
บทท่ี 1 
บทนํา 

(Introduction) 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ผลิตภัณฑจากพืชสมุนไพรไดแก ยา เคร่ืองสําอางและผลิตภณัฑเสริมสุขภาพกําลังเปนท่ี

แพรหลายไปท่ัวโลกรวมถึงประเทศไทย เนื่องจากมนษุยในสังคมสมัยใหมหันมานยิมสินคาจาก
ธรรมชาติ  โดยเห็นไดจากตลาดผลิตภัณฑพืชสมุนไพรในประเทศขยายตัวปละไมตํ่ากวารอยละ 20-30 
(ศูนยวิจยักสิกรไทย, 2548)  

ผลิตภัณฑเคร่ืองสําอางจากพืชสมุนไพรของไทยนอกจากเปนสินคาภายในประเทศ ในอนาคต
ยังมีแนวโนมท่ีจะเปนสินคาสงออกท่ีสําคัญ (กรมสงเสริมการสงออก กระทรวงพาณิชย, 2545) ปจจัย
หนึ่งท่ีหนุนศักยภาพการแขงขันของผลิตภัณฑเคร่ืองสําอางจากพืชสมุนไพรไดแก การที่ประเทศไทยมี
พืชสมุนไพรท่ีสามารถพัฒนาเปนวัตถุดิบไดอีกมาก แตการที่จะสามารถพัฒนาเปนสินคาไดยังมีปจจัยท่ี
เปนอุปสรรคอยูหลายประการ เชน เทคโนโลยีการผลิตท่ีเกี่ยวกับสูตรผสมตางๆยังไมพัฒนาเทาท่ีควร  
ปญหาดานการวิจัยและพัฒนาทรัพยากร ธรรมชาติในประเทศเพ่ือนํามาผลิตเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิต
เคร่ืองสําอางอยางเปนระบบและกําลังซ้ือของผูบริโภคเปนตน (ศูนยวิจยักสิกรไทย, 2549) 

เนื่องจากมนุษยมีอายุท่ียืนยาวข้ึนประกอบกับคานิยมในสังคมท่ีใหความสําคัญกับภาพลักษณ 
ผลิตภัณฑตอตานร้ิวรอยและผลิตภัณฑชวยใหผิวขาวเปนเคร่ืองสําอางท่ีไดรับความนิยมในปจจุบัน 
สวนประกอบของผลิตภัณฑเหลานี้มักเปนสารธรรมชาติจากพืชท่ีแสดงฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระไดแกสาร
กลุม flavonoids, phenylpropanoids หรือสารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสซ่ึงเกี่ยวของการสรางเม็ด
สีของผิวหนัง เชน สารจําพวก phenolic compounds  เปนตน  ดังนั้นพืชจึงเปนแหลงวัตถุดิบท่ีสําคัญใน
อุตสาหกรรมเคร่ืองสําอาง เพื่อเปนการเพิม่คุณคาของพชืสมุนไพรโดยพัฒนาเปนแหลงท่ีใหสารที่มีฤทธ์ิ
ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสและฤทธ์ิตานอนมูุลอิสระ ไดขอมูลทางวิทยาศาสตรของพืชสมุนไพรเพ่ือ
นําไปสูการวจิยัตอยอด จึงจะทําการศึกษากระดังงาจีน (Artabotrys  hexapetalus  (L.f.) Bhandari)) ซ่ึง
เปนพืชท่ีปลูกแพรหลาย โดยทําการสกัด ทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส และแยกบริสุทธ์ิสารท่ี
มีฤทธ์ิ พิสูจนเอกลักษณสารพรอมท้ังนําสารท่ีไดมาทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ  
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1.2 วัตถุประสงคของการศึกษา 
1.2.1   สกัด แยกบริสุทธ์ิและศึกษาสูตรโครงสรางสารจากกระดังงาจีน 

 1.2.2  ทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของสารท่ีแยกไดจากกระดังงาจีน 
1.2.3  ทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของสารท่ีแยกไดจากกระดังงาจีน 
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บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรม 
(Literature Review) 

 
2.1 ความสําคัญของเมลานิน  

เมลานินเปนเม็ดสีท่ีทําใหเกดิสีผิวแตกตางกัน โดยมี 2 รูปแบบ ไดแกเม็ดสีเหลือง 
(Phaeomelanins) ทําใหเกดิผิวสีเหลืองหรือสีขาวในคนยโุรป และเม็ดสีน้ําตาล (Eumelanins) ซ่ึงทําให
เกิดผิวสีน้ําตาลหรือสีน้ําตาลคอนขางดําในคนเอเซียและแอฟริกา (ดวงดาว ฉันทศาสตร, 2540)   สีผิวยัง
ข้ึนอยูกับเสนเลือดและสารบางชนิด เชน เบตาแคโรทีนท่ีทําใหผิวเหลือง นอกจากนีค้วามเขมของสีผิว
ยังข้ึนกับปจจยัทางกรรมพันธุ ปจจัยทางสภาวะแวดลอมดวย เชน ในหญิงต้ังครรภจะมีการหล่ังฮอรโมน 
MSH (Melanocyte-Stimulating Hormone) มากกวาปกติ  การรับประทานยาเม็ดคุมกําเนดิ การใช
เคร่ืองสําอางบางชนิดท่ีมีสวนผสมของฮอรโมนเพศ หรือการไดรับแสงแดดนานๆ ส่ิงเหลานี้เปนปจจัย
กระตุนใหเกิดการสรางเมลานินมากข้ึน (Giuseppe, 1996)   

 
2.2 กระบวนการชีวสังเคราะหเมลานิน  

การสังเคราะหเมลานินอาศัยเอนไซมไทโรซิเนส (tyrosinase) เปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยไทโร
ซิเนสจะถูกสังเคราะหข้ึนภายในพลาสมิคเรติคูลัมชนิดหยาบ (rough endoplasmic reticulum) จากน้ันถูก
สงไปยังกอลจิคอมเพลกซ (golgi  complex) เพื่อบรรจุภายในเวสซิเคิล (vesicle) แลวจึงถูกสงตอไปยังเม
ลาโนไซตซ่ึงจะเรียกเวสซิเคิลนี้วาเมลาโนโซม  โดยจะเปนแหลงของการสังเคราะหเมลานินจากกรดอะ
มิโนไทโรซีน   เมลานินท่ีบรรจุอยูในเมลาโนโซมจะถูกสงไปยังเซลลเคราติโนไซต (keratinocyte) ผาน
กระบวนการเดนไดรติก (dentritic  process) ของเมลาโนไซต  เม่ือเมลาโนโซมภายในเซลลเคราติโน
ไซตถูกไฮโดรไลซ (hydrolyse) สีผิวก็จะจางลง (Stawiski, 1992)  เมลานินเปนออกซิไดซโพลิเมอร 
(oxidized  polymer)  จัดเปนสีชีวภาพ (biochrome) ชวยปกปองผิวจากแสงแดด  แสงแดดเปนตัวกระตุน
ใหเพิ่มการผลิตเมลาโนโซมและเมลานิน  สวน melanocyte stimulating hormone (MSH) เปนฮอรโมน
ตัวหนึ่งท่ีเปนตัวชวยใหเมลานินกระจายตัว  ผิวจึงมีสีเขมข้ึน  เมลานินเปนอะโรเมติกควิโนน (aromatic 
quinone) ท่ีมีระบบการเช่ือม (conjugate bond system) ในโครงสรางซ่ึงทําใหมีสี เมลานินมี 2 ชนิดหลัก
คือยูเมลานิน (eumelanin) สังเคราะหมาจากไทโรซีน (tyrosine) มีสีน้ําตาลดํา   อีกชนิดคือฟโอเมลานิน 
(pheomelanin) สังเคราะหมาจากไทโรซีน และซีสเตอีน (cysteine) มีสีเหลืองแดง  นอกจากน้ียังมีสาร
ตัวกลาง (intermediate) ของสารเมลานินไดแก leucomelanin, hallochrome (สีแดง), indole-5,6,-
quinone (Coomes, 1997) 



 

 4 

ไทโรซิเนสเปนเอนไซมท่ีมีทองแดงอยูในโมเลกุล (copper-containing enzyme) จัดเปน
เอนไซมจํากดัอัตรา (rate limiting enzyme) จะเรงปฏิกิริยาระหวางไทโรซีน (ใช monophenolase 
tyrosinase) กบัออกซิเจน  ไดเปน 3,4-dihydroxyphenylalanine (dopa) และยังชวยเรงปฏิกิริยา (ใช  
diphenolase tyrosinase) ระหวางโดปากบัออกซิเจน  ไดเปนโดปาควิโนน (dopaquinone) ซ่ึงจะทํา
ปฏิกิริยาตอภายใตกระบวนการใชและไมใชเอนไซม (enzymatic และ nonenzymatic) โดยท่ีถาอยูภายใต
ของกระบวนการไทโรซิเนส  แลวเกิดโพลิเมอรจะไดยูเมลานิน  สวนกรณีท่ีโดปาควิโนนสรางพนัธะไท
โออีเธอร (thioether) กับกตูาไธโอน (glutathione) หรือซีสเตอีน (cysteine) โดยมีเอนไซมตัวอ่ืนเปน
ตัวเรงปฏิกิริยาผลท่ีไดจะเปนฟโอเมลานิน  ซ่ึงพบวาเซลลจะสรางเมลานินชนิดใดมากนอยเพยีงใด
ข้ึนกับเช้ือชาติและลักษณะทางพันธุกรรม  ในคนผิวคลํ้าจะมี ยูเมลานนิปริมาณมาก  สวนคนผิวขาวจะ
มีฟโอเมลานินปริมาณมาก 

