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บทคัดยอ 
 

งานวิจัยน้ีมี วัตถุประสงคเพ่ือประเมินฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของสารสกัดจากขอยดํา 

ประกอบดวยการทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดชันจากสวนตางๆ ของขอยดํา ทดสอบความเปนพิษตอ cell 

line 4 ชนิด ทดสอบฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียและเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส แยกและพิสูจนโครงสรางทางเคมี

ของสารที่เปนองคประกอบหลักในใบขอยดํา  

ผลการทดลองพบวาสารสกัดจากใบขอยดําแสดงฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH ไดเร็วกวาสาร

สกัดจากสวนลําตน ราก และ ดอก ตามลําดับ การทดสอบฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของสารสกัดใบขอยดํา 4 

ชนิด คือ CD-1 CD-2 CD-3 และ CD-4 กับ cell line 4 ชนิด ไดแก เซลลปกติจากไตของลิง (Vero cell) 

เซลลมะเร็งตับ (HepG2) เซลลมะเร็งปอด (NCI-H187) เซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) ทดสอบฤทธ์ิยับย้ัง

เช้ือแบคทีเรีย 2 ชนิดคือ แบคทีเรียแกรมบวก (E. faecium) และแบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginosa) 

นอกจากน้ีสารสกัด CD-3 และ CD-4 ยังนําไปทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส พบวาสารสกัด

ทั้งหมดไมแสดงความเปนพิษตอเซลลทุกชนิดที่ทําการทดสอบและไมสามารถยับย้ังแอลฟากลูโคซิเดสได  

สวนหน่ึงเปนผลมาจากสารสกัดละลายไดไมดีในตัวทําละลายที่ใชสําหรับการทดสอบ  

การแยกองคประกอบทางเคมีจากสารสกัดใบขอยดํา สามารถแยกสารบริสุทธ์ิได 3 ชนิด คือ 

CD-3-PLC-1, CD-1-2-1-1, และ CD-1-2-3-1 แตยังพิสูจนโครงสรางทางเคมีไมได เน่ืองจากสารทั้ง 3 

ชนิดละลายไดไมดีในตัวทําละลายเกือบทุกชนิด ประกอบกับสารบริสุทธ์ิที่แยกไดไมคอยเสถียร สงผลให

การวิเคราะหขอมูล 2D-NMR ทําไดคอนขางยาก อยางไรก็ดีสารทั้ง 3 ชนิดมีขอมูล 1H-NMR คลายกัน 

ดังน้ันโครงสรางทางเคมีของสารทั้ง 3 ชนิดนาจะคลายกันดวย จากขอมูล 1D-NMR คาดวาสารทั้ง 3 ชนิด

นาจะมีโครงสรางทางเคมีเปนสารในกลุมไดเทอรพีนอยดหรือสเตียรอยด 
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Chemical Constituents of the Leaves of  
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ABSTRACT 
 

This study aimed to evaluate of the pharmacological activities from the 

extracts of Clerodendrum disparifolium including the antioxidant activity from the 

different parts of this plant, the cytotoxicity activity against various cell lines, and the 

inhibition of bacterial and alpha-glucosidase of the leave extracts.  

The leaves extract showed the fastest bleaching the color of DPPH radical, 

followed by stems, roots, and flowers, respectively. The cytotoxicity activities of the four 

leaves extracts that are CD-1, CD-2, CD-3, and CD-4 against African green monkey kidney 

(vero), human breast adenocarcinoma (MCF-7), human small cell lung carcinoma (NCI-

H187), human hepatocarcinoma (HepG2), the antibacterial test against Enterococcus 

faecium, and Pesudomonas aeruginosa. In addition the CD-3 and CD-4 were also tested 

alpha-glucosidase inhibition. All the extracts showed inactive against all of the activities 

tests. These results, partly because the extracts were not completed solubility in organic 

solvent that used as solvent. 

The 3 purified compounds that are the main chemical constituents in the 

leave extract of Clerodendrum disparifolium were isolated. These are CD-3-PLC-1, CD-1-

2-1-1, and CD-1-2-3-1 but still did not identify their chemical structures. Because they 

did not completely soluble in almost organic solvents and they are not stable resulting 

in the record of the 2D-NMR spectra was so difficulty.  However, they had similar 1H-NMR 

spectrum so their chemical structures are resemblance. From the 1D-NMR data and the 
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appearance when treated with anisaldehyde reagent they could be terpenoids or 

steroids. 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

การใชประโยชนจากสารธรรมชาติมารักษาโรคเปนหนึ่งในอารยธรรมของมนุษยท่ีมีการ
สืบทอดกันมาตั้งแตอดีตกาล จนกระท่ังถึงยุคปฏิวัติอุตสาหกรรมท่ีมีการพัฒนาทางดานเคมีอินทรีย
เปนอยางมาก กอใหเกิดการสังเคราะหยาและมีการปรับเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของยาเพ่ือใหยานั้น
ออกฤทธิ์ดีข้ึน หรือเพ่ือความปลอดภัยตอผูใชมากข้ึน แตอยางไรก็ตามยาท่ีสังเคราะหข้ึนใชในปจจุบัน
รอยละ 25 มีท่ีมาจากพืชสมุนไพร 

ตัวอยางของยาท่ีสกัดไดจากธรรมชาติ อาทิ เชน Artether เปนสารในกลุม
sesquiterpene แยกไดจากตน Artemisia anua (Asteraceae) ใชเปนยาท่ีมีประสิทธิภาพสูงมากใน
การตานเชื้อมาลาเรีย  และ Galantamine แยกไดจากตน Galanthus woronowii Losinsu ใน
ประเทศรัสเซีย ใชเปนยารักษาโรคอัลไซเมอร (Alzeimer’s disease) (Heinrich and Teoh, 2004) 

 

              
 
                             Arteether                                 Galantamie 

 
ภาพท่ี 1.1   โครงสรางของยารักษาโรคบางชนิดท่ีสกัดไดจากพืชสมุนไพร 

 
เปนท่ีทราบกันดีวาประเทศไทยมีสมุนไพรและมีภูมิปญญาทองถ่ินของการใชสมุนไพร

เปนจํานวนมาก ในปจจุบันประเทศตางๆ ไดใหความสนใจศึกษาการใชสมุนไพรของตนเองใหเกิด
ประโยชนมากท่ีสุดเพ่ือเพ่ิมท้ังคุณคาและมูลคาท้ังในดานการใชเปนสมุนไพร เวชภัณฑ เครื่องสําอาง 
และผลิตภัณฑธรรมชาติ ดังนั้นการวิจัยและพัฒนาพืชสมุนไพรพ้ืนบานเพ่ือเพ่ิมมูลคาจึงมีความสําคัญ
เปนอยางยิ่ง 

ขอยดําเปนพืชสมุนไพรท่ีนาสนใจเพราะสามารถรักษาโรคไดอยางหลากหลาย ไดแก แก
มะเร็ง แกพิษสัตวกัดตอย แกน้ําเหลืองเสีย แกปวดเม่ือย แกเบาหวาน เปนตน แตพืชชนิดนี้ไมคอย
เปนท่ีรูจัก และมีงานวิจัยทางวิทยาศาสตรนอยมาก จึงทําใหผูวิจัยสนใจท่ีจะศึกษาวิจัยองคประกอบ
ทางเคมีของพืชชนิดนี้ เพ่ือเปนขอมูลสําหรับการใชและพัฒนาสารสกัดจากใบขอยดําตอไป 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. เพ่ือทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดขอยดํา 
2. เพ่ือแยกองคประกอบทางเคมีท่ีเปนสารหลักในใบขอยดํา  
3. พิสูจนโครงสรางทางเคมีขององคประกอบสําคัญท่ีแยกได 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1. เก็บตัวอยางใบขอยดําในเขต อําเภอหนองหญาปลอง และอําเภอชะอํา จังหวัดเพชรบุรี  
2. เตรียมสารสกัดหยาบใบขอยดําโดยใชตัวทําละลาย 70% เมทานอล/น้ํา ดวยวิธีรีฟลักซ 
 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ทราบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาเบื้องตนของสารสกัดขอยดํา 
2. ทราบชนิดและโครงสรางของสารท่ีเปนสารสําคัญในใบขอยดํา 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 
  ในบทท่ี 2 จะกลาวถึงขอมูลท่ัวไปและงานวิจัยของขอยดํา สารพฤกษเคมีท่ีแยกไดจาก
พืชสกุล Clerodendrum และการทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา ดังนี้ 
 

2.1  ขอยดํา 
ขอยดํามีชื่อวิทยาศาสตรวา Clerodendrum disparfolium Blume จัดอยูในวงศ 

Lamiaceae ชื่ออ่ืนๆ ไดแก ดังหวาย แมยายถมลูกเขย และเครือสังฆาต สวนใหญพบบริเวณริมแมน้ํา 
ลําธาร เชิงเขา สภาพดินเปนดินทรายถึงดินเหนียว ในประเทศไทยพบไดทางภาคกลางและภาค
ตะวันตกของประเทศ ในจังหวัดเพชรบุรีพบในเขต อําเภอทายาง บานแหลม หนองหญาปลอง และ
ชะอํา 

ขอยดําเปนไมพุมอาจสูงไดถึง 6 เมตร ใบคลายใบขอยแตไมสาก ใบออกตรงขาม สีเขียว
สด ใบสดมีรสขม ออกดอกเปนชอสี ขาวแกมเหลือง โคนกลีบเปนหลอด มีกลิ่นหอมออนๆ ออกดอก
ชวงหนาหนาว (พ.ย.-ม.ค.) ลักษณะเดนของพืชชนิดนี้คือ ใบ 2 ซีกตามแนวเสนกลางใบไมเทากัน 
ปลายใบจะโคงไปทางดานหนึ่ง ทําใหมีพ้ืนท่ีใบ 2 ซีก ไมเทากัน ผลเปนผลแหง มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 7 มิลลิเมตร ภายในมีเมล็ด 1 เมล็ด พบกระจายท่ัวไปในเขตรอน (ชูศรี ตลับมุข และจตุพร 
เผาพงษไทย, 2553) 
 

   
 

