
                  

 

รายงานการวิจัย 

เรื่อง 

 

 

องคประกอบทางเคมีของใบขอยดํา 

Chemical Constituents of the Leaves of  

Clerodendrum disparifolium Blume. 

 

 

 

ศรินรตัน ฉัตรธีระนนัท  

 

 

 

 

งานวิจัยน้ีเปนสวนหน่ึงของการไดรับทุนจาก 

สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติและมหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบุรี  

ป พ.ศ.  2558 



 

ลิขสิทธ์ิของมหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบุรี 



ก 
 

องคประกอบทางเคมีของใบขอยดาํ 
ศรินรัตน ฉัตรธีระนันท พิษณุ แดงทาขาม และสมร มะเด่ือ 

 

บทคัดยอ 
 

งานวิจัยน้ีมี วัตถุประสงคเพ่ือประเมินฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของสารสกัดจากขอยดํา 

ประกอบดวยการทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดชันจากสวนตางๆ ของขอยดํา ทดสอบความเปนพิษตอ cell 

line 4 ชนิด ทดสอบฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียและเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส แยกและพิสูจนโครงสรางทางเคมี

ของสารที่เปนองคประกอบหลักในใบขอยดํา  

ผลการทดลองพบวาสารสกัดจากใบขอยดําแสดงฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH ไดเร็วกวาสาร

สกัดจากสวนลําตน ราก และ ดอก ตามลําดับ การทดสอบฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของสารสกัดใบขอยดํา 4 

ชนิด คือ CD-1 CD-2 CD-3 และ CD-4 กับ cell line 4 ชนิด ไดแก เซลลปกติจากไตของลิง (Vero cell) 

เซลลมะเร็งตับ (HepG2) เซลลมะเร็งปอด (NCI-H187) เซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) ทดสอบฤทธ์ิยับย้ัง

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

นอกจากน้ีสารสกัด CD-3 และ CD-4 ยังนําไปทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส พบวาสารสกัด

ทั้งหมดไมแสดงความเปนพิษตอเซลลทุกชนิดที่ทําการทดสอบและไมสามารถยับย้ังแอลฟากลูโคซิเดสได  

สวนหน่ึงเปนผลมาจากสารสกัดละลายไดไมดีในตัวทําละลายที่ใชสําหรับการทดสอบ  

การแยกองคประกอบทางเคมีจากสารสกัดใบขอยดํา สามารถแยกสารบริสุทธ์ิได 3 ชนิด คือ 

CD-3-PLC-1, CD-1-2-1-1, และ CD-1-2-3-1 แตยังพิสูจนโครงสรางทางเคมีไมได เน่ืองจากสารทั้ง 3 

ชนิดละลายไดไมดีในตัวทําละลายเกือบทุกชนิด ประกอบกับสารบริสุทธ์ิที่แยกไดไมคอยเสถียร สงผลให

การวิเคราะหขอมูล 2D-NMR ทําไดคอนขางยาก อยางไรก็ดีสารทั้ง 3 ชนิดมีขอมูล 1H-NMR คลายกัน 

ดังน้ันโครงสรางทางเคมีของสารทั้ง 3 ชนิดนาจะคลายกันดวย จากขอมูล 1D-NMR คาดวาสารทั้ง 3 ชนิด

นาจะมีโครงสรางทางเคมีเปนสารในกลุมไดเทอรพีนอยดหรือสเตียรอยด 
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Chemical Constituents of the Leaves of  

Clerodendrum disparifolium  
Sarinrut Chattiranan, Pisanu dangthakham, and Samon Madia 

 

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 ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

การใชประโยชนจากสารธรรมชาติมารักษาโรคเปนหนึ่งในอารยธรรมของมนุษยท่ีมีการ
สืบทอดกันมาตั้งแตอดีตกาล จนกระท่ังถึงยุคปฏิวัติอุตสาหกรรมท่ีมีการพัฒนาทางดานเคมีอินทรีย
เปนอยางมาก กอใหเกิดการสังเคราะหยาและมีการปรับเปลี่ยนโครงสรางทางเคมีของยาเพ่ือใหยานั้น
ออกฤทธิ์ดีข้ึน หรือเพ่ือความปลอดภัยตอผูใชมากข้ึน แตอยางไรก็ตามยาท่ีสังเคราะหข้ึนใชในปจจุบัน
รอยละ 25 มีท่ีมาจากพืชสมุนไพร 

ตัวอยางของยาท่ีสกัดไดจากธรรมชาติ อาทิ เชน Artether เปนสารในกลุม
sesquiterpene แยกไดจากตน Artemisia anua (Asteraceae) ใชเปนยาท่ีมีประสิทธิภาพสูงมากใน
การตานเชื้อมาลาเรีย  และ Galantamine แยกไดจากตน Galanthus woronowii Losinsu ใน
ประเทศรัสเซีย ใชเปนยารักษาโรคอัลไซเมอร (Alzeimer’s disease) (Heinrich and Teoh, 2004) 

 

              
 
                             Arteether                                 Galantamie 

 
ภาพท่ี 1.1   โครงสรางของยารักษาโรคบางชนิดท่ีสกัดไดจากพืชสมุนไพร 

 
เปนท่ีทราบกันดีวาประเทศไทยมีสมุนไพรและมีภูมิปญญาทองถ่ินของการใชสมุนไพร

เปนจํานวนมาก ในปจจุบันประเทศตางๆ ไดใหความสนใจศึกษาการใชสมุนไพรของตนเองใหเกิด
ประโยชนมากท่ีสุดเพ่ือเพ่ิมท้ังคุณคาและมูลคาท้ังในดานการใชเปนสมุนไพร เวชภัณฑ เครื่องสําอาง 
และผลิตภัณฑธรรมชาติ ดังนั้นการวิจัยและพัฒนาพืชสมุนไพรพ้ืนบานเพ่ือเพ่ิมมูลคาจึงมีความสําคัญ
เปนอยางยิ่ง 

ขอยดําเปนพืชสมุนไพรท่ีนาสนใจเพราะสามารถรักษาโรคไดอยางหลากหลาย ไดแก แก
มะเร็ง แกพิษสัตวกัดตอย แกน้ําเหลืองเสีย แกปวดเม่ือย แกเบาหวาน เปนตน แตพืชชนิดนี้ไมคอย
เปนท่ีรูจัก และมีงานวิจัยทางวิทยาศาสตรนอยมาก จึงทําใหผูวิจัยสนใจท่ีจะศึกษาวิจัยองคประกอบ
ทางเคมีของพืชชนิดนี้ เพ่ือเปนขอมูลสําหรับการใชและพัฒนาสารสกัดจากใบขอยดําตอไป 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. เพ่ือทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดขอยดํา 
2. เพ่ือแยกองคประกอบทางเคมีท่ีเปนสารหลักในใบขอยดํา  
3. พิสูจนโครงสรางทางเคมีขององคประกอบสําคัญท่ีแยกได 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1. เก็บตัวอยางใบขอยดําในเขต อําเภอหนองหญาปลอง และอําเภอชะอํา จังหวัดเพชรบุรี  
2. เตรียมสารสกัดหยาบใบขอยดําโดยใชตัวทําละลาย 70% เมทานอล/น้ํา ดวยวิธีรีฟลักซ 
 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ทราบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาเบื้องตนของสารสกัดขอยดํา 
2. ทราบชนิดและโครงสรางของสารท่ีเปนสารสําคัญในใบขอยดํา 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 
  ในบทท่ี 2 จะกลาวถึงขอมูลท่ัวไปและงานวิจัยของขอยดํา สารพฤกษเคมีท่ีแยกไดจาก
พืชสกุล Clerodendrum และการทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา ดังนี้ 
 

2.1  ขอยดํา 
ขอยดํามีชื่อวิทยาศาสตรวา Clerodendrum disparfolium Blume จัดอยูในวงศ 

Lamiaceae ชื่ออ่ืนๆ ไดแก ดังหวาย แมยายถมลูกเขย และเครือสังฆาต สวนใหญพบบริเวณริมแมน้ํา 
ลําธาร เชิงเขา สภาพดินเปนดินทรายถึงดินเหนียว ในประเทศไทยพบไดทางภาคกลางและภาค
ตะวันตกของประเทศ ในจังหวัดเพชรบุรีพบในเขต อําเภอทายาง บานแหลม หนองหญาปลอง และ
ชะอํา 

ขอยดําเปนไมพุมอาจสูงไดถึง 6 เมตร ใบคลายใบขอยแตไมสาก ใบออกตรงขาม สีเขียว
สด ใบสดมีรสขม ออกดอกเปนชอสี ขาวแกมเหลือง โคนกลีบเปนหลอด มีกลิ่นหอมออนๆ ออกดอก
ชวงหนาหนาว (พ.ย.-ม.ค.) ลักษณะเดนของพืชชนิดนี้คือ ใบ 2 ซีกตามแนวเสนกลางใบไมเทากัน 
ปลายใบจะโคงไปทางดานหนึ่ง ทําใหมีพ้ืนท่ีใบ 2 ซีก ไมเทากัน ผลเปนผลแหง มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 7 มิลลิเมตร ภายในมีเมล็ด 1 เมล็ด พบกระจายท่ัวไปในเขตรอน (ชูศรี ตลับมุข และจตุพร 
เผาพงษไทย, 2553) 
 

   
 

