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บทคัดย่อ 

 
การศึกษาโครงสร้างโมเลกุลของสารบริสุทธิ์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่สกัดจากใบมะเดื่อ ด้วยเทคนิค 

การสกัดแบบ Sequential Extraction โดยใช้ตัวท าละลาย 3 ชนิดคือ เฮกเซน เอทิลแอซิเตต และเมทานอล  
ท าการตรวจสอบพฤกษเคมี  การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัดหยาบและสารสกัด(fraction) ชั้น        
เมทานอลกับจุลชีพ 4 ชนิด คือ Vibrio cholerae , Staphylococcus aureus ATCC 25923  และ 
Vibrio paraheamolyticus  และ Streptococcus mutans ATCC 27175และศึกษาโครงสร้างโมเลกุล
ของสารบริสุทธิ์ ผลการวิจัยพบว่า 

1. สารสกัดหยาบจากใบของมะเดื่อด้วยเมทานอลแสดงฤทธิ์การยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ ทั้ง 4 ชนิด 
ได้ดีกว่าสารสกัดหยาบจากเฮกเซน และ เอทิลอะซิเตต   

2. การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัด(fraction) ชั้นเมทานอล พบว่าชั้น F5 แสดงฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์สูงที่สุด 
 3. การศึกษาโครงสร้างโมเลกุลของสารบริสุทธิ์ ซึ่งมีลักษณะผลึกใสไม่มีสี  มีจุดหลอมเหลวพบว่ามี
จุดหลอมเหลวอยู่ระหว่าง 188-195 ๐C   
 ในการวิจัยครั้งต่อไปควรมีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพและโครงสร้างโมเลกุลของสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในด้านอ่ืนๆ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านมะเร็ง ฤทธิ์ต้านมาลาเรีย หรือ ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน เป็นต้น  โดยศึกษา
จากส่วนต่างๆ ของมะเดื่อทั้ง ราก  เมล็ด  ใบ ดอก และผล เพ่ือจะได้ข้อมูลส าหรับการคัดเลือกพืชสมุนไพร
และน าไปพัฒนาต่อยอดการวิจัยในเชิงพาณิชย์ต่อไป 
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ABSTRACT 
  
Study the chemical structure of the bioactive compound extracted from the 

leaves of the Ficus hispida Linn , with extraction techniques Sequential Extraction, using 
three organic solvents, hexane, ethyl acetate and methanol . Phytochemical examination , 
testing antimicrobial activity of crude extracts and fraction of methanol extracts with the 
four species of microorganisms , Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Streptococcus mutans ATCC 27175,  Vibrio paraheamolyticus, and to determine the 
molecular structure of compounds. The results showed that 

1. Crude methanol extract of the leaves of the Ficus hispida Linn show inhibitory 
microbial species, more than crude extracts of hexane and ethyl acetate . 

2. Testing antimicrobial activity of methanol extracts fraction was found to inhibit 
microbial highest F5 show. 

3. The molecular structure of compounds, crystals are colorless mp. 188-195 0C. 
Research should further study the molecular structure and biological activity of 

bioactive compounds in other areas, including anti-cancer Antimalarial and antioxidant 
activity of different parts of the study. The roots, leaf, flower and fruit seeds to plant 
information for the selection and to further develop research in the next commercial. 
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บทที ่ 1 
บทน ำ 

 
1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของกำรวิจัย 

 
 ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีความหลากหลายทางชีวภาพ(ฺ Biodiversity) ฺเนื่องจากมี
ลักษณะทางภูมิศาสตร์ตั้งอยู่ในพื้นที่เขตร้อนที่เรียกว่า “Indo-Burmaฺ” และมีที่ตั้งอยู่ในเขตสภาพ
ภูมิอากาศแถบร้อนชื้น ณ ใจกลางของเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ จึงก่อให้เกิดสภาพธรรมชาติอัน
หลากหลาย เป็นสะพานเชื่อมต่อสังคมสิ่งมีชีวิตจากเขตเหนือของโลกแถบเทือกเขาหิมาลัยและตอนใต้
ของจีนกับคาบสมุทรมลายู รวมถึงสังคมสิ่งมีชีวิตแบบร้อนแห้งแล้งจากกัมพูชาและลาว จึงเป็น
แหล่งก าเนิดของระบบนิเวศ เขตร้อนหลากหลายประเภท ความหลากหลายทางชีวภาพดังกล่าวได้มีส่วน
สนับสนุนค้าจุนให้วิถีชีวิตของคนไทยด าเนินไปโดยสมบูรณ์  ความหลากหลายทางชีวภาพปรากฏใน
อาหารและสมุนไพรพ้ืนบ้าน พืชสมุนไพรถูกน ามาใช้ในการรักษาโรคมาแต่โบราณและสืบทอดต่อมาจน
เกิดเป็นยากลางบ้านหรือยาแผนโบราณในปัจจุบันทั่วโลกได้ให้ความส าคัญต่อการน าพืชสมุนไพรมาใช้ให้
เกิดประโยชน์สูงสุดฺเช่นในอุตสาหกรรมยาฺฺมีการค้นพบยาชนิดใหม่ๆฺจากการค้นพบองค์ประกอบทาง
เคมีในพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ทางยาแล้วน ามาใช้เป็นต้นแบบในการพัฒนาและสังเคราะห์ยาตามกรรมวิธี
ทางเภสัชกรรมฺ การสกัดสารจากพืชสมุนไพรและการทดสอบคุณสมบัติของสารสกัดจากพืชสมุนไพร
เพ่ือน ามาใช้ประโยชน์นั้นเป็นวิธีหนึ่งที่ส าคัญและจ าเป็นอย่างมากเพ่ือน ามาใช้หาผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ
ใหม่ๆฺจากพืชชนิดต่างๆฺซึ่งเป็นที่ได้รับความสนใจท าการศึกษาและวิจัยเป็นอย่างมากฺและเป็นการน า
สมุนไพรในประเทศมาใช้ให้เกิดประโยชน์สูงสุดฺ(สุภาพฺฺบุณยะรัตเวช, 2523 :118 และรัตนาฺฺอินทรานุ
ปกรณ์ฺ, 2547 : 63-79) ฺ สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพฺ(Bioactive Compounds) คือฺสารจากสิ่งมีชีวิต
ตามธรรมชาติที่มีผลต่อสิ่งมีชีวิตทั้งคนฺสัตว์ฺและพืชฺสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดีต้องเป็นสารที่มีผล
จ าเพาะเจาะจงฺเช่นฺมีฤทธิ์จ าเพาะต่อเซลล์ของมะเร็งเต้านมฺมีฤทธิ์จ าเพาะต่อเชื้อวัณโรคฺเป็นต้นฺและ
สารนั้นจะต้องไม่มีผลทางลบต่อร่างกายฺหรือมีผลข้างเคียงน้อยมากฺเพราะเมื่อสารนั้นถูกน ามาแปรรูป
ให้เป็นส่วนประกอบของยาฺย่อมไม่ต้องการให้ยามีผลกับส่วนที่ดีของร่างกายฺยกเว้นฺเชื้อโ รคฺหรือ
ส่วนเกินฺ(มะเร็ง)ฺที่เราต้องการขจัดเท่านั้นฺสารใดก็ตามถ้ามีผลข้างเคียงที่ไม่ต้องการฺเราก็จะจัดสารนั้น
ให้อยู่ในพวกสารพิษฺ(toxic substance)ประกอบกับยุทธศาสตร์การพัฒนาประเทศตามแผนพัฒนา
เศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติฺเน้นการพัฒนาบนฐานความหลากหลายทางชีวภาพและการสรางความ
มั่นคงของฐานทรัพยากรและสิ่งแวดลอมโดยใหความส าคัญกับการพัฒนาคุณคาความหลากหลายทาง
ชีวภาพและภูมิปญญาทองถิ่นฺโดยใชหลักเศรษฐกิจพอเพียงเป็นแนวทางส าคัญในการจัดการองค์ความรู
และสรางภูมิคุมกันสงเสริมการใชความหลากหลายทางชีวภาพในการสรางความมั่นคงของภาค
เศรษฐกิจทองถิ่นและชุมชนรวมทั้งพัฒนาขีดความสามารถและสรางนวัตกรรมจากทรัพยากรชีวภาพทีฺ่
เปนเอกลักษณของประเทศฺการวิจัยเพ่ือการพัฒนาศักยภาพของมะเดื่อด้านการใช้เป็นสมุนไพรพ้ืนบ้าน
เพ่ือสร้างองค์ความรู้และคุ้มครองภูมิปัญญาท้องถิ่นฺจึงเป็นประเด็นที่ควรมีการศึกษาเพ่ือสืบทอดภูมิ
ปัญญาท้องถิ่นและ เพ่ือเพ่ิมคุณค่าและพัฒนาศักยภาพการใช้ประโยชน์ของพืชสมุนไพรในประเทศให้
เกิดประโยชน์  



          2 

 

 ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีความสนใจการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิด
ใหม่ที่มีประโยชน์ทางการแพทย์และสาธารณสุขฺเพ่ือเพ่ิมคุณค่าและพัฒนาศักยภาพของพืชสมุนไพรใน
ประเทศให้เกิดประโยชน์สูงสุด ซ่ึงเป็นแนวทางสู่การน าไปเป็นยาฺอาหารเสริมหรือเครื่องส าอางฺในเชิง
พาณิชย์ต่อไป 
 
1.2  วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
   

 เพ่ือศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่สกัดจากมะเดื่อ 
 
1.3  ขอบเขตของกำรวิจัย 
  

1.ฺพืชสมุนไพรที่ใช้ในการวิจัยคือมะเดื่อ  
ชื่อวิทยาศาสตร์ :ฺ Ficus hispida Linn. f. 

  ชื่อวงศ์ฺฺ    ฺฺฺฺฺฺ:  Moraceae 
2.ฺส่วนของพืชสมุนไพรที่ใช้ในการวิจัย 

ใบของมะเดื่อฺ   
3.ฺจุลชีพที่ใช้ในการวิจัยคือแบคทีเรียจ านวนฺ 4 ชนิด 

3.1  Staphylococcus aureus ATCC 25923  แบคทีเรียแกรมบวก 
3.2  Streptococcus mutans ATCC 27175 แบคทีเรียแกรมบวก 
3.3  Vibrio cholerae ฺแบคทีเรียแกรมลบ 
3.4  Vibrio paraheamolyticu sฺแบคทีเรียแกรมลบ 

4. ตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัดฺเป็นตัวท าละลายอินทรีย์จ านวนฺ3ฺชนิด 
เฮกเซน ฺเอทลิแอซิเตตฺและเมทานอลฺฺ 

 
1.4  กรอบแนวควำมคิดของกำรวิจัย  

 

 
                       ตัวแปรอิสระ                              ตัวแปรตำม 

 
 
   

 
 
1.5  ประโยชน์ที่ได้รับ 
               
 ข้อมูลโครงสร้างทางโมเลกุลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ที่มีประโยชน์ทาง
การแพทย์และสาธารณสุขฺเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้กับพืชสมุนไพรไทยซึ่งจะน าไปสู่การผลิตเชิง
อุตสาหกรรมและเชิงพาณิชย์ต่อไปฺ 

     
ฺฺฺฺฺฺฺสารออกฤทธิ์ต้านจุลชีพจากใบมะเดื่อ 

             

 
ฺฺโครงสร้างทางเคมีของสารออกฤทธิ์ 
ฺฺต้านจุลชีพจากใบมะเดื่อ 
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บทที ่ 2 
เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 

 
 การวิจัยเรื่องการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากมะเดื่อ ผู้วิจัย
ท าการศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้องดังนี้ 
 
  2.1 พืชสมุนไพร 
  2.2 การเตรียมพืชสมุนไพร  
  2.3 การสกัดสารส าคัญจากพืชสมุนไพร 
  2.4 สารออกฤทธิ์ในพืชสมุนไพร 
  2.5 การตรวจสอบสารออกฤทธิ์ในพืชสมุนไพร 
  2.6 เทคนิคการแยกสารจากพืชสมุนไพร 
  2.7 การออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
  2.8 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 
2.1  พืชสมุนไพร 
 

พืชสมุนไพรที่น ามาใช้ในการวิจัยคือ มะเดื่อ ข้อมูลอนุกรมวิธานที่ส าคัญของพืชสมุนไพร
ประกอบด้วยชื่อวิทยาศาสตร์  ชื่อวงศ์  ชื่อพ้ืนเมือง  ลักษณะทั่วไป  ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ และ
ประโยชน์ดังนี้ 

 

 
http://www.bloggang.com/ 
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ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
1. ชื่อ มะเดื่อ  
2. ชื่ออ่ืน เดื่อปล้อง เดื่อป่อง เดื่อสาย เดื่อป้อง ตะเออน่า  ฮะกอ สะนียา (นราธิวาส)  
3. ชื่อวิทยาศาสตร์ Ficus hispida Linn. f.  
4. วงศ์ MORACEAE  
5. แหล่งที่พบ พบทุกภาคของประเทศ  
6. ประเภทไม ้ไม้ยืนต้น  
7. ลักษณะทางพฤกษศาสตร์  
ต้น ไม้ยืนต้นขนาดกลางสูงประมาณ 5-10 เมตร ล าต้นเดี่ยวตั้งตรงเปลือกหนา กิ่งแขนงแตกเป็นพุ่มทรง
กลมท้ังต้น มีน้ ายางสีขาว ล าต้นมีรอยควั่นเป็นปล้องหรือเป็นข้อๆ คล้ายข้อไม้ไผ่ตลอดจนถึงก่ิง  
ใบ ใบเดี่ยวออกตรงข้ามกัน รูปไข่แกมขอบขนานหรือรูปขอบขนานแกมรูปไข่กลับ ผิวสากหนืดมือ คล้าย
ใบย่อยมีขนนาบกับแผ่นใบสีเขียวสด  
ดอก มีสีเหลืองแกมเขียว ออกช่อกระจุกแน่น เจริญอยู่ในฐานรองดอกกลมกลวงเหมือนลูกแพร์ แกมรูป
ไข่กลับกว้าง ดอกย่อยแยกเพศอยู่บนต้นเดียวกันเป็นสีชมพูอ่อน  
ผล กลมแป้นขนาดเล็กติดเป็นกลุ่มแน่น 10-15 ผล สีเขียวสดเมื่อแก่มีสีน้ าตาลปนเขียว  
8. ส่วนที่ใช้บริโภค ผลอ่อน  
9. การขยายพันธุ์ เมล็ด ตอนกิ่ง  
10. สภาพแวดล้อมที่เหมาะสม เจริญเติบโตได้ดีในดินทุกชนิด อยู่ตามป่าโปร่งป่าดิบเขาทั่วไป  
11. ฤดูกาลที่ใช้ประโยชน์ ตลอดปี  
12. การปรุงอาหาร ผลอ่อน รับประทานเป็นผักจิ้มร่วมกับน้ าพริก  
(เต็ม สมิตินันทน์. 2523. ชื่อพรรณไม้แห่งประเทศไทย (ชือ่พฤกษศาสตร์-ชื่อพ้ืนเมือง). กรมป่าไม้ 379 
หน้า. สถาบันการแพทย์แผนไทย กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข. 2542. ผักพ้ืนบ้านภาคใต้ 279 
หน้า. วุฒิ วุฒิธรรมเวช. สารานุกรมสมุนไพรไทย รวมเภสัชกรรมไทย. 2540. 618 หน้า. ) 
  
2.2  การเตรียมพืชสมุนไพร  
 
  การเตรียมพืชสมุนไพร (Preparation of Medicinal plants) ประกอบด้วยการคัดเลือกพืช
สมุนไพร   การเก็บตัวอย่างพืชสมุนไพร    การเก็บส่วนต่างๆ ของพืชสมุนไพร  การเตรียมพืชสมุนไพร   
การท าให้สมุนไพรมีขนาดเล็ดลง 
(http://cyberlab.lh1.ku.ac.th/elearn/faculty/agriculture/agri02/lesson.htm) 
 

2.2.1  การคัดเลือกพืชสมุนไพร  
 1. คัดเลือกพืชที่มีผลในการรักษามานานแล้ว โดยใช้ภูมิปัญญาแผนโบราณ  
 2. คัดเลือกพืชที่อยู่ในวงศ์ (Family) หรือ genus เดียวกัน โดยใช้หลักของ Chemotaxonomy  
 3. คัดเลือกพืชในวงศ์ท่ีใกล้เคียงกัน โดยดูจาก Botanical และ Chemotaxonomy  
 4. การคัดเลือกโดยทั่วไปพืชที่จะคัดเลือกควรเป็นพืชที่มีอยู่ในประเทศไทย  
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2.2.2  การเก็บตัวอย่างพืชสมุนไพร   รัตนา  อินทรานุปกรณ์ (2547 : 59-60 )  กล่าวโดย
สรุปดังนี้ 

1.  พืชสมุนไพรที่จะน ามาสกัด ต้องมีการตรวจเอกลักษณ์ให้ถูกต้อง เพราะพืชหลายชนิดมี
ลักษณะคล้ายกันหรือมีชื่อพ้องกัน โดยเฉพาะพืชสมุนไพรที่หายากและขาดแคลน ต้องตรวจสอบอย่าง
รอบครอบ 
 2. การเลือกเก็บพืชสมุนไพรที่สมบูรณ์ มีอายุตามชนิดของพืช สามารถออกดอกออกผลที่มี
จ านวนมากพอ เพ่ือให้ได้สารสกัดที่มากพอดังนี้ 
   2.1  รากและเหง้า เก็บหลังจากที่พืชเจริญเติบโตเต็มที่แล้วและหยุดการเจริญเติบโต
หากเป็นพืชล้มลุกควรเก็บเมื่อต้นตาย 

  2.2  เปลือกต้น เก็บในระยะเวลาที่พืชเจริญเติบโตเติมที่  
  2.3  ใบและดอก เก็บก่อนที่พืชจะออกดอกหรือก่อนที่ดอกจะบาน 
  2.4  ดอก เก็บขณะที่ดอกก าลังจะบานหรือก่อนถึงเวลาผสมเกสร 

  2.5  ผล เก็บเมื่อผลเจริญเติบโตเต็มที่แต่ยังไม่สุกหรือเมื่อสุกเต็มที่ ตามชนิดของพืช
สมุนไพร 

  2.6  เมล็ด เก็บเมื่อแก่เต็มที่แล้ว แต่ควรเก็บก่อนที่ผลจะแตกออก 
 3. เก็บตัวอย่างให้ถูกฤดูกาลของพืชแต่ละชนิด เช่น พวก ขิง ข่า กระชายด า จะมีเหง้าอยู่ใต้ดิน 
ในฤดูฝนเหง้าจะมีน้ าปริมาณมาก ท าให้มีปริมาณสารระเหยต่ า ดังนั้นจึงควรเก็บเกี่ยวในช่วงฤดูแล้ง จะ
ได้ปริมาณสารระเหยที่มากกว่า  
 4. วิธีการเก็บตัวอย่างต้องเหมาะสมต่อการน าไปแยกสกัดสาร พืชบางชนิดต้องสกัดสด หรือบาง
ชนิดต้องสกัดแห้ง  
 5. เก็บตัวอย่างในปริมาณที่มากพอ เพ่ือเก็บไว้เป็น Original Sample  ซึ่งการเก็บจะต้องมีการ
จดบันทึกข้อมูลที่เก่ียวข้อง เช่น  วันเวลา  ฤดูกาลที่เก็บ สถานที่เก็บ  เป็นต้น 
 6.  ถ้าต้องการเก็บตัวอย่างจากร้านค้าและผลิตภัณฑ์ ต้องระวัง สิ่งปลอมปน การใช้ชื่ออ่ืนมา
อ้าง  และชื่อพ้องกัน  
 7. เมื่อเก็บตัวอย่างมาแล้วต้องการท าตัวอย่างแห้ง ต้องใช้อุณหภูมิที่เหมาะสม เพ่ือป้องกันการ
เสื่อมสภาพของสารออกฤทธิ์ 
 

