกเซน (10.264±0.26 mgQE/g) และสารสกดัหยาบชั้น
ไดคลอโรมีเทน (6.701±0.43 mgQE/g) ตามล าดบั   
 
4.5 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH radical scavenging  
 เป็นวิธีที่ดัดแปลงจากวิธี ของ Braca, Sortino, Politi,  Morelli, and Mendez (2002) โดย
ใช้กรดแกลลิก (Gallic  acid) เป็นสารมาตรฐาน และวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517                  
นาโนเมตร ที่ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไดผ้ลการทดลองแสดงเป็นค่าร้อยละ
ของการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH Radical Inhibition) ดงัตารางที่ 4-5 และ ภาพที่ 4-4  
 
ตารางที่ 4-5  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ โดยวธีิ DPPH radical scavenging ของ 

       สารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic  acid) 
 

ความเข้มเข้มของสารสกัด 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

ร้อยละการต้านอนุมูลอสิระ  
(% DPPH free radical inhibition) 

625 64.90±0.01 
313 64.00±0.00 
156 54.93±0.00 
78 27.33±0.04 
39 17.17±0.03 
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ภาพที่ 4-4 ร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH free radical scavenging ของ 

   สารมาตรฐานกรดแกลลิก  
 
 การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบเนระพูสีไทยดว้ยตวัท าละลายชนิด
ต่าง ๆ  ท าการทดลองเช่น เดียวกับสารมาตรฐานกรดแกลลิก  พบว่า  ที่ความเข้มข้น  1,000 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สารสกดัหยาบชั้นเอทิลอะซีเตต มีร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH สูงที่สุด 
เท่ากบั 98.32±0.73 รองลงมาคือ สารสกดัหยาบชั้นเมทานอล (ร้อยละ 89.58±0.10 ) สารสกดัหยาบ
ชั้ น ไดคลอโรมี เทน  ( ร้อ ยละ  68.17±1.93) น ้ ามันหอมระ เห ย  (ร้อยละ  45.97±2.37) และ                     
สารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน (ร้อยละ 41.18±0.82) ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางที่ 4-6 และภาพที่ 4-5 
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ตารางที่ 4-6  ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ โดยวธีิ DPPH radical scavenging ของ 
       สารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และ 
       น ้ ามนัหอมระเหย จากเหงา้เนระพสีูไทย  
 

ความเข้มเข้มของสารสกัด 
(มิลลกิรัม/มิลลลิิตร) 

ร้อยละการต้านอนุมูลอสิระ (% DPPH free radical inhibition) 

เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตต 

1,000 41.18±0.82 68.17±1.93 98.32±0.73 
500 21.45±0.40 33.72±1.75 46.90±1.33 
250 11.51±2.86 17.31±0.59 24.12±3.51 
125 6.33±0.42 7.01±0.26 13.01±4.01 
63 3.29±1.95 2.92±0.80 5.36±0.29 

 
ความเข้มเข้มของสารสกัด 

(มิลลกิรัม/มิลลลิิตร) 
ร้อยละการต้านอนุมูลอสิระ (% DPPH free radical inhibition) 

เมทานอล น ้ามันหอมระเหย 

1,000 89.58±0.10 45.97±2.37 
500 35.72±0.39 23.02±0.43 
250 19.13±0.17 12.53±0.29 
125 9.73±0.10 5.69±0.55 
63 4.58±1.61 2.48±0.05 
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ภาพที่ 4-5 ร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ DPPH free radical scavenging ของ 

   สารสกดัหยาบเนระพสีูไทยดว้ยตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ 
 

4.6 การทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส (Anti-Ttyrosinase Aassay) โดยใช้ 

L-DOPA เป็นซับสเตรต 
การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส ดว้ยวธีิ Dopachrome เป็นวธีิที่

ดดัแปลงจาก Masuda, Yamashita, Takeda, and Yonemori (2005) ใชก้รดโคจิก (Kojic acid) เป็น
สารมาตรฐาน ไดผ้ลการทดลองดงัในตารางที ่4-7 ,4-8 และภาพที่ 4-6,4-7 
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ตารางที่ 4-7  ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรดโคจิก  
       โดยใช ้L-DOPA เป็นซบัสเตรต 
 

ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน  
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

ร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
(% Tyrosinase inhibition) 

62.5 80.39±1.04 
31.0 65.20±4.34 
15.5 42.22±5.45 

 

 
 
ภาพที่ 4-6  ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรดโคจิก  

     โดยใช ้L-DOPA เป็นซบัสเตรต 
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ตารางที่ 4-8  ร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารสกดัหยาบเนระพสีูไทย 
        ดว้ยตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ ที่ความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
        โดยใช ้L-DOPA เป็นซบัสเตรต 

 

สารสกัดหยาบ 
ร้อยละการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 

(% Tyrosinase inhibition) 

เฮกเซน -3.19±2.73 
ไดคลอโรมีเทน -9.68±5.03 
เอทิลอะซีเตต -20.52±3.89 
เมทานอล -13.34±7.57 

น ้ ามนัหอมระเหย -20.47±2.67 
 

จากผลการทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรด
โคจิก และสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตต เมทานอล และน ้ ามันหอม
ระเหย  โดยใช ้L-DOPA เป็นซบัสเตรต พบวา่ที่ความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบวา่ทุก
สารสกดัหยาบไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส 
 
4.7 การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของเหง้าเนระพูสีไทย 
 4.7.1 องคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน 

         การแยกสารสารหยาบชั้นเฮกเซน จ านวน 723.9 มิลลิกรัม มีลกัษณะเป็นสารสีเหลือง
อ่อน  ใช้วิ ธีการการแยกสารโดยเทคนิครงเลขผิวบางแบบเหวี่ยง (Centrifugal Thin-Layer 
Chromatography) เก็บ fraction ได้ทั้งหมด 25 fractions รวม fraction ที่มีรูปแบบ TLC เหมือนกัน
ได้ทั้ งห ม ด  9  fractions   %recovery เท่ ากับ  91.26%  ท ดสอบก าร เรือ งแส งภ ายใต้แส ง                                
อุลตร้าไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร และทดสอบสารตา้นอนุมูลอิสระบนแผน่ TLC ผล
การทดลองแสดงดงัตารางที่ 4-9 
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ตารางที่ 4-9 ผลการแยกสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน (TC-hexane)  จ านวน 723.9 มิลลิกรัม 
 

กลุ่มสาร 
น ้าหนักสาร 
(มิลลกิรัม) ร้อยละผลผลิต 

การเรืองแสง UV 
λ = 254 nm 

การทดสอบสาร
ต้านอนุมูลอิสระ 

TC-hexane-F1 86.8 11.99 √ - 
TC-hexane-F2 44.9 6.20 √ + 
TC-hexane-F3-s 6.2 0.86 X - 
TC-hexane-F3-f 105.2 14.53 √ + 
TC-hexane-F4-s 8.3 1.15 X - 
TC-hexane-F4-f 268.6 37.10 √ + 
TC-hexane-F5-s 5.1 0.70 X + 
TC-hexane-F5-f 78.1 10.79 √ + 
TC-hexane-F6 57.4 7.93 X - 

%recovery = 91.26   
หมายเหตุ  X = ไม่เรืองแสงภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร 
 √= เรืองแสงภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร 

- = ไม่เกิดจุดฟอกจางสีม่วงของ DPPH reagent บน TLC  
+ = เกิดจุดฟอกจางสีม่วงของ DPPH reagent บน TLC 
 

 จากตารางที่ 4-8 มีสารเพียง 1 สารที่เป็นสารบริสุทธ์ิ คือ สาร TC-hexane-F5s จึงน าสาร
ไปการพิสูจน์โครงสร้าง ด้วยเทคนิค 1H-NMR  ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 4-8 และวิเคราะห์หมู่
ฟังกช์นัโดยเทคนิค IR ไดผ้ลการทดลองดงัภาพที่ ภาพที่ 4-9 
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ภาพที่ 4-7 สเปกตรัมของสาร TC-hexane-F5s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยเทคนิค 1H NMR 
 
ตารางที่ 4-10 ผลการวเิคราะห์โครงสร้าง myristic acid (IV-1) โดยเทคนิค 1H NMR เปรียบเทียบกบั 
      สาร myristic acid ที่เคยรายงาน  
 

ต าแหน่ง myristic acid myristic acid (IV-1) 

2 2.325 (t,2H) 2.387-2.349 (t,2H, J=15.2 Hz) 

3-13 
1.2575 (m,22H) 
1.6104 (m,22H) 

