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บทคัดย่อ 

 
การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและการสังเคราะห์อนุพันธ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

ของสารสกัดหยาบเมทานอลของใบมะขามเทศ (Pithecellobium dulce) ในวงศ์ Fabaceae 
สามารถแยกสารบริสุทธิ์ออกมา 3 ชนิดด้วยกัน คือ kaempferol (8), kaempferol-3-rhamnoside 
(7) และ 4,5-epoxy-piperdine-3-carboxylic acid (28) โดยในการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย
ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ อาทิ Staphylococcus aureus TISTR 1466, Bacillus cereus TISTR 
687, Enterococcus faecalis TISTR 379, Escherichia coli TISTR 78 และ Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 ด้วยวิธี disk diffusion และ 
minimum inhibitory concentration (MIC) พบว่าสารสกัดหยาบเมทานอลของใบมะขามเทศมี
ฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ทุกชนิด โดยให้ค่า MIC อยู่ในช่วง 12.5–50 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร (MBC เท่ากับ 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ส่วน kaempferol (8) และ kaempferol-3-
rhamnoside (7) มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทุกชนิดยกเว้น E. faecalis TISTR 379 
โดย kaempferol (8)  ให้ค่า MIC อยู่ในช่วง 0.02–0.17 โมลาร์ (MBC อยู่ในช่วง 0.02 ถึงมากกว่า 
0.17 โมลาร์) และ kaempferol-3-rhamnoside (7) ให้ค่า MIC อยู่ในช่วง 0.03–0.12 โมลาร์ (MBC 
มากกว่า 0.12 โมลาร์) ตามล าดับ และสาร 4,5-epoxy-piperdine-3-carboxylic acid (28) มีฤทธิ์
ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้บางชนิดคือ S. aureus TISTR 1466 และ 
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ชีวภาพจากใบมะขามเทศ 
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MRSA ATCC 43300 โดยให้ค่า MIC เท่ากับ 1.39 โมลาร์ (MBC มากกว่า 1.39 โมลาร์) นอกจากนั้น
สารสกัดหยาบจากใบมะขามเทศในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอลและสารบริสุทธิ์แสดงฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระจากวิธีการทดสอบ DPPH assay (IC50 ของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศเท่ากับ 197.19 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) จากผลการศึกษาสารบริสุทธิ์ที่สามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพจึงน าไปสู่การ
ปรับเปลี่ยนโครงสร้างโดยการท าปฏิกิริยากับสารอินทรีย์ในกลุ่มต่างๆ อาทิ ไกลโคไซด์ ลิปิด ไบโอทิน 
เป็นต้น เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพให้มากขึ้น โดยพบว่า kaempferol-3,6-
diacetate (29) มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. aureus TISTR 1466 โดยให้ค่า MIC 
อยู่ในช่วง 0.07 โมลาร์ (MBC มากกว่า 0.07 โมลาร์) kaempferol-6-oleic acid (30), 
kaempferol-6-steric acid (31) และ kaempferol-3-biotin (33) มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย E. coli TISTR 78 โดยให้ค่า MIC อยู่ในช่วง 0.02–0.05 โมลาร์ (MBC มากกว่า 0.05 โม
ลาร์)  
 

ค าส าคัญ: ใบมะขามเทศ, ฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย, ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ, kaempferol, 
kaempferol-3-rhamnoside
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ABSTRACT 

 
The chemical investigation and chemical modification of biological active 

components from the methanolic extract of Pithecellobium dulce, which belongs to 
the Fabaceae family have been studied. Kaempferol (8), kaempferol-3-rhamnoside 
(7) and 4,5-epoxy-piperdine-3-carboxylic acid (28) were isolated from the methanolic 
extract of Pithecellobium dulce. The antibacterial activity of crude and all biological 
active compounds were tested against Staphylococcus aureus TISTR 1466, Bacillus 
cereus TISTR 687, Enterococcus faecalis TISTR 379, Escherichia coli TISTR 78 and 
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300. To determine the 
antibacterial activity, disk diffusion and minimum inhibitory concentration (MIC) were 
chosen for anti-bacterial evaluation. The methanolic extract of Pithecellobium dulce 
demonstrated a promising antibacterial activity against all bacteria with MIC values 
ranging from a concentration of 12.5 mg/mL to 50 mg/mL (MBC: 100 mg/mL). 
Kaempferol (8) and Kaempferol-3-rhamnoside (7) inhibited the growth of some 
bacteria except E. faecalis TISTR 379. Kaempferol (8) inhibited the growth of bacteria 
with the MIC values ranging from a concentration of 0.02–0.17 molar (MBC: 
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0.17-0.02 molar) and Kaempferol-3-rhamnoside (7) inhibited the growth of bacteria 
with the MIC values ranging from a concentration of 0.03–0.12 molar (MBC: > 0.12 
molar), respectively. 4,5-epoxy-piperdine-3-carboxylic acid (28) inhibited the growth 
of some bacteria as S. aureus TISTR 1466 and MRSA ATCC 43300 with the MIC of 1.39 
molar (MBC: > 1.39 molar). Additionally, the methanolic extract of P. dulce and pure 
compounds also exhibited antioxidative activities via DPPH assay (IC50 of the 
methanolic extract of P. dulce is 197.19 µg/mL). According to their antibacterial and 
antioxidative activities of pure compounds, the pure compounds have chemical 
modifications with glycoside, lipid and biotin to increase biological activity. 
Kaempferol-3,6-diacetate (29) inhibited the growth of S. aureus TISTR 1466 with MIC 
values ranging from a concentration of 0.07 molar (MBC: > 0.07 molar). Kaempferol-6-
oleic acid (30), kaempferol-6-steric acid (31) and kaempferol-3-biotin (33) inhibited 
the growth of E. coli TISTR 78 with the MIC of 0.02–0.05 molar (MBC: >0.05 molar). 

Keywords: Pithecellobium dulce, antibacterial activity, antioxidant activity, 
kaempferol, kaempferol-3-rhamnoside 
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     3.1 แสดงการเตรียมสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ ในการทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อ            
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     ทรีย์เมทานอล 49 
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     (28) ในตัวท าละลาย D2O  63 
     4.9 ข้อมูล HMBC ของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (28) ในตัว 
     ท าละลาย D2O   63 
     4.10 ข้อมูล HMQC ของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (28) ในตัว 
     ท าละลาย D2O   64 
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     CDCl3 72 
     4.13 ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของเคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (31) ในตัวท าละลาย  
     CDCl3 75 
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     ลาย CDCl3            78 
     4.15 ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (33) ในตัวท าละลาย  
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     4.16 ข้อมูลฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศสารละลายมาตรฐาน                      
     กรดแอสคอร์บิก 86                             
     4.17 ตารางแสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ในการทดสอบ                       
     การออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับตัวควบคุมเชิงบวกเซฟาเลกซิน (disc diffusion  
     method)                                                                                             95                    
     4.18 ตารางแสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ในการทดสอบ                       
     การออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (disc diffusion  
     method)                                                                                          98                    
     4.19 ตารางแสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ในการทดสอบ                       
     การออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ (เคมเฟอรอล                    
     (8), เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7)) โดยวิธี disc diffusion                                 101                                
     4.20 ตารางแสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ในการทดสอบ                        
     การออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ (4,5-อีพ็อกซ่ี-              
     ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (28)) โดยวิธ ีdisc diffusion                             104               
     4.21 ตารางแสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ในการทดสอบ                                      
     การออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับอนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ                    
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     หยาบใบมะขามเทศ (P.dulce) และสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ               113                
     4.23 ตารางแสดงค่า MIC และ MBC ของการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับอนุพันธ์                       
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    2.8 โครงสร้างของ kaempferol (8), quercetin (9) และ dulcitol (10)                    22  
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    (เคมเฟอรอล (8), เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7), 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก            
    เอซิด (28)) 53 
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    เคมเฟอรอล (8)                  57 
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    4.4 ข้อมูลจาก HMBC สเปกตรัมแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพันธะในระยะไกลของโปร-                   
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    4.5 ข้อมูลจาก HMBC สเปกตรัมแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพันธะในระยะไกลของโปร- 
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    4.6 ผลการทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพของสารสกัดหยาบใบมะขาม 
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 4.7 กราฟแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระกับสารสกัดหยาบใบมะขามเทศและสารละลาย                   
    มาตรฐานกรดแอสคอร์บิกด้วยวิธี DPPH Assay                                                       86 
    4.8 กราฟการศึกษาการเจริญและปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมดของแบคทีเรีย  
    E. coli                                                                                                    88                  
    4.9 กราฟการศึกษาการเจริญและปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมดของแบคทีเรีย  
    S. aureus                                                                                                   89               
    4.10 กราฟการศึกษาการเจริญและปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมดของแบคทีเรีย 
    B. cereus                                                                                                                                  89   
    4.11 กราฟการศึกษาการเจริญและปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมดของแบคทีเรีย 
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    4.16 กราฟมาตรฐานของแบคทีเรีย MRSA                                                            93                                                
    4.17 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย S. aureus (A), B. cereus (B), E. coli                          
    (C) และ E. faecalis (D) กับตัวควบคุมผลบวกเซฟาเลกซิน ที่ความเข้มข้น 50, 100,  
    200และ 400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร                                                                      96    
    4.18 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย E. coli (A), B. cereus (B), E. faecalis  
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    100, 200 และ 400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร                                                               97                            
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    4.19 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย E. coli (A), B. cereus (B), S. aureus 
    (C) และ MRSA (D) ของสารบริสุทธิ์เคมเฟอรอล (8) ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิ 
    ลิตร (0.17 โมลาร์) และผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย E. coli (E), B. cereus  
    (F), S. aureus (G) และ MRSA (H) ของสารบริสุทธิ์เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) ที ่
    ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร (0.12 โมลาร์)  102 
    4.20 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย S. aureus (A) และ MRSA (B) ของสาร                     
    4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คารบ์อกซิลิก เอซิด (28) ที่ความเข้มข้น 50, 100, 200 และ                       
    400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.35, 0.70, 1.40 และ 2.80 โมลาร์) และผลการทดสอบฤทธิ์                         
    ต้านเชื้อแบคทีเรียของตัวควบคุมผลบวกเซฟาเลกซิน (ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิ                         
    ลิตร) กับแบคทีเรีย S. aureus (A), MRSA (B), E. coli (C), B. cereus (D) และ E. 
     faecalis (E)                                                                                            105                                                               
    4.21 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย E. coli (A), B. cereus (B), S. aureus  
    (C) และ MRSA (D) ของอนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ                 109                         
    4.22 ผลความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในการยับยั้งการเจริญ          
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    concentration) E. coli (A), B. cereus (B), E. faecalis (C), S. aureus (D) และ                    
    MRSA (E)                                                                                              114                                            
    4.23 ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอล (8), เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) และ                 
    4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (28) ในการยับยั้งการเจริญ (Minimum  
    Inhibition concentration) และการฆ่าเชื้อ (Minimum bactericidal concentra- 
    tion) E. coli (A), B. cereus (B), S. aureus (C) และ MRSA (D)                           119                                     
    4.24 ผลความเข้มข้นต่ าสุดของอนุพันธ์ของเคมเฟอรอล ในการยับยั้งการเจริญ (Mini 
    mum inhibition concentration) และการฆ่าเชื้อ (Minimum bactericidal con- 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหา 
 

ในปัจจุบัน มนุษย์ทั่วโลกได้ตระหนักและเห็นคุณค่าของการใช้สมุนไพรมากยิ่งขึ้น 
เนื่องจากความเป็นพิษรุนแรงจากยาสังเคราะห์ และสารตกค้างจากกระบวนการสังเคราะห์ ยา ใน
ประเทศไทยได้ถูกจัดว่าเป็นประเทศที่มีความหลากหลายทางชีวภาพ (Biodiversity) ทางด้านพันธุ์พืช
ที่สูงมาก และได้มีการน ามาใช้ประโยชน์กันอย่างกว้างขวางในด้านต่าง ๆ ตั้งแต่ในอดีตจนถึงปัจจุบัน 
หนึ่งในนั้นคือการน ามาเป็นยารักษาโรค โดยพืชสมุนไพรไทยชนิดต่าง ๆ ถูกน ามาใช้ประโยชน์ในด้าน
การแพทย์ทั้งในแง่ของการป้องกันและการรักษาโรคต่าง ๆ มาตั้งแต่ครั้งโบราณ อาทิเช่น เป็นวัตถุดิบ
ในการผลิตตัวยา วัตถุดิบในการผลิตสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ยา แบบอย่างในการสังเคราะห์ยา 
และผลิตภัณฑ์เพ่ือบ ารุงสุขภาพ ในอดีตได้มีการใช้สมุนไพรโดยมิได้ทราบโครงสร้างทางเคมีของสาร
ออกฤทธิ์ที่มีอยู่ในสมุนไพรนั้น ๆ แต่ในปัจจุบัน ผลจากความก้าวหน้าทางด้านวิทยาศาสตร์ สารที่
สามารถออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีอยู่ในพืชสมุนไพรสามารถน ามาพิสูจน์หาโครงสร้างทางเคมี ตลอดจน
ตรวจสอบหาค่าความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ จนสามารถน าไปพัฒนาต่อเพ่ือน าไปผลิต
เป็นยารักษาโรค (drug discovery) แม้ว่าในปัจจุบันจะได้มีการศึกษาหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก
ผลิตภัณฑ์ทางธรรมชาติ (Natural Products) ไม่ว่าจะเป็นจากเชื้อรา (Fungi) และพืชสมุนไพร 
(Herb) กันอย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะอย่างยิ่งพืชสมุนไพรไทยซึ่งถูกน ามาใช้ประโยชน์ในทาง
การแพทย์อย่างกว้างขวาง เนื่องมาจากข้อดีหลายประการ อาทิ สมุนไพรนั้นสามารถปลูกได้ง่าย ราคา
ถูก ไม่มีพิษ ให้ผลการรักษาได้ดีใกล้เคียงกับยาแผนปัจจุบัน และไม่ท าให้เกิดอาการดื้อยา ซึ่งจาก
สรรพคุณดังกล่าวท าให้สมุนไพรนั้นกลับมาได้รับความนิยม และเกิดการวิจัยหาสมุนไพรที่มีสรรพคุณที่
ส าคัญเพ่ือใช้ในทางการแพทย์ต่อไป แต่ก็ยังมีสมุนไพรไทยอีกหลายชนิดที่ยังมิได้น ามาศึกษาและหา
โครงสร้างของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพอย่างจริงจัง หนึ่งในนั้นคือ สมุนไพรที่เรียกว่า มะขามเทศ 
(Pithecellobium dulce) เป็นพืชท้องถิ่นในประเทศไทยซึ่งมีความคงทนต่อสภาพแวดล้อม ซึ่งเป็น
พืชที่อยู่ในวงศ์ Fabaceae หรือ Leguminosae อยู่ในวงศ์ย่อยคือ Mimosoideae (Ingeae) [1] 
โดยวงศ์ย่อย Mimosoideae [2] มีลักษณะเด่นคือ เป็นช่อกระจุกแน่น ช่อกระจะ หรือช่อเชิงลด ดอก
ย่อยขนาดเล็ก เรียงชิดกันแน่นสมมาตรแบบรัศมี กลีบเลี้ยง 5 กลีบ กลีบดอก 5 กลีบ เชื่อมติดกันตรง
โคน เป็นหลอดสั้น ๆ หรือแยกจากกัน เกสรตัวผู้เป็นโครงสร้างที่เด่นของดอก ก้านเกสรตัวผู้ยาว เกสร
ตัวเมียมีรังไข่ตั้งตรง และอาจมีก้านชูรังไข่สั้น  ๆ ซึ่งมีสรรพคุณในการรักษาโรคต่าง ๆ อาทิ  ใช้ 
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บรรเทาอาการอักเสบของบาดแผล อาการติดเชื้อภายในช่องปาก ต้านมะเร็ง ลดระดับคอเลสเตอรอล 
โรคโลหิตจาง โรคปากนกกระจอกเทศ และโรคท้องเสีย นอกจากนั้นยังประกอบไปด้วยวิตามิน และ
แร่ธาตุที่มีประโยชน์หลายชนิด เช่น วิตามินเอ วิตามินซี วิตามินอี วิตามินบี1 วิตามินบี2 วิตามินบี3 
ธาตุแคลเซียม ธาตุฟอสฟอรัส ธาตุเหล็ก โปรตีน และเส้นใย เป็นต้น ซึ่งจากการน ามะขามเทศมาใช้ใน
การรักษามักใช้ในส่วนของเมล็ดและเปลือกไม้ของต้นมะขามเทศ แต่ในส่วนของใบมักถูกน ามาใช้
ประโยชน์น้อยกว่าส่วนอ่ืน ๆ และยังไม่มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพกับแบคทีเรีย จาก
การศึกษาเบื้องต้นท าให้ผู้วิจัยเกิดความสนใจในสรรพคุณของใบมะขามเทศ ผู้วิจัยจึงมุ่งเน้นศึกษาหา
องค์ประกอบทางเคมีของสารบริสุทธิ์ที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพของใบมะขามเทศและนอกจากนั้นผู้วิจัยมี
ความสนใจที่จะสังเคราะห์อนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่สามารถแยกจากใบของต้นมะขามเทศ เพ่ือเพ่ิม
ความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  
 
1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย 
 

- เพ่ือศึกษาการแยกหาสารบริสุทธิ์และประเมินความสามารถในการออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพจากใบมะขามเทศที่สกัดในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอล อาทิ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้าน
เชื้อแบคทีเรีย เช่น Escherichia coli TISTR 780, Staphylococcus aureus TISTR 1466, 
Bacillus cereus TISTR 687, Enterococcus faecalis TISTR 379 และ Methicillin resistant 
Staphylococcus aureus ATCC 43300                              

- เพ่ือตรวจสอบโครงสร้างทางเคมี (chemical structure) ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จาก
ใบมะขามเทศโดยใช้เทคนิคทางสเปคโตรสโคปีชนิดต่าง ๆ อาทิ นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปก
โตรสโคปี (NMR spectroscopy) แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตร
โฟโตเมทรี (UV-Vis spectrophotometry) อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี (Infrared spectroscopy) 
และ อัลตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Ultra High Performance Liquid 
Chromatography)  
 - เพ่ือศึกษาการสังเคราะห์อนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ เพ่ือ
ประเมินความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของอนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์  พร้อมตรวจสอบ
โครงสร้างทางเคมีของอนุพันธ์ที่ท าการสังเคราะห์ 
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1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 
ผู้วิจัยมีความคาดหวังว่างานวิจัยชิ้นนี้จะสามารถตีพิมพ์เป็นวารสารทางวิชาการหรือ

น าเสนอในงานประชุมวิทยาศาสตร์และผลงานวิจัยที่ได้สามารถน าไปใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานต่อยอดใน
การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสมุนไพรชนิดนี้และเพ่ือพัฒนาเป็นยาต่อไปในอนาคต 
 
1.4 ขอบเขตการวิจัย 
 

ขอบเขตงานวิจัยชิ้นนี้ คือท าการแยกหาสารบริสุทธิ์จากใบมะขามเทศที่สกัดในตัวท า
ละลายอินทรีย์เมทานอล พร้อมท าการระบุโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่ท าการแยกได้จากใบมะขาม
เทศด้วยเทคนิค นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) แมสสเปก    
โตรเมทรี (Mass spectrometry) ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี (UV-Vis spectrophotometry) 
อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี (Infrared spectroscopy) และ อัลตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโคร
มาโทกราฟี (Ultra High Performance Liquid Chromatography) ซึ่งสารบริสุทธิ์ที่ท าการแยกได้
จะน าไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียโดยแบคทีเรีย
ที่ท าการทดสอบคือ Escherichia coli TISTR 780, Staphylococcus aureus TISTR 1466, 
Bacillus cereus TISTR 687, Enterococcus faecalis TISTR 379 และ Methicillin resistant 
Staphylococcus aureus ATCC 43300 จากนั้นท าการสังเคราะห์อนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้
จากใบมะขามเทศ พร้อมทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และฤทธิ์ต้านเชื้อ
แบคทีเรียโดยใช้แบคทีเรีย 5 ชนิดที่กล่าวไว้ข้างต้น พร้อมท าการระบุโครงสร้างของอนุพันธ์ที่ท าการ
สังเคราะห์ด้วยเทคนิคทางสเปกโตรสโคปีเช่นเดียวกับท่ีกล่าวไว้ข้างต้นเช่นเดียวกัน 
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บทที่ 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ข้อมูลทั่วไปของต้นมะขามเทศ 

 

พืช   มะขามเทศ  

 ชื่อไทย  มะขามเทศ 

 ชื่ออ่ืน  มะขามข้อง 

 ชื่ออังกฤษ  Manila tamarind 

 ชื่อวิทยาศาสตร์ Pithecellobium dulce 

 ชื่อวงศ์  Leguminosae 

   ส่วนของพืชท่ีใช้ ใบ 

 มะขามเทศเป็นพืชวงศ์เดียวกับมะขามและถั่ว มีถิ่นก าเนิดในประเทศอเมริกาเขตร้อน
และกระจายปลูกในเขตร้อนทั่วโลกรวมถึงประเทศไทย พืชชนิดนี้เจริญเติบโตเร็วและมีความทนทาน
ต่อสภาพแวดล้อมอย่างมาก ไม่มีปัญหาเกี่ยวกับโรคและแมลงศัตรูพืช ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของ
ต้นมะขามเทศเป็นต้นไม้ยืนต้นขนาดกลางถึงขนาดใหญ่ เปลือกเรียบและมีหนามในต าแหน่งรอยก้าน
ใบ ล าต้นสีเทาแกมขาวหรือเทาด า แตกกิ่งก้านสาขามาก ใบเป็นใบเรียงสลับ ลักษณะบางและเป็นใบ
ประกอบแบบนิ้วมือ หูใบเป็นหนามแหลม มีตุ่มอยู่ระหว่างใบย่อย โคนต้นมีหนามสั้น ๆ 1 คู่ ดอกช่อ 
ขนาดเล็ก สีขาว เห็นเกสรตัวผู้เป็นพู่ชัดเจน ผลเป็นฝักโค้งเป็นวงกลมและแบ่งเป็นข้อคล้ายมะขามแต่
มีเปลือกบางและมีสีเขียวอ่อนปนชมพู เมื่อแก่เปลี่ยนเป็นสีชมพูหรือแดง เนื้อในเป็นสีชมพูหรือสีขาว 
เมล็ดสีด า พืชชนิดนี้ขยายพันธุ์ด้วยการเพาะเมล็ดหรือตอนกิ่ง [3, 4] มะขามเทศในประเทศไทยแบ่ง
ตามลักษณะฝักเป็นสามกลุ่มคือ กลุ่มฝักใหญ่ กลุ่มฝักกลาง และพันธุ์พ้ืนเมือง   

มะขามเทศเป็นพชืที่มีแร่ธาตุและวิตามินสูงโดยเฉพาะวิตามินซี และวิตามินอี มีการปลูก
เป็นการค้า อาหาร และใช้ในทางยา เช่น เปลือกต้นแก้ท้องร่วง รักษาแผลในปาก ฟันผุ ใบใช้เป็นยา
ห้ามเลือด ชะล้างบาดแผล และแก้ท้องร่วง เมล็ดแก่ใช้เป็นยาถ่ายพยาธิ ผลมีสารเบต้าแคโรทีน 
วิตามินซี และวิตามินอี ซึ่งมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต่อต้านเซลล์มะเร็ง ต้อกระจก โรคหัวใจ และ
หลอดเลือด ช่วยบ ารุงประสาท สมอง ผิวพรรณ เล็บ และเส้นผม ลดระดับคลอเรสเตอรอล แก้ไอ ขับ
เสมหะในล าไส้ สมานแผล รักษาโรคปากนกกระจอกเทศ และบรรเทาอาการปวดฟัน เส้นใยจาก



5 
 

 

มะขามเทศช่วยในการขับถ่าย ลดปัญหาอาการท้องผูก แคลเซียม และเหล็ก ในผลมะขามเทศช่วย
รักษาโรคโลหิตจาง เสริมสร้างกระดูก และฟัน [5] 

 
ภาพที่ 2.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของต้นมะขามเทศ                                                
(ท่ีมา: http://decembertown.com/%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B8%82%E0%B8%B2%E0%B8%A 
1%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8/ และ https://www.flickr.com /photos/tikth/4074042679/?   
rb=1) 
 
2.2 การเก็บพืชสมุนไพร [6] 
 

การเก็บพืชสมุนไพรต้องใช้ความรู้ในเรื่องรูปร่าง ลักษณะสัณฐานของพืช ข้อมูลด้าน
สรีรวิทยา และขบวนชีวสังเคราะห์ในพืชเพ่ือให้ได้สารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งมีฤทธิ์ในการรักษาใน
ปริมาณที่สูงที่สุด ดังนั้นการเก็บพืชสมุนไพรให้ได้คุณค่าทางยามากที่สุดต้องเก็บในช่วงเวลาที่
เหมาะสมตามส่วนของพืชสมุนไพรที่ใช้ประโยชน์ ดังนี้ 
      1. ประเภทรากหรือหัว 
     ควรเก็บในช่วงเวลาที่พืชหยุดการเจริญเติบโต ใบ ดอก ร่วงหมดแล้ว หรือในช่วงต้น
ฤดูหนาวถึงปลายฤดูร้อน เพราะในช่วงนี้รากและหัวมีการสะสมปริมาณตัวยาเอาไว้ค่อนข้างสูง วิธีการ
เก็บจะต้องใช้วิธีขุดด้วยความระมัดระวัง อย่าให้รากหรือหัวเกิดการเสียหาย 

2. ประเภทใบ หรือเก็บท้ังต้น 
          ควรเก็บในช่วงที่พืชเจริญเติบโตมากที่สุด หรือพืชบางอย่างอาจจะระบุช่วงเวลาเก็บ
อย่างชัดเจน เช่น เก็บใบไม่อ่อนหรือไม่แก่เกินไป เก็บช่วงดอกตูมเริ่มบาน หรือช่วงเวลาที่ดอกบาน 
เป็นต้น วิธีการเก็บใบใช้การตัดหรือเด็ด 
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3. ประเภทเปลือกต้นและเปลือกราก 
          เปลือกต้นโดยมากเก็บระหว่างช่วงฤดูร้อนต่อกับฤดูฝน ปริมาณยาในพืชสมุนไพรมีสูง
และเปลือกต้นหรือเปลือกรากลอกออกได้ง่าย สะดวก และอย่าลอกเปลือกออกทั้งรอบต้น เพราะ
กระทบกระเทือนในการส่งล าเลียงอาหารของพืชจะท าให้ตายได้ ทางที่ดีควรลอกจากเปลือกกิ่งหรือ
ส่วนที่เป็นแขนงย่อย ไม่ควรลอกออกจากล าต้นใหญ่ของต้นไม้ หรือจะลอกออกในลักษณะครึ่งวงกลม
ก็ได้ ส่วนเปลือกรากเก็บในช่วงต้นฤดูฝนเหมาะสมที่สุด  

4. ประเภทดอก 
          โดยทั่วไปเก็บในช่วงดอกเริ่มบาน เช่น ดอกค าฝอย แต่บางชนิดเก็บในช่วงดอกตูม 
เช่น กานพลู เป็นต้น วิธีการเก็บใช้การตัดหรือเด็ด 

5. ประเภทผลและเมล็ด 
   พืชสมุนไพรบางอย่างอาจจะเก็บในช่วงที่ผลยังไม่สุกก็มี เช่น ฝรั่ง เก็บเอาผลอ่อนมา

เป็นยาแก้ท้องร่วง แต่โดยทั่วไปมักเก็บเมื่อผลแก่เต็มที่ เช่น มะแว้งต้น มะแว้งเครือ ดีปลี เมล็ด
ฟักทอง เมล็ดชุมเห็ดไทย และ เมล็ดสะแก เป็นต้น วิธีการเก็บใช้การตัดหรือเด็ด 
    คุณภาพของยาสมุนไพรที่จะใช้รักษาโรคขึ้นอยู่กับช่วงเวลาการเก็บสมุนไพร วิธีการ
เก็บ และพ้ืนดินที่ปลูกพืชสมุนไพร นอกจากนั้นยังต้องค านึงถึงการเก็บสมุนไพรให้ถูกต้นและเก็บให้ถูก
ส่วน 
 
2.3 วิธีการสกัดสารส าคัญจากพืชสมุนไพร [7] 
 

ในการเตรียมสารสกัดจากสมุนไพรนั้นมีหลายวิธีขึ้นอยู่กับชนิดของสารที่สกัด สมบัติของ
สารในพืชที่จะมีความคงตัวทนต่อความร้อนมากน้อยเพียงใด และชนิดของตัวท าละลายที่ใช้  ทั้งนี้แต่
ละวิธีมีข้อดีข้อเสียแตกต่างกันดังนี้ 

1. การหมัก (Marceration) เป็นวิธีการสกัดสารส าคัญจากพืชโดยหมักสมุนไพรกับตัว
ท าละลายในภาชนะปิด จนกระทั่งละลายองค์ประกอบภายในสมุนไพรออกมาได้ จากนั้นท าการแยก
กากสมุนไพรและระเหยตัวท าละลายอินทรีย์ออกจากสารสกัดหยาบของสมุนไพร วิธีนี้มีข้อดีคือ สาร
ไม่ถูกความร้อน แต่เป็นวิธีที่สิ้นเปลืองตัวท าละลาย เนื่องจากต้องสกัดซ้ าหลาย ๆ ครั้ง ซึ่งในการสกัด
สมุนไพรโดยวิธีการสกัดด้วยตัวท าละลาย จะมีการใช้ตัวท าละลายซึ่งมีความแตกต่างกันตามสภาพ
ความเป็นขั้ว อาทิ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต และเมทานอล 

2. การแช่ (Percolation) [8] เป็นวิธีการสกัดสารส าคัญแบบต่อเนื่อง โดยน าสมุนไพร
มาหมักกับตัวท าละลายพอชื้นแล้วน าไปบรรจุในอุปกรณ์ที่เรียกว่าเครื่องสกัดกรอง (percolator) เติม 
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ตัวท าละลายลงไป แล้วไขสารสกัดออกมา ท าการสกัดซ้ าจนกระทั่งละลายองค์ประกอบภายใน
สมุนไพรออกมาได้หมด วิธีการนี้มีข้อดีเช่นเดียวกับวิธีการหมัก (marceration) คือ สารไม่ถูกความ
ร้อน เป็นวิธีที่ง่ายและสะดวก 

3. การสกัดแบบต่อเนื่อง (Continuous extraction) [8] เป็นวิธีการสกัดโดยใช้
เครื่องมือซอกห์เลต (soxhlet extractor) ซึ่งเป็นเครื่องมือแบบระบบปิดที่ใช้ตัวท าละลายซึ่งมีจุด
เดือดต่ า ท าโดยให้ความร้อนจนท าให้ตัวท าละลายระเหยขึ้นไปแล้วควบแน่นลงมาในหลอดกระดาษ
กรองส าหรับการสกัด (thimble) ที่บรรจุสมุนไพร เมื่อสารที่สกัดได้สูงถึงระดับกาลักน้ า สารสกัดจะ
ไหลกลับลงมาในขวดกลั่น (flask) วนเวียนเช่นนี้จนการสกัดสมบูรณ์ (องค์ประกอบภายในสมุนไพร
ออกมาหมด) โดยสามารถสังเกตจากสีของตัวท าละลายในหลอดกระดาษกรองส าหรับการสกัด 
(thimble) ที่ใสขึ้น การสกัดด้วยวิธีนี้ใช้ความร้อนจึงอาจท าให้สารส าคัญบางชนิดสลายตัวได้ 
 
2.4 สารประกอบทางเคมีในพืชสมุนไพร  
 

คือสารประกอบที่สร้างขึ้นในธรรมชาติโดยพืช สารที่พืชสร้างขึ้นมาจ านวนมาก และมี
ความส าคัญต่อการเจริญเติบโตของพืชนั้น ๆ จ าแนกได้เป็น 2 พวกใหญ่ ๆ คือ 

     1. สารปฐมภูมิ (Primary metabolite) เป็นสารที่มีอยู่ในพืชชั้นสูงทั่วไป พบในพืชทุก
ชนิด เป็นผลิตผลที่ได้จากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง เช่น คาร์โบไฮเดรต ไขมัน โปรตีน เม็ดสี 
และเกลืออนินทรีย์ 

2. สารทุติยภูมิ (Secondary metabolite) เป็นสารประกอบที่มีลักษณะค่อนข้างพิเศษ 
พบต่างกันในพืชแต่ละชนิด เกิดจากกระบวนการชีวสังเคราะห์ที่มีเอนไซม์เข้าร่วม เช่น อัลคาลอยด์ 
(Alkaloid) แอนทราควิโนน (Anthraquinone) น้ ามันหอมระเหย (Essential oil) และไกลโคไซด์ 
(Glycoside) เป็นต้น สารในกลุ่มนี้ส่วนมากมีสรรพคุณทางยาหรือเป็นสารพิษ 

กลุ่มของสารที่พบในพืชมีดังนี้ 
1. อัลคาลอยด์ (Alkaloid) เป็นสารอินทรีย์ที่มีลักษณะเป็นด่าง และมีไนโตรเจนเป็น

ส่วนประกอบ มีรสขม ไม่ละลายน้ า แต่ละลายได้ดีในตัวท าลายอินทรีย์  เป็นสารที่พบมากในพืช
สมุนไพร สารประเภทนี้จะมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในหลายระบบ ตัวอย่างเช่น รีเซอปีน (reserpine) ใน
รากระย่อมมีสรรพคุณลดความดันเลือด ควินิน (quinine) ในเปลือกต้นซิงโคนา (cinchona) มี
สรรพคุณรักษาโรคมาเลเรีย และมอร์ฟีน (morphine) ในยางของผลฝิ่นมีสรรพคุณระงับอาการปวด 
เป็นต้น 
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 2. น้ ามันหอมระเหย (Volatile oil หรือ Essential oil) มีลักษณะเป็นน้ ามันที่ได้จาก
การกลั่นตัวด้วยไอน้ ามีกลิ่นรสเฉพาะตัว ระเหยได้ง่ายในอุณหภูมิปกติ เบากว่าน้ า น้ ามันนี้เป็น
ส่วนผสมของสารเคมีหลายชนิด มักเป็นส่วนประกอบของพืชสมุนไพรที่เป็นเครื่องเทศ คุณสมบัติทาง
เภสัชวิทยา มักเป็นด้านขับลม (flatulence) ต้านเชื้อแบคทีเรีย (antibacterial) และต้านเชื้อรา      
(antifungal) พบในพืชสมุนไพร เช่น กระเทียม ขิง ข่า ตะไคร้ มะกรูด ไพร ขมิ้น เป็นต้น มีการ
จ าแนกออกเป็น 4 กลุ่มหลัก คือ สารที่เรียงตัวเป็นโซ่ยาว (aliphatic compounds) สารเทอร์พีนส์ 
และสารอนุพันธ์ของเทอร์พีนส์ (terpene derivatives) สารอนุพันธ์ของเบนซีน (benzene 
derivatives) และสารประกอบอื่นๆ 

