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บทคัดย่อ 
 

จากการน าสิ่งสกัดเมทานอลของรากต้นกระทิงมาแยกให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟี 
พบว่า แยกได้สารในกลุ่มแซนโทน 10 ชนิด คือ 4-hydroxyxanthone (1), 2-hydroxyxanthone 
(2), 3 - hydroxy-4 - methoxyxanthone (3), 3 - hydroxy-2 - methoxyxanthone (4), 2,3-
dimethoxyxanthone (5), 1,6-dihydroxyxanthone (6), 1,7-dihydroxyxanthone (7), 1,3,5-
trihydroxyxanthone (8), tovopyrifolin (9), macluraxanthone (10) สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ 2 
ชนิ ด  คื อ   3,3',4',5,7-pentamethoxyflavone (11) และ5,7,4'-trimethoxyflavone (12) โ ดย
โครงสร้างทั้งหมดได้พิสูจน์ทราบด้วยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี ร่วมกับการเปรียบเทียบกับข้อมูลที่มี
การรายงานมาก่อนหน้านี้ จากการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB, ชนิด HelaS-3 
ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ พบว่าสาร 1, 2, 3, 6 และ 8 มีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งชนิด KB ต่ า โดยมีค่า 
IC50 อยู่ในช่วง 65.0-93.3 µM  และสารสกัดบริสุทธิ์ที่แยกได้ทั้ง 12 ชนิดไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
เซลล์มะเร็งชนิด HelaS-3 เนื่องจากมีค่า IC50 > 100 µM นอกจากนั้นยังมีการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสจากล าไส้หนู (มอลเทส และซูเครส) ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ พบว่าสาร
ทั้งหมดไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้บเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสจากล าไส้หนู (มอลเทส และซูเครส) เนื่องจาก
มีค่า IC50 > 3,000 µM  
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Abstract 
The roots of Calophyllum innophyllum were extracted with methanol (MeOH).                      

The MeOH crude extract was purified by chromatographic techniques which led to the 

isolation of ten xanthones, 4-hydroxyxanthone (1), 2-hydroxyxanthone (2), 3-hydroxy-4-

methoxyxanthone (3), 3-hydroxy-2-methoxyxanthone (4), 2,3-dimethoxyxanthone (5), 1,6-

dihydroxyxanthone (6), 1,7-dihydroxyxanthone (7), 1,3,5-trihydroxyxanthone (8), 

tovopyrifolin (9) and macluraxanthone (10) together with two flavonoids, 3,3',4',5,7-

pentamethoxyflavone (11) and 5,7,4'-trimethoxyflavone (12). Their structures were 

determined by spectroscopic methods as well as comparison with previous reports in the 

literature. Moreover, all compounds were evaluated for their cytotoxicity against cancer cell 

lines (KB and HelaS-3). Compounds 1, 2, 3, 6 and 8 showed low inhibitory activity toward KB 

cell line with the IC50 value in the range of 65.0-93.3 µM while none of the tested 

compounds showed significant inhibitory activity toward HelaS-3 cell line (IC50 > 100 µM).  In 

addition, all compounds were evaluated for their -glucosidase inhibitory activity (maltase 

and sucrase). All isolated compounds showed no activity against -glucosidase (maltase 

and sucrase) (IC50 > 3,000 µM). 
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รูปที่ 15 สเปกตรัม 1H-NMR ของ macluraxanthone (10) ใน CDCl3 52 

รูปที่ 16 สเปกตรัม 13C-NMR ของ macluraxanthone (10) ใน CDCl3 52 

รูปที่ 17 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 3,3',4',5,7-pentamethoxyflavone (11) ใน CDCl3 53 

รูปที่ 18 สเปกตรัม 13C-NMR ของ 3,3',4',5,7-pentamethoxyflavone (11) ใน CDCl3 53 

รูปที่ 19 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 5,7,4'-trimethoxyflavone (12) ใน CDCl3 54 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 

NMR     nuclear magnetic resonance 

HPLC     high-performance liquid chromatography 

PTLC     preparative thin layer chromatography 

TLC     thin layer chromatography 

IC50     the half maximal inhibitory concentration 

J     coupling constant (Hz) 

s     singlet 

d     doublet 

t     triplet 

dd     doublet of doublets 

ddd     doublet of doublets of doublets 

m     multiplet 

brs     broad signal 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

 ปัจจุบันนี้มีผู้ป่วยเป็นโรคมะเร็งเพ่ิมขึ้นทุกปีโดยมีสาเหตุหลักๆเกิดจาก 2 ปัจจัย คือปัจจัย
ภายในและภายนอกร่างกาย โดยปัจจัยภายในร่างกายเกิดจากความผิดปกติทางพันธุกรรมที่มีผลต่อ
การแบ่งเซลล์ จึงอาจท าให้เกิดก้อนเนื้อที่มีความผิดปกติ เช่น มีการแบ่งตัวของเซลล์มากขึ้นจนไม่
สามารถควบคุมได้ หรือท าให้เกิดการตายของเซลล์ในก้อนเนื้อนั้น เนื่องจากขาดเลือดไปเลี้ยง ส่วน
ปัจจัยภายนอกร่างกายเกิดจาก สารเคมี รังสี ไวรัส และพยาธิบางชนิด ตลอดจนความไม่สมดุลทาง
ภาวะโภชนาการ ปัจจุบันมียารักษาโรคะเร็งหลายชนิดแต่ละชนิดจะมีผลข้างเคียง และไม่สามารถ
รักษาให้หายขาดได้ 100% ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงสนใจหาสารสกัดที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งจากราก
ต้นกระทิงเนื่องจากเซลล์มะเร็งนั้นเป็นเซลล์มีการเจริญเติบโต มีการแบ่งตัวเพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล์อย่าง
รวดเร็ว และมากกว่าปกติ ดังนั้นการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งจึงท าให้สามารถชะลอการ
แบ่งตัวและเพ่ิมจ านวนเซลล์ที่อาจท าให้เกิดก้อนเนื้อที่ผิดปกติได้ 
 

1.1 ลักษณะทางพันธุศาสตร์ของต้นกระทิง 

ต้นกระทิง (Calophyllum inophyllum ) เป็นพืชที่อยู่ในสกุล Calophyllum จัดอยู่ในวงศ์
มังคุด (Clusiaceae) เป็นไม้ยืนต้นขนาดกลางถึงขนาดใหญ่สูงประมาณ 20 – 25 เมตร เปลือกนอก
เรียบสีเทาอ่อนหรือน้ าตาลปนเหลือง ส่วนเปลือกในสีชมพูมีเนื้อไม้สีน้ าตาลปนแดง ใบเป็นใบเดี่ยวและ
ไม่ผลัดใบ เรือนยอดเป็นพุ่มกลมสีเขียวเข้ม กิ่งอ่อนเกลี้ยงยอดอ่อนเรียวเล็กปลายทู่ ออกดอกเป็นช่อ
สั้นที่ซอกใบบริเวณปลายกิ่งและมีดอกย่อยกลีบดอกสีขาว เกสรเพศผู้สีเหลืองจะมีกลิ่นหอมและออก
ดอกช่วงเดือนตุลาคม-ธันวาคม ผลเป็นทรงกลมปลายผลเป็นติ่งแหลม เมื่อสุกจะมีสีเหลือง1เป็นพืชที่มี
ถิ่นก าเนิดอยู่ ในแถบอินโดจีน ส าหรับประเทศไทยมีต้นกระทิงอยู่ 2 ชนิด คือชนิดใบสีเขียว 
(Calophyllum inophyllum Linn.) และชนิดใบสีแดง (Calophyllum polyanthum Wall. ex 
Choisy) ซึ่งในประเทศไทยมักนิยมใช้ต้นกระทิงชนิดใบสีเขียวมาใช้ประโยชน์เป็นยาสมุนไพร 
เนื่องจากต้นกระทิงเป็นพืชมีสรรพคุณมากมาย เช่น ส่วนดอกมีรสหอมเย็น ใช้เป็นยาบ ารุงหัวใจ แก้
อาการการเต้นของหัวใจผิดปกติ และใช้ปรุงเป็นยาหอม ส่วนใบมีรสเมาเย็น ช่วยแก้อาการตาแดง ตา
ฝ้า ตามัว และใช้ล้างตา ยางจากต้นและเปลือกต้นใช้เป็นยาพอกทรวงอกแก้วัณโรคปอด น้ ามันจาก
เมล็ดที่ท าให้บริสุทธิ์ใช้กินแก้โรคหนองใน ส่วนเปลือกต้นใช้ต้มเป็นยาขับปัสสาวะ และส่วนรากใช้เป็น
ยาแก้อาการปวดบวมเคล็ดขัดยอก ช่วยแก้อาการปวดข้อ ปวดกระดูก2  
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รูปที่ 1.1 ลักษณะของใบ, ดอก, ผลและล าต้นของต้นกระทิง2 

1.2 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 จากงานวิ จั ย ของ พืชสกุ ล  Calophyllum ส่ วนใหญ่ จะพบสารในกลุ่ ม  flavonoids, 
triterpenoids, xanthones, coumarines และ steroid เป็นต้น 

 
 Yimdjo และคณะ3 (2004) ทดสอบฤทธิ์ต่อต้านเซลล์แบคทีเรียและเนื้องอก พบว่า สารสกัด

จากรากของต้น Calophyllum inophyllum มีฤทธิ์ต่อต้านเนื้องอก 
 

Govindachari และคณะ4 (1967) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซนจากใบของต้น Calophyllum 
inophyllum พบสารชนิดใหม่กลุ่ม triterpenoides ทั้งหมด 3 ชนิด คือ canophyllal, canophyllol 
และ canophyllic acid 

 
     canophyllal          canophyllol          canophyllic acid 
 

รูปที่ 1.2 สารที่สกัดได้จากใบของต้น Calophyllum inophyllum 

Falk และคณะ5 (1971) แยกสารจากสิ่ งสกัดคลอโรฟอร์ม และอะซิโตนจากเนื้อไม้ชองต้น 
Calophyllum inophyllum พบสารในกลุ่ม xanthones ที่ได้รับการรายงานแล้ว ดังนี้ euxanthone,  
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1,5,6-trihydroxyxanthone, buchanaxanthone, 2-(3,3-dimethylallyl)-1,3,5-trihydroxyxanthone, 