1.319-1.273 (m,22H, J=21.6 Hz) 
1.670-1.616 (d,22H, J=18.4 Hz) 

14  0.8622 (t,3H)  0.915-0.882 (t,3H, J=13.2 Hz) 
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ภาพที่ 4-8 สเปกตรัมของสาร TC-hexane-F5s ไดจ้ากเคร่ือง IR 
 
ตารางที่ 4-11 ผลการวเิคราะห์หมู่ฟังกช์นัของสาร TC-hexane-F5s โดยเทคนิค IR 
 

ความถี ่ หมู่ฟังก์ชัน 
1,736.19 C=O 
2,850.00-2,918.26 -CH 

 
ผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่า สาร TC-Heaxae-F5s คือ myristic acid (IV-1) ดังแสดง

ในภาพที่  4-8 มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว น ้ าหนัก 5.1 มิลลิกรัม ยืนยนัโครงสร้างได้จากการ
เปรียบเทียบโครมาโทแกรม 1H-NMR กบั ผลการวเิคราะห์หมู่ฟังกช์นั  

 

 
            (IV-1)       

  
ภาพที่ 4- 9 โครงสร้าง myristic acid (IV-1) 

OH

O
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 4.7.2 องคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน 
             การแยกสารสารหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน จ านวน 801.9 มิลลิกรัม มีลกัษณะเป็น

สารสีเหลืองอ่อน ใช้วิธีการการแยกสารโดยเทคนิครงเลขผิวบางแบบเหวี่ยง (Centrifugal Thin-
Layer Chromatography) เก็บ  fraction ได้ทั้ งหมด 49 fractions รวม  fraction ที่ มี รูปแบบ  TLC 
เห มือนกัน ได้ทั้ งหมด  21 fractions (TC-CH2Cl2-F1-TC-CH2Cl2-F21) และ % recovery เท่ ากับ 
94.59% ผลการทดลองแสดงดงัตารางที่ 4-11 
 
ตารางที่ 4-12 ผลการแยกสารสกดัหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน (TC-CH2Cl2)  จ านวน 801.9 มิลลิกรัม 
 

กลุ่มสาร 
น ้าหนักสาร 
(มิลลกิรัม) 

ร้อยละผลผลิต 
การเรืองแสง 
UV λ = 254 

nm 

การทดสอบสาร
ต้านอนุมูล
อิสระ 

TC-CH2Cl2-F1 11.00 1.37 √ + 
TC-CH2Cl2-F2 16.50 2.06 √ + 
TC-CH2Cl2-F3 105.00 13.09 √ + 
TC-CH2Cl2-F4 15.00 1.87 √ + 
TC-CH2Cl2-F5 85.00 10.60 √ + 
TC-CH2Cl2-F6 89.30 11.14 √ + 
TC-CH2Cl2-F7 30.80 3.84 √ + 
TC-CH2Cl2-F8 82.00 10.23 √ + 
TC-CH2Cl2-F9 25.60 3.19 √ + 
TC-CH2Cl2-F10 11.40 1.42 √ + 
TC-CH2Cl2-F11 12.00 1.50 X - 
TC-CH2Cl2-F12 1.80 0.22 X - 
TC-CH2Cl2-F13 8.30 1.04 √ + 
TC-CH2Cl2-F14 18.70 2.33 √ + 
TC-CH2Cl2-15 28.40 3.54 √ + 
TC-CH2Cl2-F16 24.90 3.11 √ + 
TC-CH2Cl2-F17 43.20 5.39 √ + 
TC-CH2Cl2-F18 19.70 2.46 √ + 
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ตารางที่ 4-12 (ต่อ)     
     

กลุ่มสาร 
น ้าหนักสาร 
(มิลลกิรัม) 

ร้อยละผลผลิต 
การเรืองแสง 
UV λ = 254 

nm 

การทดสอบสาร
ต้านอนุมูล
อิสระ 

TC-CH2Cl2-F19 24.10 3.01 X - 
TC-CH2Cl2-F20 105.80 13.19 X - 

%recovery = 94.59   
หมายเหตุ  X = ไม่เรืองแสงภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร 

√= เรืองแสงภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร 
- = ไม่เกิดจุดฟอกจางสีม่วงของ DPPH reagent บน TLC  
+ = เกิดจุดฟอกจางสีม่วงของ DPPH reagent บน TLC 

 
   4.7.2.1 การลา้งผลึกที่ไดจ้ากสารในกลุ่ม TC-CH2Cl2-F2, TC-CH2Cl2-F3, TC-CH2Cl2-F4, 

TC-CH2Cl2-F6, TC-CH2Cl2-F7, TC-CH2Cl2-F8, TC-CH2Cl2-F9, TC-CH2Cl2-F11, TC-CH2Cl2-F15, 
TC-CH2Cl2-F16, TC-CH2Cl2-F17, TC-CH2Cl2-F19, TC-CH2Cl2-F20, TC-CH2Cl2-F21 เม่ือลา้งผลึก
แลว้ น าสารที่ไดไ้ประเหยแหง้ จากนั้นวเิคราะห์โครงสร้างสร้างดว้ยเทคนิค 1H NMR และ                                  
13C NMR ผลการทดลองแสดงดงัตารางที่ 4-11 และ ภาพที่ 4-11 ถึง ภาพที่ 4-12 
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ตารางที่ 4-13 ผลการวเิคราะห์องคป์ระกอบของสาร  TC-CH2Cl2-F2s, TC-CH2Cl2-F3s,  
         TC-CH2Cl2-F4s, TC-CH2Cl2-F6s, TC-CH2Cl2-F7s, TC-CH2Cl2-F8s, 
         TC-CH2Cl2-F9s, TC-CH2Cl2-F11s, TC-CH2Cl2-F15s, TC-CH2Cl2-F17s, 
         TC-CH2Cl2-F19s, และ TC-CH2Cl2-F20s  
 

กลุ่มสาร 
น ้าหนักสาร 
(มิลลกิรัม) 

โครงสร้างสาร 

TC-CH2Cl2-F2s 16.50 ของผสมระหวา่ง Stigmasterol และ sitosterol  
ของผสมระหวา่ง Stigmasterol และ sitosterol  TC-CH2Cl2-F3s 142.00 

TC-CH2Cl2-F4s 19.00 - 
TC-CH2Cl2-F6s 60.00 - 
TC-CH2Cl2-F7s 1.70 - 
TC-CH2Cl2-F8s 9.90 - 
TC-CH2Cl2-F9s 13.70 - 
TC-CH2Cl2-F11s 0.90 - 
TC-CH2Cl2-F15s 10.00 - 
TC-CH2Cl2-F16s 0.80 - 
TC-CH2Cl2-F17s 25.00 เป็นสารที่มีโครงสร้าง แบบ Taccalonolide A 
TC-CH2Cl2-F19s 1.20 - 
TC-CH2Cl2-F20s 65.00 - 
 
หมายเหตุ (-)  ไม่สามารถวเิคราะห์โครงสร้างไดเ้น่ืองจากสารมีปริมาณนอ้ย 
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ภาพที่ 4-10 สเปกตรัมของสาร TC-CH2Cl2-F2s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
 

  
ภาพที่ 4-11 สเปกตรัมของสาร TC-CH2Cl2-F3s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
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ภาพที่ 4-12 สเปกตรัมของสาร TC-CH2Cl2-F17s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
 
ตารางที่ 4-14 ผลการวเิคราะห์โครงสร้างของผสมระหวา่ง beta-sitosterol (IV-2) และ 

        Sitgmasterol (IV-3) โดยเทคนิค 1H NMR 
 
ต าแหน่ง Stigmasterol beta-Sitosterol TC-CH2Cl2-F2s  

3 3.51  
(tdd,1H, J=4.5,4.2,3.8 Hz) 

3.53  
(tdd,1H, J=4.5,4.2,3.8 Hz) 

3.52 (m, 2H) 

19 0.91 (d,3H,J=6.2 Hz) 0.93 (d,3H,J=6.5 Hz) 1.1 (m, 8H) 

20 4.98 (m,1H)  - 5.012 (m,1H) 
21 5.14 (m,1H)  - 5.15 (m,1H) 
24 0.83 (t,3H, J=7.1 Hz) 0.84 (t,3H, J=7.2 Hz) 1.01 (m,10H) 
26 0.82 (d,3H,J=6.6 Hz) 0.83 (d,3H,J=6.4 Hz) 0.92  (m,16H) 