 
ภาพท่ี 2.1 ลักษณะของขอยดํา 
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สรรพคุณของขอยดํา ใบแกมะเร็ง แกเบาหวาน แกโรคไต แกน้ําเหลืองเสีย แกพิษสัตว
กัดตอย เชน ผึ้ง ตอ แตน งูเหา งูเขียวหางไหม รากนํามาตมดื่มแกปวดเม่ือย (วงศสถิต ฉ่ัวกุล, 2553)
วิธีใชใบขอยดําเพ่ือรักษาอาการดังท่ีกลาวมา คือเค้ียวใบสด 2-5 ใบ แลวดื่มน้ําตาม หรือใชใบสดบด
ผสมเหลาขาวใสแผล (จําลอง นาคนคร, 2557) 

พืชสกุล Clerodendrum มีมากกวา 500 ชนิด แพรกระจายอยูในทวีปเอเชีย 
ออสเตรเลีย แอฟริกา และอเมริกา ในประเทศไทยพบประมาณ 28 ชนิด (Leeratiwong et al., 
2011) 
 

2.2 งานวิจัยของขอยดํา 
งานวิจัยทางวิทยาศาสตรของขอยดํามีคอนขางนอย มีเพียงการสํารวจพบวาเปน

สมุนไพรท่ีมีฤทธิ์แกปวดเม่ือย การศึกษาฤทธิ์ลดน้ําตาลในเลือดหนูเบาหวาน และฤทธิ์ตานออกซิเดชัน 
ดังนี้ 

วงศสถิต ฉ่ัวกุล (2553) ไดสํารวจสมุนไพรพ้ืนบานและตํารับยาพ้ืนบานของไทยท่ีมีฤทธิ์
แกปวดเม่ือย โดยศึกษาใน 8 จังหวัด คือ ชัยภูมิ นาน สุโขทัย เพชรบูรณ สุรินทร กระบี่ ยโสธร และ
อุบลราชธานี พบวาสวนรากของขอยดํา (ดังหวาย) เปนหนึ่ในสมุนไพรท่ีใชเปนยาเดี่ยวโดยตมดื่มเพ่ือ
แกปวดเม่ือยได 
 ชูศรี ตลับมุข และจตุพร เผาพงษไทย (2553) ศึกษาการลดระดับน้ําตาลในเลือด    
และคาทางโลหิตวิทยาในหนูเบาหวานท่ีไดรับสารสกัดจากใบขอยดํา ทําการทดลองโดยเหนี่ยวนําให
หนูเปนเบาหวานดวยการฉีดสารสเตรปโตโซโตซินขนาด 65 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เขาชองทอง นําหนูท่ีมี
ระดับในน้ําตาลในเลือดในภาวะอดอาหารมากกวา 126 มิลลิเมตร/เดซิลิตร ไปใชในหนูเบาหวาน 
ปอนสารสกัดขนาด 250 มิลลิกรัม/กิโลกรัม แกหนูเบาหวานทุกวันเปนระยะเวลา 8  สัปดาห วัด
ระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดของหนูทุกสัปดาห  สวนคาทางโลหิตวิทยาทําการวัดเม่ือสิ้นสุดการ
ทดลอง ผลการทดลองพบวาสารสกัดใบขอยดําสามารถฟนฟูภาวะเบาหวานในหนูทดลองได โดย
สามารถลดระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดและทําใหคาทางโลหิตวิทยา (ปริมาณเซลลเม็ดเลือดแดงอัด
แนน ความเขมขนฮีโมโกบิน จํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงและจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาว) ของหนู
เบาหวานใกลเคียงกับหนูปกติ 
  ศรินรัตน ฉัตรธีระนันท วรางคณา สบายใจ และสิริมาส นิยมไทย  (2556) การศึกษา
องคประกอบทางพฤกษเคมีของสารสกัดจากใบขอยดําแหงท่ีสกัดดวย เอทิลแอซีเตต และเอทานอล 
95% พบสารพฤกษเคมีท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพไดแก ฟลาโวนอยด  และแอลคาลอยด การทดสอบฤทธิ์
ตานออกซิเดชันและหาปริมาณสารฟนอลิกรวมดวยวิธี DPPH assay และ Folin-Ciocaltue 
ตามลําดับ พบวาสารสกัดเอทิลแอซีเตต และเอทานอล มีฤทธิ์ตานออกซิเดชันโดยรายงานคา IC50 

เทากับ 4.46±0.04 และ 4.03±0.14 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม
ของสารเอทิลแอซิเตตมีคาเทากับ 258.84±3.84 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิก/กรัมสารสกัด ในขณะท่ี
สารสกัดเอทานอลมีคาเทากับ 289.49±1.32 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิก/กรัมสารสกัด และพบวา
ฤทธิ์ตานอออกซเดชันมีความสัมพันธกับปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม โดยมีคาสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธเทากับ 0.8191 
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2.3 สารพฤกษเคมทีี่แยกจากพืชสกุล Clerodendrum 
 Shrivastava and Patel (2007) ไดรวบรวมงานวิจัยเก่ียวกับสารพฤกษเคมีของพืชสกุล 
Clerodendrum พบวาประกอบดวยสารหลักในกลุม สารประกอบฟนอลิก (phenolic 
compounds) ฟลาโวนอยด (flavonoids) เทอรพีนอยด (terpenoids) สเตียรอยด (steroids)  
แอลคาลอยด (alkaloids) และน้ํามัน ตัวอยางสารพฤกษเคมีในกลุมสารประกอบฟนอลิก  
ฟลาโวนอยด และเทอรพีนอยดแยกไดจากพืชในสกุล Clerodendrum แสดงในภาพท่ี 2.2-2.4 
ตามลําดับ  
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ภาพท่ี 2.2 โครงสรางทางเคมีของสารประกอบฟนอลิกจากพืชสกุล Clerodendrum  
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ภาพท่ี 2.2 โครงสรางทางเคมีของสารประกอบฟนอลิกบางชนิดจากพืชสกุล Clerodendrum (ตอ) 
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ภาพท่ี 2.4 โครงสรางทางเคมีของเทอรพีนอยดจากพืชสกุล Clerodendrum 
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ภาพท่ี 2.4 โครงสรางทางเคมีของเทอรพีนอยดจากพืชสกุล Clerodendrum (ตอ) 
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 อยางไรก็ตามจากโครงสรางทางเคมีท่ีพบในภาพท่ี 2.2-2.4 สารประกอบบางชนิด
อาจถูกจัดอยูในกลุมท่ีเรียกวา ไกลโคไซด (glycoside) สารกลุมนี้โครงสรางทางเคมีแบงออกเปนสอง
สวน คือ สวนท่ีเปนน้ําตาลเรียกวา ไกลโคน (glycone) กับสวนท่ีไมใชน้ําตาลเรียกวา อะไกลโคน 
(aglycone) สวนท่ีไมใชน้ําตาลมีโครงสรางแตกตางกันไปหลายประเภท เชน เทอรพีนอยด (พบใน 
Colebrin C) หรือ ฟลาโวนอยด (พบใน Cynaroside) เปนตน นอกจากนี้ไกลโคไซดยังแบงเปนหลาย
ประเภทข้ึนอยูกับอะตอมท่ีเชื่อตอระหวางสวนอะไกลโคนและไกลโคน โดยสวนใหญอะตอมท่ีเชื่อมตอ
จะเปนออกซิเจน (oxygen, O) จะเรียกวาไกลโคไซดหรือ O-ไกลโคไซด แตถาหากอะตอมท่ีเชื่อมตอ
เปน ซัลเฟอร (sulphur, S) ไนโตรเจน (nitrogen, N) คารบอน (carbon, C) จะเรียกวา ไธโอไกลโค
ไซด (thioglycoside) N-ไกลโคไซด (N-glycoside) และ C-ไกลโคไซด (C-glycoside) ตามลําดับ 
(ภาพท่ี 2.5) ดังนั้นฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารประกอบในกลุมนี้จึงมีไดกวางขวางแตกตางกันออกไป 
สวนท่ีเปนน้ําตาลไมมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา แตเปนสวนชวยทําใหการละลายและการดูดซึมเขาสู
รางกายดีข้ึน ไกลโคไซดกลุม O-ไกลโคไซดสามารถตัดน้ําตาลออกจากโมเลกุลไดดวยปฏิกิริยาการยอย
ดวยกรด (acid hydrolysis) ดังภาพท่ี 2.6 
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O14
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HO HO
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ภาพท่ี 2.5 โครงสรางทางเคมีและตัวอยางไกลโคไซด 
 
 สารในกลุม O-ไกลโคไซดสามารถถูกไฮโดรไลซดวยกรด (acid hydrolysis) แยก
สวนไกลโคน และอะไกลโคนออกจากกันได เชน การไฮโดรไลซ Cynaroside ดังภาพท่ี 2.6 
 

อะไกลโคน  
ไกลโคน 

ไกลโคน 

ไกลโคน 

อะไกลโคนเปนสารกลุมเทอรพีนอยด อะไกลโคนเปนสารกลุมฟลาโวนอยด 
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ภาพท่ี 2.6 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซดวยกรดของ O-ไกลโคไซด 
 

2.4 การทดสอบฤทธิต์านอนุมูลอิสระ DPPH  
อนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical, DPPH) มีคุณสมบัติท่ีโดเดนคือเปนอนุมูลอิสระชนิด 

organic nitrogen radical ท่ีมีความคงตัวและสามารถดูดกลืนแสงสูงสุดในชวง UV-Vis ท่ีความยาว
คลื่น 515 นาโนเมตร เม่ือ DPPH เกิดปฏิกิริยารีดักชันหรือไดรับอิเล็กตรอนจะมีการเปลี่ยนสีคือสีมวง
เขมของ DPPH• จะจางลงเปนสีเหลือง ซ่ึงความเร็วในการเปลี่ยนสีท่ีเกิดข้ึนนี้สามารถไดนํามาใชเพ่ือ
ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเบื้องตนของสารสกัดได ปฏิกิริยาของสารตานอนุมูล DPPH• แสดงใน
ภาพท่ี 2.7 

 

N N

H2N

H2N

NH2

+ antioxidant
N NH

H2N

H2N

NH2

 

   DPPH (สีมวง)           Reduced form of DPPH (สีเหลือง) 