2-(3,3-dimethylallyl)-1,3,5,6-tetrahydroxyxanthone, jacareubin และ 6-deoxyjacareubin 

 

 
          euxanthone           1,5,6-trihydroxyxanthone        buchanaxanthone  

                  
2-(3,3-dimethylallyl)-1,3,5,6-tetrahydroxyxanthone         jacareubin  

                           
2-(3,3-dimethylallyl)-1,3,5-trihydroxyxanthone   6-deoxyjacareubin 

รูปที่ 1.3 สารที่สกัดได้จากเนื้อไม้ของต้น Calophyllum inophyllum 

Goh และคณะ6 (1990) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซน, เอทิลอะซิเทต และเมทานอลจากเนื้อ
ไม้ของต้น Calophyllum inophyllum พบสารชนิดใหม่ในกลุ่ม xanthones 1 ชนิด คือ 2-(3-
hydroxy-3-methylbutyl)-1,3,5,6-tetrahydroxyxanthone 

 

 
2-(3-hydroxy-3-methylbutyl)-1,3,5,6-tetrahydroxyxanthone 

 
รูปที่ 1.4 สารที่สกัดได้จากเนื้อไม้ของต้น Calophyllum inophyllum 

Iinuma และคณะ7 (1994) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซน, อะซิโตน และเมทานอลจากรากของต้น 
Calophyllum inophyllum พบสารชนิดใหมใ่นกลุ่ม xanthones 4 ชนิด คือ caloxanthones A, B, D 
และ E พร้อมกับสารที่มีรายงานแล้วอีก 4 ชนิด 
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    caloxanthones A       caloxanthones B 

                   

       caloxanthones D       caloxanthones E 

รูปที่ 1.5 สารที่สกัดได้จากรากของต้น Calophyllum inophyllum 

Joshi และคณะ8 (2000) ท าการแยกสารจากสิ่งสกัดเมทานอลจากเมล็ดของต้น Calophyllum 
inophyllum พบสารชนิดใหม่ในกลุ่ม coumarins 1 ชนิด คือ 12-methoxyinophyllum-D พร้อมกับ
สารที่มีรายงานมาแล้วทั้งหมด 7 ชนิด คือ inophyllums A, B, C, D, P และ calophyllolide 

 

12-methoxyinophyllum-D 

รูปที่ 1.6 สารที่สกัดได้จากเมล็ดของต้น Calophyllum inophyllum 

Laure และคณะ9 (2005) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซน, เอทิลอะซิเทต และเมทานอล จากใบ
ของต้น Calophyllum inophyllum พบสารชนิดใหม่ในกลุ่ม friedelane-type triterpenoids คือ 
3,4-secofriedelan-3,28-dioic  acid, 27-hydroxyacetate canophyllic acid และ 3-oxo-27-
hydroxyacetate friedelan-28- oic acid 
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3,4-secofriedelan-3,28-dioic  acid 27-hydroxyacetate canophyllic acid 

 

      3-oxo-27-hydroxyacetate friedelan-28- oic acid 
 

รูปที่ 1.7 สารที่สกัดได้จากใบของต้น Calophyllum inophyllum 

Ee และคณะ10 (2006) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซน, คลอโรฟอร์ม และเมทานอลจากรากของต้น 
Calophyllum inophyllum พบว่าได้สารชนิดใหม่ในกลุ่ม prenylated pyranoxanthones 1 ชนิด คือ 
inophyllin A ซึ่งสารดังกล่าวมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อไวรัสที่ก่อให้เกิดโรคไข้เลือดออกได้ นอกจากนี้ยังพบสาร
ในกลุ่ม triterpenoides ที่มีรายงานแล้วอีก 2 ชนิด คือ friedelin และ stigmasterol 

 
inophyllin A 

 
รูปที่ 1.8 สารที่สกัดได้จากรากของต้น Calophyllum inophyllum 

Leu และคณะ11 (2009) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซนจากเมล็ดชองต้น Calophyllum 
inophyllum พบสารใหม่  3 ชนิด  ซึ่ ง เป็นอนุ พันธ์ ของสารในกลุ่ ม  pyranocoumarins คือ 
tamanolide, tamanolide D และ tamanolide P 



 
 

6 

 

 

     tamanolide           tamanolide D                     tamanolide P 

รูปที่ 1.9 สารที่สกัดได้จากเมล็ดของต้น Calophyllum inophyllum 

 Dai และคณะ12 (2010) แยกสารจากสิ่งสกัดเอทานอลจากกิ่งของต้น Calophyllum 
inophyllum พบสารชนิดใหม่ในกลุ่ม prenylated xanthones 2 ชนิด คือ caloxanthone O และ 
caloxanthone P โดย caloxanthone O ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งในกระเพาะอาหารได้ดี 

 

caloxanthone O    caloxanthone P 
 

รูปที ่1.10 สารที่สกัดได้จากก่ิงของต้น Calophyllum inophyllum 

Zou และคณะ13 (2010) แยกสารจากสิ่งสกัดเมทานอลและคลอโรฟอร์มจากใบของต้น 
Calophyllum inophyllum  พบสารชนิดใหม่ ในกลุ่ม coumarins ทั้ งหมด 4 ชนิดคือ 12-O-
butylinophyllum D, 12-O-ethylinophyllum D, inophyllum H และ inophyllum I นอกจากนี้ยังพบ
สารชนิดใหม่ในกลุ่ม triterpenoides อีก 2 ชนิด คือ 27-[(E)-p-coumaroyloxy]friedelin-28-carboxylic 
acid และ 27-[(Z)-p-coumaroyloxy]friedelin-28-carboxylic acid พร้อมกับสารที่มีการรายงานแล้วอีก 
9 ชนิด 
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12-O-butylinophyllum D     12-O-ethylinophyllum D  inophyllum H             inophyllum I 

 

27-[(E)-p-coumaroyloxy]friedelin-   27-[(Z)-p-coumaroyloxy]friedelin-28-                   
28-carboxylic acid                    carboxylic acid 

 

รูปที่ 1.11 สารที่สกัดได้จากใบของต้น Calophyllum inophyllum 

Wei และคณะ14 (2011) แยกสารจากสิ่งสกัดเอทานอลจากกิ่งของต้น Calophyllum 
inophyllum พบสารชนิดใหม่ในกลุ่ม prenylated xanthones 1 ชนิด คือ caloxanthone Q และ
สารในกลุ่มเดียวกันที่มีการรายงานมาแล้วอีก 3 ชนิด คือ jacareubin, 2-deprenylrheediaxanthone 
B, และ 6-deoxyjacareubin 

 
caloxanthone Q 

 
รูปที่ 1.12 สารที่สกัดได้จากก่ิงของต้น Calophyllum inophyllum 
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Ee และคณะ15 (2011) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, เอทิลอะซิเทต และ               
เมทานอล จากเปลือกของต้น Calophyllum inophyllum สามารถแยกสารชนิดใหม่ในกลุ่ม 
furanoxanthones 1 ชนิด ได้แก่  inophinnin ซึ่ งมีฤทธิ์ต้ านการอักเสบได้  และพบสารกลุ่ม 
xanthones ที่มีรายงานแล้ว คือ inophyllin A, macluraxanthone, pyranojacareubin และ 4-
hydroxyxanthone และสารในกลุ่ม triterpenenoides อีก 3 ชนิด คือ friedelin, stigmasterol 
และ betulinic acid 

 

 
inophinnin 

 

รูปที่ 1.13 สารที่สกดัได้จากเปลือกของต้น Calophyllum inophyllum 

Li และคณะ16 (2016) แยกสารจากสิ่ งสกัดเอทานอลจากใบของต้น Calophyllum 
inophyllum สามารถแยกสารได้ทั้งหมด 6 ชนิด โดยเป็นสารชนิดใหม่ในกลุ่ม coumarins 4 ชนิดคือ 
(- )-12-methoxyinophyllum  A,  (+)-12-methoxyinophyllum  H-1,  (-)-12-methoxyinophyllum 
H-2 และ inophyllum J 

 

(-)-12-methoxyinophyllum  A    (+)-12-methoxyinophyllum  H-1 

 

(-)-12-methoxyinophyllum H-2    inophyllum J 
 

รูปที่ 1.14 สารที่สกัดได้จากใบของต้น Calophyllum inophyllum
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ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยสนใจที่จะศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของรากของต้นกระทิงโดยสกัดสาร
ด้วยตัวท าละลายที่เหมาะสม ได้แก่ ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล แล้วท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์
โครมาโทกราฟี และพิสูจน์โครงสร้างขององค์ประกอบทางเคมีของรากต้นกระทิงด้วยข้อมูลทาง
กายภาพและทางสเปกโทรสโกปี ได้แก่ แมสสเปกโทรเมตรี และนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี 
เป็นต้น รวมถึงน าสารบริสุทธิ์ทั้งหมดที่แยกได้ไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง ทั้งนี้จ ากการสืบค้น
ข้อมูลงานวิจัยที่ผ่านมาท าให้ทราบว่าต้นกระทิงมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่น่าสนใจ และมักมีการรายงานสาร
ชนิดใหม่อยู่เสมอ อีกทั้งในรายงานที่ผ่านมาพบว่าส่วนรากของต้นกระทิงยังมีงานวิจัยที่ค่อนข้างน้อย
กว่าส่วนอ่ืน ๆ มาก ท าให้ผู้วิจัยมีแนวคิดที่จะแยกองค์ประกอบทางเคมีจากรากต้นกระทิง และศึกษา
ฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งของพืชชนิดนี้ 
 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. สกัดแยกองค์ประกอบทางเคมีจากรากต้นกระทิง 
2. พิสูจน์เอกลักษณ์ทางโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากรากต้นกระทิงด้วยเทคนิค                       