 
ภาพท่ี 2.1 ลักษณะของขอยดํา 
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สรรพคุณของขอยดํา ใบแกมะเร็ง แกเบาหวาน แกโรคไต แกน้ําเหลืองเสีย แกพิษสัตว
กัดตอย เชน ผึ้ง ตอ แตน งูเหา งูเขียวหางไหม รากนํามาตมดื่มแกปวดเม่ือย (วงศสถิต ฉ่ัวกุล, 2553)
วิธีใชใบขอยดําเพ่ือรักษาอาการดังท่ีกลาวมา คือเค้ียวใบสด 2-5 ใบ แลวดื่มน้ําตาม หรือใชใบสดบด
ผสมเหลาขาวใสแผล (จําลอง นาคนคร, 2557) 

พืชสกุล Clerodendrum มีมากกวา 500 ชนิด แพรกระจายอยูในทวีปเอเชีย 
ออสเตรเลีย แอฟริกา และอเมริกา ในประเทศไทยพบประมาณ 28 ชนิด (Leeratiwong et al., 
2011) 
 

2.2 งานวิจัยของขอยดํา 
งานวิจัยทางวิทยาศาสตรของขอยดํามีคอนขางนอย มีเพียงการสํารวจพบวาเปน

สมุนไพรท่ีมีฤทธิ์แกปวดเม่ือย การศึกษาฤทธิ์ลดน้ําตาลในเลือดหนูเบาหวาน และฤทธิ์ตานออกซิเดชัน 
ดังนี้ 

วงศสถิต ฉ่ัวกุล (2553) ไดสํารวจสมุนไพรพ้ืนบานและตํารับยาพ้ืนบานของไทยท่ีมีฤทธิ์
แกปวดเม่ือย โดยศึกษาใน 8 จังหวัด คือ ชัยภูมิ นาน สุโขทัย เพชรบูรณ สุรินทร กระบี่ ยโสธร และ
อุบลราชธานี พบวาสวนรากของขอยดํา (ดังหวาย) เปนหนึ่ในสมุนไพรท่ีใชเปนยาเดี่ยวโดยตมดื่มเพ่ือ
แกปวดเม่ือยได 
 ชูศรี ตลับมุข และจตุพร เผาพงษไทย (2553) ศึกษาการลดระดับน้ําตาลในเลือด    
และคาทางโลหิตวิทยาในหนูเบาหวานท่ีไดรับสารสกัดจากใบขอยดํา ทําการทดลองโดยเหนี่ยวนําให
หนูเปนเบาหวานดวยการฉีดสารสเตรปโตโซโตซินขนาด 65 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เขาชองทอง นําหนูท่ีมี
ระดับในน้ําตาลในเลือดในภาวะอดอาหารมากกวา 126 มิลลิเมตร/เดซิลิตร ไปใชในหนูเบาหวาน 
ปอนสารสกัดขนาด 250 มิลลิกรัม/กิโลกรัม แกหนูเบาหวานทุกวันเปนระยะเวลา 8  สัปดาห วัด
ระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดของหนูทุกสัปดาห  สวนคาทางโลหิตวิทยาทําการวัดเม่ือสิ้นสุดการ
ทดลอง ผลการทดลองพบวาสารสกัดใบขอยดําสามารถฟนฟูภาวะเบาหวานในหนูทดลองได โดย
สามารถลดระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดและทําใหคาทางโลหิตวิทยา (ปริมาณเซลลเม็ดเลือดแดงอัด
แนน ความเขมขนฮีโมโกบิน จํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงและจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาว) ของหนู
เบาหวานใกลเคียงกับหนูปกติ 
  ศรินรัตน ฉัตรธีระนันท วรางคณา สบายใจ และสิริมาส นิยมไทย  (2556) การศึกษา
องคประกอบทางพฤกษเคมีของสารสกัดจากใบขอยดําแหงท่ีสกัดดวย เอทิลแอซีเตต และเอทานอล 
95% พบสารพฤกษเคมีท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพไดแก ฟลาโวนอยด  และแอลคาลอยด การทดสอบฤทธิ์
ตานออกซิเดชันและหาปริมาณสารฟนอลิกรวมดวยวิธี DPPH assay และ Folin-Ciocaltue 
ตามลําดับ พบวาสารสกัดเอทิลแอซีเตต และเอทานอล มีฤทธิ์ตานออกซิเดชันโดยรายงานคา IC50 

เทากับ 4.46±0.04 และ 4.03±0.14 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม
ของสารเอทิลแอซิเตตมีคาเทากับ 258.84±3.84 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิก/กรัมสารสกัด ในขณะท่ี
สารสกัดเอทานอลมีคาเทากับ 289.49±1.32 มิลลิกรัมสมมูลกรดแกลลิก/กรัมสารสกัด และพบวา
ฤทธิ์ตานอออกซเดชันมีความสัมพันธกับปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม โดยมีคาสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธเทากับ 0.8191 
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2.3 สารพฤกษเคมทีี่แยกจากพืชสกุล Clerodendrum 
 Shrivastava and Patel (2007) ไดรวบรวมงานวิจัยเก่ียวกับสารพฤกษเคมีของพืชสกุล 
Clerodendrum พบวาประกอบดวยสารหลักในกลุม สารประกอบฟนอลิก (phenolic 
compounds) ฟลาโวนอยด (flavonoids) เทอรพีนอยด (terpenoids) สเตียรอยด (steroids)  
แอลคาลอยด (alkaloids) และน้ํามัน ตัวอยางสารพฤกษเคมีในกลุมสารประกอบฟนอลิก  
ฟลาโวนอยด และเทอรพีนอยดแยกไดจากพืชในสกุล Clerodendrum แสดงในภาพท่ี 2.2-2.4 
ตามลําดับ  
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ภาพท่ี 2.2 โครงสรางทางเคมีของสารประกอบฟนอลิกจากพืชสกุล Clerodendrum  
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 อยางไรก็ตามจากโครงสรางทางเคมีท่ีพบในภาพท่ี 2.2-2.4 สารประกอบบางชนิด
อาจถูกจัดอยูในกลุมท่ีเรียกวา ไกลโคไซด (glycoside) สารกลุมนี้โครงสรางทางเคมีแบงออกเปนสอง
สวน คือ สวนท่ีเปนน้ําตาลเรียกวา ไกลโคน (glycone) กับสวนท่ีไมใชน้ําตาลเรียกวา อะไกลโคน 
(aglycone) สวนท่ีไมใชน้ําตาลมีโครงสรางแตกตางกันไปหลายประเภท เชน เทอรพีนอยด (พบใน 
Colebrin C) หรือ ฟลาโวนอยด (พบใน Cynaroside) เปนตน นอกจากนี้ไกลโคไซดยังแบงเปนหลาย
ประเภทข้ึนอยูกับอะตอมท่ีเชื่อตอระหวางสวนอะไกลโคนและไกลโคน โดยสวนใหญอะตอมท่ีเชื่อมตอ
จะเปนออกซิเจน (oxygen, O) จะเรียกวาไกลโคไซดหรือ O-ไกลโคไซด แตถาหากอะตอมท่ีเชื่อมตอ
เปน ซัลเฟอร (sulphur, S) ไนโตรเจน (nitrogen, N) คารบอน (carbon, C) จะเรียกวา ไธโอไกลโค
ไซด (thioglycoside) N-ไกลโคไซด (N-glycoside) และ C-ไกลโคไซด (C-glycoside) ตามลําดับ 
(ภาพท่ี 2.5) ดังนั้นฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารประกอบในกลุมนี้จึงมีไดกวางขวางแตกตางกันออกไป 
สวนท่ีเปนน้ําตาลไมมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา แตเปนสวนชวยทําใหการละลายและการดูดซึมเขาสู
รางกายดีข้ึน ไกลโคไซดกลุม O-ไกลโคไซดสามารถตัดน้ําตาลออกจากโมเลกุลไดดวยปฏิกิริยาการยอย
ดวยกรด (acid hydrolysis) ดังภาพท่ี 2.6 
 

 
 
 

O

H
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Colebrin C

O
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O14

O

HO HO

H
H

O

O
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O O
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OH
HO OH

Cynaroside  
 
ภาพท่ี 2.5 โครงสรางทางเคมีและตัวอยางไกลโคไซด 
 
 สารในกลุม O-ไกลโคไซดสามารถถูกไฮโดรไลซดวยกรด (acid hydrolysis) แยก
สวนไกลโคน และอะไกลโคนออกจากกันได เชน การไฮโดรไลซ Cynaroside ดังภาพท่ี 2.6 
 

อะไกลโคน  
ไกลโคน 

ไกลโคน 

ไกลโคน 

อะไกลโคนเปนสารกลุมเทอรพีนอยด อะไกลโคนเปนสารกลุมฟลาโวนอยด 
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ภาพท่ี 2.6 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซดวยกรดของ O-ไกลโคไซด 
 

2.4 การทดสอบฤทธิต์านอนุมูลอิสระ DPPH  
อนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical, DPPH) มีคุณสมบัติท่ีโดเดนคือเปนอนุมูลอิสระชนิด 

organic nitrogen radical ท่ีมีความคงตัวและสามารถดูดกลืนแสงสูงสุดในชวง UV-Vis ท่ีความยาว
คลื่น 515 นาโนเมตร เม่ือ DPPH เกิดปฏิกิริยารีดักชันหรือไดรับอิเล็กตรอนจะมีการเปลี่ยนสีคือสีมวง
เขมของ DPPH• จะจางลงเปนสีเหลือง ซ่ึงความเร็วในการเปลี่ยนสีท่ีเกิดข้ึนนี้สามารถไดนํามาใชเพ่ือ
ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระเบื้องตนของสารสกัดได ปฏิกิริยาของสารตานอนุมูล DPPH• แสดงใน
ภาพท่ี 2.7 

 

N N

H2N

H2N

NH2

+ antioxidant
N NH

H2N

H2N

NH2

 

   DPPH (สีมวง)           Reduced form of DPPH (สีเหลือง) 