27 0.80 (d,3H,J=6.6 Hz) 0.81 (d,3H,J=6.4 Hz) 0.82 (m,15H) 
28 0.17 (s,3H) 0.68 (s,3H) 0.69 (d, 6H, J=7.4) 
29 1.03 (s,3H) 1.01 (s,3H) 1.25 (s,7H) 
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ภาพที่ 4-13 สเปกตรัมของสาร TC-CH2Cl2-F17s ไดจ้ากเคร่ือง IR 
 
ตารางที่ 4-15 ผลการวเิคราะห์หมู่ฟังกช์นัของสาร TC- CH2Cl2-F17s โดยเทคนิค IR 
 

ความถี ่ หมู่ฟังก์ชัน 
1,736.19 C=O 
2,850.00-2,918.26 -OH 

 
          จากการศึกษาส่วนประกอบทางเคมีของเหงา้เนระพสีูไทย สามารถแยกสารบริสุทธ์ิ
จากสารสกดัหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน ไดจ้  านวน 3 ชนิด ดงัน้ี 
           4.7.2.1 ของผสมระหวา่ง beta-sitosterol (IV-2) และ Sitgmasterol (IV-3) 
                        Fraction TC-CH2Cl2-F2 และ TC-CH2Cl2-F3-1 มีลักษณะเป็นผลึกรูปเข็ม 
สีขาว น ้ าหนัก 15 มิลลิกรัม ยนืยนัโครงสร้างไดจ้ากการเปรียบเทียบ TLC และ 1H-NMR กบัสารที่
เคยแยกไดใ้นสารสกดัจากธรรมชาติและสอดคลอ้งกบัขอ้มูลที่มีผูร้ายงานไว ้จึงสรุปไดว้่าเป็นของ
ผสมระหวา่ง beta-sitosterol (IV-2) และ Sitgmasterol (IV-3) ดงัแสดงในภาพที่ 4-15 
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HO       
            (IV-2)                                                                   (IV-3) 

 
ภาพที่ 4-14 โครงสร้างของ beta-sitosterol (IV-2) และSitgmasterol (IV-3)  
 
           4.7.2.2 Fraction TC-CH2Cl2-F17-1  
                        Fraction TC-CH2Cl2-F17-1 มี ลักษณะเป็นของแข็งสีขาว น ้ าหนัก  25 
มิลลิกรัม ยืนยนัโครงสร้างดว้ยเทคนิค 1H-NMR พบว่าโครงสร้างของสาร TC-CH2Cl2-F17-1 เป็น
สารในกลุ่ม Taccalonolide  แต่ไม่สามารถพสูิจน์หาโครงสร้างที่แทจ้ริงได ้เน่ืองจากสารที่แยกไดมี้
ปริมาณนอ้ยมาก  
 4.7.2 องคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัหยาบชั้นเอทิลอะซีเตต 

            การแยกสารสารหยาบชั้นเอทิลอะซีเตต  จ  านวน 617.8 มิลลิกรัม มีลกัษณะเป็นสาร
สีน ้ าตาลอ่อน ใช้วิธีการการแยกสารโดยเทคนิครงเลขผิวบางแบบเหวี่ยง (Centrifugal Thin-Layer 
Chromatography) เก็บ fraction ได้ทั้งหมด 27 fractions รวม fraction ที่มีรูปแบบ TLC เหมือนกัน
ไดท้ั้งหมด 14 fractions (TC-EtOAc-F1- TC-EtOAc-F14) และ %recovery เท่ากบั 76.10% ทดสอบ
การเรืองแสงภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร และทดสอบสารตา้น
อนุมูลอิสระบนแผน่ TLC ผลการทดลองแสดงดงัตารางที่ 4-16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HO
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ตารางที่ 4-16 ผลการแยกสารสกดัหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน (TC- EtOAc) จ านวน 723.9 มิลลิกรัม 
 

กลุ่มสาร 
น ้าหนักสาร  
(มิลลกิรัม) ร้อยละผลผลิต 

การเรืองแสง UV  
λ = 254 nm 

การทดสอบสาร
ต้านอนุมูลอิสระ 

TC-EtOAc-F1 18.00 2.91 √ - 
TC-EtOAc-F2 19.60 3.17 X - 
TC-EtOAc-F3 22.40 3.63 X - 
TC-EtOAc-F4 7.20 1.17 √ - 
TC-EtOAc-F5 10.20 1.65 √ - 
TC-EtOAc-F6 28.60 4.63 √ + 
TC-EtOAc-F7 30.20 4.89 √ + 
TC-EtOAc-F8 53.90 8.72 √ + 
TC-EtOAc-F9 32.50 5.26 √ + 
TC-EtOAc-F10 111.50 18.05 √ + 
TC-EtOAc-F11 42.30 6.85 √ + 
TC-EtOAc-F12 13.20 2.14 √ + 
TC-EtOAc-F13 55.80 9.03 √ - 
TC-EtOAc-F14 25.30 4.10 √ + 

%recovery = 76.19   
 
หมายเหตุ  X = ไม่เรืองแสงภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร 
 √ = เรืองแสงภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร 

- = ไม่เกิดจุดฟอกจางสีม่วงของ DPPH reagent บน TLC  
+ = เกิดจุดฟอกจางสีม่วงของ DPPH reagent บน TLC 

 
          จากการศึกษาส่วนประกอบทางเคมีของเหงา้เนระพูสีไทย โดยติดตามแยกสารตาม
การฟอกจางสีของสารละลาย DPPH สามารถแยกสารบริสุทธ์ิจากสารสกดัหยาบชั้นเอทิลอะซีเตต 
ไดจ้  านวน 1 ชนิด ดงัน้ี  Fraction TC-EtOAc-F6-3  
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ภาพที่ 4-15 สเปกตรัมของสาร TC-EtOAc-F6-3 ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
 

 
ภาพที่ 4-16 สเปกตรัมของสาร TC-EtOAc-F6-3 ไดจ้ากเคร่ือง IR 
 

ไม่สามารถพิสูจน์หาโครงสร้างที่แทจ้ริงได ้เน่ืองจากสารที่แยกไดมี้ปริมาณน้อยมาก เม่ือ
น าสารไปทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระพบวา่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ  
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บทที่ 5 