สเปกโทรสโกปี 
3. ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งของสารบริสุทธ์ที่แยกได้จากรากต้นกระทิง 
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บทที่ 2 
วิธีการทดลอง 

 

2.1 พืชตัวอย่าง 

รากต้นกระทิงที่ใช้ในการทดลองในครั้งนี้ เก็บมาจากจังหวัดมหาสารคาม เมื่อเดือน
พฤษภาคม พ.ศ. 2559 

 

2.2 เครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง 

 1. คอลัมน์ (column)  
 2. ขวดรูปชมพู่ (flask) 
 3. บีกเกอร์ (beaker) 
 4. กระดาษกรอง (filter papaer) 
 5. กรวยแก้ว (glass funnel) 
 6. แท่งแก้วคนสาร (glass rod) 
 7. หลอดหยดสาร (dropper) 
 8. หลอดคะปิลลารี (capillary tube) 
 9. หลอดทดลอง (test tube) 
 10. ขวดก าหนดปริมาตร (volumetric flask) 
 11. ไมโครปิเปต (micropipette) 
 12. เครื่อง hotplate stirrer 
 13. เครื่องชั่งไฟฟ้า 4 ต าแหน่ง 
 14. เครื่อง Mass Spectrometer รุ่น Trio 2000  
 15. เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectrometer 
 16. UV lamp ใช้ตรวจสอบสารที่ดูดกลืนแสงในช่วง UV บนแผ่น TLC ช่วงความยาวคลื่นที่
ใช้ Short wave length = 254 nm และ Long wave length = 365 nm  
 17. เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน  (rotary vacuum evaporation) 

 18. เครื่อง radical chromatograph ยี่ห้อ โครมาโททรอน (Chromatotron) 
 19. เครื่อง High-performance liquid chromatography (HPLC) 
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 2.3 สารเคมี 

1. ตัวท าละลาย ได้แก่ เฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, เอทิลอะซิเตต และเมทานอล 

2. ซิลิกาเจลเบอร์ 7743 ส าหรับท าคอลัมน์โครมาโทกราฟี  (open column 

chromatography) 

3. ซิลิกาเจลเบอร์ 7749 ส าหรับท า Preparative thin layer chromatography (PTLC) 

4. แผ่น Thin-Layer Chromatography (TLC) ชนิด PF254 ของบริษัท Merck ประเทศ

เยอรมัน 

 

2.4 ขั้นตอนการทดลอง 

1. ค้นคว้าเอกสารข้อมูลที่เก่ียวข้อง และจัดหารากต้นกระทิง อุปกรณ์ และสารเคมี 
2. เตรียมสารสกัดจากรากต้นกระทิงด้วยตัวท าละลายเมทานอล ศึกษาหาอัตราส่วนของตัว

ท าละลายที่เหมาะสม เวลาที่ใช้ในการสกัด 3 วัน น าสารสกัดท่ีได้ไประเหยแห้ง (ระเหยตัว
ท าละลายออก) ตรวจสอบจ านวนองค์ประกอบทางเคมีที่สกัดด้วย thin layer 
chromatography (TLC) 

3. แยกสารสกัดให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี ศึกษาหาวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile 
phase) ที่เหมาะสม ตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยแผ่น TLC หากสารที่ได้ยังไม่บริสุทธิ์ท า
การสกัดซ้ าโดยการเปลี่ยนวัฏภาคเคลื่อนที่ 

4. พิสูจน์โครงสร้างทางเคมีของสารสกัดบริสุทธิ์ด้วยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี ได้แก่ 
แมสสเปกโทรเมตรี (MS) และ nuclear magnetic resonance (NMR) น าข้อมูลที่ได้ไป
เปรียบเทียบกับข้อมูลของสารที่ทราบสูตรโครงสร้างแล้ว 

5. น าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง 
6. วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผล และเขียนรายงาน 

2.5 เทคนิคที่ใช้ในการทดลอง 

2.5.1 คอลัมน์โครมาโทกราฟี (Column Chromatography) 
 

  ใช้ตัวดูดซับ (Stationary Phase) คือ ซิลิกาเจล ชนิด 60G Art. 7734  
  ใช้คอลัมน์แก้วขนาดที่เหมาะสมกับปริมาณสารที่ต้องการแยก โดยอัตราส่วนของตัว
ดูดซับต่อสารท่ีแยกประมาณ 20 ต่อ 1 (โดยน้ าหนัก) บรรจุคอลัมน์โดยวิธีแบบเปียก กล่าวคือ ในตอน 
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แรกต้องท าการเขย่าของผสมระหว่างซิลิกาเจล กับตัวท าละลายให้เข้ากันเป็นอย่างดีในภาชนะที่ปิด
สนิทแล้วจึงค่อยๆ เทของผสมนี้ลงในคอลัมน์ที่มีส าลีอุดตรงปลาย และมีตัวท าละลายอยู่ประมาณ
ครึ่งหนึ่งของคอลัมน์ ขณะที่เทซิลิกาเจลลงในคอลัมน์ควรเปิดวาล์วคอลัมน์ให้ตัวท าละลายไหลออก
อย่างช้าๆ เพ่ือให้ซิลิกาเจลอัดตัวในคอลัมน์อย่างสม่ าเสมอ ท าเช่นนี้จนกระทั่งบรรจุซิลิกาเจลในระดับ
ที่ต้องการ และระดับซิลิกาเจลไม่ลดลงอีก จากนั้นจึงปล่อยให้ตัวท าละลายลดลงจนเกือบถึงระดับ
เดียวกับซิลิกาเจล แล้วปิดคอลัมน์ บรรจุสารที่ต้องการแยกลงไป โดยสารที่ต้องการแยกหรือสิ่งสกัด
ควรระเหยตัวท าละลายให้เกือบแห้ง แล้วน าไปผสมกับซิลิกาเจลเบอร์ 7734  โดยใช้ซิลิกาเจลปริมาณ
น้อยที่สุด น าไปบดและร่อนผ่านตะแกรงเพ่ือให้เป็นผงละเอียดขนาดเท่ากัน จากนั้นบรรจุสารที่ผสม
กับซิลิกาเจลลงในคอลัมน์ที่เตรียมไว้ ในการคลุกกับสารที่ต้องการแยก ให้น าไประเหยตัวท าละลายอีก
ครั้งเพ่ือให้ของผสมแห้งก่อนใส่คอลัมน์ แล้วใช้ตัวท าละลายชนิดเดียวกันจ านวนเล็กน้อยล้างผิว
ด้านข้างในคอลัมน์ เติมซิลิกาเจลชนิด 60G Art. 7734 เล็กน้อย เพ่ือป้องกันการกระทบกระเทือน
ผิวหน้าของของผสมขณะเติมตัวท าละลาย และเปิดให้ตัวท าละลายไหลออกอย่างช้า ๆ จนตัวท า
ละลาย  ด้านบนใส จากนั้นจึงเริ่มเปลี่ยนตัวท าละลายชนิดใหม่ต่อไป ตลอดการทดลองต้องระวังไม่ให้
ตัวท าละลายแห้งในคอลัมน์ เพราะอาจท าให้ประสิทธิภาพในการแยกไม่ดีได้ 
 

2.5.2 ทิน-เลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin-Layer Chromatography: TLC) 

 
  เป็นเทคนิคอย่างง่ายที่ใช้ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสาร โดยใช้ TLC aluminum 
sheets sillica gel 60 F254 ตัดให้มีขนาดพอเหมาะ แล้วท าการระบุระยะทางที่จะให้ตัวท าละลาย
เคลื่อนที่ แต้มสารละลายของสารที่ต้องการตรวจสอบบนจุดเริ่มต้นด้วยหลอดคะปิลลารีขนาดเล็กให้มี
ระยะห่างระหว่างจุดประมาณ 0.5 เซนติเมตร น าแผ่น TLC ไปจุ่มในภาชนะปิดที่บุด้วยกระดาษกรอง
และมีตัวท าละลายที่เหมาะสมบรรจุอยู่ ปล่อยให้ตัวท าละลายชะสารให้เคลื่อนที่ไปบนแผ่น TLC 
จนถึงจุดสูงสุด (solvent front) ที่ขีดไว้ ทิ้งให้แผ่น TLC แห้ง แล้วน าไปตรวจหาต าแหน่งของสาร โดย
ส่ อ ง ด้ ว ย  UV Lamp ที่ มี ค ว ามย า วคลื่ น  254 น า โ น เ มต ร  ห รื อน า ไ ปจุ่ ม ใ นส า รล ะลาย 
anisaldehyde/H2SO4 แล้วอบที่อุณหภูมิประมาณ 80 องศาเซลเซียส นาน 1-2 นาที แล้วบันทึก
ต าแหน่งของจุดดังกล่าว 
  ก. การเตรียมภาชนะส าหรับ develop ใช้ขวดแก้วทรงสี่เหลี่ยมผืนผ้าพร้อมฝาปิดที่
สะอาดและมีขนาดพอเหมาะที่จะใส่แผ่น TLC ใส่กระดาษกรองที่มีความสูงและความกว้างพอดีกับ
ขนาดของภาชนะให้แนบติดกับผิวด้านใน รินตัวท าละลายที่เหมาะสมลงไปให้สูงจากก้นภาชนะ
ประมาณ 1 เซนติเมตรปิดฝาภาชนะแล้วปล่อยให้ตัวท าละลายซึมเปียกกระดาษกรองทั้งแผ่น เพ่ือให้
ภายในภาชนะอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลาย 
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                     ข. การแต้มสาร น าแผ่น TLC มาขีดเส้นด้วยดินสอเพ่ือก าหนดระดับสูงสุดที่ต้องการ
ให้ตัวท าละลายซึมขึ้นไปด้านบน และขีดก าหนดระดับด้านล่างตรงต าแหน่งที่ต้องการแต้มสารจากนั้น
ใช้หลอดคะปิลารีจุ่มลงไปในสารละลายที่ต้องการทดสอบ แล้วแต้มสารนั้นบนแผ่น TLC ที่ระดับ
เริ่มต้นที่ใช้ดินสอขีดไว้ ให้เป็นจุดวงกลมเล็กๆ เส้นผ่านศูนย์กลางไม่เกิน 2 มิลลิเมตรและแต่ละจุดห่าง
กันไม่น้อยกว่า 1 เซนติเมตร หลังจากที่จุดสารที่แต้มแห้งสนิทแล้ว จึงน าไป develop ในขั้นต่อไป 
  ค. การ develop น าแผ่น TLC ที่แต้มสารเรียบร้อยแล้วจุ่มในภาชนะแก้วที่บรรจุตัว
ท าละลายที่เหมาะสม และภายในภาชนะนั้นต้องอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลายเรียบร้อยแล้วทั้งนี้
ระดับของจุดสารบน TLC ควรอยู่เหนือระดับสารละลายในภาชนะเล็กน้อยจากนั้นปิดฝาภาชนะแล้ว
ปล่อยให้ตัวท าละลายซึมขึ้นมาจนถึงระดับสูงสุดที่ใช้ดินสอขีดไว้แล้วจึงน าแผ่น TLC ออกจากภาชนะ
และปล่อยให้ตัวท าละลายระเหยจนแผ่น TLC แห้ง 
  ง. การตรวจหาต าแหน่งของสาร 