ภาพท่ี 2.7 กลไกการตานอนุมูล DPPH ของสารตานออกซิเดชัน 

 

2.5 การทดสอบฤทธิท์างเภสัชวิทยา 
 การทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดเปนวิธีการประเมินฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
เบื้องตนของสารสกัดจากพืชในหลอดทดลอง (in vitro) เพ่ือดูผลบวก (positive test) หรือผลลบ 
(negative test) ซ่ึงจะขอกลาวถึงเฉพาะการทดสอบความเปนพิษ (cytotoxicity) ตอเซลล และการ
ทดสอบฤทธิ์ตานเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส ดังนี้ 

อะไกลโคน 

ไกลโคน 
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 2.5.1 การทดสอบความเปนพิษตอเซลล 
  การทดสอบความเปนพิษตอเซลลเปนการประเมินความสามารถของสารสกัดในการ
ยับยั้งการเจริญของ cell line ในหลอดทดลอง โดยใชเทคนิคฟลูออเรสเซนซ (fluorescence 
method) ของสียอมเซลลท่ีเรียกวา Resazurin Microplate Assay (REMA) หรือการวัดโปรตีนเรือง
แสงสีเขียว Green Fluorescent Protein (GFP) อยางใดอยางหนึ่ง ความเขมของการเรืองแสงจะ
สัมพันธกับปริมาณของเซลลท่ีเหลือรอดอยู ซ่ึงปจจุบันศูนยพันธุวิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยี
แหงชาติมีการใหบริการดังนี้  
  2.5.1.1 Resazurin Microplate Assay (REMA) 
   Resazurin มีชื่อวา 7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide 
เปนสียอมท่ีมีสีน้ําเงินอมเทาสามารถถูกรีดิวซไดดวย NADPH dehydrogenase or NADH 
dehydrogenase ซ่ึงพบในไมโทคอนเดรียของเซลลท่ีมีชีวิต เปลี่ยน resazurin ใหกลายเปน 
resorufin ซ่ึงมีสีชมพูและวาวแสง (fluorescence) ได ดังภาพท่ี 2.8 ปริมาณการวาวแสงจะเปน
สัดสวนโดยตรงกับเซลลท่ีมีชีวิตอยู  
 

 
 
ภาพท่ี 2.8 การรีดิวซ resazurin ใหเปน resorufin โดยเซลลท่ีมีชีวิต 
 
  เทคนิค REMA จะทดสอบกับ cell line ดังตอไปนี้ 
   เซลลมะเร็งชองปาก KB (human oral cavity carcinoma) 
   เซลลมะเร็งเตานม MCF-7 (human breast carcinoma) 
   เซลลมะเร็งปอด NCI-187 (human small cell lung carcinoma) 
   เซลลมะเร็งตับของคน HepG2 (human hepatocyte carcinoma) 
   เซลลมะเร็งลําไสใหญของคน Caco-2 (human colon carcinoma) 
   เซลลมะเร็งผิวหนังของหนู B16-F10 (mouse melanoma) 
   เซลลปกติจากเนื้อเยื่อใตผิวหนังของหนู L929 (mouse subcutaneous 
connective tissue) 
   เซลลจากไตของหนู BHK21 (baby hamster kidney fibroblast) 
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  2.5.1.2 Green Fluorescence Protein (GFP)  
   GFP เปนโปรตีนท่ีสามารถวาวแสงสีเขียว เม่ือโปรตีนถูกทําลายดวยสาร
สกัดการวาวแสงจะลดลง ปริมาณการวาวแสงจะเปนสัดสวนโดยตรงกับเซลลท่ีมีชีวิตอยู เทคนิคนี้จะ
ทดสอบกับ cell line เพียง 1 ชนิด คือ 
   เซลลปกติจากไตของลิง Vero (African green monkey kidney) 
 
 2.5.2 การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส 

  เอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส (α-glucosidase) เปนเอนไซมท่ีพบมากท่ีผนังเซลลของ
ลําไสเล็ก มีหนาท่ียอยแปงและคารโบไฮเดรตใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว การยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมชนิดนี้จะชวยลดการดูดซึมกลูโคสเขาสูกระแสเลือด และชวยลดระดับน้ําตาลในเลือดลงได 
เอนไซมชนิดนี้จึงเปนเปาหมายหนึ่งของการศึกษาวิจัยเพ่ือหาทางปองกันรักษาโรค ชน โรคอวนลงพุง 
หรือโรคเบาหวาน เปนตน เอนไซมแอลฟากลูโคซิเดสมี 3 ชนิด คือ อะไลเลส (amylase)  มอลเทส 
(maltase) และซูเครส (sucrose) การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดสจะใชสารตั้ง
ตน (substrate) เปน p-nitrophenyl-α-glucopyranoside (PNPG) เม่ือมีเอนไซมแอลฟา 
กลูโคซิเดสจะไฮโดรไลซสารดังกลาวไปเปน p-nitrophenol ซ่ึงเปนสารละลายใสสีเหลืองและน้ําตาล
กลูโคส (ภาพท่ี 2.9) ตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนโดยใชเทคนิค UV-Visible spectroscopy โดยวัด
คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 nm ถาการทดลองใหคาการดูดกลืนแสงมาก แสดงวา
เอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส สามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ แตถาการทดลองใหคาการดูดกลืน
แสงนอย แสดงวาเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดสไมสามารถทํางานไดอยางเปนปกติ นั่นคือเอนไซมถูก
ยับยั้งการทํางานดวยสารสกัดท่ีทดสอบ (Zhang et al., 2015)  
 
 

 
 
ภาพท่ี 2.9 การไฮโดรไลซ PNPG เปน p-nitrophenol ดวยเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส 
 
  เนื่องจากขอยดําเปนพืชสมุนไพรท่ีมีการใชเพ่ือระงับอาการเจ็บปวยตางๆ อยาง
หลากหลาย ผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะทํางานวิจัยเก่ียวกับสารสกัดจากขอยดํา งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค
เพ่ือทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา และแยกองคประกอบทางเคมีท่ีจากสารสกัดใบขอยดํา 
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บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.1  วัสดุและสารเคมี 
 

สารเคมี เกรดหรือความบริสุทธิ์ บริษัทผูผลิต 
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 บริษัทผูผลิต 
Rotary evaporator ประกอบดวย 

- Rotavapor รุน R-124 
- Vaccum รุน B-169 

- Cooling รุน RTE-11 

- Heater รุน B-480 

 
Buchi 
Buchi 
Buchi 
Buchi 

NMR : 400 MHz Bruker Avance 
เครื่องชั่งอิเล็กทรอนิคส รุน AG204 Mettler-Toledo Gmbh 
คอลัมนโครมาโทกราฟ  
ตูอบลมรอน  
ตูดูดควัน  
แผนรอน (hot plate)  
โครมาโทกราฟแผนบาง  
เครื่องแกว  
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3.3 พืชตัวอยาง 
ใบขอยดําท่ีใชในการทดลองเก็บมาจาก 2 พ้ืนท่ีคือ  

1. อําเภอหนองหญาปลอง จังหวัดเพชรบุรี  
2. อําเภอชะอํา จังหวัดเพชรบุรี  

เนื่องจากท่ีอําเภอชะอําพบตนขอยดําคอนขางมาก จึงไดนําสวนดอก ลําตน และราก มาทํา
การทดลองดวย เพ่ือเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีของสวนตางๆ จากขอยดํา 

 
3.4 การเตรียมสารสกัดขอยดํา 
 นําสวนตางๆ ของขอยดําแหงท่ีบดละเอียดแลว ดังนี้ ใบ(หนองหญาปลอง) 190 กรัม ใบ
(ชะอํา) 535 กรัม ดอก 120 กรัม ลําตน 1655 กรัม และราก 470 กรัม มาสกัดดวย 70%  
เมทานอล/น้ํา (70% MeOH/H2O) ท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง รินสารละลายออกแลว
กรองสวนกากท้ิงไป ระเหยสวนท่ีเปนสารละสายภายใตความดันต่ํา ไดสารสกัดหยาบสวน ใบ ดอก  
ลําตน และราก ดังภาพท่ี 3.1 
 

 
 
 
 
 
 
 

  
 
ภาพท่ี 3.1 การสกัดสวนตางๆของขอยดําดวย 70% เมทานอล/น้ํา 

 
3.5 การตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของสารสกัดขอยดํา 
 ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของสารสกัดจาก ใบ(หนองหญาปลอง) ใบ(ชะอํา) ดอก 
ลําตน และราก ดวยวิธีโครมาโทกราฟแผนบาง (thin layer chromatography, TLC) โดยใชระบบ

สวนตางๆของขอยดํา 

ใบ  
(หนองหญาปลอง) 

ใบ (ชะอํา) ดอก ลําตน ราก 

สารสกัดใบ 
(หนองหญาปลอง) 

10.114 กรัม 
สารสกัดลําตน 
84.6478 กรัม 

สารสกัดราก 
34.4579 กรัม สารสกัดใบ(ชะอํา) 

44.2805 กรัม 

สารสกัดดอก 
26.6846 กรัม 

สกัดดวย 70% เมทานอล/น้ํา ท่ีอุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง รินสารละลายออก
กรองสวนกากท้ิงไป ระเหยสวนท่ีเปนสารละสายภายใตความดันต่ํา 
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ตัวทําละลายชนิดตางๆ แลวตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวยแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet, 
uv) ท่ีความยาวคลื่น 254 nm และยอมสีดวย anisaldehyde reagent ท่ีอุณหภูมิ 100°  
 