3. ไกลโคไซด์ (Glycoside) เป็นสารประกอบที่พบมากในพืชสมุนไพร มีโครงสร้าง
แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนที่เป็นน้ าตาล (glycone; ไกลโคน) กับส่วนที่ไม่ได้เป็นน้ าตาล (aglycone; 
อะไกลโคน หรือ genin; เจนิน) การที่มีน้ าตาลท าให้สารนี้ละลายน้ าได้ดี ส่วนอะไกลโคน (aglycone) 
เป็นสารอินทรีย์ ซึ่งมีสูตรโครงสร้างและเภสัชวิทยาแตกต่างกันไป และส่วนนี้เองที่ท าให้คุณสมบัติทาง
เภสัชวิทยาของไกลโคไซด์แตกต่างกันไป และท าให้แบ่งไกลโคไซด์ได้เป็นหลายประเภท เช่น 

3.1 ไกลโคไซด์กระตุ้นหัวใจ (Cardiac glycoside) มีฤทธิ์ต่อระบบกล้ามเนื้อหัวใจ 
และระบบการไหลเวียนของโลหิต นอกจากนี้ยังมีคุณสมบัติในการเร่งให้ไตขับของเหลวออกมาเป็นน้ า
ปัสสาวะได้ดีขึ้น เช่น สารในใบยี่โถฝรั่ง (Nerium odorum Soland.) ร าเพย (Thevetia 
peruviana) เป็นต้น 
  3.2 แอนทราควิโนนไกลโคไซด์ (Anthraquinone glycoside) เป็นยาระบาย 
(laxative) สารต้านจุลินทรีย์ (antimicrobial agent) และสีย้อม สารกลุ่มนี้พบในใบชุมเห็ดเทศ 
เมล็ดชุมเห็ดไทย ใบขี้เหล็ก ใบมะขามแขก เป็นต้น 
  3.3 ซาโปนินไกลโคไซด์ (Saponin glycoside) เมื่อผสมกับน้ าจะได้ฟองคล้ายสบู่ 
มักใช้เป็นสารตั้งต้นการผลิตยาประเภทสเตอรอยด์ เช่น ลูกประค าดีควาย 
  3.4 ฟลาโวนอยด์ไกลโคไซด์ (Flavonoid glycoside) เป็นสีที่พบในดอก และผล
ของพืช ท าเป็นสีย้อมหรือสีแต่งอาหาร บางชนิดใช้เป็นยา เช่น สารสีในดอกอัญชัน 
  3.5 ไซยาโนจินิคไกลโคไซด์ (Cyanogenic glycosides) หรือไซยาไนด์ (cyanide) 
ซึ่งจะอยู่ในสภาพของเกลือโซเดียมหรือแคลเซียม หากรับปริมาณไม่มากจะแสดงคุณสมบัติลดอาการ
กระวนกระวายตื่นเต้น ท าให้สงบ และผ่อนคลายกล้ามเนื้อหัวใจ และกล้ามเนื้อทั่วไปของร่างกาย เช่น
เปลือกมันส าปะหลัง (Manihot esculenta) และแอปปริคอท (Prunus armeniaca) 
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4. ฟีนอลและฟีนอลิคไกลโคไซด์ (Phenol and Phenolic glycosides) 
4.1 สารฟีนอล (Phenol) เป็นโมโนไซคลิกอะโรมาติก (monocyclic aromatic 

ring) หมู่ฟังก์ชันที่มักพบในอนุพันธ์ของฟีนอลมีดังนี้ ไฮดรอกซิลของแอลกอฮอล์ คาร์บอนิลของแอลดี
ไฮด์ และกรดคาร์บอกซิลิก และอาจมีห่วงโซ่คาร์โบไฮเดรตสั้นอยู่ด้วย สารในกลุ่มนี้มีฤทธิ์ต้านการ
อักเสบ (anti-inflammatory) และฤทธิ์ท าลายเชื้อ (anti-septic) เช่น กรดโรสมารินิค (rosmarini 
acid) ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ป้องกันอาการอักเสบช้ าบวม และต้านไวรัส 
(antiviral) 

4.2 แทนนิน (Tannin) เป็นสารที่มีสูตรโครงสร้างเป็นสารประกอบโพลีฟีนอลลิค 
(polyphenolic compounds) มีฤทธิ์เป็นกรดอ่อน สามารถตกตะกอนโปรตีน และมีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ
แบคทีเรีย พบในพืชทั่วไปทีม่ีรสฝาด เช่นในใบฝรั่ง ผลกล้วยน้ าว้าดิบ เป็นต้น 

    4.3 คูมารินและสารที่อยู่ในรูปของไกลโคไซด์ เช่น แก้ว (Marraya paniculata) 
ขึ้นฉ่าย (Apium graveolens) 

5. คาร์โบไฮเดรต (Carbohydrates) เป็นสารที่เกิดจากการสังเคราะห์แสงของพืช 
สามารถจ าแนกเป็นกลุ่มของน้ าตาลและสารพอลิแซกคาไรด์ 

6.  ไขมัน (Lipid) แบ่งออกมาเป็น 2 ชนิด คือ  
6.1 น้ ามันพืช ซึ่งเป็นแหล่งหลักของสารเบต้าซิโตสเตอรอล (β-sitosterol) ที่เป็น

สารตั้งต้นในการผลิตยาสเตียรอยด์ บางชนิดมีกรดแกมมาไลโนเลนิก (ɤ-linolenic acid) ซึ่งเป็นสาร

ตั้งต้นในการสังเคราะห์โพรสตาแกลนดินส์ (prostaglandins) ลิวโคไตรอีน (leukotrienes) และ
ทรอมบอกเซน (thromboxanes) ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการการจับตัวของเกล็ดเลือด (platelet 
aggregation) และกระบวนการอักเสบ 

6.2 อะซิโทจีนินส์ (acetogenins) มีสูตรโครงสร้างเป็นโซ่ยาว คาร์บอนอะตอม 35-

39 ตัว ส่วนปลายเป็นแกมมาแลกโตน (ɤ-lactone) มีลักษณะไม่อ่ิมตัว มีคุณสมบัติในการต้านเนื้อ

งอก ก าจัดแบคทีเรีย และแมลง 
7. กรดอะมิโน (amino acid) และสารอนุพันธ์ ได้แก่ สารที่มีซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ 

และเล็คตินส์ (lectins)  
7.1 กรดอะมิโน (amino acid) ท าหน้าที่ในการสังเคราะห์โปรตีน เป็นแหล่งสะสม

ไนโตรเจน และเป็นสารยับยั้งการงอก 
7.2 สารที่มีซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ ได้แก่ อัลลีอิน (allein) อัลลิซิน (allicin) อะ

โจอีน (ajoene) มีคุณสมบัติต้านการเกิดลิ่มเลือด ต้านความดันโลหิตสูง ละลายไฟบริน และก าจัดเชื้อ
รา 
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7.3 เล็คติน (lectins) พบได้ทั่วไปในเมล็ดถั่ว มีคุณสมบัติท าให้เม็ดเลือดแดงจับตัว
เป็นก้อนตามบริเวณข้อต่อต่าง ๆ ของร่างกาย ช่วยขับของเสีย พืชที่มีสารกลุ่มนี้คือ เมล็ดผักกาดขาว 
เมล็ดผักกาดด า เป็นต้น 

8. กลูโคซิลิเนท (glucosilinates) พบในวงศ์พืชพวกผัก มีฤทธิ์ท าให้เกิดการระคายเคือง
ที่ผิวหนัง อักเสบ บวมแดง และเป็นตุ่มพุพอง หากใช้ปริมาณที่พอเหมาะจะบรรเทาอาการปวดคัน 

9. โปรแอนโทรไซยานิน (proanthocyanins) มีสูตรโครงสร้างทางเคมีใกล้เคียงสาร
กลุ่มแทนนิน และฟลาโวนอยด์ มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ช่วยให้ระบบหมุนเวียนของ
เลือดดีข้ึน พบในแบล็กเบอร์รี่ (Rubus fruticosus) และองุ่นแดง (Vitis vinifera) 

นอกจากนั้นยังมีสารที่พบในพืชทั่วไป เช่น มิวซิเลจ กัม น้ ายาง เรซิน และบาลซัม 
เอนไซม์ กรด และสเตียรอยด์ 
 
2.5 การแยกสารบริสุทธิ์และการระบุโครงสร้างด้วยกระบวนการทางเคมี 
 

คอลัมน์โครมาโตกราฟี เป็นเทคนิคการแยกสารผสมออกจากกัน และท าให้บริสุทธิ์ อาทิ 
การแยกองค์ประกอบต่าง ๆ ในผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ การแยกสารผลิตภัณฑ์ออกจากปฏิกิริยา ในการ
แยกสารบริสุทธิ์โดยวิธีคอลัมน์โครมาโตกราฟี อาศัยความแตกต่างในการกระจายตัวของสารแต่ละ
ชนิดใน 2 วัฏภาค (phase) คือวัฏภาคหนึ่งอยู่กับที่เรียกว่าวัฏภาคนิ่ง (stationary phase) มักใช้            
ซิลิกาเจล (silica gel; SiO2) อะลูมินา (alumina; Al2O3) แคลเซียมคาร์บอเนต (calcium 
carbonate; CaCO3) เซลลูโลส (cellulose) หรือ ฟลอริซิล (florisil; fluorinated silicone 
polymer) และอีกวัฏภาคหนึ่งเคลื่อนที่ เรียกว่าวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) 

การเคลื่อนที่ของสารขึ้นอยู่กับแรงดึงดูดระหว่างสารตัวอย่างกับวัฏภาคนิ่ง และการ
ละลายของสารตัวอย่างในวัฏภาคเคลื่อนที่ ดังนั้นความมีขั้วของสารที่จะแยกและความมีขั้วของตัวท า
ละลายที่เลือกใช้ (วัฏภาคเคลื่อนที่) จึงมีผลต่อการแยกสาร กล่าวคือสารไม่มีขั้วจะเคลื่อนที่ลงมาก่อน
ได้เร็วกว่าสารที่มีขั้วที่เกิดแรงดึงดูดกับวัฏภาคนิ่ง นอกจากปัจจัยดังกล่าวมวลโมเลกุลก็มีผลในการ
เคลื่อนที่ของสาร กล่าวคือถ้าสารไม่มีข้ัวซึ่งมีมวลโมเลกุลมากจะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่าสารที่ไม่มีขั้วที่มีมวล
โมเลกุลน้อยกว่า โดยทั่วไปแล้วพอจะเรียงล าดับความมีขั้วของสารได้ดังนี้ แอลเคน (alkanes) <           
แอลคีน (alkenes) < ไดอีน (dienes) < อะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (aromatic hydrocarbons) < 
อีเทอร์ (ethers) < เอสเทอร์ (esters) < คีโตน (ketones) < แอลดีไฮด์ (aldehydes) < เอมีน 
(amines) < ฟีนอล (phenols) < แอลกอฮอล์ (alcohols) และ กรดอินทรีย์ (organic acids)  
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ในการท าคอลัมน์โครมาโตกราฟี มักเริ่มต้นด้วยการใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ที่มีขั้วน้อย ๆ เพ่ือ
ชะสารที่ถูกดูดซับไว้ไม่ดีออกมาก่อน จากนั้นจึงเปลี่ยนเป็นตัวท าละลายที่มีขั้วมากขึ้นตามล าดับ เพ่ือ
ชะสารที่ถูกดูดซับได้ดีข้ึนตามล าดับ ในบางกรณีถ้าหาตัวท าละลายเดี่ยวที่มีขั้วตามต้องการไม่ได้ก็อาจ
จ าเป็นต้องใช้ตัวท าละลายผสม ตัวท าละลายที่นิยมใช้ในการแยกด้วยคอลัมน์โครมาโตรกราฟีเรียง
ตามล าดับจากมีข้ัวน้อยไปมาก ได้แก่ ปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum ether) หรือเฮกเซน (hexane) 
< ไซโคลเฮกเซน (cyclohexane) < คลอโรฟอร์ม (chloroform) < คาร์บอนไดซัลไฟด์ (carbon 
disulfide) < ไดเอทิล อีเทอร์ (diethyl ether) < ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) < เอทิลอะซิ
เตต (ethyl acetate) < อะซีโตน (acetone) < 2-โพรพานอล (2-propanol) < เอทานอล 
(ethanol) < เมทานอล (methanol) < กรดอะซิติค (acetic acid) ความสามารถในการชะ (eluent 
strength) จะมีความสัมพันธ์กับสภาพขั้ว โดยล าดับนี้เปลี่ยนแปลงได้ขึ้นกับชนิดของตัวดูดซับ             
(วัฏภาคนิ่ง) ตัวท าละลายที่มีข้ัวมากจะมีความสามารถในการชะสูงกว่าตัวท าละลายที่มีขั้วน้อยเมื่อตัว
ดูดซับเป็นสารมีขั้ว เช่นซิลิกาเจล แต่จะมีความสามารถในการชะต่ ากว่าตัวท าละลายที่มีขั้วน้อยเมื่อ
ตัวดูดซับเป็นสารไม่มีขั้ว เช่น ถ่านกัมมันต์ หรือซิลิกาเจลที่ถูกเคลือบผิวด้วยหมู่ไฮโดรคาร์บอน หรือ
หมู่ไซเลน 

นอกจากนี้โครมาโทกราฟีคอลัมน์อีกประเภทหนึ่งคือ เจลฟิลเตรชันโครมาโทกราฟี (Gel 
filtration chromatography) เป็นการแยกตามขนาดของสารที่ต่างกัน โดยตัวดูดซับเป็นของแข็งที่มี
รูพรุนพวกเจล เช่น เซฟาเดกส์ (sephadex) โดยสารตัวอย่างที่มีขนาดใหญ่กว่าขนาดรูพรุนของเจลจะ
ไม่สามารถเข้าไปในรูพรุนของเจลได้ และจะเคลื่อนที่ลงมาได้อย่างรวดเร็ว ส่วนสารที่มีขนาดเล็กจะ
สามารถเข้าไปในรูพรุนของเจล และใช้เวลานานในการเคลื่อนที่ลงมาด้านล่าง ท าให้สามารถแยกสารที่
มีขนาดต่างกันได้ 

ในการระบุโครงสร้างทางเคมีได้ศึกษาใน 4 เทคนิค ดังนี้ 
1. นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโคปี (Nuclear Magnetic Resonance 

Spectroscopy; NMR) 
เป็นเทคนิคท่ีเกี่ยวข้องกับการดูดกลืนคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าในช่วงคลื่นวิทยุที่ท าให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงของสปินซึ่งเป็นสมบัติเฉพาะของนิวเคลียสแต่ละชนิดภายใต้สนามแม่เหล็ก เทคนิคนี้เป็น
เทคนิคที่ส าคัญที่สุด และได้รับความนิยมมากที่สุดในการน าไปใช้หาโครงสร้างของสารอินทรีย์ใช้ใน
การศึกษาดูจ านวนโปรตอน และคาร์บอนภายในโครงสร้างของสารบริสุทธิ์  และสามารถดู
ความสัมพันธ์ของโปรตอนและคาร์บอนภายในโครงสร้าง 
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2. แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) 
               เทคนิคนี้อาศัยการท าให้โมเลกุลเกิดการแตกตัวเป็นไอออน แล้วจะเรียงไอออนเหล่านี้
ตามอัตราส่วนระหว่างมวลต่อประจุ (mass/charge; m/z) หลังจากนั้นจะวัดปริมาณของไอออน
เหล่านั้นที่มีอยู่ การท าการวิเคราะห์โดยการใส่สารตัวอย่างลงในห้องสุญญากาศ (high-vacuum 
chamber) ซึ่งจะเกิดการระเหยของตัวท าละลายและถูกกระแทก (bombard) ด้วยอิเล็กตรอนที่มี
พลังงานสูง อิเล็กตรอนที่ถูกกระแทก (bombard) จะถูกยิงเข้าไปที่โมเลกุล M ท าให้อิเล็กตรอนที่อยู่
ในโมเลกุลถูกยิงหลุดออกไป กลายเป็นอนุมูลอิสระที่มีประจุบวก (cation radical) ซึ่งเราเรียกว่า 
molecular ion; M+. 

M + e-
→ M+. + 2e- 

ล าของไอออนจะผ่านเข้าไปในสนามแม่เหล็กก าลังสูง ล าของไอออนจะเกิดการเบี่ยงเบนซึ่งขึ้นอยู่กับ
มวลของไอออน เนื่องจาก M+. จะต้องมีมวลเท่ากับมวลโมเลกุลของสาร ดังนั้นแมสสเปกโตรมิเตอร์ 
(mass spectrometer) จึงเป็นเครื่องมือที่ใช้หามวลโมเลกุลของสาร แมสสเปกตรัม (mass 
spectrum) นอกจากจะบอกน ้าหนักโมเลกุลของสารซึ่งดูได้จากพีคของ molecular ion (M+)  แล้ว
ยังสามารถบอกประเภทและโครงสร้างของสารอย่างคร่าว ๆ ได้เช่นกัน โดยสารแต่ละประเภทจะมี
รูปแบบการแตกตัวที่ไม่เหมือนกัน 
 3. ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี (UV-VIS spectrophotometry) 

เทคนิคนี้ใช้ในการตรวจวัดปริมาณแสงและค่าความเข้ม (intensity) ในช่วงรังสียูวีและ
ช่วงแสงขาว (190-1,000 นาโนเมตร) ที่ทะลุผ่านหรือถูกดูดกลืนโดยตัวอย่างที่วางอยู่ในเครื่องมือ โดย
ที่ความยาวคลื่นแสงจะมีความสัมพันธ์กับปริมาณ และชนิดของสารที่อยู่ในตัวอย่าง ซึ่งส่วนใหญ่จะ
เป็นสารอินทรีย์ สารประกอบเชิงซ้อน และสารอนินทรีย์ที่สามารถดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น
เหล่านี้ได้ คุณสมบัติในการดูดกลืนแสงของสารเมื่อโมเลกุลของตัวอย่างถูกฉายด้วยแสงที่มีพลังงาน
เหมาะสมจะท าให้อิเล็กตรอนภายในอะตอมเกิดการดูดกลืนแสง แล้วเปลี่ยนสถานะไปอยู่ในชั้นที่มี
ระดับพลังงานสูงกว่า เมื่อท าการวัดปริมาณของแสงที่ผ่านหรือสะท้อนมาจากตัวอย่างเทียบกับแสง
จากแหล่งก าเนิดที่ความยาวคลื่นค่าต่างๆตามกฎของเบียร์-แลมเบิร์ต (Beer-Lambert) ค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารจะแปรผันกับจ านวนโมเลกุลที่มีการดูดกลืนแสง เทคนิคนี้ใช้ระบุชนิดและปริมาณ
ของสารต่าง ๆ ที่มีอยู่ในตัวอย่าง 
 4. อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี (Infrared spectroscopy) 
       ใช้ในการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของสารจากการเกิดอันตรกิริยาของคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าที่มี
ความยาวคลื่นในช่วงรังสีอินฟราเรด (2–50 ไมโครเมตร) โดยรังสีอินฟราเรดจะท าให้พันธะในอะตอม 
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หรือ กลุ่มอะตอมของสารเกิดการสั่นในลักษณะต่าง ๆ ท าให้มีการเปลี่ยนแปลงความยาวพันธะ หรือ
มุมพันธะ ซึ่งแต่ละชนิดพันธะจะมีความยาวคลื่นที่เหมาะสมส าหรับการสั่นเป็นค่าแน่นอน 
 5. อัลตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Ultra High Performance Liquid  
Chromatography, UHPLC)  

     เป็นเครื่องมือที่ใช้ส าหรับแยกสารที่สนใจซึ่งละลายอยู่ในสารละลายผสม กระบวนการ
แยกสารจะเกิดขึ้นระหว่างเฟส 2 เฟส คือ เฟสอยู่กับที่ (column) กับเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase)
โดยสารจะถูกแยกออกมาในเวลาที่ต่าง ๆ กัน ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับความสามารถในการเข้ากันได้ของสารนั้น
กับเฟสเคลื่อนที่หรือเฟสอยู่กับท่ี สารตัวไหนที่สามารถเข้ากันได้ดีกับเฟสที่เคลื่อนที่สารนั้นก็จะถูกแยก 
ออกมาก่อน ส่วนสารที่เข้ากันได้ไม่ดีกับเฟสที่เคลื่อนที่ หรือเข้ากันได้ดีกับเฟสอยู่กับที่ ก็จะถูกแยก
ออกมาทีหลัง และสารที่ถูกแยกออกมาได้นั้นจะถูกตรวจวัดสัญญาณด้วยตัวตรวจวัดชนิดต่าง  ๆ แล้ว
จะแปลผลออกมาในรูปแบบกราฟที่เรียกว่า โครมาโตแกรม (chromatogram) ประกอบด้วยพีคของ
สารที่เป็นองค์ประกอบผสม เป็นเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของสารประกอบ 
สามารถวิเคราะห์สารเชิงคุณภาพวิเคราะห์ (Qualitative Analysis) และปริมาณวิเคราะห์ 
(Quantitative Analysis) เทคนิคนี้แตกต่างกับไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) คือ
วิเคราะห์ตัวอย่างได้เร็วกว่า การแยก (resolution) ดีกว่า รองรับแรงดันได้มากกว่า และประหยัดการ
ใช้สารเคมีเม่ือเปรียบเทียบวิธีกับการใช้ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) [9]  
 
2.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) 

 
สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) คือ สารประกอบที่สามารถป้องกันหรือชะลอ

กระบวนการเกิดออกซิเดชัน ซึ่งมีได้หลายรูปแบบ เช่น กระบวนการออกซิเดชันที่เกิดในร่างกาย เช่น 
การย่อยสลายโปรตีนและไขมันจากอาหารที่กินเข้าไป มลพิษทางอากาศ การหายใจ ควันบุหรี่ และ
รังสียูวี ปัจจัยดังกล่าวท าให้เกิดอนุมูลอิสระขึ้นในร่างกายซึ่งสร้างความเสียหายต่อร่างกายได้ โดย
กระบวนการออกซิเดชันเป็นกระบวนการที่ส าคัญต่อร่างกาย เช่น การใช้ออกซิเจนจากอากาศที่
หายใจเข้าไปไปเผาผลาญอาหารที่ร่างกายได้รับให้เป็นพลังงานส าหรับการท างานของเซลล์ต่าง ๆ แต่
ก็ท าให้เกิดอนุมูลอิสระเป็นผลพลอยได้ อนุมูลอิสระต่าง ๆ ที่เกิดขึ้นจะท าปฏิกิริยากับโมเลกุลที่ส าคัญ
ในร่างกาย เช่น ไขมัน โปรตีน ดีเอ็นเอ ท าให้เกิดความเสียหายต่อโมเลกุลดังกล่าว ตัวอย่างเช่น เมื่อ
อนุมูลอิสระท าปฏิกิริยากับแอลดีแอล (LDL: low - density lipoprotein) ซึ่งเป็นโคเลสเตอรอลชนิด
เลวได้ออกซิไดซ์แอลดีแอล (oxidized LDL) ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดภาวะหลอดเลือดแดงแข็งตัว 
ท าให้เกิดการอุดตันของหลอดเลือด และเป็นสาเหตุท าให้เกิดโรคหัวใจ  
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2.6.1 บทบาทของสารต้านอนุมูลอิสระ 
 การที่สารต้านอนุมูลอิสระสามารถป้องกัน หรือก าจัดอนุมูลอิสระได้มีความส าคัญ 
เพราะจากการศึกษาวิจัยพบว่า สารต้านอนุมูลอิสระสามารถลดความเสี่ยงต่อโรคโดยเฉพาะโรคเรื้อรัง
ที่สัมพันธ์กับอาหาร เช่น โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน โรคหัวใจ โรคสมอง (เช่น อัลไซเมอร์) เป็นต้น 
รวมทั้งช่วยชะลอกระบวนการบางขั้นตอนที่ท าให้เกิดความแก่ โดยปกติร่างกายสามารถก าจัดอนุมูล
อิสระก่อนที่จะท าอันตราย แต่ถ้ามีการสร้างอนุมูลอิสระเร็ว  หรือมากเกินกว่าร่างกายจะก าจัดทัน
อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจะสร้างความเสียหายต่อเซลล์และเนื้อเยื่อได้ ซึ่งส่งผลกระทบต่อสุขภาพ สาร
ต้านอนุมูลอิสระลดความเสียหายที่เกิดจากอนุมูลอิสระได้ 2 ทางคือ  
  1. ลดการสร้างอนุมูลอิสระในร่างกาย  
  2. ลดอันตรายที่เกิดจากอนุมูลอิสระ  
 2.6.2 วิธีการวัดความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ 3 วิธี ได้แก่ 
 1. วิธีวิเคราะห์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay 
 วิธีนี้ เป็นวิธีวัดทางอ้อมโดยใช้สาร 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid) หรือ ABTS มีสูตรโมเลกุล C18H18N4O6S4 มาท าให้เป็นอนุมูลอิสระโดยการถูก
ออกซิไดซ์ด้วยโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต ให้กลายเป็น ABTS+• ซึ่งเป็นอนุมูลที่มีสีฟ้า-เขียว มีความยาว

คลื่นสูงสุด (λmax) ที่ 660, 734 และ 820 นาโนเมตร แต่จะนิยมวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 734 นาโน
เมตร จากการศึกษาสามารถน าไปค านวณเป็นค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ (% inhibition) ได้ตาม
สมการ 

      ค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ = [(A 734 control – A 734 test sample) / A 734 control] x 100 
 ผลการวิเคราะห์จะค านวณเป็นค่าที่สัมพันธ์กับสารต้านออกซิเดชันมาตรฐานโทลอกซ์ 
(Trolox) จึงมีชื่อว่า Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) 
 ข้อดีของวิธีนี้ คือ ท าได้ง่าย โดยอนุมูล ABTS+• จะท าปฏิกิริยาอย่างรวดเร็วกับสารต้าน
อนุมูลอิสระ และละลายได้ทั้งในน้ า และสารท าละลายอินทรีย์ จึงท าให้ศึกษาได้ทั้งในสารที่ละลายใน
น้ า หรือละลายในไขมัน ส่วนข้อเสียของวิธีนี้ คือ ABTS+• ไมไ่ด้เป็นสารตามธรรมชาติที่ก่อให้เกิดอนุมูล
ในเซลล์หรือร่างกาย 
  2. วิธีวิเคราะห์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 2,2-ไดฟีนิล-1-ไพคริลไฮดราซิล (DPPH 
assay) 
 อนุมูล DPPH• เป็นอนุมูลไนโตรเจนที่คงตัว มีสีม่วง อยู่ในรูปอนุมูลอยู่แล้วโดยไม่ต้องท า
ปฏิกิริยาเพ่ือให้เกิดอนุมูลเหมือนกับกรณีอนุมูล ABTS+• การวิเคราะห์เป็นการวัดความสามารถของ
สารทดสอบในการก าจั ดอนุ มู ล อิส ระ  กา รวั ดท า โดย ใช้ เ ค รื่ อ งวั ดค่ า กา รดู ดกลื นแส ง 
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(spectrophotometer) วัดการลดลงของสี เมื่อเติมสารต้านอนุมูลอิสระลงไป โดยวัดการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร อนุมูล DPPH ใช้ในการทดสอบความสามารถในการท าลายอนุมูล
อิสระของสารตัวอย่าง (scavenging activity) สารละลายของ DPPH• มีสีม่วงในเอทานอล และเมื่อ
ได้รับโปรตอน จะเปลี่ยนเป็นสารละลายสีเหลือง ตามสมการดังนี้  

DPPH• + RH                    DPPH-H + R• 
   สีม่วง ตัวอย่างทดสอบ                สีเหลือง 

ค่าที่วัดได้จะแสดงความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระออกมาในค่าร้อยละการต้าน
อนุมูลอิสระ (% inhibition) ตามสมการดังนี้ 

          ค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ= [(A517 control – A517 test sample)/ A517 control)] x 100 
 ข้อดีของวิธีนี้คือ ท าได้ง่าย นิยมใช้เป็นวิธีเบื้องต้นในการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลของสาร
ต้านออกซิเดชันจากธรรมชาติ 
 ข้อเสียของวิธีนี้คือ อนุมูล DPPH• มีความคงตัวไม่ไวต่อการท าปฏิกิริยาเหมือนอนุมูลที่
เกิดในเซลล์หรือร่างกาย ดังนั้นวิธีนี้จึงไม่สามารถแยกแยะจัดอันดับอนุมูลที่มีความไวสูงได้ 
 3. วิธีวิเคราะห์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี Metal chelating activity  
 การวัดความสามารถในการแย่งจับกับโลหะ เป็นวิธีหนึ่งที่นิยมใช้ในการหาความสามารถ
ในการต้านออกซิเดชันของสารที่ต้องการทดสอบ เพราะโลหะไอออนเป็นตัวการส าคัญในการเร่ง
ปฏิกิริยาท าให้เกิดสารอนุมูลอิสระต่าง ๆ มากมายหลายชนิด โดยเฉพาะธาตุเหล็กที่อยู่ในรูปเฟอร์รัส 
หรือ Fe2+ จะท าปฏิกิริยาออกซิเดชันกับออกซิเจนในอากาศ เกิดเป็นสารอนุมูลซูเพอร์ออกไซด์ 
(Superoxide anion radical (O2

-•)) ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระตัวเริ่มต้นที่ท าให้เกิดอนุมูลอิสระตัวอ่ืน ๆ
ต่อไป ดังนั้นวิธีการวัดความสามารถในการแย่งจับโลหะธาตุเหล็กที่อยู่ในรูปเฟอร์รัส (Fe2+) ของสารที่
ต้องการทดสอบนั้น อาศัยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 562 นาโนเมตรที่มีค่าลดลง 
เมื่อเติมสารเฟอร์โรซีน (Ferrozine) ลงไป สารนี้จะไปจับกับธาตุเหล็กที่อยู่ในรูปเฟอร์รัส (Fe2+) แล้ว
อยู่ในรูปสารประกอบเชิงซ้อน (Ferrozine-Fe2+complex) ซึ่งจะให้สีแดง และถ้าสารที่ต้องการ
ทดสอบมีความสามารถในการแย่งจับกับธาตุเหล็กที่อยู่ในรูปเฟอร์รัส (Fe2+) จะได้สารประกอบ
เชิงซ้อน (Antioxidant-Fe2+ Complex) ท าให้สีแดงของสารประกอบเชิงซ้อน (Ferrozine-
Fe2+complex) จางลงได ้
 เมื่อได้ค่าการดูดกลืนแสงแล้วน าไปค านวณหาค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ (% 
inhibition) ตามสมการ 

              ค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ = [(A562 control – A 562 test sample) / A562 control] x 100 
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2.7 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (antibacterial activity) [10] 

 
แบคทีเรีย (bacteria) เป็นสิ่งมีชีวิตประเภทโปรคารีโอต (Prokaryote) มีขนาดเล็ก มอง

ด้วยตาเปล่าไม่เห็น ส่วนใหญ่มีเซลล์เดียว และมีโครงสร้างที่ไม่ซับซ้อน สามารถแบ่งได้หลายรูปแบบ 
เช่น แบ่งตามรูปร่าง (กลม, ท่อน และ เกลียว) แบ่งตามการย้อมติดสีแกรม (แกรมบวก และแกรมลบ) 
หรือแบ่งตามความต้องการใช้ออกซิเจน (แอโรบิก (aerobic) แอนแอโรบ (anaerobe) แฟคัลเตตีฟ
แอนแอโรบ (facultative anaerobe) ไมโครแอโรฟิลิก (microaerophilic)) และแบ่งตามแหล่ง
อาหารและพลังงาน (ออโตโทรป  (autotroph) เฮเทอโรโทรป (heterotroph) โฟโตโทรป 
(phototroph) และคีโมโทรป (chemotroph)) [11] 

ในปัจจุบันการทดสอบความสามารถในการต้านเชื้อแบคทีเรียสามารถท าได้ 2 วิธี ได้แก่ 
การวิเคราะห์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียด้วยวิธีเจือจางความเข้มข้น (Dilution method) และ 
การวิเคราะห์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียด้วยวิธีการแพร่ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Diffusion 
method)  

1. การวิเคราะห์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียด้วยวิธีเจือจางความเข้มข้น (Dilution 
method)  

การทดสอบความสามารถออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียวิธีนี้นิยมใช้หาความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถยับยั้งหรือฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้ โดยสามารถท าได้ในอาหารแข็งและอาหารเหลว ในที่นี้พืช
สมุนไพรจะถูกเจือจางความเข้มข้นลงครั้งละ 2 เท่า (Two-fold serial dilution) การทดสอบวิธีนี้
สามารถให้ผลได้ 2 ประเภท ทั้งผลเชิงคุณภาพ เช่น พืชสมุนไพรมีผล หรือไม่มีผลต่อเชื้อที่ทดสอบ 
และผลเชิงปริมาณ เช่น ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (MIC) 

2. การวิเคราะห์การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียด้วยวิธีการแพร่ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(Diffusion method)  

การทดสอบความสามารถออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียวิธีนี้ใช้หลักการแพร่ของพืช
สมุนไพรในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดวุ้น โดยจะเจาะหลุมลงในอาหารวุ้น หรือวางกระดาษกรองวงกลมบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ ขณะที่ยาแพร่เข้าไปในอาหารวุ้นแบคทีเรียที่ไม่ถูกยายับยั้งจะเกิดการเจริญเติบโต
ส่วนบริเวณที่ถูกยายับยั้งจะไม่มีการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียโดยเกิดเป็นวงใส ( inhibition 
zone) รอบ ๆ หลุมหรือกระดาษกรอง ข้อดีของวิธีนี้คือ ค่าใช้จ่ายน้อย ท าได้ง่าย ไม่ต้องอาศัย
เครื่องมือพิเศษ แต่ก็พบข้อเสีย คือ สามารถทดสอบได้เฉพาะเบื้องต้นเท่านั้น ไม่สามารถหาความ
เข้มข้นต่ าสุดได้ 
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แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียในงานวิจัย ประกอบด้วย 
1. แบคทีเรีย Escherichia coli (E. coli) 

 
ภาพที ่2.2 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ Escherichia coli (E. coli)                                                                  
(ท่ีมา: http://www.astrographics.com/Gallery Prints/Display/GP2144.jpg) 