เม่ือผิวสัมผัสกับแสงแดด รังสี UVA หรือ UVB จะกระตุนการหล่ังไซโตไคน (cytokines) 
หลายชนดิท่ีมีผลทําใหเมลาโนไซตแบงตัว (Rosdahl and Szabo, 1978) เพิ่มการสังเคราะหและกระตุน
ไทโรซิเนส (Mishima and Imokawa, 1983) และมีผลตอการขนสงเมลาโนโซมไปยังเคราติโนไซต 
(Okazaki et al, 1976) 
 หากมีการเปล่ียนแปลงปริมาณหรือการกระจายของเม็ดสีเมลานินท่ีผิดปกติ  ก็อาจทําใหเกิดโรค
หลายอยางได เชน ภาวะเผือกหรือโรคดางขาว (Vitiligo) ซ่ึงเกิดจากการสรางเม็ดสีเมลานินนอยเกินไป 
(melanotic hypopigmentation) โดยตัวเซลลสรางสี (Melanocyte) ถูกทําลายจนขาดหายไปทําใหผิวหนัง
เปล่ียนแปลงจากสีปกติเปนสีขาวขอบเขตชัด รอยขาวนีจ้ะขาวมากมีหลายรูปแบบเปนวงเดียวหรือหลาย
วงกไ็ด แตหากมีเมลานินมาสะสมท่ีผิวหนังมากจะทําใหผิวหนังสวนนั้นมีสีคลํ้าลงหรือเขมข้ึน เรียก 
hyperpigmentation ซ่ึงจะทําใหผิวหนังกลายเปนกระ จดุดางดํา และฝาแดดได (Giuseppe, 1996)   
 
2.3  กลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะหเมลานิน 
 การยับยั้งการสังเคราะหเมลานิน  สามารถทําไดหลายวิธีโดยอาศัยกลไกการสังเคราะหเมลานิน
ท่ีแตกตางกัน 
 2.3.1 การยับยั้งการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนส โดยสารที่ยับยั้งการทํางานของเอนไซมไท
โรซิเนสมีคุณสมบัติเปน copper-chelating agent  จะเขาจับกับไอออนของทองแดงในโมเลกุลของ
เอนไซมไทโรซิเนส  ทําใหเอนไซมไมแสดงฤทธ์ิ หรือดวยการยับยั้งบริเวณที่ออกฤทธ์ิ  (active site) 
ของเอนไซม   โดยสารกลุมนี้จะออกฤทธ์ิโดยตรงกับเอนไซม  จึงจัดเปนสารกลุม  suppressive type  
เชน  kojic acid 
 2.3.2 การใชสารท่ียับยั้งการสังเคราะหเอนไซมไทโรซิเนส  เชน  Placenta extract, biomein 
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 2.3.3 การยับยัง้การเกิดออโตออกซิเดช่ัน (autoxidation) จากโดปาโครมไปเปนเมลานิน  เปน
สารท่ีมีคุณสมบัติกําจัดอนุมูลอิสระได ซ่ึงจะชวยลดปริมาณเมลานินท่ีจะสรางข้ึน เชน วิตามินอี  (α – 
tocopherol) (ดวงดาว  ฉันทศาสตร, 2540) 
 2.3.4   การยับยั้งการทํางานของเอนโดธีลิน – 1 (endothelin-1, ET-1) ซ่ึงเอนโดธีลิน -1 จัดเปน
สารปจจัยท่ีกระตุนการเจริญของไฟโบรบลาสท (fibroblast  growth  factor, -FGF) ท่ีสังเคราะหจาก
เคราติโนไซต  เอนโดธีลิน -1  ออกฤทธ์ิกระตุนใหเมลาโนไซตแบงตัว (mitogen) และกระตุนการ
สังเคราะหเมลานิน (melanogenesis) (Yada et al,1991) ดวยการเพิ่มการสังเคราะหและการแสดงออก
ของไทโรซิเนส (Imokawa et al, 1995) 
 2.3.5 การปองกันรังสีอุลตราไวโอเลต  เชน สารดูดซับรังสี (UVA, UVB absorber) หรือสาร 
อนินทรียท่ีมีคุณสมบัติสะทอนแสงหรือกระจายแสงได เชน titanium dioxide ซ่ึงกลไกน้ีเปนการปองกัน
ปจจัยท่ีกระตุนการสรางเมลานิน คือแสงแดด 
 2.3.6 การใชสารท่ีเปนพษิตอเมลาโนไซต (non suppressive tyrosinase inhibitor) เชน 
hydroquinone, monobenzyl  ether  of  hydroquinone (HBEH) ซ่ึง  hydroquinone  ออกฤทธ์ิในการยบัยั้ง
เอนไซมไทโรซิเนสแบบแขงขัน (competitive  enzyme  inhibitor) และไปขัดขวางปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน  
ทําใหจํานวนและรูปรางเมลาโนไซตเปล่ียนแปลง  
  
2.4  การศึกษาสารธรรมชาตท่ีิมีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส 
 กรดอะเซลาอิค (Azelaic acid) เปนสารท่ีพบตามธรรมชาติในเมล็ดขาวสาลี ขาวไรน และขาว
บารเลย  สารตัวนี้สามารถยบัยั้งเอนไซมไทโรซิเนส  ในเซลลสรางสีท่ีผิดปกติ (เชน การเกิดฝา) แตไมมี
ผลตอเซลลสรางสีท่ีทํางานผิดปกติ ดังนัน้จึงใชในการรักษาฝาไดดีโดยไมทําใหเกดิรอยดางขาวเปนวง
บนใบหนา  สารตัวนี้ไมเหมาะท่ีจะใชในผลิตภัณฑทําใหหนาขาวโดยท่ัวไป กรดโคจคิ (kojic acid) เปน
สารเดิมท่ีสกัดไดจากเช้ือราซ่ึงใชหมักถ่ัวและขาวในการทาํมิโซะ  คนพบโดยชาวญ่ีปุน  สารตัวนี้มีฤทธ์ิ
ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสโดยจับกับ copper  ซ่ึงเปน  coenzyme  ในกระบวนการสรางสีผิว อนุพันธของ
วิตามินซี  มีอนุพันธท่ีนํามาใชหลายตัวท้ังท่ีละลายในน้าํและในน้ํามัน  อนุพันธละลายในนํ้า  ไดแก  
magnesium ascorbyl phosphate (VC-PMG) ซ่ึงนิยมใชมากท่ีสุด   มีฤทธ์ิยับยัง้เอนไซมไทโรซิเนส    
สามารถจับอนุมูลอิสระและเสริมสรางคอลลาเจนได  สารสกัดจากชะเอม (Licorice extract PT40) เปน
สารสกัดธรรมชาติจากรากชะเอม ชวยยับยั้งการทํางานของเอนไซมไทโรซิเนส  และยังออกฤทธ์ิยับยั้ง
การทํางานของอนุมูลอิสระ ตอตานการเกิดร้ิวรอยโดยสารสกัดจากชะเอม มีสารสําคัญ คือ Glabradin 
และ Glabrene  และยังมีคุณสมบัติชวยดดูซับรังสียูวีไมใหเขาไปสูผิวภายใน  Arbutin เปนสารสกัดจาก
ตน Bearburry ชวยยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสในกระบวนการสรางเม็ดสีเมลานิน ออกฤทธ์ิโดยเขาไป
แยงกับโดปา ท่ี receptor site ของเอนไซมไทโรซิเนส (ดวงดาว  ฉันทศาสตร, 2540) สารสกัดจากกิง่ของ
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ตนหมอน (Morus alba) มีสาร oxyresveratol  ซ่ึงเปนสารกลุม stilbene มีฤทธ์ิในการยับยั้งเอนไซมไทโร
ซิเนสได (Kim et al, 2002) สวนในใบแหงของหมอน พบสารสําคัญ คือ mulberroside F ออกฤทธ์ิยับยั้ง
การเกิด autoxidation ของโดปาโครม แตมีฤทธ์ิยับยั้งการสังเคราะหเมลานินนอยกวา kojic acid (Lee et 
al, 2002)  สารสกัดจากใบสดของโสม (Panax  ginseng) เม่ือนํามาแยกจะได p-coumaric acid ซ่ึงออก
ฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส ในชวง monophenolase  ดีกวาชวง diphenolase (Lim et al, 1999) สาร
สกัดจากใบชา (Camellia sinensis) ออกฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส ในชวง monophenolase  สาร
ออกฤทธ์ิคือ (-)-epicatechin  3-O-gallate (ECG), (-)-gallocatechin  3-O-gallate (GCG)  และ(-)-
epicgallocatechin 3-O-gallate (EGCG) จากการศึกษาพบวา GCG ยับยั้งแบบแขงขันการจับท่ี active  
site ของเอนไซมไทโรซิเนส (No et al, 1999) สารสําคัญในหญาฝร่ัน (Crocus  sativa) สารท่ีออกฤทธ์ิ
คือ crocusatin H, crocin-1 และcrocin-3  ซ่ึงสามารถยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสได (Li and Wu, 2000), 
สารสําคัญท่ีแยกไดจากโกฐนํ้าเตา (Rheum offcinale) พบสารออกฤทธ์ิคือ 3,4',5-trihydroxystibene-4'-
O-β-D-(2''-O-galloyl) glucopyranoside และ 3,4',5-trihydroxystibene-4'-O-β-D-(6''-O-galloyl) 
glucopyranoside สารท้ังสองนี้ออกฤทธ์ิไกลเคียงกับ kojic acid โดยออกฤทธ์ิในชวง  monophenolase 
แรงกวา diphenolase (Iida et al, 1995), สารสกัดจากกุหลาบมอญ (Rosa damascena) และรําเพย 
(Thevetia peruviana) มีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส โดยท้ังสองชนิดมีคา IC50  > 5 mg/ml ซ่ึงถือวามี
คาตํ่ามากเม่ือเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน kojic  acid (IC50  > 0.92  mg/ml) (ปวณีา ดวงสุริยเนตรและ
คณะ, 2547), สารสกัดจากมะหาด (Artocarpus  lakoocha) พบสารท่ีออกฤทธ์ิยับยั้งการทํางานของ
เอนไซมไทโรซิเนส คือ 2,4,3',5'-tetrahydroxystilbene และ 4,3',5'-tri hydroxystilbene (บุญชู  ศรีตุลา
รักษและคณะ, 1998), สารสกัดจากเนื้อไมสาเก (Artocarpus  incisus) ใหผลยับยั้งเอนไซม ไทโรซิเนส  
ดวยความแรงเทากับกรดโคจกิ (kojic acid) (Shimizu et al, 1998), สารสําคัญใน  anise oil (Pimpinella 
anisum) คือ anisaldehyde และ p-hydroxyanisole มีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสแบบไมแขงขันโดย
การจับท่ี active site ของเอนไซมไทโรซิเนส (IC50 เทากับ 0.32 และ 0.15 mM ตามลําดับ) นอกจากนี้ใน 
anise oil ยังมีสารอีกหลายชนิดท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส แตมีฤทธ์ิออนกวาสารสําคัญท้ังสองตัว
ท่ีกลาวมา (Kubo and Kinst-Hori, 1998), สารสกัดจากขาวดํา (Black Rice Bran) ท่ีสกัดดวย Ethyl 
acetate มีฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส 80.5 % ท่ีความเขมขน 0.4 mg/ml (Miyazawa et al, 2003), สาร
สกัดจากเมล็ดดอกคําฝอย (Carthamus tinctorius L.) ท่ีสกัดดวย Ethyl acetate และ Methanol มีฤทธ์ิ
ยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสได 80 % (Roh et al, 2004) 
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2.5  ความสําคญัของอนุมูลอิสระ  
Reactive oxygen species (ROS) เปนอนมูุลอิสระ (Free radicals) ซ่ึงในอะตอมหรือโมเลกุล