สรุปผลการวจิัย และข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวจิยั 
 สารสกดัหยาบเนระพูสีไทยจากวิธีการสกดัทั้ง 2 วธีิ คือวิธีการแช่หมกั และวิธีการกลัน่
ดว้ยน ้ า พบว่าสารสกดัหยาบชั้นเมทานอล มีร้อยละผลผลิต (% Yield) มากที่สุด คือ ร้อยละ 7.0325 
รองลงมาไดแ้ก่ สารสกดัหยาบชั้นเอทิลอะซีเตต (ร้อยละ 4.9349) สารสกดัหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน 
(ร้อยละ 3.9118) สารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน (ร้อยละ 1.5673) และน ้ ามนัหอมระเหย (ร้อยละ 2.9238) 
 การตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องต้นโดยทดสอบจากปฏิกิริยาการเกิดสี และการ
ตกตะกอน ของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และน ้ ามนัหอม
ระเหย จากเหงา้เนระพูสีไทย พบพฤกษเคมี 6 ชนิด คือ ฟลาโวนอยด์  มาริน ซาโปนิน เทอร์ปีนอยด ์
สเตียรอยด์ และคาร์ดิแอคไกลโคไซด์ โดยสารสกดัหยาบชั้น เฮกเซนพบสารในกลุ่มฟลาโวนอยด ์  
คูมาริน เทอร์ปีนอยด ์และคาร์ดิแอคไกลโคไซด์ สารสกดัหยาบชั้นไดคลอโรมีเทนพบสารในกลุ่ม 
ฟลาโวนอยด์ คูมาริน สเตียรอยด์ และคาร์ดิแอคไกลโคไซด์ สารสกัดหยาบชั้นเอทิลอะซิเตตพบ                                          
สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ ซาโปนิน เทอร์ปีนอยด์ และ คาร์ดิแอคไกลโคไซด์ สารสกดัหยาบชั้น                  
เมทานอลพบสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ ซาโปนิน  เทอร์ปีนอยด์ สเตียรอยด์ และคาร์ดิแอคไกล-                  
โคไซด์ และน ้ ามันหอมระเหยพบสารในกลุ่ม  ฟลาโวนอยด์  คูมาริน  เทอร์ปีนอยด์ และ                            
คาร์ดิแอคไกลโคไซด์ ซ่ึงผลการทดลองสอดคลอ้งกบัการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของ Akhito 
Yokosuka ที่พบสาร Spirostanol Saponin ซ่ึงเป็นสารในกลุ่มซาโปนิน (Akhito et al., 2002) April 
L. Risinger พบสาร taccalonolides ซ่ึงเป็นสารกลุ่มสเตียรอยด์ และ taccabulin A ซ่ึงเป็นสารกลุ่ม                 
ฟ ล าโวน อ ยด์  (April  et al., 2013) แล ะ  Jiangnan Peng พบ ส าร  Evelynin ซ่ึ ง เป็ น ส ารใน                            
กลุ่มฟลาโวนอยด ์(Jiangnan  et al., 2010)  
 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม  ด้วยวิธี Folin-Ciocaltue ใช้กรดแกลลิก (Gallic  
acid) เป็นสารมาตรฐาน พบว่าสารสกัดหยาบชั้นเอทิลอะซิเตตมีปริมาณฟีนอลิกรวมสูงที่สุด 
(5.202±0.02 mgGAE/g) รองลงมาไดแ้ก่ สารสกดัหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน (2.901±0.03 mgGAE/g) 
สารสกัดหยาบชั้นเมทานอล (2.604±0.14 mgGAE/g) น ้ ามันหอมระเหย (2.203±0.24 mgGAE/g) 
และสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน (2.023±0.02 mgGAE/g) ตามล าดบั การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม 
ด้วยวิ ธี  Aluminium trichloride (AlCl3)  colorimetric โดยใช้ เคอ ร์ซิ ติ น  (Qurecetin) เป็ น ส าร
มาตรฐาน พบว่าสารสกัดหยาบชั้นเมทานอล มีปริมาณฟลาโวนอยด์รวมสูงที่สุด (33.638±1.27 
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mgQE/g) รอ งล งม าได้ แ ก่  ส ารส กัดห ยาบ ชั้ น เอ ทิ ล อ ะ ซี เต ต  (2 1 .5 86±3 .02  mgQE/g)                                 
น ้ ามันหอมระเหย (13.023±1.67 mgQE/g) สารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน (10.264±0.26 mgQE/g) และ
สารสกัดหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน (6.701±0.43 mgQE/g) ตามล าดับ  จากผลการทดลองพบว่ามี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมค่อนขา้งสูง ซ่ึงให้ผลตรงกบั
การตรวจสอบพฤกษเคมีเบื้องต้นที่ตรวจพบสารในกลุ่มของฟีนอลิก ได้แก่ ฟลาโวนอยด ์               
ซาโปนิน คูมาริน และคาร์ดิแอคไกลโคไซด์ และยงัสอดคลอ้งกบัการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมี
ของ April L. Risinger พบสาร taccabulin A ซ่ึงเป็นสารกลุ่มกลุ่มฟลาโวนอยด์ (April et al., 2013) 
และ Jiangnan Peng พบสาร Evelynin ซ่ึงเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ (Jiangnan et al., 2010) ซ่ึง
สารทั้ง 2 ชนิดจดัเป็นสารประกอบฟีนอลิก 
 เม่ือน าสารสกดัหยาบเนระพูสีไทยที่สกดัดว้ยตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ ไปทดสอบฤทธ์ิการ
ต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธีการทดสอบการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH พบว่าที่ความเข้มข้น 625 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สารสกดัหยาบดว้ยเอทิลอะซีเตต มีร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH สูงสุด 
(ร้อยละ 58.700±0.01) ซ่ึงออกฤทธ์ิได้ใกล้เคียงกับสารมาตรฐานกรดแกลลิก ซ่ึงมีค่าร้อยละการ
ก าจดัอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ ร้อยละ 64.900±0.00 ทั้งน้ีสามารถอธิบายได้ว่าการยบัย ั้งอนุมูล
อิสระ DPPH ของสารสกัดหยาบด้วยเอทิลอะซีเตต เป็นผลมาจากการพบสารประกอบฟีนอลิก 
และฟลาโวนอยด์รวมในปริมาณสูง เน่ืองจากสารต้านอนุมูลอิสระที่ เคยมีรายงานมักจะเป็น
สารประกอบในกลุ่มสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ เม่ือมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
และฟลาโวนอยด์มาก ร้อยละการยบัย ั้งอนุมูลอิสระจะมากขึ้ นด้วย (Kim et al., 2005) และจาก
การศึกษาความสัมพันธ์ของปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม และฤทธ์ิการต้านปฏิกิริยา
ออกซิเดชนั โดยวธีิการทดสอบการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH จากพืชวงศอ่ื์นๆ ที่เคยมีรายงาน พบว่า
พืชที่มีสารประกอบฟีนอลิกรวมสูงสุดจะมีฤทธ์ิยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH สูง เช่นพืชในวงศ์ขิง                   
เป็นตน้ (Chan et al., 2008) 

ผลการทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสของสารมาตรฐาน                       
กรดโคจิก  และสารสกัดหยาบชั้ นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตต เมทานอล และ                            
น ้ ามนัหอมระเหย โดยใช ้L-DOPA เป็นซบัสเตรต พบวา่ที่ความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
พบวา่ทุกสารสกดัหยาบไม่มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งท  างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส 

การวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน สามารถแยกองคป์ระกอบ
ให้บริสุทธ์ิได ้สาร 1 ชนิด คือ myristic acid โดยจากการศึกษารายงานวิจยัของ G. E. Henry เร่ือง
ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และฤทธ์ิต้านการอักเสบจากกรดไขมันที่พบในอาหาร มีรายงานว่า                        
myristic acid นั้น มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ร้อยละ 71 (Geneive, Rafikali, Muraleedharan, & David, 
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2002) และสารสกดัหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน พบของผสมระหวา่ง beta-sitosterol และ Sitgmasterol 
ซ่ึงไม่ออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ นอกจากน้ียงัพบสาร TC-CH2Cl2-F17s มีลกัษณะเป็นของแขง็สีขาว 
น ้ าหนัก 25 มิลลิกรัม ยนืยนัโครงสร้างด้วยเทคนิค 1H-NMR พบว่าโครงสร้างของสาร TC-CH2Cl2-
F17s เป็นสารในกลุ่ม Taccalonolide (April  et al., 2013) แต่ไม่สามารถพิสูจน์หาโครงสร้างที่
แทจ้ริงได้ เน่ืองจากสารที่แยกได้มีปริมาณน้อยมาก  เม่ือน าสารไปทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ
พบวา่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ  
 
5.2 ข้อเสนอแนะ  

1. ในการตรวจสอบสารพฤกษเคมีเบื้องตน้ และการทดสอบฤทธ์ิอนุมูลอิสระของสารสกดั
หยาบเนระพสีูไทยท าใหท้ราบขอ้มูลเบื้องตน้ที่เป็นประโยชน์  

2. การวิจยัต่อไปควรศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ เพื่อเป็นขอ้มูลที่สนับสนุนการพฒันา
สมุนไพรมาใชแ้ทนยาแผนปัจจุบนัในการรักษาโรค หรือฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ และเคร่ืองส าอาง
ต่อไป 
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1. การค านวณร้อยละผลผลิต (% Yield) 
จากสูตรการค านวณ 

                     น ้ าหนกัของสารสกดัหยาบ     
                 น ้ าหนกัตวัอยา่ง 

ตวัอยา่งการค านวณร้อยละผลผลิตของสารสกดัหยาบเนระพสีูไทยชั้นเฮกเซน 
น ้ าหนกัของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน เท่ากบั 1.5673 กรัม 
น ้ าหนกัของเหงา้เนระพสีูไทยแหง้ เท่ากบั 1,100 กรัม 
แทนค่า              น ้ าหนกัของสารสกดัหยาบ     

                 น ้ าหนกัตวัอยา่ง 
                      1.5673 กรัม 
           1,000 กรัม 

          %Yield   =     0.1425 
ดงันั้นสารสกดัหยาบเนระพสีูไทยชั้นเฮกเซน มีร้อยละผลผลิต เท่ากบั 0.1425 

 
ตารางที่ ก-1 น ้ าหนกัของเหงา้เนระพสีูไทย น ้ าหนกัสารสกดัหยาบ และร้อยละผลผลิต  
 

วิธีการสกัด ตัวท าละลาย 
น ้าหนักสาร  

ร้อยละผลผลิต 
พืช (g) ส่วนสกัดหยาบ (g) 

วธีิการแช่หมกั เฮกเซน 1,100 1.5673 0.1425 
(พชืแหง้บดละเอียด) ไดคลอโรมีเทน 1,100 3.9118 0.3556 

 เอทิลอะซีเตต 1,100 4.9349 0.4486 
 เมทานอล 1,100 77.3577 7.0325 

วธีิการกลัน่ดว้ยน ้ า 
(พชืสด) 