2.2.3  การเตรียมตัวอย่างพืชสมุนไพร 
 1.  การเตรียมตัวอย่างแบบสด พืชสมุนไพรสดสามารถสกัดสารออกฤทธิ์ได้ดี  โดยน าพืชสดมา
ต้มกับแอลกอฮอล์เพื่อยับยั้งการท างานของเอนไซม์ และป้องกันไม่ให้สารเคมีในพืชเกิดการเปลี่ยนแปลง   
 2.  การเตรียมตัวอย่างแบบแห้ง เป็นการป้องกันการเน่าเสียจากจุลินทรีย์ และยับยั้งการท างาน
ของเอนไซม์ที่อยู่ในพืชสด   การเตรียมตัวอย่างแบบแห้งควรท าให้แห้งด้วยวิธีที่ รวดเร็วและใช้อุณหภูมิ
ต่ า เพราะอุณหภูมิที่สูงจะท าให้สารส าคัญเกิดการเปลี่ยนแปลงได้ 
  3.  ระยะเวลาที่ใช้ในการท าให้พืชแห้งโดยทั่วไปดอก ใบ และยอด จะใช้อุณหภูมิที่ 20-40 องศา
เซลเซียส ส่วนเปลือกและรากจะใช้อุณหภูมิที่ 30-35 องศาเซลเซียส  
  4.  พืชสมุนไพรแห้งควรเก็บในที่แห้ง มืด เย็น และมีอากาศหมุนเวียนและหลีกเลี่ยงการเก็บ
สมุนไพรไว้เป็นเวลานาน 
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  2.2.4  การท าให้สมุนไพรตัวอย่างมีขนาดเล็กลง 
  การสกัดพืชสมุนไพรต้องย่อยตัวอย่างให้มีขนาดให้เล็กลง (comminution or pulverization) 
เนื่องจากสารส าคัญจะอยู่ภายในเซลล์ในสภาพผลึกหรือผงละเอียด เมื่อได้สัมผัสกับน้ ายาสกัดที่
เหมาะสมองค์ประกอบเหล่านั้นจะละลายออกมา   โดยการบดพืชสมุนไพรให้เป็นผงละเอียดเพ่ือท าลาย
ผนังเซลล์และเพ่ิมพ้ืนที่ผิวของพืชสมุนไพรที่จะสัมผัสกับน้ ายาสกัด   การสกัดจะสมบูรณ์       ถ้าเซลล์
แตกออกและน้ ายาสกัดเข้าไปสัมผัสสารส าคัญได้มากท่ีสุด  
 
  การย่อยพืชสมุนไพรให้มีขนาดเล็กลง  
  1.  การหั่นหรือตัดพืชสมุนไพรแห้งควรตัดตามยาว (longitudinal cut) หรือตัดเป็นรูปสี่เหลี่ยม 
(rectangular or cubical cut) ก่อนบด (grinding) โดยใช้เครื่องบดแบบต่างๆ ตามชนิดของวัตถุดิบ
และขนาดที่ต้องการหลังการบด เช่น เครื่องบดชนิดค้อน(driven hammer mill) เหมาะส าหรับย่อย
ขนาดพืชที่แตกหักง่าย เช่นรากหรือหัว ขนาดของพืชที่ได้ขึ้นอยู่กับขนาดของตระแกรงท่ีใช้  
  ส่วนสารที่มีขนาดใหญ่จะหมุนเวียนกลับไปย่อยอีก จนได้ขนาดที่เล็กพอที่จะลอดผ่านรูตะแกรง 
หรือเครื่องบดชนิดตัด (cutting mills) เหมาะส าหรับย่อยใบ เปลือกไม้ และรากที่เหนียวมีเส้นใย ขนาด
ของพืชที่ต้องการลดขนาดข้ึนกับขนาดของตะแกรงที่ใช้และความเร็วของมอเตอร์ที่ใช้หมุนใบมีด เป็นต้น  
  2.  พืชสมุนไพรสดท าได้โดยการหั่น (slicing) โดยใช้มีด หรือพืชสมุนไพรที่แช่ในแอลกอฮอล์
อาจใช้เครื่องปั่น (waring blender) เป็นต้น  
  นอกจากนี้อาจท าการย่อยเนื้อเยื่อพืชโดยใช้เอนไซม์ (enzyme disintegration) หรือโดยใช้
สารเคมี (chemical disintegration)  
  3.  การลดขนาดของพืชสมุนไพรให้เป็นผงละเอียดควรค านึงถึงโครงสร้างของพืชสมุนไพรเป็น
หลัก ถ้าเป็นโครงสร้างแข็งแรง ซึ่งน้ ายาสกัดแทรกซึมเข้าไปได้ยาก เช่น รก เนื้อไม้ ควรบดให้มีขนาดเล็ก
กว่าส่วนที่มีโครงสร้างอ่อนนุ่ม ซึ่งน้ ายาสกัดแทรกซึมเข้าไปได้ง่าย เช่น ใบ ดอก การบดพืช 
  4.  การย่อยสมุนไพรให้มีขนาดเล็กมากจนเกินไปจะเกิดผลเสียได้ คือท าให้เกิดปัญหาในการอุด
ตันเครื่องกรองในขบวนการสกัด และท าให้ได้องค์ประกอบที่ไม่ต้องการมากขึ้นอันเนื่องมาจากเซลล์แตก
มากเกินไป ซึ่งบางครั้งท าให้สารสกัดขุ่น ขนาดของผงพืชสมุนไพรที่เหมาะสมหาได้จากการทดลองซึ่ง
เป็นขนาดที่ท าให้ได้สารสกัดท่ีมีองค์ประกอบส าคัญสูงสุด 

 
2.3  การสกัดสารจากพืชสมุนไพร 
 
 การสกัดสารส าคัญที่เป็นองค์ประกอบจากสมุนไพร(Extraction of Active Constituents 
from Medicinal Plant) ในเบื้องต้นโดยใช้ตัวท าละลาย(solvent)จะได้สารสกัดหยาบ (crude 
extract) โดยสารสกัดหยาบนี้เป็นของผสมขององค์ประกอบทางเคมีของสมุนไพรซึ่งจะมีองค์ประกอบที่
มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา (pharmacologically active constituents) และองค์ประกอบที่ไม่มีฤทธิ์ทาง
เภสัชวิทยา  (pharmacologically inactive constituents)   ซ่ึงชนิดและปริมาณขององค์ประกอบใน
สารสกัดขึ้นอยู่กับสมุนไพรและสภาวะที่ใช้ในการสกัด  
 วัตถุประสงค์ของการสกัดนั้นเพ่ือแยกสารส าคัญออกจากสมุนไพร และท าให้ความเข้มข้นของ
สารส าคัญมีสูงขึ้น และเพ่ือลดขนาด (dose) ของการใช้สมุนไพรให้อยู่ในปริมาณท่ีเหมาะสม   
(รัตนา  อินทรานุปกรณ์. 2547 : 59-60)   
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 ในการสกัดสารจากพืชสมุนไพรนั้นมีข้อมูลที่ส าคัญที่จ าเป็นต้องศึกษาได้แก่  สมบัติทั่วไปของ
สารออกฤทธิ์  การเลือกตัวท าละลาย    การเลือกวิธีการสกัด   วิธีการสกัด  และการท าสารสกัด  ให้
เข้มข้น  
 2.3.1  สมบัติทั่วไปของสารออกฤทธิ์  
 

 ชุติมา ลิ้มมัทวาภิรัติ์  (อ้างในธีรศักดิ์  โรจนาราธา และคณะ. 2551 : 68-71)  กล่าวถึง
คุณสมบัติทั่วไปที่ควรทราบกอนท าการแยกสารดังนี้  
 
 1. ความไมชอบน  า (hydrophobicity) หรือ ความชอบน  า (hydrophilicity)       
            ความชอบน้ า (hydrophilicity) หรือความไมชอบน้ า (hydrophobicity)  ของสารนั้น
พิจารณาไดจากความสามารถในการละลายของสารในตัวท าละลาย ที่มีขั้วสูงไปหาขั้วต่ าตามล าดับ ดังนี้ 
น้ า เมธานอล    อะซีโตไนไตร(acetonitrile) เอธิลอะซีเตด (ethyl acetate) ไดคลอโรมีเธน 
(dichloromethane) คลอโรฟอรม (chloroform) ปโตรเลียมอีเธอร และเฮกเซน 
(hexane)  สารสกัดหยาบที่จะน ามาแยกใหไดสารบริสุทธิ์อาจละลายในตัวท าละลายไดยาก ควรกรอง
สารละลายของสารสกัดหยาบเพ่ือ แยกเปนสวนของตะกอนและสวน ของสารละลาย (filtrate)หรือหมุน
เหวี่ยงเพ่ือแยกเปน    สวนของตะกอนและสวนลอย (supernatant)  นอกจากนี้ยังสามารถสกัดแยกส
วนของสารสกัดหยาบ         ดวยการใชตัวท าละลายสองชนิดที่ไมเขากัน  เชน น้ า กับเอธิลอะซีเตด 
หรือคลอโรฟอรมกับไดคลอโรมีเธนหรือเฮกเซน เปนตน โดยท าการสกัด  ดวยกรวยแยก จากนั้นจึงน า
แตละ สวนมาแยกใหบริสุทธิ์       ตอไปดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟชนิดอ่ืน หรือแบงบางสวนของ
สารที่แยกไดนั้นมาทดสอบฤทธิ์ทาง ชีวภาพกอนที่จะแยกสารใหบริสุทธิ์ตอไป  
 2. pKa  
 โดยทั่วไปค่าพีเอช (pH)  3   7 และ 10 จะเปนคาพีเอชที่แสดงถึงความเปนกรด กลาง และเบส
ตามล าดับ การทราบคา pKa จะท าใหทราบถึงความคงตัวของสารนั้นที่คาพีเอชตาง ๆ ของสารละลาย 
อยางไร ก็ตามในขั้นตอนการแยกสารสามารถปรับความเปนกรดเบสของสาร ที่อยูในรูปสารละลายหรือ
สารแขวนตะกอนดวยการหยดกรดหรือดางเพียง 1 - 2 หยด จากนั้นจึงสกัดแยก ดวยตัวท าละลายผสม
ที่แยกออกเปนสองชั้นได สารที่ไมแตกตัวจะละลายอยูในเฟสของ ตัวท าละลายอินทรีย
phase) สวนสารที่แตกตัวมีประจุเปนไอออนจะละลายอยูในเฟสของน้ า (aqueous phase)  
 3. ความคงตัวตอความรอน  
          ความคงสภาพ (stability) มี 2 ประเภท คือ ความคงสภาพทางเคมี (chemical stability) และ
ความคงสภาพทางกายภาพ (physical stability) ความคงสภาพของสารจะลดลงเมื่อเกิดการเสื่อมสลาย 
(degradation) เนื่องจากกระบวนการตาง ๆ เชน hydrolysis, dehydration, isomerization และ 
racemization, decarboxylation และ elimination, oxidation, photodegradation และ 
complex interaction รวมทั้งแสงและความรอน สารผลิตภัณฑธรรมชาติที่จัดเปนโปรตีนมักไมคงตัวต
อความรอนจึงมักท าใหเกิดปญหาในการแยกสาร ดังนั้นจึงนิยมแยกสารที่ไมใชโปรตีนเพราะมีความคงตัว
สูงกวา โดยทั่วไปการทดสอบความคงสภาพตอความรอนจะใชวิธีการบม (incubation) สารตัวอยางที่
อุณหภูมิ 80  หรือ 90  องศาเซลเซียส เปน เวลานาน 10  นาที บนหมออังไอน้ า (water  bath)  สารที่
ถูกความรอนมักมีคุณสมบัติเปลี่ยนไป เชน เกิดการเกาะกลุมกัน (clotting หรือ aggregation) แสดงว
าความรอนท าใหสารสลายตัวหรือมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมีไปจากเดิม  
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 4. ขนาดโมเลกุล  
 การแยกสารอาจไม่ไดแยกตามความมีขั้วของสาร แตอาจแยกตามขนาดของโมเลกุล(size) หรือ
น้ าหนักโมเลกุล ของสาร เชน การแยกสารผลิตภัณฑธรรมชาติดวย Sephadex  LH-20  column พบว
าสารที่มีขนาดโมเลกุลใหญจะถูกชะ ออกมาจากคอลัมนกอนสารที่มีขนาดโมเลกุลเล็ก เปนตน  ทั้งนี้การ
แยกสารตามขนาดโมเลกุลจะมีประโยชนอยางมากเมื่อ สารที่เปนองคประกอบในสารผสมมีขนาด
โมเลกุลแตกตางกันแตมีขั้วใกลเคียงกันมาก จึงท าใหแยกออกจากกันไดยากเมื่อ ใช
หรือ reverse phase แตหากแยกสารเหลานี้ดวย Sephadex LH-20 ที่อาศัยหลักการแยกสารตาม
ขนาด โมเลกุลจะสามารถแยกสารบริสุทธิ์ไดตามตองการ ในบางครั้งโปรตีนที่ไมมีฤทธิ์ทางชีวภาพอาจเข
ามารบกวนกระบวนการแยกสาร อีกทั้งโปรตีนมักไมคงตัวตอความ รอนจึงสลายตัวกลายเปนสารรบกวน
ได วิธีก าจัดโปรตีนออกจากสารสกัดทางชีวภาพมักท าการสกัดดวยตัวท าละลายที่เขา กับน้ าได เชน 
เมธานอล เมื่อท าสารสกัดในชั้นเมธานอลใหแหงสนิท (ปราศจากน้ า) แลว จึงจะสกัดสารสกัดที่ไดนั้นซ้ า
อีกครั้ง ดวยเมธานอลเพื่อใหแนใจวาไมมีโปรตีนติดมาดวย เพราะโปรตีนจะละลายมากับน้ าในระหวางก
ระบวนการสกัด นอกจากนี้ ยังสามารถก าจัดโปรตีนออกไปไดดวยการกรองผาน ultrafiltration 
membrane โดยใชแรงดันสุญญากาศหรือแรงหมุนเหวี่ยง ชวยไลสารตัวอยางใหผานไปบนแผนกรอง 
สารที่มีขนาดโมเลกุลเล็กเทานั้นที่จะสามารถผานรูของแผนกรองไปได ส าหรับ โปรตีนซึ่งมีขนาดโมเลกุล
ใหญนั้นไมสามารถผานแผนกรองไปได อยางไรก็ตามสารที่จะแยกดวยวิธีนี้ไดตองมีขนาดโมเลกุล ใหญ
กวา 2000  amu  ส าหรับสารที่มีขนาดโมเลกุลเล็กมากจะตองแยกดวยวิธีการแยกสารผานเยื่อ 
(dialysis)  ซึ่งสามารถ แยกโมเลกุลที่มีขนาดเล็กกวา 2000-3000 amu ได โดยสารจะแพรผาน 
dialysis tubing ออกมา ยังสารละลายตัวกลางที่อยู ภายนอก โดยโปรตีนจะถูกกักเก็บไวใน tubing  
 5. สเตอริโอเคมี  
 สเตอริโอเคมี(Stereochemistry) เปนวิชาเคมีที่เกี่ยวกับระยะอะตอมในโมเลกุล ซึ่งมีอิทธิพล  
ตอการแยกสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ และการคนพบยา เนื่องจากในปจจุบันมียาหลายชนิดที่จ าหนายทั่ว
โลกจัดเปน chiral drug ดังนั้นเทคนิคในการแยก chiral compound  จึงมีความส าคัญมากขึ้น  
 โดยทั่วไปสามารถแบงไอโซเมอร ออกเปนหลายชนิดดังแผนภาพที่ 1 นอกจากนี้ยัง
สามารถแบง stereoisomer  ออกเปน 2  ชนิด คือ enantiomer  และ diastereomer  โดยที่ 
enantiomer  คือ โมเลกุลที่เปนภาพกระจกเงา (mirror image) ซึ่งกันและกัน เนื่องจาก enantiomer 
ทั้งสองมีคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพ เหมือนกัน ดังนั้นจึงไมสามารถแยก enantiomer   ออกจาก
กันดวยวัฏภาคคงที่ชนิด conventional   reversed-phase stationary  phase  ได ส าหรับ 
diastereomer  ซึ่งโมเลกุลทั้งสองไมไดเปน ภาพกระจกเงาซึ่งกันและกันนั้น มีคุณสมบัติทาง เคมีและ
กายภาพแตกตางกันบาง จึงสามารถแยกออกจากกันดวย conventional  stationary  phase  ได
นอกจากนี้ยัง สามารถแบง diastereomer ออกเปน 2 กลุม คือ optically active isomer และ non-
optically active geometric isomer โมเลกุลที่มี optical actiชนิดนี้ไมมีสมมาตร (symmetry) 
ภายในโมเลกุล ไมสามารถซอนทับ (superimpose)   กับโมเลกุลที่เปนกระจกเงากันได โดยทั่วไป
โมเลกุลชนิดนี้จะมีหมูแทนที่โดยรอบ tetrahedral carbon atom ที่แตกตางกันทั้ง 4 หมู ซึ่ง chiral 
molecule ของ lactic acid ที่มี central stereogenic center จะไมมีระนาบสมมาตรภายในโมเลกุล 
(internal symmetry plane) (รูปที่ 1) ดังนั้น lactic acid จึงมี chiral enantiomeric form 2 แบบ 
ในทางตรงกันขาม propanoic acid ซึ่งมีระนาบสมมาตรภายในโมเลกุลจัดเปน achiral molecule 
ความแตกตางระหวาง enantiomer  ทั้งสอง คือ มีปฏิกิริยากับ chiral  molecule                   
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ชนิดอ่ืนไดแตกตางกัน และมี คุณสมมบัติทางกายภาพที่แตกตางกันดวย จึงเปนเหตุใหมี optical   
activity   ในการหมุนระนาบแสงโพลาไรซ ไดแตก   ตางกัน อยางไรก็ตาม 
enantiomer ทั้งสองยังคงมีคุณสมบัติบางอยางที่เหมือนกัน (identical) เชน จุดหลอมเหลว การ
ละลาย และขอมูลทางสเปกโตรสโกปบางชนิด เปนตน ในปจจุบันนิยมแยก enantiomer ใหบริสุทธิ์ด
วย HPLC นอกจากนี้การแยก chiral drug ในเชิงอุตสาหกรรมจะนิยมใช
(SMB) chromatography โดยการท าใหเกิด diastereomeric complex จากนั้นจึงแยกตอไปดวย 
conventional reversed-phase chromatography หรือคอลัมนที่บรรจุ immobilized chiral 
stationary phase (CSP)  
 
 2.3.2  การเลือกตัวท าละลาย  

รัตนา  อินทรานุปกรณ์ (2547 : 83-84 )  กล่าวถึงการเลือกตัวท าละลายสรุปได้ดังนี้ 
1.  ความสามารถในการละลาย  
ความสามารถในการละลายมีความส าคัญมากที่สุด ซึ่งจะท าให้ทราบว่าสารที่ต้องการละลาย

หรือไม่ละลายในตัวท าละลายชนิดใด  เนื่องจากสารส าคัญส่วนใหญ่เป็นสารประกอบอินทรีย์ ซึ่งมี
โครงสร้างสลับซับซ้อนมากน้อยต่างกันและมีอยู่ในพืชทั้งในสภาพอิสระและรวมตัวกับสารอ่ืนๆ ในสภาพ
เกลือหรือสารประกอบเชิงซ้อน ดังนั้นควรพิจารณาถึงสภาพหรือรูปแบบของสารส าคัญที่ต้องการสกัด 
นอกเหนือจากความมีขั้วของสาระส าคัญดังกล่าว ในการเลือกตัวท าละลายมีหลักการทั่วไปว่า สิ่งที่
เหมือนกันย่อมละลายในกันและกัน (Like dissolve like) เช่น คุณสมบัติสารส าคัญมีขั้ว ก็ควรเลือกตัว
ท าละลายหรือตัวท าละลายที่มีข้ัวเช่นเดียวกันในสารสกัด 
 2. ความคงตัว   

 ตัวท าละลายมีความคงตัว หาง่าย ราคาถูก ไม่เป็นพิษต่อร่างกาย 
 3. การระเหย  

 ตัวท าละลาย ไม่ระเหยง่ายหรือยากเกินไป 
 4. สภาพของพืชสมุนไพรที่น ามาสกัด 

 สภาพของพืชสมุนไพรที่น ามาสกัด เช่นเมล็ด เป็นส่วนที่มีไขมันอยู่มาก ควรขจัดไขมันพวกนี้
ออกก่อนโดยการสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ประเภทไม่มีขั้ว เช่น ปิโตรเลียมอีเทอร์ เป็นต้น แล้วจึงน า
กากพืชที่เหลือไปสกัดต่อด้วยตัวท าละลายที่เหมาะสม 
 
 2.3.3  วิธีการสกัด 

รัตนา  อินทรานุปกรณ์ (2547 : 85-89 )  กล่าวโดยสรุปดังนี้ 
 1.  มาเซอเรซัน  

 มาเซอเรซัน (Maceration) เป็นการหมักสมุนไพรกับตัวท าละลายจนเนื้อเยื่อของสมุนไพรอ่อน
นุ่มและตัวท าละลายสามารถแทรกซึมเข้าไปละลายองค์ประกอบภายในผงสมุนไพรออกมาได้ 
 การหมักสมุนไพรควรท าในภาชนะที่มีฝาปิดสนิทในตัวท าละลายที่เหมาะสม จะท าเป็น
เวลานาน 7 วัน หรือจนกระทั่งองค์ประกอบที่ต้องการละลายออกมาหมด ในระหว่างที่หมักผงสมุนไพร
อยู่นั้นควรเขย่าเป็นครั้งคราวเพ่ือเพ่ิมอัตราเร็วของการสกัด เมื่อครบก าหนดเวลาจึงกรอง แยกกาก 
(marc) ออกจากตัวท าละลาย วิธีการสกัดนี้เหมาะสมกับพืชสมุนไพรที่มีโครงสร้างหรือเนื้อเยื่อที่ไม่
แข็งแรงมากนัก เช่น ใบ ดอก ซึ่งท าให้อ่อนนุ่มได้ง่าย จัดเป็นวิธีที่ใช้ตัวท าละลายน้อย  และเนื่องจากเป็น
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วิธีการที่ไม่ใช้ความร้อนจึงเหมาะสมกับการสกัดสารที่ไม่ทนต่อความร้อน แต่วิธีการสกัดนี้มักจะไม่
สมบูรณ์เนื่องจากไม่ค่อยมีการเคลื่อนที่ของตัวท าละลาย เมื่อสารในสุมนไพรละลายออกมาถึงระดับหนึ่ง
จะเกิดความสมดุลขององค์ประกอบภายในสมุนไพรและตัวท าละลายที่ใช้ ท าให้อัตราเร็วของการสกัด
ชะงักลง จึงไม่เหมาะที่จะใช้สกัดในกรณีท่ีต้องการสกัดสารส าคัญจากสมุนไพรจนสมบูรณ์ 
 การสกัดแบบมาเซอเรซันใช้เวลานาน จึงมีผู้ดัดแปลงใช้มิกเซอร์ (mixer) หรือโฮโมจีไนเซอร์ 
(homogenizer) มาช่วยท าให้เซลล์พืชแตกออกมาก่อนท าการสกัด เพ่ือลดระยะเวลาการสกัด ต่อมา
พัฒนาใช้เสียงที่มีความถี่สูงเกิน 20,000 เฮิรตซ์ ร่วมในการสกัดเรียกวิธีนี้ว่า การสกัดอัลตราซาวน์ 
(ultrasound extraction) แต่วิธีหลังนี้อาจท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของน้ าไปเป็นเพอร์ออกไซด์ ซึ่ง
อาจมีผลต่อการสกัด นอกจากนี้อาจท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน  (oxidation) ต่อสารโดยตรง เพราะ
ขณะที่ใช้การสกัดอัลคราซาวน์ท าให้เกิดช่องว่างและมีอากาศแทรกเข้าไปในตัวท าละลาย 
 