ภาพท่ี 2.7 กลไกการตานอนุมูล DPPH ของสารตานออกซิเดชัน 

 

2.5 การทดสอบฤทธิท์างเภสัชวิทยา 
 การทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดเปนวิธีการประเมินฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
เบื้องตนของสารสกัดจากพืชในหลอดทดลอง (in vitro) เพ่ือดูผลบวก (positive test) หรือผลลบ 
(negative test) ซ่ึงจะขอกลาวถึงเฉพาะการทดสอบความเปนพิษ (cytotoxicity) ตอเซลล และการ
ทดสอบฤทธิ์ตานเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส ดังนี้ 

อะไกลโคน 

ไกลโคน 
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 2.5.1 การทดสอบความเปนพิษตอเซลล 
  การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเปนการประเมินความสามารถของสารสกัดในการ
ยับยั้งการเจริญของ cell line ในหลอดทดลอง โดยใชเทคนิคฟลูออเรสเซนซ (fluorescence 
method) ของสียอมเซลลท่ีเรียกวา Resazurin Microplate Assay (REMA) หรือการวัดโปรตีนเรือง
แสงสีเขียว Green Fluorescent Protein (GFP) อยางใดอยางหนึ่ง ความเขมของการเรืองแสงจะ
สัมพันธกับปริมาณของเซลลท่ีเหลือรอดอยู ซ่ึงปจจุบันศูนยพันธุวิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยี
แหงชาติมีการใหบริการดังนี้  
  2.5.1.1 Resazurin Microplate Assay (REMA) 
   Resazurin มีชื่อวา 7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide 
เปนสียอมท่ีมีสีน้ําเงินอมเทาสามารถถูกรีดิวซไดดวย NADPH dehydrogenase or NADH 
dehydrogenase ซ่ึงพบในไมโทคอนเดรียของเซลลท่ีมีชีวิต เปลี่ยน resazurin ใหกลายเปน 
resorufin ซ่ึงมีสีชมพูและวาวแสง (fluorescence) ได ดังภาพท่ี 2.8 ปริมาณการวาวแสงจะเปน
สัดสวนโดยตรงกับเซลลท่ีมีชีวิตอยู  
 

 
 
ภาพท่ี 2.8 การรีดิวซ resazurin ใหเปน resorufin โดยเซลลท่ีมีชีวิต 
 
  เทคนิค REMA จะทดสอบกับ cell line ดังตอไปนี้ 
   เซลลมะเร็งชองปาก KB (human oral cavity carcinoma) 
   เซลลมะเร็งเตานม MCF-7 (human breast carcinoma) 
   เซลลมะเร็งปอด NCI-187 (human small cell lung carcinoma) 
   เซลลมะเร็งตับของคน HepG2 (human hepatocyte carcinoma) 
   เซลลมะเร็งลําไสใหญของคน Caco-2 (human colon carcinoma) 
   เซลลมะเร็งผิวหนังของหนู B16-F10 (mouse melanoma) 
   เซลลปกติจากเนื้อเยื่อใตผิวหนังของหนู L929 (mouse subcutaneous 
connective tissue) 
   เซลลจากไตของหนู BHK21 (baby hamster kidney fibroblast) 
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  2.5.1.2 Green Fluorescence Protein (GFP)  
   GFP เปนโปรตีนท่ีสามารถวาวแสงสีเขียว เม่ือโปรตีนถูกทําลายดวยสาร
สกัดการวาวแสงจะลดลง ปริมาณการวาวแสงจะเปนสัดสวนโดยตรงกับเซลลท่ีมีชีวิตอยู เทคนิคนี้จะ
ทดสอบกับ cell line เพียง 1 ชนิด คือ 
   เซลลปกติจากไตของลิง Vero (African green monkey kidney) 
 
 2.5.2 การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส 

  เอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส (α-glucosidase) เปนเอนไซมท่ีพบมากท่ีผนังเซลลของ
ลําไสเล็ก มีหนาท่ียอยแปงและคารโบไฮเดรตใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว การยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมชนิดนี้จะชวยลดการดูดซึมกลูโคสเขาสูกระแสเลือด และชวยลดระดับน้ําตาลในเลือดลงได 
เอนไซมชนิดนี้จึงเปนเปาหมายหนึ่งของการศึกษาวิจัยเพ่ือหาทางปองกันรักษาโรค ชน โรคอวนลงพุง 
หรือโรคเบาหวาน เปนตน เอนไซมแอลฟากลูโคซิเดสมี 3 ชนิด คือ อะไลเลส (amylase)  มอลเทส 
(maltase) และซูเครส (sucrose) การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดสจะใชสารตั้ง
ตน (substrate) เปน p-nitrophenyl-α-glucopyranoside (PNPG) เม่ือมีเอนไซมแอลฟา 
กลูโคซิเดสจะไฮโดรไลซสารดังกลาวไปเปน p-nitrophenol ซ่ึงเปนสารละลายใสสีเหลืองและน้ําตาล
กลูโคส (ภาพท่ี 2.9) ตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนโดยใชเทคนิค UV-Visible spectroscopy โดยวัด
คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 nm ถาการทดลองใหคาการดูดกลืนแสงมาก แสดงวา
เอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส สามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ แตถาการทดลองใหคาการดูดกลืน
แสงนอย แสดงวาเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดสไมสามารถทํางานไดอยางเปนปกติ นั่นคือเอนไซมถูก
ยับยั้งการทํางานดวยสารสกัดท่ีทดสอบ (Zhang et al., 2015)  
 
 

 
 
ภาพท่ี 2.9 การไฮโดรไลซ PNPG เปน p-nitrophenol ดวยเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส 
 
  เนื่องจากขอยดําเปนพืชสมุนไพรท่ีมีการใชเพ่ือระงับอาการเจ็บปวยตางๆ อยาง
หลากหลาย ผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะทํางานวิจัยเก่ียวกับสารสกัดจากขอยดํา งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค
เพ่ือทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา และแยกองคประกอบทางเคมีท่ีจากสารสกัดใบขอยดํา 
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บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.1  วัสดุและสารเคมี 
 

สารเคมี เกรดหรือความบริสุทธิ์ บริษัทผูผลิต 
Hexane Analytical Merck 
Ethyl acetate Analytical Merck 
Ethanol  Analytical Merck 
Butanol  Analytical Merck 
Cesium sulphate Analytical Merck 
conc. Sulfuric acid Analytical Merck 
Silica gel 60   Merck 
PLC F254  Merck 
Lichroprep RP-18  Merck 

 
3.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ 
 

สารเคมี บริษัทผูผลิต 
Rotary evaporator ประกอบดวย 

- Rotavapor รุน R-124 
- Vaccum รุน B-169 

- Cooling รุน RTE-11 

- Heater รุน B-480 

 
Buchi 
Buchi 
Buchi 
Buchi 

NMR : 400 MHz Bruker Avance 
เครื่องชั่งอิเล็กทรอนิคส รุน AG204 Mettler-Toledo Gmbh 
คอลัมนโครมาโทกราฟ  
ตูอบลมรอน  
ตูดูดควัน  
แผนรอน (hot plate)  
โครมาโทกราฟแผนบาง  
เครื่องแกว  
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3.3 พืชตัวอยาง 
ใบขอยดําท่ีใชในการทดลองเก็บมาจาก 2 พ้ืนท่ีคือ  

1. อําเภอหนองหญาปลอง จังหวัดเพชรบุรี  
2. อําเภอชะอํา จังหวัดเพชรบุรี  

เนื่องจากท่ีอําเภอชะอําพบตนขอยดําคอนขางมาก จึงไดนําสวนดอก ลําตน และราก มาทํา
การทดลองดวย เพ่ือเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีของสวนตางๆ จากขอยดํา 

 
3.4 การเตรียมสารสกัดขอยดํา 
 นําสวนตางๆ ของขอยดําแหงท่ีบดละเอียดแลว ดังนี้ ใบ(หนองหญาปลอง) 190 กรัม ใบ
(ชะอํา) 535 กรัม ดอก 120 กรัม ลําตน 1655 กรัม และราก 470 กรัม มาสกัดดวย 70%  
เมทานอล/น้ํา (70% MeOH/H2O) ท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง รินสารละลายออกแลว
กรองสวนกากท้ิงไป ระเหยสวนท่ีเปนสารละสายภายใตความดันต่ํา ไดสารสกัดหยาบสวน ใบ ดอก  
ลําตน และราก ดังภาพท่ี 3.1 
 

 
 
 
 
 
 
 

  
 
ภาพท่ี 3.1 การสกัดสวนตางๆของขอยดําดวย 70% เมทานอล/น้ํา 

 
3.5 การตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของสารสกัดขอยดํา 
 ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของสารสกัดจาก ใบ(หนองหญาปลอง) ใบ(ชะอํา) ดอก 
ลําตน และราก ดวยวิธีโครมาโทกราฟแผนบาง (thin layer chromatography, TLC) โดยใชระบบ

สวนตางๆของขอยดํา 

ใบ  
(หนองหญาปลอง) 

ใบ (ชะอํา) ดอก ลําตน ราก 

สารสกัดใบ 
(หนองหญาปลอง) 

10.114 กรัม 
สารสกัดลําตน 
84.6478 กรัม 

สารสกัดราก 
34.4579 กรัม สารสกัดใบ(ชะอํา) 

44.2805 กรัม 

สารสกัดดอก 
26.6846 กรัม 

สกัดดวย 70% เมทานอล/น้ํา ท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง รินสารละลายออก
กรองสวนกากท้ิงไป ระเหยสวนท่ีเปนสารละสายภายใตความดันต่ํา 
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ตัวทําละลายชนิดตางๆ แลวตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวยแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet, 
uv) ท่ีความยาวคลื่น 254 nm และยอมสีดวย anisaldehyde reagent ท่ีอุณหภูมิ 100°  
 