น ้ ามนัหอมระเหย 8,000 2.9238 0.0365 

 
 
 
 
 
 

X   100 %Yield   = 

X   100 %Yield   = 

X   100 %Yield   = 
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2. การเตรียมสารละลายที่ใช้ในการทดสอบสารพฤกษเคมีเบ้ืองต้น  
2.1.1 Dragendroff’s reagent 

       เตรียมโดยละลายบิทมัสไนเตรต 8 กรัม  ในสารละลายกรดไนตริกเข้มข้น 12 
มิลลิลิตร แล้วผสมกบัโพแทสเซียมไอโอไดด์ 27 กรัม ในน ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตร
ดว้ยน ้ ากลัน่เป็น 100 มิลลิลิตร 
 2.2.2 สารละลายเฟอริก (III) คลอไรด ์ร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมาตร  

             เตรียมโดยชั่ง เฟอริก (III) คลอไรด์ จ  านวน 0.1 กรัม ปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลั่น 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  2.2.3 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 6 โมลาร์  
           เตรียมโดยชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ จ  านวน 2.4 กรัม ปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลั่น 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
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3. การเตรียมสาร และการค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิรวม (Total Phenolic Content) 
3.1 การเตรียมสารละลายที่ใชใ้นการทดสอบ 
      3.1.1 สารละลาย Folin-Ciocalteu โดยเจือจางเป็น 1:10 (ร้อยละโดยปริมาตร/ปริมาตร) 

ดว้ยน ้ ากลัน่ 
      3.1.2 สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต  (Na2CO3) ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 โดยมวล/

ปริมาตร) โดยชัง่โซเดียมคาร์บอเนต 1.250 กรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตร 
      3.1.3 สารละลายกรดแกลลิก (Gallic acid) ที่มีความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ในเอทานอล โดยชัง่กรดแกลลิก 0.025 กรัม ละลายในตวัท าละลายเอทานอล 25 มิลลิลิตร จากนั้น
เจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ 75.00 - 0.146 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เพือ่ใชใ้นการสร้างกราฟมาตรฐาน 

      3.1.4 สารละลายตวัอยา่งในตวัท าละลายเอทานอล เขม้ขน้ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดย
ชัง่สารตวัอยา่ง 50 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอล 1 มิลลิลิตร 
 3.2 การค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม  

       3.2.1 การสร้างกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก โดยผสมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 
(ความเขม้ขน้ 75.00 - 0.146 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กับสารละลาย Folin-
ciocalteu reagent ความเขม้ขน้ 10 ร้อยละโดยปริมาตร/ปริมาตร ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร ให้เขา้กัน 
บ่มที่ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้ นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความ
เขม้ขน้ 2.5 ร้อยละโดยมวลปริมาตร ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กัน บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็น
เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 760  นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง 
UV-Vis spectrophotometer ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า สร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์
ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร กบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก 
หาสมการเสน้ตรง และค่า R2 จากกราฟมาตรฐาน 
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ตารางที่ ค-1 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) 
 

ความเข้มข้นของ 
สารมาตรฐานกรดแกลลิก  
(ไมโครกรัม/มิลลลิิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่760 นาโนเมตร 
เฉลี่ย 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

0.938 0.776 0.856 0.822 0.818 
0.469 0.426 0.410 0.433 0.423 
0.234 0.186 0.199 0.205 0.197 
0.117 0.091 0.101 0.085 0.092 
0.059 0.046 0.048 0.049 0.048 
0.029 0.034 0.033 0.030 0.032 

 

 
 

กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิก ไดส้มการ y = 0.08787x - 0.002, R2 = 0.9992 
 

ภาพที่ ค-1  กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าการดูดกลืนแสงที ่760 นาโนเมตร กบั 
   ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) 
 

y = 0.8787x - 0.002
R² = 0.9992
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3.2.2 การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของสารสกดัหยาบเนระพูสีไทย โดยผสม
สารสกัดหยาบ (ความเข้มข้น 10.00 - 0.625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กับ
สารละลาย Folin-ciocalteu reagent ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ปริมาตร 1.8 
มิลลิลิตร ให้เขา้กนั บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 
(Na2CO3) ความเขม้ขน้ร้อยละ 2.5 โดยมวลต่อปริมาตร ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั บ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเป็นเวลา 20 นาที จากนั้ นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 760                         
นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer และหาปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกดัหยาบ
จากกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก ในหน่วยมิลลิกรัมของกรดแกลลิก ต่อน ้ าหนักสารสกดัแหง้ 1 กรัม 
(Gallic acid equivalents, mg GAE/g dried extract) 
 
ตารางที่ ค-2 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 760 นาโนเมตร ที่ใชใ้นการค านวณหาปริมาณฟีนอลิกรวมของ 

      สารสกดัหยาบจากเนระพสีูไทย 
 

สารสกัดหยาบ 
เนระพูสีไทย 

ความเข้มข้น ค่าการดูดกลืนแสงที ่760 นาโนเมตร 

เร่ิมต้น 
 (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

สุดท้าย  
(มิลลกิรัม/มิลลลิิตร) 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

เฮกเซน 2.50 0.25 0.440 0.450 0.440 
ไดคลอโรมีเทน 2.50 0.25 0.635 0.642 0.629 
เอทิลอะซีเตต 1.25 0.13 0.570 0.570 0.570 
เมทานอล 2.50 0.25 0.600 0.570 0.540 
น ้ ามนัหอมระเหย 2.50 0.25 0.510 0.520 0.420 
 

3.2.3 การหาปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกดัหยาบเนระพสีูไทยในตวัท าละลายชนิดต่างๆ 
ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อน ้ าหนกัสารสกดัแหง้ 1 กรัม (mgGAE/g) โดยการน าค่า
การดูดกลืนแสงที่ไดม้าแทนในสมการเสน้ตรงที่ไดจ้ากกราฟมาตรฐาน 
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ตวัอยา่งการค านวณ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน 
 ค่าดูดกลืนแสงคร้ังที่ 1 ของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน เท่ากบั 0.440 

จากสมการ    y = 0.08787x - 0.002 
  แทนค่า          y = 0.441 

 0.441 = 0.08787x - 0.002 
        x = 0.5030 

 ดังนั้ นสารสกัดหยาบชั้ นเฮกเซนความเข้มข้น 0.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  มีปริมาณ
สารประกอบ ฟีนอลิกรวมเท่ากบั 0.5030 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือ 0.0005 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

3.2.4 การค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในหน่วย mgGAE/g 
สารสกดัตวัอยา่ง 0.25 mg        มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก    0.0005 mg/mL 
ถา้สารสกดัตวัอยา่ง 1,000 mg  มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก 0.0005 mg/mL x 1,000 mg 
       0.25 mg 
          =   2.0120 mgGAE/g 

ดังนั้ น  สารสกัดหยาบชั้ นเฮกเซนมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม เท่ากับ  2.0120 
มิลลิกรัมของกรดแกลลิก ต่อน ้ าหนกัสารสกดัแหง้ 1 กรัม 
 
ตารางที่ ค-3 ปริมาณฟีนอลิกรวม (Total Phenolic Content) ของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน 

       ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และน ้ ามนัหอมระเหยจากเหงา้เนระพสีูไทย 
        

สารสกัดหยาบ 
ความเข้มข้น 
(mg/mL) 

ปริมาณฟีนอลิกรวม (mgGA/g) 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย SD 
เฮกเซน 0.25 2.021 2.044 2.003 2.023 0.02 
ไดคลอโรมีเทน 0.25 2.900 2.932 2.872 2.901 0.03 
เอทิลอะซีเตต 0.13 5.180 5.208 5.217 5.202 0.02 
เมทานอล 0.25 2.754 2.586 2.472 2.604 0.14 
น ้ ามนัหอมระเหย 0.25 2.322 2.358 1.930 2.203 0.24 
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4. การเตรียมสาร และการค านวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม (Total Flavonoids 
Content) 

4.1 การเตรียมสารละลาย 
      4.1.1 เตรียมสารละลายอะลูมิเนียมไตรคลอไรด์  (AlCl3) ความเข้มข้นร้อยละ  2.0                      

โดยมวล/ปริมาตร ในตวัท าละลายเมทานอล 
       4.1.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิติน (Quercetin) ความเขม้ขน้ 0.10 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร ในเมทานอล โดยชัง่ Quercetin 0.10 มิลลิกรัม ละลายในเมทานอล 1 มิลลิตร จากนั้นเจือ
จางใหมี้ความเขม้ขน้ 150.000 - 0.293 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เพือ่ใชใ้นการสร้างกราฟมาตรฐาน 