ของสารท่ีมี oxygen เปนองคประกอบท่ีมี electron ไมครบคู เปนคําท่ีเรียกรวมถึง oxygen-centered 
radical ตัวอยางเชน  superoxide (O.-

2), hydroxyl radical (HO.) และ nonradical derivatives ของ
ออกซิเจนท่ีสามารถทําปฏิกิริยาแลวเกิดอนมูุลอิสระตามมา เชน H2O2 หรือ potent oxidant สามารถทํา
ใหเกิดการทําลายโดยไมตองมี radical intermediate เชน singlet oxygen hypochlorous acid และ nitric 
oxide (NO.) เปนตน  อนุมูลอิสระเปนสารท่ีไมเสถียร ดังนั้นจึงเกิดปฏิกิริยาไดวองไวและสามารถ
เกิดปฏิกิริยากบัโมเลกุลตางๆในรางกาย เชน lipid, protein, carbohydrate หรือ DNA  (โอภา วัชระคุปต, 
2549) 

ในสภาวะธรรมชาติท้ัง O.-
2 และ HO. ถูกสรางข้ึนตลอดเวลา โดย HO. Radical เกิดจาก  H2O2 

ทําปฏิกิริยากับเหล็กและทองแดงในรางกาย สวน O.-
2 เกดิจาก chemical accident เกิด autooxidation 

หรือร่ัวไหลจาก electron transport chain เนื่องจาก O.-
2  มีประโยชนและบทบาทสําคัญในการฆา

แบคทีเรีย ดังนั้น ROS จึงมีประโยชนและโทษ รางกายจึงตองมีกลไกสําหรับควบคุม ROS ไมใหมี
อนุมูลอิสระมากเกินไปจนทําใหเกิดอันตรายแกรางกาย จนเกดิภาวะท่ีเรียกวา oxidative stress (วชิิต ลี
นุตพงษ, 2547) 

พยาธิสภาพท่ีเกี่ยวของกับภาวะ oxidative stress ไดแก ภาวะ aging ของผิวหนัง ทําใหเซลล
ผิวหนังโดยเฉพาะอยางยิ่งในสวนท่ีมีไขมันเกิดออกซิเดชัน (lipid peroxidation) การเกิด lipid 
peroxidation ท่ีผิวหนังเปนมูลเหตุสําคัญในการเกิดการทําลายของเซลล โดย oxidative stress ของรังสี
อัลตราไวโอเลต (UV) เนื่องจากไขมันท่ีผนงัเซลลท่ัวไปและท่ีผิวหนังสวนมากเปนกรดไขมันท่ีไมอ่ิมตัว 
(polyunsaturated fatty acid) ถูก oxidized เปน lipid peroxide ไดงายโดยรังสีอัลตราไวโอเลต  UV ทําให
เกิด lipid peroxidation ในหนังกําพรา โดย superoxide radical (O.-

2)   ท่ีเกิดจาก UV ทําปฏิกิริยากับ 
hydrogen atom โดยมีเอนไซม superoxide dismutase (SOD) เปนตัวเรงปฏิกิริยาเกดิเปน  H2O2  จากนั้น 
H2O2 ทําปฏิกิริยา กับ ferrous ion โดย fenton reaction เกิด hydroxyl radical เปล่ียน unsaturated fatty 
acid ใหเปน lipid peroxide  เม่ือ polyunsaturated fatty acid ไดรับรังสีอัลตราไวโอเลตจะเกดิ lipid 
radical (alkyl radical) ทําปฏิกิริยากับออกซิเจน เกิด lipid peroxy radical ซ่ึงจะไปทําปฏิกิริยาตอกับ 
polyunsaturated fatty acid ท่ีอยูใกลเคียง เกิด lipid peroxide ปฏิกิริยานี้จะเปนปฏิกริิยาลูกโซและทําให
ผนังเซลลถูกทําลายในท่ีสุด ทําใหผิวหนงัเสียหนาท่ีในการปองกันการสูญเสียความชื้นจากผิว ผิวเสีย
ความยืดหยุนเพราะคอลลาเจนและอีลาสตินแปรสภาพหรือถูกทําลายไป เชน เกดิรอยเหีย่วยน (wrinkle) 
เกิดเปนจุดสี (lipofusin spot)  (วิชิต ลีนุตพงษ, 2547) นอกจากนีอ้นุมูลอิสระยังมีผลทําใหเกดิภาวะ
หลอดเลือดหวัใจอุดตัน (atherosclerosis) โรคระบบประสาทเสื่อมการทํางานหลายชนดิ
(neurodegenerative diseases) และมีผลทําลาย DNA ของเซลลทําใหเปนสาเหตุของมะเร็งบางชนิด   
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ดังนั้นการหลีกเล่ียงจากอนมูุลอิสระจึงสามารถปองกันเซลลรางกายจากการถูกทําลายดังกลาวไดในแง
ของผลตอผิวหนังนี้สามารถปองกันไดโดยการหลีกเล่ียงจากแสงแดดและการใชสารท่ีมีฤทธ์ิตานอนุมูล
อิสระ (Papas, 1998) 

 
2.6  สารตานอนุมูลอิสระ 

สารตานอนุมูลอิสระ หรือ Antioxidants ทําหนาท่ีจับอนุมูลอิสระไว ทําใหปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ตาง ๆ ไมเกิดข้ึน สามารถปองกันเซลลผิวหนังจากการถูกทําลาย จึงใชปองกันหรือชะลอความเหีย่วยน
ของผิวได สารตานอนุมูลอิสระท่ีพบหรือไดจากธรรมชาติ ไดแก  

Protective enzymes  เปนเอนไซมท่ีสรางไดภายในเซลลรางกาย ไดแก เอนไซม superoxide 
dismutase สามารถทําลายอนุมูลอิสระซูเปอรออกไซด  เอนไซม catalase ทําลายไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด  เอนไซม glutathione peroxides สราง reduced glutathione เปนสารตานออกซิเดชันท่ีละลาย
น้ําได  

Antioxidant vitamins ไดแก carotenoids  เชน β-carotene ในผักใบเขียว, lycopene  ในมะเขือ
เทศ สตรอเบอรร่ี, xanthophyll ในขาวโพด,  - tocopherol หรือ vitamin E, ascorbic acid หรือ vitamin 
C  

Phytochemicals เปนสารเคมีท่ีเปนองคประกอบในพืช สวนใหญมีโครงสรางเปนกลุมแทนนนิ 
ฟลาโวนอยด มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระท่ีแรงและมีประสิทธิภาพในเคร่ืองสําอาง เชน catechin ในชาเขียว  
สารกลุม flavonoids ในพืชหลายชนิด เชน anthocyanins ในผลไมblueberry   สาร proanthocyanidin 
oligomers  ในเปลือกสนหรือเมล็ดองุน เปนตน  พืชท่ีไดรับความสนใจในการนํามาสกัดสาร flavonoid 
มาใชในทางเคร่ืองสําอาง ไดแก henbane ประกอบดวย rutin, esculetin และ chlorogenic acid ใบ
แปะกวย คาเลนดูลามี narcissi และ quercetin  