3.6 การทํา partition สารสกัดใบขอยดํา 
 การทํา partition เปนการแยกสารสกัดใบขอยดําออกเปนสวนๆตามความมีข้ัวของตัว
ทําละลาย โดยนําสารสกัดใบขอยดํา (CD-1) ประมาณ 10.0 กรัม ละลายดวย 10% เมทานอล/น้ํา 
300 mL แลวสกัดแยกสวนดวยตัวทําละลายท่ีมีข้ัวแตกตางกันจากข้ัวสูงไปต่ํา ไดแก  
ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, CH2Cl2) และบิวทานอล (butanol, BuOH) ตามลําดับ เม่ือ
ระเหยตัวทําละลายออกจะไดสารสกัดแบงออกเปน 3 สวนคือ สารสกัดไดคลอโรมีเทน เรียกวา CD-2 
สารสกัดบิวทานอล เรียกวา CD-3 และสารสกัดน้ํา เรียกวา CD-4 ระเหยใหแหงภายใตความดันต่ํา 
บันทึกลักษณะและน้ําหนักของสารสกัดท้ัง 3 ชนิดท่ีได ดังภาพท่ี 3.2 

 
ภาพท่ี 3.2 ข้ันตอนการทํา partition สารสกัดใบขอยดํา  

สารสกัดใบขอยดํา 10.0 กรัม  
(CD-1) 

สารสกัดไดคลอโรมีเทน 

(CD-2) 
สารสกัดน้ํา 

สารสกัดบิวทานอล 

(CD-3) 

สารสกัดน้ํา 

(CD-4) 

สกัดดวยบิวทานอล 

(100 ml x 3) 

ระเหยตัวทําละลาย 

ละลายดวย 10%  
เมทานอล/น้ํา (300 ml)  

สกัดดวย CH2Cl2  
(100 ml x 3) ระเหยตัวทําละลาย 
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3.7 การทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดใบขอยดํา 
 การทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาประกอบดวยการทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันเบื้องตน 
การทดสอบความเปนพิษตอเซลล และการทดสอบฤทธิ์ตานเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส (α- 
glucosidase) มีรายละเอียดดังนี้ 
 
 3.7.1 การทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันเบ้ืองตน  

การทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันเบื้องตน ใชสารตัวอยางเปนสารสกัดจากสวนตางๆ 
ของขอยดํา ไดแก สารสกัดใบ ดอก ลําตน และราก การทดสอบนี้ใช 2,2-ไดฟนิล-1-ไพคริลไฮดราซิล  
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrezyl, DPPH) เนื่องจาก DPPH เปนอนุมูลอิสระท่ีเสถียรชนิดหนึ่งซ่ึงใช 
รีเอเจนตท่ีใชทดสอบสารตานออกซิเดชันจากสิ่งสกัดและสารท่ีแยกไดจากพืช ซ่ึงเปนวิธีท่ีสะดวก
รวดเร็ว และงายตอการทดสอบฤทธิ์การตานออกซิเดชัน ประกอบดวยข้ันตอนการเตรียม DPPH และ
การทดสอบ DPPH ดังนี้ 
  3.7.1.1 การเตรียมสารละลาย DPPH เขมขน 0.2 มิลลิโมลาร  
           ชั่ง DPPH ประมาณ 0.0019 กรัม ละลายในเมทานอล แลวปรับปริมาตร
ดวยเมทานอลในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร 

 3.7.1.2 วิธีทดลอง 
                นําแผน TLC มาจุดตัวอยางลงไปแลวเปาดวยไดรเปาผมใหแหงแลวจุดซํ้า
กันประมาณ 3 ครั้ง จากนั้นนําแผน TLC ใสลงในภาชนะท่ีอ่ิมตัวดวยไอของเมทานอลท้ิงไวใหตัวทํา
ละลายเคลื่อนท่ีข้ึนไปตามแผน TLC ประมาณ 5-10 นาที แลวนําแผน TLC ไปสเปรยดวยสารละลาย 
DPPH ท่ีเตรียมไวใหท่ัว สังเกตปฏิกิริยาการฟอกจางสีมวงของ DPPH บนแผน TLC ซ่ึงจะปรากฏเปน
วงสีขาวข้ึนบริเวณท่ีมีการฟอกจางสี 
 
 3.7.2 การทดสอบความเปนพิษตอเซลล 

นําสารสกัดใบขอยดํา (CD-1) และสารสกัดใบขอยดําท่ีไดจากการทํา partition แลว 
(CD-2 CD-3 และ CD-4) ไปทดสอบความเปนพิษตอเซลลท่ีศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แหงชาติ ประกอบดวยการทดสอบ ความเปนพิษตอเซลลปกติ (African green monkey kidney) 
ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเตานม MCF-7 (human breast adenocarcinoma) ความเปนพิษตอ
เซลลมะเร็งปอด NCI-H187 (human small cell lung carcinoma) ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งตับ
ของคน HepG2 (human hepatocarcinoma) ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก (Enterococcus 
faecium) และฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ (Pseudomonas aeruginosa (PAO1))  
 
 3.7.3 การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส 

ในการทดสอบนี้ไดสงสาร CD-3 และ CD-4 ไปทดสอบฤทธิ์ตานเอนไซมแอลฟา
กลูโคซิเดส โดยทดสอบกับเอนไซมในกลุมแอลฟากลูโคซิเดส 2 ชนิด คือ ซูเครส และมอลเทส ท่ี
ภาควิชาเคมีจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยใชสารมาตรฐานเปน Acarbose ซ่ึงเปนยารักษาเบาหวาน
ชนิดท่ี 2 ในปจจุบัน 
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3.8 การแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดใบขอยดํา 
 3.8.1 การแยกสารสกัด CD-2 
   นําสารสกัดไดคลอโรมีเทน (CD-2) น้ําหนักประมาณ 1.30 กรัม มาแยกดวยเทคนิค
คอลัมนโครมาโทกราฟ (column chromatography, CC) ใช silica gel 60 (0.063-0.200 
มิลลิเมตร) 80 กรัม บรรจุลงในคอลัมนเสนผานศูนยกลาง 3.0 cm ชะดวยตัวทําละลายผสมระหวาง 
เบนซีน (benzene), เบนซีน/ไดคลอโรมีเทน, เอทิลอะซีเตต (ethyl acetate, EtOAc), และ 
เมทานอล (methanol, MeOH) ตามลําดับ 
 
 3.8.2 การแยกสาร CD-2-2 
   นําสารสกัด CD-2-CC-2 น้ําหนัก 0.0443 กรัม มาทําใหบริสุทธิ์ดวย preparative 
layer chromatography (PLC) ใช silica gel 60 F254 plates (Merck, layer thickness, 0.25 
มิลลิเมตร) ใชระบบตัวทําละลายเปนไดคลอโรมีเทน/เอทิลอะซีเตต 10/1  
 
 3.8.3 การแยกสาร CD-2-4 
   นําสารสกัด CD-2-CC-4 น้ําหนัก 0.1422 กรัม มาตกผลึกโดยละลายในเมทานอล
รอน แลวคอยๆ หยดน้ําจนสารละลายขุน นําไปใหความรอนจนสารละลายใส ปลอยใหตกผลึก กรอง
ผลึก แลวตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวย TLC 
 
 3.8.4 การแยกสารสกัด CD-3 ดวย PLC 

นําสารสกัด CD-3 ประมาณ 30 มิลลิกรัม มาทําใหบริสุทธิ์ดวย preparative layer 
chromatography (PLC) จํานวน 2 แผนใช silica gel 60 F254 plates (Merck, layer thickness, 
0.25 มิลลิเมตร) ใชระบบตัวทําละลายเปนบิวทานอล/กรดแกลเชียลอะซีติก/น้ํา (BuOH/glacial 
acetic acid/H2O 7:2.5:2.5 v/v/v) 1 ชนิด คือ CD-3-PLC-1 สงวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค 
NMR spectroscopy  
 
 3.8.5 การแยกสารสกัด CD-3 ดวย CC 
   นําสารสกัด CD-3 ประมาณ 0.9 กรัม มาแยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟใช silica 
gel 60 (0.063-0.200 มิลลิเมตร) 90 ml บรรจุในคอลัมนเสนผาศูนยกลาง 3.0 เซนติเมตร ชะ
คอลัมนดวยตัวทําละลาย เอทิลอะซีเตต/เมทานอล และเมทานอล ในอัตราสวนตางๆ ซ่ึงใชตัวทํา
ละลายชะครั้งละ 50 มิลลิลิตร นําไประเหยตัวทําละลายภายใตความดันต่ํา จากนั้นตรวจสอบ
องคประกอบทางเคมีดวยเทคนิค TLC แลวรวม fraction ท่ีมีองคประกอบทางเคมีคลายคลึงกันเขา
ดวยกัน 
 
 3.8.6 การแยกสารสกัด CD-1 

นําสารสกัด CD-1 40.0 กรัม มาแยกดวย flash column chromatography ใช 
silica gel 60 (0.063-0.200 มิลลิเมตร) บรรจุลงในคอลัมนเสนผานศูนยกลาง 9.0 เซนติเมตร สูง 5
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เซนติเมตร ชะคอลัมนดวย เฮกเซน, เฮกเซน/ไดคลอโรมีเทน, ไดคลอโรมีเทน, ไดคลอโรมีเทน/
เอทิลอะซีเตต, เอทิลอะซีเตต, เอทิลอะซีเตต/เมทานอล และ เมทานอล ตามลําดับ เก็บสารละลาย 
fraction ละ 100 ml นําไประเหยตัวทําละลายภายใตความดันต่ํา ตรวจสอบองคประกอบทางเคมี
ของแตละ fraction ดวย TLC จากนั้นรวม fraction ท่ีมีองคประกอบทางเคมีคลายคลึงกันเขา
ดวยกัน 

 
 3.8.7 การแยกสารสกัด CD-1-2 

นําสารสกัด CD-1-2 1.0 กรัมมาแยกตอดวยคอลัมนโครมาโทกราฟใช silica gal 60 
(0.063-0.200 มิลลิเมตร) 100 กรัม บรรจุใน column เสนผาศูนยกลาง 3 เซนติเมตร ชะคอลัมน
ดวยตัวทําละลายเอทิลอะซีเตต/เมทานอล/น้ําในอัตราสวนตางๆ ไดแก 70/20/10, 60/20/10, 
50/20/10 ใชตัวทําละลายชะครั้งละ 50 มิลลิลิตร นําไประเหยตัวทําละลายภายใตความดันต่ํา และ
ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวยเทคนิค TLC 