       4.1.3 เตรียมสารละลายตัวอย่างเข้มข้น  50.00 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในตัวท าละลาย                    
เมทานอล โดยชัง่สารตวัอยา่ง 50 มิลลิกรัม ละลายในตวัท าละลายเมทานอล 1 มิลลิลิตร  

4.2 การสร้างกราฟมาตรฐานเคอร์ซิติน  โดยผสมสารละลายมาตรฐานเคอร์ซิติน                     
(ความเข้มข้น  150.000 - 0.293 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร  0.2 มิลลิลิตร กับสารละลาย
อะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ (AlCl3 reagent) ความเขม้ขน้ร้อยละ 1.0 โดยมวล/ปริมาตร ปริมาตร 1.8 
มิลลิลิตร ให้เขา้กนั บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 415 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า  

4.3 สร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธร์ะหวา่งค่าการดูดกลืนแสงที่ 415 นาโนเมตร 
กับความเข้มข้นต่าง ๆ  ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน  หาสมการเส้นตรง และค่า R2 จากกราฟ
มาตรฐาน 
 
ตารางที่ ง-1 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 4150 นาโนเมตร ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน (Quercetin) 
 

ความเข้มข้นของ 
สารมาตรฐานเคอร์ซิติน  
(ไมโครกรัม/มลิลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที ่760 นาโนเมตร 
เฉลี่ย 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

1.50 0.692 0.681 0.690 0.688 
0.75 0.374 0.373 0.353 0.367 
0.38 0.162 0.157 0.164 0.161 
0.19 0.082 0.089 0.084 0.085 
0.01 0.043 0.040 0.042 0.042 
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กราฟมาตรฐานของสารละลายเคอร์ซิติน ไดส้มการ y = 0.0464x - 0.0012 , R2 = 0.9979 
 

ภาพที่ ง-1 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าการดูดกลืนแสงที่ 415 นาโนเมตร กบั 
   ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานเคอร์ซิติน 
 
4.4 การหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวม  (Total Flavonoids Content) ผสมสาร

สกดัหยาบ (ความเขม้ขน้ 10.000-0.625 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร กับสารละลาย
อะลูมิเนียมไตรคลอไรด์ (AlCl3 reagent) ความเขม้ขน้ร้อยละ 1.0 โดยมวล/ปริมาตร ปริมาตร 1.8 
มิลลิลิตร ให้เขา้กนั บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 415 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า และหา
ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์รวมของสารตวัอยา่งจากกราฟมาตรฐานเคอร์ซิติน ในหน่วย
มิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อน ้ าหนักส่วนสกัดแห้ง 1 กรัม (Quercetin equivalents, mgQE/g 
dried extract)  

 
 
 
 
 
 

y = 0.0464x - 0.0012
R² = 0.9979
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ตารางที่ ง-2 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 415 นาโนเมตร ที่ใชใ้นการค านวณหาปริมาณฟลาโวนอยดร์วม 
      ของสารสกดัหยาบจากเหงา้เนระพสีูไทย 
 

สารสกัดหยาบ 
เนระพูสีไทย 

ความเข้มข้น ค่าการดูดกลืนแสงที ่415 นาโนเมตร 

เร่ิมต้น  
(มิลลกิรัม/มิลลลิิตร) 

สุดท้าย  
(มิลลกิรัม/มิลลลิิตร) 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 

เฮกเซน 1.25 0.13 0.057 0.058 0.060 
ไดคลอโรมีเทน 1.25 0.13 0.040 0.035 0.038 
เอทิลอะซีเตต 1.25 0.13 0.106 0.141 0.125 
เมทานอล 2.50 0.25 0.380 0.381 0.406 
น ้ ามนัหอมระเหย 1.25 0.13 0.072 0.085 0.066 

 
3.2.3 การหาปริมาณฟลาโวนอยดร์วมของสารสกดัหยาบเนระพูสีไทยในตวัท าละลายชนิด

ต่างๆ ในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อน ้ าหนกัสารสกดัแหง้ 1 กรัม (mgQE.g-1) โดยการ
น าค่าการดูดกลืนแสงที่ไดม้าแทนในสมการเสน้ตรงที่ไดจ้ากกราฟมาตรฐาน 

 
ตวัอยา่งการค านวณหาปริมาณฟลาโวนอยดร์วมของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน 
  ค่าดูดกลืนแสงคร้ังที่ 1 ของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน เท่ากบั 0.057 

จากสมการ    y  =   0.06464x - 0.0012 
  แทนค่า   y  =   0.057 

 0.057  =   0.06464x - 0.0012 
        x  =   1.2543 

 ดังนั้ น สารสกัดหยาบชั้นเฮกเซน  ความเข้มข้น 0.125 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีปริมาณ
สารประกอบฟลาโวนอยด์รวม เท่ากับ 1.2543 โมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือ 0.0013 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร 

3.2.4 การค านวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยดร์วมในหน่วย mgQE/g 
สารสกดัตวัอยา่ง 0.125 mg  มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก     0.0013 mgQE 
ถา้สารสกดัตวัอยา่ง 1,000 mg  มีค่ามิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก    0.0013 mgQE x 1,000 mg 
           0.20 mg 
              = 10.034 mgQE/g 
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ดงันั้น สารสกดัหยาบชั้นเฮกเซนจากเหงา้เนระพสีูไทยมีปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์
รวม เท่ากบั 10.034 มิลลิกรัมสมมูลของเคอร์ซิตินต่อน ้ าหนกัส่วนสกดัแหง้ 1 กรัม  
 
ตารางที่ ง-3 ปริมาณฟลาโวนอยดร์วม (Total Flavonoids Content) ของสารสกดัหยาบชั้น 

       เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และน ้ ามนัหอมระเหยจาก 
       เหงา้เนระพสีูไทย 

 

สารสกัดหยาบ 
ความเข้มข้น 
(mg/mL) 

ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (mgQE/g) 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย SD 

เฮกเซน 0.13 10.034 10.207 10.552 10.264 0.263 
ไดคลอโรมีเทน 0.13 7.103 6.241 6.759 6.701 0.434 
เอทิลอะซีเตต 0.13 18.483 24.517 21.759 21.586 3.021 
เมทานอล 0.25 32.862 32.948 35.103 33.638 1.270 
น ้ ามนัหอมระเหย 0.13 12.621 14.862 11.586 13.023 1.675 
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5. การเตรียมสาร และการค านวณฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ โดยวิธี DPPH free radical scavenging 
5.1 เตรียมสารละลายในการทดสอบ 
      5.1.1 สารละลาย DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิโมลาร์                      

(20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) โดยชัง่ DPPH 10 มิลลิกรัม  ละลายในเมทานอล 500 มิลลิลิตร 
      5.1.2 สารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรในตวั

ท าละลายเมทานอล โดยชัง่สารมาตรฐานกรดแกลลิก 2 มิลลิลิตร  ละลายในเมทานอล 1 มิลลิลิตร 
แลว้เจือจางแบบ 2-fold ใหมี้ความเขม้ขน้ในช่วง 0.625 - 0.039 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

      5.1.3 สารละลายตวัอยา่งให้มีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรในเมทานอล 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วเจือจางแบบ 2-fold ให้มีความเขม้ข้นในช่วง 10.000-0.625 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร 

5.2 การทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ DPPH 
      ผสมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (ความเขม้ขน้ 0.625 - 0.039 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

หรือสารตวัอยา่งที่ตอ้งการทดสอบ (ความเขม้ขน้  10.000 - 0.625  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตี กับสารละลาย DPPH ที่ละลายในตวัท าละลายเมทานอล  ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั บ่มที่อุณหภูมิหอ้ง ในที่มืด เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท าการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซ ้ า และค านวณหาร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH free radical inhibition) 

5.3 ค านวณหาร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระ (% DPPH free radical inhibition) จาก 
สูตรดงัต่อไปน้ี 

 [ (A-B) ] 
          A  
เม่ือ A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่ไม่มีสารทดสอบ 
       B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่มีสารทดสอบ 

 
ตวัอยา่งการค านวณหาร้อยละของการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน 

(A) คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ที่ไม่มีสารทดสอบ เท่ากบั 0.637 
(B) คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน ความเขม้ขน้ 1.000 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร คร้ังที่ 1 เท่ากบั 0.3810 
 
 

X 100 % DPPH free radical inhibition    =  
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  [ (A-B) ] 
              A  