แบคทีเรีย Escherichia coli หรือเรียกโดยย่อว่า E. coli เป็นแบคทีเรียในกลุ่มโคลิ
ฟอร์ม (coliform bacteria) ชนิดแฟคัลเตตีฟแอนแอโรบ (facultative anaerobe) มีลักษณะเป็นรูป
ท่อน ไม่มีแคปซูล ไม่สร้างสปอร์ แกรมลบ ลักษณะโคโลนีเป็นแบบกลม ๆ โค้งนูน มีขอบชัดเจน มีอยู่
ตามธรรมชาติในล าไส้ใหญ่ของสัตว์และมนุษย์ แบคทีเรียชนิดนี้ท าให้เกิดอาการท้องเสียบ่อยที่สุด ทั้ง
ในเด็กและผู้ใหญ่ ท าให้ถ่ายอุจจาระเหลว หรือเป็นน้ า แต่อาการมักไม่รุนแรง และเป็นสาเหตุของการ
ติดเชื้อในแผลภายนอก [12] 
 

2. แบคทีเรีย Staphylococcus aureus (S. aureus) 

 
ภาพที่ 2.3 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ Staphylococcus aureus (S. aureus) 
(ท่ีมา: http://3.bp.blogspot.com/EqQU4mRDREQ/TdJpP5R0emI/AAAAAAAAAB4/DN7r5ImMZA/s1600/ 
staphylococcus+aureus.jpg) 

แบคทีเรีย Staphylococcus aureus [13] เป็นแบคทีเรียแกรมบวกในวงศ์ 
Micrococcaceae จัดเป็นแฟคัลเตตีฟแอนแอโรบ (facultative anaerobe) คือ สามารถ
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เจริญเติบโตได้ในสภาวะที่มีอากาศ และไม่มีอากาศ มีโคโลนีลักษณะกลม ขอบเรียบ นูน เรียงตัวเป็น
กลุ่มคล้ายพวงองุ่น และสามารถเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิ 7-46 องศาเซลเซียส นอกจากนี้พบว่าค่าพี
เอช (pH) ที่เชื้อ S. aureus สามารถเจริญได้อยู่ในช่วง 4.5-9.3 [14] เป็นแบคทีเรียก่อโรคชนิดหนึ่ง 
เมื่อ S. aureus ปนเปื้อนลงไปในอาหาร จะสร้างสารพิษที่เรียกว่าเอนเทอโรทอกซิน (Enterotoxin) 
ขึ้น สารพิษนี้ทนต่อความร้อนได้ดีมาก ท าให้ผู้บริโภคเกิดอาหารเป็นพิษ หลังจากรับประทานอาหารที่
มีแบคทีเรียปนเปื้อนเข้าไปประมาณ 1-6 ชั่วโมง อาการของโรคอาหารเป็นพิษที่เกิดจาก S. aureus 
คือ คลื่นไส้ อาเจียน ท้องร่วง ปวดท้องจากสารพิษ อาการมักเกิดขึ้นอย่างเฉียบพลัน ส่วนมากไม่มีไข้ 
ในรายรุนแรงอาจช็อคได้ เป็นเชื้อประจ าถิ่นที่พบได้โดยทั่วไปตามร่างกาย เช่น โพรงจมูก เยื่อบุ
ทางเดินหายใจ ผิวหนังและทางเดินอาหาร เป็นต้น [15] 

 
3. แบคทีเรีย Bacillus cereus (B. cereus) 

 
 ภาพที่ 2.4 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ Bacillus cereus (B. cereus) 
 (ท่ีมา: http://microbewiki.kenyon.edu/images/9/9d/Bacilluscereus1.JPG) 

แบคทีเรีย Bacillus cereus เป็นแบคทีเรียในกลุ่มบาซิลลัส (Bacillus) ซึ่งเป็นชนิดที่ท า
ให้เกิดโรค ย้อมติดสีแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน (rod shape) สร้างสปอร์ เจริญได้ในที่มีอากาศ 
(aerobic bacteria) สามารถสร้างสารพิษที่ทนต่อความร้อนได้ การสร้างสารพิษของเชื้อ B. cereus 
จะเกิดขึ้นเมื่อมีปริมาณเชื้อมากกว่า 105 เซลล์ต่ออาหาร 1 กรัม เจริญได้ดีที่อุณหภูมิปานกลาง ใน
ร่างกายมนุษย์และสัตว์เลือดอุ่น อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 28-37 องศาเซลเซียส ไม่เจริญเติบโตที่
อุณหภูมิต่ ากว่า 4 องศาเซลเซียส และสูงกว่า 55 องศาเซลเซียส พบทั่วไปในธรรมชาติในดิน 
ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ ซึ่งสามารถถูกท าลายได้ด้วยความร้อนอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที [16] 
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4. แบคทีเรีย Enterococcus faecalis (E. faecalis) 

 
ภาพที ่2.5 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ Enterococcus faecalis (E. faecalis)                                            
(ท่ีมา: http://ehp.niehs.nih.gov/wp-content/uploads/119/11/ehp.119-a489b.g001.png) 

แบคทีเรีย Enterococcus faecalis เป็นแบคทีเรียอยู่ในกลุ่ม D Streptococcus เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก เซลล์รูปร่างค่อนข้างวงรีอาศัยอยู่ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว์อ่ืน 
เช่นเดียวกับสายพันธุ์อื่นในสกุล Enterococcus [17] 

 
5. แบคทีเรีย Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

 
ภาพที ่2.6 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
(ท่ีมา: http://en.wikipedia.org/wiki/Methicillin-resistant_Staphylococcus_aureus) 

แบคทีเรีย MRSA เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม S. aureus ที่ดื้อต่อยาเมธิซิลลิน (methicillin) 
อาจพบได้ที่ผิวหนังและในโพรงจมูกโดยไม่ก่อให้เกิดโรคแต่อย่างใด เรียกภาวะนี้ว่าการเพ่ิมจ านวน 
(colonization) พบได้ประมาณร้อยละ 25 ถึง 30 ของประชากรทั่วไป ในกรณีที่เชื้อก่อให้เกิดโรค 
อาจเกิดเป็นภาวะติดเชื้อที่ผิวหนัง กระดูก ปอด หรือติดเชื้อในกระแสโลหิต ซึ่งถือว่ามีความรุนแรง
มากที่สุดและท าให้ผู้ป่วยถึงกับเสียชีวิตได้ ดังนั้นการก่อให้เกิดโรคติดเชื้อจึงเหมือนกันทุกประการ 
อย่างไรก็ตามพบว่าการติดเชื้อ MRSA พบได้บ่อยในโรงพยาบาล ซึ่งการแพร่กระจายของเชื้อเกิดจาก
การสัมผัสโดยตรง ไม่แพร่กระจายทางอากาศ [18, 19] 
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2.8 การทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยท่ีผ่านมา 
 
 ในปัจจุบัน มะขามเทศได้ถูกน าไปศึกษาแยกหาสารบริสุทธิ์จากส่วนต่าง  ๆ อาทิเช่น 

ส่วนราก ใบ และ ล าต้นจากนั้นน าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ไปท าการระบุโครงสร้างด้วยเทคนิคต่าง  ๆ 
นอกจากนั้นยังมีการน าไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ ตามข้อมูลดังนี้ 
               Nigam และ Mitra (1968) [20] มีการค้นพบสารในผลมะขามเทศ คือเบต้าซิโตสเตอรอล 
(β–sitosterol) (1) แคมเปสเตอรอล (campessterol) (2) และสติกมาสเตอรอล (stigmasterol) 
(3) และ (1970) [21] มีการศึกษาหาสารบริสุทธิ์จากสารสกัดใบมะขามเทศในตัวท าละลาย
แอลกอฮอล์ พบออคทาโคซานอล (octacosanol) (4) แอลฟา-สปินาสเตอรอล (α-spinasterol) (5) 
β-D glucoside of α-spinasterol (6) และเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-
rhamnoside) (7)  
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ภาพที่ 2.7 โครงสร้างของ β–sitosterol (1), campessterol (2), stigmasterol (3), 
octacosanol (4), α-spinasterol (5), β-D glucoside of α-spinasterol (6) และ kaempferol-
3-rhamnoside (7) 
 
 Bhargva Krishna และคณะ (1970) [22] ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ (Anti-
inflammatory activity) กับสารกลุ่มซาโปนิน (saponin) ที่แยกได้จากผลมะขามเทศกับหนู 
(albino rat) แสดงค่า ED50 ของซาโปนินเท่ากับ 10.0 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เปรียบเทียบกับสาร
มาตรฐานไฮโดรคอร์ติโซน (hydrocortisone) 9.8 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
 Misra และคณะ (1979) [23] ได้ศึกษาฤทธิ์ฆ่าอสุจิ (Spermicidal activity) กับสาร
กลุ่มซาโปนิน (saponin) ที่ได้จากมะขามเทศคือ sapogenin ซึ่งแสดงฤทธิ์ในการยับยั้งในระดับการ
เจือจาง 0.03% กับน้ าอสุจิ 
 นอกจากนั้นยังมีการศึกษาหาสารบริสุทธิ์จากส่วนต่าง ๆ ของต้นมะขามเทศดังงานวิจัย
ของ Zapesochnaya และคณะ (1980) [24] พบสารเคมเฟอรอล (kaempferol) (8) และเควอซิทิน 
(quercetin) (9) ในส่วนของเมล็ดมะขามเทศ และงานวิจัยของ Adinaraya และคณะ (1985) [25] 
ได้ศึกษาการแยกหาสารบริสุทธิ์จากใบในตัวท าละลายอินทรีย์อะซีโตน ค้นพบสารดัลซิทอล (dulcitol) 
(10)  
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ภาพที่ 2.8 โครงสร้างของ kaempferol (8), quercetin (9) และ dulcitol (10) 
 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ P. Sahu และคณะ (1994) [26] ค้นพบสารดัลซิน (dulcin) 

(11) และซาโปนิน พีอี (saponin PE) (12) ในส่วนของเมล็ดของต้นมะขามเทศ และงานวิจัยของ 
Nigam และคณะ (1997) [27] ได้ศึกษาการแยกหาสารบริสุทธิ์จากเมล็ดมะขามเทศ ซึ่งสามารถแยก
สารบริสุทธิ์ออกมาได้ 7 ชนิด คือ Pitheduloside A-G (13-19) ซึ่งเป็นสารในกลุ่มซาโปนิน 
(Saponin)   
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ภาพที ่2.9 โครงสร้างของ dulcin (11), saponin PE (12) และ Pitheduloside (A-G) (13-19) 
 
 Yoshikawa และคณะ (1997) [28] ได้ศึกษาการแยกหาสารบริสุทธิ์จากเมล็ดมะขาม
เทศ ซึ่งสามารถแยกสารบริสุทธิ์ออกมาได้ 5 ชนิด คือ Pitheduloside H-K (20-23) ซึ่งเป็นสารใน
กลุ่มไตรเทอร์พีน (triterpene) ในกลุ่มโอลีเนน (oleanane) และ echinocystic acid 3-O-β-D-
xylopyranosyl-(1 2)-α-L-arabinopyranosyl-(1 6)–[β-D-glucopyranosyl-(1 2)]-β-D-
glucopyranoside (24) และท าการระบุโครงสร้างด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโต
รสโคปี (NMR spectroscopy) รวมไปถึง COSY, HMQC, HMBC, TOCSY และ ROESY 
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ภาพที่ 2.10 โครงสร้างของ Pitheduloside (H-K) (20-23) และ echinocystic acid 3-O-β-D-
xylopyranosyl-(1  2)-α-L-arabinopyranosyl-(1  6)–[β-D-glucopyranosyl-(1  2)]-β-D-
glucopyranoside (24)  
 
 Saxena และคณะ (1998) [29] ได้ศึกษาการแยกหาสารบริสุทธิ์จากสารสกัดของราก
มะขามเทศในตัวท าละลายอินทรีย์เอทานอล พบสาร genistein 4’-O-α-L- rhamnopyranoside 
(25) และ (1999) [30] ได้ศึกษาการแยกหาสารบริสุทธิ์จากล าต้นของต้นมะขามเทศ ซึ่งสามารถแยก
สารบริสุทธิ์ออกมาได้ 1 ชนิด คือ 3’-prenylapigenine 7-O-rutinoside (26) และน าสารบริสุทธิ์ที่
แยกได้มาท าการสังเคราะห์ผ่านปฎิกิริยา permethylation ได้ผลิตภัณฑ์คือ tri-O-methyl-D-
glucose, tri-O-methyl-L-rhamnose และ 3’-prenylapigenine และท าการสังเคราะห์ผ่าน
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ปฎิกิริยา Enzymatic hydrolysis กับไดแอสเทส (diatase) ได้ผลิตภัณฑ์คือ 3’-prenylapigenine 
7-O-β-D-glucopyranoside และ L-rhamnose และน าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากปฎิกิริยาคือ 3’-
prenylapigenine 7-O-β-D-glucopyranoside มาท าปฎิกิริยา almond emulsion ได้ผลิตภัณฑ์
คืออะไกลโคน (aglycone) และกลูโคส (D-glucose) ในงานวิจัยของ P. Sahu, Koike และคณะ 
(1999) [31] ได้ศึกษาการแยกหาสารบริสุทธิ์จากเมล็ดของต้นมะขามเทศ ซึ่งสามารถแยกสารบริสุทธิ์
ออกมาได้ 1 ชนิด คือ pithecelloside (27) 

O

O

O

HO

OH O

OH

OH

OH                       

O

O

RO

OH

OH

R=-L-rhamnopyranosyl-(16)--D-glucopyranosyl   
  25      26 

O

H3C CH3

CH3 CH3

CH3

OH

O

OH

H3C CH3

O

OH

O

HO
HO

O

O

OH

HO

O

OH

HO

OH

O

O

OH

 
27 

ภาพที่ 2.11 โครงสร้างของ genistein 4’-O-α-L-rhamnopyranoside (25), 3’-prenylapigenine 
7-O-rutinoside (26) และ pithecelloside (27)  
 

Bautista – Baños และคณะ (2000) [32] ได้รายงานผลถึงใบมะขามเทศที่มีผลต่อ 
Fusarium sp., Alternaria sp., Rhizopus sp. และ Pestalotiopsis sp. นอกจากนั้นในงานวิจัย
ของ Barrera – Necha และคณะ (2002) [33] ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อราของเมล็ด ผล และใบของ
ต้นมะขามเทศ ซึ่งจากงานวิจัยนี้พบว่า มีผลยับยั้งต่อการเจริญเติบโตของ Colletotrichum 
gloeosporioides ซึ่งข้อมูลนี้ยังตรงกับงานวิจัยของ Bautista – Baños, García - Domínguez และ
คณะ (2003) [34] ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อรา (Antifungal activity) ของสารสกัดหยาบของใบ และ
เมล็ดในตัวท าละลายอินทรีย์เอทานอล ซึ่งพบว่าสารสกัดหยาบของใบมะขามเทศมีผลต่อ Botrytris
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cinerea, Penicillium digitatum และ Rhizopus stolonifer ในผลสตรอเบอร์รี่ และงานวิจัยของ 
Peraza – Sánchez และคณะ (2005) [35] ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อรา (Antifungal activity) ของราก
และใบของต้นมะขามเทศ ซึ่งจากงานวิจัยนี้พบว่า สารสกัดจากใบมะขามเทศมีผลยับยั้งต่อการ
เจริญเติบโตของเส้นใยของเชื้อราซึ่งมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มพืช 7 ชนิดที่ท าการศึกษาวิจัย 
 Delgado – Vargas และคณะ (2004) [36] ได้ศึกษาสมบัติในการยับยั้งเอนไซม์โปร    
ติเอสจากเมล็ดมะขามเทศซึ่งเมล็ดมะขามเทศมีฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์โปรติเอส  คือทริปซิน 
(trypsin) ไคโมทริปซิน (chymotrypsin) และปาเปน (papain) 
 Banarjee และคณะ (2005) [37] ได้ศึกษาฤทธิ์เหนี่ยวน าการแท้ง (abortifacient 
activity) กับสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ (isoflavonoid) ที่แยกได้จากสารสกัดรากจากต้นมะขามเทศ 
 Pithayanukul และคณะ (2005) [38] ได้ศึกษาฤทธิ์การเป็นเซรุ่มแก้พิษงูเห่า กับกลุ่ม
สารโพลีฟีนอล (แทนนิน) ที่ได้จาก Pithecellobium dulce (PD), Pentace burmanica (PB), 
Areca catechu (AC) และ Quercus infectoria (QI) ด้วยวิธี in vitro neutralization จาก
การศึกษาพบว่าพืชกลุ่มตัวอย่างมีปริมาณแทนนิน เท่ากับ 7.80, 9.93, 6.45 และ 34.68% ตามล าดับ 
และปริมาณแทนนินในพืชตัวอย่างมีฤทธิ์ในการยับยั้งพิษงูเห่าที่ 4 LD50 ที่ระดับความเข้มข้นของแทน
นิน ที่แตกต่างกันของ QI, PD, PB และ AC คือ 604, 431, 220 และ 80 ไมโครกรัม/หนู ตามล าดับ 
และแสดงค่า ED50 เท่ากับ 510.64, 364.50, 185.78 และ 62.00 ไมโครกรัม/หนู ตามล าดับ 
 S.D. Shanmugakumaran และคณะ (2005, 2006) [39, 40] ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านวัณ
โรค (Antitubercular activity) ด้วยวิธี BACTEC 460 TB – Radiospirometric system กับสาร
สกัดจากใบมะขามเทศด้วยตัวท าละลายอินทรีย์เฮกเซน, คลอโรฟอร์ม และแอลกอฮอล์ พบว่าสาร
สกัดแอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ให้ผลที่ดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับยาปฏิชีวนะ 
สเตร็ปโตมัยซิน (Streptomycin), ไอโซนิอาซิด (Isoniazid), ไรแฟมพิซิน (Rifampicin), อิแธมบูทอล 
(Ethambutol) และไพราซินาไมด์ (Pyrazinamide) 
 Katekhaye และคณะ (2012) [41] ได้ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant 
activity) ปริมาณสารประกอบฟินอลิกทั้งหมดและปริมาณสารฟลาโวนอยด์ (total phenolic & 
flavonoid content) และฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (free radical scavenging activity) กับอนุมูล
อิสระไฮดรอกซิล (hydroxyl), ซูเปอร์ออกไซด์ (superoxide), ไนตริกออกไซด์ (nitric oxide), 
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide), ซิงเลทออกซิเจน (singlet oxygen) และกรดไฮโป
คลอรัส (hypochlorous acid) กับสารสกัดของล าต้น และใบในตัวท าละลายอินทรีย์ คือ เมทานอล 
และ 70% อะซีโตน จากการศึกษาพบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH ของสารสกัดล าต้นในเม
ทานอล (MB) สารสกัดล าต้นในอะซีโตน (AB) สารสกัดใบในเมทานอล (ML) และสารสกัดใบในอะซี 
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โตน (AL) แสดงค่า IC50 เท่ากับ 150.23 ± 2.8, 16.83 ± 0.38, 250.32 ± 4.8 และ 18.30 ± 0.43 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ปริมาณสารฟีนอลิคทั้งหมดของ MB, AB, ML และ AL เท่ากับ 
0.129 ± 0.11, 0.190 ± 0.14, 0.084 ± 0.24 และ 0.115 ± 0.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ 
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดของ MB, AB, ML และ AL เท่ากับ 0.43 ± 0.01, 0.23 ± 0.01, 
0.90 ± 0.01 และ 0.25 ± 0.01 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ 
 Govindarajan และคณะ (2012) [42] ได้ศึกษาฤทธิ์ในการฆ่ายุงเต็มวัย (Adulticidal 
activity) จากสารสกัดของใบและเมล็ดของมะขามเทศด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ 5 ชนิดคือ เบนซีน   
เฮกเซน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และคลอโรฟอร์ม โดยทดสอบกับยุง Culex quinquefasciatus 
(Say) จากผลการทดสอบสารสกัดใบในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอลให้ผลดีที่สุด แสดงค่า LC50 ของ
ใบและเมล็ดเท่ากับ 234.97, 309.24 พีพีเอ็ม (ppm) ตามล าดับ และ LC90 ของใบและเมล็ดเท่ากับ 
464.86, 570.80 พีพีเอ็ม (ppm) ตามล าดับ ซึ่งตรงกับงานวิจัยของ Rajeswary และคณะ (2014) 
[43] ได้ศึกษาฤทธิ์ในการฆ่ายุงเต็มวัย (Adulticidal activity) จากสารสกัดของใบและเมล็ดของ
มะขามเทศด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ 5 ชนิดคือ เบนซีน เฮกเซน เอทิลอะซิเตต เมทานอล และ
คลอโรฟอร์ม โดยทดสอบกับยุง Aedes aegypti Linn. อายุ 5 วัน เพศเมีย ซึ่งเป็นพาหะโรค
ไข้เลือดออก จากผลการทดสอบสารสกัดในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอลให้ผลดีที่สุด แสดงค่า LC50

ของใบและเมล็ดเท่ากับ 218.64, 257.99 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ และ LC90 ของใบและเมล็ด
เท่ากับ 426.05, 507.73 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ  
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บทที่ 3 
วิธีการวิจัย 

3.1 อุปกรณ์ 
 

3.1.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

 เครื่องชั่งสารแบบละเอียด (Analytical balance, METTLER-TOLEDO) 

เครื่องชั่งสาร (Analytical balance, Sartorius รุ่น BP3100S) 

เครื่องกลั่นภายใต้สุญญากาศ (Rotary evaporator, BUCHI) 

ปั๊มแบบสุญญากาศ (Vacuum aspirator, TOKYO RIKAKIKAI รุ่น A-3S) 

กระดาษกรอง (Filter paper, Whatman เบอร์ 1) 

กระดาษกรองชุบยาต้านจุลชีพ (Antibiotic disc, 6 mm., Whatman, UK)  

หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอน้ า (Autoclave, TOMY SX-700) 

ตู้อบชนิดลมร้อน (Hot air oven) 

ตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ (Incubator, memmert รุ่น model 400) 

ตู้ปลอดเชื้อ (Lamina air flow, DWYER รุ่น MARK II) 

นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรมิเตอร์ (Nuclear magnetic 
resonance spectrometer, Bruker-ultrashield, 400 เมกะเฮิรตซ์) 

แมสสเปกโตรมิเตอร์ (Mass spectrometer, Thermo Finnigan) 

เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV- Visible spectrophotometer,  
Shimadzu รุ่น UV-1700) 

อัลตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Ultra High Performance 
Liquid Chromatography, Shimadzu รุ่น LC-30AD) และคอลัมน์ชนิด ACE C18-AR (250 x 4.6 
มิลลิเมตร) 

อินฟราเรด สเปกโทรมิเตอร์ (Infrared spectrometer, Perkin Elmer 
spectrum 6X) 

เครื่องระเหิดแห้ง (Freeze dry, FTSR SYSTEM. INC.) 
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 คัลเลอริมิเตอร์ (Colorimeter, JENWAY 6061) 

เครื่องฉายแสงอัลตราไวโอเล็ต (UV lamp) 

เครื่องแก้ว และอุปกรณ์ส าหรับการวิเคราะห์ 
                 3.1.2 สารเคมี 

เมทานอล (Methanol, CH3OH, Assay 98%, RCI Labscan, Thailand) 

เมทานอล (Methanol, CH3OH, HPLC grade, RCI Labscan, Thailand) 

เอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate, C4H8O2, Assay 98%, RCI Labscan, 
Thailand) 

เฮกเซน (Hexane, C6H14, Assay 98%, RCI Labscan, Thailand) 

                       ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane, CH2Cl2, Assay 98%, RCI Labscan, 
Thailand) 

                       ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane, CH2Cl2, HPLC grade, RCI Labscan, 
Thailand) 

อะซีโตน (Acetone, C3H6O, Assay 98%, RCI Labscan, Thailand) 

                       2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH, 
Fluka, Germany) 

    แอนิซัลดีไฮด์ (Anisaldehyde solution, C8H8O2, Aldrich,           
Germany) 

    ไดเมทิลซัลฟอกไซด์-ดี6 (Dimethylsulfoxide-d6, DMSO, A.R. grade, 
Aldrich, Germany) 

                       เมทานอล-ดี4 (Methanol-d4, MeOD-d4, A.R. grade, Cambridge Isotope, 
the United states) 

               ดิวทีเรียมออกไซด์ (Deuterium oxide, D2O, A.R. grade, Cambridge 
Isotope, the United states) 

                       คลอโรฟอร์ม-ดี (Chloroform-d, CDCl3-d, A.R. grade, Aldrich, Germany) 
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                      อะซีโตน-ดี6 (Acetone d6, C3D6O, A.R. grade, Wilmad Labglass, the 
United states) 

                       เซฟาเดกส์ LH-20 (Sephadex LH-20, GE, Sweden) 

                       ซิลิกาเจล (Silica gel, 100-200 mesh, RANKEM, India) 

ซิลิกาเจล (Silica gel 60 PF254, Merck, Germany)  

                        ไดเมทิลฟอร์มาร์ไมด์ (Dimethylformamide, DMF, A.R. grade, RCI 
Labscan, Thailand) 

                       โพแทสเซียมคาร์บอเนต (Potassium carbonate, K2CO3) 

                       ไซโลส (Xylose, C5H10O5)  

                       กลูโคส (Glucose, C6H12O6) 

                      กาแลกโตส (Galactose, C6H12O6) 

                       กลูโคซามีน (Glucosamine, C6H13NO5, COXIUM) 

                       โบรอนไตรฟลูออไรด์ (Boron trifluoride, BF3, ACROS, Belgium) 

                       อะซิติกแอนไฮไดรด์ (Acetic anhydride, C4H6O3, BDH, England) 

                       โพรไพโอนิกแอนไฮไดรด์ (Propionic anhydride, C6H10O3, Fluka, 
Switzerland) 

                       กรดโอเลอิก (Oleic acid, C18H34O2, MAY&BAKER, England) 

                       กรดสเตียริก (Steric acid, C18H36O2, MERCK, Germany) 

                      กรดซินนามิก (Cinnamic acid, C9H8O2, BDH, England) 

                       ไบโอทิน (Biotin, C10H16N2O3S, aapptec, the United states) 

                       เคมเฟอรอล (Kaempferol, C5H10O6, abcam Biochemicals, the United 
states) 

                       ไดไซโคลเฮกซิลคาร์โบไดอิไมด์ (Dicyclohexylcarbodiimide, DCC, C13H22N2, 
aapptec, the United states) 
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                       4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (4-Dimethylaminopyridine, DMAP, C7H10N2, 
aapptec, the United states) 

                       รีซาซูริน (Resazurin sodium salt, Aldrich, Germany) 

                       น้ ากลั่น (Distilled water, H2O) 

                        โทลูอีน (Toluene, C7H8, Assay 98%, RCI Labscan, Thailand)  

                       เฟอร์ริกคลอไรด์ (Ferric chloride, FeCl3) 

                       โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride, NaCl, MERCK, Germany) 

                       เมธิลไอโอไดด์ (Methyl ioidide, CH3I, Merck, Germany) 

                       โครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง (TLC pre-coated silica gel 60 F254 และ RP-
18F254, หนา 0.25 หรือ 0.50 มิลลิเมตร, Merck, Germany) 

               3.1.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

                      อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (Nutrient Agar, NA, DIFCO, the United states) 

                       อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (Nutrient broth, NB, HIMEDIA, India) 

               3.1.4 แบคทีเรียท่ีใช้ในการทดลอง 

                      Escherichia coli TISTR 780, Staphylococcus aureus TISTR 1466, 
Bacillus cereus TISTR 687, Enterococcus faecalis TISTR 379 และ Methicillin resistant 
Staphylococcus aureus ATCC 43300                             
3.2 วิธีการทดลอง 
 

3.2.1 การแยกสารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากใบมะขามเทศ 
 3.2.1.1 น าใบมะขามเทศ (2000 กรัม) มาปั่นแล้วบดให้เป็นผงละเอียดน ามาสกัด

สารด้วยวิธีการแช่ตัวอย่าง (maceration) ด้วยตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอลเป็นเวลา 2 สัปดาห์ 
และท าการสกัดซ้ า 2 ครั้ง 

   3.2.1.2 น าสารสกัดกรองผ่านกระดาษกรอง และระเหยตัวท าละลายอินทรีย์ด้วย
เครื่องกลั่นภายใต้สุญญากาศ ชั่งน้ าหนักตัวอย่างสารสกัดที่ระเหยตัวท าละลายออกแล้ว บันทึกผลที่ได้
และค านวณปริมาณร้อยละผลผลิต (% yield) เทียบกับพืชตัวอย่างแห้งดังภาพ 3.1 
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ใบมะขามเทศแห้งที่บดเป็นผง (2000 กรัม) 

 

   

                กาก                                                                   สารละลาย 

 

 

 

 

 

ภาพที ่3.1 การเตรียมสารสกัดหยาบจากตัวอย่างสมุนไพร 

 

   3.2.1.3 น าสารสกัดหยาบรอสู่ขั้นตอนการแยกให้ได้สารบริสุทธิ์ซึ่งท าการแยกผ่าน 
3 เทคนิค คือ (1) เจลฟิลเตรชัน (gel filtration) โดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20 (Sephadex LH-20) 
เป็นวัฏภาคคงที่โดยแยกตามขนาดของสาร (2) คอลัมน์โครมาโตกราฟี (column chromatography) 
โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวัฏภาคคงที่โดยแยกตามความมีขั้วของสาร และ (3) เพรพเพอร์เรทีฟโครมาโตก
ราฟี (Preparative layer chromatography) โดยใช้ซิลิกาเจล (Silica gel 60 PF254, ความหนา 
0.50 เซนติเมตร) เป็นวัฏภาคคงที่พร้อมทั้งตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วยแผ่นโครมาโตกราฟี
แบบชั้นบาง (thin layer chromatography, TLC) 

3.2.1.3.1 การแยกสารบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชัน (gel filtration)            
น าสารสกัดมาท าการแยกองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชันโดย

ใส่สารสกัดท่ีละลายในเมทานอลบรรจุลงในคอลัมน์ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 เซนติเมตร ที่บรรจุ
เซฟาเด็กซ์ LH-20 เป็นวัฏภาคคงที่ และใช้เมทานอลเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ท าการเก็บแต่ละส่วนย่อย 
(fraction) และตรวจสอบองค์ประกอบของสารแต่ละส่วนย่อยด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง 
(TLC pre-coated silica gel 60 F254 (Merck, หนา 0.25 มิลลิเมตร)) ซึ่งใช้ เมทานอล:เอทิล            
อะซิเตต (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใช้เครื่องยูวีสเปกโตรมิเตอร์ 

หมักในเมทานอล 2 สัปดาห์ 

หมักในเมทานอล 2 สัปดาห์ 

กาก สารละลาย 

กรองและระเหย
ภายใต้สุญญากาศ 

สารสกัด 1 

สารสกัด 2 (น าไปรวมกับสารสกัด 1) 

(0.200 กรัม (สารสกัด 1+2)) 

กรองและระเหย
ภายใต้สุญญากาศ 
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(ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร) และชุบด้วยสารแอนิซัลดีไฮด์แล้วให้ความร้อนบนเครื่องกวนสาร
แบบให้ความร้อน (stirrer) ท าการรวมส่วนย่อยที่มีองค์ประกอบคล้ายคลึงกัน โดยวิเคราะห์จากอัตรา
การเคลื่อนที่ (Rf) ขององค์ประกอบของสารที่แยกได้ โดยค านวณจากสมการ 

อัตราการเคลื่อนที่ = 
ระยะทางจากจุดก่ึงกลางของจุดเริ่มต้นถึงจุดกึ่งกลางของสาร

ระยะทางจากจุดเริ่มต้นถึงจุดสิ้นสุดของวัฏภาคเคลื่อนที่
 

บันทึกผลการทดลอง และเปรียบเทียบอัตราการเคลื่อนที่ขององค์ประกอบของสารในตัวอย่างแต่ละ
ชนิด ระเหยตัวท าละลายออก และน าไปพิจารณาโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค นิวเคลียร์แมก
เนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) 
ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี (UV-Visible spectrophotometry) อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี 
(Infrared spectroscopy) และอัลตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Ultra High 
Performance Liquid Chromatography, UHPLC)  

3.2.1.3.2 การแยกสารบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี (column 
chromatography) 

                          น าสารสกัดหยาบใบมะขามเทศที่ผ่านขั้นตอนกระบนการแยกด้วยเทคนิคเจล
ฟิลเตรชันมาท าการแยกองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี (กรณีลงแบบเปียก) 
โดยใส่สารสกัดที่ละลายในวัฏภาคเคลื่อนที่บรรจุลงในคอลัมน์ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 
เซนติเมตร ที่บรรจุซิลิกาเจล (RANKEN, 100-200 mesh) เป็นวัฏภาคคงที่ ชะคอลัมน์ด้วยตัวท า
ละลาย เฮกเซน:เอทิลอะซิเตต, เอทิลอะซิเตต, เอทิลอะซิเตต:เมทานอล และเมทานอล ในอัตราส่วน
ต่าง ๆ โดยค่อย ๆ เพ่ิมสภาพขั้วของตัวท าละลาย ปริมาณของตัวท าละลายที่ใช้อ้างอิงจากผลการ
ทดลองของการท าแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง  ท าการเก็บแต่ละส่วนย่อย (fraction) และ
ตรวจสอบองค์ประกอบของสารแต่ละส่วนย่อยด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง (TLC pre-
coated silica gel 60 F254 (Merck, หนา 0.25 มิลลิเมตร)) ซึ่งใช้ เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (4:6) 
เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใช้ เครื่องยูวีสเปกโตรมิเตอร์ (ความยาว
คลื่น 254 นาโนเมตร) และชุบด้วยสารแอนิซัลดีไฮด์แล้วให้ความร้อนบนเครื่องกวนสารแบบให้ความ
ร้อน (stirrer) ท าการรวมส่วนย่อยที่มีองค์ประกอบคล้ายคลึงกัน โดยวิเคราะห์จากอัตราการเคลื่อนที่ 
(Rf) ขององค์ประกอบของสารที่แยกได้ โดยค านวณจากสมการ 

อัตราการเคลื่อนที่ = 
ระยะทางจากจุดก่ึงกลางของจุดเริ่มต้นถึงจุดกึ่งกลางของสาร

ระยะทางจากจุดเริ่มต้นถึงจุดสิ้นสุดของวัฏภาคเคลื่อนที่
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บันทึกผลการทดลองและเปรียบเทียบอัตราการเคลื่อนที่ขององค์ประกอบของสารในตัวอย่างแต่ละ
ชนิด ระเหยตัวท าละลายออก และน าไปพิจารณาโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมก
เนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) 
ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี (UV-Visible spectrophotometry) อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี 
(Infrared spectroscopy) และอัลตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Ultra High 
Performance Liquid Chromatography, UHPLC) 