Minerals แรธาตุเปน coenzyme ในปฏิกริิยาตานออกซิเดชันตาง ๆ ชวยเสริมการทํางานของ 
protective enzymes ไดแก ซีลีเนียมในกระเทียม สังกะสีในเมล็ดฟกทอง (พิมพร ลีลาพรพิสิฐ, 2547) 
 
2.7 ลักษณะทางพฤกษศาสตรของพืชท่ีนํามาศึกษา 

กระดังงาจีน  (Artabotrys hexapetalus (L.f.) Bhandari,  A.  unicatus (Lam.) Merr,  A.           
odoratissimus R. Br. อยูในวงศกระดังงา หรือ Annonaceae พบไดท่ัวไปในหลายประเทศรวมท้ัง
ประเทศไทย  ลักษณะท่ัวไปเปนพืชท่ีปลูกงาย  นยิมปลูกเปนไมประดบั  เปนไมพุม ไมเถาเล้ือยเนือ้แข็ง 
มีหนามขอเกีย่วหรือไมยืนตน ในเนื้อไมและใบมีกล่ินและมีตอมน้ํามัน ใบเปนแบบใบเด่ียวติดเรียงแบบ
สลับ ขอบใบเรียบ ดอกเปนดอกเด่ียวหรือออกเปนกลุม ออกท่ีซอกก่ิงหรือปลายก่ิง กลีบดอกเปนกลีบ
นุมหนา อมน้าํ ดอกออนจะมีสีเขียวและจะเปล่ียนเปนสีเหลืองเม่ือแกมากข้ึน  กลีบวงนอกมี 3 กลีบ วง
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ในมี 3-6 กลีบแยกกัน โคนกลีบชนกันหรือซอนเหล่ือมกนั เกสรตัวผูมีจํานวนมาก กานเกสรส้ัน ข้ึนอัด
เบียดกันเรียงเวียนติดบนฐานแกนดอก ซ่ึงยื่นขยายเปนรูปเนินโคงนูน เกสรตัวเมียมีจํานวนมาก อยู
แยกกัน เปนแบบ superior รังไขแตละอันภายในมี 1 หองมีเม็ดไขต้ังแต 1 เม็ด การติดของไขเปนแบบ 
parietal placentation ผลเปนแบบ berry ติดอยูบนแกนดอก บางชนิดจะเช่ือมติดกันเปนกลุม มีเมล็ด
ขนาดใหญผิวหุมเมล็ดแข็งและเปนมัน (ปยะ เฉลิมกล่ิน, 2544) 
 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 1  กระดังงาจีน Artabotrys hexapetalus (L.f.) Bhandari 
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2.8 องคประกอบทางเคมีของพืชสกุล Artabotrys 
จากการทบทวนงานวจิัยท่ีศึกษาเกีย่วกับองคประกอบทางเคมีหรือพฤกษเคมีของพืชสกุล 

Artabotrys พบวามีสารกลุมหลักท่ีพบในพืชสกุลนี้ไดแก สารกลุมอัลคาลอยด (Alkaloid) นอกจากนั้น
ยังพบ สารกลุมเทอรปนอยด (Terpenoid) สารกลุมฟลาโวนอยด (Flavonoid) สารกลุมฟนอลิค  
(Phenolic compounds) เปนตน 
  

2.8.1  สารกลุมอนุพันธไอโซควิโนลีน(Isoquinoline derived alkaloid) 
  จากการสกัดเปลือกตน A.  lastourvillensis ดวย 95% ethanol สามารถแยกสารจําพวก 
aporphine alkaloid ได 7 ชนิดไดแก lastourvilline (1), suveoline (2), glaucine (3), boldine (4), 
isoboldine (5), bracteoline (6), lilioriotulipiferine (7) (Eloumi-Ropivia et al, 1985)  การศึกษาลําตน A. 
maingayi แยกสารจําพวก noraporphine เชน norstephalagine (8)  สารจําพวก oxoaporphine เชน 
atherospermidine (9) (Cortes et al, 1990)    จากการสกดัเปลือกตนและลําตนของ A. uncinatus พบสาร 
atherospermidine (9),   liriodenine (10) และ artacinatine (11) (Wu et al, 1989) จากผลดบิพบ 
artabonatine A (12),  artabonatine B (13) (Hsieh et al, 1999) จากรากและลําตนพบ uncinine (14), 
artabonatine C (15),   artabonatine D (16),    artabonatine E (17), artabonatine F (18) (Hsieh et al, 
2001), 4, 5-dioxoartacinatine (19) (Lan et al, 2007) การศึกษาลําตนของ A. venutus พบสารกลุม 
noraporphine ไดแก (-)-nornuciferine (20), (-)- asimilobine (21), (-)-anonaine (22), norstephalagine 
(8), (-)-norushinsunine (23)  สวนกลุม aporphine ไดแก (-)-nuciferine (24), (-)-liridinine (25), (+)-S-
reticuline (26), (+)-norcorydine (27) และกลุม berbine เชน (-)-discretamine (28), (-)-10-O-
methyldiscretine (29), (-)-artavenustine (30) (Cave et al, 1986) สวนสารสกัดจากลําตน A. zeylanicus 
พบสาร 8-methoxyouregidinone (31),  artabotrine (32), ouregidinone (33),   liriodenine (10), 
oxicrebanine (34),  oxobuxiforine (35), atherospermidine (9),     lanuginosine (36) (Wijeratine et al, 
1996) จากสวนลําตนของ A. brachypetaus พบสารเชน (-)- asimilobine (21), (-)-anonaine (22), 10-O-
methyldiscretine (29) (Sagen et al, 2003) การศึกษาลําตน A.  hainanensis พบสารเชน  (-)- asimilobine 
(21), (-)-liridinine (25) (Han et al, 2005) สวนการศึกษารากของ  A. spinosus พบสาร artabotrysine 
(37), bidebiline (38), 10-O-methylmoschatoline (39), artacinatine (11) และ artabonatine C (15)   
(Sichaem et al, 2010)   
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2.8.2  สารกลุมเทอรปนอยด (Terpenoid) 
 จากการศึกษาใบและผลของ A. madagascariensis พบสาร tritepene เชน polycarpol 

(40) (Murphy et al, 2008) จากการศึกษาเปลือกตนของ A.  odoratissimus พบสาร เชน polycarpol (40), 
24-methylene-lanosta-7,9(11)-dien-3-ol (41) (Hassan et al, 1987) และจากเมล็ดพบสาร เชน 
artabotryol A (42),  artabotryol B (43), artabotryol C (44), artabotryol D (45) และ artabotryol E (46) 
(Gupta et al, 2010) สวนจากการศึกษาลําตนของ A. uncinatus พบสาร เชน -sitosterol (47), 
stigmasterol (48), -sitosteryl-3-O--glucoside (49),  stigmasteryl3-O--glucoside (50) (Lan et al, 
2007) นอกจากนั้นยังพบสาร sesquiterpene เชน yinzhousu A (51) (Liang et al, 1979),  yinzhousu B 
(52) (Liang et al, 1979), yinzhousu C (53) และ yinzhousu D (54) (Zhang et al, 1988) จากเปลือกตน
ของ A. stenopetalus  พบ pogostol-O-methyl ether (55) และ artabotrol (56) (Fleischer et al, 1997) 

 
2.8.3  สารกลุมฟลาโวนอยด (flavonoid) 
 จากการศึกษาใบของ A. odoratissimus พบสาร quercetin (57), kaempferol (58), 

myricetin (59), quercetin 3-O-arabinoside (60), quercetin 3-O-glucoside (61), quercetin 3-O-
galactoside (62) (Singh and Sahai, 1996) จากการศึกษาใบของ A.  hexapetalus  พบสารเชน quercetin 
3-O--L-rhamnopyranosyl-(12)--L-arabinofuranoside (63), kaempferol 3-O--L-
rhamnopyranosyl-(12)--L-arabinofuranoside (64), apigenin 7-O-apiosyl-(12) -glucoside (65),   
taxifolin (66), glucoluteolin (67)  (Li et al, 1997) 

 
 2.8.4  สารกลุมอนุพันธฟนอลิค (Phenolic acid derivatives) 
 จากการศึกษาใบของ A.  hexapetalus  พบสารกลุม phenolic acidไดแก gallic acid (68) 

(Singh and Sahai, 1996) จากการศึกษาใบและผลของ A. madagascariensis พบสาร  artabotrol A (69),  
melodorinol (70), acetylmelodorinol (71) (Murphy et al, 2008) 

 
2.8.5  สารกลุมอนุพันธบิวไทโรแลคโตน (Butyrolatone derivatives) 
 จากการศึกษาใบของ A. hexapetalus  พบสารอนุพันธ butyrolactone ไดแก artapetalin 

A (72), artapetalin B (73), artapetalin C (74), (+)-tulipalin B (75) และ (2R,3R)-3-hydroxy-2-
methylbutyrolactone (76) (Wong and Brown, 2002) จากการศึกษาผลของ A. odoratissimus  พบสาร
อนุพันธ butyrolactone ไดแก  3-methylene-4-pentadecyldihydrofuran-2-one (77)  (Bordoloi et al, 
2009) 
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2.8.6  สารกลุมลิกแนน (Lignan) 
 จากการศึกษาใบของ A.  hexapetalus  พบสารกลุมลิกแนนไดแก artabotrycinol (78) 

(Yu et al, 2001) 
 
2.8.7  สารกลุมแอนทราควิโนน (anthraquinone) 
 จากการศึกษาใบของ A. hexapetalus  พบสารไดแก 1-hydroxy-2,5-dimethoxy-9,10-

anthraquinone (79) และ 1,4,5-trihydroxy-anthraquinone (80) (Singh et al, 2005) 
 