 น าแผ่น TLC ไปส่องกับแสง UV เพ่ือวิเคราะห์การดูดกลืนแสง UV ของสาร 
 ในกรณีที่สารไม่สามารถดูดกลืนแสง UV ให้น าแผ่น TLC ไปจุ่มลงใน anisaldehyde

ใน conc. H2SO4 แล้วเป่าด้วยลมร้อนให้แห้งต าแหน่งที่มีสารจะปรากฏให้เห็น 
 

2.5.3 Preparative thin layer chromatography (PTLC) 

 
  เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกสารโดยอาศัยหลักการที่ว่าสารต่างชนิดกันจะเคลื่อนที่
ในวัฏภาคนิ่ง (stationary phase) ด้วยวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) หรือตัวท าละลายได้ไม่
เท่ากัน วิธีการคล้ายกับเทคนิคTLCข้อดีของวิธีการแยกนี้คือ ลดระยะเวลาในการท าโครมาโทกราฟี 
ข้อเสียคือ ใช้สารปริมาณมากและสูญเสียสารในขณะท าการแยก 
  ก. การเตรียมวัฏภาคนิ่ง น ากระจกไปเคลือบด้วยซิลิกาเจลหนาประมาณ 0.5 
มิลลิเมตร จากนั้นรอให้ซิลิกาเจลที่เคลือบนั้นแห้ง หรือน าไปอบที่อุณหภูมิ100 องศาเซลเซียล เป็น
เวลา 3-4 ชม. 
  ข. การเตรียมภาชนะส าหรับ develop ใช้ขวดแก้วทรงสี่เหลี่ยมผืนผ้าพร้อมฝาปิดที่
สะอาดและมีขนาดพอเหมาะที่จะใส่แผ่นกระจกท่ีเคลือบด้วยซิลิกาเจล รินตัวท าละลายที่เหมาะสมลง
ไปให้สูงจากก้นภาชนะประมาณ 1 เซนติเมตร ปิดฝาภาชนะเพ่ือให้ภายในภาชนะอ่ิมตัวด้วยไอของตัว
ท าละลาย 
  ค. การแต้มสารน าแผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลมาขีดเส้นด้วยดินสอเพ่ือ
ก าหนดขอบด้านข้างทั้งซ้ายและขวาให้ห่างจากขอบประมาณ 1 เซนติเมตร จากนั้นใช้หลอดหยดสาร 
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ดูดสารที่ต้องการแยกโดยหลอดหยดสารนั้นหุ้มด้วยส าลีที่ปลาย แล้วปล่อยสารนั้นบนแผ่นกระจกที่
เคลือบด้วยซิลิกาเจลที่ที่ระดับเริ่มต้นสูงจากขอบล่างประมาณ 2 เซนติเมตร ให้ปล่อยสารแล้วลากเป็น
เส้นตรงจากขอบด้านซ้ายไปด้านขวาหรือตามความถนัดหลังจากสารที่แต้มแห้งสนิทแล้ว จึงน าไป 
develop ในขั้นต่อไป 
  ง. การ develop น าแผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลที่แต้มสารเรียบร้อยแล้ว จุ่ม
ในภาชนะแก้วที่บรรจุตัวท าละลายที่เหมาะสม และภายในภาชนะนั้นต้องอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท า
ละลายเรียบร้อยแล้วทั้งนี้ระดับของสารบนแผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลควรอยู่เหนือระดับ
สารละลายในภาชนะเล็กน้อย จากนั้นปิดฝาภาชนะแล้วปล่อยให้ตัวท าละลายซึมขึ้นมาจนถึงระดับ
สูงสุดห่างจากขอบบนประมาณ 1 เซนติเมตรแล้ว จึงน าแผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลออกจาก
ภาชนะและปล่อยให้ตัวท าละลายระเหยจนซิลิกาเจลที่เคลือบบนกระจกแห้ง หากท าการ develop 
มากกว่า 1 แผ่นในครั้งเดียวควรระวังไม่ให้แผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลที่แต้มสารเรียบร้อยแล้ว
ซ้อนทับหรือแนบสนิทติดกัน 
  จ. การตรวจหาต าแหน่งของสาร น าแผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลไปส่องกับ
สาร UV จากนั้นลากเส้นขอบของแถบสารที่แยกด้วยดินสอ แล้วขูดแถบสารนั้นลงในขวดรูปชมพู่ 
  ฉ. การสกัดสารออกจากซิลิกาเจล น าแถบสารที่ขูดออกมาละลายด้วยตัวท าละลายที่
เหมาะสมแล้วน าไป stir 10 นาที จากนั้นน าไปกรองแยกซิลิกาเจลออก จะได้สารที่ต้องการแล้วน า
สารที่ได้นั้นไประเหยตัวท าละลายออก 
 

 2.5.4 Radical chromatograph โครมาโททรอน (Chromatotron) 

 
  เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกสารโดยอาศัยแรงเหวี่ยง (centrifugal force) ซึ่งจะมี
หลักการท างานคือ น าสารละลายของสารที่ต้องการแยกหยดลงไปบนกลางแผ่นแก้วทรงกลมที่เคลือบ
ด้วยซิลิกาเจลหนาประมาณ 1.0 มิลลิเมตร ไขตัวท าละลายที่บรรจุอยู่ในกรวยแยก แล้วจึงเปิดเครื่อง 
โดยแผ่นแก้วทรงกลมจะเกิดการหมุน สารจะเคลื่อนที่จากกึ่งกลางแผ่นพร้อมกับเกิดการแยกเป็นแถบ
สารขึ้น ซึ่งจะมองเห็นได้โดยน า UV Lamp มาส่องบนแผ่นแก้วทรงกลมขณะท าการแยก แล้วท าการ
เก็บแฟรกชันตามแถบสารที่แยกได้ ดังนั้นข้อดีส าหรับเทคนิคนี้คือ ลดระยะเวลาในการท าโครมาโท  
กราฟี กล่าวคือใช้เวลาประมาณ 20-30 นาทีเนื่องจากแรงจากการหมุนเหวี่ยงจะช่วยท าให้เกิดการ
แยกได้ดีและเร็วขึ้นเมื่อเทียบกับเทคนิคคอลัมน์ โครมาโทกราฟีและนอกจากนี้ยังสามารถตรวจหา
ต าแหน่งของสารทีแ่ยกได้ทันทีโดยใช้ UV Lamp ท าให้ง่ายต่อการเก็บแฟรกชัน 
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ก. การเตรียมวัฏภาคนิ่ง ชั่งซิลิกาเจล หนัก 37.0 กรัม ผสมน้ าปราศจากไอออน 
(Deionized Water) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันจนเป็นเนื้อเดียว
จากนั้นน าไปเคลือบด้านบนแผ่นแก้วทรงกลม  

ข. รอให้แผ่นแก้วทรงกลมท่ีเคลือบด้านบนด้วยซิลิกาเจลแห้งแล้วมาปรับความหนา
ของซิลิกาให้มีขนาดประมาณ 1.0 มิลลิเมตร  

 ค.  เปิดเครื่องโครมาโทตรอนแล้วหยดสารตัวอย่างที่ต้องการแยกลงไปบนกลางแผ่น
แก้วทรงกลมท่ีเคลือบด้านบนด้วยซิลิกาเจลที่เตรียมไว้ขณะก าลังหมุน 
  ง. ปล่อยตัวท าละลายที่เหมาะสมลงในเครื่องโครมาโทตรอน สารจะเคลื่อนที่จาก
กึ่งกลางแผ่นพร้อมกับเกิดการแยกเป็นแถบสารขึ้น ซึ่งจะมองเห็นแถบสารที่แยกได้โดยน า UV Lamp 
มาส่องบนแผ่นแก้วทรงกลมและท าการเก็บแฟรกชันตามแถบสารที่แยกได้  
 