                          การแยกองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี (กรณีลงแบบ
แห้ง) โดยใส่สารสกัดที่ผสมกับซิลิกาเจลที่ผ่านการท าให้แห้งแล้วบรรจุลงในคอลัมน์ที่มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 3 เซนติเมตร ที่บรรจุซิลิกาเจล  (RANKEN, 100-200 mesh) เป็นวัฏภาคคงที่ ชะคอลัมน์
ด้วยตัวท าละลาย เฮกเซน:เอทิลอะซิเตต, เอทิลอะซิเตต, เอทิลอะซิเตต:เมทานอล ในอัตราส่วนต่าง ๆ 
โดยค่อย ๆ เพ่ิมสภาพขั้วของตัวท าละลาย ปริมาณของตัวท าละลายที่ใช้อ้างอิงจากผลการทดลองของ
การท าแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง ท าการเก็บแต่ละส่วนย่อย (fraction) และตรวจสอบ
องค์ประกอบของสารแต่ละส่วนย่อยด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง (TLC pre-coated silica 
gel 60 F254 (Merck, หนา 0.25 มิลลิเมตร)) ซึ่งใช้ เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (4:6) เป็นวัฏภาค
เคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใช้เครื่องยูวีสเปกโตรมิเตอร์ (ความยาวคลื่น 254 นา
โนเมตร) และชุบด้วยสารแอนิซัลดีไฮด์ แล้วให้ความร้อนบนเครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (stirrer) 
ท าการรวมส่วนย่อยที่มีองค์ประกอบคล้ายคลึงกัน โดยวิเคราะห์จากอัตราการเคลื่อนที่ (Rf) ของ
องค์ประกอบของสารที่แยกได้ บันทึกผลการทดลองและเปรียบเทียบอัตราการเคลื่อนที่ของ
องค์ประกอบของสารในตัวอย่างแต่ละชนิด ระเหยตัวท าละลายออก และน าไปพิจารณาโครงสร้างของ
สารบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) 
แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี (UV-Visible 
spectrophotometry) อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี (Infrared spectroscopy) และอัลตราไฮเพอร์
ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC) 

3.2.1.3.3 การแยกสารบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคเพรพเพอร์เรทีฟโครมาโตกราฟี 
ชนิดเยื่อบาง (Preparative thin layer chromatography) 

                          น าสารสกัดมาท าการแยกองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคเพรพเพอร์เรทีฟโคร
มาโตกราฟีชนิดเยื่อบาง โดยวัฏภาคคงที่คือซิลิกาเจล (ซิลิกาเจล 60 PF254, ความหนา 0.50 
เซนติเมตร) และใช้เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (5:95) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของ
จุดสารโดยใช้เครื่องยูวีสเปกโตรมิเตอร์ (ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร) ขูดเอาซิลิกาเจลที่มีจุด
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ที่ต้องการ น ามาสกัดออกด้วยเมทานอล กรองซิลิกาเจลออก ท าการสกัดซ้ าจนสารออกหมด ระเหย
ตัวท าละลายออก และน าไปพิจารณาโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเร
โซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) ยูวี-วิสิ
เบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี (UV-Visible spectrophotometry) อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี (Infrared 
spectroscopy) และอัลตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Ultra High Performance 
Liquid Chromatography, UHPLC) 

 
3.2.2 การสังเคราะห์อนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ 
 
ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ของเคมเฟอรอล (kaempferol) ที่แยกได้จากขั้นตอนการแยก

หาสารบริสุทธิ์ในใบมะขามเทศมาท าปฏิกิริยาเพ่ือปรับเปลี่ยนโครงสร้างเพ่ือเพ่ิมฤทธิ์ทางชีวภาพโดย
สามารถแบ่งการสังเคราะห์อนุพันธ์ออกเป็น 4 กลุ่ม ดังนี้ 

       3.2.2.1 การสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับไกลโคไซด์ (ไซโลส
, กลูโคส, กาแลกโตส, กลูโคซามีน) (29)  

 น าไกลโคไซด์มาท าปฏิกิริยาเตรียมในรูปอะซิติล (acetyl) โดยใช้ไกลโคไซด์ เช่น 
กลูโคส ไซโลส กาแลกโตส และกลูโคซามีน ใส่ในขวดก้นกลม เติมอะซิติลคลอไรด์ (acetyl chloride) 
(12 มิลลิลิตร) ท าการคนทิ้งไว้ตลอดคืน (overnight) ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาด้วยแผ่นโครมาโต 
กราฟีแบบชั้นบาง ซึ่งใช้ เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (0.5:9.5) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่และเก็บแบบ
สุญญากาศ (in vacuo) ไว้ในการท าปฏิริยาขั้นตอนต่อไป 

                      น าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ คือ เคมเฟอรอล (8) (5 มิลลิกรัม, 
0.0164 มิลลิโมล) ใส่ในขวดก้นกลม ละลายด้วยไดเมทิลฟอร์มาร์ไมด์ (3 มิลลิลิตร) เติมโพแทสเซียม
คาร์บอเนต (3.4 มิลลิกรัม, 0.0246 มิลลิโมล, 1.5 สมมูล (equivalent)) ท าการคนเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
จากนั้นท าการเติมน้ าตาลที่อยู่ในรูปอะซิติลไกลโคไซด์ (acetyl glycoside) เช่น กลูโคส (8.8 
มิลลิกรัม, 0.0492 มิลลิโมล, 3 สมมูล (equivalent)) ละลายด้วยไดเมทิลฟอร์มาร์ไมด์ (1 มิลลิลิตร) 
โดยขณะเติมน้ าตาลที่อยู่ในรูปอะซิติลไกลโคไซด์ (acetyl glycoside) ให้ท าที่อุณหภูมิ 0 องศา
เซลเซียส คือน าขวดก้นกลมแช่ในน้ าแข็งขณะเติมน้ าตาลในรูปอะซิติลไกลโคไซด์ (acetyl glycoside) 
เติมโบรอนไตรฟลูออไรด์  (BF3) เพ่ือเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ตั้งปฏิกิริยาโดยคนทิ้งไว้ตลอดคืน 
(overnight) ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง ซึ่งใช้ เมทานอล:
เอทิลอะซิเตต (0.5:9.5) เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ จากนั้นท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตร
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ชัน (gel filtration) โดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20  (Sephadex LH-20) เป็นวัฎภาคคงที่ (วัฎภาค
เคลื่อนที่: 50% เมทานอล/ไดคลอโรมีเทน)  ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วยแผ่นโครมาโตกราฟี
แบบชั้นบางซึ่งใช้ เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (0.5:9.5) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ จากนั้นน าสารบริสุทธิ์ที่
แยกได้มาท าปฏิกิริยา deprotection โดยเติม โซเดียมเมทอกไซด์/เมทานอล (5 สมมูล 
(equivalent)) จะได้เป็นผลิตภัณฑ์ท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี 
(column chromatography) โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวัฏภาคคงที่ (100% เอทิลอะซิเตตเป็นวัฎภาค
เคลื่อนที่) ได้ผลิตภัณฑ์คือเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (kaempferol-3,6-diacetate (29)) (2.5 
มิลลิกรัม, 24%) ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ เมทานอล:
เอทิลอะซิเตต (1:9) เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ และตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเร
โซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) ยูวี-วิสิ
เบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี (UV-Visible spectrophotometry) อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี (Infrared 
spectroscopy) และอัลตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Ultra High Performance 
Liquid Chromatography, UHPLC) และทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (disc diffusion method 
และ MIC method)  

 การสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับไกลโคไซด์มีการใช้ไกลโค
ไซด์ชนิดอ่ืนๆในการท าปฎิกิริยาสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับไกลโคไซด์ อาทิ 
ไซโลส, กาแลกโตส และกลูโคซามีน เป็นต้น ซึ่งมีวิธีการสังเคราะห์เดียวกับการสังเคราะห์อนุพันธ์เคม
เฟอรอล (kaempferol) กับไกลโคไซด์ (กลูโคส) แต่ใช้สารตั้งต้นในการสังเคราะห์ในปริมาณที่
แตกต่างกันดังนี้ ไซโลส (7.4 มิลลิกรัม, 0.0492 มิลลิโมล, 3 สมมูล (equivalent)), กาแลกโตส (8.8 
มิลลิกรัม, 0.0492 มิลลิโมล, 3 สมมูล (equivalent)) และ กลูโคซามีน (8.8 มิลลิกรัม, 0.0492 มิลลิ
โมล, 3 สมมูล (equivalent)) จากการสังเคราะห์อนุพันธ์กับไกลโคไซด์ชนิดอ่ืนๆ อาทิเช่น ไซโลส, กา
แลกโตส และกลูโคซามีน ให้ผลิตภัณฑ์ที่เหมือนกันคือ เคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (kaempferol-
3,6-diacetate (29))   

 3.2.2.2 การสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับลิปิด (โอเลอิก 
เอซิด, สเตียริก เอซิด, ซินนามิก เอซิด และไบโอทิน)  

น ากรดโอเลอิก (23.2 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) ใส่
ในขวดก้นกลมมาท าการกระตุ้น (activate) กับไดไซโคลเฮกซิลคาร์โบไดอิไมด์ (16.9229 มิลลิกรัม, 
0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) และ 4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (10.0223 มิลลิกรัม, 
0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) ซึ่งละลายด้วยไดเมทิลฟอร์มาร์ไมด์:ไดคลอโรมีเทน (2:2 



39 
 

 

มิลลิลิตร) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นท าการเติมสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศคือ เคม
เฟอรอล (8) (5 มิลลิกรัม, 0.01643 มิลลิโมล) ละลายด้วยไดเมทิลฟอร์มาร์ไมด์ (1 มิลลิลิตร) ตั้ง
ปฏิกิริยาโดยคนทิ้งไว้ตลอดคืน (overnight) ตรวจสอบการเกิดปฎิกิริยาด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบ
ชั้นบางซึ่งใช้ เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) ท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคคอลัมน์เจลฟิลเตรชัน 
(gel filtration) โดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20 (Sephadex LH-20) เป็นวัฎภาคคงที่ และ 50% เม
ทานอล/ไดคลอโรมีเทน เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ได้ผลิตภัณฑ์คือเคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด 
(kaempferol-6-oleic acid (30)) (3.1 มิลลิกรัม, 34%) ท าการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วย
แผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ เอทิลอะซิเตต :เฮกเซน (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ และ
ตรวจสอบโครงสร้ างด้วยเทคนิค นิว เคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ส เปกโ ตรสโคปี  (NMR 
spectroscopy) แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี (UV-
Visible spectrophotometry) อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี (Infrared spectroscopy) และอัล
ตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Ultra High Performance Liquid Chromatography, 
UHPLC) และทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (disc diffusion method และ MIC method)  

 การสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับลิปิด (สเตียริก เอซิด 
(steric acid) ซินนามิก เอซิด (cinnamic acid)) และไบโอทิน (biotin) มีวิธีการสังเคราะห์เดียวกับ
การสังเคราะห์เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) (30) แต่ใช้ปริมาณสารตั้ง
ต้นในการสังเคราะห์ที่แตกต่างกันดังนี้ สเตียริก เอซิด (23.4 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล 
(equivalent)) ซินนามิก เอซิด (12.2 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) และไบ
โอทิน (20.1 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) ซึ่งจะได้เป็นผลิตภัณฑ์คือเคม
เฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric acid (31)) (1.9 มิลลิกรัม, 21%), เคมเฟอรอล-6-
ซินนามิก เอซิด (kaempferol-6-cinnamic acid (32)) (2.05 มิลลิกรัม, 30%) และเคมเฟอรอล-3-
ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin (33)) (2.18 มิลลิกรัม, 26%)  

3.2.2.3 การสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับ อะซิติกแอนไฮ
ไดรด์ (acetic anhydride) (34) และโพรไพโอนิกแอนไฮไดรด์ (propionic anhydride) (35)  

น าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ คือเคมเฟอรอล (8) (5 มิลลิกรัม, 
0.01643 มิลลิโมล) ใส่ในขวดก้นกลม ละลายด้วยไดเมทิลฟอร์มาร์ไมด์ (3 มิลลิลิตร) และท าการเติม
โพแทสเซียมคาร์บอเนต (10.2 มิลลิกรัม, 0.0739 มิลลิโมล, 4.5 สมมูล (equivalent)) ท าการคนเป็น
เวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นท าการเติมอะซิติกแอนไฮไดรด์ (7.5 มิลลิกรัม, 0.0739 มิลลิโมล, 4.5 สมมูล 
(equivalent)) หรือโพรไพโอนิกแอนไฮไดรด์ (9.6 มิลลิกรัม, 0.0739 มิลลิโมล, 4.5 สมมูล 



40 
 

 

(equivalent)) ที่ท าการละลายด้วยไดเมทิลฟอร์มาร์ไมด์ (DMF, 1 มิลลิลิตร) โดยท าการเติมสารที่
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ตั้งปฏิกิริยาโดยคนทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง ตรวจสอบการเกิดปฎิกิริยาด้วยแผ่นโคร
มาโตกราฟีแบบชั้นบาง ซึ่งใช้ เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ น าผลิตภัณฑ์ผ่าน
กระบวนการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชัน (gel filtration) โดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20 
(Sephadex LH-20) เป็นวัฎภาคคงที่ และ 50% เมทานอล/ไดคลอโรมีเทนเป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ น า
ผลิตภัณฑ์ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ เอทิลอะซิเตต:   
เฮกเซน (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ และค านวณปริมาณร้อยละผลผลิต (% yield) ของผลิตภัณฑ์ และ
ตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) 
ซึ่งอนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับ อะซิติกแอนไฮไดรด์ (acetic anhydride) (35) และโพร
ไพโอนิกแอนไฮไดรด์ (propionic anhydride) (36) ได้ร้อยละผลผลิตน้อยมากและไม่สามารถแยก
สารให้บริสุทธิ์ได้ จึงไม่ได้น าไปศึกษาในการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 

3.2.3 การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) 
3.2.3.1 การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพ [44] 

3.2.3.1.1 เตรียมสารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) โดยชั่ง 
2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) มา 1 มิลลิกรัม ละลายด้วยเมทานอล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

3.2.3.1.2 น าสารสกัดจากใบมะขามเทศและสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบ
มะขามเทศ (เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-
rhamnoside (7)) และ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-
carboxylic acid (28)) มาทดสอบบนแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง  (TLC pre-coated silica gel 
60 F254 (Merck, หนา 0.25 มิลลิเมตร)) ซึ่งใช้เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 
(ส าหรับสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ), เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (0.5:9.5) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 
(ส าหรับเคมเฟอรอล (kaempferol (8)) และเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-
rhamnoside (7))) และ เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (2:8) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ (ส าหรับ 4,5-อีพ็อกซี่-
ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28))  

                          3.2.3.1.3 น าสารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) ที่เตรียมไว้
จากข้อ 3.2.3.1.1 มาป้ายลงบนแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางที่ผ่านการทดสอบ วางทิ้งไว้เป็นเวลา 
30 นาที สังเกตสีของสารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) ที่เปลี่ยนแปลงไปแล้วบันทึก
ผล 
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3.2.3.2 การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ (การทดสอบการ
ออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH Assay) [45] 

3.2.3.2.1 เตรียมสารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) ความ
เข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ ในเมทานอล โดยชั่ง 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) มา 12 มิลลิกรัม 
ละลายด้วยเมทานอลและปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตร 

3.2.3.2.2 เตรียมสารละลายกรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) ความเข้มข้น 
1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และท าการเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที่ 250, 125, 50, 25, 10, และ 5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในเมทานอล 

       3.2.3.2.3 เตรียมสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร และท าการเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที่ 250, 125, 50, 25, 10, และ 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ในเมทานอล  

                 3.2.3.2.4 ผสมสารละลายกรดแอสคอร์บิก จ านวน 2.5 มิลลิลิตร กับ
สารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) ความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ จ านวน 1 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน วางไว้ในความมืดเป็นเวลา 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร น า
ค่าท่ีได้ไปค านวณตามสมการ 

ค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ = 
                  

        
  x 100 

Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวควบคุม (control) 

                      Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 

โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากไอออน (deionized water) เป็นสารละลายที่ไม่มีตัวอย่างต้องการวัด 
(blank) และน้ ากลั่นปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับ
สารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) 100 ไมโครลิตร เป็นตัวควบคุม (control) 

       3.2.3.2.5 ผสมสารสกัด จ านวน 2.5 มิลลิลิตร กับสารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-
พิคริลไฮดราซิล (DPPH) ความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ จ านวน 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน วางไว้ใน
ความมืดเป็นเวลา 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร น าค่าที่ได้ไปค านวณตาม
สมการ  
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ค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ = 
                  

        
  x 100 

Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวควบคุม (control) 

                      Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 

โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากไอออน (deionized water) เป็นสารละลายที่ไม่มีตัวอย่างต้องการวัด 
(blank) และน้ ากลั่นปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับ
สารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) 100 ไมโครลิตร เป็นตัวควบคุม (control) 

                           3.2.3.2.6 น าค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ (% inhibition) ที่ได้จากสมการ
มาเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ (% inhibition) (แกน Y) กับความ
เข้มข้นของสารสกัด (แกน X) และค านวณหาค่า IC50 (IC50 คือความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระที่
ท าให้ความเข้มข้นของสารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล DPPH.  ลดลง 50 เปอร์เซนต์) 

3.2.4 การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (antibacterial activity) 
3.2.4.1 การศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย 

3.2.4.1.1 ท าการบ่มเชื้อแบคทีเรีย (S. aureus, B. cereus, E. coli และ E. 
faecalis) ในอาหารเหลว (nutrient broth, NB) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจวัดการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียทุก ๆ 2 ชั่วโมง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

3.2.4.1.2 น าข้อมูลมาสร้างกราฟระหว่างเวลา (แกน X) และค่าดูดกลืนแสง 
(แกน Y) เพ่ือหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเพ่ือใช้ในการทดสอบฤทธิ์ต้าน
เชื้อแบคทีเรียของสารตัวอย่าง 

 3.2.4.2 การศึกษาปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมด (Total viable count 
(TVA))  

3.2.4.2.1 เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ในการทดลองคือ S. aureus, B. 
cereus, E. coli และ E. faecalis) ในอาหารเหลว (NB) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้วตรวจวัด
การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียทุก ๆ 2 ชั่วโมง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าเชื้อแบคทีเรียที่ได้มาเจือ
จางด้วย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ โดยใช้การเจือจางตามล าดับส่วน 10 เท่า (10-fold dilution) แล้ว
น ามาเกลี่ยบนอาหารแข็ง (nutrient agar, NA) ที่ท าการเตรียมไว้ก่อนหน้านี้ จากนั้นน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
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3.2.4.2.2 ตรวจนับจ านวนโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่เจริญเติบโตบนผิวหน้า
อาหารแข็ง (ให้อยู่ในช่วง 30-300 โคโลนีต่อจานเพาะ) ค านวณหาความเข้มข้นของเชื้อในหน่วย 
Colony Forming Unit ต่อมิลลิลิตร (CFU/mL) น าข้อมูลที่ค านวณได้มาสร้างกราฟระหว่างเวลา 
(แกน X) กับจ านวนโคโลนีต่อมิลลิลิตร (แกน Y) เพ่ือหาความเข้มข้นของเซลล์ที่ในระยะเวลาที่ท าการ
เพาะเลี้ยงเพ่ือใช้เป็นกล้าเชื้อแบคทีเรียทดสอบฤทธิ์การต้านเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดตัวอย่างด้วยวิธี 
disc diffusion  

3.2.4.2.3 น าข้อมูลของกราฟการศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย และ
การศึกษาปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมด (Total viable count, TVA) มาสร้างกราฟมาตรฐานของ
แบคทีเรีย (S. aureus, B. cereus, E. coli และ E. faecalis) ระหว่างความเข้มข้นของเซลล์ 
(CFU/mL) (แกน X) และค่าการดูดกลืนแสง (แกน Y) เพ่ือใช้ในการค านวณในการเตรียมความเข้มข้น
ของเชื้อแบคทีเรียในการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียของสารตัวอย่าง 

3.2.4.2.4 การสร้างกราฟมาตรฐานของแบคทีเรีย MRSA โดยบ่มเชื้อ
แบคทีเรียที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลว (NB) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น ามาปรับค่าความ
ขุ่นที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้เท่ากับ 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 ตามล าดับ โดยน าเชื้อ
แบคทีเรียที่ท าการบ่มและมีความขุ่นดังกล่าวมาท าการเจือจางด้วย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ โดยใช้
การเจือจางล าดับส่วนแบบ 10 เท่า (10-fold dilution) แล้วน ามาเกลี่ยบนอาหารแข็ง (nutrient 
agar, NA) ที่ท าการเตรียมไว้ก่อนหน้านี้ จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นับจ านวน
โคโลนีที่ปรากฎบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ (ให้อยู่ในช่วง 30-300 โคโลนีต่อจานเพาะ) แล้วน าข้อมูล
มาสร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นของเซลล์ (CFU/mL) (แกน X) และค่าการดูดกลืนแสง (แกน Y)  

3.2.4.3 การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารตัวอย่าง (disc 
diffusion method) [46] 

       3.2.4.3.1 เตรียมสารตัวอย่างโดยสารสกัดหยาบใบมะขามเทศและ 4,5- อีพ็อก
ซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) ให้มีความ
เข้มข้นเท่ากับ 50, 100, 200 และ 400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เตรียมสารละลายสารบริสุทธิ์ที่แยกได้
จากใบมะขามเทศ (เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) และเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-
rhamnoside (7)) ความเข้มข้นเท่ากับ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และเตรียมสารละลายของอนุพันธ์ของ
เคมเฟอรอลกับไกลโคไซด์ (เคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต; kaempferol-3,6-diacetate (29)) ความ
เข้มข้น 12.5 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร และสารละลายอนุพันธ์ของเคมเฟอรอลกับลิปิด และไบโอทิน ได้แก่ 
เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid (30)) เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด 
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(kaempferol-6-steric acid (31)) เคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (kaempferol-6-cinnamic acid 
(32)) และเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin (33)) ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร 

                          3.2.4.3.2 เตรียมกล้าเชื้อที่ใช้ในการทดสอบ โดยปรับค่าความขุ่นของเชื้อ
แบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว (NB) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ให้มีค่า
เท่ากับความขุ่นมาตรฐานแมคฟาแลนด์ (McFarland standard No. 0.5 (1.5 x 108 โคโลนี/
มิลลิลิตร)) โดยท าการวัดความขุ่นด้วยเครื่องคัลเลอริมิเตอร์เทียบกับกราฟมาตรฐานของเชื้อแบคทีเรีย
แต่ละชนิด ถ้าเชื้อมีความขุ่นมากกว่าความขุ่นมาตรฐานให้เจือจางด้วยอาหารเหลว (NB) 

 3.2.4.3.3 ใช้สารแขวนลอยเซลล์ที่เตรียมได้จากข้อ 3.2.4.3.2 ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ถ่ายลงบนผิวหน้าอาหารแข็ง NA ปริมาตร 20 มิลลิลิตรที่เตรียมไว้ก่อนหน้านี้แล้ว ท าการ
เกลี่ยเชื้อให้ทั่ว เมื่อผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อแห้ง น าแผ่นกระดาษกรองชุบยาต้านจุลชีพที่หยดสารสกัด
ที่เตรียมไว้ 5 ไมโครลิตร มาวางบนผิวหน้าอาหารที่เกลี่ยเชื้อไว้แล้ว บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการทดลอง 3 ซ้ า โดยใช้เซฟาเลกซิน (Cephalexin, 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
เป็นตัวควบคุมผลบวก (positive control) และน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมผลลบ 
(negative control) อ่านผลการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใส (inhibition 
zone) ที่เกิดขึ้นรอบ ๆ แผ่นกระดาษกรองชุบยาต้านจุลชีพ ในหน่วยมิลลิเมตร 

3.2.4.4 การทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารตัวอย่าง                       
(MIC method) [47] 

3.2.4.4.1 เตรียมเชื้อโดยน าเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารเหลว (nutrient 
broth, NB) ปรับให้มีความขุ่นเท่ากับ 5 x 106 โคโลนี/มิลลิลิตร โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของเชื้อ
แบคทีเรีย จากนั้นเตรียมสารสกัดหยาบใบมะขามเทศความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และเจือ
จางตามล าดับส่วนแบบ 2 เท่า (two-fold dilution) จากนั้นเติมสารตามล าดับ ดังตารางที่ 3.1 
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ตารางที่ 3.1 

 

แสดงการเตรียมสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ ในการทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (MIC 
method) 

หลุมที่ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

0.85% โซเดียมคลอไรด์ 
(ไมโครลิตร) 

 

50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 

สารสกัดหยาบใบมะขามเทศ 
(ไมโครลิตร)  

(100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 
100 

 
50 

 
50 

 
50 

 
50 

 
50 

 
50 

 
50 

 
50 

 
50 

 
50 

3.3 x อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด
เหลว (ไมโครลิตร) 

30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 

เชื้อจุลินทรีย์ (ไมโครลิตร) 
(5x106 โคโลน/ีมิลลิลิตร) 

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

ความเข้มข้นของสารสกัด
หยาบใบมะขามเทศ 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

100 

50 

25 

12.5 

6.25 

3.125 

1.5625 

0.78125 

0.390625 

0.1953 

0.0977 

ส าหรับสารตัวอย่างชนิดอ่ืนและตัวอย่างยาเตรียมความเข้มข้นของสารอิงข้อมูลจาก
การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารตัวอย่าง (disc diffusion method) ดังตารางที่ 
3.2 และ 3.3 
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ตารางที่ 3.2 

 

แสดงความเข้มข้น (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ของสารตัวอย่างในการทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อ
แบคทีเรีย (MIC method)  

ความเข้มข้น 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

S. aureus 
TISTR 
1466 

B. cereus 
TISTR 687 

E. coli 
TISTR 780 

E. faecalis 
TISTR 379 

MRSA 
ATCC 
43300 

สารสกัดหยาบใบ
มะขามเทศ 

100-0.098 100-0.098 100-0.098 100-0.098 100-0.098 

Kaempferol (8) 50-0.049 50-0.049 50-0.049 - 50-0.049 
Kaempferol-3-
rhamnoside (7) 

50-0.049 50-0.049 50-0.049 - 50-0.049 

4,5-epoxy-
piperidine-3-

carboxylic acid (28) 

200-0.190 - - - 200-0.190 

Kaempferol-3,6-
diacetate (29)  

12.5-0.012 12.5-0.012 - - - 

Kaempferol-6-oleic 
acid (30) 

- - 25-0.024 - - 

Kaempferol-6-steric 
acid (31) 

- - 25-0.024 - - 

Kaempferol-3-
biotin (33) 

- - 25-0.024 - - 
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ตารางที่ 3.3 

 

แสดงความเข้มข้น (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ของกลุ่มตัวอย่างยาปฎิชีวนะในการทดสอบการออกฤทธิ์
ต้านเชื้อแบคทีเรีย (MIC method)  

ความเข้มข้น 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

S. aureus 
TISTR 
1466 

B. cereus 
TISTR 687 

E. coli 
TISTR 780 

E. faecalis 
TISTR 379 

MRSA 
ATCC 
43300 

Cephalexin 5000-4.9 5000-4.9 5000-4.9 5000-4.9 5000-4.9 
Streptomycin 5000-4.9 5-0.0048 5000-4.9 5000-4.9 5000-4.9 
Penicillin V 5000-4.9 5000-4.9 5000-4.9 20-0.019 5000-4.9 
Dicloxacillin 5000-4.9 5000-4.9 5000-4.9 5000-4.9 5000-4.9 
Vancomycin 5000-4.9 20-0.019 5000-4.9 20-0.019 5000-4.9 

 3.2.4.4.2 ดูดเชื้อแบคทีเรียที่จะทดสอบใส่ลงในหลุม หลุมละ 10 ไมโครลิตร 
แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการทดลอง 4 ซ้ า โดยใช้เซฟาเลก
ซิน (Cephalexin, 1.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) เป็นตัวควบคุมผลบวก ใช้ 0.85% โซเดียมคลอไรด์ที่
ปลอดเชื้อเป็นตัวควบคุมผลลบ และเมทานอลเป็นตัวท าละลาย  

 3.2.4.4.3 เติมสารละลายรีซาซูริน (resazurin) ความเข้มข้น 0.1% ทุกหลุม 
ๆ ละ 10 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง อ่านผลการ
ทดลองที่ได้โดยสีน้ าเงินแสดงว่าเป็นผลบวก หมายถึงสารมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย และสีชมพูแสดง
ว่าเป็นผลลบหมายถึงสารไม่มีฤทธิ์ยับยั้ง มีการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยค่า MIC คือความเข้มข้น
ต่ าสุดที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 

 3.2.4.4.4 การหาค่า MBC ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อแตะเชื้อจากทุกหลุมที่ปรากฏสีน้ า
เงิน/ม่วงมาเกลี่ยบนอาหารแข็ง (NA) แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
โดยการอ่านผล ซึ่ง MBC คือความเข้มข้นต่ าสุดที่ไม่พบการเจริญเติบโตของเชื้อบนอาหารแข็ง (NA) 
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ภาพที ่3.2 วิธีการวิจัยการแยกและสังเคราะห์อนุพันธ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากใบมะขามเทศ 

เตรียมสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (P.dulce) ด้วย
วิธีการแช่ตัวอย่าง 

แยกสารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนมุูล
อิสระ (เชิงคุณภาพ) 

ทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อ
แบคทีเรีย (disc diffusion และ 

MIC method) 

ทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรีย 

การเจริญของแบคทเีรีย 

Total viable count 

disc diffusion method 

MIC method  

(สารสกัดหยาบ, ยาปฏิชีวนะ) 

ทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอสิระด้วยวธิี DPPH 
assay 

เชิงคุณภาพ 

เชิงปริมาณ 

สังเคราะห์อนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ 

ทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อ
แบคทีเรีย(disc diffusion และ 

MIC method) 
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บทที่ 4  
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
4.1 การสกัด 

 

จากการสกัดพืชตัวอย่างด้วยวิธีการแช่สารตัวอย่าง (maceration)  โดยน าใบมะขาม
เทศ (2,000 กรัม) มาปั่นแล้วบดให้เป็นผงละเอียดน ามาสกัดด้วยเมทานอลเป็นเวลา 2 สัปดาห์  และ
ท าการสกัดซ้ า 2 ครั้ง น าสารสกัดกรองผ่านกระดาษกรอง และระเหยตัวท าละลายอินทรีย์ด้วยเครื่อง
กลั่นภายใต้สูญญากาศ ชั่งน้ าหนักตัวอย่างสารสกัดที่ระเหยตัวท าละลายออกแล้ว บันทึกผลที่ได้และ
ค านวณปริมาณร้อยละผลผลิต (% yield) เมื่อเทียบกับพืชตัวอย่างแห้ง ดังตาราง 4.1 โดยค านวณ
จากสูตร 

ปริมาณร้อยละผลผลิต (% yield) = 
น้ าหนักสารสกดัหยาบ 

น้ าหนักสมุนไพรแหง้
 x 100 

ตารางที ่4.1 

 

ปริมาณร้อยละผลผลิต (% yield) ของสารสกัดใบมะขามเทศในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอล 

พืชตัวอย่าง น้ าหนักพืชแห้ง (กรัม) สารสกัดหยาบใน 
เมทานอล (กรัม) 

ปริมาณร้อยละผลผลิต 
(% yield) 

ใบมะขามเทศ                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                2,000 0.200 0.01 

 
4.2 การแยกองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในตัวท าละลายอินทรีย์เมทา
นอล 

จากการสกัดใบมะขามเทศในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอลได้สารสกัดหยาบจากใบ
มะขามเทศ 0.200 กรัม น าสารสกัดที่ได้เข้าสู่ขั้นตอนการแยกองค์ประกอบทางเคมีเพ่ือแยกหาสาร
บริสุทธิ์โดยท าการแยกองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชันโดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20 
(Sephadex LH-20) เป็นวัฏภาคคงที่ (100% เมทานอลเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่) ท าการเก็บแต่ละ
ส่วนย่อยพร้อมตรวจสอบองค์ประกอบส่วนย่อยด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้เมทานอล :
เอทิลอะซิเตต (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่โดยใช้เครื่องยูวีสเปกโตรมิเตอร์ (ความยาวคลื่น 254 นาโน
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เมตร) และชุบด้วยสารแอนิซัลดีไฮด์แล้วให้ความร้อนบนเครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (stirrer) ท า
การรวมส่วนย่อยที่มีองค์ประกอบคล้ายคลึงกันได้ส่วนย่อย 3 ส่วนด้วยกันคือ P1, P2 และ P3  