2.9 ฤทธ์ิทางชวีภาพของพืชสกุล Artabotrys 
สารจําพวก noraporphine เชน norstephalagine (8) และสารจําพวก oxoaporphine เชน 

atherospermidine (9)  จาก A. maingayi  มีฤทธ์ิคลายกลามเนื้อ (Cortes et al, 1990)  การศึกษาฤทธ์ิตาน
มะเร็งพบวาสาร  atherospermidine (9)  และ liriodenine (10) ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งชนิด KB 
ได (Wu et al, 1989)  จากการศึกษาของ Wijeratine  et al, 1995 ยังพบวา atherospermidine (9)  และ 
artabotrine (32) มีฤทธ์ิยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนดิ P-388  สาร artabonatine F มีฤทธ์ิตานการเกิด
ล่ิมเลือด  (antithrombin) (Hsieh et al, 2001)  สาร  melodorinol (70) และ acetylmelodorinol (71) จาก
ใบและผลของ A. madagascariensis มีฤทธ์ิตานการแบงตัวของเซลลมะเร็งรังไขชนดิ A 2780 (Murphy 
et al, 2008) สวนสาร 3-methylene-4-pentadecyldihydrofuran-2-one (77) มีฤทธ์ิตานเช้ือราชนิด 
Alternaria tenuissima (Bordoloi et al, 2009)  Phytoterpenoid จาก A. odoratissimus ยับยั้งการงอกของ
สปอร (spore germination) ของรา เชน Alternaria alternata, A. solani, Cercospora sp., Curvularia 
maculans, C. penniseti, Fusarium udum, Helminthosporium echinochloae, H. frumentacei, H. 
penniseti   และ Ustilago cynodontis (Singh et al, 2006) สวน sesquiterpene  yinzhousu A (51) ท่ีแยก
จาก A.  uncinatus มีฤทธ์ิตานเช้ือมาลาเรีย (Liang et al, 1979)   
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บทท่ี 3 
วิธีการศึกษา 

 
3.1  แหลงท่ีมาของตัวอยาง 

เก็บพืชตัวอยางใน อ. วารินชําราบ จ. อุบลราชธานี นํามาตรวจสอบช่ือวิทยาศาสตรโดยเทียบ
กับตัวอยางพรรณไมแหงในหอพรรณไม กรมสัตวปาและพรรณพืช 
 
3.2  เทคนิคท่ัวไป 

  3.2.1  Analytical Thin-Layer Chromatography (TLC) 
 3.2.1.1  Normal phase Thin-Layer Chromatography 

Technique  :  One dimension, ascending 
Adsorbent   :  Silica gel 60 F254 (E. Merck) precoated plate (Aluminium sheet) 
Layer thickness  :  0.2 mm 
Distance              :  5 cm 
Temperature  :  room temperature (25-35OC) 
Detection   : 1. Ultraviolet light at 254 and 365 nm 

  2. Anisaldehyde reagent  
 

            3.2.1.2  Normal phase Thin-Layer Chromatography 
Technique   :  One dimension, ascending 
Adsorbent    :  Silica gel 60 F254 (E. Merck) precoated plate (Glass plate) 
Layer thickness     :  0.25 mm 
Distance     :  5 cm 
Temperature    :  room temperature (25-35OC) 
Detection     : 1. Ultraviolet light at 254 and 365 nm 

2. Anisaldehyde reagent 
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           3.2.1.3  Reverse phase Thin-Layer Chromatography 
Technique    :  One dimension, ascending 
Adsorbent    :  RP18 F254S (E. Merck) precoated plate (Glass plate) 
Layer thickness   :  0.25 mm 
Distance               :  5 cm 
Temperature                 :  room temperature (25-35OC) 
Detection    :  Ultraviolet light at 254 and 365 nm 

 
3.2.2  Column Chromatography 

 3.2.2.1  Column Chromatography 
Adsorbent:       Silica gel 60 (70-230 mesh); particle size 0.063-0.200 mm  

    (E. Merck)   
Sample loading  :  ละลายตัวอยางท่ีตองการแยกดวยตัวทําละลาย จากน้ันนําใส column 
Detection  :   นําสวนสกดัท่ีแยกได (Fractions) ตรวจสอบดวย TLC สังเกตผลดวย  

    การสองUV light  จากนัน้พนดวย anisaldehyde reagent 
 

 3.2.2.2  Gel Filtration Chromatography 
Gel filter   :  Sephadex LH 20 (Pharmacia) 
Packing method  :  แช Sephadex LH 20 ดวยตัวทําละลายท่ีเหมาะสมท้ิงไว 24 ช่ัวโมง  

    เทลงใน column 
Sample loading  :  ละลายตัวอยางท่ีตองการแยกดวยตัวทําละลาย จากน้ันนําใส column 
Detection  :   นําสวนสกดัท่ีแยกได (Fractions) ตรวจสอบดวย TLC สังเกตผลดวย  

    การสองUV light  จากนัน้พนดวย anisaldehyde reagent 
 
3.2.3  Spectroscopy 

   3.2.3.1  Mass Spectra 
        Fast atom bombardment mass spectra (FAB-MS) และ Electron impact mass 

spectra (EIMS) วัดดวยเคร่ืองมือ Polaris Q mass spectrometer (USA)  
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  3.2.3.2  Proton and Carbon-13 Nuclear Magnetic Resonance (1H and 13C-NMR) 
Spectra 

  1H NMR (500 MHz) และ 13C NMR (125 MHz) spectra วัดดวยเคร่ืองมือ Bruker 500 
spectrometer (USA)   

 
3.2.3  สารเคมีท่ีใชทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ  
   L-DOPA, Kojic acid (Acros Organics, USA),  Methanol A.R.grade (Carlo Erba, Italy), 

Mushroom tyrosinase (Sigma-Aldrich, USA), L-ascorbic acid (Carlo Erba, Italy) 
 

3.3  วิธีเตรียมสารสกัดจากพชื 
        นําสวนใบของกระดังงาจีน 1.2 kg อบใหแหงท่ีอุณหภูมิ 45OC จากนั้นยอยใหมีขนาดท่ี
เหมาะสม สวนใบกําจัดสวนไขออกดวยตัวทําละลาย hexane จากนั้นหมักตอดวย methanol คร้ังละ 2  L 
เก็บสารสกัดท่ีไดไประเหยใหแหงโดยใช เคร่ืองมือ rotary evaporator (Switzerland) ทําเชนนี้ซํ้าอีก 2 
คร้ัง 
 
3.4  การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

3.4.1  ฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH radical scavenging assay 
                ช่ังสารสกัดหยาบแลวละลายดวย methanol ปรับปริมาตรใหได 1 mg/ml เติมสารท่ี

ตองการทดสอบ 20 l ลงใน 96-well plate  จากนั้นใสสารละลาย DPPH 180 l เก็บไวเปนเวลา 30 
นาที   วัดคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) ท่ี 570 nm โดยใช เคร่ืองมือ microplate reader   คํานวณ % 
การตานอนุมูลอิสระ   ทําการทดลอง 3 ซํ้า (triplicate)  โดยมี   L-ascorbic acid เปน positive control  

 
3.4.2  การศึกษาฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส  

ช่ังสารสกัดหยาบหรือสวนสกัด นํามาละลายดวย methanol ปรับปริมาตรใหได 1 mg/ml   
เติม L-DOPA 20 l ลงใน 96-well plate  ไปเปตสารท่ีตองการทดสอบ 20 l เติมสารละลาย  tyrosinase 
20 l บมท่ีอุณหภูมิ 32+2 oC   นําไปวดัคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) ท่ี 490 nm โดยใช microplate 
reader คํานวณ % การยับยัง้เอนไซมไทโรซิเนส  ทําการทดลอง 3 ซํ้า (triplicate)  โดยใช Kojic acid เปน 
positive control  
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3.5  การแยกสารบริสุทธ์ิและการศึกษาสูตรโครงสรางของสารบริสุทธ์ิจากกระดังงาจีน 
        นําสารสกัดหยาบของพืชมาทําการแยกจนไดสารบริสุทธ์ิโดยใชเทคนิคทางโครมาโตกราฟตางๆ 
จากนั้นศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพ และพิสูจนเอกลักษณของสารท่ีออกฤทธ์ิดวยเทคนิคทางสเปคโทรเมทรี 

 3.5.1  การแยกสารสกัดชั้น Methanol จากใบ  
           นําสารสกัดช้ัน methanol 30 g มาแยกใหเปนสวนสกัดยอยดวยเทคนิค adsorption 

column chromatography โดยใช silica gel เปน stationary phase เร่ิมตนการชะสารดวยตัวทําละลาย 
ethyl acetate จากนั้นเปล่ียนความเขมขนของตัวทําละลาย ดังนี ้

Ethyl acetate  100  
Ethyl acetate:Methanol  95:5 
Ethyl acetate:Methanol  90:10 
Ethyl acetate:Methanol  85:15 
Ethyl acetate:Methanol  80:20 
Ethyl acetate:Methanol  75:25 
Ethyl acetate:Methanol  70:30 
Ethyl acetate:Methanol  65:35 
Ethyl acetate:Methanol  60:40 
Ethyl acetate:Methanol  50:50 
Ethyl acetate:Methanol  40:60 
Ethyl acetate:Methanol  20:80 
Ethyl acetate:Methanol  10:90 
Methanol 100% 