 2.  เพอร์โคเลชัน 
 เพอร์โคเลชัน (Percolation) เป็นการปล่อยให้ตัวท าละลายไหลผ่านผงสมุนไพรอย่างช้าๆ 
พร้อมกับละลายสารส าคัญออกมาโดยใช้เครื่องเพอร์โคเลเตอร์ (percolator)  วิธีการท าเพอร์โคเลชัน 
คือน าผงสมุนไพรมาหมักกับตัวท าละลายก่อน 1 ชั่วโมง เพ่ือให้พองตัวเต็มที่แล้วค่อยๆ บรรจุผงทีละชั้น
ลงในเพอร์โคเลเตอร์ ซึ่งมีลักษณะเป็นคอลัมน์ (column) ปลายเปิดทั้ง 2 ด้าน โดยด้านบนจะกว้างกว่า
ด้านล่าง เพ่ือความสะดวกในการบรรจุผงสมุนไพร ส่วนปลายด้านล่างปิดเปิดได้ เพ่ือที่จะสามารถ
ควบคุมอัตราการไหลของสารสกัดหรือเพอร์โคเลตจากเพอร์โคเลเตอร์ได้ เติมตัวท าละลายหรือตัวท าลาย 
(menstrumm) ลงไปให้ระดับตัวท าละลายสูงเหนือสมุนไพร (solvent head) ประมาณ 0.5 cm ทิ้งไว้ 
24 ชั่วโมง จึงปล่อยตัวท าละลายไหลผ่านผงสมุนไพรในอัตราเร็วที่พอเหมาะ พร้อมกับเติมตัวท าละลาย
ใหม่ลงไปเรื่อยๆ อย่าให้แห้งเก็บเพอร์โคเลตจนการสกัดสมบูรณ์โดยการตรวจสอบจากเพอร์โคเลตส่วน
สุดท้าย น าเพอร์โคเลตที่เก็บได้ท้ังหมดรวมกันน าไปกรอง  
 วิธีเพอร์โคเลชันจัดเป็นวิธีการสกัดที่ดีส าหรับการสกัดสารจากสมุนไพรแบบสมบูรณ์และไม่ต้อง
ใช้ความร้อน แต่วิธีนี้มีข้อเสีย คือ เปลืองตัวท าละลายและใช้เวลาในการสกัดนาน ดังนั้นจึ งมีการ
ดัดแปลงเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการสกัดสารจะใช้เพอร์โคเลเตอร์ต่อกันหลายตัว และให้มีการเคลื่อนที่
ของตัวท าละลายเข้าหากัน 
 
 3.  การสกัดแบบต่อเนื่อง  
 การสกัดแบบต่อเนื่อง(Continuous extraction) โดยการใช้ซอกซ์เลตเอกแทรกเตอร์ (soxhlet 
extractor ) ซึ่งเป็นระบบปิด โดยใช้ตัวท าละลายซึ่งมีจุดเดือดต่ า เมื่อได้รับความร้อนจากฮีทติงแมนเทิล 
(heating mantle) หรือหม้ออังไอน้ า  ตัวท าละลายในภาชนะระเหยขึ้นไปแล้วกลั่นตัวลงมาในทิมเบอร์ 
(thimble) ซึ่งบรรจุสมุนไพรไว้ ตัวท าละลายจะผ่านผงสมุนไพรซ้ าแล้วซ้ าอีกไปเรื่อยๆ จนกระทั่ง
องคป์ระกอบในสมุนไพรถูกสกัดออกมา เมื่อตัวท าละลายในเอกซ์แทรกติงแซมเบอร์ (extracting 
chamber) สูงถึงระดับจะเกิดกาลักน้ า สารสกัดจะไหลกลับลงไปในภาชนะวนเวียนเช่นนี้จนกระทั่งการ
สกัดสมบูรณ์  
 วิธีการสกัดแบบต่อเนื่องนี้เหมาะสมส าหรับการสกัดองค์ประกอบที่ทนต่อความร้อนและใช้ตัว
ท าละลายน้อย ไม่สิ้นเปลืองแต่มีข้อเสียคือ ไม่เหมาะที่จะใช้กับองค์ประกอบที่ไม่ทนต่อความร้อน และ
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ตัวท าละลายที่ใช้ไม่ควรเป็นของผสม เพราะจะเกิดการแยกตัวท าละลายแต่ละชนิดเนื่องจากมีจุดเดือด
ต่างกัน จะมีผลให้สัดส่วนของตัวท าละลายแตกต่างไปจากเดิม และผลการสกัดท่ีไม่ด ี
 
 4.  การสกัดน  ามันหอมระเหย  
 การสกัดน้ ามันหอมระเหย (extraction of volatile oil) มีหลายวิธี เลือกใช้ตามความ
เหมาะสมของพืชที่ใช้ ดังนี้ 
  4.1   การกลั่น (distillation) ในทางอุตสาหกรรมมี 3 วิธี คือ 
  การกลั่นโดยใช้น  า (water distillation) ใช้กับพืชแห้งซึ่งไม่ถูกท าลายเมือต้ม 
เนื่องจากพืชที่น ามากลั่นจะแช่อยู่ในน้ าเดือดทั้งหมดตลอดระยะเวลาการกลั่น วิธีนี้ใช้กลั่นน้ ามันจาก
เปลือกไม้ เช่น กลั่นน้ ามันสน (turpentine oil) จากยางสน เป็นต้น 
 
  การกลั่นโดยใช้น  าและไอน  า (water and steam distillation) ใช้ได้กับพืชสดและ
แห้ง ซึ่งอาจถูกท าลายได้ง่ายเม่ือถูกต้ม เช่น กานพลู จะบดให้เป็นผง เติมน้ าให้ท่วมผ่านไอน้ าเข้าไป ส่วน
ที่กลั่นได้จะมีทั้งน้ ามันและน้ า ท าการแยกน้ ามันออกมา การกลั่นวิธีนี้สะดวกที่สุดและใช้กันอย่าง
กว้างขวางในการผลิตน้ ามันในทางการค้า 
 
  การกลั่นโดยใช้ไอน  า (steam distillation) วิธีนี้ใช้กับพืชสด เช่น สะระแหน่ โดยน า
พืชสดมาวางบนตะแกรง แล้วผ่านไอน้ าเข้าไปโดยตรง โดยไม่ต้องมีการหมักพืชด้วยน้ าก่อน จัดเป็นวิธีที่
สะดวก รวดเร็ว และค่าใช้จ่ายน้อย 
 
                  4.2  การบีบหรือการอัด  
 

  การบีบหรือการอัด (expression)ใช้กับน้ ามันหอมระเหยที่ ใช้วิธีการกลั่นไม่ได้ 
เนื่องจากถูกท าลายได้ง่ายเมื่อถูกความร้อน เช่น น้ ามันหอมระเหยจากพืชตระกูลส้ม ได้แก่ น้ ามันผิว
มะนาว (lemon oil) น้ ามันผิวส้ม (orange oil)  

 การบีบทีนิยมคือ วิธีเอกคิวเอล (ecuelle method) ซึ่งใช้กับน้ ามันหอมระเหยจากพืช
ตระกูลส้ม (citrus oil) โดยเอาผลไปบีบบนรางที่มีเข็มแหลมๆ อยู่เข็มต้องยาวพอที่จะแทงผ่านผนัง
ชั้นนอก (epidermis)  เพ่ือให้ต่อมน้ ามันแตกออกมา น้ ามันจะหยดลงไปในรางซึ่งเก็บน้ ามันได้ 
 

 4.3 วิธีเอ็นฟอยเรนซ์  
 

 วิธีเอ็นฟอยเรนซ์ (enfleurange) ใช้กับน้ ามันหอมระเหยของกลีบดอกไม้ต่างๆ เป็นวิธี
ที่เก็บความหอมได้ดี แต่ก่อนใช้ในอุตสาหกรรมท าน้ าหอม (perfume) วิธีนี้จะใช้ไขมัน (fat) หรือน้ ามัน
ไม่ระเหย (fixed oil) ที่ไม่มีกลิ่นเป็นตัวดูดซับ [ส่วนใหญ่ใช้ไขมันวัว (beef tallow) ร้อยละ 40 กับไขมัน
หมู (lard) ร้อยละ 60 ] โดยน าตัวดูดซับมาแผ่เป็นแผ่นบางๆ แล้วเอากลีบดอกไม้มาวางเรียงบนตัวดูด
ซับนาน 24 ชั่วโมง แล้วเปลี่ยนกลีบดอกไม้ใหม่ ท าเช่นนี้เรื่อยๆ จนตัวดูดซับเอาน้ ามันหอมระเหยมาก
พอ จึงเอาตัวดูดซับมาสกัดเอาน้ ามันหอมระเหยออกด้วยแอลกอฮอล์ 
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 4.4  การสกัดโดยใช้ตัวท าละลาย  
 

 การสกัดโดยใช้ตัวท าละลาย (extraction with solvent) ตัวท าละลายที่นิยมใช้มาก
ที่สุดคือ ปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum  ether) อาจใช้ตัวท าละลายอ่ืน เช่น แอซีโทน (acetone) เม
ทานอล แอลกอฮอล์ เป็นต้น วิธีนี้จะควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ในช่วงไม่เกิน 50 องศาเซลเซียส ซึ่งเมื่อ
เปรียบเทียบกับการกลั่นที่ต้องใช้อุณหภูมิสูง ท าให้องค์ประกอบทางเคมีเปลี่ยนแปลง และมีกลิ่นผิดไป
จากธรรมชาติได้ จึงน าวิธีการสกัดโดยใช้ตัวท าละลายนี้มาใช้ในทางอุตสาหกรรม แต่ต้นทุนการผลิตสูง
กว่าวิธีการกลั่น  

 
 2.3.4  การเลือกวิธีการสกัด 
 

รัตนา  อินทรานุปกรณ์ (2547 : 90 )  กล่าวถึงการเลือกวิธีการสกัดสรุปได้ดังนี้ การสกัด
สารส าคัญในพืชสมุนไพรมีหลายวิธี โดยทั่วไปวิธีการสกัดที่เหมาะสมขึ้นกับปัจจัยหลายๆ อย่าง ได้แก่ 

 
 1.  ธรรมชาติของสมุนไพร   โดยพิจารณาดังนี้ 
  

  1.1  ลักษณะโครงสร้างของเนื้อเยื่อพืช สมุนไพรที่มีลักษณะอ่อนนุ่ม เช่น ดอก ใบ อาจ
สกัดด้วยวิธีมาเซอเรซัน หากเป็นสมุนไพรที่มีเนื้อเยื่อที่แข็งแรงและเหนียว เช่น เปลือก ราก เนื้อไม้ ควร
ใช้วิธีเพอร์โคเลชันหรือการสกัดแบบต่อเนื่อง 
  1.2  ความสามารถในการละลายของสารส าคัญในตัวท าละลาย ถ้าละลายได้ง่ายใช้วิธี
ตัวดูดซับ แต่ถ้าละลายได้ยากใช้วิธีเพอร์เลชันหรือการสกัดแบบต่อเนื่อง 
  1.3  ความคงตัวของสารส าคัญในสมุนไพรต่อความร้อน ถ้าเป็นสารที่ไม่ทนต่อความ
ร้อนควรใช้วิธีมาเซอเรซันหรือเพอร์โคเลชัน 
 
 2.  คุณค่าของสารสกัดและค่าใช้จ่ายในการสกัด  
 

 หากต้องการสารสกัดที่ไม่ใช่สารส าคัญและมีคุณค่าทางการรักษาน้อย เช่น สารที่ใช้แต่งสี กลิ่น 
รส ของยาเตรียมต่างๆ ก็อาจใช้วิธีง่ายๆ ที่ไม่ยุ่งยาก นอกจากนี้ควรค านึงถึงค่าใช้จ่ายทั้งหมด
เปรียบเทียบกับราคาของสารสกัดท่ีเตรียมได้ว่าคุ้มค่ากับการลงทุนหรือไม่ 
 
 3. ความต้องการการสกัด 
 

 หากต้องการสารสกัดเจือจาง ควรใช้ใช้วิธีมาเซอเรซัน  แต่ถ้าต้องการสารสกัดเข้มข้นควรใช้วิธี
เพอร์โคเลชันหรือการสกัดแบบต่อเนื่อง 
 
 2.3.5  การท าสารสกัดให้เข้มข้น  

รัตนา  อินทรานุปกรณ์ (2547 : 101-102 )  กล่าวถึงการท าสารสกัดให้เข้มข้น
(concentration) สรุปได้ดังนี้ 
 สารสกัดอย่างหยาบที่ได้จะมีปริมาตรมากและเจือจาง ท าให้น าไปแยกองค์ประกอบได้ไม่สะดวก
และไม่มีประสิทธิภาพ จึงต้องน ามาท าให้เข้มข้นเสียก่อนด้วยวิธีการต่างๆ ดังนี้ 
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 1. การระเหย  
 

 การระเหย(Free evaporation) เป็นการน าตัวท าละลายออกจากตัวละลาย โดยใช้ความร้อน
จากหม้ออังไอน้ า (water bath) หรือแผ่นความร้อน (hot plate) วิธีนี้อาจท าให้องค์ประกอบในสาร
สกัดสลายตัวได้เนื่องจากอุณหภูมิสูงเกินไป และหากใช้สารอินทรีย์ (organic solvent) ในการสกัด การ
ระเหยโดยให้ความร้อนโดยตรง (direct heat) บนแผ่นความร้อน อาจเกิดอันตรายได้ง่าย นอกจากนี้
ควรค านึงถึงอุณหภูมิที่จะท าให้เกิดการสลายตัวของสาระส าคัญ เมื่อใช้ความร้อน 
  

2.  การกลั่นในภาวะสุญญากาศ  
  

การกลั่นในภาวะสุญญากาศ(Distillation in vacuo) เป็นวิธีที่นิยมมากที่สุดเป็นการระเหยเอา
ตัวท าละลายออกจากตัวท าละลายสกัดโดยการกลั่นที่อุณหภูมิต่ า พร้อมทั้งลดความดันลงให้เกือบเป็น
สุญญกาศ(vacuum pump) เครื่องมือนี้เรียกว่า rotary evaporator  ซึ่งประกอบด้วยส่วนต่างๆ 3 
ส่วน คือ ภาชนะบรรจุสารสกัดอย่างหยาบที่จะกลั่น  (distillation flask) ส่วนคอนเดนเซอร์หรือส่วน
ควบแน่นไอสารละลาย (condenser) และภาชนะรองรับสารละลายหลังการกลั่น (receiving flask) 
โดยสารสกัดอย่างหยาบซึ่งบรรจุในภาชนะแช่อยู่ในหม้ออังไอน้ าที่ควบคุมอุณหภูมิได้และจะหมุน 
(rotate) ตลอดเวลาที่ท างาน เพื่อให้มีการกระจายความร้อนอย่างทั่วถึงและสม่ าเสมอ ภาชนะบรรจุสาร
สกัดอย่างหยาบนี้จะต้องต่อเข้ากับส่วนควบแน่น ซึ่งมีระบบท าความเย็นหล่ออยู่ตลอดเวลา ปลายของ
ส่วนควบแน่นจะมีภาชนะรองรับ โดยทั้งระบบจะต้อเข้ากับระบบสุญญากาศ สารละลายที่ระเหยออก
จากภาชนะบรรจุจะควบแน่นที่บริเวณคอนเดนเซอร์และหยดลงมาในภาชนะรองรับสารละลายหลังการ
กลั่นซึ่งสารละลายดังกล่าวสามารถน าไปท าให้บริสุทธิ์และน ากลับมาใช้ใหม่ได้ 
  
 3.  การท าให้แห้ง  
  

การท าให้แห้ง(drying) เป็นการระเหยเอาตัวท าละลายออกจากตัวท าละลายจนแห้งได้สารสกัด
ออกมาในสภาพของเข็งหรือกึ่งของแข็ง มีหลายวิธี เช่น การใช้ความเย็น (lyophilizer หรือ freeze 
dryer) หรือการใช้ความร้อน (spray dyer)  

 
 4.  อัลตราฟิลเทรชั่น  
  

อัลตราฟิลเทรชั่น (ultrafiltration) เป็นการน าสารสกัดด้วยน้ า ท าให้เข้มข้นโดยใช้แผ่นเมม
เบรน (membrane) ใช้กับสารที่มีน้ าหลักโมเลกุล (molecular weight) สูงกว่า 5,000 
 
2.4  สารออกฤทธิ์ในพืชสมุนไพร 
 

 รัตนา  อินทรานุปกรณ์ (2547 : 19-55 )  และจาก  http://cyberlab.lh1.ku.ac.th/  
elearn/faculty/agriculture/agri02/lesson.htm   กล่าวโดยสรุปดังนี้ 
 สารที่พบในพืชประกอบด้วย สารปฐมภูมิ (Primary Constituents) และสารทุติยภูมิ 
(Secondary Constituents)  สารปฐมภูมิประกอบด้วยแป้ง โปรตีน ไขมัน เซลลูโลส   ส่วนสารทุติยภูมิ
เป็นสารที่พืชสร้างจาก Intermedial basic metabolism มีสมบัติเป็นสารออกฤทธิ์ มีโครงสร้างง่ายๆ
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ไม่ซับซ้อน  สารทุติยภูมิกลุ่มที่มีฤทธิ์ทางเคมี (Chemotaxonomy Group) ประกอบด้วยแอลคาลอยด์
(Alkaloid)  ไกลโคไซด์ (Glycoside)  แทนนิน (Tannins)  ฟลาโวนอยด์ (Flavonoid)  สเตอรอยด์ 
(Steroid)   เทอร์ปีนอยด์ (Terpenoid)  น้ ามันหอมระเหย (Essential oil)  ยางไม้ (Gums) และอ่ืนๆ 
 

1.   แอลคาลอยด์ 
 

แอลคาลอยด์เป็นสารประกอบเฮเทอโรไซคลิกที่มีไนโตรเจน มีสมบัติเป็นเบส  พบในพืช มี
โครงสร้างซับซ้อนแตกต่างกัน มีรสขม ไม่ละลายน้ า ละลายในตัวท าละลายอินทรีย์ สามารถสกัดด้วย
กรดอ่อน เมื่อน าสารสกัดไปท าปฏิกิริยากับเบสจะได้แอลคาลอยด์อิสระ ใช้เป็นเป็นยาระงับปวด ยาชา
เฉพาะที่ ยาแก้ไอ ยาแก้หอบหืด ยารักษาแผลในกระเพาะและล าไส้ ยาลดความดัน ยาควบคุมการเต้น
ของหัวใจ  แอลคาลอยด์ส่วนมากมีผลต่อความว่องไวเชิงสรีรวิทยา เช่น อะโทรเพน (Atropane) โคเคน 
(Cocatine) มีสมบัติคล้ายสารเสพติด และเป็นยาแก้ปวด   ควินิน (Quinine) รักษาโรคมาลาเรีย  

 
2.   ไกลโคไซด์  
 

ไกลโคไซด์เกิดจาก aglycone หรือ genin จับกับส่วนที่เป็นน้ าตาล (glycone part) ละลายน้ า
ได้ดี  ไกลโคไซด์จ าแนกตามโครงสร้างของ aglycone ได้หลายประเภท เช่น คาร์ดิเอ็ก ไกลโคไซด์ 
(Cardiac glycisides)  แอนทราควิโนน ไกลโคไซด์ (Antraw quinonne glycosides) ซาโปนิน ไกลโค
ไซด์ (Saponin glycosides)  ไซยาโนเจนนิติก ไกลโคไซด์ (Cyanogenatic glycosides) ไอโซไทโอไซ
ยาเนท ไกลโคไซด์ (Isothiocyanate glycosides)   ฟลาโวนอล ไกลโคไซด์ (Favonol glycoside) แอ
ลกอฮอลิค ไกลโคไซด์ (Alcoholic glycosides) 