น าสาร P2 ท าการแยกองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชันโดยใช้เซฟา
เดกส์ LH-20 (Sephadex LH-20) เป็นวัฏภาคคงที่ (100% เมทานอลเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่) ท าการ
เก็บแต่ละส่วนย่อยพร้อมตรวจสอบองค์ประกอบส่วนย่อยด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้เม
ทานอล:เอทิลอะซิเตต (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่โดยใช้เครื่องยูวีสเปกโตรมิเตอร์ (ความยาวคลื่น 254 
นาโนเมตร) และชุบด้วยสารแอนิซัลดีไฮด์แล้วให้ความร้อนบนเครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน 
(stirrer) ท าการรวมส่วนย่อยที่มีองค์ประกอบคล้ายคลึงกัน ได้ส่วนย่อย 5 ส่วนคือ P2-1, P2-2, P2-3, 
P2-4 และ P2-5 น าสาร P2-3 ท าการแยกต่อด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชันโดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20 
(Sephadex LH-20) เป็นวัฏภาคคงที่ (100% เมทานอลเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่) ท าการเก็บแต่ละ
ส่วนย่อยพร้อมตรวจสอบองค์ประกอบส่วนย่อยด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้เมทานอล :
เอทิลอะซิเตต (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่โดยใช้เครื่องยูวีสเปกโตรมิเตอร์ (ความยาวคลื่น 254 นาโน
เมตร) และชุบด้วยสารแอนิซัลดีไฮด์แล้วให้ความร้อนบนเครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (stirrer) ท า
การรวมส่วนย่อยที่มีองค์ประกอบคล้ายคลึงกัน ได้ส่วนย่อย 3 ส่วนคือ P2-3-1, P2-3-2 และ P2-3-3 
และน าสาร P2-3-2 ท าการแยกต่อด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชันโดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20 (Sephadex 
LH-20) เป็นวัฏภาคคงที่ (100% เมทานอลเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่) ท าการเก็บแต่ละส่วนย่อยพร้อม
ตรวจสอบองค์ประกอบส่วนย่อยด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้เมทานอล :เอทิลอะซิเตต 
(4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่โดยใช้เครื่องยูวีสเปกโตรมิเตอร์ (ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร) และชุบ
ด้วยสารแอนิซัลดีไฮด์แล้วให้ความร้อนบนเครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (stirrer) ท าการรวม
ส่วนย่อยที่มีองค์ประกอบคล้ายคลึงกัน ได้ส่วนย่อย 3 ส่วนคือ P2-3-2-1, P2-3-2-2 และ P2-3-2-3 
จากนั้นน าสาร P2-3-2-2 ท าการแยกต่อด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟโีดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวัฏภาค
คงที่ (100% เอทิลอะซิเตตเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่) และใช้เพรพเพอร์เรทีฟโครมาโตกราฟีชนิดเยื่อบาง
เป็นวัฏภาคคงที่ (5% เมทานอล/เอทิลอะซิเตต เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่) ท าการเก็บแต่ละส่วนย่อยพร้อม
ตรวจสอบองค์ประกอบส่วนย่อยด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้เมทานอล:เอทิลอะซิเตต 
(0.5:9.5) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่โดยใช้เครื่องยูวีสเปกโตรมิเตอร์ (ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร) และ
ชุบด้วยสารแอนิซัลดีไฮด์แล้วให้ความร้อนบนเครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (stirrer) ท าการรวม
ส่วนย่อยที่มีองค์ประกอบคล้ายคลึงกัน พบสารบริสุทธิ์สองชนิดคือ เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) 
น้ าหนัก 0.026 กรัม มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง มีอัตราการเคลื่อนที่เท่ากับ 0.61 และเคม
เฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7)) น้ าหนัก 0.088 กรัม มีลักษณะเป็น
ของแข็งสีเหลืองและมีอัตราการเคลื่อนที่ของสารเท่ากับ 0.45  
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น าสาร P3 ท าการแยกต่อด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟีโดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวัฏ
ภาคคงที่ (100% เอทิลอะซิเตตเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่) ท าการเก็บแต่ละส่วนย่อยพร้อมตรวจสอบ
องค์ประกอบส่วนย่อยด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (2:8) เป็นวัฏ
ภาคเคลื่อนที่โดยใช้เครื่องยูวีสเปกโตรมิเตอร์ (ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร) และชุบด้วยสารแอ
นิซัลดีไฮด์แล้วให้ความร้อนบนเครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (stirrer) ท าการรวมส่วนย่อยที่มี
องค์ประกอบคล้ายคลึงกัน พบสารบริสุทธิ์คือ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-
epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) น้ าหนัก 0.012 กรัม มีลักษณะของสารเป็นของแข็งสี
ขาว ละลายได้ดีในน้ า อัตราการเคลื่อนที่ (Rf) ขององค์ประกอบของสารที่แยกได้ มีลักษณะของจุด 
(spot) ของสารเป็นริ้วยาว ซึ่งสามารถสรุปการแยกองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดหยาบใบมะขาม
เทศในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอลดังแสดงในภาพ 4.1 และโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกจาก
สารสกัดหยาบใบมะขามเทศในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอลดังแสดงในภาพ 4.2 
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ภาพที่ 4.1 แผนภูมิการแยกองค์ประกอบทางเคมีจากสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ 

สารสกัดหยาบใบมะขามเทศ 
(P.dulce) 0.200 กรัม 

P1 P2 

P2-1 P2-2 P2-3 

P2-3-1 P2-3-2 

P2-3-2-1 P2-3-2-2 

สารประกอบ 8 (เคมเฟอรอล) 

น้ าหนัก 0.026 กรัม 

สารประกอบ 7 (เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์) 

น้ าหนัก 0.088 กรัม 

P2-3-2-3 

P2-3-3 

P2-4 P2-5 

P3 

P3-1 

P3-2 

สารประกอบ 28                      
(4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์

บอกซิลิก เอซิด) 

น้ าหนัก 0.012 กรัม 

เจลฟิลเตรชัน (เซฟาเดกส์ LH-20) 

(100% เมทานอล) 

1. ซิลิกาเจล คอลัมน์โครมาโตกราฟ ี

(100% เอทิลอะซิเตต) 

 2. เพรพเพอร์เรทีฟโครมาโตกราฟ ี 
ชนิดเยื่อบาง 

(5% เมทานอล/เอทิลอะซิเตต) 

เจลฟิลเตรชัน (เซฟาเดกส์ LH-20) 

(100% เมทานอล) 

เจลฟิลเตรชัน (เซฟาเดกส์ LH-20) 

(100% เมทานอล) 

เจลฟิลเตรชัน (เซฟาเดกส์ LH-20) 

(100% เมทานอล) 

 ซิลิกาเจล คอลัมน์โครมาโตกราฟ ี

(100% เอทิลอะซิเตต) 
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ภาพที่ 4.2 โครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอล 
(เคมเฟอรอล (8), เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7), 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด 
(28)) 

 

4.3 การหาสูตรโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในตัวท า
ละลายอินทรีย์เมทานอล 

 

 4.3.1 เคมเฟอรอล (สารประกอบ 8) 

O

OH
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OH

OH
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 สารประกอบ 8 (เคมเฟอรอล (kaempferol)) 

 ลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง น้ าหนัก 0.026 กรัม 

       ค่า Rf เท่ากับ 0.61 (เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (0.5:9.5))  
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 1H-, 13C-NMR, HMBC และ HMQC (CD3OD) แสดงในตาราง 4.2, 4.3, 4.4 และภาพ 
4.3 

1H-NMR (CD3OD, 400MHz) δ: 8.1 (d, 1H, J = 9.04 Hz), 7.0 (d, 1H, J = 8.93 
Hz), 6.4 (d, 1H, J = 2.05 Hz), 6.1 (d, 1H, J = 2.03 Hz) 

 13C-NMR (CD3OD, 100MHz) δ: 175.70 (C=O), 164.10 (C-7), 161.40 (C-5),  
161.20 (C-4’), 159.30 (C-9), 156.90 (C-2), 130.80 (C-3), 129.50 (C-2’, 6’), 122.40 (C-1’), 
115.10 (C-3’, 5’), 103.30 (C-10), 99.90 (C-6), 93.60 (C-8)         

               MS (ESI) (+ve) m/z: 286.23 [M] 
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ตารางที ่4.2 

 

ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของเคมเฟอรอล (8) ในเมทานอล-ดี4 (CD3OD) 

ต าแหน่ง δH (ppm) δc (ppm) 

2 - 156.90 

3 - 130.80 

4 - 175.70 

5 - 161.40 

6 6.1 (d, 1H, J = 2.03 Hz) 99.90 

7 - 164.10 

8 6.4 (d, 1H, J = 2.05 Hz) 93.60 

9 - 159.30 

10 - 103.30 

1’ - 122.40 

2’ 8.1 (d, 1H, J = 9.04 Hz) 129.50 

3’ 7.0 (d, 1H, J = 8.93 Hz) 115.10 

4’ - 161.20 

5’ 7.0 (d, 1H, J = 8.93 Hz) 115.10 

6’ 8.1 (d, 1H, J = 9.04 Hz) 129.50 
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ตารางที่ 4.3 

 

ข้อมูล HMBC ของเคมเฟอรอล (8) ในเมทานอล-ดี4 (CD3OD) 

δH (position) δc (correlated C) 

H-2’, H-6’ 156.90 

H-6 161.40 

H-8 99.90 

H-6,H-8 164.10 

H-6 93.60 

H-8 159.30 

H-6, H-8 103.30 

H-2’, H-3’ 161.20 

H-3’ 115.10 

H-2’ 129.50 

 

ตารางที่ 4.4 

 

ข้อมูล HMQC ของเคมเฟอรอล (8) ในเมทานอล-ดี4 (CD3OD) 

δH (position) δc (correlated C) 

H-6 99.90 

H-8 93.60 

H-2’, H-6’ 129.50 

H-3’, H-5’ 115.10 



57 
 

 

 

 

ภาพที่ 4.3 ข้อมูลจาก HMBC สเปกตรัมแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพันธะในระยะไกลของโปรตอน
และอะตอมคาร์บอนในโครงสร้างโมเลกุลแบบ 1H-, 13C- long range correlations ของเคมเฟอรอล 
(8) 

 

 4.3.2 เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (สารประกอบ 7) 
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สารประกอบ 7 (เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside)) 

ลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง น้ าหนัก 0.088 กรัม 

       ค่า Rf เท่ากับ 0.45 (เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (0.5:9.5)) 

                 1H-, 13C-NMR, HMBC และ HMQC (CD3OD) แสดงในตาราง 4.5, 4.6, 4.7 และภาพ 
4.4 

        1H-NMR (CD3OD, 400MHz) δ: 7.8 (d, 1H, J = 9.15 Hz), 6.9 (d, 1H, J = 9.15 
Hz), 6.4 (d, 1H, J = 2.44 Hz), 6.2 (d, 1H, J = 2.44 Hz), 5.4 (d, 1H, J = 1.84 Hz), 4.2 (dd, 
1H, J = 8.95, 3.05 Hz), 3.7 (dd, 1H, J = 3.34, 1.83 Hz), 3.3 (m, 1H), 1.0 (d, 3H, J = 5.48 
Hz)  
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13C-NMR (CD3OD, 100MHz) δ: 179.00 (C=O), 165.00 (C-7), 162.00 (C-5),  
161.00 (C-9), 158.00 (C-4’), 157.00 (C-2), 135.00 (C-3), 130.00 (C-2’, 6’), 121.00 (C-1’), 
115.00 (C-3’, 5’), 105.00 (C-10), 102 (C-1’’), 99.00 (C-6), 93.00 (C-8), 71.4 (C-3’’), 70.7 
(C-4’’), 70.6 (C-2’’), 70.5 (C-5’’), 18 (CH3)          

                MS (ESI) (+ve) m/z: 431.00 [M] (แมสที่ค านวณของสาร (calculated for 
C21H19O10: 431.37)) 
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ตารางที ่4.5 

 

ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) ในเมทานอล-ดี4 (CD3OD) 

ต าแหน่ง δH (ppm) δc (ppm) 

2 - 157.00 

3 - 135.00 

4 - 179.00 

5 - 162.00 

6 6.2 (d, 1H, J = 2.44 Hz) 99.00 

7 - 165.00 

8 6.4 (d, 1H, J = 2.44 Hz) 93.00 

9 - 161.00 

10 - 105.00 

1’ - 121.00 

2’ 7.8 (d, 2H, J = 9.15 Hz) 130.00 

3’ 6.9 (d, 2H, J = 9.15 Hz) 115.00 

4’ - 158.00 

5’ 6.9 (d, 2H, J = 9.15 Hz) 115.00 

6’ 7.8 (d, 2H, J = 9.15 Hz) 130.00 

1” 5.4 (d, 1H, J = 1.84 Hz) 102.00 

2” 3.3 (m, 1H) 70.60 

3” 3.3 (m, 1H)  71.00 

4” 3.7 (dd, 1H,                         
J = 3.34, 1.83 Hz) 

70.70 

5” 4.2 (dd, 1H,                            
J = 8.95, 3.05 Hz) 

70.50 

6” 1.0 (d, 3H, J = 5.48 Hz) 18.00 
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ตารางที่ 4.6 

 

ข้อมูล HMBC ของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) ในเมทานอล-ดี4 (CD3OD) 

δH (position) δc (correlated C) 

H-2’, H-6’ 157.00 

H-1’’ 135.00 

H-6 162.00 

H-8 99.00 

H-6,H-8 165.00 

H-6 93.00 

H-8 161.00 

H-6, H-8 105.00 

H-2’, H-3’ 158.00 

H-3’ 115.00 

H-2’ 130.00 

H-3’’ 70.60 

H-2’’, H-3’’, H-4’’, H-6’’ 71.40 

H-1’’, H-2’’, H-3’’ 70.70 
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ตารางที่ 4.7 

 

ข้อมูล HMQC ของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) ในเมทานอล-ดี4 (CD3OD) 

δH (position) δc (correlated C) 

H-6 99.00 

H-8 93.00 

H-2’, H-6’ 130.00 

H-3’, H-5’ 115.00 

H-1’’ 102.00 

H-2’’, H-3’’ 70.60, 71.40 

H-4’’ 70.70 

H-5’’ 70.50 

H-6’’ 18.00 

 
 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.4 ข้อมูลจาก HMBC สเปกตรัมแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพันธะในระยะไกลของโปรตอน
และอะตอมคาร์บอนในโครงสร้างโมเลกุลแบบ 1H-, 13C- long range correlations ของเคม        
เฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) 
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4.3.3 4,5-อีพ็อกซี-่ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (สารประกอบ 28) 

H
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สารประกอบ 28 (4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-

piperidine-3-carboxylic acid) 

ลักษณะเป็นของแข็งสีขาว น้ าหนัก 0.012 กรัม 

IR (NaCl): νmax 2941.17, 1608.39, 1365.03, 1345.45, 1149.65, 993.00,  
738.46 cm-1 

1H-, 13C-NMR, HMBC และ HMQC (D2O) แสดงในตาราง 4.8, 4.9, 4.10 และภาพ
4.5 

1H-NMR (D2O, 400MHz) δ: 4.17 (m, 1H), 3.85 (dd, 2H, J = 11.8, 3.8 Hz), 3.24 
(m, 2H), 2.15 (m, 1H), 1.87 (m, 1H)     

13C-NMR (D2O, 100MHz) δ: 174.00 (C=O), 61.92 (C-5), 54.09 (C-6), 38.69 (C-
2), 32.87 (C-4), 28.04 (C-3)   

MS (ESI) (+ve) m/z: 143.6 [M], 144.7 [M+H], 292.4 [2M+H], 310.5 [2M+Na],   
451.1 [3M+Na], 469.8 [3M+K], 616.6 [4M+K] (แมสที่ค านวณของสาร (calculated for 
C6H9O3N: 143.14)) 
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ตารางที ่4.8 

 

ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (28) ในดิวทีเรียม
ออกไซด์ (D2O) 

ต าแหน่ง δH (ppm) δc (ppm) 

2 3.24 (m, 2H) 38.69 

3 1.87 (m, 1H) 28.04 

4 2.15 (m, 1H) 32.87 

5 4.17 (m, 1H) 61.92 

6 3.85 (dd, 2H, J = 11.8, 3.8 
Hz) 

54.09 

7 - 174.00 

 

ตารางที่ 4.9 

 

ข้อมูล HMBC 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (28) ในดิวทีเรียมออกไซด์ (D2O) 

δC (position) δc (correlated H) 

C3, C5, C6 38.69 

C2, C6 28.04 

C3, C7 54.09 
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ตารางที่ 4.10 

 

ข้อมูล HMQC 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (28) ในดิวทีเรียมออกไซด์ (D2O) 

δH (position) δc (correlated C) 

H-2 38.69 

H-3 28.04 

H-4 32.87 

H-5 61.92 

H-6 54.09 
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ภาพที่ 4.5 ข้อมูลจาก HMBC สเปกตรัมแสดงความสัมพันธ์ระหว่างพันธะในระยะไกลของโปรตอน
และอะตอมคาร์บอนในโครงสร้างโมเลกุลแบบ 1H-, 13C- long range correlations ของ 4,5-อีพ็อก
ซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) 
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4.4 การสังเคราะห์อนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่ได้จากใบมะขามเทศ 
 

จากการศึกษาการแยกหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกได้จากใบมะขามเทศโดยพบ
สารส าคัญ 3 ชนิดคือ เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-
rhamnoside (7)) และ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-
carboxylic acid (28)) ซึ่งแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย 
จากผลของฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นที่ได้จึงน าไปสู่การสังเคราะห์อนุพันธ์เพ่ือปรับเปลี่ยนโครงสร้าง
ด้วยการท าปฏิกิริยากับไกลโคไซด์ชนิดต่างๆ, ลิปิด และไบโอทินได้สารอนุพันธ์ของเคมเฟอรอลดังนี้ 
เคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (kaempferol-3,6-diacetate) (29) เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด 
(kaempferol-6-oleic acid) (30) เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric acid) 
(31) เคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (kaempferol-6-cinnamic acid) (32) และเคมเฟอรอล-3-ไบ
โอทิน (kaempferol-3-biotin) (33) เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยแนวทาง
ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์กับสารทั้งสามกลุ่มคือ อนุพันธ์กับไกลโคไซด์เกิดจาก
โครงสร้างของสารบริสุทธิ์อีกชนิดหนึ่งที่พบในสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในตัวท าละลายอินทรีย์เม
ทานอล คือเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ ซึ่งมีน้ าตาลแรมโนสเป็นองค์ประกอบ เมื่อน าไปท าการทดสอบ
ฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียเบื้องต้นพบว่ามีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียที่ดี จึงน าไปสู่การปรับเปลี่ยนการใช้ไกล
โคไซด์ชนิดอ่ืนๆ อนุพันธ์ในกลุ่มที่สองคืออนุพันธ์กับไขมัน จากแนวคิดที่ผนังเซลล์ของแบคทีเรียนั้น
เป็นชั้นของไขมันชนิดฟอสโฟลิปิด ดังนั้นสารที่มีลักษณะโครงสร้างของไขมันจะช่วยให้ซึมผ่านได้ดี
ยิ่งขึ้น โดยในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้กรดไขมันที่มีสายโซ่ยาว 2 ชนิด คือกรดโอเลอิก และกรดสเตียริก 
และกรดไขมันที่มีวงอะโรมาติก คือกรดซินนามิก และอนุพันธ์ในกลุ่มที่สามอนุพันธ์กับไบโอทิน  ซึ่ง
จากโครงสร้างเป็นวิตามินที่ละลายน้ าได้และมีสายโซ่ยาวประกอบอยู่ในโครงสร้าง จากโครงสร้างสาร
ชนิดนี้จึงน่าจะเข้าสู่เซลล์ได้ง่าย ซึ่งจากงานวิจัยต่างๆพบว่าสารทั้งสามกลุ่มที่เลือกใช้ในการสังเคราะห์
อนุพันธ์นั้นแสดงฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียจึงได้เลือกสารทั้งสามกลุ่มมาสังเคราะห์ในรูปอนุพันธ์ของเคม
เฟอรอล [48, 49, 50, 51, 52, 53] 

ในส่วนของการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับไกลโคไซด์, ลิปิด และไบโอทิน ได้มี
การใช้เคมเฟอรอล (C5H10O6, abcam Biochemicals, the United states) ในกระบวนการ
สังเคราะห์ เนื่องจากสารเคมเฟอรอลที่แยกได้จากกระบวนการแยกหาสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบ
มะขามเทศมีปริมาณน้อยไม่เพียงพอในการสังเคราะห์อนุพันธ์ทั้งหมด 
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4.4.1 เคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (Kaempferol-3,6-diacetate) (29) 

               จากการศึกษาการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับไกลโคไซด์ทั้ง 4 
ชนิดคือ ไซโลส, กลูโคส, กาแลกโตส และกลูโคซามีน ได้ผลิตภัณฑ์ที่เหมือนกันเพียงชนิดเดียว จึง
น าเสนอวิธีการสังเคราะห์และปฏิกิริยาเคมีของเคมเฟอรอล (kaempferol) กับกลูโคสเท่านั้น 

 การสังเคราะห์น าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ คือ เคมเฟอรอล (8) (5 
มิลลิกรัม, 0.0164 มิลลิโมล) ท าปฏิกิริยากับโพแทสเซียมคาร์บอเนต (3.4 มิลลิกรัม, 0.0246 มิลลิโมล
, 1.5 สมมูล (equivalent)), น้ าตาลที่อยู่ในรูปอะซิติลไกลโคไซด์ (acetyl glycoside) เช่นกลูโคส 
(8.8 มิลลิกรัม, 0.0492 มิลลิโมล, 3 สมมูล (equivalent)) และโบรอนไตรฟลูออไรด์ (BF3) เพ่ือเป็น
ตัวเร่งปฏิกิริยา ตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง ซึ่งใช้ เมทานอล:
เอทิลอะซิเตต (0.5:9.5) เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ จากนั้นท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตร
ชัน (gel filtration) โดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20  (Sephadex LH-20) เป็นวัฎภาคคงที่ (วัฎภาค
เคลื่อนที่: 50% เมทานอล/ไดคลอโรมีเทน)  ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วยแผ่นโครมาโตกราฟี
แบบชั้นบางซึ่งใช้ เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (0.5:9.5) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ จากนั้นน าสารบริสุทธิ์ที่
แยกได้มาท าปฏิกิริยา deprotection โดยเติม โซเดียมเมทอกไซด์ในเมทานอล (5 สมมูล 
(equivalent)) จะได้เป็นผลิตภัณฑ์ท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี 
(column chromatography) โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวัฏภาคคงที่ ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วย
แผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (1:9) เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ได้ผลิตภัณฑ์
คือเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (kaempferol-3,6-diacetate) (29) (2.5 มิลลิกรัม, 24%) 
ผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ (Rf) เท่ากับ 0.63 โดยเกิดปฏิกิริยาดัง
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 น าผลิตภัณฑ์พิสูจน์โครงสร้างด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคปี (IR spectroscopy) 
นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) และแมสสเปกโตรเมทรี (Mass 
spectrometry) พบค่า IR (NaCl): νmax 3418.46, 2924.36, 2855.06, 1618.71, 1306.29, 
533.87 cm-1 และจากข้อมูล 1H-NMR (400 MHz, CD3OD) พบสัญญาณของอะซีติล (acetyl 

group) ที่ δ 2.70 (s, H-14) และ 3.37 (s, H-12) และสัญญาณของเคมเฟอรอล (kaempferol) ที่ 
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δ 6.55 (d, J = 2.05, H-8), 7.80 (d, J = 9.15, H-3’,5’) และ 8.50 (d, J = 9.15, H-2’, 6’) ดัง
สรุปในตาราง 4.11 และจาก MS (ESI) สเปกตรัม พบ molecular ion ที่ m/z 369.20 [M – H] 
(แมสที่ค านวณของสาร (calculated for C19H14O8: 370.23) 
 ในการสัง เคราะห์อนุ พันธ์ เคมเฟอรอลกับไกลโคไซด์ ได้ศึกษาการสัง เคราะห์
นอกเหนือจากวิธีการสังเคราะห์ข้างต้นด้วยวิธีการสังเคราะห์ดังนี้  

1)  เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) (2 มิลลิกรัม, 0.004 มิลลิโมล) ท าปฏิกิริยากับ
โพแทสเซียมคาร์บอเนต (1.2 มิลลิกรัม, 0.0012 มิลลิโมล, 2.2 สมมูล 
(equivalent)), น้ าตาลที่อยู่ในรูปอะซิติลไกลโคไซด์ (acetyl glycoside) คือไซโลส 
(1.2 มิลลิกรัม, 0.004 มิลลิโมล, 1 สมมูล (equivalent)) ท าปฎิกิริยาที่อุณหภูมิ   
–79oC 

2)  เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) (2 มิลลิกรัม, 0.004 มิลลิโมล) ท าปฏิกิริยากับ
โพแทสเซียมคาร์บอเนต (1.2 มิลลิกรัม, 0.0012 มิลลิโมล, 2.2 สมมูล 
(equivalent)), น้ าตาลที่อยู่ในรูปอะซิติลไกลโคไซด์ (acetyl glycoside) คือไซโลส 
(2.0 มิลลิกรัม, 0.004 มิลลิโมล, 1.5 สมมูล (equivalent)) ท าปฎิกิริยาที่อุณหภูมิ   
–79oC 

3)  เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) (2 มิลลิกรัม, 0.004 มิลลิโมล) ท าปฏิกิริยากับ
โพแทสเซียมคาร์บอเนต (1.2 มิลลิกรัม, 0.0012 มิลลิโมล, 2.2 สมมูล 
(equivalent)), น้ าตาลที่อยู่ในรูปอะซิติลไกลโคไซด์ (acetyl glycoside) คือไซโลส 
(2.0 มิลลิกรัม, 0.004 มิลลิโมล, 1.5 สมมูล (equivalent)) ใส่โบรอนไตรฟลูออไรด์ 
(BF3) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ท าปฎิกิริยาที่อุณหภูมิ –79oC 

4)  เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) (2 มิลลิกรัม, 0.004 มิลลิโมล) ท าปฏิกิริยากับ
โพแทสเซียมคาร์บอเนต (1.2 มิลลิกรัม, 0.0012 มิลลิโมล, 2.2 สมมูล 
(equivalent)), น้ าตาลที่อยู่ในรูปอะซิติลไกลโคไซด์ (acetyl glycoside) คือไซโลส 
(2.0 มิลลิกรัม, 0.004 มิลลิโมล, 1.5 สมมูล (equivalent)) ใส่โบรอนไตรฟลูออไรด์ 
(BF3) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ท าปฎิกิริยาที่อุณหภูมิ 0oC 

5)  เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) (5 มิลลิกรัม, 0.0116 มิลลิโมล) ท าปฏิกิริยากับ
โซเดียมไฮไดร์ด (0.6 มิลลิกรัม, 0.0255 มิลลิโมล, 2.2 สมมูล (equivalent)), 
น้ าตาลที่อยู่ในรูปอะซิติลไกลโคไซด์ (acetyl glycoside) คือกลูโคส (3.0 มิลลิกรัม, 
0.0174 มิลลิโมล, 1.5 สมมูล (equivalent)) ใส่โบรอนไตรฟลูออไรด์ (BF3) เป็น
ตัวเร่งปฏิกิริยา ท าปฎิกิริยาที่อุณหภูมิ 0oC 
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6)  เคมเฟอรอล (8) (5 มิลลิกรัม, 0.0164 มิลลิโมล) ท าปฏิกิริยากับโพแทสเซียม
คาร์บอเนต (3.4 มิลลิกรัม, 0.0246 มิลลิโมล, 1.5 สมมูล (equivalent)), น้ าตาลที่
อยู่ในรูปอะซิติลไกลโคไซด์ (acetyl glycoside) เช่นกลูโคส (8.8 มิลลิกรัม, 
0.0492 มิลลิโมล, 3 สมมูล (equivalent)) และโบรอนไตรฟลูออไรด์ (BF3) เพ่ือ
เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ท าปฎิกิริยาที่อุณหภูมิ 0oC 

7)  เคมเฟอรอล (8) (5 มิลลิกรัม, 0.0164 มิลลิโมล) ท าปฏิกิริยากับเฟอร์ริกคลอไรด์ 
(44.4 มิลลิกรัม, 0.1643 มิลลิโมล, 10 สมมูล (equivalent)), น้ าตาลที่อยู่ในรูปอะ
ซิติลไกลโคไซด์ (acetyl glycoside) เช่นกลูโคส (29.6 มิลลิกรัม, 0.1643 มิลลิโมล
, 10 สมมูล (equivalent)) และ moleculae sieve ท าปฎิกิริยาโดยใช้ไมโครเวฟ
โดยใช้ความร้อนระดับไฟอ่อน และใช้เวลาท าปฏิกิริยาจนปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ์ ท า
การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง 

จากการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับไกลโคไซด์ด้วยวิธีต่างๆ พบว่าวิธีที่ 6 เป็นวิธีที่
น ามาใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ เพราะวิธีการสังเคราะห์นี้เกิดผลิตภัณฑ์ และให้ร้อยละผลผลิตได้ดี
ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืนๆ โดยวิธีการสังเคราะห์วิธีอ่ืนๆที่ท าการศึกษานั้นมักพบปัญหาเช่นไม่
เกิดปฏิกิริยาเป็นผลิตภัณฑ์, มีผลิตภัณฑ์ที่ไม่ต้องการเกิดในปฏิกิริยาและไม่สามารถแยกออกจาก
ผลิตภัณฑ์ได้   

 จากการศึกษาการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับไกลโคไซด์ชนิดต่างๆ พบว่า
ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการสังเคราะห์คือ เคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (Kaempferol-3,6-diacetate) 
(29) เป็นผลิตภัณฑ์ที่ไม่เป็นไปตามสมมุติฐานในการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับไกลโคไซด์ชนิด
ต่างๆ จากวัตถุประสงค์ที่มุ่งเน้นให้สารตั้งต้นท าปฎิกิริยากับน้ าตาลที่อยู่ในรูปอะซีติลดังโครงสร้าง
ต้นแบบคือ เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside) (7) แต่จากการทดลองจริง
สารตั้งต้นได้เข้าไปท าปฏิกิริยากันที่หมู่อะซิติลของน้ าตาลจึงได้ผลิตภัณฑ์ดังกล่าวในการสังเคราะห์
อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับไกลโคไซด์ทุกชนิด (ไซโลส, กลูโคส, กาแลกโตส, กลูโคซามีน) โดยสังเกต
ต าแหน่งการเข้าท าปฏิกิริยาของหมู่อะซีติลจากเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี 
(NMR spectroscopy)  

 จากการศึกษาการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (Kaempferol-3,6-
diacetate) (29) สารตั้งต้นท าปฎิกิริยากับหมู่อะซีติลของน้ าตาลที่อยู่ในรูปอะซีติลจึงไม่จ าเป็นต้องท า
ปฎิกิริยาในขั้นตอน deprotection เพราะได้ผลิตภัณฑ์เหมือนกันตั้งแต่ในขั้นตอนแรกก่อนท า
ปฏิกิริยา deprotection เมื่อท าการเปรียบเทียบโครงสร้างของสารด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเร
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โซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) ดังนั้นในการสังเคราะห์อนุพันธ์กับไกลโคไซด์สามารถ
ลดขั้นตอนการ deprotection ได้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ครั้งถัดไป   

 

ตารางที่ 4.11 

 

ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (29) ในเมทานอล-ดี4 (CD3OD) 

ต าแหน่ง δH (ppm) δc (ppm) 

2 - 156.00 

3 - 130.00 

4 - 179.08 

5 - 161.00 

6 - 99.00 

7 - 164.00 

8 6.55 (d, J = 2.05, 1H) 93.00 

9 - 159.00 

10 - 100.00 

11 - 169.09 

12 2.70 (s, 3H) 22.84 

13 - 169.09 

14 3.37 (s, 3H) 29.27 

1’ - 122.00 

2’ 8.50 (d, J = 9.15, 1H) 130.83 

3’ 7.80 (d, J = 9.15, 1H) 114.13 

4’ - 161.00 

5’ 7.80 (d, J = 9.15, 1H) 114.13 

6’ 8.50 (d, J = 9.15, 1H) 130.83 
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4.4.2 เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (Kaempferol-6-oleic acid) (30) 

 การสังเคราะห์เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด เริ่มต้นการสังเคราะห์โดยน ากรดโอเลอิก 
(23.2 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) ท าการกระตุ้น (activate) กับไดไซโคล
เฮกซิลคาร์โบไดอิไมด์ (16.9229 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) และ 4-ได
เมทิลอะมิโนไพริดีน (10.0223 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง และเติมเคมเฟอรอล (8) (5 มิลลิกรัม, 0.01643 มิลลิโมล) ลงไปในปฏิกิริยา ตั้งปฏิกิริยาโดย
คนทิ้งไว้ตลอดคืน (overnight) ตรวจสอบการเกิดปฎิกิริยาด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ 
เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชัน 
(gel filtration) โดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20 (Sephadex LH-20) เป็นวัฎภาคคงที่ และ 50%           
เมทานอล/ไดคลอโรมีเทน เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ ท าการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วยแผ่นโครมา
โตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ จะได้เป็นผลิตภัณฑ์คือ
เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) (30) (3.1 มิลลิกรัม, 34%) มีลักษณะ
เป็นน้ ามันสีเหลือง มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ (Rf) เท่ากับ 0.63 โดยเกิดปฏิกิริยาดังสมการ 
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 น าผลิตภัณฑ์พิสูจน์โครงสร้างด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคปี (IR spectroscopy) 
นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) และแมสสเปกโตรเมทรี (Mass 
spectrometry) พบค่า IR (NaCl): νmax 3316.52, 2928.06, 2855.06, 1706.29, 1451.74 cm-1 

จากข้อมูล 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) พบสัญญาณของกรดโอเลอิก (oleic acid) ที่ δ 0.90 (t, J 
= 6.04, H-18”), 1.70 (m, H-4”, 5”, 6”, 7”, 12”, 13”, 14”, 15”, 16”, 17”), 2.00 (m, H-3”), 
2.30 (m, H-8”, 11”), 2.40 (t, J = 7.34, H-2”), และ 5.35 (m, H-9”, 10”) และสัญญาณของเคม

เฟอรอล (kaempferol) ที่ δ 6.65 (d, J = 2.05, H-8), 6.65 (d, J = 2.05, H-3’,5’) และ 
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8.20 (d, J = 9.04, H-2’, 6’) ดังสรุปในตาราง 4.12 และจาก MS (ESI) สเปกตรัม พบ molecular 
ion ที่ m/z 551.45 [M + H] (แมสที่ค านวณของสาร (calculated for C33H42O7: 550.69)) 
 ในการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับลิปิด (โอเลอิก เอซิด, สเตียริก เอซิด และ
ซินนามิก เอซิด) ได้ศึกษาการสังเคราะห์นอกเหนือจากวิธีการสังเคราะห์ข้างต้นด้วยวิธีการสังเคราะห์
ดังนี้  

1)  ซินนามิก เอซิด (5.49 มิลลิกรัม, 0.0371 มิลลิโมล, 3.2 สมมูล (equivalent)) ท า
การกระตุ้น (activate) กับไดไซโคลเฮกซิลคาร์โบไดอิไมด์ (7.60 มิลลิกรัม, 0.0371 
มิลลิโมล, 3.2 สมมูล (equivalent)), 4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (0.40 มิลลิกรัม, 
0.00348 มิลลิโมล, 0.3 สมมูล (equivalent)) และเติมเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ 
(7) (5 มิลลิกรัม, 0.0116 มิลลิโมล) 

2)  กรดโอเลอิก (23.2 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) ท าการ
กระตุ้น (activate) กับไดไซโคลเฮกซิลคาร์โบไดอิไมด์ (16.9229 มิลลิกรัม, 
0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)), 4-ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (10.0223 
มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) และเติมเคมเฟอรอล (8) (5 
มิลลิกรัม, 0.01643 มิลลิโมล) 

จากการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับลิปิดด้วยวิธีต่างๆ พบว่าวิธีที่ 2 เป็นวิธีที่
น ามาใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ เพราะวิธีการสังเคราะห์นี้เกิดผลิตภัณฑ์ และให้ร้อยละผลผลิตได้ดี
ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีอ่ืนๆ โดยวิธีการสังเคราะห์วิธีที่ 1 นั้นไม่สามารถแยกสารให้บริสุทธิ์ได้จึง
ไม่ได้เลือกวิธีการสังเคราะห์นี้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับลิปิด 

  จากการศึกษาการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับโอเลอิก เอซิด พบว่าผลิตภัณฑ์
ที่ได้จากการสังเคราะห์คือ เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (30) โดยสังเกตต าแหน่งการเข้าท าปฏิกิริยา
ของโอเลอิก เอซิด จากเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) 
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ตารางที่ 4.12 

 

ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของเคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (30) ในคลอโรฟอร์ม-ดี (CDCl3) 

ต าแหน่ง δH (ppm) δc (ppm) 