  [ (0.637-0.3810) ] 
                 0.637  

      = 40.24 
สารสกดัหยาบชั้นเฮกเซน ที่ความเขม้ขน้ 1.00 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร คร้ังที่ 1 มีร้อยละ การ

ตา้นอนุมูลอิสระ เท่ากบั 40.24 น าร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระที่ค  านวณไดท้ั้ง 3 คร้ังมาหาค่าเฉล่ียจะ
ไดร้้อยละการตา้นอนุมูลอิสระของส่วนสกดัหยาบชั้นเฮกเซน 

ค่าการดูดกลืนแสงที่  517 nm และร้อยละการต้านอนุ มูลอิสระ (% DPPH free radical 
inhibition) ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) แสดงดงัตารางที่ จ-1 
และ ค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร และร้อยละการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ
เนระพสีูไทยชั้นเฮกเซน แสดงดงัตารางที่ จ - 2 ถึง ตางรางที่ จ - 6  
 
ตารางที่ จ-1 ค่าการดูดกลืนแสงที ่517 นาโนเมตร และร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระของ 

       สารมาตรฐานกรดแกลลิก 
 

ความเข้มเข้มของ 
กรดแกลลิก 
( ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง  
ที่ 517 นาโนเมตร 

%DPPH  free radical inhibition 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

625 0.685 0.682 0.693 64.77 64.77 65.17 64.90 0.01 
313 0.039 0.039 0.035 63.67 64.07 64.27 64.00 0.00 
156 0.050 0.046 0.044 51.17 55.47 58.17 54.93 0.00 
78 0.175 0.132 0.105 24.47 27.77 29.77 27.33 0.04 
39 0.442 0.409 0.389 17.37 17.97 16.17 17.17 0.03 

 
 
 
 

X 100 จากสมการ     % DPPH free radical inhibition =  

X 100 แทนค่า          % DPPH free radical inhibition =  
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ตารางที ่จ-2 ค่าการดูดกลืนแสงที ่517 nm และร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบ 
     เนระพสีูไทยชั้นเฮกเซน 
 

ความเข้มเข้มของ
สารสกัดหยาบ 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง ที่ 517 nm %DPPH  free radical inhibition 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

1,000 0.3810 0.3720 0.372 40.24 41.65 41.65 41.18 0.82 
500 0.4980 0.5030 0.501 21.87 21.09 21.40 21.45 0.40 
250 0.5550 0.5520 0.585 12.93 13.40 8.22 11.51 2.86 
125 0.6000 0.5960 0.595 5.86 6.49 6.65 6.33 0.42 
63 0.6220 0.6021 0.625 2.41 5.53 1.94 3.29 1.95 

 
ตารางที่ จ-3 ค่าการดูดกลืนแสงที ่517 nm และร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบ 

       เนระพสีูไทยชั้นไดคลอโรมีเทน 
 

ความเข้มเข้มของ
สารสกัดหยาบ 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง ที่ 517 nm %DPPH  free radical inhibition 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

1,000 0.203 0.190 0.180 66.17 68.34 70.01 68.17 1.93 
500 0.408 0.387 0.397 31.94 35.45 33.78 33.72 1.75 
250 0.496 0.492 0.499 17.25 17.92 16.75 17.31 0.59 
125 0.557 0.559 0.556 7.07 6.73 7.23 7.01 0.26 
63 0.577 0.582 0.578 3.73 2.89 2.13 2.92 0.80 
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ตารางที่ จ-4 ค่าการดูดกลืนแสงที ่517 nm และร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบ 
       เนระพสีูไทยชั้นเอทิลอะซิเตต 

 
ความเข้มเข้มของ
สารสกัดหยาบ 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง ที่ 517 nm %DPPH  free radical inhibition 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

1,000 0.012 0.005 0.013 97.99 99.16 97.82 98.32 0.73 
500 0.323 0.320 0.308 45.90 46.40 48.41 46.90 1.33 
250 0.448 0.435 0.476 24.96 27.14 20.27 24.12 3.51 
125 0.506 0.505 0.547 15.24 15.41 8.38 13.01 4.01 
63 0.563 0.566 0.566 5.70 5.19 5.19 5.36 0.29 

 
ตารางที่ จ-5 ค่าการดูดกลืนแสงที ่517 nm และร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบ 

       เนระพสีูไทยชั้นเมทานอล 
 

ความเข้มเข้มของ
สารสกัดหยาบ 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง ที่ 517 nm %DPPH  free radical inhibition 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

1,000 0.060 0.059 0.059 89.47 89.64 89.64 89.58 0.10 
500 0.375 0.375 0.379 35.95 35.95 35.27 35.72 0.39 
250 0.474 0.473 0.475 19.13 19.30 18.96 19.13 0.17 
125 0.529 0.529 0.530 9.79 9.79 9.62 9.73 0.10 
63 0.550 0.560 0.569 6.22 4.52 2.99 4.58 1.61 
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ตารางที่ จ-6 ค่าการดูดกลืนแสงที ่517 nm และร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัหยาบ 
    เนระพสีูไทยชั้นน ้ ามนัหอมระเหย 

 
ความเข้ม
เข้มของสาร
สกัดหยาบ 
(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง ที่ 517 nm %DPPH  free radical inhibition 
ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

1,000 0.333 0.310 0.308 43.24 47.16 47.50 45.97 2.37 
500 0.452 0.454 0.449 22.96 22.62 23.47 23.02 0.43 
250 0.512 0.513 0.515 12.80 12.56 12.22 12.53 0.29 
125 0.551 0.552 0.557 6.08 5.91 5.06 5.69 0.55 
63 0.572 0.572 0.573 2.51 2.51 2.42 2.48 0.05 

 
 5.4 ค านวณหา IC50  
       สร้างกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ กับความ
เขม้ขน้ต่าง ๆ ของสารสกัดหยาบด้วยตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ หาสมการเส้นตรง และค่า R2 จาก
กราฟมาตรฐาน ไดก้ราฟมาตรฐานแสดงดังภาพที่ จ-1 ถึง จ-3 และค านวณหาค่า IC50 การสมการ
เสน้ตรงที่ไดจ้ากกราฟ  

 
ภาพที่ จ-1 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ กบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
                  ของสารสกดัหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน 

y = 0.0695x - 1.1073
R² = 0.9994
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ภาพที่ จ-2 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ กบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
                 ของสารสกดัหยาบชั้นเอทิลอะซิเตต 
 

 
ภาพที่ จ-3 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าร้อยละการตา้นอนุมูลอิสระ กบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
                  ของสารสกดัหยาบชั้นเมทานอล 
 
ตวัอยา่งการค านวณหาค่า IC50 ของสารสกดัหยาบชั้นไดคลอโรมีเทน 

จากสมการ    y  =   69.521x - 1.1481 
แทนค่า          50  =   69.521x - 1.1481 

             x  =   0.83 

y = 0.0981x - 0.4941
R² = 0.9991
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y = 0.0899x - 3.0802
R² = 0.989
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ดงัน้ี ความเขม้ขน้ของสารสกดัหยาบไดคลอโรมีเทนมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งอนุมูล
อิสระ DPPH  ที่ 50 %  มีค่าเท่ากบั 0.83 mg/mL 
 
ตารางที่ จ-7 ค่า IC50 ของสารสกดัหยาบเนระพสีูไทยดว้ยตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ 
 

สารสกัดหยาบ  ค่า IC50 

เฮกเซน - 
ไดคลอโรมีเทน 1.83 
เอทิลอะซิเตต 1.07 
เมทานอล 3.72 
น ้ ามนัหอมระเหย - 
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6. การเตรียมสาร และการค านวณฤทธ์ิยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส  

(Anti-Tyrosinase Assay) โดยใช้สารละลาย L-DOPA เป็นซับสเตรต 
6.1 เตรียมสารละลายในการทดสอบ 
      6.1.1 การเตรียม phosphate buffer pH 6.8 ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ โดยผสมสาร

ดงัต่อไปน้ี 
               6.1.1.1 เตรียมสารละลาย A และ B 

           stock A : สารละลายโมโนเบสิคโซเดียมฟอสเฟต (Mono basic sodium 
phosphate, NaH2PO4•2H2O) ความเขม้ขน้ 0.20 โมลาร์ โดยชัง่โมโนเบสิคโซเดียมฟอสเฟต จ านวน 
3.1202 กรัม (มวลโมเลกุล เท่ากบั 156.01 กรัม/โมล) ละลายในน ้ ากลัน่ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

           stock B: สารละลายไดเบสิคโซเดียมฟอสเฟต  (Na2HPO4•7H2O) ความ
เขม้ขน้ 0.2 M ชั่งไดเบสิคโซเดียมฟอสเฟต 5.3614 กรัม (มวลโมเลกุล เท่ากบั 177.99 กรัม/โมล) 
ละลายในน ้ ากลัน่ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) 