2.5.5 High-performance liquid chromatography (HPLC) 

 
เทคนิคการแยกองค์ประกอบของสารผสมโดยอาศัยความแตกต่างของอัตราการ

เคลื่อนที่ของแต่ละองค์ประกอบของสารผสมบนเฟสคงที่ (Stationary phase) ภายใต้การพาของเฟส
เคลื่อนที่ (Mobile phase) ส าหรับเครื่อง HPLC เฟสคงที่ คือ สารที่อยู่ภายในคอลัมน์ ส่วนเฟส
เคลื่อนที่ คือ ตัวท าละลายอินทรีย์ผสม เมื่อสารที่ต้องการวิเคราะห์ผ่านเข้าสู่เครื่อง HPLC สารดังกล่าว
จะถูกพาเข้าสู่คอลัมน์โดยตัวท าละลายอินทรีย์ผสม เพ่ือให้เกิดการแยกสาร  โดยอาศัยการท าปฏิกิริยา
ระหว่างสารที่อยู่ภายในคอลัมน์ (Stationary phase) และความสามารถในการละลายของสารผสม 
ใช้ส าหรับวิเคราะห์กลุ่มของสารประกอบอินทรีย์ที่ไม่ระเหย (Non-Volatile Organic Compounds) 
หรือ กลุ่มสารประกอบอินทรีย์ที่สามารถระเหยได้ปานกลาง (Semi-Volatile Organic Compounds) 
ทั้งนี้ต้องพิจารณาถึงความสามารถในการละลายของสารที่ต้องการวิเคราะห์กับตัวท าละลายอินทรีย์
ผสมที่ใช้ก่อน เพ่ือป้องกันการไม่ละลายเข้าด้วยกัน หรือการตกตะกอนของตัวท าละลายผสม และ
ไม่ให้เกิดการอุดตันในระบบ รวมถึงพิจารณาค่าการดูดกลืนคลื่นแสงของตัวท าละลายอินทรีย์ 
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2.6 การเตรียมวัตถุดิบและการสกัด 

2.6.1 การสกัดด้วยตัวท าละลาย 

 
  น ารากต้นกระทิงที่ตากแห้ง (4.0 กิโลกรัม) น ามาบดให้ได้ผงละเอียด จากนั้นสกัด
ด้วยเอทิลอะซิเตต ได้สิ่งสกัดเอทิลอะซิเตต มีลักษณะเป็นเหลวหนืดสีน้ าตาลเข้ม น ากากที่เหลือมา
สกัดต่อด้วยเมทานอลอีกครั้ง ได้สิ่งสกัดเมทานอล มีลักษณะเป็นของเหลวหนืดสีน้ าตาลแดงเข้ม ดัง
แสดงในแผนภาพที่ 2.6.1 

 

 

แผนภาพที่ 2.6.1 ขั้นตอนการสกัดรากต้นกระทิง 

 

 

 

 

 

 

 

รากต้นกระทิง (4.0 กิโลกรัม)

สิ่งสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน (98.52 กรัม) กาก

สิ่งสกัดด้วยเมทานอล (244.96 กรัม) กาก (ทิ้ง)

สกัดด้วยตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน 3 วัน (2 ครั้ง) 

สกัดด้วยตัวท าละลายเมทานอล 3 วัน (2 ครั้ง) 
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2.6.2 ขั้นตอนการแยกสารประกอบ 

 
  1. น าสิ่งสกัดรากต้นกระทิงที่สกัดด้วยตัวท าละลายเมทานอลที่มาระเหยตัวท า
ละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) ได้สิ่งที่สกัดด้วย
เมทานอลหนัก 244.96 กรัม 
  2.น าสิ่งที่สกัดด้วยเมทานอลมาแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ซิลิกา
เจล (silica gel column chromatography) ชะด้วยตัวท าละลายผสม 0% เมทานอล-ไดคลอโร
มีเทน จนถึง 100% เมทานอล โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดท้ังหมด 6 แฟรกชัน (A-F) 
  3. น าสารแต่ละแฟรกชัน (A-F) มาระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหย
สุญญากาศแบบหมุน(rotary vacuum evaporation) 
  4. น าสารสกัดแต่ละ แฟรกชันมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ระบบตัวท าละลายผสม
ของ 20% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่  
  5. น าแฟรกชัน B มาท าการแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ซิลิกาเจล
ชะด้วยตัวท าละลายผสม 20% เอทิลอะซิเตต-เฮกเซน จนถึง 100% เอทิลอะซิเตต แล้วชะต่อด้วย 
50% เมทานอล-เอทิลอะซิเตต จนถึง 100% เมทานอล โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัด
ทั้งหมด 5 แฟรกชัน (B1-B5) จากนั้นน าไประเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมา
ตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสมของ 5% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 
พบว่าแฟรกชัน B1 , B3 และ B5 น่าจะมีสารที่น่าสนใจ 
  6. น าแฟรกชัน B1 มาท าการแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ซิลิกาเจล
ชะด้วยตัวท าละลายผสม 10% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน จนถึง 100% เมทานอล โดยเก็บสารละลาย
จากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 12 แฟรกชัน (B1.1-B1.12) จากนั้นน าไประเหยตัวท าละลายออก น า
ส า รละลายแต่ ล ะแฟรกชั นม าตรวจสอบด้ ว ย  TLC โ ดย ใช้ ตั วท า ละลายผสมของ  5%                                      
เมทานอล-ไดคลอโรมีเทนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชัน B1.3, B1.5 และB1.10 มีสารที่น่าสนใจ  

-น าแฟรกชัน B1.3 มาท าการแยกต่อด้วย PTLC โดยระบบตัวท าละลายผสม 15%  
เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน พบว่าที่แฟรกชันนี้ได้สารที่มีความบริสุทธิ์  2 ชนิด จึง
น าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้เป็นสาร 1 และสาร 
2  
-น าแฟรกชัน B1.5 มาท าให้บริสุทธิ์ โดยการตกผลึกด้วยตัวท าละลาย 20%                                    
เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน แล้วแยกตะกอนออก พบว่าที่แฟรกชันนี้ได้สารที่มีความ
บริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้
เป็นสาร 6 
-น าแฟรกชัน B1.10 มาท าให้บริสุทธิ์ โดยการตกผลึกด้วยตัวท าละลาย 30%                         
เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน แล้วแยกตะกอนออก พบว่าที่แฟรกชันนี้ได้สารที่มีความ 
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บริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้
เป็นสาร 7 

  7. น าแฟรกชัน B3 มาท าการแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท า
ละลาย10% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน จนถึง 100% เมทานอล  พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความ
บริสุทธิ์  1 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้เป็นสาร 10 
  8. น าแฟรกชัน B5 มาท าการแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท า
ละลาย10% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน จนถึง 100% เมทานอล เก็บสารละลายจากโครมาโททรอน
สารสกัดทั้งหมด 4 แฟรกชัน (B5.1 - B5.4 ) น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้
ตัวท าละลายผสมของ 20% เมนานอล-ไดคลอโรมีเทนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชัน B5.1 มีสาร
ที่น่าสนใจ  

-น าแฟรกชัน B5.1 มาท าการแยกต่อด้วยเทคนิค HPLC ด้วย Reverse phase 
column  โดยชะด้วยตัวท าละลาย 70% เมทานอล-น้ า เก็บสารละลายจากคอลัม
สารสกัดทั้งหมด 2 แฟรกชัน ที่เวลา 16 นาที และ 24 นาที พบว่าทั้ง 2 แฟรกชันนี้
ได้สารที่มีความบริสุทธิ์  2 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูล
สเปกโตรสโกปี ได้เป็นสาร 11 และสาร 12 ตามล าดับ 
9. น าแฟรกชัน C มาท าการแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ซิลิกาเจล

ชะด้วยตัวท าละลายผสม 20% เอทิลอะซิเตต-เฮกเซน จนถึง 100% เอทิลอะซิเตต แล้วชะต่อด้วย 
50% เมทานอล-เอทิลอะซิเตต จนถึง 100% เมทานอล โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัด
ทั้งหมด 4 แฟรกชัน (C1-C4) จากนั้นน าไประเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมา
ตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสมของ 15% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 
พบว่าแฟรกชัน C2 และ C3 น่าจะมีสารที่น่าสนใจ 

- น าแฟรกชัน C2 มาท าการแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท า
ละลาย10% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน จนถึง 100% เมทานอล  พบว่าแฟรกชันนี้
ได้สารที่มีความบริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูล
สเปกโตรสโกปี ได้เป็นสาร 5 
- น าแฟรกชัน C3 มาท าการแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท า
ละลาย10% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน จนถึง 100% เมทานอล  พบว่าแฟรกชันนี้
ได้สารที่มีความบริสุทธิ์  ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปก
โตรสโกปี ได้เป็นสาร 3 และสาร 4 
10. น าแฟรกชัน E มาท าการแยกต่อด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีน าแฟรกชัน 

E มาท าการแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ซิลิกาเจลชะด้วยตัวท าละลายผสม 20%                   
เมทานอล-เอทิลอะซเตต จนถึง 100% เมทานอลโดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 2 
แฟรกชัน (E1-E2) จากนั้นน าไประเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบ
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ด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสมของ 20% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่า          
แฟรกชัน E1 และ E2 น่าจะมีสารที่น่าสนใจ 

11. น าแฟรกชัน E1 มาท าการแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท า
ละลาย20% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน จนถึง 100% เมทานอล  พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความ
บริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้เป็นสาร 8  

12. น าแฟรกชัน E2 มาท าการแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโททรอน โดยชะด้วยตัวท า
ละลาย 20% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน จนถึง 100% เมทานอล โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้
สารสกัดทั้งหมด 12 แฟรกชัน (E2.1-E2.12) จากนั้นน าไประเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่
ละแฟรกชันมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสมของ 20% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน
เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชัน E2.2 น่าจะมีสารที่น่าสนใจ 