3.6 การทํา partition สารสกัดใบขอยดํา 
 การทํา partition เปนการแยกสารสกัดใบขอยดําออกเปนสวนๆตามความมีข้ัวของตัว
ทําละลาย โดยนําสารสกัดใบขอยดํา (CD-1) ประมาณ 10.0 กรัม ละลายดวย 10% เมทานอล/น้ํา 
300 mL แลวสกัดแยกสวนดวยตัวทําละลายท่ีมีข้ัวแตกตางกันจากข้ัวสูงไปต่ํา ไดแก  
ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, CH2Cl2) และบิวทานอล (butanol, BuOH) ตามลําดับ เม่ือ
ระเหยตัวทําละลายออกจะไดสารสกัดแบงออกเปน 3 สวนคือ สารสกัดไดคลอโรมีเทน เรียกวา CD-2 
สารสกัดบิวทานอล เรียกวา CD-3 และสารสกัดน้ํา เรียกวา CD-4 ระเหยใหแหงภายใตความดันต่ํา 
บันทึกลักษณะและน้ําหนักของสารสกัดท้ัง 3 ชนิดท่ีได ดังภาพท่ี 3.2 

 
ภาพท่ี 3.2 ข้ันตอนการทํา partition สารสกัดใบขอยดํา  

สารสกัดใบขอยดํา 10.0 กรัม  
(CD-1) 

สารสกัดไดคลอโรมีเทน 

(CD-2) 
สารสกัดน้ํา 

สารสกัดบิวทานอล 

(CD-3) 

สารสกัดน้ํา 

(CD-4) 

สกัดดวยบิวทานอล 

(100 ml x 3) 

ระเหยตัวทําละลาย 

ละลายดวย 10%  
เมทานอล/น้ํา (300 ml)  

สกัดดวย CH2Cl2  
(100 ml x 3) ระเหยตัวทําละลาย 
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3.7 การทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดใบขอยดํา 
 การทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาประกอบดวยการทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันเบื้องตน 
การทดสอบความเปนพิษตอเซลล และการทดสอบฤทธิ์ตานเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส (α- 
glucosidase) มีรายละเอียดดังนี้ 
 
 3.7.1 การทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันเบ้ืองตน  

การทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันเบื้องตน ใชสารตัวอยางเปนสารสกัดจากสวนตางๆ 
ของขอยดํา ไดแก สารสกัดใบ ดอก ลําตน และราก การทดสอบนี้ใช 2,2-ไดฟนิล-1-ไพคริลไฮดราซิล  
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrezyl, DPPH) เนื่องจาก DPPH เปนอนุมูลอิสระท่ีเสถียรชนิดหนึ่งซ่ึงใช 
รีเอเจนตท่ีใชทดสอบสารตานออกซิเดชันจากสิ่งสกัดและสารท่ีแยกไดจากพืช ซ่ึงเปนวิธีท่ีสะดวก
รวดเร็ว และงายตอการทดสอบฤทธิ์การตานออกซิเดชัน ประกอบดวยข้ันตอนการเตรียม DPPH และ
การทดสอบ DPPH ดังนี้ 
  3.7.1.1 การเตรียมสารละลาย DPPH เขมขน 0.2 มิลลิโมลาร  
           ชั่ง DPPH ประมาณ 0.0019 กรัม ละลายในเมทานอล แลวปรับปริมาตร
ดวยเมทานอลในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร 

 3.7.1.2 วิธีทดลอง 
                นําแผน TLC มาจุดตัวอยางลงไปแลวเปาดวยไดรเปาผมใหแหงแลวจุดซํ้า
กันประมาณ 3 ครั้ง จากนั้นนําแผน TLC ใสลงในภาชนะท่ีอ่ิมตัวดวยไอของเมทานอลท้ิงไวใหตัวทํา
ละลายเคลื่อนท่ีข้ึนไปตามแผน TLC ประมาณ 5-10 นาที แลวนําแผน TLC ไปสเปรยดวยสารละลาย 
DPPH ท่ีเตรียมไวใหท่ัว สังเกตปฏิกิริยาการฟอกจางสีมวงของ DPPH บนแผน TLC ซ่ึงจะปรากฏเปน
วงสีขาวข้ึนบริเวณท่ีมีการฟอกจางสี 
 
 3.7.2 การทดสอบความเปนพิษตอเซลล 

นําสารสกัดใบขอยดํา (CD-1) และสารสกัดใบขอยดําท่ีไดจากการทํา partition แลว 
(CD-2 CD-3 และ CD-4) ไปทดสอบความเปนพิษตอเซลลท่ีศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แหงชาติ ประกอบดวยการทดสอบ ความเปนพิษตอเซลลปกติ (African green monkey kidney) 
ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเตานม MCF-7 (human breast adenocarcinoma) ความเปนพิษตอ
เซลลมะเร็งปอด NCI-H187 (human small cell lung carcinoma) ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งตับ
ของคน HepG2 (human hepatocarcinoma) ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก (Enterococcus 
faecium) และฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ (Pseudomonas aeruginosa (PAO1))  
 
 3.7.3 การทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส 

ในการทดสอบนี้ไดสงสาร CD-3 และ CD-4 ไปทดสอบฤทธิ์ตานเอนไซมแอลฟา
กลูโคซิเดส โดยทดสอบกับเอนไซมในกลุมแอลฟากลูโคซิเดส 2 ชนิด คือ ซูเครส และมอลเทส ท่ี
ภาควิชาเคมีจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยใชสารมาตรฐานเปน Acarbose ซ่ึงเปนยารักษาเบาหวาน
ชนิดท่ี 2 ในปจจุบัน 
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3.8 การแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดใบขอยดํา 
 3.8.1 การแยกสารสกัด CD-2 
   นําสารสกัดไดคลอโรมีเทน (CD-2) น้ําหนักประมาณ 1.30 กรัม มาแยกดวยเทคนิค
คอลัมนโครมาโทกราฟ (column chromatography, CC) ใช silica gel 60 (0.063-0.200 
มิลลิเมตร) 80 กรัม บรรจุลงในคอลัมนเสนผานศูนยกลาง 3.0 cm ชะดวยตัวทําละลายผสมระหวาง 
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 มาทําใหบริสุทธิ์ดวย preparative 
layer chromatography (PLC) ใช silica gel 60 F254 plates (Merck, layer thickness, 0.25 
มิลลิเมตร) ใชระบบตัวทําละลายเปนไดคลอโรมีเทน/เอทิลอะซีเตต 10/1  
 
 3.8.3 การแยกสาร CD-2-4 
   นําสารสกัด CD-2-CC-4 น้ําหนัก 0.1422 กรัม มาตกผลึกโดยละลายในเมทานอล
รอน แลวคอยๆ หยดน้ําจนสารละลายขุน นําไปใหความรอนจนสารละลายใส ปลอยใหตกผลึก กรอง
ผลึก แลวตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวย TLC 
 
 3.8.4 การแยกสารสกัด CD-3 ดวย PLC 

นําสารสกัด CD-3 ประมาณ 30 มิลลิกรัม มาทําใหบริสุทธิ์ดวย preparative layer 
chromatography (PLC) จํานวน 2 แผนใช silica gel 60 F254 plates (Merck, layer thickness, 
0.25 มิลลิเมตร) ใชระบบตัวทําละลายเปนบิวทานอล/กรดแกลเชียลอะซีติก/น้ํา (BuOH/glacial 
acetic acid/H2O 7:2.5:2.5 v/v/v) 1 ชนิด คือ CD-3-PLC-1 สงวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค 
NMR spectroscopy  
 
 3.8.5 การแยกสารสกัด CD-3 ดวย CC 
   นําสารสกัด CD-3 ประมาณ 0.9 กรัม มาแยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟใช silica 
gel 60 (0.063-0.200 มิลลิเมตร) 90 ml บรรจุในคอลัมนเสนผาศูนยกลาง 3.0 เซนติเมตร ชะ
คอลัมนดวยตัวทําละลาย เอทิลอะซีเตต/เมทานอล และเมทานอล ในอัตราสวนตางๆ ซ่ึงใชตัวทํา
ละลายชะครั้งละ 50 มิลลิลิตร นําไประเหยตัวทําละลายภายใตความดันต่ํา จากนั้นตรวจสอบ
องคประกอบทางเคมีดวยเทคนิค TLC แลวรวม fraction ท่ีมีองคประกอบทางเคมีคลายคลึงกันเขา
ดวยกัน 
 
 3.8.6 การแยกสารสกัด CD-1 

นําสารสกัด CD-1 40.0 กรัม มาแยกดวย flash column chromatography ใช 
silica gel 60 (0.063-0.200 มิลลิเมตร) บรรจุลงในคอลัมนเสนผานศูนยกลาง 9.0 เซนติเมตร สูง 5
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เซนติเมตร ชะคอลัมนดวย เฮกเซน, เฮกเซน/ไดคลอโรมีเทน, ไดคลอโรมีเทน, ไดคลอโรมีเทน/
เอทิลอะซีเตต, เอทิลอะซีเตต, เอทิลอะซีเตต/เมทานอล และ เมทานอล ตามลําดับ เก็บสารละลาย 
fraction ละ 100 ml นําไประเหยตัวทําละลายภายใตความดันต่ํา ตรวจสอบองคประกอบทางเคมี
ของแตละ fraction ดวย TLC จากนั้นรวม fraction ท่ีมีองคประกอบทางเคมีคลายคลึงกันเขา
ดวยกัน 

 
 3.8.7 การแยกสารสกัด CD-1-2 

นําสารสกัด CD-1-2 1.0 กรัมมาแยกตอดวยคอลัมนโครมาโทกราฟใช silica gal 60 
(0.063-0.200 มิลลิเมตร) 100 กรัม บรรจุใน column เสนผาศูนยกลาง 3 เซนติเมตร ชะคอลัมน
ดวยตัวทําละลายเอทิลอะซีเตต/เมทานอล/น้ําในอัตราสวนตางๆ ไดแก 70/20/10, 60/20/10, 
50/20/10 ใชตัวทําละลายชะครั้งละ 50 มิลลิลิตร นําไประเหยตัวทําละลายภายใตความดันต่ํา และ
ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวยเทคนิค TLC 