3.  แทนนิน  
 

แทนนินพบในพืช มีโครงสร้างโมเลกุลซับซ้อน เป็นกรดอ่อน มีรสฝาด เมื่อรวมกับโปรตีนจะให้
สารที่ไม่ละลายน้ า ใช้เป็นยาฝาดสมาน ยาแก้ท้องเสีย ช่วยรักษาแผลไฟไหม้และใช้ในอุตสาหกรรมฟอก
หนัง  ถ้ารับประทานเป็นประจ าอาจท าให้เกิดมะเร็งได้   สมุนไพรที่มีแทนนิน เช่น เปลือกทับทิม เปลือก
อบเชย ใบฝรั่ง เมื่อทาผิวหรือเยื่อบุอ่อนที่เป็นโรค หรือได้รับอันตราย แทนนิน จะสร้างฟิล์มปกคลุม ท า
ให้ผิวไม่ไวต่อความรู้สึกเจ็บปวด จะหยุดการหลั่งสารและท าให้หายคัน  

 

4.  ฟลาโวนอยด์  
 

ฟลาโวนอยด์ เป็นสารมีสีเช่นสารสีแดง (carthamim) จากดอกค าฝอย  สารสีเหลือง 
(luleolin) จากดอกสายน้ าผึ้ง 

 
 

5.  สเตอรอยด์  
 

สเตอรอยด์เป็นสารที่มีสูตรโครงสร้างเช่นเดียวกับฮอร์โมนและยาต้านอักเสบ น ามาใช้เป็นสาร
ตั้งต้นในการสังเคราะห์ยา 
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6.  เทอร์ปีนอยด์  
 

เทอร์ปีนอยด์ พบมากในพืช เป็นองค์ประกอบส าคัญของน้ ามันหอมระเหย เช่น ลิโมนีน 
(limonene) ซิโทรเนลลอล (citronellol) เป็นต้น 
 

7.  น  ามันหอมระเหย  
 

น้ ามันหอมระเหย เป็นของเหลวมีกลิ่นหอมเฉพาะ ระเหยได้ในอุณหภูมิห้อง เบากว่าน้ า 
สามารถสกัดออกมาจากส่วนของพืชได้โดยวิธีการกลั่นด้วยไอน้ าหรือการบีบใช้เป็นสารแต่งกลิ่นใน
อุตสาหกรรม เครื่องส าอาง และ สมุนไพร และใช้ขับลม ฆ่าเชื้อโรค  

 

8.  ยางไม้  
 

ยางไม้เป็นของเหนียวที่พบในพืช จะไหลออกมาเมื่อพืชถูกกรีด บางชนิดน ามาใช้ในการเตรียม
ยาจ าพวกอีมัลชั่นในทางเภสัชกรรม เช่น กัมอะเคเชีย (gum acacia) และกัมทรากาคานท์ (gum 
tragacanth)  

 

9.  สารอ่ืนๆ  
 

ไขมัน คาร์โบไฮเดรต โปรตีน กรดอะมิโน เอ็นไซม์ วิตามิน เรซิน  และบาลซัม  
 
2.5   การตรวจสอบสารออกฤทธิ์ในพืชสมุนไพร 
 

รัตนา  อินทรานุปกรณ์ (2547 : 19-55 )  และชุติมา ลิ้มมัทวาภิรัติ์  (อ้างในธีรศักดิ์  โรจนาราธา 
และคณะ. 2551 : 78-80)  กล่าวโดยสรุปดังนี้ 
 การตรวจสอบประเภทของสารออกฤทธิ์ของผลิตภัณฑธรรมชาติจากพืช ต้องทราบว่าปฏิกิริยา
การตรวจสอบเหลานี้ไมจ าเพาะเจาะจง และการใหผลบวกก็เปนเพียงการบอกถึงประเภทของสารผลิต
ภัณฑธรรมชาติบางชนิดเทานั้น เพราะสารประกอบบางชนิดมีโครงสรางคลายกันแต่เป็นสารตางกลุมกัน
จะใหผลบวกลวง ในอีกแงหนึ่งการใหผลลบก็อาจเกิดจากสารประกอบที่น ามาทดสอบมีความเขมขนต่ า
เกินไป หรือมีปริมาณไมพอตอการตรวจสอบดวยสารเคมี การตรวจสอบเบื้องตน ทางพฤกษเคมี ดังนี้ 
 
 2.5.1  การตรวจสอบด้วยปฏิกิริยาการเกิดสีหรือการเกิดตะกอน 
 

 โดยการน าสารตัวอย่างมาท าปฏิกิริยาเคมีจะปรากฏสี หรือเกิดการขุ่น (turbidity) หรือเกิด
ตะกอน เป็นวิธีที่มีความไว (sensitive) สูง แต่ไม่จ าเพาะเจาะจงกับกลุ่มสารเคมีและต้องระวังปริมาณ
น้ ายาตรวจสอบที่ใช้และภาวะที่เหมาะสม 

 
      1.   กลุ่มคาร์โบไฮเดรต 
 

ใช้ปฏิกิริยามอลลิช (Molisch’s test) การเกิดวงแหวนสีมวงแดงที่รอยตอระหวางชั้นของเหลว
กับ Molisch reagent     การตรวจสอบสมบัติการเป็นน้ าตาลรีดิวซ์ (reducing agent) ของโมโนแซค
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คาร์ไรด์ และไดแซ็กคาร์ไรด์  ใช้สารละลายเฟทลิ่ง (Fehling’s solution) ถ้ามีจะเกิดตะกอนแดงของ
คิวปรัสออกไซด์ (cuprous oxide) 
 การตรวจสอบน้ าตาลดีออกซี (deoxysugar) ใช้ปฏิกิริยาเคอเลอขคิเลียนี (Keller-Kiliani test) 
โดยละลายน้ าตาลในกรดน้ าส้มที่มีสารเฟอริกคลอไรด์ (ferric chloride) ละลายอยู่เล็กน้อย เติมกรด
ซัลฟิวริกเข้มข้น ถ้ามีน้ าตาลดีออกซีจะเห็นสีน้ าตาลแดงเกิดขึ้นตรงรอยต่อของชั้นสารละลายและจะ
ค่อยๆเปลี่ยนเป็นสีน้ าเงิน 
 

2.   กลุ่มแอลคาลอยด์  
 

อัลคาลอยเปนสารที่มีฤทธิ์ เปนดางและมีไนโตรเจนเปนองคประกอบในโมเลกุล true  
alkaloids   ตองมีไนโตรเจนอยูใน heterocyclic ring และมีสูตรโครงสรางทางเคมีที่ซับซอน สามารถ
ตรวจสอบดวยน้ ายาทดสอบเบื้องตน เชน Dragendorff’s   reagent (potassium  bismuth  iodide)           
เกิดตะกอนสีแดงอิฐหรือสีสม Kraut’s  reagent (potassium bismuth iodide) เกิดตะกอนสีสมน้ า
ตาลแดง Marme’s reagent (potassium cadmium iodide) เกิด ตะกอนสีขาว และ Hager’s  
reagent (picric  acid)  เกิดตะกอนสีเหลือง ทั้งนี้สารที่ใชตรวจสอบอัลคาลอยด เชน Mayer 
reagent,  Dragendorff  reagent,  Wagner  reagent  และ Ammonium  reineckate  จะให
ผลบวกลวงกับ coumarins, polyphenols, purines, amino acids, proteins และสารประกอบ
ไนโตรเจนชนิดอื่น ๆ ซึ่งมักพบไดในสาร สกัดจากพืช ในทางตรงกันขามอัลคาลอยดไมทุกชนิดที่อาจพบ
ไดในสารสกัดจากพืชจะใหผลบวกกับสารทดสอบเหลานี้ เพราะลักษณะเฉพาะหรือคุณสมบัติเฉพาะของ
โครงสรางทางเคมี  

 
3.  กลุ่มไกลโคไซด์  
 

 3.1  กลุ่มคาร์ดิแอกกลุ่มไกลโคไซด์  
 

 ภายในโครงสรางทางเคมีประกอบดวย steroids nucleus, unsaturated lactone 
ring และ rare sugar ซ่ึงมีความส าคัญในการแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพ การตรวจสอบแตละสวนในโครงสร
างท าไดดังนี้  

 1.  Steroid nucleus ใชวิธี Liebermann-Burchard test ใหสีฟาหรือเขียว สาร
ทดสอบตองแหงและปราศจากน้ า  

 2.  Unsaturated lactone ring ตรวจสอบดวย Kedde reagent หรือ Raymond 
reagent ใหสีมวง     น้ าเงิน หรือ Baljet  reagent ใหสีสม-แดง  

 3.  Deoxy sugar ตรวจสอบดวย Killer-Kailiani test ใหวงแหวนสีมวงแดงที่รอยต่อ
ระหวางชั้นของเหลว ทั้งนี้สารประกอบหลายชนิดในกลุม sesquiterpene lactones และ
cardiacglycosides ที่มีโครงสราง  เปน unsaturated lactones จะใหผลบวกกับการทดสอบดวย 
Kedde  reagent, Baljet reagent  และ Legal reagent 
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 3.2  กลุ่มซาโปนินไกลโคไซด์  
 

  ซาโปนินไกลโคไซด์เป็นสารกลุ่มใหญ่ที่มีโครงสร้างทางเคมีแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม ตามชนิด
ของอะไกลโคน (aglycone) คือ สเตียรอยดอลซาโปจินิน (steroidal sapogenin)  และไทรเทอร์พี
นอยด์ซาโปจินิน (triterpenoid sapogenic) การตรวจสอบเบื้องต้น จากการเกิดฟองเมื่อเขยากับน้ า 
ฟองรูปหกเหลี่ยมจะคงอยูนานกวา 15  นาที และคุณสมบัติการท าใหเม็ดเลือดแดง แตกออก นอกจากนี้
ยังตรวจสอบดวย Liebermann-Burchard test โดย steroidal saponins ใหสีฟา-เขียว ในขณะที่ 
triterpenoid saponins ใหสีมวงแดง  
 

                   3.3  กลุ่มแอนทราควิโนนไกลโคไซด์  
   

  สารในกลุมนี้ประกอบดวยสวนของ aglycone ของanthraquinones และน้ าตาล  ซึ่ง
anthraquinones    มีคุณสมบัติละลายไดดีในดาง แลวเกิดเปนสีชมพูหรือแดง ดังนั้นจึง ไฮโดร
ไลซ ดวยกรดหรือดาง  หรือ FeCl3 หรือ sodium dithionate ใหกลาย
เปน aglycone ของ anthraquinones แลวจึงสกัดออกมาดวยตัวท าละลายอินทรีย จากนั้นน าชั้นตัว
ท าละลายอินทรียมาทดสอบกับดางจะพบสีชมพู-แดง การทดสอบนี้เรียกวา Borntrager test  

 
 3.4  กลุ่มไซยาโนจินิกส์ไกลโคไซด์  

   

  ทดสอบดวยวิธี Grignard test และ Guaiac-copper sulfate paper วิธีที่นิยมใช้กัน
มากคือวิธีที่ใช้กระดาษพิเครท เนื่องจากสามารถตรวจหากรดไฮโดรไซยานิกไดแม้ว่ามีปริมาณน้อยขนาด 
1 ไมโครกรัมหรือต่ ากว่าได้ ในการจรวจหากรดไฮโดรไซยานิกมีข้อระวัง คือหากผลการตรวจสอบเป็น
ผลบวก มิได้หมายความว่าในพืชตัวอย่างนั้น มีไซยาโนจินิกไกลโคไซด์อยู่เป็นองค์ประกอบเสมอไป พืช
นั้นอาจจะมีไซยาโนจีนิกไลปิด (cyanogenic lipid) ซึ่งจะถูกไฮโดรไลซ์ได้โดยเอนไซม์ไลเปส (lipase 
enzyme) ที่อยู่ในพืชนั้นและให้กรดนี้ออกมาหากผลการตรวจสอบให้ผลบวกตั้งแต่ช่วงเวลา 16-24 
ชั่วโมง ในกรณีนี้กรดไฮโดรไซยานิกที่ถูกปล่อยออกมาส่วนใหญ่เกิดจากสารเคมีที่ระเหยได้ตัวอ่ืนๆ 
มากกว่าจะมาจากไซยาโนจีนิกไกลโคไซด์ สารเคมีเหล่านี้อาจเป็นพวกไฮโดรเจนซัลไฟด์ (H2S) หรือ
พวกอัลดีไฮด์ที่ระเหยได้ (volatile aldehydes) หรือแม้แต่พวกสารอินทรีย์ไทโอไซยาเนส 
(thiocyanates) และไนไทรต์ (nitrites) ก็ให้ผลบวกในการตรวจสอบเช่นเดียวกัน ฉะนั้นช่วงเวลาที่ถือ
ว่าผลการตรวจสอบเป็นผลบวกควรอยู่ในช่วง 15 นาทีถึง 3 ชั่วโมงเท่านั้น 
 การตรวจหาไซยาโนจีนิกไกลโคไซด์ในพืชตัวอย่างควรท าการเปรียบเทียบกับพืชชนิดเดียวกัน 
แต่ใช้ภาวะเงื่อนไขที่แตกต่างกัน เช่น หลอดทดลองหนึ่งมีการเติมเอนไซม์อิมัลซิน(emulsion) กับ 
(linamarase) ลงไป แต่อีกหลอดหนึ่งไม่ต้องเติม เพ่ือให้แน่ใจว่าผลการตรวจสอบเป็นผลบวกจริง 
เนื่องจากพืชบางชนิดถึงแม้จะมีไซยาโนจีนิกไกลโคไซด์เป็นองค์ประกอบจริง แต่อาจขาดเอนไซม์    เบ
ตา-กลูโคซิเดสร่วมอยู่ในพืชนั้น จึงเติมเอนไซม์ทั้งคู่ลงในหลอดทดลองหลอดหนึ่งเพ่ือเปรียบเทียบกัน จะ
ช่วยในการตัดสินใจว่าผลการตรวจสอบนั้นเป็นผลบวกจริง 
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  3.5  กลุ่มไอโซไทโอไซยาเนตไกลโคไซด์  
 

 การตรวจหาไอโซไทโอไซยาเนตไกลโคไซด์อาจตรวจในสภาพของไกลโคไซด์หรือ
ตรวจหาผลิตภัณฑ์ของไกลโคไซด์จากการไฮโดรไลซิสของเอนไซม์ (enzymic hydrolytic products) 
เช่น ตรวจหาน้ าตาลกลูโคสหรือหมู่ซัลเฟตหรือโมเลกุลของไอโซไทโอไซยาเนต 

 การตรวจหาในสภาพไกลโคไซด์จัดเป็นวิธีที่นิยมและง่ายต่อการตรวจหา โดยน าพืชที่
ต้องการมาต้มในแอลกอฮอล์เดือด เพื่อขจัดฤทธิ์ของเอนไซม์ จากนั้นท าการสกัดพืชด้วยน้ าต้มเดือดหรือ
เอทานอลหรือเมทานอล หากพืชมีองค์ประกอบเป็นพวกไขมันมากควรก าจัดไขมันออก แล้วท าให้เข้มข้น
โดยเครื่องระเหยแห้งภายใต้ความดันต่ า (rotary evaporator) และแยกให้ได้สารบริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์
โครมาโทกราฟี (column chromatography) ซ่ึงมีอะลูมินา (alumina) เป็นตัวดูดซับหรือมี   เรซิน
ชนิดแลกเปลี่ยนประจุลบได้ (anion exchange resin) เป็นตัวแลกเปลี่ยนไอออน น าไกลโคไซด์ที่ได้ไป
ท าให้บริสุทธิ์โดยการตกผลึกในสารละลายผสมของแอลกอฮอล์และน้ า จากนั้นศึกษาเอกลักษณ์ของไอ
โซไทโอไซยาเนตไกลโคไซด์ด้วยเปเปอร์โครมาโทกราฟีหรือรงคเลขกระดาษ (paper chromatography) 
ในระบบตัวท าละลาย (solvent system) ของบิวทานอล-กรดแอซิติก- น้ า (butanol-acetic acid-
water) จากนั้นฉีดพ่นด้วย 0.2 โมลาร์ของ ซิลเวอร์ไนเทรต (silver nitrate) และอบให้แห้งด้วย 0.2 โม
ลาร์ของโพแทสเซียมไดโครเมต (potassium dichromate) ถ้าหากเป็นไอโซไทโอไซยาเนตไกลโคไซด์ 
จะสังเกตเห็นจุดสีเหลือปรากฏขึ้นบนพื้นสีแดง 

 
 3.6  กลุ่มฟลาโวนอยด์ไกลโคไซด์  
 

 ฟลาโวนอยดแบงออกเปน typical flavonoids, related flavonoids และ 
miscellaneous flavonoids การตรวจสอบสารในกลุมนี้ ท าไดดังนี้ 

 1.  Shibata’s reaction หรือ Cyanidin test เปนการตรวจสอบโครงสรางหลักของฟ
ลาโวนอยด หากมีโครงสรางเปน benzo-pyrone   ที่เปนโครงสรางสวนส าคัญใน flavones,   
flavonols,   flavanones,   flavanonols   และ isoflavones จะเกิดปฏิกิริยากับแมกนีเซียมโดยมี
กรดไฮโดรคลอริก   เขมขนชวยละลายแมกนีเซียมและเรงปฏิกิริยา ไดผลบวกเปนสารละลายสีสม แดง 
หรือชมพู  

 2.  Pew test ใชหลักการเดียวกันกับ cyanidin test แตใชสังกะสีเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
ผลบวกจะใหสารละลายเปนสี   สม แดง แตสีที่เกิดข้ึนจางกวาวิธี cyanidin test  

 3.  Ferric chloride (FCl3) test เปนการตรวจสอบ phenolic group ในโครงสราง 
ซึ่งพบไดใน flavonoids, tannins, coumarins, quinones และสารที่ประกอบดวย phenolic group 
ผลบวกจะเกิดตะกอนหรือสารละลายมีสีเขียว น้ าเงิน หรือด า  

 4.  Bromine water เปนการตรวจสอบสารในกลุม proanthocyanidins ที่เปนองค
ประกอบใน condensed tannins ผลบวกเกิดตะกอนสีเหลือง ซึ่ง flavonoids กลุมอ่ืน ๆ จะใหผลลบ  

 5. Molisch’s test เปนการทดสอบสารกลุมคารโบไฮเดรต หากพบน้ าตาลซึ่งเปนสวน
หนึ่งของ glycosides จะพบวงแหวนสีมวงที่รอยตอระหวางชั้นของเหลว และในบางครั้งพบสีมวง
กระจายอยทูั่วไปในชั้นลางที่เปนชั้นกรดซัลฟวริก เขมขน  

 6.  การตรวจสอบโดยใชสารละลายกรดและดาง จะพบวาฟลาโวนอยดมีคุณสมบัติ
เปลี่ยนแปลงสีไดตามสภาพความ  เปนกรดหรือดาง หากเปนสารกลุม anthocyanins เมื่ออยูในสภาวะ
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กรดจะใหสีแดง และในสภาวะดางจะใหสีมวง หรือน้ าเงิน หากเปนสารกลุม chalcones และ aurones 
เมื่ออยูในสภาวะกรดจะใหสีแดง และในสภาวะดางจะใหสี  สมหรือแดง ทั้งนี้สารในกลุมฟลาโวนอยด
จะใหผลบวกกับ Shinoda  test  และกรดซัลฟวริก ในขณะที่สารพวก polyphenols ชนิดอ่ืนก็
สามารถใหผลบวกลวงกับสารทดสอบเหลานี้ดวย  

 
 4.  กลุ่มคูมาริน 

 

คูมารินเปนสารที่มีโครงสรางพ้ืนฐานเปน benzo-pyrone หรือ phenylpropanoid lactone 
หรือ benzopyran-2-one  ตรวจสอบดวยการน าสารสกัดดวยแอลกอฮอลมาละลายในเอธานอลแลวก
รอง จากนั้นน าไปชุบดวยกระดาษ กรอง แลวจึงหยดดวย 10% NaOH จะพบการเรืองแสงที่ long 
wave UV (365 nm)  
 
 5.  กลุ่มแทนนิน  
  

 แทนนิน เปนสารจ าพวก polyphenols  แบงออกเปน 3  กลุม คือ 1).  hydrolyzable  
tannins  ที่โครงสรางทางเคมี ประกอบดวย phenolic acids และน้ าตาล เมื่อตมในกรดหรือใชเอนไซม
จะกลายเปน กรดและน้ าตาล 2). condensed  tannins  มีโครงสรางเปน oligomer  หรือ polymer  
ที่มี monomer  เปน catechins (flavan-3-ol)  ซึ่งอาจจัดเปน proanthocyanidins ของ 
flavonoids เมื่อน าไปตมกับกรดจะเกิดตะกอนสีแดงที่เรียกวา phloba phene จึงเรียกสารเหลานี้วา 
phlobatannins และ 3). pseudotannins เปนสารเชิงเดี่ยวมีขนาดโมเลกุลเล็ก แทนนินมีฤทธิ์ฝาด
สมานและ ตกตะกอนอัลคาลอยดได จึงท าใหอัลคาลอยดหมดฤทธิ์ทางชีวภาพ การตรวจสอบแทนนิน
อาศัยการเกิดตะกอนระหวาง แทนนินกับ gelatin, lead acetate, zinc acetate หรืออัลคาลอยด ได
ดังนี้  