-น าแฟรกชัน E2.2 มาท าการแยกต่อด้วย PTLC โดยระบบตัวท าละลายผสม 30%                   
เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน พบว่าที่แฟรกชันนี้ได้สารที่มีความบริสุทธิ์  1 ชนิด จึง
น าไปหาสูตรโครงสร้างของสารที่ได้จากข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้เป็นสาร 9  
13. น าสารบริสุทธิ์ที่สกัดแยกได้ไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง และฤทธิ์ยับยั้ง

เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสจากล าไส้หนู 
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2.7 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

2.7.1 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งด้วยวิธี MTT colorimetric method 

1. เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งชนิด KB และ HeLaS-3 ให้ได้ความเข้มข้น 3x103 เซลล์ ใน 
200 µL ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640 ซึ่งมี 5% ปริมาตรต่อปริมาตร fetal calf serum 
เป็นองค์ประกอบ  

2. เติมเซลล์มะเร็งที่ท าการเพาะเลี้ยงลงไปใน 96-well culture plate  
3. น าเซลล์มะเร็งที่อยู่ใน 96-well culture plate มาบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง ภายใต้สภาพบรรยากาศที่มี 5% ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  
4. เติมสารบริสุทธิ์ที่ต้องการจะทดสอบและสารมาตรฐาน adriamycin ลงไปที่ความ

เข้มข้นต่างๆ 2 µL ต่อ 1 หลุม บ่มต่อที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต้สภาพ
บรรยากาศที่มี 5% ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 

5. เติ ม  10 µL ของสารละลาย 3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide ที่ความเข้มข้น 5 mg/ml ลงไป บ่มต่ออีก 4 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ                   
37 °C แยกเอาส่วนใสออก แล้วน าตะกอนที่เหลือมาละลายด้วย DMSO 150 µL และเติม 
0.1 M glycine ปริมาตร 25 µL ลงไป  

6. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nmโดยจะท าการทดลอง 3 ซ้ า 
และค านวณค่า IC50 

 

2.7.2 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสจากล าไส้หนู 

1. เตรี ยมสารสะลาย  α-glucosidase (0.4 U/mL) และ  substrate (1 mMp-
nitrophenyl-(α-D-glucopyranoside) ใน 0.1 M phosphate buffer, pH 6.9 

2. จากนั้นเติมสารสารตัวอย่างที่จะทดสอบ (1 mg/mL ใน DMSO) ปริมาตร 10 µL 
Lใน96 well plate แล้วเติมสารละลาย α-glucosidase ปริมาตร 20 µL จากนั้นน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 

3. เติมสารละลาย substrate (glucose kit) ปริมาตร 80 µL แล้วน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 10 นาที 

 4. น า 96 well plate ไปวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่  517 nm (Bio-Rad 3550 
microplate reader) 

5. น าผลที่ได้ไปค านวณ %การยับยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดส 

  โดย   %inhibition =[1- (
Asample

Acontrol
) ]×100 
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เมื่อ Asample= ค่า absorbance ที่วัดได้โดยมีสารละลายตัวอย่างที่จะทดสอบผสม 
Acontrol= ค่า absorbance ที่วัดได้โดยไม่มีสารละลายตัวอย่างที่จะทดสอบผสม 
ในกา ร ร าย ง านค่ า จ ะ ร าย ง านค่ า เป็ น  IC50 (The half maximal inhibitory 

concentration) ซึ่งได้จากการสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง % inhibition กับ
ความเข้มข้นซึ่งความเข้มข้นที่ 50% inhibition จะมีค่าเป็น IC50 



23 

 

 

บทที่ 3 

การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างและผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 

 จากการทดลองพบว่าในการสกัดสารจากแฟรกชัน A-F ของสิ่งสกัดเมทานอลจากรากต้น
กระทิง พบว่าสามารถแยกสารได้ 12 ชนิด โดยการพิสูจน์เอกลักษณ์ทางโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่
แยกได้ด้วยข้อมูลสเปกตรัมจากการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคโปรตรอน- และ คาร์บอน 13- นิวเคลียร์
แมกเนติกเรโซแนนซ์ สเปกโทรสโกปี ร่วมกับการเปรียบเทียบข้อมูลกับรายงานที่ผ่านมาก่อนหน้านี้ 

3.1 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 1 

 
 

รูปที่ 3.1 โครงสร้างสาร 1 

ตารางท่ี 3. 1 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 1 

ต าแหน่ง 
สาร 1 (CDCl3) 4-hydroxyxanthone17 (DMSO) 

1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 

1 7.88 (dd) 8.0,1.6 117.9 7.61 (dd) 7.8,1.8 115.2 
2 7.29 (t) 7.6 124.8 7.26 (t) 7.8 124.1 
3 7.35 (dd) 7.6,1.6 120.5 7.34 (dd) 7.8,1.8 120.2 

4-OH - - 146.7 10.51 (s) - 146.7 
4a - - 145.2 - - 145.2 
4b - - 155.4 - - 155.4 
5 7.56 (d) 8.0 118.2 7.73 (dd) 8.0,0.8 118.3 
6 7.76 (ddd) 8.0,7.2,1.6 135.5 7.88 (ddd) 8.0,7.6,1.6 135.4 
7 7.43 (ddd) 8.0,7.6,0.4 124.6 7.48 (ddd) 8.0,7.6,0.8 124.3 
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ตารางท่ี 3.1  ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 1 (ต่อ) 

ต าแหน่ง 
สาร 1 (CDCl3) 4-hydroxyxanthone17 (DMSO) 

1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 

8 8.37 (dd) 8.0,2.0 127.3 8.19 (dd) 7.8,1.6 126.0 
8a - - 120.9 - - 120.9 
9a - - 122.2 - - 122.2 
9 - - 176.9 - - 176.2 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ13C-

NMR ของสาร 1กับ 4-hydroxyxanthone พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่า สาร 1 คือ 4-
hydroxyxanthone 

3.2 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 2 

 
 

รูปที่ 3.2 โครงสร้างสาร 2 

ตารางท่ี 3. 2 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 2 

ต าแหน่ง 
สาร 2 (DMSO) 2-hydroxyxanthone17 (DMSO) 

1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 

1 7.50 (d) 3.2 108.5 7.48 (d) 3.0 108.5 
2 - - 153.9 - - 153.9 

2-OH 9.97 (s) - - 10.00 (s) - - 
3 7.35 (dd) 9.2,3.2 124.5 7.32 (dd) 9.0,3.0 124.5 
4 7.58 (d) 8.8 119.4 7.56 (d) 9.0 119.4 
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ตารางที ่3.2  ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 2 (ต่อ) 

ต าแหน่ง 
สาร 2 (DMSO) 2-hydroxyxanthone17 (DMSO) 

1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 

4b - - 155.6 - - 155.5 
5 7.70 (d) 8.8 118.1 7.63 (dd) 8.2,0.9 118.1 

6 7.87 (t) 7.9 135.2 7.85 (ddd) 8.2,7.6,1.7 135.1 

7 7.46 (t) 7.6 123.9 7.45 (ddd) 8.0,7.6,0.9 123.9 

8 8.20 (dd) 7.2,0.8 125.9 8.19 (dd) 8.0,1.7 125.9 

8a - - 120.9 - - 120.4 

9 - - 175.2 - - 175.8 
9a - - 121.3 - - 121.7 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ13C-

NMR ของสาร 2 กับ 2-hydroxyxanthone พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่า สาร 2 คือ 2-
hydroxyxanthone 
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3.3 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 3 

 
 

รูปที่ 3.3 โครงสร้างสาร 3 

ตารางท่ี 3. 3 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 3 

ต าแหน่ง 
สาร 3 (CDCl3) 

3-hydroxy-4-methoxyxanthone18 
 (DMSO) 

1H (, ppm) J (Hz) 
13C (, 
ppm) 

1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 

1 7.40 (d) 9.2 122.4 7.80 (d) 8.9 121.6 
2 7.24 (d) 9.2 114.3 7.00 (d) 8.3 114.1 

4-OH - - 156.3 10.79 (s) - 156.3 
4a - - 150.7 - - 150.7 
4b - - 155.2 - - 155.5 
5 7.44 (d) 8.0 117.7 7.69 (d) 8.1 118.2 
6 7.70 (td) 8.0,1.6 135.2 7.84 (ddd) 8.1,7.5,1.7 135.0 
7 7.36 (t) 8.0 123.8 7.46 (ddd) 7.7,7.6,1.0 124.3 
8 8.31 (dd) 7.6,1.6 126.7 8.16 (dd) 7.7,1.7 125.9 
8a - - 120.9 - - 120.9 
9 - - 175.0 - - 175.0 
9a - - 114.5 - - 114.8 

3-OCH3 4.05 (s) - 62.8 3.96 (s) - 62.8 
 

เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ13C-
NMR ของสาร 3 กับ 3-hydroxy-4-methoxyxanthone พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่า 
สาร 3 คือ 3-methoxy-4-hydroxyxanthone 
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3.4 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 4 

 

 
 

รูปที่ 3.4 โครงสร้างสาร 4 

ตารางท่ี 3. 4 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 4 

ต าแหน่ง 
สาร 4 (CDCl3) 

3-hydroxy-2-methoxyxanthone19  
(CDCl3) 

1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 

1 7.47 (s) - 105.6 7.46 (brs) - 107.9 
2 - - 152.6 - - 155.1 
3 - - 144.7 - - 144.4 

3-OH - - - 9.74 (s) - - 
4 7.01 (s) - 102.9 7.19 (brs) - 100.0 
4a - - 155.1 - - 155.1 