 
 3.8.8 การแยกสารสกัด CD-1-2-1 

นําสารสกัด CD-1-2-1 ประมาณ 100 มิลลิกรัม มาแยกใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 
preparative layer chromatography (PLC) ใช silica gal 60 F254 plates (Merck ,layer 
thickness, 0.25 มิลลิเมตร) ใชระบบตัวทําละลาย ไดคลอโรมีเทน/เมทานอล/กรดอะซีติก 
(CH2Cl2/MeOH/AcOH) ในอัตราสวน 5/1/0.5 ไดสารบริสุทธิ์ 1 ชนิด คือ CD-1-2-1-1 สงวิเคราะห
โครงสรางดวยเทคนิค NMR spectroscopy  

 
 3.8.9 การแยกสารสกัด CD-1-2-3 

นําสารสกัด CD-1-2-3 ประมาณ 100 มิลลิกรัม มาแยกใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 
preparative layer chromatography (PLC) ใช silica gal 60 F254 plates (Merck ,layer 
thickness, 0.25 มิลลิเมตร) ใชระบบตัวทําละลาย ไดคลอโรมีเทน/กรดอะซีติก/น้ํา 
(CH2Cl2/AcOH/H2O) ในอัตราสวน 4/1/5 (ใชสารละลายใสชั้นบน) ไดสารบริสุทธิ์ 1 ชนิด คือ CD-1-
2-3-1 สงวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค NMR spectroscopy  

 
  3.8.10 การทํา acetylation ของ CD-1-2-1 

นําสาร CD-1-2-1 20 มิลลิกรัม มาทํา acetylation มีจุดประสงคเพ่ือเปลี่ยนหมู 
hydroxyl (-OH) ท่ีคาดวามีอยูในโครงสรางทางเคมีใหเปนหมู acetate (-OCO2CH3) จะได
ผลิตภัณฑอะซีเตต (acetate compound)  ซ่ึงจะสงผลใหการแยกองคประกอบทางเคมีดังกลาวทํา
ไดงายข้ึนเพราะสารจะมีข้ัวต่ําลง ทําไดโดยการเติม pyridine 0.5 มิลลิลิตร และเติม acetic 

anhydried 0.5 มิลลิลิตร รีฟลักซท่ีเปนเวลา 12 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 80°C จากนั้นหยุดปฏิกิริยา แลว
สกัดสารผลิตภัณฑอะซีเตตท่ีเกิดข้ึนดวย CH2Cl2 และกําจัดน้ําออกจากผลิตภัณฑอะซีเตตดวย 
Na2SO4 anhydrous ตามภาพท่ี 3.3 
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ภาพท่ี 3.3 ข้ันตอนการสกัดผลิตภัณฑอะซีเตตของปฏิกิริยา acetylation 
 

3.9 พิสูจนโครงสรางทางเคมีดวยเทคนิค NMR Spectroscopy  
 นําสารบริสุทธิ์ท่ีแยกไดท้ัง 3 ชนิด (ประมาณ 10 มิลลิกรัม) สงวิเคราะหขอมูล 1H, 13C 
ดวยเครื่อง NMR Bruker 400 MHz ท่ีภาควิชาเคมี มหาวิทยาลัยศิลปากร นครปฐม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สกัดดวย 10% HCl 10ml x 3 ครั้ง 

สกัดดวย H2O 10ml x 3 ครั้ง

ช้ันนํ้า ช้ัน CH2Cl2 

1. เติม Na2SO4 anhydrous 
2. กรอง 
3. ระเหยตวัทําละลาย 

 
ผลิตภณัฑอะซีเตต 

 

ช้ัน CH2Cl2 ช้ัน10 % HCl 

ช้ันนํ้า 

สารผสม 

สกัดดวย CH2Cl2 10ml x 3 ครั้ง 

ช้ัน CH2Cl2 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
 การศึกษาองคประกอบการทางเคมี และฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดขอยดํา มีผลการ
ทดลองเปนดังนี้ 
 

4.1 ผลการเตรียมสารสกัดจากสวนตางๆ ของขอยดํา 
 จากการนําสวนตางๆ ของขอยดํา ไดแก ใบจากอําเภอหนองหญาปลองและชะดํา ดอก ลํา
ตน และ ราก ของขอยดํามาทําใหแหงโดยการผึ่งลม บดใหละเอียด แลวสกัดดวยตัวทําละลาย 70% 
เมทานอล/น้ํา (MeOH/H2O) ไดสารสกัดดังตารางท่ี 4.1  
 
ตารางท่ี 4.1 น้ําหนักและลักษณะของสารสกัดจากสวนตางๆ ของขอยดํา 

สวนของพืช 
น้ําหนัก 
(กรัม) 

ลักษณะของสาร 

ใบ (ชะอํา) 44.2805 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 
ใบ (หนองหญาปลอง) 11.5504 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 
ดอก  26.6846 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 
ราก  34.4579 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 
ลําตน  84.6478 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลเขม 

 

4.2 ผลการตรวจสอบองคประกอบทางเคมจีากสารสกัดขอยดํา  
การทดสอบองคประกอบทางเคมีของสารสกัดจากสวนตางๆของขอยดํา ดวยเทคนิค 

ทินเลเยอรโครมาโทกราฟ (TLC) ดวยระบบตัวทําละลาย CH2Cl2/MeOH/H2O: 6/2/2 พบวาใบจาก
ท้ังอําเภอหนองหญาปลอง (บ1) และใบจากชะอํา (บ2) มีองคประกอบทางเคมีเหมือนกัน คือมีจุดสาร
ปรากฏข้ึนในตําแหนงและสีเดียวกัน ซ่ึงเปนการพิสูจนไดวาใบขอยดําจากท้ังสองอําเภอเปนพืชชนิด
เดียวกัน ในสวนของสารสกัดจากดอก ราก และลําตน จะมีองคประกอบทางเคมีคลายคลึงกัน แต
ปริมาณอาจแตกตางกัน ท้ังนี้ใบจะมีองคประกอบทางเคมีมากกวาสวนอ่ืนๆ ดังภาพท่ี 4.1  
 

 
ภาพท่ี 4.1 องคประกอบทางเคมีของสารสกัดจากสวนตางๆของขอยดํา 

บ1  ด  บ2  ล  ร 

บ1  หมายถึง สารสกัดใบ(หนองหญาปลอง) 
ด หมายถึง สารสกัดดอก 
บ2  หมายถึงสารสกัดใบ(ชะอํา) 
ล หมายถึงสารสกัดลําตน 
ร หมายถึงสารสกัดราก 
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4.3 ผลการทํา partition สารสกัดใบขอยดํา  
ผลการทํา partition สารสกัดใบขอยดํา (CD-1) น้ําหนักประมาณ 10.0 กรัม ไดสารสกัด  

3 สวน คือ สารสกัดไดคลอโรมีเทน (CD-2) สารสกัดบิวทานอล (CD-3)  และสารสกัดน้ํา (CD-4) 
พบวาสารสกัดน้ํามีน้ําหนักมากท่ีสุด คือ 22.89 กรัม รองลงมาคือสารสกัดไดคลอโรมีเทน และสาร
สกัดบิวทานอล คิดเปนรอยละ 17.61 13.08 และ 57.22 ตามลําดับ 
 
ตารางท่ี 4.2 น้ําหนักและลักษณะของสารสกัด CD-2 – CD-4 
 

สารสกัด สัญลักษณ 
น้ําหนัก
(กรัม) 

รอยละโดย
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 
 
 ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของสารสกัดท้ัง 3 ชนิด พบสารแยกเปน 3 กลุม คือ มีข้ัวต่ํา
พบในสารสกัดไดคลอโรมีเทน (หมายเลข 1 ภาพ 4.2 ข) เปนสารท่ียอมติดสีชมพู-มวง คาดวาเปนสาร
ในกลุมเทอรพีนอด หรือกรดไขมันท่ีพบในพืช กลุมท่ี 2 เปนสารกลุมข้ัวสูงปานกลางซ่ึงสารมารถ
ดูดกลืนรังสียูวีความยาวคลื่น 254 nm ไดเล็กนอย (หมายเลข 2 ภาพ 4.2 ก) และยอมติดสีเหลือง
และสีเขียว (หมายเลข 2 ภาพ 4.2 ข) คาดวาสารกลุมนี้จะมีโมเลกุลของน้ําตาลในโครงสราง คาดวา
เปนกลุมไกลโคไซด และกลุมสุดทายเปนสารข้ัวสูงมากพบในสารสกัดน้ํา สารกลุมนี้ยอมติดสีเขียวข้ีมา 
(หมายเลข 3 ภาพ 4.2 ข) คาดวาสารกลุมนี้เปนน้ําตาลและสารกลุมไกลโคไซดข้ัวสูง จาก
องคประกอบทางเคมีท่ีปรากฏบนแผน TLC กลุมสารท่ีนาจะมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยานาจะอยูในสารสกัด
ไดคลอโรมีเทน(1) และบิวทานอล(2) ผูวิจัยจึงทําการแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดท้ังสอง
ตอไป 
                              ก)                 ข) 

                    
     
 
ภาพท่ี 4.2 องคประกอบทางเคมีของสารสกัดไดคลอโรมีเทน บิวทานอล และน้ํา 
             ก) ฉายดวยแสง UV ท่ีความยาวคลื่น 254 nm ข) ยอมดวย anisaldehyde reagent 