 
 3.8.8 การแยกสารสกัด CD-1-2-1 

นําสารสกัด CD-1-2-1 ประมาณ 100 มิลลิกรัม มาแยกใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 
preparative layer chromatography (PLC) ใช silica gal 60 F254 plates (Merck ,layer 
thickness, 0.25 มิลลิเมตร) ใชระบบตัวทําละลาย ไดคลอโรมีเทน/เมทานอล/กรดอะซีติก 
(CH2Cl2/MeOH/AcOH) ในอัตราสวน 5/1/0.5 ไดสารบริสุทธิ์ 1 ชนิด คือ CD-1-2-1-1 สงวิเคราะห
โครงสรางดวยเทคนิค NMR spectroscopy  

 
 3.8.9 การแยกสารสกัด CD-1-2-3 

นําสารสกัด CD-1-2-3 ประมาณ 100 มิลลิกรัม มาแยกใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 
preparative layer chromatography (PLC) ใช silica gal 60 F254 plates (Merck ,layer 
thickness, 0.25 มิลลิเมตร) ใชระบบตัวทําละลาย ไดคลอโรมีเทน/กรดอะซีติก/น้ํา 
(CH2Cl2/AcOH/H2O) ในอัตราสวน 4/1/5 (ใชสารละลายใสชั้นบน) ไดสารบริสุทธิ์ 1 ชนิด คือ CD-1-
2-3-1 สงวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค NMR spectroscopy  

 
  3.8.10 การทํา acetylation ของ CD-1-2-1 

นําสาร CD-1-2-1 20 มิลลิกรัม มาทํา acetylation มีจุดประสงคเพ่ือเปลี่ยนหมู 
hydroxyl (-OH) ท่ีคาดวามีอยูในโครงสรางทางเคมีใหเปนหมู acetate (-OCO2CH3) จะได
ผลิตภัณฑอะซีเตต (acetate compound)  ซ่ึงจะสงผลใหการแยกองคประกอบทางเคมีดังกลาวทํา
ไดงายข้ึนเพราะสารจะมีข้ัวต่ําลง ทําไดโดยการเติม pyridine 0.5 มิลลิลิตร และเติม acetic 

anhydried 0.5 มิลลิลิตร รีฟลักซท่ีเปนเวลา 12 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 80°C จากนั้นหยุดปฏิกิริยา แลว
สกัดสารผลิตภัณฑอะซีเตตท่ีเกิดข้ึนดวย CH2Cl2 และกําจัดน้ําออกจากผลิตภัณฑอะซีเตตดวย 
Na2SO4 anhydrous ตามภาพท่ี 3.3 
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ภาพท่ี 3.3 ข้ันตอนการสกัดผลิตภัณฑอะซีเตตของปฏิกิริยา acetylation 
 

3.9 พิสูจนโครงสรางทางเคมีดวยเทคนิค NMR Spectroscopy  
 นําสารบริสุทธิ์ท่ีแยกไดท้ัง 3 ชนิด (ประมาณ 10 มิลลิกรัม) สงวิเคราะหขอมูล 1H, 13C 
ดวยเครื่อง NMR Bruker 400 MHz ท่ีภาควิชาเคมี มหาวิทยาลัยศิลปากร นครปฐม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สกัดดวย 10% HCl 10ml x 3 ครั้ง 

สกัดดวย H2O 10ml x 3 ครั้ง

ช้ันนํ้า ช้ัน CH2Cl2 

1. เติม Na2SO4 anhydrous 
2. กรอง 
3. ระเหยตวัทําละลาย 

 
ผลิตภณัฑอะซีเตต 

 

ช้ัน CH2Cl2 ช้ัน10 % HCl 

ช้ันนํ้า 

สารผสม 

สกัดดวย CH2Cl2 10ml x 3 ครั้ง 

ช้ัน CH2Cl2 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
 การศึกษาองคประกอบการทางเคมี และฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดขอยดํา มีผลการ
ทดลองเปนดังนี้ 
 

4.1 ผลการเตรียมสารสกัดจากสวนตางๆ ของขอยดํา 
 จากการนําสวนตางๆ ของขอยดํา ไดแก ใบจากอําเภอหนองหญาปลองและชะดํา ดอก ลํา
ตน และ ราก ของขอยดํามาทําใหแหงโดยการผึ่งลม บดใหละเอียด แลวสกัดดวยตัวทําละลาย 70% 
เมทานอล/น้ํา (MeOH/H2O) ไดสารสกัดดังตารางท่ี 4.1  
 
ตารางท่ี 4.1 น้ําหนักและลักษณะของสารสกัดจากสวนตางๆ ของขอยดํา 

สวนของพืช 
น้ําหนัก 
(กรัม) 

ลักษณะของสาร 

ใบ (ชะอํา) 44.2805 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 
ใบ (หนองหญาปลอง) 11.5504 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 
ดอก  26.6846 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 
ราก  34.4579 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 
ลําตน  84.6478 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 

 

4.2 ผลการตรวจสอบองคประกอบทางเคมจีากสารสกัดขอยดํา  
การทดสอบองคประกอบทางเคมีของสารสกัดจากสวนตางๆของขอยดํา ดวยเทคนิค 

ทินเลเยอรโครมาโทกราฟ (TLC) ดวยระบบตัวทําละลาย CH2Cl2/MeOH/H2O: 6/2/2 พบวาใบจาก
ท้ังอําเภอหนองหญาปลอง (บ1) และใบจากชะอํา (บ2) มีองคประกอบทางเคมีเหมือนกัน คือมีจุดสาร
ปรากฏข้ึนในตําแหนงและสีเดียวกัน ซ่ึงเปนการพิสูจนไดวาใบขอยดําจากท้ังสองอําเภอเปนพืชชนิด
เดียวกัน ในสวนของสารสกัดจากดอก ราก และลําตน จะมีองคประกอบทางเคมีคลายคลึงกัน แต
ปริมาณอาจแตกตางกัน ท้ังนี้ใบจะมีองคประกอบทางเคมีมากกวาสวนอ่ืนๆ ดังภาพท่ี 4.1  
 

 
ภาพท่ี 4.1 องคประกอบทางเคมีของสารสกัดจากสวนตางๆของขอยดํา 

บ1  ด  บ2  ล  ร 

บ1  หมายถึง สารสกัดใบ(หนองหญาปลอง) 
ด หมายถึง สารสกัดดอก 
บ2  หมายถึงสารสกัดใบ(ชะอํา) 
ล หมายถึงสารสกัดลําตน 
ร หมายถึงสารสกัดราก 
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4.3 ผลการทํา partition สารสกัดใบขอยดํา  
ผลการทํา partition สารสกัดใบขอยดํา (CD-1) น้ําหนักประมาณ 10.0 กรัม ไดสารสกัด  

3 สวน คือ สารสกัดไดคลอโรมีเทน (CD-2) สารสกัดบิวทานอล (CD-3)  และสารสกัดน้ํา (CD-4) 
พบวาสารสกัดน้ํามีน้ําหนักมากท่ีสุด คือ 22.89 กรัม รองลงมาคือสารสกัดไดคลอโรมีเทน และสาร
สกัดบิวทานอล คิดเปนรอยละ 17.61 13.08 และ 57.22 ตามลําดับ 
 
ตารางท่ี 4.2 น้ําหนักและลักษณะของสารสกัด CD-2 – CD-4 
 

สารสกัด สัญลักษณ 
น้ําหนัก
(กรัม) 

รอยละโดย
น้ําหนัก 

ลักษณะสาร 

ไดคลอโรมีเทน CD-2 7.045 17.61 ของเหลวหนืดสีเขียวดํา 
บิวทานอล CD-3 5.234 13.08 ของแข็งสีน้ําตาล 

น้ํา CD-4 22.890 57.22 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลดํา 
 
 ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของสารสกัดท้ัง 3 ชนิด พบสารแยกเปน 3 กลุม คือ มีข้ัวต่ํา
พบในสารสกัดไดคลอโรมีเทน (หมายเลข 1 ภาพ 4.2 ข) เปนสารท่ียอมติดสีชมพู-มวง คาดวาเปนสาร
ในกลุมเทอรพีนอด หรือกรดไขมันท่ีพบในพืช กลุมท่ี 2 เปนสารกลุมข้ัวสูงปานกลางซ่ึงสารมารถ
ดูดกลืนรังสียูวีความยาวคลื่น 254 nm ไดเล็กนอย (หมายเลข 2 ภาพ 4.2 ก) และยอมติดสีเหลือง
และสีเขียว (หมายเลข 2 ภาพ 4.2 ข) คาดวาสารกลุมนี้จะมีโมเลกุลของน้ําตาลในโครงสราง คาดวา
เปนกลุมไกลโคไซด และกลุมสุดทายเปนสารข้ัวสูงมากพบในสารสกัดน้ํา สารกลุมนี้ยอมติดสีเขียวข้ีมา 
(หมายเลข 3 ภาพ 4.2 ข) คาดวาสารกลุมนี้เปนน้ําตาลและสารกลุมไกลโคไซดข้ัวสูง จาก
องคประกอบทางเคมีท่ีปรากฏบนแผน TLC กลุมสารท่ีนาจะมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยานาจะอยูในสารสกัด
ไดคลอโรมีเทน(1) และบิวทานอล(2) ผูวิจัยจึงทําการแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดท้ังสอง
ตอไป 
                              ก)                 ข) 

                    
     
 
ภาพท่ี 4.2 องคประกอบทางเคมีของสารสกัดไดคลอโรมีเทน บิวทานอล และน้ํา 
             ก) ฉายดวยแสง UV ท่ีความยาวคลื่น 254 nm ข) ยอมดวย anisaldehyde reagent 

1 หมายถึง สารสกัดไดคลอโรมเีทน 
2 หมายถึง สารสกัดบิวทานอล 
3 หมายถึง สารสกัดนํ้า 

ยอมติดสชีมพู-มวงแลว เปลี่ยนเปนสีเทา-ดํา 

1     2   3 1     2   3   2      3 
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4.4 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดขอยดํา 
4.4.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันเบ้ืองตน 
 ในการทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันเบื้องตน โดยอาศัยคุณสมบัติในการเกิดปฏิกิริยา