1.  การตรวจสอบดวย gelatin  สารจ าพวก true tannins   จะเกิดตะกอนคงตัวกับ gelatin   
แตสารจ าพวก pseudotannins จะเกิดตะกอนที่ไมคงตัว  

2.  การตรวจสอบดวย bromine water หากเปน condensed tannins จะเกิดสีเหลืองกับ 
bromine water  

3.  การตรวจสอบดวย FeCl3 หากเปน hydrolyzable tannins จะเกิดตะกอนสีน้ าเงิน 
ในขณะที่ condensed tannins จะเกิดตะกอนสีเขียว ส าหรับสารอ่ืน ๆ ที่ประกอบดวย phenolic 
group เชน flavonoids และ coumarins จะเกิดสี เขียวหรือน้ าเงิน ในขณะที่สารพวก polyphenols  
อ่ืน ๆ จะเกิดตะกอนสีน้ าตาลกับสารละลาย ferric  chloride (5%) ในน้ าหรือเอธานอล  

4.  การตรวจสอบดวย vanillin reagent และกรดไฮโดรคลอริกเขมขน พบวา condensed 
tannins จะเกิดสีแดง  

 
 6.  กลุ่มเทอร์พีนอยด์  

 

การตรวจสอบเทอร์พีนอยด์อาศัยหลักการเกิดสีกับน้ ายาทดสอบบางชนิด เช่น น้ ายา 2,6-ได-
เทอร์-บิวทิว-พารา-ครีซอลในเอทานอล (2,6-di-tert-butyl-p-cresol in ethanol) ใช้ตรวจสอบเพนตา
ไซคลิกไทรเทอร์พีนอยด์ (pentacyclic trirerpenoids) ให้สีม่วง หรือใช้น้ ายากรดคลอโรซัลโฟนิก 
(chlorosulfonic acid) ไทรเทอร์พีนอยด์ให้สีแดง เป็นต้น 
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2.5.2  การตรวจสอบโดยใช้ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี 
 

รัตนา  อินทรานุปกรณ์ (2547 : 77-79 )  กล่าวไว้สรุปได้ดังนี้ 
ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีเป็นวิธีการตรวจสอบเอกลักษณ์ที่สะดวก รวดเร็ว และแม่นย า  โดย

ประเมินค่า Rf (Relative Front หรือ Retardation Factor) หรือค่าอัตราส่วนของระยะทางที่สาร
เคลื่อนที่กับระยะทางที่ตัวท าละลายเคลื่อนที่ สีและความเข้มข้องสีเปรียบเทียบกับสารอ้างอิง 
(Reference substance) หรือสารมาตรฐาน (Standard substance) ในกรณีที่ไม่มีสารอ้างอิงหรือสาร
มาตรฐาน อาจใช้พิมพ์ลายนิ้วมือ (fingerprint) ของโครมาโทแกรม (chromatogram) ของสมุนไพรนั้น
เนื่องจากไม่มีพืชสมุนไพรใดที่มีองค์ประกอบและปริมาณสารที่เหมือนกันทุกอย่าง ท าให้ได้ลักษณะโคร
มาโทแกรมเฉพาะตัวของพืชสมุนไพรนั้น 

 
ตารางที่ 2.1  แสดงการตรวจสอบสารโดยใช้ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี 
 

สารประกอบ 
(Compound) 

ตัวดูดซับ 
(Adsorbent

) 

ระบบตัวท าละลาย 
(Solvent System) 

น  ายาตรวจสอบ 
(Detection Agent) 

น้ ามันหอมระเหย 
(essential oils) 
 

แอลคาลอยด ์
(alkaloids) 
 
 
 
 

คาร์ดิแอกไกลโคไซด ์
(cardiac 
glycosides) 
 
 
 
 
 

ซาโปนินไกลโคไซด ์
(saponin 
glycosides) 
 

ซิลิกาเจล 
(silica gel) 
 

ซิลิกาเจล 
(silica gel) 
 
 
 
 

ซิลิกาเจล 
(silica gel) 
 
 
 
 
 
 

ซิลิกาเจล 
(silica gel) 
 
 

โทลูอีน: เอทิลแอซีเทต (toluene :ethyl 
acetate) 73:7 
 

เมทานอล : คลอโรฟอร์ม(methanol 
chloroform)  85 : 15 หรือ โทลอูีน :
เอทิลแอซีเทต: ไดเอทิลเอไมด์ (toluene : 
ethyl acetate : diethylamine) 
70:20:10 
 
 

เอทิลแอซเีทต : เมทานอล : น้ า (ethyl 
acetate : methanol : water) 
65:35:10 หรือ เอ็นบิวทานอล : กรดแอซี
ติก : น้ า (n-buthanol : acetic acid 
:water) 4:1:5 
 
 
 
 

ไซโคลเฮกเซน : ไดเอทิลเอมีน 
(cyclohexane : diethylamine) 9:1 
หรือ คลอโรฟอร์ม : โทลูอีน: คลอโรฟอร์ม 
:เมทานอล: น้ า 
(chloroform :methanol :water)  
64:50:10 
 

วานิลลิน : กรดซัลฟิวริก (vanillin : 
sulphuric acid) ให้สีแดง หรือน้ าเงิน 
 

น้ ายาดราเจนดอร์ฟ (Dragendorff’s 
reagent) ให้สีสม้ 
 
 
 
 

น้ ายาเดคเด (Kedde reagent) ให้สี
ชมพู หรือน้ าเงินอมม่วงกับพวกคาร์ดี
โนไลด์ (cardenolide) แอนติโมนคีลอ
ไรด์ (antimony chloride) ให้สีน้ าเงิน
หรือเรืองแสงสีเหลืองอมเขียวท่ีความ
ยาวคลื่น 365 nm กับพวกบิวฟาไดอี
โนไลด์ (bufadienolide)  
 

วานิลลิน: กรดซลัฟิวริก (vanillin 
:sulphuric acid) ให้สีน้ าเงิน 
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ตารางท่ี 2.1  แสดงการตรวจสอบสารโดยใช้ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (ต่อ) 
 

สารประกอบ 
(Compound) 

ตัวดูดซับ 
(Adsorbent

) 

ระบบตัวท าละลาย 
(Solvent System) 

น  ายาตรวจสอบ 
(Detection Agent) 

แอนทราควิโนน  
ไกลโคไซด ์
(anthraquuinone 
glycosides) 
 
 
 
ฟลาโวนอยด ์
(flavonoids) 
 
 
 
 
 
 
คูมารินไกลโคไซด ์
(coumarin 
glycosides) 

 
 
อิริดอยดไ์กลโคไซด ์
(iridoid 
glycosides) 
 
 
 
 
แทนนิน 
(tannin) 

 

ซิลิกาเจล 
(silica gel) 
 
 
 
 
 
ซิลิกาเจล 
(silica gel) 
 
 
 
 
 
 
ซิลิกาเจล 
(silica gel) 

 
 

 
ซิลิกาเจล 
(silica gel) 
 
 
 
 
ซิลิกาเจล 
(silica gel) 

 

โทลูอีน : คลอโรฟอร์ม (toluene : 
chloroform) 9:11 หรือ โทลูอีน : แอ
ซีโทน :คลอโรฟอร์ม (toluene : 
acrtone :chloroform) 40:25:35 หรือ 
แอซีเทต : เมทานอล : น้ า(ethyl 
acetate:methanol:water)  
100:13.5:10 
 
คลอโรฟอรม์ :แอซิโทน : กรดฟอรม์ิก 
(chloroform : acetone : formic 
acid) 75:16.5 :8.5 หรือ เอทิลแอซีเทต 
:เมทานอล :น้ า  (ethyl acetate : 
methanol:water)  100:13.5:10 หรือ
โทลูอีน : คลอโรฟอร์ม (toluene: 
chloroform) 9:11 
 

โทลูอีน :แอซีโทน :คลอโรฟอร์ม 
(toluene :acetone: chloroform) 

40 : 25:35 หรือ โทลูอีน:คลอโรฟอร์ม 
(toluene:chloroform) 9:11 

 
โทลูอีน : แอทิลแอซีเทต 
(toluene:ethyl acetate) 93:7 หรือ 
คลอโรฟอรม์ : กรดแอซตีิก : น้ า 
(chloroform : acetic acid : water) 
80:10:5:2:6 
 
เอ็น-บิวทานอล: กรดแอซีติก: น้ า (n-
butanol:acetic acid:water) 4:1:5 
หรือ เอ็นบิวทานอล:โทลูอีน: เมทานอล 
: กรดแอซีติก : น้ า (n-butanol: acetic 
acid:water ) 80:10:5:2:6 หรือ เบน
ซีน:ไดออกเซน : กรดแอซีติก 90:25:4 

ปฏิกิริยาบอนเทรเกอร์ (Borntraeger 
reaction) แอนทราควิโนนให้สีแดงหรือ
เรืองแสงสีแดงเมื่อใช้แสงอัลตราไวโอเลต 
(UV) 365 nm แอนโทรน (anthrone) 
ให้สีเหลืองหรือเรืองแสงสีเหลือง 
 
เนเซอรลั โปรดักส์ (ไดฟีนิลโบรลิ ออกซี
เอทลิลามีน) -พอลีเอทิลีนไกลคอล )  
(natural products 
(dephenylboryloxyethylamine)-
polyethylene glycol) แล้วส่องดูด้วย
แสงอัลตราไวโอเลต (UV) –ถ nm เรือง
แสงสีเหลือง ส้ม หรือเขียว 
 

โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (potassium 
hydroxide) หรือ แอมโมเนียมไฮดรอก

ไซด์ (ammonium hydroxide) เรืองแสง
สีน้ าเงินหรือเขียวที่ความยาวคลื่น 365 

nm 
 
กรดเกลือ-กรดแอซีติก (hydrochloric 
acid: acetic acid) ให้สีน้ าเงินหรอื
น้ าตาล 
 
 
 
1% เมทานอลิกเฟอร์ริกคลอไรด์ (1% 
methanolic ferric chloride) 
ให้สีเขียวหรือสีน้ าเงิน 
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ตารางท่ี 2.1  แสดงการตรวจสอบสารโดยใช้ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (ต่อ) 
 

สารประกอบ 
(Compound) 

ตัวดูดซับ 
(Adsorbent

) 

ระบบตัวท าละลาย 
(Solvent System) 

น  ายาตรวจสอบ 
(Detection Agent) 

    
แทนนิน 
(tannin) 
 
 
 
 

ซิลิกาเจล 
(silica gel) 
 
 
 

คลอโรฟอรม์ : เมทานอล  
(chloroform: methanol) 95:5 เอทิล
แอซีเทต :เมทานอล :น้ า (ethyl 
acetate:methanol :water) 77:15:8 

กรดซลัโฟนิก (chlorosulfonic acid) 
ให้สีแดง 
 
 

 

ที่มา  :  รัตนา  อินทรานุปกรณ์. 2547 : 77-79   
 

2.6  เทคนิคการแยกสารจากพืชสมุนไพร 
 

ชุติมา ลิ้มมัทวาภิรัติ์  (อ้างในธีรศักดิ์  โรจนาราธา และคณะ. 2551 : 81-85)  กล่าวโดยสรุป
ดังนี้ 

เทคนิคทางโครมาโตกราฟีที่นิยมใช้แยกสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ ไดแก่ Solid phase 
extraction (SPE) ,thin layer chromatography (TCL), column chromatography (CC) และ 
high performance liquid chromatography (HPLC)  เป็นต้น ซึ่งการจะเลือกใช้เทคนิคใดนั้นจะ
ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ในการแยกสารและชนิดของสารที่เป็นองค์ประกอบทางเคมีในสารสกัด ดังจะ
กล่าวถึงในรายละเอียดต่อไปนี้ 

 
 1.  Solid phase extraction (SPE)  
 

 Solid phase extraction เป็นการแยกสารโดยให้สารที่สนใจติดค้างอยู่ในคอลัมน์ ในขณะที่
สารที่ไม่สนใจหรือไม่ต้องการจะถูกชะออกมาจากคอลัมน์ จากนั้นจึงใช้ตัวท าละลายที่เหมาะสมชะสาร ที่
สนใจให้ออกจากคอลัมน์ในภายหลัง โดยทั่วไปสารที่สนใจจะจับอยู่กับวัฏภาคคงที่ (Stationary phase)
ซึ่งเป็นสารดูดซับ (adsorbent) ที่มีรูปร่างเป็นเม็ดเล็ก (bead) หรือเรซิน (rasin) ซึ่งอาจเป็นnormal 
phase, reverse phase หรือ ion-exchange media ก็ได้ และสามารถบรรจุไว้ในคอลัมน์ได้ซึ่ง
โดยทั่วไปมักเป็นไซริงค์ (syring)  ตัวอย่างเช่น น าสารที่สกัดด้วยน้ ามาแยกด้วย SPE ที่มีวัฏภาคคงที่เป็น 
reverse phase พบว่าสารที่มีขั้วต่ าจะติดอยู่ในคอลัมน์แต่สารที่มีขั้วสูงจะถูกชะออกมาก่อน จากนั้นจึง
ใช้ตัวท าละลายที่มีข้ันต่ าชะสารที่ติดอยู่ในคอลัมน์ออกมา ซึ่งสารที่ถูกชะออกมานี้ค่อนข้างจะบริสุทธิ์ ใน
ปัจจุบันได้มีการน า SPEไปใช้ประโยชน์หลายด้าน เช่น การใช้แยกสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่มีขั้วต่ า 
โดยสารที่ไม่มีขั้วหรือมีข้ัวต่ าจะจับอยู่กับเรซินที่เป็น reverse phase การแยกสารโดยปรับความแรงของ 
eluting power ให้เพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ เพ่ือชะสารออกมาเป็นล าดับตามความมีขั้ว ใช้ศึกษาความ
เหมือนกันของสารเนื่องจากสารที่มีโครงสร้างทางเคมีคล้ายคลึงกันจะจับกับวัฏภาคคงที่ได้เหมือนกัน
และแสดงฤทธิ์ทางชีวภาพได้เหมือนกันอีกด้วย จึงช่วยในการจัดสินใจว่าสารสกัดหยาบที่แยกด้วย SPE
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มาแล้วจะเป็นสารชนิดเดียวกันกับที่เคยแยกได้หรือไม่ นอกจากนี้ยังใช้ SPE เตรียมสารปริมาณมากให้
บริสุทธิ์ขึ้น หรือนิยมใช้แยกสารสกัดหยาบก่อนที่จะแยกต่อไปด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีชนิดอ่ืน ซึ่ง
การแยกในขั้นแรกด้วย SPE นี้เรียกว่า clean-up โดยจะแยกสารปนเปื้อนจ านวนมากออกไปจากสาร
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่สนใจ เช่น การใช้ SPEก าจัดสารที่มีขั้วจ านวนมากที่ไม่ต้องการและมีที่มาจาก 
buffer salt หรือส่วนประกอบต่างๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นต้น  ใช้SPE ในการเตรียมสารให้มีความ
เข้มข้นสูงขึ้น โดยผ่านสารละลายที่เจือจางลงไปในคอลัมน์ SPE จากนั้นชะสารที่ต้องการซึ่งติดค้างอยู่บน
คอลัมน์ให้ออกมาโดยใช้ตัวท าละลายในปริมาณน้อยๆ นิยมใช้ SPE เพ่ือเตรียมสารในปริมาณน้อยมาก 
เช่น เมแทบอไลท์ของยาในตัวอย่างเลือด สารปนเปื้อนจากสิ่ งแวดล้อมในน้ าทะเล และสารสกัดหยาบ
จากสิ่งมีชีวิตในทะเล ให้บริสุทธิ์มากข้ึน ก่อนน าไปแยกต่อไปด้วยเทคนิคอ่ืนทางโครมาโทกราฟี 

 
 2.  Thin layer chromatography (TCL) 

 

 Thin layer chromatography สามารถแย่งออกได้เป็น 2 ชนิด ตามลักษณะของวัฏภาคคงที่  
คือnormal phase TCL และ reverse phase TCL หากเป็น normal phase TCL สารที่มีขั้วต่ าจะ
เคลื่อนที่ได้ไกลกว่าสารที่มีข้ัวสูง ในขณะที่ reverse phase TCL สารที่มีข้ัวสูงจะเคลื่อนที่ได้ไกลกว่าสาร
ที่มีขั้วต่ า โดยทั่วไปนิยมทดลองแยกตัวอย่างด้วย TCL เพ่ือหาค่า Rf ที่เหมาะสมของตัวอย่างที่ต้องการ
แยกให้บริสุทธิ์ก่อนที่จะท าการแยกจริงด้วย column chromatography (CC)  ค่า Rf  ที่ดีจะต้องเป็น
ค่าท่ีไม่ท าให้สารที่สนใจติดค้างอยู่จุดเริ่มต้นหรือเคลื่อนที่ด้ ากลเกินไปจนใกล้หรือคิดตัก solvent front 
เมื่อหาสภาวะของวัฏภาคเคลื่อนที่ได้เหมาะสมแล้วจึงน าตัวอย่างที่ต้องการแยกในปริมาณสูงขึ้นมาแยก
ในคอลัมน์ต่อไป อย่างไรก็ตามไม่สามารถน าสภาวะหรือสัดส่วนขององค์ประกอบของวัฏภาคเคลื่อนที่ที่
ได้จาก TCL มาใช้กับ CC ได้โดยตรง เนื่องจากคอลัมน์เป็นการเคลื่อนที่แบบสองทิศทางและมีสมดุล
เกิดข้ึนในคอลัมน์ แต่ TCL นั้นมีสมดุลระหว่างวัฏภาคเคลื่อนที่และวัฏภาคคงที่ซึ่งจะเปลี่ยนแปลงตลอด
ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ ดังนั้นเมื่อต้องการน าสภาวะของวัฏภาคเคลื่อนที่ใช้ใน TLC ไปใช้ในการแยก
สารด้วย CC จึงแนะน าให้ลดความมีขั้วของวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ใช้ใน TLC ลงเล็กน้อย(ในกรณีที่วัฏภาค
คงที่เป็น normal phase) และเพ่ิมความมีขั้วของวัฏภาคเคลื่อนที่ทีใช้ใน TLC มากขึ้นเล็กน้อย (ใน
กรณีวัฏภาคคงที่เป็น reverse phase) เพ่ือให้การแยกสารในคอลัมน์เกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ 

Rf  = ระยะทางท่ีสารเคลื่อนที่ / ระยะทางท่ีตัวท าละลายเคลื่อนท่ี 

 โดยทั่วไปมักใช้ TLC ร่วมกับ densitometric detector เพราะเป็นเทคนิคที่มีความไวสูง แยก
สารได้รวดเร็วสามารถใช้วิเคราะห์หาปริมาณสาร หรือใช้แยกสารเจือปนออกได้ นอกจากนี้ยังได้พัฒนา
มาเป็น high –performance TLC (HTLC) ซึ่งมีความหนาของวัฏภาคคงที่ที่บางลงและขนาดอนุภาค
ของวัฏภาคคงที่ท่ีเล็กลงด้วย จึงท าให้มีประสิทธิภาพในการแยกสารได้ดีข้ึน 
 
 3.  Column chromatography (CC) 

 

 Column chromatography เป็นเทคนิคการแยกสารที่ภายในคอลัมน์จะบรรจุวัฏภาคคงที่
ชนิดต่างๆ เอาไว้ เมื่อบรรจุ (load) สารตัวอย่างที่ต้อการแยกให้บริสุทธิ์ไปบนคอลัมน์แล้ว จึงชะสารออก
จากคอลัมน์ตามแบนด์ (band) ที่ปรากฏอยู่ในคอลัมน์ด้วยวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมต่อไป  
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การแยกสารตัวอย่างในคอลัมน์ออกเป็นแบนด์อาศัยหลักการของโครมาโตกราฟีซึ่งหมายถึง 
การกระจาย (distribution) ของสารระหว่างวัฏภาคเคลื่อนที่กับวัฎภาคคงที่ ดังสมการต่อไปนี้ 

 
[ ]
[ ]

stationary phase

D

mobile phase

X
K

X


 
 