1 หมายถึง สารสกัดไดคลอโรมเีทน 
2 หมายถึง สารสกัดบิวทานอล 
3 หมายถึง สารสกัดนํ้า 

ยอมติดสชีมพู-มวงแลว เปลี่ยนเปนสีเทา-ดํา 

1     2   3 1     2   3   2      3 
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4.4 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดขอยดํา 
4.4.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันเบ้ืองตน 
 ในการทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดชันเบื้องตน โดยอาศัยคุณสมบัติในการเกิดปฏิกิริยา

ฟอกจางสีของอนุมูลอิสระ DPPH พบวาสารสกัดจากใบจากท้ังจากอําเภอหนองหญาปลอง (บ1) และ
ชะอํา (บ2) ฟอกจางสีอนุมูล DPPH ไดดีท่ีสุด รองลงมาไดแก ลําตน ราก และดอก ตามลําดับ โดย
พิจารณาจากเวลาท่ีใชในการฟอกจางสีมวงของ DPPH จนปรากฏเปนสีขาวบนแผน TLC ดังภาพท่ี 
4.3 

 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.3 การฟอกจางสีของ DPPH  
 

4.4.2 ผลการทดสอบความเปนพิษตอเซลล 
ผลจากการนําสารสกัด CD-1 CD-2 CD-3 และ CD-4 สงตรวจฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา 

โดยทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษตอเซลลปกติจากไตของลิง (Vero cell) ) ความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง
ตับของคน (HepG2) ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งปอด (NCI-H187 ความเปนพิษตอเซลลมะเร็ง 
เตานม (MCF-7) ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก (E. faecium) ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 
(P. aeruginosa) ไดผลดังตารางท่ี 4.3 ปรากฏวาสารสกัดท้ัง 4 ชนิดไมแสดงความเปนพิษตอเซลลทุก
ชนิดท่ีทําการทดสอบ 

 
ตารางท่ี 4.3 ผลการทดสอบความเปนพิษตอเซลล 
 

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(หนองหญาปลอง) 
ด หมายถึง สารสกัดดอก 
บ2  หมายถึงสารสกัดใบ(ชะอํา) 
ล หมายถึงสารสกัดลําตน 
ร หมายถึงสารสกัดราก 
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4.4.3 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดส 
 การทดสอบฤทธิ์ตานเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดสจะทําการทดสอบกับเอนไซม 2 ชนิด 

คือ ซูเครส และมอลเทส ซ่ึงเอนไซมท้ังสองชนิดจะยอยน้ําตาลโมเลกุลคูใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว
หรือกลูโคส และในการทดสอบใชสารสกัดเพียง 2 ชนิด คือ สารสกัดบิวทานอล ( CD-3) และสารสกัด
น้ํา (CD-4) 

 4.4.3.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมซูเครส  
  จากการทดสอบไดความเขมขนสูงสุด คือ 0.3125 mg/ml มีเปอรเซ็นตการ

ยับยั้งเอนไซมซูเครส ของสาร CD-3 และ CD-4 มีคาเทากับ 12.32 และ 8.40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
เม่ือสารสกัดไมสามารถยับยั้งเอนไซมซูเครสไดเกิน 50% จึงไมสามารถทําการทดลองหาคา IC50 ได  
 
ตารางท่ี 4.4 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมซูเครส 
 

 ความเขมขน (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 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมมอลเทส 

  จากการทดสอบไดความเขมขนสูงสุด คือ 0.3125 mg/ml มีเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งเอนไซมมอลเทสของสาร DC-3 และ CD-4 มีคาเทากับ 39.08 และ 24.08 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ เชนเดียวกับการยับยั้งเอนไซมซูเครส สารสกัดไมสามารถยับยั้งเอนไซมมอลเทสไดเกิน 
50% จึงไมสามารถทําการทดลองหาคา IC50 ได  
 
ตารางท่ี 4.5 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมมอลเทส 
 

ความเขมขน (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 ผลการแยกองคประกอบทางเคมีของสารสกัดใบขอยดํา 
4.5.1 ผลการแยกสารสกัด CD-2 

จากการนําสารสกัดไดคลอโรมีเทน (CD-2) 1.30 กรัม มาแยกดวยคอลัมน 
โครมาโทกราฟ โดยชะคอลัมนดวยตัวทําละลาย เบนซีน, เบนซีน/ไดคลอโรมีเทน, เอทิลอะซีเตต และ 
เมทานอล ในอัตราสวนตางๆ ซ่ึงใชตัวทําละลายชะครั้งละ 50 มิลลิลิตร ไดสารท้ังหมด 20 fraction 
ยอย ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวย TLC ดังภาพ 4.4 รวม faction ท่ีมีองคประกอบทางเคมี
คลายกันไดดังตารางท่ี 4.6  

 
ตารางท่ี 4.6 ลักษณะและน้ําหนักของสารท่ีแยกจาก  CD-2 ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

Fractions NO. รวมจาก fraction ยอย 
น้ําหนัก 
(กรัม) 

 

ลักษณะ 

CD-2-1 1-2 0.0159 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-2-2 6-8 0.0443 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-2-3 12-14 0.0378 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-2-4 16-17 0.1422 ของแข็งสีขาวปนน้ําตาลออน 
CD-2-5 19-20 0.0399 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลดํา 

   
ก 

                         
ข 

                                                       
 
ภาพท่ี 4.4 องคประกอบทางเคมีจากการแยกสารสกัด CD-2 
         ก) ฉายแสง UV ท่ีความยาวคลื่น 254 nm ข) ยอมดวย anisaldehyde reagent 

Fraction ยอย 6-8 



28 
 

4.5.2 ผลการแยกสารสกัด CD-2-2 
 จากการตรวจสอบ TLC ดังปรากฏในภาพท่ี 4.4 พบวา สารสกัด CD-2-2 มี

องคประกอบท่ีนาสนใจคือ องคประกอบท่ีสามารถดูดกลืนรังสี UV ได และสามารถยอมติดสี
ชมพู ผูวิจัยจึงไดแยกตอเพ่ือใหไดสารบริสุทธิ์ดวย PLC (ภาพ 4.5) ไดสารบริสุทธิ์ 1 ชนิด คือ 
CD-2-2-1 มีลักษณะเปน wax สีเหลืองออน 15.1 มิลลิกรัม และตรวจสอบองคประกอบดวย 
TLC พบวามีองคประกอบเพียงชนิดเดียว (ภาพ 4.6) คาดวานาจะเปนสารบริสุทธิ์ แตเม่ือมา
ตรวจสอบ TLC ซํ้าอีกครั้งหนึ่งหลังจากตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลาประมาณ 1 เดือนปรากฏ
วาสารบริสุทธิ์ดังกลาวไมปรากฏบน TLC และเม่ือชั่งน้ําหนักปรากฏวา ไมมีน้ําหนัก ผูวิจัยคาดวา
สารดังกลาวนาจะสลายตัวไป 

 

 
 

ภาพ 4.5 การแยก CD-2-2 ดวย PLC 
                          ก                                 ข 

                      
  
ภาพ 4.6 องคประกอบทางเคมีของ CD-2-2-1 
 
 4.5.3 ผลการแยกสารสกัด CD-2-4 
  จากการแยกสารสกัด CD-2-4 0.1422 กรัม มาตกผลึกโดยละลายใน MeOH รอน 
พบวาไดของแข็งสีขาว กรองของแข็ง แลวตรวจสอบ TLC ปรากฏวาไมพบองคประกอบทางเคมีท่ี
นาสนใจ จึงไมไดสงวิเคราะหขอมูล NMR 
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ภาพ 4.7 ของแข็งสีขาวและองคประกอบทางเคมีของ CD-2-4 
 
 4.5.4 ผลการแยกสารสกัด CD-3 ดวย PLC 

ผลจากการนําสารสกัด CD-3 30 มิลลิกรัม มาทําใหบริสุทธิ์ดวย PLC ไดสารสกัด 
CD-3-PLC-1 12.1 มิลลิกรัม เปน wax สีเหลืองเขม ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวย TLC พบวา
สารดังกลาวไมดูดกลืนรังสี UV ยอมติดสีเหลืองดังภาพ 4.8  
 

 
 
ภาพท่ี 4.8 องคประกอบทางเคมีของ CD-3-PLC-1 
 

ผูวิจัยสงสารดังกลาว 8.25 มิลลิกรัม เพ่ือวิเคราะหโปรตอน NMR สเปคตรัมโปรตอน NMR 
ของสาร CD-3-PLC-1 ปรากฏดังภาพ 4.9 ซ่ึงไมปรากฏพีค (peak) ท่ีสามารถระบุไดวาสารดังกลาว
เปนสารกลุมใด ท้ังนี้ใชตัวทําละลายในการวิเคราะหเปน 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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 ผูวิจัยจึงไดทําการแยกสาร CD-3 ดวย PLC ซํ้า โดยนําสารสกัด CD-3 60 มิลลิกรัมมาแยก
ดวย PLC 2 แผน แลวสงสาร CD-3-PLC-1 ท่ีแยกได 19.1 มิลลิกรัม ไปวิเคราะหใหมอีกครั้งหนึ่ง 
พบวา สเปคตรัมโปรตอน NMR ปรากฏสัญญาณชัดเจนกวาครั้งแรกเล็กนอย ดังปรากฏในภาพ 4.10 
อยางไรก็ตาม ขอมูลโปรตอน NMR ของสาร CD-3-PLC-1 ยังคงคลายๆ เดิม กลาวคือปรากฏพีคอยู
ในชวงของคา chemical shift ต่ําวา 1 ถึง 4.5 ซ่ึงคาดวาสัญญาณดังกลาวเปนของ methyl (-CH3) 
และอาจมี methylene (-CH2) และ methine (-CH) proton แตสัญญาณไมชัดเจนนัก  
 