             เก็บสวนสกัดท่ีถูกชะออกมาคร้ังละ 250 ml  เปรียบเทียบแตละสวนสกัดดวย TLC จากนั้นรวม
สวนสกัดท่ีมีรูปแบบ TLC (TLC patterns) ท่ีเหมือนกนัไวดวยกัน ดังนัน้จะไดสวนสกัดจากลําตน
ท้ังหมด 7 สวนสกัด   
  

3.5.2  การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสวนสกัดยอย 
    นําสวนสกดัยอยท้ังหมดไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพท้ังฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระและฤทธ์ิ

ยับยั้ง tyrosinase  และทําการแยกตอไปจนไดสารบริสุทธ์ิ 
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3.5.3  การแยกสารบริสุทธ์ิ AH-1, AH-2, AH-3 
3.5.2.1  การแยกสารจากสวนสกัด A5 

                                  นําสวนสกัดยอย A5 (0.8 g) มาแยกสารบริสุทธ์ิดวย column chromatography 
โดยแยกดวย gel filtration column chromatography โดยใช sephadex LH 20 เปน stationary phase สวน 
mobile phase ใช methanol  รวมสวนสกัดยอยท่ีเหมือนกันโดย spot สวนสกัดยอยตางๆ บน TLC 
สังเกตผลจากการดูดกลืนแสง ultraviolet  ท่ีความยาวคล่ืน 254  nm  จะไดสวนสกัดยอย  5 fractions นํา
สวนสกัด A-53 (0.07 g) มาแยกตอดวย  column chromatography โดยใช C-18 reverse phase silica gel 
เปน stationary phase และใช 40% water ใน methanol เปน mobile phase  จะไดสารประกอบ AH-1 (4 
mg) และสวนสกัด A-54  (0.05 g) มาแยกตอดวย  column chromatography โดยใช C-18 reverse phase 
silica gel เปน stationary phase และใช 40% water ใน methanol เปน mobile phase    สารประกอบ AH-
2 (4 mg)   

 
3.5.2.2  การแยกสารจากสวนสกัด A6 

นําสวนสกัดยอยท่ี A6 (1.0 g) มาแยกดวย  มาแยกสารบริสุทธดวย column 
chromatography โดยแยกดวย gel filtration column chromatography โดยใช sephadex LH 20 เปน 
stationary phase สวน mobile phase ใช methanol  รวมสวนสกัดยอยท่ีเหมือนกันโดย spot สวนสกัด
ยอยตางๆ บน TLC สังเกตผลจากการดูดกลืนแสง ultraviolet  ท่ีความยาวคล่ืน 254  nm  จะไดสวนสกัด
ยอย  4 fractions นําสวนสกัด A-71 (0.17 g)  มาแยกตอดวย  column chromatography โดยใช C-18 
reverse phase silica gel เปน stationary phase และใช 40% water ใน methanol เปน mobile phase    จะ
ไดสารประกอบ AH-3 (10 mg)  

 

3.6  การหาคา IC50ของฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนส ของสารบริสุทธ์ิ 
สําหรับการหาคา IC50 ของสารบริสุทธ์ิใหเตรียมสารความเขมขน 1 mg/ml จากนั้นเจือจางตออีก 4-5 

ความเขมขน ทําการทดสอบเชนเดยีวกับสารสกัด หาคา IC50 ของสารดวยโปรแกรม GraphPad (Prism, 
USA 
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บทท่ี 4  
ผลและการอภิปรายผล 

 
4.1  ผลการสกัดใบโดยวิธีหมัก (Maceration) 
 สารสกัดหยาบช้ัน methanol จากใบของกระดังงาจีนมีน้าํหนักหลังจากระเหยใหแหง 45.1 g 
 
4.2  ผลการแยกสารสกัดหยาบ 

นําสารสกัดช้ัน Methanol จากใบจํานวน 30 g มาแยกใหเปนสวนสกดัยอยดวยเทคนิค column 
chromatography ดวย silica gel และใชตัวทําละลายผสม ethyl acetate : methanol (100:0-0:10) เปนตัว
ชะสารจากนัน้ รวมสารสกัดยอยท่ีมีลักษณะเหมือนกันดวย TLC จะไดสวนสกัดยอย 7 สวนสกัดยอย 
(fraction)  น้ําหนักสารท่ีไดดังแสดงในตารางท่ี 1 
 
ตาราง 1  น้ําหนักสวนสกัดยอยของสารสกัดหยาบชั้น methanol ท่ีแยกดวย column chromatography   
            

Fraction น้ําหนักสารท่ีได (g) 
A-1 9.52 
A-2 7.25 
A-3 2.87 
A-4 0.98 
A-5 0.82 
A-6 1.38 
A-7 2.13 

 
4.3  ผลการทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระและฤทธ์ิยับยั้งไทโรซิเนสของสารสกัดหยาบ  

เม่ือนําสวนสกัดยอย 7 สวน ของใบกระดังงาจีนท่ีแยกไดมาทําการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูล
อิสระและฤทธ์ิยับยั้งไทโรซิเนส  พบวาท่ีความเขมขน  1 mg/ml สวนสกัดยอย A5 แสดง %  ตานอนุมูล
อิสระ DPPH   21.48+8.89 และมี % ยับยั้ง tyrosinase  40.51+4.81 ขณะท่ีสวนสกัดยอย A6  แสดง % 
ตานอนุมูลอิสระ DPPH ได 40.54+1.18  และมี % ยับยั้ง tyrosinase 43.60+7.49 ผลการทดสอบฤทธ์ิของ
สวนสกัดยอยท้ังหมดแสดงในตาราง 2    
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ตารางท่ี 2  ผลการทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH และฤทธ์ิยับยั้ง Tyrosinase  ของสวนสกัดยอย 
                   จากกระดังงาจีน 

 

สวนสกัดยอย % DPPH scavenging activity 
(mean+S.D.) 

% Tyrosinase inhibitory activity 
(mean+S.D.) 

A1 19.98+2.64 10.66+8.58 
A2 25.80+1.92 22.09+3.05 
A3 30.01+2.54 19.48+0.54 
A4 31.89+0.36 19.66+4.41 
A5 21.48+8.89 40.51+4.81 
A6 40.54+1.18 43.61+7.49 
A7 26.03+1.11 13.03+12.41 

L-ascorbic acid 72.06+1.24 - 
Kojic acid - 76.14+1.30 

 

4.4  การพิสูจนเอกลักษณสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได 
นําสวนสกัด A-5 และ A-6 จากใบกระดังงาจีนท่ีแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพ มาแยกสารจากดวย

เทคนิคทางโครมาโตกราฟตางๆซ่ึงไดสารบริสุทธ์ิท้ังหมด 3 ชนิด จากน้ันทําการพสูิจนเอกลักษณสาร
เหลานี้ดวย เทคนิคทางสเปคโทรเมทรีไดแกแมสสเปคโทรมิเตอร (Mass spectrometr),   นิวเคลียรแมก
เนติคเรโซแนนซสเปคโทรมิเตอรแบบ 1 มิติและ 2 มิติ (1D และ 2D NMR spectrometer)  

 
4.4.1  การพิสูจนเอกลักษณสารประกอบ AH-1 

 สารประกอบ AH-1 ท่ีแยกไดจะมีลักษณะเปนของแข็งสีเหลือง ขอมูล FAB-MS แสดง 
[M+H]+ ท่ี m/z 581  ตรงกบัสูตรโมเลกุล C26H28O15   จากขอมูลของ 1H NMR แสดง meta coupling 
doublet protons ระหวาง H-6 และ H-8 ท่ี  6.19 และ  6.36 ppm (J=1.0 Hz, each) สวน ABX coupling 
type protons ท่ี  6.89 (J= 8.4 Hz), 7.48 (J= 8.4, 1.6 Hz) และ 7.84 (J= 1.6 Hz) ppm ซ่ึงตําแหนงเหลานี้
ไดแก H-5', H-6' และ H-2'  สูตรโครงสรางนี้เปน quercetin เปนสวนของ aglycone คา chemical shift ท่ี
บริเวณ  5.66 (H-1''), 4.42 (H-2''), 3.40 (H-3''), 3.88 (H-4''), 3.48 (H-5'') ppm แสดงถึงการมี 
arabinoseในสูตรโครงสราง และจาก คาcoupling constant ระหวาง H-1'' และ H-2'' (J=1.0 Hz)  แสดง
ใหเห็นถึง -configuration ของ aabinofuranoside สวนของน้ําตาลอีก 1 โมเลกุลเม่ือพิจารณาคา 
chemical shift ท่ีบริเวณ  4.94 (H-1'''), 3.79 (H-2'''), 3.59 (H-3'''), 3.37 (H-4'''), 3.66 (H-5'''), 1.20 
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(CH3-6''')  ppm แสดงถึงการมี rhamnoseในสูตรโครงสราง จาก คาcoupling constant ระหวาง H-1'' 
และ H-2'' (J=1.6 Hz)  แสดงใหเห็นถึง -configuration ของ rhamnopyranoside จากการศึกษา HMBC 
spectrum   ยืนยันตําแหนงท่ีน้ําตาล arabinofuranose เกาะท่ีตําแหนง C-3 ของ quercetin  โดยสังเกตจาก 
correlation ระหวาง H-1'' (H 5.66 ppm) กับ C-3 (C 134.8 ppm) สวนตําแหนงท่ี 1 ของน้ําตาล 
rhamnopyranose เกาะท่ีตําแหนง 2 ของ arabinofuranose  โดยสังเกตจาก correlation ระหวาง H-2'' (H 
4.42 ppm) กับ C-1''' (C 101.3 ppm)  ตําแหนง carbons และ protons ท่ีเหลือท้ังหมดยืนยันดวย HSQC 
และ HMBC spectra ดังนั้นสามารถพิสูจนเอกลักษณสารประกอบ AH-1 ไดวาเปนสาร quercetin 3-O-
-L-rhamnopyranosyl-(12)--L-arabinofuranoside (63) (Li et al, 1997)  
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เอกลักษณทางสเปคโทรเมทรีของสารประกอบ AH-1  
FABMS: m/z (%) 581 ([M+H]+, 1), 324 (33), 114 (100) 
1H NMR (500 MHz, methanol-d4): แสดงในตารางท่ี 3 
13C NMR (125 MHz, methanol-d4): แสดงในตารางท่ี 3 
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ตาราง 3  The 1H and 13C NMR data of compound AH-1 in methanol–d4 