 ความสามารถในการแยกสารเกิดจากอันตรกิริยา (interaction) ของสารกับวัฏภาคคงที่และ
การแย่งกันจับกับวัฏภาคคงที่ระหว่างสารกับวัฏภาคเคลื่อนที่ วัฏภาคคงที่อาจเป็นของแข็งหรือของเหลว 
และวัฏภาคเคลื่อนที่อาจเป็นของเหลวหรือก๊าซ ซึ่งจัดเป็น liquid chromatography (CL) และgas 
chromatography (GC) ตามล าดับ นิยมใช้ GC โดยเฉพาะ Gas-liquid chromatography (GLC)  ใน
งานวิเคราะห์แต่ไม่สามารถใช้เทคนิคนี้แยกสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่มีโครงสร้างทางเคมีหลากหลายได้
ทุกชนิด โดยทั่วไปสามารถแบ่ง LC  ออกเป็น 2 ประเภทใหญ่ ๆ คือ การแบ่งตามลักษณะทางกายภาพ
ของระบบ ได้แก่ CC และ planar chromatography (TLC และ paper chromatography) ส าหรับ 
countercurrent chromatography เป็นการแยกสารด้วยของเหลว 2 เฟสที่แบ่งออกเป็นวัฏภาคคงที่
และวัฏภาคเคลื่อนที่ โครมาโทกราฟีส่วนมากมักบรรจุวัฏภาคคงที่ไว้ในคอลัมน์และมีวัฏภาคเคลื่อนที่
เป็นของเหลว และการแบ่งตามลักษณะการแยกสารที่อาศัยแรงกระท าระหว่างโมเลกุล หรือลักษณะการ
แยกที่แตกต่างกัน เช่น การดูดซับ (adsorption) การแยกส่วน (partition) ประจุ (charge)  ขนาด 
(size) และการจับกันของชีวโมเลกุล (biological affinity) เป็นต้น  

 การดูดซับ (adsorption) เป็นการแบ่งภาคหรือแยกส่วนของโมเลกุลระหว่างผิวหน้าของวัฏ
ภาคคงที่กับวัฏภาคเคลื่อนที่ ณ ที่สมดุลพลวัต (dynamic equilibrium) ซึ่งจะมีสารเข้าและออก
ระหว่างวัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่ในปริมาณที่เท่าๆ กัน เรียกกระบวนการที่เกิดขึ้นนี้ว่า การดูด
ซับ(sorption)  และการคาย(desorption) ตามล าดับ โดยอาศัยแรงทางพันธุเคมีที่เป็นแรงอ่อนๆ เช่น 
hydrogen bond , Van der Waals force และ dipole-dipole interaction สารที่นิยมน ามาใช้เป็น
สารดูดซับ (adsorbent) จะต้องคงตัวและไม่เกิดปฏิกิริยาได้ง่าย เช่น silica, cellulose, styrene, 
divinylbenzene, alumina และ carbon เป็นต้น  

 
  การแยกส่วน (partition) เป็นการแบ่งภาคหรือแยกส่วนของสารที่อาศัยหลักการสกัด

ระหว่างของ เหลวกับของ เหลวโดยวัฏภาคคงที่เป็นของเหลวชนิดหนึ่งที่เคลือบอยู่บน solid 
support เช่น คอลัมน์ของ เซลลูโลสที่เคลือบด้วยน้ า หรือ silica TLC plate ที่ดูดซับน้ าเอาไว้
บนผิวหน้า ส่วนวัฏภาคเคลื่อนที่เป็นของเหลวอีกชนิดหนึ่งที่เข้ากันไม่ได้กับของเหลวที่เป็นวัฏภาคคงที่ 
จึงท าให้เกิดการสกัดระหว่างขั้นของของเหลว (liquid-liquid extraction) ซึ่งเป็นข้อดีของการแยกสาร
ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี อย่าไรก็ตามเทคนิคนี้ก็มีข้อเสียคือวัฏภาคคงที่ที่เป็นของเหลวจะถูกชะ
ออกไปจากคอลัมน์พร้อมกับวัฏภาคเคลื่อนที่ และเกิดการละลายของวัฏภาคคงที่ได้ 

 โดยทั่วไปแล้ววัฏภาคเคลื่อนที่ที่เป็นของเหลวมักเกิดพันธะเคมีกับตัวรองที่เฉื่อย (inert 
support) ได้เป็น bonded phase ซึ่งหมายถึงพันธะที่คงตัว เช่น พันธะระหว่าง silanol group (Si-
OH) บน silica support กับ chlorosilane  ซึ่งสารจ าพวก silane มักเป็นสายไฮโดรคาร์บอน 
(hydrocarbon chain)ที่มีคาร์บอนมาเชื่อมต่อกันยาวประมาณ 1,2,6, 8 หรือ 18คาร์บอน ดังนั้น 
bonded phase chromatography  หรือ modified partition chromatography จึงเป็นการแยก
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สารที่อาศัยหลักการร่วมกันระหว่างการแยกส่วน (partition) และการดูดซับ (adsorption) ส าหรับ
ความแตกต่างระหว่าง normal phase กับ reverse phase คือ normal phase มีวัฏภาคคงที่มีความ
เป็นขั้วสูงกว่าวัฏภาคเคลื่อนที่ ตัวอย่างเช่น silica column มี silanol group ที่มีข้ัวสูงกว่าตัวท าละลาย
อินทรีย์ที่เป็นวัฎภาคเคลื่อนที่ ในขณะที่ reverse phase จะมีวัฏภาคคงที่ที่มีขั้วต่ ากว่าวัฏภาคเคลื่อนที่ 
เช่น สายไฮโดรคาร์บอนที่สร้างพันธะกับ silica support เป็นเสมือนวัฏภาคคงที่ที่มีขั้วต่ าและมีวัฏภาค
เคลื่อนที่เป็นน้ าที่มีขั้วสูง ซึ่งอาจผสมกับตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่างๆ เช่น เมธานอลหรืออะซีโตไนไตร์ 
(acetonitrite) อย่างไรก็ตาม หากสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่ก าลังแยกอยู่นั้นมีขั้วต่ าและไม่ชอบน้ า มัน
จึงอาจติดค้างอยู่ในคอลัมน์ได้ ดังนั้นจึงแนะน าให้ติดตามการชะสารออกจากคอลัมน์โดยการวิเคราะห์
องค์ประกอบของสารที่อยู่ในส่วนสกัดต่างๆ ที่ถูกชะออกจากคอลัมน์ด้วย TLC เพ่ือให้แน่ใจว่าไม่มีสารใด
ติดค้างอยู่ในคอลัมน์ 

 
 ประจุ (charge) สารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติหลายชนิดเมื่อมีการปรับเปลี่ยนค่าพีเอชของ

สารละลายด้วยกรดหรือด่างอาจจะท าให้สารผลิตภัณฑ์ธรรมชาตินั้นถูกเปลี่ยนแปลงไปให้อยู่ในรูปของ
 ไอออนบวกหรือลบได้ ดังนั้นจึงน าคุณสมบัติการแตกตัวเป็นไอออนนี้มาใช้ในการแยกสารให้บริสุทธิ์
ดังต่อไปนี้  

3.1  Ion-exchange chromatography  
 

 เป็นเทคนิคการแยกสารที่วัฏภาคคงที่ประกอบด้วยเมทริกซ์ที่ไม่ละลาย (insoluble 
matrix) บนผิวหน้ามีหมู่ฟังก์ชันที่เป็นประจุลบหรือบวก ซึ่งหมู่ฟังก์ชันนี้จะสัมพันธ์กับไอออนตรงข้าม 
(counter-ion) ที่มีประจุตรงกันข้าม หลักในการแยกสารขึ้นอยู่กับความสามารถของไอออนสารตัวอย่าง
ที่แข่งขันกับไอออนตรงข้ามในการเข้าจับกับวัฏภาคคงที่ เรียกระบบที่มีวัฏภาคที่เป็นประจุลบและ
ไอออนตรงข้ามเป็นประจุบวกว่า cation- exchange chromatography และเรียกระบบที่มีวัฏภาค
คงที่เป็นประจุบวกและไอออนตรงข้ามเป็นประจุลบว่า anion-exchange chromatography การแยก
สารที่เกิดขึ้นจากแต่ละโมเลกุลของสารตัวอย่างที่มีความแตกต่างกันที่ความแรงในการจับกับ exchange 
site จึงสามารถชะสารตัวอย่างออกมาตามล าดับโดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของวัฏภาคเคลื่อนที่
ซึ่งมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะการแตกตัวของสารที่มีประจุ หรือการเพ่ิม ionic concentration 
ของวัฏภาคเคลื่อนที่ที่มีผลเพ่ิมการแย่งจับที่ exchange site และมีผลไล่ที่ไอออนของสารตัวอย่าง 
ความสามารถในการจับของสารตัวอย่างจะข้ึนอยู่กับธรรมชาติของไอออนสารตัวอย่างและหมู่ฟังก์ชันบน 
ion exchange rasin ไอออนสารตัวอย่างที่จับกับวัฏภาคคงที่ได้ดีจะอยู่ในคอลัมน์ได้นานและถูกชะ
ออกมาช้ากว่า ในทางตรงกันข้ามไอออนสารตัวอย่างที่จับได้ไม่มีจะถูกชะออกมาเร็วกว่า 

 
3.2  Ion-pair chromatography / ion-suppression chromatography 
 

 เป็นเทคนิคการแยกสารที่สามารถแยกไอออนสารตัวอย่างได้ด้วยวัฏภาคคงที่มีขั้วต่ า 
เช่น reverse phase modified partition column  โดยการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของวัฏภาค
เคลื่อนที่เพ่ือลดการแตกตัวเป็นไอออนของโมเลกุลสารตัวอย่าง ท าให้โมเลกุลของสารตัวอย่างมีความ
เป็นกลาง(ไม่มีขั้ว) และสามารถจับกับวัฏภาคคงที่ที่ไม่มีขั้วได้ ในท านองเดียวกัน ion-pair 
chromatography จะมีวัฏภาคเคลื่อนที่ประกอบด้วยโมเลกุลสารอินทรีย์ขนาดใหญ่ที่มีหมู่ฟังก์ชันที่
สามารถแตกตัวได้ (ionizable group) และมีส่วนที่ชอบไขมัน (lipophillic region) ซึ่งท าหน้าที่เป็น
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ไอออนตรงข้าม (counter-ion) ที่จะท าให้เกิด reversible ion-pair กับสารตัวอย่าง โดยมี ionic 
modifier ท าหน้าที่จับคู่ (pairing) กับไอออนสารตัวอย่าง ในสารละลายแล้วท าให้เกิดสปีชีส์ที่ไม่มีขั้วที่
สามารถแยกส่วน (partition) เข้าไปในวัฏภาคคงที่ที่มีหมู่ฟังก์ชันที่มีประจุแล้วเกิดเป็นคู่ไอออน (ion –
pair) กับสารตัวอย่างได้ ข้อดีของเทคนิคนี้คือใช้แยกสารตัวอย่างที่มีขั้วและไม่มีขั้วได้ในระบบเดียวกัน 
 

 ขนาด (size) โครมาโทกราฟีที่แยกสารตามขนาดของโมเลกุลนั้นจะไม่อาศัยการจับกัน
ระหว่างสารตัวอย่างและวัฏภาคคงที่ การแยกสารด้วยเทคนิค size exclusion chromatography จะ
ครอบคลุมถึง  gel permeation chromatography และ gel filtration ซึ่งมีลักษณะของ
 packing material เป็นเม็ดเล็ก (bead) ที่ท าจากโพลิเมอร์ เช่น polyacrylamide , agarose หรือ 
silica โดยมีระดับของ  polymer crosslinking ช่วยควบคุมความพรุนของเม็ดเล็กเหล่านี้ โมเลกุล
สารตัวอย่างที่มีขนาดใหญ่จะไม่สามารถผ่านเข้าไปในรูพรุนได้และจะถูกชะออกมาก่อนในขณะที่โมเลกุล
สารตัวอย่างที่มีขนาดเล็กกว่าเส้นผ่าศูนย์กลางของรูพรุนจะสามารถแพร่เข้าไปในรูพรุนได้โมเลกุลสาร
ตัวอย่างที่มีขนาดเล็กที่สุดจะสามารถแพร่เข้าไปในรูพรุนที่มีขนาดเล็กที่สุดได้ ที่ว่างใน cross-linked 
polymer  ท าหน้าที่เสมือนวัฏภาคคงที่ ซึ่งโมเลกุลขนาดใหญ่ที่สุดจะถูกชะออกมาจากคอลัมน์ได้เร็วกว่า
โมเลกุลขนาดเล็กและไหลออกมาในทิศทางตรง ซึ่งแทรกอยู่ระหว่างเม็ดเล็ก โมเลกุลที่มีขนาด
รองลงมาจะมี diffusible volume มากกว่าท าให้ถูกชะออกมาได้หลายทิศทางและใช้เวลาในการชะ
ออกมาจากคอลัมน์นานกว่าโมเลกุลขนาดใหญ่ โมเลกุลที่เล็กที่สุดสามารถแทรกเข้าไปในรูพรุนขนาดเล็ก
ที่สุดได้และจะถูกชะออกมาทีหลังสุด  size exclusion chromatography เป็นเทคนิคที่ท าได้ง่ายมาก
และไม่ท าลายโครงสร้างทางเคมีของสารตัวอย่าง ดังนั้นจึงนิยมใช้ในการแยกชีวโมเลกุลที่มีขนาด
โมเลกุลแตกต่าง กันมาก เช่น ใช้แยกโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่ออกจากเมแทบอไลท์ที่มีขนาด
โมเลกุลเกล็กกว่ามาก อย่างไรก็ตามเนื่องจากเมแทบอไลท์ทุติยภูมิมักมีขนาดโมเลกุลเล็กและมีขนาด
โมเลกุลใกล้เคียง กันมาก ดังนั้นจึงไม่นิยมใช้ size exclusion chromatography ในการแยกสาร
เหล่านี้              ทั้งนี้  มีข้อยกเว้นส าหรับ Sephadex LH20 ที่ยังคงนิยมน ามาใช้แยกสารผลิตภัณฑ์
ธรรมชาติเพราะมีข้อดีที่สามารถใช้กับวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ไม่ใช่น้ า (nonaqueoese) ได้ 

 
  การจับกันของสารชีวโมเลกุล (biological affinity) มีความสัมพันธ์กับเทคนิค affinity 

chromatography ซึ่งเป็นการแยกสารที่ขึ้นอยู่กับอันตรกิริยาอย่างจ าเพาะเจาะจง(specific 
interaction) ของชีวโมเลกุล เช่น antibody-antigen interaction, enzyme-inhibitor interaction, 
DNA-DNA binding, DNA-protein interaction หรือ receptor –agonist/antagonist interaction 
โดยที่ลิแกนด์ (ligand) หรือรีเซปเตอร์ (receptor) จะจับกับ packing material ด้วยพันธะโควาเลนท์ 
(covalent bond) และท าหน้าที่เป็นวัฏภาคคงที่ ของผสมจะไหลผ่านคอลัมน์โมเลกุลที่มีความชอบจับ
อย่าจ าเพาะเจาะจง (specific affinity) กับลิแกนด์จะถูกจับอยู่ในคอลัมน์ในขณะที่โมเลกุลอ่ืนที่ไม่มี
ความชอบจับอย่างจ าเพาะเจาะจงจะถูกชะออกมาจากคอลัมน์ การชะสารท าได้โดยการเปลี่ยนแปลงค่า
พีเอชและ/หรือองค์ประกอบของบัฟเฟอร์ซึ่งจะท าให้แรงที่จับกันระหว่างสารตัวอย่างและลิแกนด์นั้น
อ่อนลง โดยทั่วไปแล้วการแยกสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจะหมายรวมถึงการแยกสารประกอบที่มีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพอย่างจ าเพาะเจาะจง ดังนั้นการแยกสารด้วยเทคนิคนี้จึงนับว่าเป็นแนวทางที่ดีในการแยกสาร
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่อาศัยความจ าเพาะเจาะจงทางชีวภาพ (biological specicity) อย่างไรก็ตามไม่
สามารถแยกเมแทบอไลท์ทุติยภูมิในปริมาณมากด้วย affinity chromatography เนื่องจากเทคนิคนี้ท า
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ได้ยากและตอ้งใช้เวลานานมากในการเตรียมลิแกนด์ที่เหมาะสมให้มีปริมาณเพียงพอต่อการแยกสารแต่
ละครั้ง หากสารผสมเมื่อเริ่มต้นนั้นซับซ้อนเช่นในกรณีสารสกัดหยาบจากพืชหรือจุลินทรีย์ทีมักมีสารอ่ืน
เข้ามารบกวนการแยกหรือขัดขวางการจับกันระหว่างรีเซปเตอร์และลิแกนด์ (receptor –ligand 
interaction) หรือสารเหล่านี้เข้าไปดูดซับแบบไม่จ าเพาะเจาะจงกับวัฏภาคคงที่ จะท าให้การแยกสารไม่
สมบูรณ์ และยิ่งไปกว่านั้นการได้สารกลับคืนมา(recovery) จะขึ้นอยู่กับแรงที่จับกันอย่างผันกลับได้ ซึ่ง
การรบกวนของสารหลายชนิดอาจขัดขวางการได้สารกลับคืนมาด้วย 

 
  4.  Gradient high performance liquid chromatography (Gradient 

HPLC) 
    Gradient high performance liquid chromatography เป็นเทคนิคการแยกสาร
โดยอาศัยการเปลี่ยนแปลงความต่างระดับของความมีขั้ว ( gradient)  ของวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile 
phase) ตลอดเวลา เพื่อแยกของผสมและชะองค์ประกอบทุกชนิดให้ออกมาจากคอลัมน์ตามล าดับความ
มีขั้ว การชะสารออกจากคอลัมน์ด้วย gradient elution มีข้อดีกว่า isocratic elution  ซึ่งมีสัดส่วน
ของตัวท าละลายอินทรีย์คงที่ตลอดเวลา ตรงที่สามารถแยกสารที่มีขั้วใกล้เคียงกันมากออกจากกันได้
อย่างสมบูรณ์ และสามารถแยกสารที่มีขั้วสูงและต่ าออกจากกันได้อย่างมีประสิทธิภาพและรวดเร็ว ใน
ปัจจุบันได้มีการน าเทคนิคการคู่ต่อมาการใช้ประโยชน์ในการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารสกัด
หยาบเป็นจ านวนมาก เช่น HPLC-UV, GC-MS, HPLC-MS และ HPLC-NMR เป็นต้น การวิเคราะห์สาร
ที่แยกออกมาจาก HPLC column ด้วย  UV และ NMR จะสามารถน าสารนั้นกลับคืนมาได้ ในขณะที่
การวิเคราะห์ GC และ MS  ไม่สามารถน าสารที่ถูกวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือดังกล่าวกลับคืนมาได้ อย่างไร
ก็ตามสารต่างชนิดกันอาจดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นเดียวกันได้ ท าให้ UV มีความจ าเพาะเจาะจง 
(selectivity) ต่ ากว่า MS นอกจากนี้ MS ยังมีความไว (sensitivity) ที่สูงกว่า UV จึงสามารถวิเคราะห์
สารในปริมาณต่ ามากได้ การแยกสารด้วย GC มีข้อด้อยกว่าการแยกด้วย HPLC เนื่องจาก GC  เหมาะ
ส าหรับการแยกสารที่สามารถระเหยได้และทนต่อความร้อน หากสารที่ต้องการแยกระเหยไม่ได้จะต้อง
เตรียมให้อยู่ในรูปของอนุพันธ์ที่ระเหยได้เสียก่อน จึงท าให้มีขั้นตอนที่ยุ่งยากและเสียเวลามาก ดังนั้นใน
ปัจจุบันจึงมักพบว่า HPLC-MS เริ่มเข้ามามีบทบาทมากขึ้นในการศึกษาองค์ปีระกอบทางเคมีของสาร
สกัดหยาบจากสิ่งมีชีวิตในธรรมชาติ 
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2.7  การออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 
 สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (2546 : 56-65) กล่าวถึงการออกฤทธิ์
ทางชีวภาพและทางเภสัชกรรมและการใช้ประโยชน์ในการบ าบัดรักษาสรุปได้ดังนี้ 
 

 2.7.1  ปัจจัยที่มีผลต่อการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  
  

1.  คุณสมบัติทางสรีระวิทยาและทางเคมี  เช่นการละลาย   
 2.  คุณสมบัติทางเคมี เช่น เรโซแนนซ์  ปฏิกิริยาออกซิเดชั่น-รีดักชั่น ชนิดของพันธะเคมี   
 3.  ข้อควรพิจารณา เช่น ขนาดของโมเลกุล  สเตอริโอเคมี เป็นต้น 
 

 2.7.2  Bio-assaying   
  

1.  หลักในการคัดเลือกวัสดุจากพืชสมุนไพร เช่น การสกัดสารและการศึกษาสูตรโครงสร้างของ
สารก่อนจะศึกษาผลทางชีวภาพ  การวางแนวทางการด าเนินงานตามเงื่อนง าจากการประเมินการ
น าไปใช้ประโยชน์ในยาสมุนไพรและความเชื่อตามขนบธรรมเนียม  การตรวจสอบคุณสมบัติด้าน
ชีววิทยา  ชีวเคมี  ชีววิทยาโมเลกุล  เคมีและกายภาพ   
 2.  วิธีการคัดเลือกทางเภสัชวิทยา เป็นการด าเนินงานในห้องปฏิบัติการ การคัดเลือกชนิดของ
แบคทีเรีย  เห็ดรา  โปรโตซัว  การทดสอบประสิทธิภาพในการบ าบัดรักษาโรคเช่น โรคมะเร็ง  การ
อักเสบ วิธีการเบื้องต้นที่ใช้เช่น Brine shrimps, Antibacterial screening, Hippocratic screening เป็น
ต้น 
 2.7.3  การส ารวจการออกฤทธิ์ทางชีวภาพและการพัฒนา 
  