4b - - 150.8 - - 150.8 

5 7.70 (d) 8.4 117.9 7.60 (d) 8.4 117.5 
6 7.69 (ddd) 8.8,7.6,1.6 134.2 7.81 (ddd) 8.4,7.2,1.8 134.2 
7 7.37 (dd) 8.0,7.2 123.9 7.44 (dd) 7.8,7.2 123.6 
8 8.34 (dd) 7.8,1.6 126.7 8.15 (dd) 7.8,1.8 125.3 
8a - - 120.6 - - 120.6 

9 - - 174.7 - - 174.7 

9a - - 114.8 - - 114.2 

2-OCH3 3.95 (s) - 56.7 3.95 (s) - 56.0 
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เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-
NMR ของสาร 4 กับ 3-hydroxy-2-methoxyxanthone พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่า 
สาร 4 คือ 3-hydroxy-2-methoxyxanthone 

3.5 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 5 

 

 
 

รูปที่ 3.5 โครงสร้างสาร 5 

ตารางท่ี 3. 5 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR ของสาร 5 

ต าแหน่ง 
สาร 5 (CDCl3) 

2,3-dimethoxyxanthone20 
(CDCl3) 

1H (, ppm) J (Hz) 1H (, ppm) J (Hz) 

4 6.94 (s) - 6.90 (s) - 
5 7.47 (d) 8.0 7.49 (d) 8.3 
6 7.70 (m) - 7.67 (m) - 
7 7.38 (t) 8.0 7.36 (t) 7.6 
8 8.35 (dd) 8.0,1.4 8.32 (m) - 

2-OCH3 4.03 (s) - 4.01 (s) - 
3-OCH3 4.01 (s) - 3.99 (s) - 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR ของสาร 5 

กับ 2 ,3-dimethoxyxanthone พบว่ามีความใกล้ เคียงกันมาก จึ งสรุปว่ า สาร 5 คือ 2 ,3-
dimethoxyxanthone 
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3.6 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 6 

 

 
 

รูปที่ 3. 6 โครงสร้างสาร 6 

ตารางท่ี 3. 6 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR ของสาร 6 

ต าแหน่ง 
สาร 6 (CDCl3) 

1,6-dihydroxyxanthone21 
(CDCl3) 

1H (, ppm) J (Hz) 1H (, ppm) J (Hz) 

1-OH 12.65 (s) - 12.74 (s) - 
2 - - 6.66 (d) 8.2 
3 7.61 (d) 8.0 7.51 (d) 8.2 
4 6.83 (d) 8.0 6.83 (d) 8.2 
5 - - 6.71 (d) 2.1 
7 6.85 (dd) 8.0,1.6 6.81 (dd) 8.2,2.1 
8 7.82 (dd) 8.0,1.2 7.97 (d) 8.2 

 
 

เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR ของสาร 6
กั บ  1 ,6 - hydroxyxanthone พบว่ ามี ค ว าม ใกล้ เ คี ย งกั นมาก  จึ ง ส รุ ป ว่ า  ส า ร  6 คื อ 1,6-
hydroxyxanthone 
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3.7 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 7 

 

 
 

รูปที่ 3. 7 โครงสร้างสาร 7 

ตารางท่ี 3. 7 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 7 

ต าแหน่ง 
สาร 7 (CDCl3) 

1,7-dihydroxyxanthone22 
(CDCl3) 

1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 

1 - - 163.6 - - 163.6 
1-OH 5.70 (s) - - 5.01 (s) - - 

2 6.79 (dd) 8.0,0.4 110.2 6.77 (dd) 8.4,0.5 110.4 
3 7.59 (t) 8.4 138.0 7.59 (t) 8.8 138.0 
4 6.93 (dd) 8.4,0.8 107.1 6.95 (dd) 8.4,0.5 107.0 
4a - - 157.0 - - 157.0 
4b - - 131.0 - - 131.0 
5 7.41 (d) 9.2 119.6 7.41 (d) 9.3 119.5 
6 7.33 (dd) 9.2,2.8 126.0 7.33 (dd) 9.3,2.9 126.0 
7 - - 154.7 - - 154.7 

7-OH 12.62 (s) - - 12.62 (s) - - 
8 7.62 (dd) 2.8 108.0 7.63 (d) 2.9 108.0 
8a - - 120.9 - - 121.0 
9 - - 179.9 - - 181.5 
9a - - 109.0 - - 109.0 
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เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ13C-
NMR ของสาร 7 กับ 1,7-dihydroxyxanthone พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่า สาร 7 คือ
1,7-dihydroxyxanthone 

3.8 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 8 

 

 
 

รูปที่ 3. 8 โครงสร้างสาร 8 

ตารางท่ี 3. 8 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR ของสาร 8 

ต าแหน่ง 
สาร 8 (DMSO) 

1,3,5-trihydroxyxanthone23 
(DMSO) 

1H (, ppm) J (Hz) 1H (, ppm) J (Hz) 

1-OH 12.89 (s) - 12.87 (s) - 
2 6.10 (d) 2.0 6.19 (d) 2.1 
4 6.32 (d) 2.0 6.41 (d) 2.1 
6 7.27 (dd) 7.6,1.6 7.29 (dd) 7.7,1.7 
7 7.20 (t) 7.6 7.23 (t) 7.8 
8 7.50 (dd) 7.6,1.6 7.53 (dd) 7.8,1.7 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR ของสาร 8

กับ 1,3,5-trihydroxyxanthone พบว่ามีความใกล้ เคียงกันมาก จึงสรุปว่า สาร  8 คือ1,3,5-
trihydroxyxanthone 
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3.9 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 9 

 

 
 

รูปที่ 3. 9 โครงสร้างสาร 9 

ตารางท่ี 3. 9 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR และ13C-NMR ของสาร 9 

ต าแหน่ง 
สาร 9 (CDCl3) 

Tovopyrifolin24 
(CDCl3) 

1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 

1 - - 155.8 - - 155.3 
1-OH 12.52 (s) - - 13.11 (s) - - 

2 - - 130.9 - - 131.5 
2-OCH3 3.76 (s) - - 3.86 (s) - - 

3 - - 160.2 - - 159.2 
3-OH - - - 9.48 (s) - - 

4 6.51 (s) - 94.4 6.52 (s) - 94.7 
4a - - 153.9 - - 153.8 
4b - - - - - - 
5 - - 146.2 - - 146.9 

5-OH - - - 9.62 (s) - - 
6 7.34 (d) 8.0 120.8 7.34 (dd) 8.2,1.8 121.3 
7 7.24 (t) 8.0 124.8 7.28 (t) 7.5 124.8 
8 7.54 (d) 8.0 114.8 7.64 (dd) 7.5,1.8 116.1 
8a - - 121.7 - - 121.7 
9 - - 180.2 - - 182.1 
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ตารางท่ี 3.9  ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR และ13C-NMR ของสาร 9 (ต่อ) 

ต าแหน่ง 
สาร 9 (CDCl3) 

Tovopyrifolin24 
(CDCl3) 

1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 

9a - - 104.0 - - 104.0 
10a - - 146.2 - - 146.1 

OCH3 - - 59.4 - - 60.7 
 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR  และ13C-

NMR ของสาร 9 กับ tovopyrifolin พบว่ามีความใกล้ เคียงกันมาก จึ งสรุปว่ า  สาร  9 คือ 

tovopyrifolin 

3.10 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 10 

 

 
 

รูปที่ 3.10 โครงสร้างสาร 10 

ตารางท่ี3.10 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 10 

ต าแหน่ง 
สาร 10 (CDCl3) 

Macluraxanthone25 

(CDCl3) 
1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 

1-OH 13.54 (s) - - 13.52 (s) - - 
1´ 5.61 (d) 9.6 116.4 5.60 (d) 9.9 116.4 
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ตารางท่ี 3.10 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 10 (ต่อ) 

ต าแหน่ง 
สาร 10 (CDCl3) 

Macluraxanthone25 

(CDCl3) 

1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 1H (, ppm) J (Hz) 13C (, ppm) 

2´ 6.77 (d) 10.0 128.2 6.78 (d) 9.9 128.2 

2´´ 6.73 (dd) 17.2,10.4 146.2 6.75 (dd) 17.6,10.5 146.7 

3a´´ 5.22 (d) 17.6 - 5.22 (d) 17.7 - 

3b´´ 5.05 (d) 10.8 - 5.04 (d) 10.5 - 

4´ 1.51 (s) - 28.9 1.51 (s) - 28.0 

4´´ 1.63 (s) - 29.9 1.64 (s) - 29.9 

5´ 1.51 (s) - 28.9 1.51 (s) - 28.0 
5´´ 1.63 (s) - 29.9 1.64 (s) - 29.9 

7 6.96 (d) 8.8 113.7 6.92 (d) 9.0 113.7 

8 7.69 (d) 8.8 117.2 7.68 (d) 9.0 117.2 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR  และ13C-

NMR ของสาร 10 กับ macluraxanthone พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่า สาร 10 คือ 

macluraxanthone 
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3.11 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 11 

 

 
 

รูปที่ 3.11 โครงสร้างสาร 11 

ตารางท่ี 3. 11 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR ของสาร 11 

ต าแหน่ง 
สาร 11 (CDCl3) 

3,3',4',5,7-pentamethoxyflavone26 
(CDCl3) 

1H (, ppm) J (Hz) 1H (, ppm) J (Hz) 

H-6 6.35 (d) 2.0 6.35 (d) 2.5 
H-8 6.51 (d) 2.4 6.51 (d) 3.0 
H-2´ 7.72 (s) - 7.72 (s) - 
H-5´ 6.98 (d) 8.8 6.94 (d) 9.0 
H-6´ 7.70 (d) 8.8 7.70 (d) 9.0 

5xOCH3 3.90 (s) - 3.92 (m) - 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR ของสาร 11

กับ 3,3',4',5,7-pentamethoxyflavone พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่า สาร 11 คือ
3,3',4',5,7-pentamethoxyflavone 
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3.12 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 12 

 

 
 