ฟอกจางสีของอนุมูลอิสระ DPPH พบวาสารสกัดจากใบจากท้ังจากอําเภอหนองหญาปลอง (บ1) และ
ชะอํา (บ2) ฟอกจางสีอนุมูล DPPH ไดดีท่ีสุด รองลงมาไดแก ลําตน ราก และดอก ตามลําดับ โดย
พิจารณาจากเวลาท่ีใชในการฟอกจางสีมวงของ DPPH จนปรากฏเปนสีขาวบนแผน TLC ดังภาพท่ี 
4.3 

 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.3 การฟอกจางสีของ DPPH  
 

4.4.2 ผลการทดสอบความเปนพิษตอเซลล 
ผลจากการนําสารสกัด CD-1 CD-2 CD-3 และ CD-4 สงตรวจฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 

โดยทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษตอเซลลปกติจากไตของลิง (Vero cell) ) ความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง
ตับของคน (HepG2) ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งปอด (NCI-H187 ความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง 
เตานม (MCF-7) ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (E. faecium) ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 
(P. aeruginosa) ไดผลดังตารางท่ี 4.3 ปรากฏวาสารสกัดท้ัง 4 ชนิดไมแสดงความเปนพิษตอเซลลทุก
ชนิดท่ีทําการทดสอบ 

 
ตารางท่ี 4.3 ผลการทดสอบความเปนพิษตอเซลล 
 

สาร Vero cell HepG2 NCI-H187 MCF-7 E.faecium P.aeruginosa 

CD-1 - - - - - - 

CD-2 - - - - - - 

CD-3 - - - - - - 

CD-4 - - - - - - 

 
หมายเหตุ  + = cytotoxic หรือ active  

 - = Non-cytotoxic หรือ Inactive 

  บ1   ด   บ2   ล    ร 

บ1 หมายถึง สารสกัดใบ(หนองหญาปลอง) 
ด หมายถึง สารสกัดดอก 
บ2  หมายถึงสารสกัดใบ(ชะอํา) 
ล หมายถึงสารสกัดลําตน 
ร หมายถึงสารสกัดราก 
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4.4.3 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส 
 การทดสอบฤทธิ์ตานเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดสจะทําการทดสอบกับเอนไซม 2 ชนิด 

คือ ซูเครส และมอลเทส ซ่ึงเอนไซมท้ังสองชนิดจะยอยน้ําตาลโมเลกุลคูใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว
หรือกลูโคส และในการทดสอบใชสารสกัดเพียง 2 ชนิด คือ สารสกัดบิวทานอล ( CD-3) และสารสกัด
น้ํา (CD-4) 

 4.4.3.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมซูเครส  
  จากการทดสอบไดความเขมขนสูงสุด คือ 0.3125 mg/ml มีเปอรเซ็นตการ

ยับยั้งเอนไซมซูเครส ของสาร CD-3 และ CD-4 มีคาเทากับ 12.32 และ 8.40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
เม่ือสารสกัดไมสามารถยับยั้งเอนไซมซูเครสไดเกิน 50% จึงไมสามารถทําการทดลองหาคา IC50 ได  
 
ตารางท่ี 4.4 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมซูเครส 
 

 ความเขมขน (mg/ml) 
% การยับย้ังซูเครส  

CD-3 CD-4 

0.0025 1.53 1.55 

0.0125 1.37 1.42 

0.0625 3.17 2.03 

0.3125 12.32 8.40 

 
 4.4.3.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมมอลเทส 

  จากการทดสอบไดความเขมขนสูงสุด คือ 0.3125 mg/ml มีเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งเอนไซมมอลเทสของสาร DC-3 และ CD-4 มีคาเทากับ 39.08 และ 24.08 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ เชนเดียวกับการยับยั้งเอนไซมซูเครส สารสกัดไมสามารถยับยั้งเอนไซมมอลเทสไดเกิน 
50% จึงไมสามารถทําการทดลองหาคา IC50 ได  
 
ตารางท่ี 4.5 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมมอลเทส 
 

ความเขมขน (mg/ml) 
% การยับย้ังมอลเทส 

CD-3 CD-4 

0.0025 5.00 -1.11 

0.0125 3.21 -3.23 

0.0625 10.97 1.00 

0.3125 39.08 24.08 
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4.5 ผลการแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดใบขอยดํา 
4.5.1 ผลการแยกสารสกัด CD-2 

จากการนําสารสกัดไดคลอโรมีเทน (CD-2) 1.30 กรัม มาแยกดวยคอลัมน 
โครมาโทกราฟ โดยชะคอลัมนดวยตัวทําละลาย เบนซีน, เบนซีน/ไดคลอโรมีเทน, เอทิลอะซีเตต และ 
เมทานอล ในอัตราสวนตางๆ ซ่ึงใชตัวทําละลายชะครั้งละ 50 มิลลิลิตร ไดสารท้ังหมด 20 fraction 
ยอย ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวย TLC ดังภาพ 4.4 รวม faction ท่ีมีองคประกอบทางเคมี
คลายกันไดดังตารางท่ี 4.6  

 
ตารางท่ี 4.6 ลักษณะและน้ําหนักของสารท่ีแยกจาก  CD-2 ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

Fractions NO. รวมจาก fraction ยอย 
น้ําหนัก 
(กรัม) 

 

ลักษณะ 

CD-2-1 1-2 0.0159 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-2-2 6-8 0.0443 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-2-3 12-14 0.0378 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-2-4 16-17 0.1422 ของแข็งสีขาวปนน้ําตาลออน 
CD-2-5 19-20 0.0399 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลดํา 

   
ก 

                         
ข 

                                                       
 
ภาพท่ี 4.4 องคประกอบทางเคมีจากการแยกสารสกัด CD-2 
         ก) ฉายแสง UV ท่ีความยาวคลื่น 254 nm ข) ยอมดวย anisaldehyde reagent 

Fraction ยอย 6-8 
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4.5.2 ผลการแยกสารสกัด CD-2-2 
 จากการตรวจสอบ TLC ดังปรากฏในภาพท่ี 4.4 พบวา สารสกัด CD-2-2 มี

องคประกอบท่ีนาสนใจคือ องคประกอบท่ีสามารถดูดกลืนรังสี UV ได และสามารถยอมติดสี
ชมพู ผูวิจัยจึงไดแยกตอเพ่ือใหไดสารบริสุทธิ์ดวย PLC (ภาพ 4.5) ไดสารบริสุทธิ์ 1 ชนิด คือ 
CD-2-2-1 มีลักษณะเปน wax สีเหลืองออน 15.1 มิลลิกรัม และตรวจสอบองคประกอบดวย 
TLC พบวามีองคประกอบเพียงชนิดเดียว (ภาพ 4.6) คาดวานาจะเปนสารบริสุทธิ์ แตเม่ือมา
ตรวจสอบ TLC ซํ้าอีกครั้งหนึ่งหลังจากตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลาประมาณ 1 เดือนปรากฏ
วาสารบริสุทธิ์ดังกลาวไมปรากฏบน TLC และเม่ือชั่งน้ําหนักปรากฏวา ไมมีน้ําหนัก ผูวิจัยคาดวา
สารดังกลาวนาจะสลายตัวไป 

 

 
 

ภาพ 4.5 การแยก CD-2-2 ดวย PLC 
                          ก                                 ข 

                      
  
ภาพ 4.6 องคประกอบทางเคมีของ CD-2-2-1 
 
 4.5.3 ผลการแยกสารสกัด CD-2-4 
  จากการแยกสารสกัด CD-2-4 0.1422 กรัม มาตกผลึกโดยละลายใน MeOH รอน 
พบวาไดของแข็งสีขาว กรองของแข็ง แลวตรวจสอบ TLC ปรากฏวาไมพบองคประกอบทางเคมีท่ี
นาสนใจ จึงไมไดสงวิเคราะหขอมูล NMR 
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ภาพ 4.7 ของแข็งสีขาวและองคประกอบทางเคมีของ CD-2-4 
 
 4.5.4 ผลการแยกสารสกัด CD-3 ดวย PLC 

ผลจากการนําสารสกัด CD-3 30 มิลลิกรัม มาทําใหบริสุทธิ์ดวย PLC ไดสารสกัด 
CD-3-PLC-1 12.1 มิลลิกรัม เปน wax สีเหลืองเขม ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวย TLC พบวา
สารดังกลาวไมดูดกลืนรังสี UV ยอมติดสีเหลืองดังภาพ 4.8  
 

 
 
ภาพท่ี 4.8 องคประกอบทางเคมีของ CD-3-PLC-1 
 

ผูวิจัยสงสารดังกลาว 8.25 มิลลิกรัม เพ่ือวิเคราะหโปรตอน NMR สเปคตรัมโปรตอน NMR 
ของสาร CD-3-PLC-1 ปรากฏดังภาพ 4.9 ซ่ึงไมปรากฏพีค (peak) ท่ีสามารถระบุไดวาสารดังกลาว
เปนสารกลุมใด ท้ังนี้ใชตัวทําละลายในการวิเคราะหเปน DMSO  
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ภาพท่ี 4.9 โปรตอน NMR ของ CD-3-PLC-1 ครั้งท่ี 1  
  
 

 
 
ภาพท่ี 4.10 โปรตอน NMR ของ CD-3-PLC-1 ครั้งท่ี 2 
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 ผูวิจัยจึงไดทําการแยกสาร CD-3 ดวย PLC ซํ้า โดยนําสารสกัด CD-3 60 มิลลิกรัมมาแยก
ดวย PLC 2 แผน แลวสงสาร CD-3-PLC-1 ท่ีแยกได 19.1 มิลลิกรัม ไปวิเคราะหใหมอีกครั้งหนึ่ง 
พบวา สเปคตรัมโปรตอน NMR ปรากฏสัญญาณชัดเจนกวาครั้งแรกเล็กนอย ดังปรากฏในภาพ 4.10 
อยางไรก็ตาม ขอมูลโปรตอน NMR ของสาร CD-3-PLC-1 ยังคงคลายๆ เดิม กลาวคือปรากฏพีคอยู
ในชวงของคา chemical shift ต่ําวา 1 ถึง 4.5 ซ่ึงคาดวาสัญญาณดังกลาวเปนของ methyl (-CH3) 
และอาจมี methylene (-CH2) และ methine (-CH) proton แตสัญญาณไมชัดเจนนัก  
 