2 - 143.00 

3 - 129.93 

4 - 173.97 

5 - 156.00 

6 - 108.00 

7 - 157.00 

8 6.65 (d, J = 2.05, 1H) 106.50 

9 - 143.49 

10 - 128.00 

1’ - 129.67 

2’, 6’ 8.20 (d, J = 9.04, 2H) 129.72 

3’, 5’ 6.65 (d, J = 2.05, 2H) 128.50 

4’ - 154.18 

1” - 177.00 

2” 2.40 (t, J = 7.34, 2H) 39.40 

3” 2.00 (m, 2H) 24.64 

4” 1.70 (m, 2H) 29.23 

5” 1.70 (m, 2H) 29.65 

6” 1.70 (m, 2H) 29.69 

7” 1.70 (m, 2H) 30.96 
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ตารางที่ 4.12 (ต่อ) 

 

ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของ ของเคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (30) ในคลอโรฟอร์ม-ดี (CDCl3) 
ต าแหน่ง δH (ppm) δc (ppm) 

8” 2.30 (m, 2H) 27.15 

9” 5.35 (m, 1H) 130.00 

10” 5.35 (m, 1H) 130.00 

11” 2.30 (m, 2H) 27.16 

12” 1.70 (m, 2H) 30.96 

13” 1.70 (m, 2H) 29.69 

14” 1.70 (m, 2H) 29.65 

15” 1.70 (m, 2H) 29.23 

16” 1.70 (m, 2H) 31.81 

17” 1.70 (m, 2H) 22.55 

18” 0.90 (t, J = 6.04, 3H) 13.90 

 

4.4.3 เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (Kaempferol-6-steric acid) (31) 

การสังเคราะห์เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด เริ่มต้นการสังเคราะห์โดยน าสเตียริก เอซิด 
(23.4 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) ท าการกระตุ้น (activate) กับไดไซโคล
เฮกซิลคาร์โบไดอิไมด์ (16.9229 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) และ 4-ได
เมทิลอะมิโนไพริดีน (10.0223 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง และเติมเคมเฟอรอล (8) (5 มิลลิกรัม, 0.01643 มิลลิโมล) ลงไปในปฏิกิริยา ตั้งปฏิกิริยาโดย
คนทิ้งไว้ตลอดคืน (overnight) ตรวจสอบการเกิดปฎิกิริยาด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ 
เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชัน 
(gel filtration) โดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20 (Sephadex LH-20) เป็นวัฎภาคคงที่ และ 50% เม
ทานอล/ไดคลอโรมีเทน เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ ท าการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วยแผ่นโครมา
โตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่จะได้ผลิตภัณฑ์คือ 
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เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric acid) (31) (1.9 มิลลิกรัม, 21%)  เป็น
ผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ (Rf) เท่ากับ 0.60 โดยเกิดปฏิกิริยา
ดังสมการ 
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 น าผลิ ตภัณฑ์ พิสู จน์ โคร งสร้ า งด้ วย เทคนิ ค  อินฟรา เ รดส เปกโตรส โคปี  (IR 
spectroscopy) นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) 
และแมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) พบค่า IR (NaCl): νmax  3348.35, 2922.55, 
2849.65, 1656.35, 1221.96 cm-1  จากข้อมูล 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) พบสัญญาณของกรด 

สเตียริกที่ δ 0.9 (t, J = 7.20, H-18”) , 1.1-1.4 (m, H-4” – 17”), 2.0 (tt, J = 7.50, H-3”) และ 

2.3 (t, J = 7.50, H-2”) และสัญญาณของเคมเฟอรอล (kaempferol) ที่ δ 6.65 (d, J = 2.05, H-
8), 7.25 (d, J = 9.04, H-3’,5’) และ 8.20 (d, J = 9.04, H-2’, 6’) ดังสรุปในตาราง 4.13 และจาก 
MS (ESI) สเปกตรัม พบ molecular ion ที่ m/z 554.60 [M + H] (แมสที่ค านวณของสาร 
(calculated for C33H44O7: 552.71)) 

 จากการศึกษาการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับสเตียริก เอซิด พบว่าผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากการสังเคราะห์คือ เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (31) โดยสังเกตต าแหน่งการเข้าท าปฏิกิริยา
ของสเตียริก เอซิด จากเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) 
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ตารางที่ 4.13 

 

ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของเคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (31) ในคลอโรฟอร์ม-ดี (CDCl3) 

ต าแหน่ง δH (ppm) δc (ppm) 

2 - 141.70 

3 - 129.00 

4 - 173.00 

5 - 156.00 

6 - 108.00 

7 - 157.00 

8 6.65 (d, J = 2.05, 1H) 106.51 

9 - 143.00 

10 - 128.00 

1’ - 129.00 

2’, 6’ 8.20 (d, J = 9.04, 2H) 129.00 

3’, 5’ 7.25 (d, J = 9.04, 2H) 128.00 

4’ - 154.00 

1” - 156.87 

2” 2.30 (t, J = 7.50, 2H) 34.11 

3” 2.00 (tt, J = 7.50, 2H) 24.69 

4” 1.10-1.40 (m, 2H) 29.13 

5” 1.10-1.40 (m, 2H) 29.31 

6” 1.10-1.40  (m, 2H) 29.65 

7” 1.10-1.40 (m, 2H) 30.97 

8” 1.10-1.40 (m, 2H) 30.97 

9” 1.10-1.40 (m, 2H) 30.97 
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ตารางที่ 4.13 (ต่อ) 

 

ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของ เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (31) ในคลอโรฟอร์ม-ดี (CDCl3) 
ต าแหน่ง δH (ppm) δc (ppm) 

10” 1.10-1.40 (m, 2H) 30.97 

11” 1.10-1.40 (m, 2H) 30.97 

12” 1.10-1.40 (m, 2H) 30.97 

13” 1.10-1.40 (m, 2H) 30.97 

14” 1.10-1.40 (m, 2H) 30.97 

15” 1.10-1.40 (m, 2H) 29.43 

16” 1.10-1.40 (m, 2H) 32.78 

17” 1.10-1.40 (m, 2H) 22.64 

18” 0.90 (t, J = 7.20, 3H) 14.02 

 

4.4.4 เคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (Kaempferol-6-cinnamic acid) (32)  

การสังเคราะห์เคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด เริ่มต้นการสังเคราะห์โดยน าซินนามิก เอ
ซิด (12.2 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) ท าการกระตุ้น (activate) กับไดไซ
โคลเฮกซิลคาร์โบไดอิไมด์ (16.9229 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) และ 4-
ไดเมทิลอะมิโนไพริดีน (10.0223 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง และเติมเคมเฟอรอล (8) (5 มิลลิกรัม, 0.01643 มิลลิโมล) ลงไปในปฏิกิริยา ตั้งปฏิกิริยาโดย
คนทิ้งไว้ตลอดคืน (overnight) ตรวจสอบการเกิดปฎิกิริยาด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ 
เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชัน 
(gel filtration) โดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20 (Sephadex LH-20) เป็นวัฎภาคคงที่ และ 50% เม
ทานอล/ไดคลอโรมีเทน เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ ท าการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วยแผ่นโครมา
โตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ได้ผลิตภัณฑ์คือเคม
เฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (kaempferol-6-cinnamic acid) (32) (2.05 มิลลิกรัม, 30%) 
ผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ (Rf) เท่ากับ 0.57 โดยเกิดปฏิกิริยา
ดังสมการ 
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น าผลิตภัณฑ์พิสูจน์โครงสร้างด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคปี (IR spectroscopy) 

นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) และแมสสเปกโตรเมทรี (Mass 
spectrometry) พบค่า IR (NaCl): νmax 3770.30, 3456.58, 3256.44, 3064.42, 2929.87, 
1708.83, 1647.48, 1598.61, 1450.20, 1230.73, 763.33 cm-1 จากข้อมูล 1H-NMR (400 MHz, 

CDCl3) พบสัญญาณของกรดซินนามิกที่ δ 6.8 (d, J = 15.00, H-2”), 7.2 – 7.4 (m, H-3”, 6”, 7”, 

8”), 7.5 (d, J = 15.00, H-5”, 9”) และสัญญาณของเคมเฟอรอล (kaempferol) ที่ δ 6.8 (d, J = 
2.05, H-8), 7.2 (d, J = 9.04, H-3’,5’) และ 7.8 (d, J = 9.04, H-2’, 6’) ดังสรุปในตาราง 4.14 
และจาก MS (ESI) สเปกตรัม พบ molecular ion ที่ m/z 416.25 [M], 435.90 [M+NH4], 440.60 
[M+Na], 449.55 [M+CH3OH+H], 500.50 [M+IsoProp+Na+H] (แมสที่ค านวณของสาร 
(calculated for C24H16O7: 416.38)) 

 จากการศึกษาการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับซินนามิก เอซิด พบว่าผลิตภัณฑ์ที่
ได้จากการสังเคราะห์คือ เคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (32) โดยสังเกตต าแหน่งการเข้าท าปฏิกิริยา
ของซินนามิก เอซิด จากเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) 
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ตารางที่ 4.14 

 

ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของเคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (32) ในคลอโรฟอร์ม-ดี (CDCl3) 

ต าแหน่ง δH (ppm) δc (ppm) 

2 - 143.39 

3 - 127.92 

4 - 172.00 

5 - 156.00 

6 - 123.76 

7 - 157.00 

8 6.80 (d, J = 2.05, 1H) 119.77 

9 - 143.48 

10 - 128.00 

1’ - 127.88 

2’ 7.80 (d, J = 9.04, 2H) 129.95 

3’ 7.20 (d, J = 9.04, 2H) 128.86 

4’ - 154.00 

5’ 7.20 (d, J = 9.04, 2H) 128.86 

6’ 7.80 (d, J = 9.04, 2H) 129.95 

1” - 167.07 

2” 6.80 (d, J = 15.00, 1H) 119.62 

3” 7.20-7.40 (m, 1H) 154.11 

4” - 134.93 

5” 7.50 (d, J = 15.00, 1H) 128.55 

6” 7.20-7.40 (m, 1H) 128.90 

7” 7.20-7.40 (m, 1H) 130.04 

8” 7.20-7.40 (m, 1H) 128.90 

9” 7.50 (d, J = 15.00, 1H) 128.55 
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4.4.5 เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (Kaempferol-3-biotin) (33) 

การสังเคราะห์เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน เริ่มต้นการสังเคราะห์โดยน าไบโอทิน (20.1 
มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) ท าการกระตุ้น (activate) กับไดไซโคลเฮกซิล
คาร์โบไดอิไมด์ (16.9229 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) และ 4-ไดเมทิลอะมิ
โนไพริดีน (10.0223 มิลลิกรัม, 0.08215 มิลลิโมล, 5 สมมูล (equivalent)) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และ
เติมเคมเฟอรอล (8) (5 มิลลิกรัม, 0.01643 มิลลิโมล) ลงไปในปฏิกิริยา ตั้งปฏิกิริยาโดยคนทิ้งไว้
ตลอดคืน (overnight) ตรวจสอบการเกิดปฎิกิริยาด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ เอทิลอะ
ซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชัน (gel 
filtration) โดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20 (Sephadex LH-20) เป็นวัฎภาคคงที่ และ 50% เมทานอล/ได
คลอโรมีเทน เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ ท าการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบ
ชั้นบางซึ่งใช้ เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ จะได้เป็นผลิตภัณฑ์คือเคมเฟอรอล-3-
ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin) (33) (2.18 มิลลิกรัม, 26%) มีลักษณะเป็นของแข็งสีขาว มีค่า
อัตราการเคลื่อนที่ (Rf) เท่ากับ 0.63 โดยเกิดปฏิกิริยาดังสมการ 
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 น าผลิตภัณฑ์พิสูจน์โครงสร้างด้วยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตรสโคปี (IR spectroscopy) 
นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) และแมสสเปกโตรเมทรี (Mass 
spectrometry) พบค่า IR (NaCl): νmax 2924.36, 2845.93, 1689.51 cm-1 จากข้อมูล 1H-NMR 

(400 MHz, CDCl3) พบสัญญาณของไบโอทิน ที่ δ 1.0 – 2.0 (m, H-3”, H-4”, H-5”), 2.4 (t, J = 
7.30, H-2”), 2.7 (d, J = 12.30, H-12”), 2.9 (dd, J = 13.20, 4.80, H-12”), 3.4 (m, H-6”), 4.3 

(m, H-7”), 4.5 (m, H-11”) และสัญญาณของเคมเฟอรอล (kaempferol) ที่ δ 5.3 (d, J = 2.05, 
H-6), 5.9 (d, J = 2.05, H-8), 6.8 (d, J = 9.04, 
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H-3’,5’) และ 8.2 (d, J = 9.04, H-2’, 6’) ดังสรุปในตาราง 4.15 และจาก MS (ESI) สเปกตรัม พบ 
molecular ion ที่ m/z 512.60 [M], 537.40 [M+Na], 559.65 [M+2Na-H], 579.6 
[M+ACN+Na], 595.45 [M+2ACN+H] (แมสที่ค านวณของสาร (calculated for C25H25O8N2S: 
512.54)) 
  จากการศึกษาการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอลกับไบโอทิน พบว่าผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากการสังเคราะห์คือ เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (33) โดยสังเกตต าแหน่งการเข้าท าปฏิกิริยาของไบโอ
ทิน จากเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) 
 
ตารางที่ 4.15 

 

ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (33) ในคลอโรฟอร์ม-ดี (CDCl3) 

ต าแหน่ง δH (ppm) δc (ppm) 

2 - 154.25 

3 - 132.00 

4 - 173.01 

5 - 161.85 

6 5.3 (d, J = 2.05, 1H) 108.00 

7 - 163.45 

8 5.9 (d, J = 2.05, 1H) 106.71 

9 - 156.68 

10 - 128.00 

1’ - 131.00 

2’ 8.2 (d, J = 9.04, 2H) 142.77 

3’ 6.8 (d, J = 9.04, 2H) 128.00 

4’ - 157.01 

5’ 6.8 (d, J = 9.04, 2H) 128.00 

6’ 8.2 (d, J = 9.04, 2H) 142.77 

1” - 177.00 

2” 2.4 (t, J = 7.30, 2H) 33.30 
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ตารางที่ 4.15 (ต่อ) 

 

ข้อมูล 1H- และ 13C-NMR ของเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (33) ในคลอโรฟอร์ม-ดี (CDCl3) 
ต าแหน่ง δH (ppm) δc (ppm) 

3” 1.0-2.0 (m, 2H) 24.75 

4” 1.0-2.0 (m, 2H) 27.29 

5” 1.0-2.0 (m, 2H) 28.26 

6” 3.4 (m, 1H) 55.18 

7” 4.3 (m, 1H) 60.37 

8” - - 

9” - 172.52 

10” - - 

11” 4.5 (m, 1H) 58.55 

12” 2.7 (d, J = 12.30, 2H) 
2.9 (dd, J = 13.20, 4.80, 

2H) 

39.72 

13” - - 

 

4.4.6 อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับ อะซิติกแอนไฮไดรด์ (acetic 
anhydride) (34) 

               น าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ คือเคมเฟอรอล (8) (5 มิลลิกรัม, 0.01643 
มิลลิโมล) ท าปฏิกิริยาโดยเติมโพแทสเซียมคาร์บอเนต (10.2 มิลลิกรัม, 0.0739 มิลลิโมล, 4.5 สมมูล 
(equivalent)) ท าการคนเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นท าการเติมอะซิติกแอนไฮไดรด์ (7.5 มิลลิกรัม, 
0.0739 มิลลิโมล, 4.5 สมมูล (equivalent)) ตรวจสอบการเกิดปฎิกิริยาด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบ
ชั้นบาง ซึ่งใช้ เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ น าผลิตภัณฑ์ผ่านกระบวนการแยก
สารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชัน (gel filtration) โดยใช้เซฟาเดกส์ LH-20 (Sephadex LH-
20) เป็นวัฎภาคคงที่ และ 50% เมทานอล/ไดคลอโรมีเทนเป็นวัฎภาคเคลื่อนที่  น าผลิตภัณฑ์
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ เอทิลอะซิเตต: เฮกเซน 
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(4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ และตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิค นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปก
โตรสโคปี (Nuclear magnetic resonance spectroscopy) พบว่าจากข้อมูล 1H-NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) พบสัญญาณของอะซีติล (acetyl group) ที่ δ 1.65 (s) และ 2.10 (s) และสัญญาณของ

เคมเฟอรอล (kaempferol) ที่ δ 5.70 (d, J = 2.05), 5.90 (d, J = 2.05), 6.80 (d, J = 9.04) และ 
7.80 (d, J = 9.04) ผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นน้ ามันสีน้ าตาล มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ (Rf) เท่ากับ 0.51 
ซึ่งได้ผลิตภัณฑ์น้อยมากจึงไม่สามารถน าไปศึกษาในการแยกสารให้บริสุทธิ์และการทดสอบฤทธิ์ต้าน
เชื้อแบคทีเรีย 

4.4.7 อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับ โพรไพโอนิกแอนไฮไดรด์ 
(propionic anhydride) (35) 

น าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ คือเคมเฟอรอล (8) (5 มิลลิกรัม, 0.01643 
มิลลิโมล) ท าปฏิกิริยาเติมโพแทสเซียมคาร์บอเนต (10.2 มิลลิกรัม, 0.0739 มิลลิโมล, 4.5 สมมูล 
(equivalent)) ท าการคนเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นท าการโพรไพโอนิกแอนไฮไดรด์ (9.6 มิลลิกรัม, 
0.0739 มิลลิโมล, 4.5 สมมูล (equivalent)) ตั้งปฏิกิริยาโดยคนทิ้งไว้ 1 ชั่วโมง ตรวจสอบการเกิด
ปฎิกิริยาด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง ซึ่งใช้ เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ 
น าผลิตภัณฑ์ผ่านกระบวนการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคเจลฟิลเตรชัน (gel filtration) โดยใช้
เซฟาเดกส์ LH-20 (Sephadex LH-20) เป็นวัฎภาคคงที่ และ 50% เมทานอล/ไดคลอโรมีเทนเป็นวัฎ
ภาคเคลื่อนที่ น าผลิตภัณฑ์ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารด้วยแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางซึ่งใช้ 
เอทิลอะซิเตต:เฮกเซน (4:6) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ และตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิค นิวเคลียร์แมก
เนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (Nuclear magnetic resonance spectroscopy) พบว่าจากข้อมูล 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) พบสัญญาณของโพรไพโอนิกแอนไฮไดร์ดที่ δ 1.9 (s) และ 2.10 

(s) และสัญญาณของเคมเฟอรอล (kaempferol) ที่ δ 5.70 (d, J = 2.05), 6.60 (d, J = 2.05), 
7.70 (d, J = 9.04) และ 8.50 (d, J = 9.04) ผลิตภัณฑ์มีลักษณะเป็นน้ ามันสีน้ าตาล มีค่าอัตราการ
เคลื่อนที่ (Rf) เท่ากับ 0.51 ซึ่งได้ผลิตภัณฑ์น้อยมากจึงไม่สามารถน าไปศึกษาในการแยกสารให้บริสุทธิ์
และการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย  
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4.5 การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) 
 

4.5.1 การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพ 

น าสารสกัดจากใบมะขามเทศและสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศในส่วนของการ
สกัดด้วยเมทานอล (เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-
rhamnoside (7)) และ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-
carboxylic acid (28)) มาทดสอบบนแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง (TLC, TLC pre-coated 
silica gel 60 F254 (Merck, หนา 0.25 มิลลิเมตร)) ซึ่งใช้ เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (4:6) เป็นวัฏ
ภาคเคลื่อนที่ (ส าหรับสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ), เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (0.5:9.5) เป็นวัฏภาค
เคลื่อนที่ (ส าหรับเคมเฟอรอล (kaempferol (8)) และเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์  (kaempferol-3-
rhamnoside (7)) และ เมทานอล:เอทิลอะซิเตต (2:8) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ (ส าหรับ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพ
เพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) น าสารละลาย 
2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl; DPPH) โดยชั่ง 2,2-ไดฟีนิล-1- 
พิคริลไฮดราซิล (DPPH) 1 มิลลิกรัม ละลายด้วยเมทานอล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ที่เตรียมไว้มาป้ายลง
บนแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง (TLC) ที่ผ่านการทดสอบ วางทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที สังเกตสีของ
สารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH)  ที่เปลี่ยนแปลงไปแล้วบันทึกผล โดย 2,2-ไดฟี
นิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) เป็นอนุมูลที่คงตัวในตัวท าละลายเมทานอลซึ่งมีคุณสมบัติเป็น
สารละลายสีม่วง โดยมีคุณสมบัติดูดกลืนแสงได้ดีที่ความยาวคลื่น 515-517 นาโนเมตร โดยอนุมูล 
DPPH• จะท าปฏิกิริยากับสารที่มีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ได้รับโปรตอนจากสาร
ต้านอนุมูลอิสระเปลี่ยนจากสารละลายสีม่วงเป็นสารละลายสีเหลือง ดังนั้นถ้าแผ่นโครมาโตกราฟีแบบ
ชั้นบาง (TLC) ที่ใช้ในการทดสอบเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลืองสามารถสรุปได้ว่าสารตัวอย่างนั้นมี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ดังแสดงในภาพ 4.6 จากภาพพบว่าสารตัวอย่างคือ สารสกัดหยาบใบมะขาม
เทศ เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7)) 
และ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid 
(28)) มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยสังเกตจากการเปลี่ยนแปลงของสีของสารละลาย  2,2-ไดฟีนิล-1-พิค
ริลไฮดราซิล (DPPH) บนแผ่นโครมาโตกราฟีแบบชั้นบาง (TLC) จากสีม่วงเป็นสีเหลือง 
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 P.dulce kaempferol kaempferol-3-
rhamnoside 

4,5-epoxy-
piperidine-3-

carboxylic acid 

ผลการทดสอบ
การออกฤทธิ์
ต้านอนุมูลอิสระ 

  
 

  
 

ภาพที่ 4.6 ผลการทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ 
(P.dulce), เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์  (kaempferol-3-
rhamnoside (7)) และ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-
carboxylic acid (28)) 

4.5.2 การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณ (การทดสอบการออก
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH Assay) 

จากการศึกษาการทดสอบการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงปริมาณด้วยวิธีการ
ทดสอบ DPPH Assay โดยเตรียมสารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (2,2 diphenyl-1-
picrylhydrazyl; DPPH) ความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ ในเมทานอล เป็นสารที่ใช้ในการทดสอบ และ
เตรียมสารตัวอย่างคือสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในส่วนของการสกัดด้วยเมทานอล ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และท าการเจือจางให้ได้ความเข้มข้นที่ 250, 125, 50, 25, 10, และ 5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในเมทานอล ใช้ตัวอย่าง ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย 2,2-ไดฟี
นิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) ความเข้มข้น 0.3 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน วาง
ไว้ในความมืดเป็นเวลา 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร น าค่าที่ได้ไปค านวณ
ตามสมการ 
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ค่าร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ = 
                  

        
  x 100 

Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของตัวควบคุม (control) 

                      Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 

โดยใช้น้ ากลั่นปราศจากไอออน (deionized water) เป็นสารละลายที่ไม่มีตัวอย่างต้องการวัด 
(blank) และน้ ากลั่นปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับ
สารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล (DPPH) 100 ไมโครลิตร เป็นตัวควบคุม (control) น าค่า
ร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ (% inhibition) ที่ได้จากสมการมาเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า
ร้อยละการต้านอนุมูลอิสระ (% inhibition) (แกน Y) กับความเข้มข้นของสารสกัด (แกน X) และ
ค านวณหาค่า IC50 (IC50 คือความเข้มข้นของสารต้านออกซิเดชันที่ท าให้ความเข้มข้นของสารละลาย 
2, 2-ไดฟีนิล-1-พิคริลไฮดราซิล DPPH.  ลดลง 50 เปอร์เซนต์) พบว่าสารสกัดหยาบใบมะขามเทศมี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมีค่า IC50 เท่ากับ 197.19 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ค านวณจากสมการ  y = 
0.1997x + 10.621 (R2 = 0.9855)) และสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิกมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ
โดยมีค่า IC50 น้อยกว่า 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งผลจากการทดลองที่ได้แสดงดังตาราง 4.16 และ
ภาพ 4.7 จากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของใบมะขามเทศมีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Katekhaye และคณะ (2012) ซึ่งจากงานวิจัยดังกล่าวพบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH ของ
สารสกัดใบมะขามเทศในเมทานอล แสดงค่า IC50 เท่ากับ 250.32 ± 4.8 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4.16 

 

ข้อมูลฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศและสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก 

Concentration (µg/ml) % inhibition of crude 
extract 

% inhibition of 
ascorbic acid 

5 9.55 79.44 
10 12.40 80.56 
25 17.20 83.33 
50 23.60 83.33 
125 32.42 82.97 
250 61.43 82.39 
IC50 197.19 µg/ml < 5 µg/ml 

 

 

 
ภาพที่ 4.7 กราฟแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระกับสารสกัดหยาบใบมะขามเทศและสารละลายมาตรฐาน
กรดแอสคอร์บิกด้วยวิธี DPPH Assay

y = 0.1997x + 10.621 
R² = 0.9855 
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4.6 การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (Antibacterial activity) 

 

4.6.1 การศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย  

การเจริญของแบคทีเรียแบ่งช่วงการเจริญเติบโตออกเป็น 4 ระยะด้วยกันคือ  
1. ระยะ lag phase เป็นระยะเริ่มต้นที่เชื้อแบคทีเรียก าลังปรับตัวในอาหารเลี้ยงเชื้อ

ใหม่จึงยังไม่มีการเพ่ิมจ านวนของเชื้อแบคทีเรีย  
2. ระยะที่แบคทีเรียแบ่งตัวอย่างรวดเร็วในอัตราคงที่ (Exponential phase หรือ log 

phase) เป็นระยะที่แบคที เรียมีการเจริญเติบโตแบ่งตัวอย่างรวดเร็ว ในอัตราคงที่                            
       3. ระยะที่แบคทีเรียไม่มีการเพิ่มจ านวน (Stationary phase) เป็นระยะที่เชื้อแบคทีเรีย
มีจ านวนสูงสุดและคงท่ี ไม่มีการเพ่ิมจ านวนอีก  

4. ระยะที่แบคทีเรียตาย (Death phase) เป็นระยะที่เชื้อแบคทีเรียหยุดการ
เจริญเติบโตและมีการตายจ านวนมากอย่างรวดเร็ว  

ซึ่งการวัดการเจริญของแบคทีเรียจะศึกษาในช่วงความชันของกราฟที่ใกล้เส้นตรง 
(ระยะที่สอง; Exponential phase หรือ log phase) ในการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียได้
ท าการศึกษากับแบคทีเรีย 4 ชนิด คือ Escherichia coli TISTR 780, Staphylococcus aureus 
TISTR 1466, Bacillus cereus TISTR 687 และ Enterococcus faecalis TISTR 379 โดยบ่มเชื้อ
แบคทีเรียในอาหารเหลว (NB) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจวัดการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรียทุก ๆ 2 ชั่วโมง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นา
โนเมตร แล้วน าข้อมูลมาสร้างกราฟระหว่างเวลา (แกน X) และค่าการดูดกลืนแสง (แกน Y) เพ่ือหา
ช่วงเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเชื้อแบคทีเรียเพ่ือทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารตัวอย่าง จาก
การทดลองพบว่าเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเชื้อแบคทีเรียเพ่ือทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียคือ 4 
ชั่วโมง ซึ่งเป็นเวลาที่เชื้อแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตได้ดีที่สุด ดังแสดงในภาพ 4.8-4.11 

                4.6.2 การศึกษาปริมาณแบคทีเรียท่ีมีชีวิตทั้งหมด (Total viable count; TVA)  

ในการศึกษาปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมด (Total viable count (TVA)) ของ
แบคทีเรียได้ท าการศึกษากับแบคทีเรีย 4 ชนิด คือ Escherichia coli TISTR 780, Staphylococcus 
aureus TISTR 1466, Bacillus cereus TISTR 687 และ Enterococcus faecalis TISTR 379 
โดยท าการบ่มเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว (NB) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้วตรวจวัดการ 
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เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียทุก ๆ 2 ชั่วโมง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าเชื้อแบคทีเรียที่ท าการบ่มมาท า
การเจือจางด้วย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ โดยใช้การเจือจางตามล าดับส่วนแบบเจือจางลงครั้งละ 10 
เท่า (10-fold dilution) แล้วน ามาเกลี่ยบนอาหารแข็ง (nutrient agar, NA) ที่ท าการเตรียมไว้ก่อน
หน้านี้ จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยนับจ านวนโคโลนีที่เจริญบนผิวหน้าอาหาร
แข็ง (ให้อยู่ในช่วง 30-300 โคโลนีต่อจานเพาะ) แล้วน าข้อมูลมาสร้างกราฟระหว่างเวลา (แกน X) กับ
จ านวนโคโลนีต่อมิลลิลิตร (แกน Y) เพ่ือดูความเข้มข้นของเชื้อที่อยู่ในช่วงเวลาที่ท าการบ่มเชื้อ
แบคทีเรียเพ่ือทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารสกัดตัวอย่าง ซึ่งเวลา 4 ชั่วโมง  ที่ใช้ในการบ่ม
แบคทีเรียมีความเข้มข้นของเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมเพ่ือใช้ในการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับ
สารตัวอย่าง ดังแสดงในภาพ 4.8-4.11 

 
ภาพที่ 4.8 กราฟแสดงการเจริญและการศึกษาปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมด (Total viable 
count) ของ E. coli 
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ภาพที่ 4.9 กราฟแสดงการเจริญและการศึกษาปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมด (Total viable 
count) ของแบคทีเรีย S. aureus   

 
ภาพที่ 4.10 กราฟแสดงการเจริญและการศึกษาปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมด (Total viable 
count) ของแบคทีเรีย B. cereus
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ภาพที่ 4.11 กราฟแสดงการเจริญและการศึกษาปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมด (Total viable 
count) ของแบคทีเรีย E. faecalis 

 
น าข้อมูลของกราฟการศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย และการศึกษาปริมาณ

แบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมด (Total viable count; TVA) มาสร้างกราฟมาตรฐานของแบคทีเรีย                 
(S. aureus, B. cereus, E. coli และ E. faecalis) ระหว่างจ านวนโคโลนีต่อมิลลิลิตร (แกน X) และ
ค่าการดูดกลืนแสง (แกน Y) เพ่ือใช้ในการค านวณในการเตรียมความเข้มข้นของเชื้อแบคทีเรียในการ
ทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารตัวอย่าง โดยเลือกข้อมูลเวลาที่แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตมาก
ที่สุด (ระยะที่ 2) โดย S. aureus, E. coli และ E. faecalis เลือกช่วงเวลาที่เชื้อแบคทีเรียมีการ
เจริญเติบโต 2-6 ชั่วโมง ส่วน B. cereus เลือกช่วงเวลาที่เชื้อแบคทีเรียมีการเจริญเติบโต 2-4 ชั่วโมง 
ส่วนการสร้างกราฟมาตรฐานของแบคทีเรีย MRSA โดยบ่มเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว (NB) ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แล้ววัดจ านวนเชื้อแบคทีเรียที่ความขุ่นเท่ากับ 0.1 , 0.2, 0.3 และ 0.4 
ตามล าดับ โดยน าเชื้อแบคทีเรียที่ท าการบ่มและมีความขุ่นดังกล่าวมาท าการเจือจางด้วย 0.85% 
โซเดียมคลอไรด์ โดยใช้การเจือจางตามล าดับส่วนแบบ 10 เท่า (10-fold dilution) แล้วน ามาเกลี่ย
บนอาหารแข็ง (nutrient agar, NA) ที่ท าการเตรียมไว้ก่อนหน้านี้ จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส โดยนับจ านวนโคโลนีที่เจริญเติบโตบนผิวหน้าอาหารแข็ง (ให้อยู่ในช่วง 30-300 
โคโลนีต่อจานเพาะ) น าข้อมูลมาสร้างกราฟระหว่างจ านวนโคโลนีต่อมิลลิลิตร (แกน X) และค่าการ
ดูดกลืนแสง (แกน Y) ดังแสดงในภาพ 4.12 – 4.16 
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ภาพที่ 4.12 กราฟมาตรฐานของแบคทีเรีย Escherichia coli 

 

 
ภาพที่ 4.13 กราฟมาตรฐานของแบคทีเรีย Staphylococcus aureus 
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ภาพที่ 4.14 กราฟมาตรฐานของแบคทีเรีย Bacillus cereus 

 

 
ภาพที่ 4.15 กราฟมาตรฐานของแบคทีเรีย Enterococcus faecalis 
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ภาพที่ 4.16 กราฟมาตรฐานของแบคทีเรีย Methicillin resistant Staphylococcus aureus 

4.6.3 การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารตัวอย่าง (disc diffusion 
method) 
              

  การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียได้ท าการศึกษากับแบคทีเรีย 5 ชนิด คือ 
Escherichia coli TISTR 780, Staphylococcus aureus TISTR 1466, Bacillus cereus TISTR 
687, Enterococcus faecalis TISTR 379 และ Methicillin resistant Staphylococcus aureus 
ATCC 43300 ของสารตัวอย่างคือสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ สารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขาม
เทศ (เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside 
(7)) และ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic 
acid (28)) อนุพันธ์ของเคมเฟอรอล (kaempferol) ได้แก่ อะซีติลเคมเฟอรอล (acetyl 
kaempferol) (29) อนุพันธ์กับลิปิดและไบโอทิน (เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-
oleic acid) (30) เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric acid) (31) เคมเฟอรอล-6-
ซินนามิก เอซิด (kaempferol-6-cinnamic acid) (32) เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-
biotin)) (33) โดยวิธี disc diffusion method  

ท าการเตรียมสารตัวอย่างโดยสารสกัดหยาบใบมะขามเทศและ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริ
ดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) เตรียม 4 ความเข้มข้น 
(50, 100, 200 และ 400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) สารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ (เคม
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เฟอรอล (kaempferol (8)) และเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7))) 
เตรียมความเข้มข้นเท่ากับ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

อนุพันธ์ของเคมเฟอรอล (kaempferol) ได้แก่อะซีติลเคมเฟอรอล (acetyl 
kaempferol) (29) ที่ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร และอนุพันธ์ของเคมเฟอรอล 
(kaempferol) กับลิปิดและไบโอทิน (เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) 
(30) เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric acid) (31) เคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอ
ซิด (kaempferol-6-cinnamic acid) (32) เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin) (33)) 
เตรียมที่ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  