รูปที่ 3.12 โครงสร้างสาร 12 

 
ตารางท่ี 3. 12 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม1H-NMR ของสาร 12  

ต าแหน่ง 
สาร 12 (CDCl3) 

5,7,4'-trimethoxyflavone27 
(DMSO) 

1H (, ppm) J (Hz) 1H (, ppm) J (Hz) 

H-3 6.59 (s) - 6.86 (s) - 
H-6 6.56 (d) 2.0 6.51 (s) - 
H-8 6.37 (d) 2.0 6.68 (s) - 
H-2´ 7.72 (s) - 7.72 (s) - 
H-5´ 7.00 (d) 9.2 7.10 (d) 8.9 
H-6´ 7.83 (d) 9.2 8.0 (d) 8.9 

5-OCH3 3.88 (s) - 3.83 (s) - 
7-OCH3 3.91 (s) - 3.85 (s) - 
4´-OCH3 3.96 (s) - 3.90 (s) - 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR ของสาร 12

กับ5,7,4'-trimethoxyflavone พบว่ามีความใกล้ เคียงกันมาก จึงสรุปว่า สาร  12 คือ5,7,4'-
trimethoxyflavone 
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3.13 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 

 
 จากการน าสารทั้งหมด (1-12) ทีแ่ยกได้โดยวิธีทางโครมาโทกราฟี มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
เซลล์มะเร็ง 2 ชนิด คือ KB และ HelaS-3 ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ พบว่าได้ผลตามตารางที่ 3.13 
ตารางท่ี 3. 13 ค่าการยับยั้งเซลล์มะเร็งของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ (1-12) และสารมาตรฐาน 

adriamycin 

สาร 
ค่า IC50 (µM) 

KB HelaS-3 
1 65.0±1.69 >100 
2 93.3±1.50 >100 
3 66.9±1.72 >100 
4 >100 >100 
5 >100 >100 
6 71.9±0.49 >100 
7 >100 >100 
8 70.4±0.55 >100 
9 >100 >100 
10 >100 >100 
11 >100 >100 
12 >100 >100 

adriamycin 0.23±0.44 0.12±0.01 
 

จาการการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง KB พบว่า สาร 1, 2, 3, 6 และ 8 มีฤทธิ์
ยับยั้งเซลล์มะเร็งชนิด KB ต่ า โดยมีค่า IC50 อยู่ในช่วง 65.0-93.3 µM เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน 
adriamycin IC50 = 0.23 µM  ส่วนสารอื่นๆนั้นไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งชนิด KB เนื่องจากมี
ค่า IC50 > 100 µM 
 การทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง HeLaS-3 พบว่า สารสกัดบริสุทธิ์ที่แยกได้ทั้ง 
14  ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งชนิด HelaS-3 นื่องจากมีค่า IC50 > 100 µM เมื่อเทียบกับสาร
มาตรฐาน adriamycin IC50 = 0.12 µM 
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3.14 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 
 

จากการน าสารทั้งหมด (1-12) ที่แยกได้โดยวิธีทางโครมาโทกราฟี มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสจากไส้หนู (มอลเทส และซูเครส) พบว่าสารทั้งหมดไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้บ
เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสจากล าไส้หนู (มอลเทส และซูเครส) เนื่องจากมีค่า IC50 > 3,000 µM เมื่อ
เทียบกับสารมาตรฐาน acarbose ซึ่งมีค่า IC50 7.9 และ10.9 µM ตามล าดับ 
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

จากการน าสิ่งสกัดเมทานอลของรากต้นกระทิงมาแยกให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟี 
พบว่า แยกได้สารในกลุ่มแซนโทน 10 ชนิด คือ 4-hydroxyxanthone (1), 2-hydroxyxanthone 
(2), 3-hydroxy-4-methoxyxanthone (3), 3 - hydroxy-2 - methoxyxanthone (4), 2,3-
dimethoxyxanthone (5), 1,6-dihydroxyxanthone (6), 1,7-dihydroxyxanthone (7), 1,3,5-
trihydroxyxanthone (8), tovopyrifolin (9), macluraxanthone (10) สารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ 2 
ช นิ ด  คื อ  3,3',4',5,7-pentamethoxyflavone (11) แ ล ะ5,7,4'-trimethoxyflavone (12) โ ด ย
โครงสร้างทั้งหมดได้พิสูจน์ทราบด้วยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี ร่วมกับการเปรียบเทียบกับข้อมูลที่มี
การรายงานมาก่อนหน้านี้ จากการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB, ชนิด HelaS-3 
ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ พบว่าสาร 1, 2, 3, 6 และ 8 มีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งชนิด KB ต่ า โดยมีค่า 
IC50 อยู่ในช่วง 65.0-93.3 µM  และสารสกัดบริสุทธิ์ที่แยกได้ทั้ง 12 ชนิดไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
เซลล์มะเร็งชนิด HelaS-3 เนื่องจากมีค่า IC50 > 100 µM นอกจากนั้นยังมีการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสจากล าไส้หนู (มอลเทส และซูเครส) ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ พบว่าสาร
ทั้งหมดไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้บเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสจากล าไส้หนู (มอลเทส และซูเครส) เนื่องจาก
มีค่า IC50 > 3,000 µM 

 

 
รูปที่ 4.1 แสดงโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 1-12 
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จากการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง KB พบว่า สาร 1, 2, 3, 6 และ 8 มีฤทธิ์

ยับยั้งเซลล์มะเร็งชนิด KB ต่ า โดยมีค่า IC50 อยู่ในช่วง 65.0-93.3 µM เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน 

adriamycin ซึ่งมคี่า IC50 เท่ากับ 0.23 µM ส่วนสารอื่นๆนั้นไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งชนิด KB 

เนื่องจากมีค่า IC50 มากกว่า 100 µM 

 การทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง HeLaS-3 พบว่า สารสกัดบริสุทธิ์ที่แยกได้ทั้ง 
12 ชนิด ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งชนิด HelaS-3 เนื่องจากมีค่า IC50 มากกว่า 100 µM เมื่อ
เทียบกับสารมาตรฐาน adriamycin ซึ่งมคี่า IC50 เท่ากับ 0.12 µM 
 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสจากล าไส้หนูไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์
แอลฟากลูโคซิเดส (มอลเทส และ ซูเครส) เนื่องจากมีค่า IC50 > 3,000 µM เมื่อเทียบกับสาร
มาตรฐาน acarbose ซึ่งมีค่า IC50 7.9 และ10.9 µM ตามล าดับ 

ข้อเสนอแนะ 
 1. ในสิ่งสกัดเมทานอลมีสารอีกหลายชนิดที่ผู้วิจัยยังไม่ได้ท าการแยกองค์ประกอบ พิสูจน์
ทราบโครงสร้างและทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เนื่องจากเวลาจ ากัด ดังนั้นควรแยกในส่วนนี้ต่อไป 

 2. ในการทดลองนี้ผู้วิจัยเลือกศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากสิ่งสกัดเมทานอลเพียงชนิด
เดียว เพ่ือการทดลองที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น และอาจมีการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีในสิ่งสกัด 
เช่น เอทิลอะซเตต, เฮกเซน และไดคลอโรมีเทน เป็นต้น 

 3. ในการทดลองนี้ผู้วิจัยเลือกศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากรากเท่านั้น อาจมีการศึกษา
องค์ประกอบทางเคมีจากส่วนอ่ืนอีกท่ีน่าสนใจ เช่น ต้น, ใบ และผล เป็นต้น  

 4. อาจน าสารที่แยกได้ไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนๆที่น่าสนใจ 
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รูปที่ 1 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 4-hydroxyxanthone (1) ใน DMSO 

 

รูปที่ 2 สเปกตรัม 13C-NMR ของ 4-hydroxyxanthone (1) ใน DMSO 
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รูปที่ 3 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 2-hydroxyxanthone (2) ใน DMSO 

 

 

รูปที่ 4 สเปกตรัม 13C-NMR ของ 2-hydroxyxanthone (2) ใน DMSO 
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รูปที่ 5 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 3-hydroxy-4-methoxyxanthone (3) ใน DMSO 

 

รูปที่ 6 สเปกตรัม 13C-NMR ของ 3-hydroxy-4-methoxyxanthone (3) ใน DMSO 
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รูปที่ 7 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 3-hydroxy-2-methoxyxanthone (4) ใน CDCl3 

 

รูปที่ 8 สเปกตรัม 13C-NMR ของ 3-hydroxy-2-methoxyxanthone (4) ใน CDCl3 
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รูปที่ 9 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 2,3-dimethoxyxanthone (5) ใน CDCl3 

 

รูปที่ 10 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 1,6-dihydroxyxanthone (6) ใน CDCl3 
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รูปที่ 11 สเปกตรัม 1H-NMR ของ1,7-dihydroxyxanthone (7) ใน CDCl3 

 

รูปที่ 12 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 1,3,5-trihydroxyxanthone (8) ใน DMSO 
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รูปที่ 13 สเปกตรัม 1H-NMR ของ tovopyrifolin (9) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 14 สเปกตรัม 13C-NMR ของ tovopyrifolin (9) ใน CDCl3 
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รูปที่ 15 สเปกตรัม 1H-NMR ของ macluraxanthone (10) ใน CDCl3 

 

รูปที่ 16 สเปกตรัม 13C-NMR ของ macluraxanthone (10) ใน CDCl3 
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รูปที่ 17 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 3,3',4',5,7-pentamethoxyflavone (11) ใน CDCl3 

 

รูปที่ 18 สเปกตรัม 13C-NMR ของ 3,3',4',5,7-pentamethoxyflavone (11) ใน CDCl3 
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รูปที่ 19 สเปกตรมั 1H-NMR ของ 5,7,4'-trimethoxyflavone (12) ใน CDCl3 
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