 4.5.5 ผลการแยกสารสกัด CD-3 ดวย CC 

ผลการแยกสารสกัด CD-3 0.9 กรัม ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ ไดสารท้ังหมด 23 
fraction ยอย รวม fraction ยอยท่ีมีองคประกอบทางเคมีคลายกัน ไดผลดังตารางท่ี 4.7 
 
ตารางท่ี 4.7 ลักษณะและน้ําหนักของสารแยกไดจาก CD-3 ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

Fractions NO. รวมจาก fraction ยอย 
น้ําหนัก 
(กรัม) 

 

ลักษณะ 

CD-3-CC-1 11 0.0884 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-3-CC-2 12-14 0.204 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-3-CC-3 16-18 0.113 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 

   

  

 
 

ภาพท่ี 4.11 องคประกอบทางเคมีท่ีแยกจาก CD-3 ดวยคอลัมโครมาโทกราฟ 

12-14 

16-18 
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จากการตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของสารท้ังหมด 23 fraction ยอย พบวามี
องคประกอบท่ีนาสนใจคือ สารท่ียอมติดสีชมพู-มวง และสารท่ียอมติดสีเหลือง (ภาพท่ี 4.11) แต
เนื่องจากน้ําหนักของสารสกัดท่ีแยกไดนอยมาก การจะแยกตอใหบริสุทธิ์จึงทําไดยาก ผูวิจัยจึงไดนํา
สารสกัด CD-1 ท่ีเหลืออยูมาแยกใหม โดยไมทํา partition เพ่ือปองกันสารอาจสลายตัวได 
  

4.5.6 การแยกสารสกัด CD-1 ดวย CC 
  ผลการแยกสารสกัด CD-1 น้าํหนัก 40.0 กรัมดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ ไดสาร
สกัดท้ังหมด 31 fraction ยอย รวมสารสกัดใน fraction ท่ีคลายกัน ไดผลดังตารางท่ี 4.8 
 
ตารางท่ี 4.8 ลักษณะและน้ําหนักของสารแยกไดจาก CD-1 ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

Fractions NO. รวมจาก fraction ยอย 
น้ําหนัก 
(กรัม) 

 

ลักษณะ 

CD-1-1 12-16 2.119 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-1-2 26-31 12.012 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 

 
          ก 

                               
 ข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.12 องคประกอบทางเคมีท่ีแยกไดจาก CD-1 ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ  

12-16 

26-31 
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จากการตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของท้ัง 31 fraction ท่ีแยกได พบวา
องคประกอบทางเคมีสวนใหญไมดูดกลืนรังสียูวี หรือดูดกลืนไดเล็กนอย (สังเกตจากจุดดําท่ีปรากฏบน
แผน TLC ภาพ 4.12 ก)  ทําใหคาดเดาไดวาโครงสรางขององคประกอบดังกลาวนาจะไมมีพันธะคู
หรืออาจกลาวไดวาโครงสรางทางเคมีขององคประกอบในใบขอยดําประกอบไปดวยโครงสรางท่ีมี
ความอ่ิมตัวเปนสวนใหญ และในภาพ 4.12 ข ซ่ึงเกิดจากการนําแผน TLC ในภาพ 4.12 ก ไปยอม
ดวย anisaldehyde reagent ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับองคประกอบทางเคมีในสารสกัดปรากฏเปนสีบน
แผน TLC พบวาสารสกัดสวนใหญติดสีมวง-ชมพู ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของสารในกลุมเทอรพีนอยด 
หรือเสตียรอยด และองคประกอบบางชนิดใน fraction 26-31 จะมีข้ัวคอนขางสูง จึงคาดไดวาเปน
โครงสรางท่ีอาจตออยูกับน้ําตาลท่ีเรียกวาไกลโคไซด และคาดวาองคประกอบท่ียอมติดสีชมพู-มวงใน 
fraction 26-31 เปนองคประกอบทางเคมีหลักในสารสกัดใบขอยดํา 
 

4.5.7 ผลการแยกสารสกัด CD-1-2 
 นําสารสกัด CD-1-2 ประมาณ 1 กรัม มาแยกตอดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ 

โดยชะคอลัมนดวยตัวทําละลาย EtOAc, EtOAc/MeOH ในอัตราสวนตางๆ ใชตัวทําละลายชะครั้งละ 
50 มิลลิลิตร ไดสารท้ังหมด 28 fraction ยอย รวม fraction ท่ีมีองคประกอบทางเคมีเขาดวยกัน ได
สารสกัด 3 fraction ดังตารางท่ี 4.9 
 
ตารางท่ี 4.9 ลักษณะและน้ําหนักของสารแยกไดจาก CD-1-2 

Fractions NO. จาก fraction ยอย 
น้ําหนัก 

(มิลลิกรัม) 

 

ลักษณะ 

CD-1-2-1 2 158.6 ของเหลวหนืดสีเหลืองออน 
CD-1-2-2 3 132.0 ของเหลวหนืดสีเหลืองออน 
CD-1-2-3 4 157.6 ของเหลวหนืดสีเหลืองออน 

 

                        
 
 ภาพท่ี 4.13 องคประกอบทางเคมีแยกไดจาก CD-1-2 ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

การตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวย TLC พบวาสารท่ียอมติดสีชมพูท่ีเปน
องคประกอบหลักปรากฏอยูใน fraction ยอย หมายเลข 2 3 และ 4 (ภาพ 4.13) ผูวิจัยจึงไดทําการ
แยก CD-1-2-1 และ CD-1-2-3 ตอ เพ่ือเอาสารท่ียอมติดสีชมพูท้ังสองชนิด 
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4.5.8 ผลการแยกสารสกัด CD-1-2-1 
  จากการนํา CD-1-2-1 ประมาณ 100 มิลลิกรัม มาแยกใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 
preparative layer chromatography (PLC) ใชระบบตัวทําละลาย CH2Cl2/AcOH/H2O ใน
อัตราสวน 4/1/5 ใชสารละลายใสชั้นบนเปนเฟสเคลื่อนท่ี (ภาพท่ี 4.14) ไดสารบริสุทธิ์ CD-1-2-1-1 
น้ําหนัก 18.7 มิลลิกรัม มีลักษณะเปน wax สีเหลืองออน และตรวจองคประกอบทางเคมีดวยแผน 
TLC จากจุดสารท่ีปรากฏบนแผน TLC ดังภาพ 4.15 คาดวานาจะเปนสารบริสุทธิ์  
 

 
 
ภาพท่ี 4.14 การแยก CD-1-2-1 ดวย PLC 
                

    
 
ภาพท่ี 4.15 องคประกอบทางเคมีของ CD-1-2-1-1  
 

4.5.9 ผลการแยกสารสกัด CD-1-2-3 
  จากการนํา CD-1-2-3 ประมาณ 100 มิลลิกรัม มาแยกใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 
preparative layer chromatography (PLC) ใชระบบตัวทําละลาย CH2Cl2/AcOH/H2O ใน
อัตราสวน 4/1/5 ใชสารละลายใสชั้นบนเปนเฟสเคลื่อนท่ี ไดสารบริสุทธิ์ CD-1-2-3-1 น้ําหนัก 16.1 
มิลลิกรัม มีลักษณะเปน wax สีเหลืองออน และตรวจองคประกอบทางเคมีดวยแผน TLC ปรากฏดัง
ภาพ 4.16 คาดวาสารท่ีแยกไดนาจะเปนสารบริสุทธิ์  
 
 

CD-1-2-1-1 
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ภาพท่ี 4.16 องคประกอบทางเคมีของ CD-1-2-3-1  
   

ผูวิจัยจึงใหสงสารท่ีแยกไดท้ังสองชนิด คือ CD-1-2-1-1 และ CD-1-2-3-1 ไป
วิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค NMR spectroscopy ขอมูล NMR ของสาร CD-1-2-1-1 ไดผลดัง
ภาพท่ี 4.17 และ 4.18 

 
ภาพท่ี 4.17 โปรตอน NMR ของ CD-1-2-1-1 
 
  สัญญาณโปรตอนท่ีปรากฏของสาร CD-1-2-1-1 ยังคงคลายกับสารท่ียอมติดสี
เหลืองท่ีแยกไดจาก CD-3-PLC-1 กลาวคือ มีสัญญาณโปรตอนปรากฏท่ีคา chemical shift ตั้งแต 
ประมาณ 0.8 จนถึง 5.4 ท่ีแตกตางกันคือ มีสัญญาณท่ีคา chemical shift ประมาณ 5.5 ชัดเจนกวา
ซ่ึงคาดวานาจะเปนของ vinyl proton (H=C-C-) นอกจากนี้ผูวิจัยยังไดวิเคราะหขอมูลของคารบอน
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ในโครงสรางของสารดังกลาว ขอมูล 13C ปรากฏดังภาพ 4.18 ซ่ึงปรากฏสัญญาณคารบอนประมาณ 
16 คารบอน 

 
ภาพท่ี 4.18 13C NMR ของ CD-1-2-1-1 
 
  นอกจากนี้สัญญาณโปรตอน NMR ของ CD-1-2-1-1 ยังคลายกับ CD-1-2-3-1 ดัง
ภาพท่ี 4.19 
 

 
ภาพท่ี 4.19 โปรตอน NMR ของ CD-1-2-3-1 
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  จากการนําสารยอมติดสีเหลือง คือ CD-3-PLC-1 สารยอมติดสีชมพู 2 ชนิด คือ 
CD-1-2-1-1 และ CD-1-2-3-1 ไปวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค NMR ปรากฏวาสารตัวอยางท้ังสอง
ชนิดละลายไดไมดีนักในตัวทําละลายเกือบทุกชนิด แมแต DMSO (dimethyl sulfoxide) จึงทําให
ขอมูล NMR ท่ีปรากฏในภาพท่ี 4.9 และ 4.17-4.19 ไมสามารถระบุโครงสรางทางเคมีของสาร
ท้ังหมดได ผูวิจัยคาดวาสารท้ังสามชนิดนาจะมีข้ัวสูงมาก เนื่องจากเปนสารในกลุมไกลโคไซดท่ีมี
น้ําตาลเชื่อมตออยูกับโครงสรางสวนท่ีไมใชน้ําตาล ดังนั้นจึงตองทําใหความมีข้ัวของสารต่ําลงดวยการ
ทําปฏิกิริยา acetylation เพ่ือเปลี่ยนหมูหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl, -OH) ท่ีในโมเลกุลใหเปนหมู 
อะซีเตต (CH3COO-)  
 