6.1.1.2 น าสารละลาย A ปริมาตร 51.00 มิลลิลิตร และสารละลาย B ปริมาตร 
49.00 มิลลิลิตร มาผสมกัน  วดั  pH ให้ได้ 6.8 ถ้า pH ต ่ ากว่า 6.8 ปรับ pH ของสารละลายด้วย 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ หรือถา้ pH สูงกว่า 6.8 ปรับ pH ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก เม่ือได ้pH 
เท่ากับ 6.8 แล้ว ให้ปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 200 มิลลิลิตร จะได้ได้สารละลาย                
ฟอสเฟต บฟัเฟอร์ pH 6.8 ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ 

     6.1.2 สารมาตรฐานกรดโคจิก  (Kojic acid) ในตัวท าละลายเมทานอล  ความเข้มข้น 
เร่ิมตน้ 1.00 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (สารมาตรฐานกรดโคจิก 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร: ชั่งกรดโคจิก 1.0 
มิลลิกรัม ละลายในเมทานอล 1 มิลลิลิตร แลว้เจือจางแบบ 2-fold จนไดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 625-39 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

     6.1.3 สารละลาย L-DOPA ความเขม้ขน้ 3.0 มิลลิโมลาร์ ละลายในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ pH 6.8 (ชั่ง L-DOPA 5.9 มิลลิกรัม  ละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์  pH 6.8                      
ความเขม้ขน้ 20  มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10.0 มิลลิลิตร) 

     6.1.4 สารสกัดตวัอย่าง ในตวัท าละลายเมทานอล ความเขม้ขน้ 1,000-625 ไมโครกรัม
กรัม/มิลลิลิตร เตรียมสารสกดัตวัอยา่งความเขม้ขน้ 500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แลว้เจือจางแบบ 2-
fold จนไดค้วามเขม้ขน้ในช่วง 1,000 -625  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

6.2 การทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส  (Anti-Tyrosinase Assay)
โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซับสเตรต โดยผสมสารละลายมาตรฐาน (ความเขม้ขน้  625- 39 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) หรือสารตวัอยา่งที่ตอ้งการทดสอบ (ความเขม้ขน้ 1,000-625  ไมโครกรัม/
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มิลลิลิตร) ปริมาตร 20.0 ไมโครลิตร กับสารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร์  pH 6.8 ความเขม้ขน้ 0.2 
มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 120.0 ไมโครลิตร และสารละลายเอนไซม์ไทโรซิเนส   (Tyrosinase from 
Mushroom) ค วาม เข้ม ข้น  400 ยู นิ ต /มิ ล ลิ ลิ ตร  ใน  Phosphate buffer pH 6.8 ป ริม าต ร  20.0 
ไมโครลิตร ลงในจานหลุม  (96-well plate) บ่มที่ อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที  จากนั้ นเติม
สารละลาย L-DOPA ความเขม้ขน้ 3.0 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 40.0 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม เขยา่
ให้เข้ากัน  บ่มที่ อุณหภูมิห้องต่อเป็น เวลา 10 นาที  แล้ววดัการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน                          
492 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง Microplate Reader 

6.3 ตวัค านวณหาร้อยละของการยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส (% Tyrosinase 
inhibition) จากสูตรดงัต่อไปน้ี 

 [ (A-B) ] 
          A  

เม่ือ A คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ไม่มีสารทดสอบ 
       B คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่มีสารทดสอบ 

ตัวอย่างการค านวณหาร้อยละของการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส 
(A) ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ไม่มีสารทดสอบ เท่ากบั   0.627 
(B) ค่าการดูดกลืนแสงของส่วนสกดัหยาบชั้นเฮกเซน ที่ความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร คร้ังที่ 1 เท่ากบั   0.649 
 [ (A-B) ] 

          A  
 [ (0.627-0.649) ] 

          A           0.649 
สารสกดัหยาบชั้นเฮกเซนที่ความเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร คร้ังที่ 1 มีร้อยละการ

ยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ทโรซิเนส เท่ากบั -3.51 
 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนส                  

(% Tyrosinase inhibition) โดยใช้สารละลาย L-DOPA เป็นซับสเตรต แสดงดังตารางที่  ฉ-1 ถึง 
ตารางที่ ฉ-2 
 
 
 

X 100 จากสมการ   % Tyrosinase inhibition    =  

X 100 % Tyrosinase inhibition    =  

X 100 แทนค่า         % Tyrosinase inhibition    =  
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ตารางที่ ฉ-1 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์
       ไทโรซิเนสของสารมาตรฐานกรดโคจิก โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต 

 

ความเข้มเข้ม
ของกรดโคจิก 
( mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง ที่ 492 nm % Tyrosinase inhibition 
ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

0.625 0.071 0.069 0.064 79.52 80.10 81.54 80.39 1.04 
0.313 0.138 0.111 0.113 60.20 67.98 67.41 65.20 4.34 
0.156 0.207 0.179 0.215 40.29 48.37 37.99 42.22 5.45 
0.078 0.366 0.403 0.341 -5.57 -16.24 1.64 -6.72 9.00 
0.004 0.474 0.507 0.483 -36.72 -46.24 -39.31 -40.76 4.92 

 
ตารางที่ ฉ-2 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 492 nm และร้อยละการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์              

ไทโรซิเนสของสารสกดัหยาบจากเหงา้เนระพสีูไทยดว้ยตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ ความ
เขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยใชส้ารละลาย L-DOPA เป็นซบัสเตรต 

 

สารสกัดหยาบ 

ค่าการดูดกลืนแสง  
ที่ 492 นาโนเมตร 

% Tyrosinase inhibition 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ครั้
งท

ี่ 1 

ครั้
งท

ี่ 2 

ครั้
งท

ี่ 3 

ค่า
เฉ
ลี่ย

 

SD
 

เฮกเซน 0.649 0.629 0.663 -3.51 -0.32 -5.74 -3.19 2.73 
ไดคลอโรมีเทน 0.690 0.718 0.655 -10.05 -14.51 -4.47 -9.68 5.03 
เอทิลอะซีเตต 0.774 0.765 0.728 -23.44 -22.01 -16.11 -20.52 3.89 
เมทานอล 0.735 0.656 0.741 -17.22 -4.63 -18.18 -13.34 5.57 

น ้ ามนัหอมระเหย 0.765 0.736 0.765 -22.01 -17.38 -22.01 -20.47 6.67 
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7. การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคม ี
 

 
 
ภาพที่ ช-1 สเปกตรัมของสาร TC-hexane-F5s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยเทคนิค 1H NMR 
 

 
ภาพที่ ช-2 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F2s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
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ภาพที่ ช-3 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F3s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
 

 
ภาพที่ ช-4 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F6s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
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ภาพที่ ช-5 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F7s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
 

 
ภาพที่ ช-6 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F8s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
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ภาพที่ ช-7 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F9s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
 

 
ภาพที่ ช-8 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F11s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
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ภาพที่ ช-9 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F15s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
 

 
ภาพที่ ช-10 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F16s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
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ภาพที่ ช-11 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F17s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
 

 
ภาพที่ ช-12 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F19s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
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ภาพที่ ช-13 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F20s ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 

 
 
ภาพที่ ช-14 สเปกตรัมของสารสาร TC-EtOAc-F6-3ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
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ภาพที่ ช-15 สเปกตรัมของสารสาร TC-EtOAc-F6-4 ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
 

 
ภาพที่ ช-16 สเปกตรัมของสารสาร TC-EtOAc-F7-2 ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
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ภาพที่ ช-17 สเปกตรัมของสารสาร TC-EtOAc-F11-2 ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 
 

 
ภาพที่ ช-18 สเปกตรัมของสารสาร TC-EtOAc-F13-2 ไดจ้ากเคร่ือง NMR โดยใชเ้ทคนิค 1H-NMR 



101 
 

 
ภาพที่ ช-19 สเปกตรัมของสารสาร TC-Hexane-F5s ไดจ้ากเคร่ือง IR  
 

 
ภาพที่ ช-20 สเปกตรัมของสารสาร TC-CH2Cl2-F17s ไดจ้ากเคร่ือง IR  
 



102 
 

 
ภาพที่ ช-21 สเปกตรัมของสารสาร TC-EtOAc-F6-3 ไดจ้ากเคร่ือง IR  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