 

Position 1H  (ppm), J (Hz) 13C  (ppm)  
2  149.9 
3  134.8 
4  179.7 
5  163.0 
6 6.19 (1H, d, 1.0) 100.1 
7  166.9 
8 6.36 (1H, d, 1.0) 94.9 
9  158.6 
10  107.7 
1'  123.0 
2'  7.84 (1H, d, 1.6) 117.1 
3'   146.4 
4'  158.9 
5' 6.89 (1H, d, 8.4) 116.5 
6' 7.48 (1H, dd, 8.4, 1.6) 122.9 
1'' 5.66  (1H, d, 1.0) 105.3 

2'' 4.42 (1H, dd, 1.0, 2.75)  88.4 

3''  3.40 (1H, dd, 2.75, 4.34) 77.2 

4'' 3.88 (1H, dd, 4.34, 5.35) 87.7 

CH2-5'' 3.48 (1H, dd, 4.34, 8.1) 62.4 

1''' 4.94 (1H, d, 1.68) 101.3 

2''' 3.79 (1H, dd, 1.68, 2.0) 72.3 
3''' 3.59 (1H, dd, 2.0, 9.47) 72.1 

4''' 3.37 (1H, t, 9.47) 73.9 

5''' 3.66  (1H, dd, 9.47, 6.1) 70.4 

CH3-6''' 1.20 (3H, d, 6.1) 17.8 
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4.4.2  การพิสูจนเอกลักษณสารประกอบ AH-2 
 สารประกอบ AH-2 ท่ีแยกไดจะมีลักษณะเปนของแข็งสีเหลือง ขอมูล EIMS แสดง [M]+ ท่ี 

m/z 432  ตรงกับสูตรโมเลกุล C21H20O10   จากขอมูลของ 1H NMR แสดง meta coupling doublet protons 
ระหวาง H-6 และ H-8 ท่ี  6.81 และ  6.49 ppm (J=2.1 Hz, each) สวน ABA'B' coupling type protons 
ท่ี  7.87 (J= 8.8 Hz) และ 6.91 (J= 8.8 Hz) ppm ซ่ึงตําแหนงเหลานีไ้ดแก H-2' , H-6' และ H-3', H-5' 
และมี H-3 เปน singlet proton ท่ี   6.65 ppm สูตรโครงสรางนี้เปนสวนของ aglycone คือ apigenin 
สวนของน้ําตาลแสดงคา chemical shift ท่ีบริเวณ  5.05 (H-1''), 3.50 (H-2''), 3.48 (H-3''), 3.38 (H-4''), 
3.52 (H-5''), 3.69 และ 3.91 (H-6'')  ppm แสดงถึงการมี glucoseในสูตรโครงสราง และจาก คาcoupling 
constant ระหวาง H-1'' และ H-2'' (J=7.1 Hz)  แสดงใหเห็นถึง -configuration ของ glucopyranose ทํา
การพิสูจนเอกลักษณโดยการเปรียบเทียบกับงานวจิัยท่ีเคยแยกสารชนดินี้ได ดังนั้นสารประกอบ AH-2 
จึงเปนสาร apigenin 7-O--D-glucopyranoside (81) (Moussaoui et al, 2010), (Markham et al, 1978)   
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เอกลักษณทางสเปคโทรเมทรีของสารประกอบ AH-2  
EIMS: m/z (%) 432 ([M]+, 5), 132 (100), 114 (65) 
1H NMR (500 MHz, methanol-d4): แสดงในตาราง  4 
13C NMR (125 MHz, methanol-d4): แสดงในตาราง 4 
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ตาราง 4  The 1H and 13C NMR data of compound AH-2 in methanol–d4 

 

Position 1H  (ppm), J (Hz) 13C  (ppm)  
2  166.7 
3 6.65 (1H, s) 149.8 

4  184.0 
5  158.9 
6 6.81  (1H, d, 2.1) 98.7 

7  164.8 
8 6.49 (1H, d, 2.1) 93.5 
9  162.9 
10  103.9 
1'  123.0 
2'  7.87 (1H, d, 8.8) 129.6 
3'  6.91 (1H, d, 8.8) 117.0 

4'  162.9 
5' 6. 91 (1H, d, 8.8) 117.0 

6' 7.87 (1H, d, 8.8) 129.6 
1'' 5.05 (1H, d, 7.1)   101.6 

2'' 3.50 (1H, dd, 9.1, 5.1) 77.8 

3''  3.48 (1H, dd, 9.1, 8.4) 74.7 

4'' 3.38 (1H, dd, 8.4, 9.5) 71.2 

5'' 3.52 (1H, m) 78.3 
6'' 3.91 (1H, dd, 2.09, 12.22) 62.4 

6'' 3.69 (1H, dd, 5.8, 12.22)  
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4.4.3  การพิสูจนเอกลักษณสารประกอบ AH-3 
 สารประกอบ AH-3 ท่ีแยกไดจะมีลักษณะเปนของแข็งสีเหลือง ขอมูล FAB-MS แสดง 

[M+H]+ ท่ี m/z 610  ตรงกับสูตรโมเลกุล C27H30O16  จากขอมูลของ 1H NMR แสดงใหเห็นสวน ABX 
coupling type protons ของ H-2', H-5' และH-6' ท่ี  7.65 (J= 2.1 Hz),  6.86 (J= 8.55 Hz) และ7.61 (J= 
8.55, 2.1 Hz) ppm ตามลําดับ สวน H-6 และ H-8 ท่ี  6.20 และ  6.39 ppm และมีคา coupling constant 
(J)  เทากับ 1.9 Hz เม่ือนําขอมูลมาประกอบกันพบวาคลายกับ aglycone ของ AH-1 นั่นคือมี  quercetin 
แตสวนของน้าํตาลแสดงคา chemical shift ท่ีบริเวณ  5.08 (H-1''), 3.30 (H-2''), 3.45 (H-3''), 3.25 (H-
4''), 3.38 (H-5''), 3.36 และ 3.78 (H-6'')  ppm แสดงถึงการมี glucoseในสูตรโครงสราง และจาก คา
coupling constant ระหวาง H-1'' และ H-2'' (J=7.6 Hz)  แสดงใหเห็นถึง -configuration ของ 
glucopyranose สวนของน้ําตาลอีก 1 โมเลกุลเม่ือพิจารณาคา chemical shift ท่ีบริเวณ  4.51 (H-1'''), 
3.62 (H-2'''), 3.52 (H-3'''), 3.29 (H-4'''), 3.43 (H-5'''), 1.10 (CH3-6''')  ppm แสดงถึงการมี rhamnoseใน
สูตรโครงสราง จาก คาcoupling constant ระหวาง H-1'' และ H-2'' (J=1.52 Hz)  แสดงใหเห็นถึง -
configuration ของ rhamnopyranoside จากการศึกษา HMBC spectrum   ยืนยันตําแหนงท่ีน้ําตาล 
glucose เกาะท่ีตําแหนง C-3 ของ quercetin  โดยสังเกตจาก correlation ระหวาง H-1'' (H 5.08 ppm) กับ 
C-3 (C 135.6 ppm) สวนตําแหนงท่ี 1 ของน้ําตาล rhamnopyranose เกาะท่ีตําแหนง 6 ของ 
glucopyranose โดยสังเกตจาก correlation ระหวาง H-6'' (H 3.36 และ 3.78 ppm) กับ C-1''' (C 102.4 
ppm)  ตําแหนง carbons และ protons ท่ีเหลือท้ังหมดยนืยันดวย HSQC และ HMBC spectra ดังนั้น
สามารถพิสูจนเอกลักษณสารประกอบ AH-3 ไดวาเปนสาร quercetin 3-O--L-rhamnopyranosyl-
(16)--D-glucopyranoside (82) (Abdullah et al, 2008)  
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เอกลักษณทางสเปคโทรเมทรีของสารประกอบ AH-3  
FABMS: m/z (%) 611 ([M+H]+, 1), 324 (35), 132 (70), 114 (100) 
1H NMR (500 MHz, methanol-d4): แสดงในตาราง  5 
13C NMR (125 MHz, methanol-d4): แสดงในตาราง  5 
 
ตาราง 5  The 1H and 13C NMR data of compound AH-3 in methanol–d4 

 

Position 1H  (ppm), J (Hz) 13C  (ppm)  
2  149.7 
3  135.6 
4  179.3 
5  162.9 
6 6.20 (1H, d, 1.9) 99.9 