4.5.10 ผลการทํา acetylation ของ CD-1-2-1 
  นําสารสกัด CD-1-2-1 น้ําหนัก 0.221 กรัม มาทํา acetylation โดยการเติม 
อะซีติกแอนไฮไดรด (acetic anhydride) และไพริดีน (pyridine) เม่ือครบเวลา 2 ชั่วโมง ติดตามการ
เกิดปฏิกิริยา โดยนําสารหลังทําปฏิกิริยามาจุดลงบนแผน TLC เทียบกับสารท่ีไมไดทําปฏิกิริยา 
ปรากฏวาจุดสารท้ังสองปรากฏบนแผน TLC ตําแหนงตรงกัน แสดงวาสารตั้งตนไมเกิดปฏิกิริยา 

acetylation จึงไดเพ่ิมเวลาเปน 12 ชั่วโมง แลวทดสอบดวยแผน TLC ซํ้าอีกครั้ง ปรากฏวาจุดสารท้ัง
สองปรากฏบนแผน TLC ตําแหนงตรงกัน (ภาพ 4.13) แสดงวาสารตั้งตนไมเกิดปฏิกิริยา 
acetylation  

    
 

                                   
ภาพท่ี 4.20 เปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีของ CD-1-2-1-1 กับ CD-1-2-1 หลังทํา acetylation 
 
   
 

 
 
 

  1     2 

1 หมายถึง กอนทําปฏิกิริยา acetylation 
2 หมายถึง หลังทําปฏิกิริยา acetylation 

จุดสารท้ังสองปรากฏตรงกัน 
แสดงวาสารไมเกิดปฏิกิ ริยา 
acetylation 
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บทท่ี 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
  การเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีโดยใชเทคนิค TLC ของสารสกัดจาก ใบ(หนอง
หญาปลอง) ใบ(ชะอํา) ลําตน ดอก และ ราก ทําใหทราบวาสารสกัดจากใบมีองคประกอบทางเคมี
มากกวาสวนอ่ืนๆ อีกท้ังพืชชนิดเดียวกันแมเก็บจากพ้ืนท่ีตางกันก็จะมีองคประกอบทางเคมีเหมือนกัน 
ดังนั้นการเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีดวยเทคนิค TLC อาจชวยระบุชนิดของพืชไดอีกทางหนึ่ง 
นอกจากนี้ยังพบอีกวา สารสกัดจากใบสามารถตานอนุมูล DPPH ไดเร็วท่ีสุด เม่ือเทียบกับสารสกัด
จากสวนอ่ืนๆ สอดคลองกับจํานวนชนิดขององคประกอบทางเคมีท่ีตรวจพบในใบมากกวาสวนอ่ืนๆ 
และการใชประโยชนของภูมิปญญาทองถ่ินจะนําสวนใบมาตมเพ่ือนําน้ํามาดื่มแกอาการเจ็บปวยตางๆ 
เชน แกพิษสัตวกัดตอย แกพิษงู ลางพิษ และมะเร็ง เปนตน 
  สําหรับการทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษตอเซลล ไดแก โดยทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษตอ
เซลลปกติจากไตของลิง (Vero cell) ) ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งตับของคน (HepG2) ความเปนพิษ
ตอเซลลมะเร็งปอด (NCI-H187 ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
แกรมบวก (E. faecium) ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginosa) และการทดสอบฤทธิ์
ยับยั้งแอลฟากลูโคซิเดส ปรากฏกวาสารสกัดจากใบขอยดําไมแสดงฤทธิ์ความเปนพิษตอเซลลทุกชนิด
ท่ีทดสอบ และไมสามารถหาคา IC50 สําหรับการยับยั้งเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดสได เนื่องจากผู
วิเคราะหแจงวาสารตัวอยางละลายไดไมดีในตัวทําละลาย DMSO ดังนั้นจึงควรสงสารบริสุทธิ์ไป
ทดสอบแทนสารสกัด 
 ในงานวิจัยนี้สามารถแยกองคประกอบทางเคมีท่ีเปนองคประกอบหลักในสารสกัดใบ 
ขอยดําได 3 ชนิด คือ สารท่ีสามารถดูดกลืนรังสี UV ท่ีความยาวคลื่น 254 nm ไดเล็กนอย ยอมดวย 
anisaldehyde reagent ติดสีเหลือง 1 ชนิด คือ CD-3-PLC-1 และยอมติดสีชมพู 2 ชนิด คือ CD-1-
2-1-1 และ CD-1-2-3-1 สัญญาณโปรตอน NMR ของสารท้ังสามชนิดใกลเคียงกันมาก  
 จากการวิเคราะหโปรตอน NMR ของ CD-1-2-1-1 ดังภาพ 4.21 พบหมูฟงกชันท่ี

สามารถระบุได คือ ท่ี δH ประมาณ 1.47-1.49 และ 1.88 เปนสัญญาณของ methyl proton 2 หมู 

และ 3 หมู ตามลําดับ และปรากฏสัญญาณของ vinyl proton (CH=C-) ท่ี δH 5.41-5.48 ซ่ึง

สอดคลองกับสัญญาณ 13C ท่ีปรากฏสัญญาณท่ี δc 146.75 และ 119.56 (ภาพ 4.22) นอกจากนั้น

ปรากฏสัญญาณของตัวทําละลายคือ MeOD ท่ี δH 3.31-3.34 และ δc 48.30-49.72 ซ่ึงคอนขาง
ชัดเจนกวาสัญญาณโปรตอนและคารบอนของสาร ทําใหบดบังสัญญาณโปรตอนและคารบอนอ่ืนๆ 
ของสารท่ีอาจปรากฏสัญญาณท่ีคา chemical shift ชวงนี้ สําหรับสัญญาณโปรตอนอ่ืนๆ ท่ีปรากฏ
อาจเปนของ methylene และ methine โปรตอน 
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ภาพท่ี 4.21 วิเคราะหโปรตอน NMR ของ CD-1-2-1-1 
  
 

 
 
ภาพท่ี 4.22 วิเคราะห 13C NMR ของ CD-1-2-1-1 
 

MeOD 
δH 1.88,  
-CH3X 3 

δH 1.47-1.49,  
-CH3X 2 δH 5.41-5.48,  

-CH= 

δc 146.75 และ 119.56 
-CH=C 
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 แนวทางการแกปญหาคือ การทํา acetylation แตปรากฏวาสาร CD-1-2-1-1 ไม
เกิดปฏิกิริยา คาดวาในโครงสรางอาจไมมีหมู hydroxyl (-OH) หรือสภาวะของการทําปฏิกิริยาไม
เหมาะสม เชน อาจมีความชื้น ทําใหไมเกิดปฏิกิริยา หรือเกิดปฏิกิริยาแลวเกิดไฮโดรไลซิสกลับเปน
สารเดิม เปนตน ดังนั้นจึงยังไมสามารถแกปญหาเรื่องการละลายของสารตัวอยางได และยังไม
สามารถอธิบายไดวาเหตุใดสารท่ีไมมีหมูไฮดรอกซีในโมเลกุลจึงมีข้ัวคอนขางสูง 
 การจะพิสูจนโครงสรางทางเคมีของสาร CD-1-2-1-1 และสารอีก 2 ชนิดท่ีเหลือ ตอง
วิเคราะหขอมูลอ่ืนๆ เพ่ิม เชน IR และ 2D-NMR แตเนื่องจากสารละลายตัวอยางคอนขางเจือจาง 
(เพราะตองใชตัวทําละลายปริมาณมากกวาปกติ) การวิเคราะหขอมูล 2D-NMR จึงทําไดคอนขางยาก 
ประกอบกับสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได เม่ือตั้งท้ิงไวเปนเวลานานสารเกิดการเปลี่ยนแปลงองคประกอบดัง
ภาพท่ี 4.23 ดังนั้นจึงยังไมสามารถหาโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ท้ังสามชนิดได แตคาดวา
นาจะเปนสารในกลุมเดียวกัน และโครงสรางทางเคมีคลายกันอยางมาก 
 

                
 
ภาพท่ี 4.23 องคประกอบทางเคมีของ CD-1-2-1-1 และ CD-1-2-3-1 เม่ือตั้งท้ิงไวเปนเวลานานท่ี   
                อุณหภูมิหอง 

 
  อยางไรก็ตามหากไมสามารถวิเคราะหโครงสรางของสารบริสุทธิ์แตละชนิดได เนื่องจาก
การแยกองคประกอบทางเคมีแตละชนิดออกจากกัน สงผลใหองคประกอบเหลานั้นเกิดการสลายตัว 
สงผลใหประสิทธิภาพของสมุนไพรเปลี่ยนแปลงไป (Hostettmann and Marston, 1995) การใช
สารสกัดใบขอยดําในรูปแบบของสารสกัดหยาบ ในเบื้องตนพบวาไมเปนพิษตอเซลลปกติ ท้ังนี้ยังไม
สามารถสรุปไดชัดเจนจนกวาจะมีผลการวิจัยเพ่ิมเติม  
 
 
 
ขอเสนอแนะ 

1. แยกสารสกัด CD-1-2-1-1 CD-1-2-3-1 และ CD-3-PLC-1 เพ่ิมเติม และควรเก็บสาร
ดังกลาวไวในท่ีเย็นและมืด เพ่ือปองกันสารสลายตัว 

2. สงสารบริสุทธิ์ทุกชนิดไปทดสอบความเปนพิษตอเซลลโดยเฉพาะเซลลมะเร็งเตานม และ 
ทดสอดฤทธิ์ยับยั้งแอลฟากลูโคซิเดส เพราะสารสกัดใบขอยดําถูกนํามาใชเปนสมุนไพรรักษา
มะเร็งเตานมและลดน้ําตาลในพ้ืนท่ีอําเภอชะอําได 

1      2 1      2 

1 = CD-1-2-1-1 
2 = CD-1-2-3-1 
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