การศึกษาข้อมูลที่เกี่ยวข้องอย่างกว้างขวางเกี่ยวกับความหลากหลายของผลทางชีวภาพและ
สูตรโครงสร้างของสรออกฤทธิ์และเป้าหมายด้านเภสัชกรรมในการบ าบัดรักษาที่ชัดเจน โดยอาศัยการ
พัฒนาในหลายสาขาวิชา เช่น พันธุกรรม  ชีวโมเลกุล  วิธีการทดสอบโดยใช้เทคนิคที่ทันสมัย 

2.8 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 เกสร นันทจิต (2541) ศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพของรากหญ้าแฝกพบว่าสารสกัดหยาบในชั้นเมทา
นอล  มีฤทธิ์ต้าน S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC  25922, Ps. Aeruginosa ATCC 27853, 
K. pneumoniae ATCC 67120, C.albicans, A.flavus,  T.mentagrophytes, และ M. gypseum.  
ที่มีความเข้นข้นตั้งแต่ 10 % ขึ้นไป ส าหรับสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 5 ชนิด พบว่ามีสาร 1 ชนิดที่มีค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ (MIC)  T.mentagrophytes เท่ากับ 78 g/ml  
  และได้ข้อมูลเบื้องต้นส าหรับการพัฒนายารักษาโรคกลากได้ 
 
 ชฎารัตน์  ดวงรัตน์ (2544)  ศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านมในหลอดทดลองของ
สารสกัดจากต้นกระทุ ่มน้ าเพื ่อว ัดความเป็นพิษและบ่งชี ้ส ่วนของสารสกัดที ่ม ีฤทธิ ์ย ับยั ้งการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง พบว่า สารสกัดหยาบ ที่เป็น Crude alkaloids  สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม (MCF-7) ได้ มีค่า IC50 เท่ากับ 24.62  g/ml ซึ่งสูงกว่าสาร
มาตรฐาน 5-FU ที่มีค่า IC50 เท่ากับ 10.47  g/ml 
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 เกสร  นันทจิต (2545) ศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพของใบขันทองพยาบาท โดยการสกัดสารจาก
ใบขันทองพยาบาท ด้วย เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน  และเมทานอล  และทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพด้วยวิธี 
Agar Dilution Methods พบว่าสารสกัดหยาบ จาก เฮกเซน และเมทานอล ไมีมีฤทธิ์ต้าน S. aureus 
ATCC 25923,   E. coli ATCC  25922,  P.aeruginosa ATCC 27853,  C.albicans ATCC  90028, 
A.flavus และ และ M. gypseum.ส่วนสารสกัดจาก  ไดคลอโรมีเทน  มีฤทธิ์ต้านเชื้อ 
T.mentagrophytes และ T.rubrum ต่ า โดยมีค่าMIC เท่ากับ 3200 mg/ml  
      
     บุญส่ง  คงคาทิพย์และคณะ (2545) ศึกษาการสกัด การแยกสารออกฤทธิ์จากต้นเบาหวาน
เพ่ือแยกสารออกฤทธิ์ที่มีผลในการรักษาโรคเบาหวานและหาสูตรโครงสร้างของสารออกฤทธิ์พบว่า 
allantoin เป็นสารหนึ่งในต้นเบาหวานที่ออกฤทธิ์ลดน้ าตาลในเลือด และการน าต้นเบาหวานต้มด้วยน้ า  
น้ าที่ต้มเม่ือดื่มในปริมาณที่พอเหมาะ จะสามารถรักษาโรคเบาหวานได้ 
     ปัทมาวดี เสตะกัณณะ. (2545)  ศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพของสมุนไพรไทย การผลิตยาต้านจุล
ชีพจากสมุนไพรไทยเป็นทางเลือกหนึ่งของการช่วยลดการน าเข้ายาจากต่างประเทศ และการที่จะผลิต
ยาได้นั้น ต้องมีการศึกษาวิจัยที่ครบวงจร ซึ่งจ าเป็นต้องมีข้อมูลเบื้องต้นด้านการศึกษาฤทธิ์ต้าน      จุล
ชีพของสมุนไพร การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือทราบฤทธิ์ต้านจุลชีพของสมุนไพร 10 วงศ์ 20 ชนิด 
จ านวน 48 สารสกัด โดยวิธี Agar dilution ทดสอบกับเชื้อแบคทีเรีย 21 ชนิด 24 สายพันธุ์ และเชื้อรา 
1 สายพันธุ์ ผลการศึกษาพบว่า สมุนไพร 17 ชนิด จ านวน 35 สารสกัด มีฤทธิ์ต้านจุลชีพบางชนิดได้ 
และไม่พบสารสกัดจากสมุนไพรใดมีฤทธิ์ต้านจุลชีพได้ทุกชนิด ในจ านวนนี้มีสมุนไพร 7 ชนิด ที่มีฤทธิ์
ต้านจุลชีพได้หลายชนิด และสมควรน าไปศึกษาวิจัยต่อไปเพ่ือประโยชน์ต่อการพัฒนาการผลิตยา ได้แก่ 
กะเม็ง (Eclipta prostrata L.) , กระเจี๊ยบแดง (Hibiscus sabdariffa L) , โด่ดอกขาว 
(Elephantopus mollis H.B.K.) , ปีบ (Millingtonia hortensis L.f.) , ผักขมหิน (Boerhavia diffusa 
L.) , ยมหิน (Chukrasia tabularis A. Juss.) และเหงือกปลาหมอ(Acanthus ebracteatus Vahl) 
 
 ระวิวรรณ  แก้วอมตวงศ์ และคณะ (2546)  ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส จากพืชสมุนไพรจังหวัดอุบลราชธานี โดยจากการน า สาร
สกัดจาก เอทิลแอซิเตต และ เอทานอล  22  ชนิด ซึ่งได้มาจากพืชในจังหวัดอุบลราชธานี  11  ต้น  
น ามาทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส พบว่า  
สิ่งสกัดจากใบพอกมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระปานกลางในการต้านอนุมูลอิสระ  และสิ่งสกัดจากเอทานอล
ของใบการเวก มีฤทธิ์แรงในการยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนส 
 
 วาทินี จตุรพรชัย (2546) ศึกษาการสกัดและผลการยับยั้งจุลินทรีย์ของสารสกัดจากพืช
สมุนไพรและเครื่องเทศไทย โดยการทดสอบสารสกัดหยาบชั้นเอทอลแอลกอฮอล์ของพืชสมุนไพร และ
เครื่องเทศ  24 ชนิด ในการยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรีย 8 ชนิด ด้วยวิธี Well assay พบว่าสารสกัด
จากใบพลูสามารถยับยั้งการเติบโตของ E. coli, S. aureus, S.derby, S.Typhi, S. Typhimurium 
และ Lactobacillus sp. ได้ 
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 พิมพร  ลีลาพรพิสิฐ และคณะ (2547) ศึกษาพฤกษเคมีและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ 
สารสกัดจากเมล็ดมะเกี๋ยงเพ่ือใช้ทางยา เสริมอาหาร และเครื่องส าอาง พบว่าเมล็ดมะเกี๋ยงมี
องค์ประกอบของสารกลุ่มฟาโวนอยด์  ซาโปนิน  แอนทราควิโนนกลัยโคซายด์และแทนนิน  
การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดด้วยวิธี ABTS Assays และ DPPH Assays พบว่าสารสกัด
ด้วย n-butanol และ ethyl acetate (F3และF4) มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าส่วนอ่ืน  โดยมีค่า 
TEAC เท่ากับ 1.5108 และ 1.3943 กรัม/กรัม ซึ่งมีฤทธิ์น้อยกว่า BHA , Quercetin แต่มีฤทธิ์มากกว่า 
BHT, Kaempferol และ  Rutin     และเม่ือน าไปทดสอบด้วยวิธี DPPH Assays  พบว่าฤทธิ์ต้านอนุมูล
อิสระ น้อยกว่า BHA, Quercetin , BHT แต่มีฤทธิ์มากกว่า Kaempferol   
 
  สรศักดิ์  เหลี่ยวไชยพันธุ์ และ ดวงพร เหลี่ยวไชยพันธุ์  (2548)  ศึกษาการแยกและ
วิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติจากผลมะแเกว๋นป่า โดยใช้วิธี DPPH  และ เทคนิคโครมาโท
กราฟฟ่ีผิวบาง (TLC) พบว่าสารสกัดเมทานอลของผลมะแเกว๋นป่ามีองค์ประกอบของสารต้านอนุมูล
อิสระอยู่หลายชนิด การแยกและการท าให้บริสุทธิ์ใช้คอลัมน์ซิลิกาเจลและคอลัมน์ของเรซิน Diaion  
HP-20 ตามล าดับ  พบว่าสาารถแยกสารต้านอนุมูลอิสระได้โดยการใช้คลอโรฟอร์มต่อเมทานอล            
ในอัตราส่วน 70 : 30  และสารต้านอนุมูลอิสระท่ีแยกได้เป็นสารประกอบพวก Condensed tannin 
 

    เชฏฐ  รัตนาจารย์ (2548) ศึกษาผลของสารสกัดไพลต่อการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อจุลินทรีย์พบว่าสารสกัดไพรในชั้นของตัวท าละลายเฮกเซนมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราได้ดี มีบริเวณยับยั้ง
ระหว่าง 7.87-19.27 มิลลิเมตร แต่ยับยั้งแบคทีเรียและยีสต์ได้น้อย ส่วนสารสกัดไพลชั้นตัวท าละลาย
เอทิลอะซิเตตและเมทานอลยับยั้งแบคทีเรียได้ดี 

 
 พิมพร  ลีลาพรพิสิฐ และคณะ (2549) ศึกษาฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อสิวของสารสกัดและ 
น้ าหมักของพืชไทย พบว่าสารสกัดและน้ าหมักจากเปลือกมังคุด กระชายด า มะขามป้อม มะเกี๋ยง  
ขม้ินชันและใบบัวบก สามารถต้านเชื้อ Staphylococcus aureus  และ Propionibacterium acnes  
ได้ดีแตกต่างกัน โดยสารสกัดที่ต้านเชื้อ Staphylococcus aureus   ได้ดีคือสารสกัดจากมะขามป้อม  
เปลือกมังคุด  กระชายด า  ขมิ้นชัน  ใบบัวบก และมะเกี๋ยง  ตามล าดับ  ส่วนสารสกัดที่ต้านเชื้อ 
Propionibacterium acnes ได้ดีคือสารสกัดจากมะขามป้อม  กัดเปลือกมังคุด  ขมิ้นชัน  กระชายด า    
ใบบัวบก และมะเกี๋ยง  ตามล าดับ  น้ าหมักชีวภาพที่สามารถต้านเชื้อ Staphylococcus aureus               
ได้คือน้ าหมักชีวภาพจากเปลือกมังคุด  มะขามป้อม  กระชายด า  ใบบัวบก   และมะเกี๋ยง  น้ าหมัก
ชีวภาพที่สามารถต้านเชื้อ Propionibacterium acnes  ได้คือน้ าหมักชีวภาพจากเปลือกมังคุดเท่านั้น  
และเมื่อน าน้ าหมักชีวภาพจากเปลือกมังคุด มาทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได้ 
(MIC) โดยวิธี Broth dilution พบว่า ค่า MIC ของ Staphylococcus aureus   เท่ากับ 1.5625 % 
และ Propionibacterium acnes เท่ากับ 6.25 % 

 
Arina C.U. และคณะ (2002) ศึกษาสารต้านมาลาเรียจาก Parinari capensis พบว่าฤทธิ์ต้าน

มาลาเรียของสารสกัดจากเปลือกของ  Parinari capensis (Chrysobalanceae ที่สกัดด้วย ปิโตรเลียม 
อีเทอร์ และไดคลอโรมีเทน  จากการทดสอบทางพฤกษเคมีของสารสกัด แยก ไดเทอร์ปีน แลคโตนได้ 3 
ชนิด มีฤทธิ์ต้านมาลาเรียโดยมีค่า  IC50  0.54   0.67 และ 1.57 mg/mL.  
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Pornpimon Mayachiew, Sakamon Devahastin(2007) ศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพและฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชั่นของสารสกัดจาก gooseberry and galangal  โดยการสกัดสารจาก Indian gooseberry 
(Phyllanthus emblica Linn.) and galangal (Alpinia galanga)   ทดสอบกับ  Staphylococcus 
aureus  2  วิธี  คือ disc diffusion และ  agar dilution methods  พบว่ามีค่า MIC   3.97 และ 
0.78 mg/ml ตามล าดับ    ค่า  MBC   13.97 และ 2.34 mg/ ml ตามล าดับ ฤทธิ์ต้านออกซิเดชั่นของ
สารสกัดด้วยวิธี  b-carotene bleaching method  มีค่าเท่ากับ  86.4% and 70.3%  ตามล าดับ  
ค่าฟีนอลิกรวมโดยวิธี   Folin–Ciocalteu method  มีค่า 290.470.7 and 40.970.2 mg/g plant 
extract (in GAE) ตามล าดับ 
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บทที่  3 
วิธีด ำเนนิกำรทดลอง 

 
3.1  อุปกรณ์และสำรเคมี 
 
 3.1.1  วัสดุและอุปกรณ์ 
 1.  ตู้อบ 
 2.  เครื่องบดไฟฟ้า (Blender) 
 3.  เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง 

4.  อุปกรณ์เครื่องแก้ว  
5.  96 well plate   

 6.  Appendoft 
 7.  Sterile Plastic pipette  
 8.  Milipore filter  
 9.  Filter Disc 

 10.  ชุดกรองสาร 
 11.  เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน  
 12.  เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 
 

3.1.2  สำรเคมี 
1.  Dimethyl sulfoxide  ( DMSO ) 
2.  ethanol 
3.  Methanol 
4.  Hexane 
5.  Ethylacetate 
6.  อาหารเลี้ยงเชื้อ  

 
3.2  พืชสมุนไพร และจุลชีพ 
  

3.2.1   มะเดื่อ 
  ชื่อวิทยาศาสตร์ :  Ficus hispida Linn. f. 
  ชื่อวงศ์       :  MORACEAE 
 3.2.2  จุลชีพที่ใช้ในกำรวิจัย 

1.  Staphylococcus aureus ATCC 25923  
2.  Streptococcus mutans ATCC 27175  
3.  Vibrio cholerae  
4.  Vibrio paraheamolyticus 
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ชนิดของจุลินทรีย์ ลักษณะโดยท่ัวไป กำรก่อโรค 

1. Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 

แบคทีเรียทรงกลม 
เรียงตัวเป็นลักษณะ 
คล้ายพวงองุ่น    
แกรมบวก  

เป็นสาเหตุของโรคฝี หนอง กุ้งยิง การติดเชื้อ
บริเวณแผลผ่าตัด  กลุ่มอาการผิวหนังก าพร้า
หลุดลอกหรือRitt’s disease  และโรคอาหาร
เป็นพษิ 

2. Streptococcus mutans 
ATCC 27175 

แบคทีเรียทรงกลม
แกรมบวก   

เป็นเชื้อแบคทีเรียประจ าถิ่นในช่องปากท าให้
เกิดโรคฟันผุ 

3. Vibrio cholerae แบคทีเรียรูปท่อน
โค้งงอ แกรมลบ  

ท าให้เกิดโรคอหิวาห์ตกโรค เชื้อสามารถเพ่ิม
จ านวนได้ในล าไล้เล็ก และสร้างสารพิษที่
เรียกว่าcholera toxin บนเยื่อบุเซลล์ของผนัง
ล าไส้ท าให้เกิดการขับเกลือแร่ โพแทสเซียม 
โซเดียมคลอไรด์ ไบคาร์บอเนต และน้ าออก 
จาก เซลล์สู่โพรงล าไส้ ท าให้ผู้ป่วยคลื่นไส้ 
อาเจียนอุจจาระร่วงอย่างรุนแรง  

4. Vibrio 
paraheamolyticus 

แบคทีเรียรูปท่อน
โค้งงอ แกรมลบ  

ท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ  กระเพาะอาหาร- 
ล าไส้อักเสบเชื้อนี้มักปนเปื้อนไปกับอาหารทะเล
พวก กุ้ง ปู ปลา หอย จะเพ่ิมจ านวนเป็นเท่าตัว
ทุกๆ 10 ถึง 15 นาที ที่อุณหภูมิ 37°C เมื่อเข้าสู่
ร่างกายเชื้อจะทวีจ านวนขึ้นในล าไส้ ท าให้มี
อาการท้องร่วงรุนแรง มีอุจจาระเหลวเป็นน้ ามี
กลิ่นเหม็นเหมือน กุ้งเน่า มักมีอาการปวดเกร็งที่
ท้อง ครึ่งหนึ่งของผู้ป่วยมีอาการอาเจียนร่วม
ด้วย มีระยะฟักตัวค่อนข้างสั้น คืออาจเกิด
อาการในประมาณ 15-24 ชั่วโมงหลังจาก
รับประทานอาหาร 

 
 
3.3  วิธกีำรทดลอง 
 
 3.3.1  กำรเตรียมตัวอย่ำงพืชสมุนไพร 
 1.  ท าการส ารวจอนุกรมวิธานของพืชสมุนไพรตัวอย่างที่ใช้ในการทดลองคือ มะเดื่อและรับรอง
พืชสมุนไพรตัวอย่างโดยผู้เชี่ยวชาญทางพฤกษศาสตร์(Voucher Specimens) 

2.  น าส่วนใบของมะเดื่อ มาท าความสะอาด หั่นให้เล็กแล้วน าไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 45ºC   
3.  น าส่วนใบของมะเดื่อที่แห้งแล้ว ไปบดให้ละเอียด ด้วยเครื่องบดไฟฟ้า (Blender)  และ

น าไปทดลองในขั้นตอนต่อไป 
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 3.3.2  กำรสกัดสำรพืชสมุนไพร 
 การสกัดสารที่มีองค์ประกอบส าคัญจากมะเดื่อใช้เทคนิคการสกัดแบบ Sequential Extraction 
โดยการหมัก(Maceration) ด้วยตัวท าละลายอินทรีย์จากตัวท าละลายที่มีขั้วต่ าไปยังมีขั้วสูงคือ เฮกเซน  
เอทิลอะซิเตต และเมทานอล ตามล าดับ   ดังนี้ 
 1.  ส่วนใบของมะเดื่อ ที่บดละเอียดมาชั่งหาน้ าหนักที่แน่นอน  0.5 Kg  แล้วน ามาแช่ด้วยตัว  
ท าละลายคือเฮกเซน ในภาชนะปิด ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน  
 2.  น าของผสมมากรองแยกสารสกัดและกากออกจากกัน  โดยส่วนที่เป็นสารสกัดน าไประเหย 
แยกตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ   40 ºC  
จะได้สารสกัดหยาบ(Crude extract) ของชั้นเฮกเซน   ชั่งน้ าหนักและเก็บไว้ทดสอบในขั้นต่อไป      
 3.  ส่วนที่เป็นกากน าไปผึ่งลมให้แห้ง แล้วน ามาแช่ด้วยตัวท าละลายที่มีขั้วสูงขึ้นคือเอทิลอะซิเตต 
และเมทานอล ตามล าดับ  และท าการสกัดสารโดยใช้วิธีเดียวกันกับตัวท าละลายเฮกเซน   
 

3.3.3  กำรตรวจสอบเบื้องตนทำงพฤกษเคมี  
 
น าสารสกัดหยาบที่สกัดได้ไปทดสอบหากลุ่มสารส าคัญ ดังนี้. 
1. Alkaloids สารสกัด MeOH (ประมาณ 0.5 กรัม) ละลายใน 5% HCl 20 ml อุ่น 15 นาท ี

กรอง ทดสอบกับ Dragendorff’s test, Marme’s test, Mayer’s test, Wanger’s test, และ Kruat’ 
s test สังเกตสีและตะกอนที่เกิดข้ึน 

2. Tannins และ phenolic compounds สารสกัด MeOH (ประมาณ 0.5 กรัม) ละลายใน 
น้ า 20 ml อุ่น 15 นาที กรอง ถ้าขุ่นหยด 4-5 หยด 10% NaCl กรอง น ามาทดสอบกับ gelatin 
solution, gelatin salt solution, 1% FeCl3 , Br2 water, Vanilin, 40% Formalin / HCI, และ 
Lime water 

3. Triterpenes และ Steroids สารสกัด MeOH (ประมาณ 0.5 กรัม) ละลายด้วย CHCl3    
1-2 ml น ามาทดสอบวิธี Liebermann Burchard test โดย หยด Acetic anhydride 3 หยด จากนั้น
ค่อยๆ หยด conc. H2SO4 1 หยด ลงในหลอดทดลอง สังเกตวงแหวนที่เกิดขึ้นและเขย่าดูสีที่เกิดข้ึน 

4. Flavonoids สารสกัด MeOH (ประมาณ 0.5 กรัม) ละลายใน Petoleum ether 4 ml 
กรอง แล้วเอา residue ละลายใน 80 % ethanol 8 ml น ามาทดสอบ Cyadinin test โดยน าลวด Mg 
มาใส่ ในหลอดทดลอง 3-4 ชิ้น แล้วค่อยหยด conc. HCl 3 หยด สังเกตฟองที่เกิด ทิ้งไว้ให้ละลายจน
หมด จากนั้น เติมน้ า 1 ml และ Octyl alcohol 1 ml สังเกตสีในชั้นของ Octyl alcohol 