7  166.0 
8 6.39 (1H, d, 1.9) 94.8 

9  158.4 
10  105.5 
1'  123.1 
2'  7.65   (1H, d, 2.1) 117.6 

3'   145.8 
4'  159.3 
5' 6.86  (1H, d, 8.55) 116.0 

6' 7.61   (1H, dd, 8.55, 2.1) 123.5 

1'' 5.08 (1H, d, 7.6) 104.7 

2'' 3.30 (1H, m)  77.1 

3''  3.45 (1H, d, 7.79) 75.7 

4'' 3.25 (1H, m) 71.3 

5'' 3.38  78.1 

6'' 3.78 ((1H, dd, 11.3, 1.37) 68.5 
6'' 3.36 (1H, d, 11.3)  
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ตาราง 5  The 1H and 13C NMR data of compound AH-3 in methanol–d4  (ตอ) 
 

1''' 4.51 (1H, d, 1.52)  102.4 
2''' 3.62 (1H, dd, 1.52, 3.36) 72.0 

3''' 3.52 (1H, dd, 3.36, 9.62) 72.2 

4''' 3.29 (1H, m) 73.9 

5''' 3.43  (1H, dd, 8.4, 6.2) 69.7 

CH3-6''' 1.10 (3H, d, 6.2) 17.8 

 
 

4.5 ผลการทดสอบและการเปรียบเทียบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสาร AH-1, AH-2, 
AH-3 
             จากการทดสอบฤทธ์ิยับยั้ง tyrosinase ของสาร AH-1, AH-2, AH-3พบวาสารท่ีแสดงฤทธ์ิ
ยับยั้ง tyrosinase ไดดีท่ีสุดคือ  สารประกอบ AH-2 ผลการทดสอบท้ังหมดแสดงในตารางท่ี 7     

จากผลการศึกษานี้ พบวาสารประกอบท้ัง 3 ชนิดเปนสารกลุม flavonoids โดยท่ี 
สารประกอบ AH-1 และ AH-3 มีสวน aglycone เปน flavonol   แตสารประกอบ   AH-2 สวน aglycone 
เปน flavone  AH-1 และ AH-3 มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH ดีกวาสารประกอบ AH-2     เม่ือ
เปรียบเทียบโครงสรางเคมีกับการออกฤทธ์ิของสารท้ัง  3 ชนิด  พบวาสวนสําคัญในการออกฤทธ์ิตาน
อนุมูลอิสระของ flavonoids จะอยูท่ีการม ี 3',4'-ortho-dihydroxy ของ ring B ซ่ึงจะพบในสารประกอบ 
AH-1 และ AH-3 แตสารประกอบ AH-2  มีเพียง 4'-hydroxy บน ring B จึงทําใหสารประกอบมีฤทธ์ิไม
ดีเทาสารประกอบ AH-1 และ AH-3 สวน ring A ไมคอยมีผลตอการออกฤทธ์ิ ดังนัน้การมีน้ําตาลแทนท่ี
อยูตําแหนงท่ี 7 จึงไมมีผลตอการออกฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระของสารประกอบ AH-2   (Rice-Evan et al, 
1997)  
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ตาราง 6  ผลการศึกษาฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสาร AH-1, AH-2, AH-3 
 

สารประกอบ Concentration 
(mg/ml) 

% DPPH scavenging activity 
(Mean + SD) 

IC50 

(M) 

AH-1 0.001 2.16 + 2.75 13.39  
 0.01 10.84 + 3.64  
 0.1 58.50 + 1.78  
 1.00 96.54 + 0.88  

AH-2 0.001 0.85 + 0.00 687.5   
 0.01 1.63 + 0.09  
 0.1 5.40 + 1.16  
 1.00 35.37 + 1.05  

AH-3 0.001 53.29 + 1.07 11.25 
 0.01 55.69 + 1.08  
 0.1 58.49 + 6.86  
 1.00 96.54 + 0.88  

Ascorbic acid 0.001 9.46 + 2.68 17.98 
 0.01 10.79 + 2.73  
 0.1 97.91 + 0.17  
 1.00 99.27 + 0.13  

 
4.6 ผลการทดสอบและการเปรียบเทียบฤทธ์ิยับยั้ง tyrosinase ของสาร AH-1, AH-2, AH-3 

             จากการทดสอบฤทธ์ิยับยั้ง tyrosinase ของสาร AH-1, AH-2, AH-3พบวาสารท่ีแสดงฤทธ์ิ
ยับยั้ง tyrosinase ไดดีท่ีสุดคือ  สารประกอบ AH-2 ผลการทดสอบท้ังหมดแสดงในตารางท่ี 7     

สมมติฐานของกลไกหน่ึงของการออกฤทธ์ิยับยั้ง tyrosinase ของ flavonoids เนื่องจากเปน
สารท่ีมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ  เม่ือนําสารท่ีแยกไดท้ังหมดมาศึกษาฤทธ์ิยับยั้ง tyrosinase พบวาสาร  AH-
2  ออกฤทธ์ิดีกวาสาร AH-1 และ AH-3 เล็กนอย ถึงแมสารประกอบ  AH-1 และ AH-3 มีฤทธ์ิตานอนุมูล
อิสระดีกวาสารประกอบ AH-2 อยางชัดเจน ท้ังนี้อาจเนื่องจากการมีจํานวนโมเลกุลของน้ําตาล และ
ตําแหนงท่ีแทนที่บน aglycone ท่ีตางกัน โดยท่ี AH-1 และ AH-3 จะเปน 3-O-diglycoside สวน
สารประกอบ AH-2 จะเปน 7-O-glycoside ซ่ึงตําแหนงการแทนท่ีและจํานวนโมเลกุลน้ําตาลอาจจะ
สงผลรบกวนการเขาจับกับ active site ของ tyrosinase  ดังนั้นนอกจากสมมติฐานกลไกการออกฤทธ์ิ
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ยับยั้ง tyrosinase ของ flavonoids ท่ีเกี่ยวของกับฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระแลว ยังอาจจะออกฤทธ์ิผานกลไก
การอ่ืนๆ  เชน การเปน substrate ของ enzyme  (No et al. 1999)  
 
ตาราง 7  ผลการศึกษาฤทธ์ิยับยั้ง ไทโรซิเนสของสาร AH-1, AH-2, AH-3 
 

สารประกอบ Concentration 
(mg/ml) 

% Tyrosinase inhibotory 
activity 

(Mean + SD) 

IC50 

(M) 

AH-1 0.001 3.10 + 2.28 38.52 
 0.01 9.30 + 4.96  
 0.1 14.49 + 3.08  
 1.00 41.79 + 13.18  

AH-2 0.001 5.13 + 7.41 23.15 
 0.01 15.37 + 3.44  
 0.1 32.02 + 4.17  
 1.00 43.18 + 7.23  

AH-3 0.001 8.31 + 7.93 42.91 
 0.01 5.46 + 2.95  
 0.1 18.37 + 4.35  
 1.00 40.64 + 2.96  

Kojic acid 0.0005 42.66 + 2.05 1.97 
 0.005 68.87 + 4.14  
 0.05 78.51 + 1.38  
 0.5 90.05 + 0.8  
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บทท่ี 5 
สรุปผลการศึกษา 

     
จากการนําใบของกระดังงาจีน A.hexapetalus มาทําแยกสารจากนั้นศึกษาสูตรโครงสรางทาง

เคมีโดยการใชวิธีการทางสเปคโทรเมตรี และนําสารเหลานั้นทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลและฤทธ์ิยับยั้งการ
ทํางานของไทโรซิเนส สารท่ีแยกไดประกอบดวยกลุมสาร flavonoid ไดแก quercetin 3-O--L-
rhamnopyranosyl-(12)--L-arabinofuranoside, apigenin 7-O--D-glucopyranoside และ quercetin 
3-O--L-rhamnopyranosyl-(16)--D-glucopyranoside 

    จากการทดสอบฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH ของสารบริสุทธ์ิจากกระดังงาจีน พบวาสารท่ี
แสดงฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ DPPH ไดดท่ีีสุดคือ quercetin 3-O--L-rhamnopyranosyl-(16)--D-
glucopyranoside  ท่ี IC50 11.25M  รองลงมาไดแก quercetin 3-O--L-rhamnopyranosyl-(12)--L-
arabinofuranoside ท่ี IC50  13.39 M ซ่ึงสารนี้เปนสารท่ีไมเคยมีรายงานในพืชชนิดอ่ืนและยังไมมีการ
ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

จากการทดสอบฤทธ์ิฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสของสารบริสุทธ์ิจากกระดังงาจีน พบวาสาร
ท่ีแสดงฤทธ์ิฤทธ์ิยับยั้งเอนไซมไทโรซิเนสไดดีท่ีสุดคือ apigenin 7-O--D-glucopyranoside ท่ี IC 50 
23.15M   
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รูปท่ี 13  FAB mass spectrum of compound AH-1 
 
 

รูปท่ี 14  1H NMR (500 MHz) of compound AH-1 (methanol-d4) 
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รูปท่ี 15  13C NMR (125 MHz) of compound AH-1 (methanol-d4) 
 
 

รูปท่ี 16  HMBC correlation of compound AH-1 
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รูปท่ี 17  EI mass spectrum of compound AH-2 
 
 

 
รูปท่ี 18  1H NMR (500 MHz) of compound AH-2 (methanol-d4) 
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รูปท่ี 19  13C NMR (125 MHz) of compound AH-2 (methanol-d4) 
 
 

รูปท่ี 20   FAB  mass spectrum of compound AH-3 
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รูปท่ี 21   1H NMR (500 MHz) of compound AH-3 (methanol-d4) 
 
 

 
รูปท่ี 22  13C NMR (125 MHz) of compound AH-3 (methanol-d4) 
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รูปท่ี 23  HMBC correlation of compound AH-3 
 
 

 
รูปท่ี 24  HMBC correlation of compound AH-3 
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