น าสารตัวอย่างที่เตรียมไว้ 5 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่นกระดาษกรองชุบยาต้านจุลชีพ
แล้วใส่ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่เทอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (NA) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร พร้อมเติมเชื้อ
แบคทีเรีย 100 ไมโครลิตร ที่เตรียมไว้ก่อนหน้านี้แล้ว หลังจากน าแผ่นกระดาษกรองชุบยาต้านจุลชีพ 
ใส่ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อท าการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการทดลอง 3 
ซ้ า โดยใช้เซฟาเลกซิน (Cephalexin; 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) เป็นตัวควบคุมผลบวก (positive 
control) และน้ ากลั่นเป็นตัวควบคุมผลลบ (negative control) อ่านผลการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์โดย
วัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณวงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้นรอบ ๆ แผ่นกระดาษกรองชุบยาต้าน
จุลชีพในหน่วยมิลลิเมตร  

 ในการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารตัวอย่างได้ศึกษาหาความเข้มข้นของตัว
ควบคุมผลบวกเซฟาเลกซิน (Cephalexin) ที่เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย จากผล
การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับตัวควบคุมผลบวกที่ระดับความเข้มข้น 400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
พบว่าตัวควบคุมผลบวกมีฤทธิ์ในการยับยั้ง S .aureus ได้ดีที่สุด โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง
เท่ากับ 34.00 มิลลิเมตร (ภาพ 4.17 (A)) และมีฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus, E. coli และ E. faecalis โดย
ให้เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 32.30, 22.33 และ 20.67 มิลลิเมตร ตามล าดับ (ภาพ 
4.17 (B, C, D)) ที่ระดับความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตัวควบคุมผลบวกมีฤทธิ์ในการยับยั้ง S. 
aureus, B. cereus, E. coli และ E .faecalis ตามล าดับ โดยแสดงเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง
เท่ากับ 33.00, 31.33, 22.33 และ 18.67 มิลลิเมตร ตามล าดับ (ภาพ 4.17 (A, B, C, D)) ที่ระดับ
ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตัวควบคุมผลบวกมีฤทธิ์ในการยับยั้ง S. aureus, B. cereus, 
E. coli และ E. faecalis ตามล าดับ โดยแสดงเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 33.00, 32.00, 
20.67 และ 18.67 มิลลิเมตร ตามล าดับ (ภาพ 4.17 (A, B, C, D)) และที่ระดับความเข้มข้น 50 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตัวควบคุมผลบวกมีฤทธิ์ในการยับยั้ง S. aureus, B. cereus, E. coli และ E. 
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faecalis ตามล าดับ โดยแสดงเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 30.00, 30.00, 20.50 และ 
16.00 มิลลิเมตร ตามล าดับ (ภาพ 4.17 (A, B, C, D)) นอกจากนั้นทดสอบกับเชื้อ MRSA ที่ระดับ
ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบว่าสารมีฤทธิ์ยับยั้งโดยแสดงเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง
เท่ากับ 34.50 มิลลิเมตร จากผลการทดลองผู้วิจัยจึงเลือกใช้ความเข้มข้นของตัวควบคุมผลบวก 
(Cephalexin) ที่ระดับความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับ
สารตัวอย่าง ข้อมูลสรุปดังตาราง 4.17 

ตารางที่ 4.17 

 

ตารางแสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ในการทดสอบการออกฤทธิ์ต้าน
เชื้อแบคทีเรียกับตัวควบคุมผลบวกเซฟาเลกซิน (disc diffusion method) 

แบคทีเรีย แกรม เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) ที่
ความเข้มข้นของตัวควบคุมผลบวกในระดับต่างๆ  

(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

50 100 200 400 

Escherichia coli - 20.50 20.67 22.33 22.33 
Bacillus cereus   + 30.00 32.00 31.33 32.30 

Enterococcus faecalis   + 16.00 18.67 18.67 20.67 
Staphylococcus aureus   + 30.00 33.00 33.00 34.00 

Methicillin resistant 
Staphylococcus aureus 

(MRSA) 

+ 34.50 - - - 

N = no inhibition zone, เส้นผ่านศูนย์กลางของ discs (6.0 มิลลิเมตร) 
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   A        B 

  
        C        D 

ภาพ 4.17 (A-D) ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย S. aureus (A), B. cereus (B), E. coli (C) 
และ E. faecalis (D) กับตัวควบคุมผลบวกเซฟาเลกซิน (Cephalexin) ที่ความเข้มข้น 50, 100, 200 
และ 400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ 

 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในตัวท า
ละลายอินทรีย์เมทานอลพบว่า ที่ระดับความเข้มข้น 400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบว่าสารสกัดหยาบใบ
มะขามเทศมีฤทธิ์ในการยับยั้ง S .aureus ได้ดีที่สุด โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 
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12.2 มิลลิเมตร (ภาพ 4.18 (D)) รองลงมาคือ MRSA มีเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 8.0 
มิลลิเมตร (ภาพ 4.18 (E)) และผลการยับยั้ง E. coli, B. cereus และ E. faecalis แสดงเส้นผ่าน
ศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 7.0 มิลลิเมตร (ภาพ 4.18 (A, B, C)) นอกจากนั้นที่ระดับความเข้มข้น 
200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบว่าสารสกัดหยาบใบมะขามเทศมีฤทธิ์ในการยับยั้ง E. coli และ MRSA 
โดยแสดงเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 7.0 มิลลิเมตร (ภาพ 4.18 (A, E)) และที่ระดับความ
เข้มข้น 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สารสกัดหยาบใบมะขามเทศมีฤทธิ์ในการยับยั้ง E. coli โดยแสดง
เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 7.0 มิลลิเมตร (ภาพ 4.18 (A)) ดังสรุปข้อมูลในตาราง 4.18 

ตารางที ่4.18 

 

ตารางแสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ในการทดสอบการออกฤทธิ์ต้าน
เชื้อแบคทีเรียกับสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (disc diffusion method) 

แบคทีเรีย แกรม เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) ที่
ความเข้มข้นของสารสกัดในตัวท าละลายอินทรีย์

เมทานอลในระดับต่างๆ  
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

50 100 200 400 

Escherichia coli - N 7.0 7.0 7.0 
Bacillus cereus   + N N N 7.0 

Enterococcus faecalis   + N N N 7.0 
Staphylococcus aureus   + N N N 12.2 

Methicillin resistant 
Staphylococcus aureus 

(MRSA) 

+ N N 7.0 8.0 

N = no inhibition zone, เส้นผ่านศูนย์กลางของ discs (6.0 มิลลิเมตร) 
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    A         B 

   
    C        D 
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E 

ภาพที่ 4.18 (A-E) ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย E. coli (A), B. cereus (B), E. faecalis 
(C), S. aureus (D) และ MRSA (E) กับสารสกัดหยาบใบมะขามเทศที่ความเข้มข้น 50, 100, 200 
และ 400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 

ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ คือเคม
เฟอรอล (kaempferol (8)) เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7)) และ 
4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) 
โดยจากการทดลองได้น าสารบริสุทธิ์คือเคมเฟอรอล (kaempferol (8)) และเคมเฟอรอล-3-แรมโน
ไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7)) ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.17 และ 0.12 โม
ลาร์ ตามล าดับ) มาท าการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียพบว่า สารเคมเฟอรอล (kaempferol (8)) 
มีฤทธิ์ในการยับยั้ง S. aureus ได้ดีที่สุด โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 9.3 มิลลิ เมตร 
(ภาพ 4.19 (C)) รองลงมาสารมีฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus, E. coli และ MRSA โดยแสดงเส้นผ่าน
ศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง เท่ากับ 9.0, 8.0 และ 7.7 มิลลิเมตร ตามล าดับ (ภาพ 4.19 (B, A, D))  โดย
ทั้งสารเคมเฟอรอล (kaempferol (8)) และเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhanoside 
(7)) ไม่มีฤทธิ์ยับยั้งต่อเชื้อแบคทีเรีย E. faecalis จากการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียของเคม
เฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7)) พบว่าสารมีฤทธิ์ในการยับยั้ง S. aureus 
ได้ดีที่สุดโดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 7.0 มิลลิเมตร (ภาพ 4.19 (G)) รองลงมาสารมี
ฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus, E. coli และ MRSA ได้เท่ากันโดยแสดงเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง 
เท่ากับ 6.5 มิลลิเมตร (ภาพ 4.19 (F, E, H)) ดังสรุปข้อมูลในตาราง 4.19 จากผลการทดสอบฤทธิ์
ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารบริสุทธิ์เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) และเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ 
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 (kaempferol-3-rhamnoside (7)) ให้ผลฤทธิ์การยับยั้งดีทั้งในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและ
แบคทีเรียแกรมลบ จากผลการทดลองนี้จึงเป็นแนวคิดในการสังเคราะห์อนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์เคม
เฟอรอล (kaempferol) โดยการปรับเปลี่ยนโครงสร้างเพ่ือเพ่ิมฤทธิ์ทางชีวภาพในการต้านเชื้อ
แบคทีเรีย ส่วนสาร 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-
carboxylic acid (28)) เตรียม 4 ความเข้มข้น (50, 100, 200 และ 400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร หรือ
เทียบเท่ากับ 0.35, 0.70, 1.40 และ 2.80 โมลาร์ ตามล าดับ) พบว่าที่ระดับความเข้มข้น 400 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (2.80 โมลาร์) สารมีฤทธิ์ในการยับยั้ง S. aureus ได้ดีที่สุด คือวัดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 7.0 มิลลิเมตร (ภาพ 4.20 (A)) รองลงมาคือ MRSA มีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 6.5 มิลลิเมตร (ภาพ 4.20 (B)) แต่ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง E. coli, B. 
cereus และ E. faecalis นอกจากนั้นที่ระดับความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (1.40 โมลาร์) 
พบว่าสารมีฤทธิ์ในการยับยั้ง S. aureus และ MRSA โดยแสดงเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 
7.0 มิลลิเมตร และ 6.5 มิลลิเมตร ตามล าดับ (ภาพ 4.20 (A, B)) ที่ความเข้มข้นในระดับต่ ากว่าคือ 
100 และ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.70 และ 0.35 โมลาร์) ตามล าดับ พบว่าสารไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
แบคทีเรียทั้ง 5 ชนิด ดังสรุปข้อมูลในตาราง 4.20 และผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียของตัว
ควบคุมผลบวก (เซฟาเลกซิน (Cephaexin) ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) กับแบคทีเรีย S. 
aureus, MRSA, E. coli, B. cereus และ E. faecalis ในการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียของสาร 
4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) 
พบว่าตัวควบคุมผลบวก (เซฟาเลกซิน) มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย โดยแสดงเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณ
ยับยั้งเท่ากับ 37.0, 25.5, 23.0, 29.0 และ 22.0 มิลลิเมตร ตามล าดับ  
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ตารางที ่4.19 

 

ตารางแสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ในการทดสอบการออกฤทธิ์ต้าน
เชื้อแบคทีเรียกับสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ (เคมเฟอรอล (8), เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ 
(7)) โดยวิธี disc diffusion method 

แบคทีเรีย แกรม เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร)                 
ของสารบริสุทธิ์  

Kaempferol 
(50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร, 

0.17 โมลาร์) 

Kaempferol-3-
rhamnoside                     

(50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร, 
0.12 โมลาร์) 

Escherichia coli - 8.0 6.5 
Bacillus cereus   + 9.0 6.5 

Enterococcus faecalis   + N N 
Staphylococcus aureus   + 9.3 7.0 

Methicillin resistant 
Staphylococcus aureus 

(MRSA) 

+  
7.7 

 
6.5 

N = no inhibition zone, เส้นผ่านศูนย์กลางของ discs (6.0 มิลลิเมตร) 
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      A          B

  
      C          D

          
      E          F 
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     G         H 

A (1), B (1), C (1), D (1) คือเคมเฟอรอล-3, 6-ไดอะซีเตต (kaempferol-3, 6-diacetate) (29)  

 

ภาพที่ 4.19 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย E. coli (A), B. cereus (B), S. aureus (C) และ 
MRSA (D) ของสารบริสุทธิ์เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(0.17 โมลาร์) และผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย E. coli (E), B. cereus (F), S. aureus (G) 
และ MRSA (H) ของสารบริสุทธิ์เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7)) ที่
ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.12 โมลาร์) 
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ตารางที ่4.20 

 

ตารางแสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ในการทดสอบการออกฤทธิ์ต้าน
เชื้อแบคทีเรียกับสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ (4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอ
ซิด (28)) โดยวิธี disc diffusion method 

แบคทีเรีย แกรม เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) ที่
ความเข้มข้นของสารสกัดในระดับต่างๆ  

50 
mg/ml 
(0.35 M)          

 100 
mg/mL  
(0.70 M)      

 200 
mg/mL  
(1.40 M)       

400 
mg/mL  
(2.80 M) 

Escherichia coli - N N N N 
Bacillus cereus   + N N N N 

Enterococcus faecalis   + N N N N 
Staphylococcus aureus   + N N 7.0 7.0 

Methicillin resistant 
Staphylococcus aureus 

(MRSA) 

+ N N 6.5 6.5 

N = no inhibition zone, เส้นผ่านศูนย์กลางของ discs (6.0 มิลลิเมตร) 
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     A          B 

    
     C           D

             
     E           F 
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G 

ภาพที่ 4.20 (A-G) ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย S. aureus (A) และ MRSA (B) ของสาร 
4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) 
ที่ความเข้มข้น 50, 100, 200 และ 400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.35, 0.70, 1.40 และ 2.80 โมลาร์) 
และผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียของตัวควบคุมผลบวก (เซฟาเลกซิน (Cephaexin) ความ
เข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) กับแบคทีเรีย S. aureus (C), MRSA (D), E. coli (E), B. cereus (F) 
และ E. faecalis (G) 

 

ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับอนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขาม
เทศ (เคมเฟอรอล (kaempferol)) อาทิ เคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (kaempferol-3,6-diacetate) 
(29) และอนุพันธ์กับลิปิดและไบโอทิน (เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) 
(30) เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric acid) (31) เคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอ
ซิด (kaempferol-6-cinnamic acid) (32) เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin) (33)) 
โดยเตรียมความเข้มข้นของอนุพันธ์ของเคมเฟอรอล (kaempferol) ได้แก่ เคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซี
เตต (kaempferol-3,6-diacetate) (29) ที่ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัม/ มิลลิลิตร (0.03 โมลาร์) 
และอนุพันธ์ของเคมเฟอรอล (kaempferol) กับลิปิดและไบโอทิน (เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด 
(kaempferol-6-oleic acid) (30) เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric acid) 
(31) เคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (kaempferol-6-cinnamic acid) (32) เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน 
(kaempferol-3-biotin) (33)) เตรียมที่ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.05, 0.05, 0.06 และ 
0.05 โมลาร์ ตามล าดับ) พบว่าเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (kaempferol-3,6-diacetate)  
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 (29) ที่ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.03 โมลาร์) มีฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus และ S. 
aureus ได้เท่ากันซึ่งแสดงให้เห็นจากเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 7.0 มิลลิเมตร (ภาพ 
4.21 (B1, C1)) อนุพันธ์ของเคมเฟอรอล (kaempferol) กับลิปิดและไบโอทิน (เคมเฟอรอล-6-โอเล
อิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) (30) เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric 
acid) (31) และเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin) (33)) ที่ความเข้มข้น 25 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.05, 0.05, 0.06 และ 0.05 โมลาร์ ตามล าดับ) มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียชนิด
เดียวกันซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบคือ E. coli ยกเว้นสารเคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด 
(kaempferol-6-cinnamic acid) (32) ที่ไม่มีฤทธิ์ยับยั้งต่อแบคทีเรียทุกชนิด โดยฤทธิ์ยับยั้งต่อ
แบคทีเรียสังเกตได้จากเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งเท่ากับ 7.0 มิลลิเมตร (ภาพ 4.21 (A1-A4)) ดัง
สรุปในตาราง 4.21 
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ตารางที ่4.21 

 

ตารางแสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ในการทดสอบการออกฤทธิ์ต้าน
เชื้อแบคทีเรียกับอนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ (disc diffusion method) 

แบคทีเรีย แกรม เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร ) 
ของอนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์  

Kaem
pferol-3, 6-diacetate  

(12.5 m
g/m

L; 0.03 M
) 

Kaem
pferol-6-oleic acid 

(25 m
g/m

L; 0.05 M
) 

Kaem
pferol-6-steric acid 

(25 m
g/m

L; 0.05 M
) 

Kaem
pferol-6-cinnam

ic acid 
(25 m

g/m
L; 0.06 M

) 

Kaem
pferol-3-biotin 

(25 m
g/m

L; 0.05 M
) 

Escherichia coli - N 7.0 7.0 N 7.0 
Bacillus cereus   + 7.0 N N N N 
Enterococcus 

faecalis   
+ N N N N N 

Staphylococcus 
aureus   

+ 7.0 N N N N 

Methicillin 
resistant 

Staphylococcus 
aureus (MRSA) 

+ N N N N N 

N = no inhibition zone, เส้นผ่านศูนย์กลางของ discs (6 มิลลิเมตร) 
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     A          A

  
B         C 
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D 

A (1) คือ เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) (30) 

A (2) คือ เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric acid) (31) 

A (3) คือ เคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (kaempferol-6-cinnamic acid) (32) 

A (4) คือ เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin) (33) 

A (5), B (1), C (1), D (1) คือ เคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (kaempferol-3,6-diacetate) (29) 

A (7), B (3), C (3), D (3) คือ เคมเฟอรอล (kaempferol) (8) 

 

ภาพที่ 4.21 (A-D) ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย E. coli (A), B. cereus (B), S. aureus (C) 
และ MRSA (D) ของอนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ 

4.6.4 การทดสอบในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของสารตัวอย่าง (MIC method) 
 

การทดสอบในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย (MIC method) ได้ท าการศึกษากับแบคทีเรีย 5 
ชนิด คือ Escherichia coli TISTR 780, Staphylococcus aureus TISTR 1466, Bacillus 
cereus TISTR 687, Enterococcus faecalis TISTR 379 และ Methicillin resistant 
Staphylococcus aureus ATCC 43300 กับสารตัวอย่างคือสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ สาร
บริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ (เคมเฟอรอล (kaempferol) (8) เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์
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(kaempferol-3-rhamnoside) (7) และ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-
epoxy-piperidine-3-carboxylic acid) (28) อนุพันธ์ของเคมเฟอรอล (kaempferol) ได้แก่ เคม
เฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (kaempferol-3,6-diacetate) (29) และอนุพันธ์กับลิปิดและไบโอทิน (เคม
เฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) (30) เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด 
(kaempferol-6-steric acid) (31) เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin) (33)) โดยวิธี 
MIC method  

ในการศึกษาการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (MIC method) กับสารสกัดหยาบใบ
มะขามเทศ ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบว่าสารตัวอย่างมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียทั้ ง 5 
ชนิดคือ E. coli, S. aureus, B. cereus, E. faecalis และ MRSA โดยมีฤทธิ์ยับยั้ง S. aureus ได้ดี
ที่สุด โดยแสดงค่า MIC เท่ากับ 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และค่า MBC เท่ากับ 100 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร (ภาพ 4.22D) รองลงมาสารตัวอย่างมีฤทธิ์ยับยั้ง MRSA โดยจากการทดลองให้ค่า MIC 
เท่ากับ 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และค่า MBC เท่ากับ 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ภาพ 4.22E) ถัดมาสาร
ตัวอย่างมีฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus โดยแสดงค่า MIC เท่ากับ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และค่า MBC 
เท่ากับ 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (ภาพ 4.22B) นอกจากนั้นสารตัวอย่างยังมีฤทธิ์ยับยั้ง E. coli และ E. 
faecalis โดยแสดงค่า MIC และ MBC เท่ากันคือ 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ (ภาพ 4.22A, 
C) ดังแสดงในตาราง 4.22 

การศึกษาการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (MIC method) กับสารบริสุทธิ์ที่แยกได้
จากใบมะขามเทศทั้ง 3 ชนิดคือ เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ 
(kaempferol-3-rhamnoside (7)) และ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-
epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) โดยเคมเฟอรอล (kaempferol (8)) และเคม
เฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7)) เตรียมความเข้มข้นของสารเท่ากับ 50 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.17 และ 0.12 โมลาร์ ตามล าดับ) และสาร 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอก
ซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) เตรียมความเข้มข้นของสารเท่ากับ 
200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (1.38 โมลาร์) ซึ่งอ้างอิงการเตรียมความเข้มข้นของสารจากข้อมูลการ
ทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (disc diffusion method) โดยจากการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
กับสารเคมเฟอรอล (kaempferol (8)) พบว่ามีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบยกเว้น E. 
faecalis โดยจากการศึกษาสารมีฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus ได้ดีที่สุดซึ่งแสดงจากค่า MIC และ MBC 
เท่ากับ 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.02 โมลาร์ ) (ภาพ 4.23(B1)) รองลงมาสารมีฤทธิ์ยับยั้ง S. 
aureus ซึ่งให้ค่า MIC เท่ากับที่สารแสดงฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิตร (0.02 โมลาร์)  
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แต่แสดงค่า MBC ที่แตกต่างกันคือมากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.17 โมลาร์) (ภาพ 
4.23(C1)) ถัดมาสารตัวอย่างมีฤทธิ์ยับยั้ง MRSA โดยแสดงค่า MIC เท่ากับ 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(0.04 โมลาร์) และค่า MBC มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.17 โมลาร์) (ภาพ 4.23(D1)) 
สุดท้ายสารมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย E. coli โดยแสดงค่า MIC เท่ากับ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.17 
โมลาร์) และค่า MBC มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.17 โมลาร์) (ภาพ 4.23(A1))  

นอกจากนั้นมีการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารบริสุทธิ์ตัวที่สองคือเคม
เฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7)) พบว่าสารมีฤทธิ์ยับยั้ง S. aureus และ
MRSA ได้ดีที่สุดโดยแสดงค่า MIC และ MBC เท่ากับ 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.03 โมลาร์) และ
มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.12 โมลาร์) ตามล าดับ (ภาพ 4.23(C2, D2)) และสารมี
ฤทธิ์ยับยั้ง B. cereus โดยแสดงค่า MIC เท่ากับ 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.06 โมลาร์) และ MBC คือ
มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.12 โมลาร์) (ภาพ 4.23(B2)) สุดท้ายสารมีฤทธิ์ยับยั้ง E. 
coli น้อยที่สุดโดยแสดงค่า MIC เท่ากับ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.12 โมลาร์) และค่า MBC คือ
มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.12 โมลาร์) (ภาพ 4.23(A2))  

การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอ
ซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) พบว่าสารมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย 2 ชนิดคือ 
S. aureus และ MRSA โดยให้ผลการทดลองที่เหมือนกัน โดยแสดงค่า MIC, MBC คือ 200 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (1.39 โมลาร์) และมากกว่า 200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 1.39 โมลาร์) 
ตามล าดับ (ภาพ 4.23(C3, D3)) ดังแสดงในตาราง 4.22 
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ตารางที่ 4.22 

 

ตารางแสดงค่า MIC และ MBC ของการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารสกัดหยาบใบมะขาม
เทศ (P.dulce) และสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ 

   Sam
ple 

 
Strains  

P.dulce Kaempferol 
 

Kaempferol-3-
rhamnoside 

 4, 5-epoxy-
piperidine-3-

carboxylic acid  

M
IC 

(m
g/m

L) 

M
BC 

(m
g/m

L) 

M
IC 

(m
g/m

L) 

M
BC 

(m
g/m

L) 

M
IC 

(m
g/m

L) 

M
BC 

(m
g/m

L) 

M
IC 

(m
g/m

L) 

M
BC 

(m
g/m

L) 

B. cereus 50 100 6.25 
(0.02M)  

6.25  
(0.02M)  

25  

(0.06M)  

 >50 

(>0.12M)  

- - 

S. aureus 12.5 100 6.25 
(0.02M)  

>50 
(>0.17M)  

12.5  

(0.03M)  

 >50 

(>0.12M)  

200  

(1.39M) 

 >200 

(>1.39M)  

E. coli 100 100 50  

(0.17M)  

 >50 
(>0.17M)  

 50 

(0.12M)  
 >50 

(>0.12M)  

- - 

E. faecalis 100 100 - - - - - - 

MRSA 25 100 12.5 
(0.04M)  

>50 

(>0.17M)  

12.5  

(0.03M)  

 >50 

(>0.12M)  

 200 

(1.39M)  

 >200 

(>1.39M)  
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 (A) 

 
100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 

ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.22 (A) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. coli เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารสกัดหยาบใบ
มะขามเทศ (ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร)  และ (2) คือค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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 (B)    

 
100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 

ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.22 (B) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) B. cereus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า  โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารสกัดหยาบ
ใบมะขามเทศ (ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(C) 

 
100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 

ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.22 (C) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. faecalis เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารสกัดหยาบ
ใบมะขามเทศ (ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร)  และ (2) คือค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(D) 

 
100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 

ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.22 (D) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) S. aureus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารสกัดหยาบ
ใบมะขามเทศ (ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(E) 

 
100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 

ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.22 (E) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) MRSA เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารสกัดหยาบใบ
มะขามเทศ (ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ (ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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 (A1)  

 
50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 0.049 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
0.17 0.09 0.04 0.02 0.01 0.005 0.003 0.001 0.0007 0.0003 0.0002 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.23 (A1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอลในการยับยั้งการเจริญ (Minimum 
inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal concentration)      
E. coli เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า โดย (1) คือค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารเคมเฟอรอล (ความเข้มข้น 50 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.17 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารเคมเฟอรอล (ความเข้มข้น มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(มากกว่า 0.17 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(A2)  

 
50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 0.049 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
0.12 0.06 0.03 0.01 0.007 0.004 0.002 0.0009 0.0004 0.0002 0.0001 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.23 (A2) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. coli เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารเคมเฟอรอล-3-
แรมโนไซด์  (ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.12 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) 
คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (ความ
เข้มข้น มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.12 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(B1) 

 
50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 0.049 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
0.17 0.09 0.04 0.02 0.01 0.005 0.003 0.001 0.0007 0.0003 0.0002 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.23 (B1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอลในการยับยั้งการเจริญ (Minimum 
inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal concentration)               
B. cereus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า โดย (1) คือค่า
ความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารเคมเฟอรอล (ความเข้มข้น 
6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.02 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารเคมเฟอรอล (ความเข้มข้น 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.02 โม
ลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(B2)  

 
50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 0.049 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
0.12 0.06 0.03 0.01 0.007 0.004 0.002 0.0009 0.0004 0.0002 0.0001 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.23 (B2) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) B. cereus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารเคม
เฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.06 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ 
(ความเข้มข้น มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.12 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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 (C1)  

    
50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 0.049 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
0.17 0.09 0.04 0.02 0.01 0.005 0.003 0.001 0.0007 0.0003 0.0002 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.23 (C1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอลในการยับยั้งการเจริญ (Minimum 
inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal concentration)     
S. aureus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า โดย (1) คือค่า
ความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารเคมเฟอรอล (ความเข้มข้น 
6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.02 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารเคมเฟอรอล (ความเข้มข้น มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(มากกว่า 0.17 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(C2)   

    
50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 0.049 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
0.12 0.06 0.03 0.01 0.007 0.004 0.002 0.0009 0.0004 0.0002 0.0001 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.23 (C2) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) S. aureus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารเคม
เฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.03 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ 
(ความเข้มข้น มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.12 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(C3)   

 
200 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 

ความเข้มข้นของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

1.39 

0.70 

0.35 

0.17 

0.09 

0.04 

0.02 

0.01 

0.005 

0.0027 

0.0013 

ความเข้มข้นของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (โมลาร์) 

(1) 

 
(2) 

ภาพที่ 4.23 (C3) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด ในการ
ยับยั้งการเจริญ (Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum 
bactericidal concentration) S. aureus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth 
dilution แบบ 2 เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) 
ของสาร 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (1.39 
โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) 
ของสาร 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (ความเข้มข้น มากกว่า 200 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร (มากกว่า 1.39 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(D1)  

 
50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 0.049 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
0.17 0.09 0.04 0.02 0.01 0.005 0.003 0.001 0.0007 0.0003 0.0002 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.23 (D1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอลในการยับยั้งการเจริญ (Minimum 
inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal concentration)   
MRSA เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า โดย (1) คือค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารเคมเฟอรอล (ความเข้มข้น 12.5 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.04 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารเคมเฟอรอล (ความเข้มข้น มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(มากกว่า 0.17 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(D2)  

    
50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 0.049 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
0.12 0.06 0.03 0.01 0.007 0.004 0.002 0.0009 0.0004 0.0002 0.0001 

ความเข้มข้นของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.23 (D2) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) MRSA เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า  
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารเคมเฟอรอล-3-
แรมโนไซด์ (ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.03 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) 
คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (ความ
เข้มข้น มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.12 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(D3)   

 
200 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39 0.19 

ความเข้มข้นของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

1.39 

0.70 

0.35 

0.17 

0.09 

0.04 

0.02 

0.01 

0.005 

0.0027 

0.0013 

ความเข้มข้นของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.23 (D3) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด ในการ
ยับยั้งการเจริญ (Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum 
bactericidal concentration) MRSA เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution 
แบบ 2 เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสาร 
4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (1.39 โมลาร์) 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสาร 
4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (ความเข้มข้น มากกว่า 200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(มากกว่า 1.39 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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ในการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (MIC method) กับอนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่แยก
ได้จากใบมะขามเทศ (เคมเฟอรอล (kaempferol)) ได้ศึกษางานวิจัยเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย
ของลิปิดที่น ามาใช้ในการสังเคราะห์อนุพันธ์ ดังงานวิจัยของ Dilika และคณะ (2000) ศึกษาฤทธิ์ต้าน
เชื้อแบคทีเรียของกรดโอเลอิก พบว่ามีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกที่ใช้ทดสอบคือ B. subtilis, 
Micrococcus kristinae และ Staphylococcus aureus โดยแสดงค่า MIC เท่ากับ 1 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ในการศึกษางานวิจัยของ Choi และคณะ (2013) พบว่ากรดสเตียริกมีฤทธิ์ในการยับยั้ง
แบคทีเรียก่อให้เกิดโรคภายในช่องปาก 12 ชนิด โดยแสดงค่า MIC อยู่ในช่วง 312.5 – 2500 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และจากการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียของกรดซินนามิกดังงานวิจัยของ 
Guzman (2014) พบว่ามีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย 24 ชนิด โดยแสดงค่า MIC อยู่ในช่วง 0.4 – 13.5 
มิลลิโมลาร์ ซึ่งลิปิดทั้งสามชนิดแสดงฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียจึงถูกเลือกน าไปสังเคราะห์อนุพันธ์ของ
เคมเฟอรอลเพ่ือเพ่ิมฤทธิ์ทางชีวภาพในการต้านเชื้อแบคทีเรีย  

ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย (MIC method) กับอนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่
แยกได้จากใบมะขามเทศ ( เคมเฟอรอล (kaempferol)) คือ เคมเฟอรอล -3,6 -ไดอะซี เตต 
(kaempferol-3,6-diacetate) (29) และอนุพันธ์กับลิปิดและไบโอทิน (เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด 
(kaempferol-6-oleic acid) (30) เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric acid) 
(31) เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin) (33)) โดยเตรียมความเข้มข้นของอนุพันธ์
ของเคมเฟอรอล  (kaempferol) ได้แก่ เคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (kaempferol-3,6-diacetate) 
(29) ที่ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.03 โมลาร์) และอนุพันธ์กับลิปิดและไบโอทิน (เคม
เฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) (30) เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด 
(kaempferol-6-steric acid) (31) เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin) (33)) เตรียมที่
ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.05 โมลาร์) จากการศึกษาพบว่า เคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต 
(kaempferol-3,6-diacetate) (29) มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย S. aureus ได้ดีที่สุดโดยแสดงจากค่า 
MIC เท่ากับ 3.125 (0.01 โมลาร์) และค่า MBC เท่ากับ 6.25 (0.02 โมลาร์) มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ตามล าดับ (ภาพ 4.24(C1)) นอกจากนั้นสารตัวอย่างมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย B. cereus โดยแสดงจาก
ค่า MIC คือ 6.25 (0.02 โมลาร์) และค่า MBC คือมากกว่า 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.03 
โมลาร์) ตามล าดับ (ภาพ 4.24(B1)) ต่อมาสารที่ท าการศึกษา สารตัวอย่างจ าพวก เคมเฟอรอล-6-
โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) (30) เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-
steric acid) (31) เคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin) (33) ให้ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย   
แกรมลบ E. coli เพียงชนิดเดียว โดย เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) 
(30) และเคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric acid) (31) ให้ผลฤทธิ์ในการยับยั้ง



130 
 

 

แบคทีเรียที่เหมือนกัน ซึ่งแสดงจากค่า MIC และ MBC คือ 25 (0.05 โมลาร์) และมากกว่า 25 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.05 โมลาร์) ตามล าดับ (ภาพ 4.24(A1, A2)) ส่วนเคมเฟอรอล-3-ไบโอ
ทิน (kaempferol-3-biotin) (33) แสดงค่า MIC เท่ากับ 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.02 โมลาร์) 
และค่า MBC คือมากกว่า 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.05 โมลาร์) (ภาพ 4.24(A3)) ดังแสดงใน
ตาราง 4.23 

จากการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารตัวอย่าง คือสารสกัดหยาบใบมะขาม
เทศในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอล สารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากสารสกัดหยาบใบมะขามเทศ และ
อนุพันธ์ของเคมเฟอรอล ได้ผลที่แตกต่างกันซึ่งขึ้นกับโครงสร้างของผนังเซลล์ รูปร่าง และ
กระบวนการท างานของดีเอ็นเอของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบที่แตกต่างกัน ท าให้การ
ตอบสนองของสารตัวอย่างกับแบคทีเรียแต่ละชนิดแตกต่างกัน 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับอนุพันธ์ในกลุ่มไขมัน และไบโอทิน 
พบว่าสารมีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ E. coli เพียงชนิดเดียวซึ่งอาจเกิดจากโครงสร้างและ
องค์ประกอบของผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบที่แตกต่างกัน กระบวนการเริ่มต้น
จากการจับของสารตัวอย่างกับผนังเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียโดยอาศัยความแตกต่างของประจุ 
(electrostatic binding) ส าหรับแบคทีเรียแกรมลบ สารตัวอย่างจะไปจับกับส่วนที่เป็นประจุลบบน
ฟอสโฟลิปิด (phospholipids), ลิโปโพลีแซ็กคาไรด์ (lipopolysaccharides (LPS)) และ outer 
membrane protein ซึ่งขั้นตอนนี้จะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วและไม่ต้องใช้พลังงาน สารตัวอย่างจะไป
แทนที่ Mg2+ และ Ca2+ ซึ่งเป็นตัวเชื่อมต่อระหว่างโมเลกุลของ LPS ท าให้การจัดเรียงตัวของ LPS 
เสียไป ผนังเซลล์ชั้นนอก (outer membrane) ฉีกขาด มีรูเกิดขึ้นและการควบคุมการซึมผ่านของสาร
ต่างๆเสียไป หลังจากนั้นจะเข้าสู่ periplasmic space กระบวนการต่อมา สารตัวอย่างจะไปจับกับไร
โบโซมท าให้มีการสร้างสารโปรตีนที่ผิดปกติซึ่งจะถูกเซลล์แบคทีเรียน าไปใช้ในการสร้างเยื่อหุ้มเซลล์
ส่งผลให้คุณสมบัติของเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียเสียไป  
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ตารางที ่4.23 