5. Antraquinones สารสกัด MeOH (ประมาณ 0.5 กรัม) ละลายใน 0.5 M KOH 10 ml 
แล้วเติม 3% H2O2 1ml ต้มบนหม้ออังไอน้ า 10 นาที กรอง ทิ้งให้เย็น หยด CH3COOH จนเป็นกรด 
สกัด ด้วย C6H6 10 ml น ามาทดสอบ Modified Borntragers test โดยน าชั้นของ C6H6 ไปหยด NH3 
T.S. ตั้งทิ้งไว้ 

6. Cardiac glycosides สารสกัด MeOH (ประมาณ 0.5 กรัม) ละลายใน 10% Lead 
acetate 10 ml อุ่น 15 นาที ทิ้งให้เย็น กรอง สกัดด้วย CHCl3 5ml 3 ครั้ง น ามาทดสอบวิธี 
Liebermann burchard test โดย หยด Acetic anhydride 3 หยด จากนั้นค่อยๆ หยด conc. 
H2SO4 1-2 หยด ลงใน หลอดทดลอง สังเกตสีที่เกิดขึ้นและเขย่าดูสีที่เกิดขึ้น 
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3.3.4  กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนจุลชีพ  
 

การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพส าหรับโดยการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียและราในที่นี้ ดัดแปลงมาจากวิธีของ Bauerและคณะ(1966) (อ้างจาก นันทนา  อรุณฤกษ์)     
มีวิธีการทดสอบดังนี้น าแบคทีเรียชนิดต่างๆที่เก็บไว้บน Trypticase Soy Agar เพาะลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อชนิด Brain Heart Infusion Broth บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ส าหรับเชื้อราใช้อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Sabouraud Broth บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24-72 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าจุลินทรีย์ที่บ่มเพาะได้มาปรับความขุ่นที่  660 นาโนเมตร เพ่ือให้
ได้ความขุ่นเทียบเท่ากับความขุ่นของ McFarland เบอร์ 0.5 ซึ่งเทียบเท่ากับจ านวนแบคทีเรีย 105-106 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร แล้วจึงน าแบคทีเรียที่เตรียมได้ไปเพาะลงบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
Mueller Hinton Agar อยู่ โดยการขีดลงบนหน้าวุ้นให้ทั่ว 3 ครั้ง ท าให้ได้จานอาหารเลี้ยงเชื้อที่
แบคทีเรียชนิดต่างๆ บนหน้าวุ้น หลังจากนั้นน าแผ่นดิสต์ขนาด 0.6 มิลลิเมตร ที่มีสารสกัดความเข้มข้น
ต่างๆ ซึ่งละลายด้วย DMSO(Dimethyl sulfoxide) (เจือจางลง 2 เท่า ตามล าดับ) วางบนผิววุ้นที่มี
จุลินทรีย์ชนิดต่างๆ บ่มทิ้งไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง ส าหรับแบคทีเรีย  แต่ถ้าเป็นราใช้
อาหารเลี้ยงเชื้อ Sabouraud Agar และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48-72 ชั่วโมง แล้วแต่
ชนิดของรา 

 
3.3.5  กำรแยกสำรให้บริสุทธิ์  
 

 การแยกสารให้บริสุทธิ์ ด้วยเทคนิคทาง column chromatography โดยใช้ silica gel เป็นตัว
ดูดซับ โดยซะด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่างๆ โดยค่อยๆเพ่ิมขั้วของตัวท าละลายและเก็บ fraction 
เมื่อระเหยตัวท าละลายออกแล้วตรวจสารที่ได้ด้วยวิธี thin layer chromatography (TLC) และการตก
ผลึกจนได้สารบริสุทธิ์ 

 
3.3.5.1 กำรหำตัวท ำละลำยที่เหมำะสมด้วยวิธีทินแลร์เยอร์โครมำโตกรำฟี 
 
ท าการแยกสารโดยวิธีทินแลร์เยอร์โครมาโตกราฟี เพ่ือหาตัวท าละลายที่เหมาะสมในการแยก 

สารที่อยู่ในชั้นต่างๆ เพ่ือน าไปใช้ในการแยกสารโดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี ดังนี้ 
1. น าสารสกัดท่ีให้ผลดีที่สุดใส่ในขวดเล็ก และละลายด้วยตัวท าละลายชนิดเดิม  
2. เตรียมแผ่น TLC ให้มีขนาดพอเหมาะประมาณ 25 เซนติเมตร แล้วจุด (spot) สารสกัดที่

ละลายแล้วในขั้นตอนที่ 1 ลงบนแผน TLC โดยใช้หลอดรูเล็ก (capillary tube) จุดสารสกัดที่ต้องการ
ทดสอบลงบนแผ่น TLC 2 จุด โดยให้ห่างจากขอบล่างของแผ่น TLC ประมาณ 0.5 เซนติเมตร และแต่
ละจุดห่างกันพอประมาณ ด้านบนของแผ่น TLC ขีดระดับตัวท าละลาย (solvent front) ไว้  

3. เตรียม TLC tank โดยใช้ตัวท าละลายที่เหมาะสมใส่ในขวดแก้ว นั้นน ากระดาษกรองมาใส่ลง
ในขวดแก้วโดยให้กระดาษกรองทาบผิวด้านในขวดแก้ว แล้วเตรียมแผ่นกระจกปิดไว้เพ่ือ ให้ ขวดแก้ว
อ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลาย 
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4. น าแผ่น TLC ที่จุดสารสกัด แล้วไปจุ่มลงในขวดแก้วที่อ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลายซึ่งเตรียม
ไว้ ปิดฝาขวดแก้วปล่อยให้ตัวท าละลายเคลื่อนที่จนถึงระดับตัวท าละลาย (solvent front) ที่ก าหนดไว้ 
น าแผ่น TLC ออกจากขวดแก้ว ปล่อยให้ตัวท าละลายระเหยจนแห้ง  

5. น าแผ่น TLC ไปทดสอบการดูดกลืนแสงอัลตร้าไวโอเลต(UV) ที่ความยาวคลื่น 254 นาโน
เมตร  

6. น าแผ่น TLC ไปย้อมด้วย developing solvent แล้วน าไปอุ่นบนเตาไฟฟ้า (hot plate) ที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส สังเกตการเปลี่ยนแปลงสี  

7. เตรียมตัวท าละลายที่เหมาะสมในการแยกสารสกัดโดยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟี 
 
3.3.5.2  กำรแยกสำรสกัดโดยเทคนิคคอลัมน์โครมำโตกรำฟี   
 
เตรียมคอลัมน์แก้วโดยใช้ขาตั้ง (stand) และตัวจับ (clamp) จับคอลัมน์ให้ตั้งฉากกับพ้ืน      

อุดปลายคอลัมน์ด้วยส าลีสะอาดจ านวนเล็กน้อย ใช้แท่งแก้วดันส าลีให้อยู่ปลายด้านล่าง บรรจุตัวท า
ละลายเฮกเซนลงไปประมาณครึ่งคอลัมน์เปิดก๊อกปิดเปิด (stopcock) ด้านล่างคอลัมน์ให้ตัวท าละลาย
ไหลออกอย่างช้าๆ เพ่ือไล่ฟองอากาศและป้องกันส าลีย้อย น าซิลิกาเจล ผสมกับตัวท าละลายเฮกเซนให้
เข้ากัน เพ่ือป้องกันการเกิดฟองอากาศในคอลัมน์ แล้วน าไปบรรจุในคอลัมน์ ค่อยๆ บรรจุซิลิกาเจล ลง
ไปให้ติดต่อ และสม่าเสมอกันพร้อมทั้งเปิดที่ก๊อกปิดเปิดด้านล่างคอลัมน์ให้ตัวท าละลายไหลผ่านอย่าง
ช้าๆ และค่อยๆ ปรับผิวหน้าให้เรียบโดยการเคาะคอลัมน์เบาๆ เพ่ือให้ซิลิกาเจลเรียงตัวในคอลัมน์
อย่างสม่าเสมอ เมื่อบรรจุซิลิกาเจลเสร็จแล้วก็ปล่อยให้ตัวท าละลายลดลงจนเหลือประมาณ 5 
เซนติเมตรเหนือผิวหน้าซิลิกาเจลจึงปิดที่ก๊อกปิดเปิดด้านล่างของคอลัมน์  น าสารสกัดหยาบมาคลุกกับ  
ซิลิกาเจลให้เข้ากันจนร่วน และบรรจุลงในคอลัมน์ช้าๆ โดยระวังอย่าให้มีฟองอากาศ ปรับผิวหน้าให้
เรียบ ฉีดล้างด้านในคอลัมน์ให้สะอาดด้วยตัวท าละลายเฮกเซนในปริมาณเล็กน้อย จากนั้นปล่อยให้
ระดับของสารละลายลดลงจนเกือบถึงผิวหน้าของซิลิกาเจลและจึงชะลอคอลัมน์ด้วยตัวท าละลาย โดย
เรียงความมีขั้วน้อยไปหาขั้นมาก ได้แก่ สารเฮกเซน 100 เปอร์เซ็นต์ สารผสมระหว่างเฮกเซนกับไดคลอ
โรมีเทน 5 10 20 30 40 และ 50 เปอร์เซ็นต์ สารผสมระหว่างเฮกเซนกับเอธิลอะซิเตรต 10 20 30 40 
และ 50 เปอร์เซ็นต์ และเมทานอล 100 เปอร์เซ็นต์ โดยเติมตัวท าละลายแต่ละชนิดครั้งละ 200 
มิลลิลิตรลงไป ทาการเก็บสารละลายที่ถูกชะออกมาครั้งละ 20 มิลลิลิตร น าสารละลายที่ถูกชะออกมา
แต่ละชั้นมาทดสอบว่ามีองค์ประกอบทางเคมีเหมือกันหรือไม่  โดยใช้วิธีทินแลร์เยอร์โครมาโตกราฟี 
(TLC) จากนั้นจึงท าการรวมสารที่เหมือนกันในแต่ละชั้น (fraction) เข้าด้วยกันและน าไปท าการระเหย
ก่อนน าไปท าการทดสอบต่อไป 

 
3.3.6 กำรวิเครำะห์โครงสร้ำงและองค์ประกอบทำงเคมี 
 

 การศึกษาโครงสร้างโมเลกุลของสารบริสุทธิ์ที่เป็นองค์ประกอบทางเคมีของพืชสมุนไพรด้วย
เทคนิคทางสเปกโทรสโกปี ดังนี้ อัลตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปกโทรสโกปี (Ultraviolet and Visible 
Spectroscopy)  อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี(Infrared Spectroscopy : IR) แมสสเปกโทรเมตรี (Mass 
Spectrometry:MS)  นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (Nuclear Magnetic Resonance 
Spectroscopy : NMR)  
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3.4  สถติิที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ข้อมูล   
 
 สถิติที่ใช้ได้แก่   ค่าเฉลี่ย   ค่าร้อยละ และค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
   
3.5  ระยะเวลำกำรทดลอง 
 
 1 ตุลาคม 2555 – 30 กันยายน 2556 
 

3.6  สถำนทีท่ ำกำรทดลอง 
 
  คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี    มหาวิทยาลัยเทคโนโลยรีาชมงคลพระนคร  
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บทที่  4 
ผลการทดลอง 

 
 การศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากมะเดื่อ  โดยศึกษาทางพฤกษเคมี   
เบื้องต้น การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพ และ การศึกษาโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ มีผลการทดลองเป็นดังนี้ 
 
 
4.1 การตรวจสอบเบ้ืองตนทางพฤกษเคมี 
 
 
ตารางที่ 4.1  ผลการตรวจสอบเบือ้งตนทางพฤกษเคมี 
 

 
Phytochemical screening 

 
ผลการทดสอบ 

 
1.alkaloids + 
2.condensed tannins + 
3.phenolic compounds - 
4.flavonoids + 
5.triterpenes + 
6.steroids + 
7.cardiac glycosides - 
8.antraquinones + 

 
จากการตรวจสอบเบื้องตนทางพฤกษเคมีของสารสกัดจากใบของมะเดื่อพบสารในกลุ่ม 

alkaloids  condensed tannins  flavonoids  triterpenes  steroids  และ  antraquinones 
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4.2  การทดสอบฤทธิต์้านจุลชีพของสารสกัดหยาบ 
 

ท าการทดสอบโดยน าสารสกัดหยาบจากใบของมะเดื่อที่ได้สกัดด้วยตัวท าละลาย  3 ชนิด คือ 
เฮกเซน เอทิลแอซิเตต และเมทานอล มาทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพ โดยหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโต (Minimal Inhibitory Concentration ; MIC) ของเชื้อจุลินทรีย์  4  ชนิด               
ได้ผลการทดสอบแสดงดังตารางที่ 4.2 

 
ตารางที่ 4.2  ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัดจากใบของมะเดื่อด้วยตัวท าละลาย  3  ชนิด 
 

ล าดับที่ จุลชีพ 
MIC  (g/ml) 

Hexane Ethylacetate Methanol 
1 Staphylococcus aureus ATCC 25923  62.50 15.60 15.60 
2 Streptococcus mutans ATCC 27175  1000 125.00 31.25 
3 Vibrio cholerae  1000 31.25 7.80 
4 Vibrio paraheamolyticus 1000 250 15.60 
 

สารสกัดหยาบจากใบของมะเดื่อด้วยเฮกเซนเมื่อทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ Staphylococcus aureus ATCC 
25923 ได้โดยมีค่า MIC เท่ากับ 62.5 g/ml   

สารสกัดหยาบจากใบของมะเดื่อด้วยเอทิลแอซิเตต เมื่อทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตจากมากไปหาน้อยตามล าดับดังนี้  
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Vibrio cholerae ,  Streptococcus mutans ATCC 
27175  และ Vibrio paraheamolyticus  ได้โดยมีค่า MIC 15.60, 31.25, 125.00 และ  250 g/ml   

สารสกัดหยาบจากใบของมะเดื่อด้วยเมทานอล เมื่อทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตจากมากไปหาน้อยตามล าดับดังนี้   
Vibrio cholerae , Staphylococcus aureus ATCC 25923  และ Vibrio paraheamolyticus  
และ Streptococcus mutans ATCC 27175  ได้โดยมีค่า MIC 7.80, 15.60 และ 31.25 g/ml   
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4.3  การทดสอบฤทธิต์้านจุลชีพของชั้นของสารสกัดจากเมทานอล 
 

เมื่อน าสารสกัดหยาบที่สกัดด้วยเมทานอลมาแยกให้บริสุทธิ์จะได้สารจ านวน 7 fraction 
จากนั้นน าสารสกัดทั้ง 7 ชั้น ของเมทานอลมาทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพ โดยหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต (Minimal Inhibitory Concentration ; MIC) ของเชื้อจุลินทรีย์  4  
ชนิด   ได้ผลการทดสอบดังตารางที่ 4.3 
 
 

ตารางที่ 4.3  ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัดชั้นเมทานอลจากใบของมะเดื่อ 
 

จุลชีพ 
MIC  (g/ml) 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 
1.Staphylococcus aureus  
   ATCC 25923  

1000 500 1000 1000 62.50 1000 500 

2.Streptococcus mutans     
   ATCC 27175  

1000 1000 62.50 500 250 500 1000 

3.Vibrio cholerae  500 250 1000 500 250 1000 1000 
4.Vibrio paraheamolyticus 1000 500 500 1000 62.50 1000 1000 

 
 

สารสกัดหยาบจากใบของมะเดื่อด้วยเมทานอลชั้น F5 แสดงฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ดีที่สุดโดย
แสดงค่า MIC จากมากไปหาน้อยตามล าดับดังนี้  Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ 
Vibrio paraheamolyticus  ,  Streptococcus mutans ATCC 27175 และ Vibrio cholerae  ได้
โดยมีค่า MIC เท่ากับ 62.50 และ 250 g/ml ตามล าดับ 
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บทที่  5 
สรุปผลการทดลอง  อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
5.1  สรุปผลการทดลอง 
 

5.1.1  การตรวจสอบเบ้ืองตนทางพฤกษเคมี 
การตรวจสอบเบื้องตนทางพฤกษเคมีของสารสกัดจากใบของมะเดื่อพบสารในกลุ่ม alkaloids  

condensed tannins  flavonoids  triterpenes  steroids  และ  antraquinones 
 

5.1.2  การทดสอบฤทธิ์ตา้นจุลชีพของสารสกัดหยาบ 
สารสกัดหยาบจากใบของมะเดื่อด้วยเฮกเซนเมื่อทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้ง

เชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ Staphylococcus aureus ATCC 
25923 ได้โดยมีค่า MIC เท่ากับ 62.5 g/ml   

สารสกัดหยาบจากใบของมะเดื่อด้วยเอทิลแอซิเตต เมื่อทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตจากมากไปหาน้อยตามล าดับดังนี้  
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Vibrio cholerae ,  Streptococcus mutans ATCC 
27175  และ Vibrio paraheamolyticus  ได้โดยมีค่า MIC 15.60, 31.25, 125.00 และ  250 g/ml   

สารสกัดหยาบจากใบของมะเดื่อด้วยเมทานอล เมื่อทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตจากมากไปหาน้อยตามล าดับดังนี้   
Vibrio cholerae , Staphylococcus aureus ATCC 25923  และ Vibrio paraheamolyticus  
และ Streptococcus mutans ATCC 27175  ได้โดยมีค่า MIC 7.80, 15.60 และ 31.25 g/ml   
 

5.1.3  การทดสอบฤทธิ์ตา้นจุลชีพของชั้นของสารสกัดจากเมทานอล 
สารสกัดหยาบจากใบของมะเดื่อด้วยเมทานอลชั้น F5 แสดงฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ดีที่สุดโดย

แสดงค่า MIC จากมากไปหาน้อยตามล าดับดังนี้  Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ 
Vibrio paraheamolyticus  ,  Streptococcus mutans ATCC 27175 และ Vibrio cholerae  ได้
โดยมีค่า MIC เท่ากับ 62.50 และ 250 g/ml ตามล าดับ 
 

5.1.4  การศึกษาโครงสร้างโมเลกุลของสารบริสุทธิ์ 
การศึกษาโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ชั้น F5 พบว่ามีลักษณะดังนี้  ลักษณะผลึกเป็นผลึกใสไม่มีสี  

เมื่อน าไปหาจุดหลอมเหลวพบว่ามีจุดหลอมเหลวอยู่ระหว่าง 188-195 ๐C  เมื่อน าไปวิเคราะห์โครงสร้าง
ด้วยเครื่อง NMR พบว่าแสดงสัญญาณดังต่อไปนี้   
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5.2  อภิปรายผล 
การศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากมะเดื่อ  โดยสกัดสารส าคัญจาก

มะเดื่อด้วยเทคนิคการสกัดแบบ Sequential Extraction ใช้ตัวท าละลาย 3 ชนิดคือ เฮกเซน เอทิลแอซิเตต 
และเมทานอล ได้สารสกัดหยาบทั้งหมดจ านวน 3  ชนิด น าไปการตรวจสอบทางพฤกษเคมี  การทดสอบ
ฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัดหยาบกับจุลชีพ 4 ชนิดคือ Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Streptococcus mutans ATCC 27175, Vibrio cholerae และ Vibrio paraheamolyticus 
การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของชั้นของสารสกัด(fraction) จากเมทานอล และการศึกษาโครงสร้าง
โมเลกุลของสารบริสุทธิ์ จากผลการศึกษามีประเด็นที่เป็นข้อสังเกตดังนี้  

1. สารสกัดหยาบจากใบของมะเดื่อด้วยเมทานอลแสดงฤทธิ์การยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ ทั้ง 4 ชนิด
คือ Vibrio cholerae , Staphylococcus aureus ATCC 25923  และ Vibrio paraheamolyticus  
และ Streptococcus mutans ATCC 27175  ได้ดีกว่า สารสกัดหยาบจากเฮกเซน และ เอทิลอะซิเตต   

2. การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารสกัด(fraction) ชั้นเมทานอล พบว่าชั้น F5 แสดงฤทธิ์
ยบัยั้งเชื้อจุลินทรีย์ดีที่สุด 
 3. การศึกษาโครงสร้างโมเลกุลของสารบริสุทธิ์ ซึ่งมีลักษณะผลึกใสไม่มีสี  มีจุดหลอมเหลว
พบว่ามีจุดหลอมเหลวอยู่ระหว่าง 188-195 ๐C  
   
5.3  ข้อเสนอแนะ 
 
 ในการวิจัยครั้งต่อไปควรมีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพและโครงสร้างของสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในด้านอ่ืนๆ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านมะเร็ง ฤทธิ์ต้านมาลาเรีย หรือ ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน เป็นต้น           
โดยศึกษาจากส่วนต่างๆ ของมะเดื่อทั้ง ราก  เมล็ด  ใบ ดอก และผล เพ่ือจะได้ข้อมูลที่สมบูรณ์และ
น าไปพัฒนาต่อยอดการวิจัยในเชิงพาณิชย์ต่อไป 
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