 4.5.5 ผลการแยกสารสกัด CD-3 ดวย CC 

ผลการแยกสารสกัด CD-3 0.9 กรัม ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ ไดสารท้ังหมด 23 
fraction ยอย รวม fraction ยอยท่ีมีองคประกอบทางเคมีคลายกัน ไดผลดังตารางท่ี 4.7 
 
ตารางท่ี 4.7 ลักษณะและน้ําหนักของสารแยกไดจาก CD-3 ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

Fractions NO. รวมจาก fraction ยอย 
น้ําหนัก 
(กรัม) 

 

ลักษณะ 

CD-3-CC-1 11 0.0884 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-3-CC-2 12-14 0.204 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-3-CC-3 16-18 0.113 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 

   

  

 
 

ภาพท่ี 4.11 องคประกอบทางเคมีท่ีแยกจาก CD-3 ดวยคอลัมโครมาโทกราฟ 

12-14 

16-18 
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จากการตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของสารท้ังหมด 23 fraction ยอย พบวามี
องคประกอบท่ีนาสนใจคือ สารท่ียอมติดสีชมพู-มวง และสารท่ียอมติดสีเหลือง (ภาพท่ี 4.11) แต
เนื่องจากน้ําหนักของสารสกัดท่ีแยกไดนอยมาก การจะแยกตอใหบริสุทธิ์จึงทําไดยาก ผูวิจัยจึงไดนํา
สารสกัด CD-1 ท่ีเหลืออยูมาแยกใหม โดยไมทํา partition เพ่ือปองกันสารอาจสลายตัวได 
  

4.5.6 การแยกสารสกัด CD-1 ดวย CC 
  ผลการแยกสารสกัด CD-1 น้าํหนัก 40.0 กรัมดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ ไดสาร
สกัดท้ังหมด 31 fraction ยอย รวมสารสกัดใน fraction ท่ีคลายกัน ไดผลดังตารางท่ี 4.8 
 
ตารางท่ี 4.8 ลักษณะและน้ําหนักของสารแยกไดจาก CD-1 ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

Fractions NO. รวมจาก fraction ยอย 
น้ําหนัก 
(กรัม) 

 

ลักษณะ 

CD-1-1 12-16 2.119 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 
CD-1-2 26-31 12.012 ของเหลวหนืดสีน้ําตาลออน 

 
          ก 

                               
 ข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.12 องคประกอบทางเคมีท่ีแยกไดจาก CD-1 ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ  

12-16 

26-31 
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จากการตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของท้ัง 31 fraction ท่ีแยกได พบวา
องคประกอบทางเคมีสวนใหญไมดูดกลืนรังสียูวี หรือดูดกลืนไดเล็กนอย (สังเกตจากจุดดําท่ีปรากฏบน
แผน TLC ภาพ 4.12 ก)  ทําใหคาดเดาไดวาโครงสรางขององคประกอบดังกลาวนาจะไมมีพันธะคู
หรืออาจกลาวไดวาโครงสรางทางเคมีขององคประกอบในใบขอยดําประกอบไปดวยโครงสรางท่ีมี
ความอ่ิมตัวเปนสวนใหญ และในภาพ 4.12 ข ซ่ึงเกิดจากการนําแผน TLC ในภาพ 4.12 ก ไปยอม
ดวย anisaldehyde reagent ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับองคประกอบทางเคมีในสารสกัดปรากฏเปนสีบน
แผน TLC พบวาสารสกัดสวนใหญติดสีมวง-ชมพู ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของสารในกลุมเทอรพีนอยด 
หรือเสตียรอยด และองคประกอบบางชนิดใน fraction 26-31 จะมีข้ัวคอนขางสูง จึงคาดไดวาเปน
โครงสรางท่ีอาจตออยูกับน้ําตาลท่ีเรียกวาไกลโคไซด และคาดวาองคประกอบท่ียอมติดสีชมพู-มวงใน 
fraction 26-31 เปนองคประกอบทางเคมีหลักในสารสกัดใบขอยดํา 
 

4.5.7 ผลการแยกสารสกัด CD-1-2 
 นําสารสกัด CD-1-2 ประมาณ 1 กรัม มาแยกตอดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ 

โดยชะคอลัมนดวยตัวทําละลาย EtOAc, EtOAc/MeOH ในอัตราสวนตางๆ ใชตัวทําละลายชะครั้งละ 
50 มิลลิลิตร ไดสารท้ังหมด 28 fraction ยอย รวม fraction ท่ีมีองคประกอบทางเคมีเขาดวยกัน ได
สารสกัด 3 fraction ดังตารางท่ี 4.9 
 
ตารางท่ี 4.9 ลักษณะและน้ําหนักของสารแยกไดจาก CD-1-2 

Fractions NO. จาก fraction ยอย 
น้ําหนัก 

(มิลลิกรัม) 

 

ลักษณะ 

CD-1-2-1 2 158.6 ของเหลวหนืดสีเหลืองออน 
CD-1-2-2 3 132.0 ของเหลวหนืดสีเหลืองออน 
CD-1-2-3 4 157.6 ของเหลวหนืดสีเหลืองออน 

 

                        
 
 ภาพท่ี 4.13 องคประกอบทางเคมีแยกไดจาก CD-1-2 ดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
 

การตรวจสอบองคประกอบทางเคมีดวย TLC พบวาสารท่ียอมติดสีชมพูท่ีเปน
องคประกอบหลักปรากฏอยูใน fraction ยอย หมายเลข 2 3 และ 4 (ภาพ 4.13) ผูวิจัยจึงไดทําการ
แยก CD-1-2-1 และ CD-1-2-3 ตอ เพ่ือเอาสารท่ียอมติดสีชมพูท้ังสองชนิด 
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4.5.8 ผลการแยกสารสกัด CD-1-2-1 
  จากการนํา CD-1-2-1 ประมาณ 100 มิลลิกรัม มาแยกใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 
preparative layer chromatography (PLC) ใชระบบตัวทําละลาย CH2Cl2/AcOH/H2O ใน
อัตราสวน 4/1/5 ใชสารละลายใสชั้นบนเปนเฟสเคลื่อนท่ี (ภาพท่ี 4.14) ไดสารบริสุทธิ์ CD-1-2-1-1 
น้ําหนัก 18.7 มิลลิกรัม มีลักษณะเปน wax สีเหลืองออน และตรวจองคประกอบทางเคมีดวยแผน 
TLC จากจุดสารท่ีปรากฏบนแผน TLC ดังภาพ 4.15 คาดวานาจะเปนสารบริสุทธิ์  
 

 
 
ภาพท่ี 4.14 การแยก CD-1-2-1 ดวย PLC 
                

    
 
ภาพท่ี 4.15 องคประกอบทางเคมีของ CD-1-2-1-1  
 

4.5.9 ผลการแยกสารสกัด CD-1-2-3 
  จากการนํา CD-1-2-3 ประมาณ 100 มิลลิกรัม มาแยกใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิค 
preparative layer chromatography (PLC) ใชระบบตัวทําละลาย CH2Cl2/AcOH/H2O ใน
อัตราสวน 4/1/5 ใชสารละลายใสชั้นบนเปนเฟสเคลื่อนท่ี ไดสารบริสุทธิ์ CD-1-2-3-1 น้ําหนัก 16.1 
มิลลิกรัม มีลักษณะเปน wax สีเหลืองออน และตรวจองคประกอบทางเคมีดวยแผน TLC ปรากฏดัง
ภาพ 4.16 คาดวาสารท่ีแยกไดนาจะเปนสารบริสุทธิ์  
 
 

CD-1-2-1-1 
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ภาพท่ี 4.16 องคประกอบทางเคมีของ CD-1-2-3-1  
   

ผูวิจัยจึงใหสงสารท่ีแยกไดท้ังสองชนิด คือ CD-1-2-1-1 และ CD-1-2-3-1 ไป
วิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค NMR spectroscopy ขอมูล NMR ของสาร CD-1-2-1-1 ไดผลดัง
ภาพท่ี 4.17 และ 4.18 

 
ภาพท่ี 4.17 โปรตอน NMR ของ CD-1-2-1-1 
 
  สัญญาณโปรตอนท่ีปรากฏของสาร CD-1-2-1-1 ยังคงคลายกับสารท่ียอมติดสี
เหลืองท่ีแยกไดจาก CD-3-PLC-1 กลาวคือ มีสัญญาณโปรตอนปรากฏท่ีคา chemical shift ตั้งแต 
ประมาณ 0.8 จนถึง 5.4 ท่ีแตกตางกันคือ มีสัญญาณท่ีคา chemical shift ประมาณ 5.5 ชัดเจนกวา
ซ่ึงคาดวานาจะเปนของ vinyl proton (H=C-C-) นอกจากนี้ผูวิจัยยังไดวิเคราะหขอมูลของคารบอน
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ในโครงสรางของสารดังกลาว ขอมูล 13C ปรากฏดังภาพ 4.18 ซ่ึงปรากฏสัญญาณคารบอนประมาณ 
16 คารบอน 