 

ตารางแสดงค่า MIC และ MBC ของการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับอนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ 

 

   Sam
ple 

                                 

       Strains  

Kaempferol –3,6-
diacetate  

Kaempferol-6-
oleic acid 

Kaempferol-6- 
steric acid 

Kaempferol-3- 
biotin 

M
IC 

(m
g/m

L) 

M
BC 

(m
g/m

L) 

M
IC 

(m
g/m

L) 

M
BC 

(m
g/m

L) 

M
IC 

(m
g/m

L) 

M
BC 

(m
g/m

L) 

M
IC 

(m
g/m

L) 

M
BC 

(m
g/m

L) 

B. cereus 6.25 
(0.02M) 

>12.5 
 (>0.03M) 

- - - - - - 

S. aureus 3.125 
 (0.01M) 

6.25 
 (0.02M) 

- - - - - - 

E. coli - - 25 
 (0.05M)  

>25 
 (>0.05M) 

25 
 (0.05M)  

>25 
 (>0.05M)  

12.5 
 (0.02M) 

>25 
 (>0.05M)  

E. faecalis - - - - - - - - 

MRSA - - - - - - - - 
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 (A1)  

 

25 

12.5 

6.25 

3.125 

1.56 

0.78 

0.39 

0.19 

0.09 

0.049 

0.024 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

0.05 

0.02 

0.01 

0.006 

0.003 

0.001 

7x10 -4 

3.45x10 -4 

1.63x10 -4 

8.9x10 -5 

4.36x10 -5 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.24 (A1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. coli เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.05 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้น
ต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น มากกว่า 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(มากกว่า 0.05 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 



133 
 

 

(A2)  

    

25 

12.5 

6.25 

3.125 

1.56 

0.78 

0.39 

0.19 

0.09 

0.049 

0.024 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

0.05 

0.02 

0.01 

0.006 

0.003 

0.001 

7x10 -4 

3.44x10 -4 

1.63x10 -4 

8.87x10 -5 

4.34x10 -5 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.24 (A2) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิดในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. coli เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.05 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้น
ต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(มากกว่า 0.05 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(A3)  

    

25 

12.5 

6.25 

3.125 

1.56 

0.78 

0.39 

0.19 

0.09 

0.049 

0.024 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

0.05 

0.02 

0.01 

0.006 

0.003 

0.002 

7.6x10 -4 

3.7x10 -4 

1.76x10 -4 

9.56x10 -5 

4.68x10 -5 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (โมลาร์) 

(1) 

 
(2) 

ภาพที่ 4.24 (A3) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. coli เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า  
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.02 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้น
ต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น มากกว่า 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(มากกว่า 0.05 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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  (B1)  

 

12.5 

6.25 

3.125 

1.56 

0.78 

0.39 

0.19 

0.09 

0.049 

0.024 

0.012 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

0.03 

0.02 

0.01 

0.004 

0.002 

0.001 

5.13x10 -4 

2.43x10 -4 

1.32x10 -4 

6.48x10 -5 

3.24x10 -5 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (โมลาร์) 

(1) 

 
(2) 

ภาพที่ 4.24 (B1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) B. cereus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.02 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น มากกว่า 12.5 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร (มากกว่า 0.03 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(C1) 

 

12.5 

6.25 

3.125 

1.56 

0.78 

0.39 

0.19 

0.09 

0.049 

0.024 

0.012 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

0.03 

0.02 

0.01 

0.004 

0.002 

0.001 

5.13x10 -4 

2.43x10 -4 

1.32x10 -4 

6.48x10 -5 

3.24x10 -5 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (โมลาร์) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.24 (C1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) S. aureus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 3.125 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.01 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(0.02 โมลาร์) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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จากการศึกษาการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารตัวอย่างทั้งสารสกัดหยาบใบ
มะขามเทศ สารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบมะขามเทศ และสารอนุพันธ์ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากใบ
มะขามเทศ ล้วนให้ผลการศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียที่แตกต่างกัน  นอกจากนั้นผู้วิจัยได้ศึกษาฤทธิ์
ต้านเชื้อแบคทีเรียกับยาปฏิชีวนะเพ่ือน าผลการทดลองมาเปรียบเทียบกับสารอนุพันธ์จากใบมะขาม
เทศที่ท าการสังเคราะห์ โดยแบ่งการศึกษายาปฏิชีวนะออกเป็น 5 กลุ่มด้วยกันคือ เซฟาเลกซิน 
(Cephalexin) สเตร็ปโตมัยซิน (Streptomycin) เพนิซิลลิน วี (Penicillin V) ไดคลอกซาซิลลิน 
(Dicloxacillin) และแวนโคมัยซิน (Vancomycin) โดยยาชนิดแรกที่ท าการศึกษาคือเซฟาเลกซิน  
(Cephalexin) เป็นยาที่ใช้รักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มสเตร็ปโตคอคคัส (Streptococcus) ซึ่ง
เป็นสาเหตุของโรคปอดอักเสบ โรคติดเชื้อที่กระดูก หู ผิวหนัง ระบบทางเดินหายใจ และระบบ
ทางเดินปัสสาวะ โดยให้เป็นกลุ่มตัวอย่างยาปฏิชีวนะท่ีรักษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและ
แกรมลบ ซึ่งจากการทดสอบให้ฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ E. coli ได้ดีที่สุดโดยแสดงค่า 
MIC เท่ากับ 9.766 และค่า MBC เท่ากับ 156.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาพ 4.25(A1)) รองลงมา
สารมีฤทธิ์ในการยับยั้ง B. cereus, MRSA, S. aureus และ E. faecalis โดยแสดงค่า MIC และ 
MBC ดังนี้ 19.53 และ 19.53, 39.06 และ 78.13, 156.25 และ 625, 156.25 และ 1250 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ (ภาพ 4.25(B1, E1, D1, C1)) ยาชนิดที่สองที่ท าการศึกษาคือสเตร็ป
โตมัยซิน (Streptomycin) เป็นยาที่มีฤทธิ์ในการรักษาโรคหลายชนิด เช่น วัณโรค โรคเรื้อน แผลริม
อ่อน เยื่อหุ้มสมองอักเสบ และโรคติดเชื้อทางเดินปัสสาวะ โดยให้ยาชนิดนี้เป็นกลุ่มตัวอย่างยา
ปฏิชีวนะที่รักษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรียแกรมลบ จากการทดสอบให้ฤทธิ์ในการยับยั้ง B. cereus ได้
ดีที่สุดโดยแสดงค่า MIC เท่ากับ 2.5 และค่า MBC เท่ากับ 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาพ 4.25(B2)) 
และสารมีฤทธิ์ในการยับยั้ง MRSA, S. aureus, E. coli และ E. faecalis โดยแสดงค่า MIC และ 
MBC ดังนี้ 19.53 และ 39.06, 39.06 และ 39.06, 78.13 และ 78.13, 78.13 และ 78.13 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ (ภาพ 4.25(E2, D2, A2, C2)) ยาชนิดที่สามที่ท าการศึกษาคือเพนิซิล
ลิน วี (Penicillin V) เป็นกลุ่มยาที่ใช้รักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก เช่นไข้หวัดที่มีแบคทีเรีย
แทรกซ้อน ผิวหนังอักเสบ และต่อมน้ าเหลืองอักเสบ เป็นต้น ยาชนิดนี้นี้เป็นตัวแทนจากกลุ่มตัวอย่าง
ของยาที่รักษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรียแกรมบวก จากการทดสอบให้ฤทธิ์ในการยับยั้ง E. faecalis ได้
ดีที่สุดโดยแสดงค่า MIC และค่า MBC เท่ากับ 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาพ 4.25(C3)) นอกจากนั้น
สารมีฤทธิ์ในการยับยั้ง MRSA, S. aureus, B. cereus และ E. coli โดยแสดงค่า MIC และ MBC 
ดังนี้ 19.53 และ 625, 312.5 และ 312.5, 625 และ 625, 625 และ 625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตามล าดับ (ภาพ 4.25(E3, D3, B3, A3)) ยาชนิดที่สี่ที่ท าการศึกษาคือไดคลอกซาซิลลิน  
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(Dicloxacillin) มีฤทธิ์ในการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียเช่นโรคปอดอักเสบ โรคติดเชื้อที่กระดูก หู 
ผิวหนัง และระบบทางเดินปัสสาวะ ยาชนิดนี้เลือกเป็นยาที่ใช้รักษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรียแกรมบวก
และดื้อต่อยาเพนิซิลลิน จากการทดสอบให้ฤทธิ์ในการยับยั้ง B. cereus ได้ดีที่สุดโดยแสดงค่า MIC 
และค่า MBC เท่ากับ 19.53 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาพ 4.25(B4)) ถัดมามีฤทธิ์ในการยับยั้ง E. 
faecalis ซึ่งให้ค่า MIC ใกล้เคียงหรือเท่ากับฤทธิ์ในการยับยั้ง B. cereus คือ 19.53 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร แตแ่ตกต่างกันที่ค่า MBC เท่ากับ 39.06 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาพ 4.25(C4))  สุดท้ายสาร
มีฤทธิ์ในการยับยั้ง MRSA, S. aureus และ E. coli โดยแสดงค่า MIC และ MBC เท่ากันในแบคทีเรีย
ทั้ง3ชนิด คือเท่ากับ 1250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาพ 4.25(E4, D4, A4)) ยาชนิดสุดท้ายที่
ท าการศึกษาคือแวนโคมัยซิน (Vancomycin) ยาชนิดนี้ใช้เพ่ือรักษาอาการล าไส้อักเสบ ภาวะติดเชื้อ
ในทางเดินอาหาร และรักษาการติดเชื้อ MRSA ที่รุนแรง ยาชนิดนี้เลือกเป็นตัวอย่างยาจากกลุ่มที่
รักษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรีย MRSA จากการทดสอบให้ฤทธิ์ในการยับยั้ง B. cereus ได้ดีที่สุดโดย
แสดงค่า MIC เท่ากับ 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และค่า MBC เท่ากับ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาพ 
4.25(B5)) รองลงมาสารมีฤทธิ์ในการยับยั้ง E. faecalis, MRSA, S. aureus และ E. coli โดยแสดง
ค่า MIC และ MBC ดังนี้ 10 และ 20, 312.5 และ 312.5, 312.5 และ 625, 625 และ 1250 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ (ภาพ 4.25(C5, E5, D5, A5)) ดังตารางที่ 4.24 
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ตารางที ่4.24 

 

ตารางแสดงค่า MIC และ MBC ของการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับยาปฏิชีวนะ 
    Antibiotic                     
          Drugs 
Bacterial 
Strains 

Cephalexin 
 

Streptomycin Penicillin V Dicloxacillin Vancomycin 

MIC 
(µg/mL) 

MBC 
(µg/mL) 

MIC 
(µg/mL) 

MBC 
(µg/mL) 

MIC 
(µg/mL) 

MBC 
(µg/mL) 

MIC 
(µg/mL) 

MBC 
(µg/mL) 

MIC 
(µg/mL) 

MBC 
(µg/mL) 

B. cereus 19.53 19.53 2.5 5 625 625 19.53 19.53 5 10 
S. aureus 156.25 625 39.06 39.06 312.5 312.5 1250 1250 312.5 625 

E. coli 9.766 156.25 78.13 78.13 625 625 1250 1250 625 1250 

E. faecalis 156.25 1250 78.13 78.13 5 5 19.53 39.06 10 20 
MRSA 39.06 78.13 19.53 39.06 19.53 625 1250 1250 312.5 312.5 
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 (A1)  

 

5000 

2500 

1250 

625 

312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (A1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะเซฟาเลกซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. coli เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า  
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 9.766 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 156.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร) 
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(A2)  

 

5000 

2500 

1250 

625 

312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (A2) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. coli เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 78.13 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 78.13 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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(A3)  

  

5000 

2500 

1250 

625 

312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (A3) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะเพนิซิลลิน วี ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. coli เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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(A4)  

 

5000 

2500 

1250 

625 

312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (A4) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะไดคลอกซาซิลลินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. coli เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 1250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 1250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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 (A5)  

 

5000 

2500 

1250 

625 

312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (A5) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะแวนโคมัยซิน ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. coli เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 1250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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 (B1)  

 

5000 

2500 

1250 

625 

312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (B1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะเซฟาเลกซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) B. cereus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 19.53 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุด
ที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 19.53 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร) 
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(B2)  

 
5 2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 0.039 0.019 0.009 0.0048 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (B2) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) B. cereus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 2.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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 (B3)  

 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (B3) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะเพนิซิลลิน วี ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) B. cereus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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(B4)  

 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (B4) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะไดคลอกซาซิลลินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) B. cereus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 19.53 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุด
ที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 19.53 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร) 
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(B5)  

 
20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 0.039 0.019 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (B5) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะแวนโคมัยซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) B. cereus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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(C1)  
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19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (C1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะเซฟาเลกซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. faecalis เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า  โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 156.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้น
ต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 1250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(C2)   

 

5000 

2500 

1250 

625 

312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (C2) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. faecalis เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า  โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 78.13 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุด
ที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 78.13 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร) 
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(C3)  

   
20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 0.039 0.019 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1)  

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (C3) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะเพนิซิลลิน วี ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. faecalis เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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(C4)  

 

5000 
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39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (C4) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะไดคลอกซาซิลลินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. faecalis เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 19.53 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุด
ที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 39.06 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร) 
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(C5)  

 
20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 0.039 0.019 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (C5) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะแวนโคมัยซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) E. faecalis เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า  โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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(D1)  

 

5000 
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39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (D1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะเซฟาเลกซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) S. aureus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 156.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้น
ต่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) 
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(D2)  

 

5000 
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312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (D2) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) S. aureus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 39.06 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุด
ที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 39.06 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร) 
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(D3)  

 

5000 
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312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (D3) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะเพนิซิลลิน วี ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) S. aureus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 312.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุด
ที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 312.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร) 
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(D4)  

 

5000 
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156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (D4) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะไดคลอกซาซิลลินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) S. aureus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 1250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุด
ที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 1250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 
50 ไมโครลิตร) 
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(D5)  

 

5000 
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312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (D5) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะแวนโคมัยซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) S. aureus เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 
เท่า โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง 
(ความเข้มข้น 312.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุด
ที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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 (E1)  

 

5000 
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1250 
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312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (E1) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะเซฟาเลกซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) MRSA เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า  
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 39.06 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 78.13 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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(E2)  

    

5000 

2500 

1250 

625 

312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (E2) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) MRSA เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 19.53 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 39.06 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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(E3)  

 

5000 
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312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (E3) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะเพนิซิลลิน วี ในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) MRSA เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 19.53 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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(E4)  
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156.25 
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39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (E4) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะไดคลอกซาซิลลินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) MRSA เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 1250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 1250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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(E5)  

 

5000 

2500 

1250 

625 

312.5 

156.25 

78.13 

39.06 

19.53 

9.766 

4.9 

ความเข้มข้นของสารตัวอย่าง (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

(1) 

 

 
(2) 

ภาพที่ 4.25 (E5) ผลความเข้มข้นต่ าสุดของยาปฏิชีวนะแวนโคมัยซินในการยับยั้งการเจริญ 
(Minimum inhibition concentration) และการฆ่าแบคทีเรีย (Minimum bactericidal 
concentration) MRSA เมื่อวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค microdilution broth dilution แบบ 2 เท่า 
โดย (1) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) ของสารตัวอย่าง (ความ
เข้มข้น 312.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร) และ (2) คือค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (MBC) ของสารตัวอย่าง (ความเข้มข้น 312.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร) 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

       การศึกษาการแยกและหาองค์ประกอบทางเคมีสารสกัดหยาบจากใบมะขามเทศพร้อม
ศึกษาถึงความสามารถในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดยท าการสกัดสารหยาบด้วยวิธีการแช่ตัวอย่าง 
(maceration) ในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอลได้สารสกัดหยาบ 0.200 กรัม คิดเป็นร้อยละผลผลิต
เท่ากับ 0.01% น าสารสกัดหยาบใบมะขามเทศในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอลมาแยกองค์ประกอบ
ทางเคมีผ่าน 3 เทคนิคคือ (1) เจลฟิลเตรชัน (gel filtration) (2) คอลัมน์โครมาโตกราฟี (column 
chromatography) และ (3) เพรพเพอร์เรทีฟโครมาโตกราฟีชนิดเยื่อบาง (Preparative thin layer 
chromatography) โดยสามารถแยกได้สารบริสุทธิ์ 3 ชนิดคือ เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) 
0.026 กรัม เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7)) 0.088 กรัม และ 4,5-อีพ็
อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28))  0.012 
กรัม ซึ่งโครงสร้างมีการยืนยันองค์ประกอบด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปก   โตรสโค
ปี (NMR spectroscopy) แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 
(UV-Visible spectrophotometry) อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี (Infrared spectroscopy) และอัล
ตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Ultra High Performance Liquid Chromatography,  
UHPLC)  

      จากการศึกษาการแยกหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกได้จากใบมะขามเทศโดยพบ
สารส าคัญ 3 ชนิดดังที่กล่าวข้างต้น ซึ่งแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของ
เชื้อแบคทีเรีย จากผลของฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องต้นที่ได้จึงน าไปสู่การสังเคราะห์อนุพันธ์เพ่ือ
ปรับเปลี่ยนโครงสร้างได้อนุพันธ์ต่างๆดังนี้  เคมเฟอรอล -3,6-ไดอะซีเตต (Kaempferol-3,6-
diacetate) (29) เคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) (30) เคมเฟอรอล-6-
สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric acid) (31) เคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (kaempferol-6-
cinnamic acid) (32) และเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin) (33) เพ่ือเพ่ิมการออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งโครงสร้างมีการยืนยันองค์ประกอบด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์
สเปกโตรสโคปี (NMR spectroscopy) แมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) ยูวี-วิสิเบิลสเปก
โตรโฟโตเมทรี (UV-Visible spectrophotometry) อินฟราเรด สเปกโตรสโคปี (Infrared 
spectroscopy) และอัลตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Ultra High Performance 
Liquid Chromatography, UHPLC) โดยในการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับ
ไกลโคไซด์ต่าง ๆ (ไซโลส กลูโคส กาแลกโตส และกลูโคซามีน) จะได้ผลิตภัณฑ์ที่เหมือนกันเมื่อยืนยัน
องค์ประกอบโครงสร้า งด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโ ตรสโคปี  (NMR                        
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spectroscopy) โดยพบว่าได้ผลิตภัณฑ์ในรูปอะซีติลเคมเฟอรอล (เคมเฟอรอล -3, 6-ไดอะซีเตต; 
kaempferol-3, 6-diacetate) (29) และในการสังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) 
กับอะซิติกแอนไฮไดรด์ (34) และโพรไพโอนิกแอนไฮไดรด์ (35) ซึ่งจากผลการศึกษาในการ
สังเคราะห์อนุพันธ์เคมเฟอรอล (kaempferol) กับอะซิติกแอนไฮไดรด์ (34) และโพรไพโอนิกแอนไฮ
ไดรด์ (35) ได้ร้อยละผลผลิตน้อยมากและไม่สามารถแยกให้สารบริสุทธิ์ได้จึงไม่ได้น าสารกลุ่มนี้มา
ท าการศึกษาต่อในการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งการสังเคราะห์สารอนุพันธ์สองตัวนี้ควรหา
วิธีการสังเคราะห์ที่เหมาะสมเพ่ือเพ่ิมร้อยละผลผลิต (% yield) ของผลิตภัณฑ์และสามารถน าไป
ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพในด้านอ่ืน ๆ ได้     
        จากการศึกษาการออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระซึ่งได้ท าการศึกษาฤทธิ์ทั้งในด้านเชิง
คุณภาพและเชิงปริมาณ โดยในการศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเชิงคุณภาพได้ท าการศึกษากับสารสกัด 
หยาบใบมะขามเทศในตัวท าละลายอินทรีย์เมทานอล เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) เคมเฟอรอล-
3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7)) และ 4,5-อีพ็อกซี่-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอ
ซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) โดยใช้สารละลาย 2,2-ไดฟีนิล-1-พิคริล
ไฮดราซิล (DPPH) ซ่ึงเป็นอนุมูลที่คงตัว ในตัวท าละลายเมทานอลซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารละลายสีม่วง 
ซ่ึงดูดกลืนแสงได้ดีท่ีความยาวคลื่น 515-517 นาโนเมตร โดยอนุมูล DPPH• จะท าปฏิกิริยากับสารที่มี
คุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ และเมื่อเกิดปฏิกิริยาได้รับโปรตอนจากสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  
สารละลายจะเปลี่ยนจากสารละลายสีม่วงเป็นสารละลายสีเหลือง ซึ่งสารตัวอย่างที่ท าการทดสอบ
เปลี่ยนจากสารละลายสีม่วงเป็นสีเหลืองแสดงถึงการมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และในการศึกษาฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระเชิงปริมาณของสารสกัดหยาบใบมะขามเทศด้วยวิธี DPPH assay พบว่าสารสกัดหยาบใบ
มะขามเทศมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระโดยแสดงค่า IC50 เท่ากับ 197.19 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เมื่อเทียบ
กับสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอร์บิก (IC50 < 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
       จากการศึกษาการทดสอบการออกฤทธิ์ต้ านเชื้อแบคที เรียกับสารตัวอย่างได้
ท าการศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย และปริมาณแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมด (TVA) กับแบคทีเรีย
ทั้ง 4 ชนิด คือ Escherichia coli TISTR 780, Staphylococcus aureus TISTR 1466, Bacillus 
cereus TISTR 687 และ Enterococcus faecalis TISTR 379 เพ่ือศึกษาหาช่วงเวลาการ
เจริญเติบโตที่เหมาะสมในการบ่มเชื้อแบคทีเรีย (ระยะที่แบคทีเรียแบ่งตัวอย่างรวดเร็วในอัตราคงที่ 
(exponential phase หรือ log phase)) และความเข้มข้นของเชื้อแบคทีเรียที่อยู่ในช่วงเวลาการบ่ม
แบคทีเรีย พบว่าที่เวลา 4 ชั่วโมง เป็นเวลาที่เหมาะสมในการบ่มเชื้อแบคทีเรียเพราะมีการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียได้ดีที่สุดและมีความเข้มข้นของเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมในการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้ อ
แบคทีเรียกับสารตัวอย่าง ผลการทดสอบการออกฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารตัวอย่างด้วยวิธี disc      
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diffusion method และ MIC method กับแบคทีเรีย 5 ชนิดคือ Escherichia coli TISTR 780, 
Staphylococcus aureus TISTR 1466, Bacillus cereus TISTR 687, Enterococcus faecalis 
TISTR 379 และ Methicillin resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300 โดยใช้เซฟาเลก
ซิน (50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร; วิธี disc diffusion method, 1.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร; วิธี MIC) เป็นตัว
ควบคุมผลบวก และน้ ากลั่นเป็นตัวควบคุมผลลบ พบว่าสารสกัดหยาบใบมะขามเทศความเข้มข้น 400 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียได้ทุกชนิด แสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งอยู่
ในช่วง 7.0–12.2 มิลลิเมตร (MIC อยู่ในช่วง 12.5–100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร, MBC เท่ากับ 100 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) เคมเฟอรอล (kaempferol (8)) ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.17 โม
ลาร์) มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ ยกเว้น E. faecalis แสดงค่าเส้นผ่าน
ศูนย์กลางบริเวณยับยั้งอยู่ในช่วง 7.7–9.3 มิลลิเมตร (MIC อยู่ในช่วง 6.25–50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(0.02–0.17 โมลาร์), MBC อยู่ในช่วง 6.25 ถึงมากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.02 ถึงมากกว่า 
0.17 โมลาร์)) เคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (kaempferol-3-rhamnoside (7)) ความเข้มข้น 50 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.12 โมลาร์) มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียยกเว้น E. faecalis แสดง
ค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งอยู่ในช่วง 6.5–7.0 มิลลิเมตร (MIC อยู่ในช่วง 12.5–50 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร (0.03 – 0.12 โมลาร์), MBC มากกว่า 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.12 โมลาร์)) 4,5-
อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (4,5-epoxy-piperidine-3-carboxylic acid (28)) ความ
เข้มข้น 400 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (2.80 โมลาร์) มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้บางชนิด
คือ S. aureus และ MRSA แสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้งอยู่ในช่วง 6.5–7.0 มิลลิเมตร 
(MIC เท่ากับ 200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (1.39 โมลาร์), MBC มากกว่า 200 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
(มากกว่า 1.39 โมลาร์)) อนุพันธ์ที่ท าการศึกษาคือเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (Kaempferol-3,6-
diacetate) (29) ความเข้มข้น 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.03 โมลาร์) มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียได้บางชนิดคือ S. aureus และ B. cereus แสดงค่าเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง
เท่ากับ 7.0 มิลลิเมตร (MIC อยู่ในช่วง 3.125–6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (0.01–0.02 โมลาร์), MBC 
อยู่ในช่วงมากกว่า 12.5–6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.03–0.02 โมลาร์)) เคมเฟอรอล-6-โอเล
อิก เอซิด (kaempferol-6-oleic acid) (30), เคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (kaempferol-6-steric 
acid) (31) และเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (kaempferol-3-biotin) (33) ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร (0.05 โมลาร์) มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ชนิดเดียวคือ E. coli แสดงค่าเส้น
ผ่านศูนย์กลางบริ เวณยับยั้ งเท่ากับ 7.0 มิลลิเมตร ยกเว้นเคมเฟอรอล -6-ซินนามิก เอซิด 
(kaempferol-6-cinnamic acid) (32) ไม่มีฤทธิ์ต้านการเจริญของแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบทุกชนิด  
(MIC อยู่ ใ นช่ ว ง  1 2 . 5–25  มิ ล ลิ ก รั ม /มิ ล ลิ ลิ ต ร  ( 0 . 02–0 . 05  โ มลาร์ ) ,  MBC 
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มากกว่า 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (มากกว่า 0.05 โมลาร์) ) นอกจากนั้นผู้วิจัยได้ศึกษาฤทธิ์ต้านเชื้อ
แบคทีเรียกับยาปฏิชีวนะเพ่ือน าผลการทดลองมาเปรียบเทียบกับสารอนุพันธ์จากใบมะขามเทศที่ท า
การสังเคราะห์ โดยแบ่งการศึกษายาปฏิชีวนะออกเป็น 5 กลุ่มด้วยกันคือเซฟาเลกซิน (Cephalexin) 
สเตร็ปโตมัยซิน (Streptomycin) เพนิซิลลิน วี (Penicillin V) ไดคลอกซาซิลลิน (Dicloxacillin) 
และแวนโคมัยซิน (Vancomycin) ซึ่งมีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทุกชนิด โดยแสดงค่า 

MIC เท่ากับ 9.766–156.25, 2.5–78.13, 5–625, 19.53–1250 และ 5–625 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร     
และค่า MBC เท่ากับ 19.53-1250, 5–78.13, 5-625, 19.53-1250 และ 10-1250 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ตามล าดับ             
       จากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดหยาบ
และสารบริสุทธิ์จากใบมะขามเทศสามารถใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระและฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียกับสารบริสุทธิ์ชนิดอ่ืนๆ นอกจากนี้อาจน าสารบริสุทธิ์ไป
พัฒนาใช้แทนยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในปัจจุบัน ซึ่งอาจเป็นทางเลือกใหม่ในการรักษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรีย
ในอนาคต และช่วยลดปริมาณการใช้ยาปฏิชีวนะท่ีเป็นอันตรายและมีผลข้างเคียงต่อเซลล์มนุษย์ และ
สามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานต่อยอดในการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสมุนไพรชนิดนี้ต่อไป  
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การเตรียมสารละลายแอนิซัลดีไฮด์ (anisaldehyde) 
 เอทานอล 100 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น 5 มิลลิลิตร กรดอะซิติกเข้มข้น 1.5 

มิลลิลิตร และแอนิซัลดีไฮด์ 2 มิลลิลิตร ตามล าดับ เมื่อเตรียมเสร็จแล้วท าการเก็บสารละลายไว้ใน
ขวดสีชา 
การเตรียม 0.85% โซเดียมคลอไรด์ 

ชั่งโซเดียมคลอไรด์ 0.85 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว เวลา  
15 นาท ี
การเตรียม 0.1% รีซาซูริน (resazurin solution) 
       ชั่งรีซาซูริน (Resazurin sodium salt) 50 มิลลิกรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น ปรับปริมาตร
ให้เป็น 50 มิลลิลิตร  
การเตรียม 3.3xอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (3.3xNB) 
                ชั่งอาหารส าเร็จรูป NB 4.29 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว เวลา 
15 นาท ี



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 
สเปกตรัมของสารบริสุทฺธิแ์ละอนุพันธ์ 
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ภาพที ่ข1 1H NMR spectrum (CD3OD, 400MHz) ของเคมเฟอรอล (8)  

 

 
ภาพที ่ข2 13C NMR spectrum (CD3OD, 100MHz) ของเคมเฟอรอล (8)
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ภาพที ่ข3 HMQC spectrum ของเคมเฟอรอล (8) ในตัวท าละลาย CD3OD 

 
ภาพที ่ข4 HMBC spectrum ของเคมเฟอรอล (8) ในตัวท าละลาย CD3OD 
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ภาพที ่ข5 1H NMR spectrum (CD3OD, 400MHz) ของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7)  

 

 
ภาพที ่ข6 13C NMR spectrum (CD3OD, 100MHz) ของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7)  
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ภาพที ่ข7 HMQC spectrum ของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) ในตัวท าละลาย CD3OD 

 
ภาพที ่ข8 HMBC spectrum ของเคมเฟอรอล-3-แรมโนไซด์ (7) ในตัวท าละลาย CD3OD 
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ภาพที ่ข9 1H NMR spectrum (D2O, 400MHz) ของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก              
เอซิด (28)  

 
ภาพที ่ข10 13C NMR spectrum (D2O, 100MHz) ของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอ
ซิด (28) 
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ภาพที ่ข11 HMQC spectrum ของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (28) ในตัวท า
ละลาย D2O 

 
ภาพที ่ข12 HMBC spectrum ของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (28) ใน D2O 
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ภาพที่ ข13 อินฟราเรดสเปกตรัม (infrared spectrum) ของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิ
ลิก เอซิด (28) 

 
ภาพที่ ข14 แมสสเปกตรัม (mass spectrum) ของ4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด 
(28) 
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ภาพที่ ข15 HPLC chromatogram ของ 4,5-อีพ็อกซ่ี-ไพเพอริดีน-3-คาร์บอกซิลิก เอซิด (28) 
 

 

ภาพที ่ข17 1H NMR spectrum (DMSO-d6, 400MHz) ของอนุพันธ์เคมเฟอรอล กับอะซิติก แอนไฮ
ไดร์ด (34) 
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ภาพที ่ข17 1H NMR spectrum (DMSO-d6, 400MHz) ของอนุพันธ์เคมเฟอรอล กับโพรไพโอนิก 
แอนไฮไดร์ด (35) 

ภาพที ่ข18 1H NMR spectrum (CD3OD, 400MHz) ของเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (29) 
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ภาพที ่ข19 13C NMR spectrum (CD3OD, 100MHz) ของเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (29) 
 

 
ภาพที่ ข20 อินฟราเรดสเปกตรัม (infrared spectrum) ของเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (29)
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ภาพที่ ข21 แมสสเปกตรัม (mass spectrum) ของเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (29) 
 
 
 
 
 

 

 
ภาพที่ ข22 HPLC chromatogram ของเคมเฟอรอล-3,6-ไดอะซีเตต (29) 
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ภาพที ่ข23 1H NMR spectrum (CDCl3, 400MHz) ของเคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (30) 

ภาพที ่ข24 13C NMR spectrum (CDCl3, 100MHz) ของเคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (30) 
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ภาพที่ ข25 อินฟราเรดสเปกตรัม (infrared spectrum) ของเคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (30) 
 
 
 

 
ภาพที่ ข26 แมสสเปกตรัม (mass spectrum) ของเคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (30) 
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ภาพที่ ข27 HPLC chromatogram ของเคมเฟอรอล-6-โอเลอิก เอซิด (30) 

 

 

 
ภาพที ่ข28 1H NMR spectrum (CDCl3, 400MHz) ของเคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (31)
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ภาพที ่ข29 13C NMR spectrum (CDCl3, 100MHz) ของเคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (31) 

 
ภาพที่ ข30 อินฟราเรดสเปกตรัม (infrared spectrum) ของของเคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (31)
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ภาพที่ ข31 แมสสเปกตรัม (mass spectrum) ของเคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (31) 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ ข32 HPLC chromatogram ของเคมเฟอรอล-6-สเตียริก เอซิด (31)
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ภาพที ่ข33 1H NMR spectrum (CDCl3, 400MHz) ของเคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (32)  

 
ภาพที ่ข34 13C NMR spectrum (CDCl3, 100MHz)ของเคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (32) 
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ภาพที่ ข35 อินฟราเรดสเปกตรัม (infrared spectrum) ของเคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (32) 

 

 

 
ภาพที่ ข36 แมสสเปกตรัม (mass spectrum) ของเคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (32) 
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ภาพที่ ข37 HPLC chromatogram ของเคมเฟอรอล-6-ซินนามิก เอซิด (32) 
 

 
ภาพที ่ข38 1H NMR spectrum (CDCl3, 400MHz) ของเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (33) 
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ภาพที ่ข39 13C NMR spectrum (CDCl3, 100MHz) ของเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (33)

 
ภาพที่ ข40 อินฟราเรดสเปกตรัม (infrared spectrum) ของเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (33) 
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ภาพที่ ข41 แมสสเปกตรัม (mass spectrum) ของเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (33) 
 
 
 

 
 ภาพที่ ข42 HPLC chromatogram ของเคมเฟอรอล-3-ไบโอทิน (33)
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