 
ภาพท่ี 4.18 13C NMR ของ CD-1-2-1-1 
 
  นอกจากนี้สัญญาณโปรตอน NMR ของ CD-1-2-1-1 ยังคลายกับ CD-1-2-3-1 ดัง
ภาพท่ี 4.19 
 

 
ภาพท่ี 4.19 โปรตอน NMR ของ CD-1-2-3-1 
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  จากการนําสารยอมติดสีเหลือง คือ CD-3-PLC-1 สารยอมติดสีชมพู 2 ชนิด คือ 
CD-1-2-1-1 และ CD-1-2-3-1 ไปวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค NMR ปรากฏวาสารตัวอยางท้ังสอง
ชนิดละลายไดไมดีนักในตัวทําละลายเกือบทุกชนิด แมแต DMSO (dimethyl sulfoxide) จึงทําให
ขอมูล NMR ท่ีปรากฏในภาพท่ี 4.9 และ 4.17-4.19 ไมสามารถระบุโครงสรางทางเคมีของสาร
ท้ังหมดได ผูวิจัยคาดวาสารท้ังสามชนิดนาจะมีข้ัวสูงมาก เนื่องจากเปนสารในกลุมไกลโคไซดท่ีมี
น้ําตาลเชื่อมตออยูกับโครงสรางสวนท่ีไมใชน้ําตาล ดังนั้นจึงตองทําใหความมีข้ัวของสารต่ําลงดวยการ
ทําปฏิกิริยา acetylation เพ่ือเปลี่ยนหมูหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl, -OH) ท่ีในโมเลกุลใหเปนหมู 
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 โดยนําสารหลังทําปฏิกิริยามาจุดลงบนแผน TLC เทียบกับสารท่ีไมไดทําปฏิกิริยา 
ปรากฏวาจุดสารท้ังสองปรากฏบนแผน TLC ตําแหนงตรงกัน แสดงวาสารตั้งตนไมเกิดปฏิกิริยา 

acetylation จึงไดเพ่ิมเวลาเปน 12 ชั่วโมง แลวทดสอบดวยแผน TLC ซํ้าอีกครั้ง ปรากฏวาจุดสารท้ัง
สองปรากฏบนแผน TLC ตําแหนงตรงกัน (ภาพ 4.13) แสดงวาสารตั้งตนไมเกิดปฏิกิริยา 
acetylation  

    
 

                                   
ภาพท่ี 4.20 เปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีของ CD-1-2-1-1 กับ CD-1-2-1 หลังทํา acetylation 
 
   
 

 
 
 

  1     2 

1 หมายถึง กอนทําปฏิกิริยา acetylation 
2 หมายถึง หลังทําปฏิกิริยา acetylation 

จุดสารท้ังสองปรากฏตรงกัน 
แสดงวาสารไมเกิดปฏิกิ ริยา 
acetylation 
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บทท่ี 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
  การเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีโดยใชเทคนิค TLC ของสารสกัดจาก ใบ(หนอง
หญาปลอง) ใบ(ชะอํา) ลําตน ดอก และ ราก ทําใหทราบวาสารสกัดจากใบมีองคประกอบทางเคมี
มากกวาสวนอ่ืนๆ อีกท้ังพืชชนิดเดียวกันแมเก็บจากพ้ืนท่ีตางกันก็จะมีองคประกอบทางเคมีเหมือนกัน 
ดังนั้นการเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีดวยเทคนิค TLC อาจชวยระบุชนิดของพืชไดอีกทางหนึ่ง 
นอกจากนี้ยังพบอีกวา สารสกัดจากใบสามารถตานอนุมูล DPPH ไดเร็วท่ีสุด เม่ือเทียบกับสารสกัด
จากสวนอ่ืนๆ สอดคลองกับจํานวนชนิดขององคประกอบทางเคมีท่ีตรวจพบในใบมากกวาสวนอ่ืนๆ 
และการใชประโยชนของภูมิปญญาทองถ่ินจะนําสวนใบมาตมเพ่ือนําน้ํามาดื่มแกอาการเจ็บปวยตางๆ 
เชน แกพิษสัตวกัดตอย แกพิษงู ลางพิษ และมะเร็ง เปนตน 
  สําหรับการทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษตอเซลล ไดแก โดยทดสอบฤทธิ์ความเปนพิษตอ
เซลลปกติจากไตของลิง (Vero cell) ) ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งตับของคน (HepG2) ความเปนพิษ
ตอเซลลมะเร็งปอด (NCI-H187 ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
แกรมบวก (E. faecium) ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginosa) และการทดสอบฤทธิ์
ยับยั้งแอลฟากลูโคซิเดส ปรากฏกวาสารสกัดจากใบขอยดําไมแสดงฤทธิ์ความเปนพิษตอเซลลทุกชนิด
ท่ีทดสอบ และไมสามารถหาคา IC50 สําหรับการยับยั้งเอนไซมแอลฟากลูโคซิเดสได เนื่องจากผู
วิเคราะหแจงวาสารตัวอยางละลายไดไมดีในตัวทําละลาย DMSO ดังนั้นจึงควรสงสารบริสุทธิ์ไป
ทดสอบแทนสารสกัด 
 ในงานวิจัยนี้สามารถแยกองคประกอบทางเคมีท่ีเปนองคประกอบหลักในสารสกัดใบ 
ขอยดําได 3 ชนิด คือ สารท่ีสามารถดูดกลืนรังสี UV ท่ีความยาวคลื่น 254 nm ไดเล็กนอย ยอมดวย 
anisaldehyde reagent ติดสีเหลือง 1 ชนิด คือ CD-3-PLC-1 และยอมติดสีชมพู 2 ชนิด คือ CD-1-
2-1-1 และ CD-1-2-3-1 สัญญาณโปรตอน NMR ของสารท้ังสามชนิดใกลเคียงกันมาก  
 จากการวิเคราะหโปรตอน NMR ของ CD-1-2-1-1 ดังภาพ 4.21 พบหมูฟงกชันท่ี

สามารถระบุได คือ ท่ี δH ประมาณ 1.47-1.49 และ 1.88 เปนสัญญาณของ methyl proton 2 หมู 

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

สอดคลองกับสัญญาณ 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 ซ่ึงคอนขาง
ชัดเจนกวาสัญญาณโปรตอนและคารบอนของสาร ทําใหบดบังสัญญาณโปรตอนและคารบอนอ่ืนๆ 
ของสารท่ีอาจปรากฏสัญญาณท่ีคา chemical shift ชวงนี้ สําหรับสัญญาณโปรตอนอ่ืนๆ ท่ีปรากฏ
อาจเปนของ methylene และ methine โปรตอน 
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ภาพท่ี 4.21 วิเคราะหโปรตอน 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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 แนวทางการแกปญหาคือ การทํา acetylation แตปรากฏวาสาร CD-1-2-1-1 ไม
เกิดปฏิกิริยา คาดวาในโครงสรางอาจไมมีหมู hydroxyl (-OH) หรือสภาวะของการทําปฏิกิริยาไม
เหมาะสม เชน อาจมีความชื้น ทําใหไมเกิดปฏิกิริยา หรือเกิดปฏิกิริยาแลวเกิดไฮโดรไลซิสกลับเปน
สารเดิม เปนตน ดังนั้นจึงยังไมสามารถแกปญหาเรื่องการละลายของสารตัวอยางได และยังไม
สามารถอธิบายไดวาเหตุใดสารท่ีไมมีหมูไฮดรอกซีในโมเลกุลจึงมีข้ัวคอนขางสูง 
 การจะพิสูจนโครงสรางทางเคมีของสาร CD-1-2-1-1 และสารอีก 2 ชนิดท่ีเหลือ ตอง
วิเคราะหขอมูลอ่ืนๆ เพ่ิม เชน IR และ 2D-NMR แตเนื่องจากสารละลายตัวอยางคอนขางเจือจาง 
(เพราะตองใชตัวทําละลายปริมาณมากกวาปกติ) การวิเคราะหขอมูล 2D-NMR จึงทําไดคอนขางยาก 
ประกอบกับสารบริสุทธิ์ท่ีแยกได เม่ือตั้งท้ิงไวเปนเวลานานสารเกิดการเปลี่ยนแปลงองคประกอบดัง
ภาพท่ี 4.23 ดังนั้นจึงยังไมสามารถหาโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ท้ังสามชนิดได แตคาดวา
นาจะเปนสารในกลุมเดียวกัน และโครงสรางทางเคมีคลายกันอยางมาก 
 

                
 
ภาพท่ี 4.23 องคประกอบทางเคมีของ CD-1-2-1-1 และ CD-1-2-3-1 เม่ือตั้งท้ิงไวเปนเวลานานท่ี   
                อุณหภูมิหอง 

 
  อยางไรก็ตามหากไมสามารถวิเคราะหโครงสรางของสารบริสุทธิ์แตละชนิดได เนื่องจาก
การแยกองคประกอบทางเคมีแตละชนิดออกจากกัน สงผลใหองคประกอบเหลานั้นเกิดการสลายตัว 
สงผลใหประสิทธิภาพของสมุนไพรเปลี่ยนแปลงไป (Hostettmann and Marston, 1995) การใช
สารสกัดใบขอยดําในรูปแบบของสารสกัดหยาบ ในเบื้องตนพบวาไมเปนพิษตอเซลลปกติ ท้ังนี้ยังไม
สามารถสรุปไดชัดเจนจนกวาจะมีผลการวิจัยเพ่ิมเติม  
 
 
 
ขอเสนอแนะ 

1. แยกสารสกัด CD-1-2-1-1 CD-1-2-3-1 และ CD-3-PLC-1 เพ่ิมเติม และควรเก็บสาร
ดังกลาวไวในท่ีเย็นและมืด เพ่ือปองกันสารสลายตัว 

2. สงสารบริสุทธิ์ทุกชนิดไปทดสอบความเปนพิษตอเซลลโดยเฉพาะเซลลมะเร็งเตานม และ 
ทดสอดฤทธิ์ยับยั้งแอลฟากลูโคซิเดส เพราะสารสกัดใบขอยดําถูกนํามาใชเปนสมุนไพรรักษา
มะเร็งเตานมและลดน้ําตาลในพ้ืนท่ีอําเภอชะอําได 

1      2 1      2 

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