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บทคัดย่อ 

           จากการน าสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนของเปลือกต้นติ้วเกลี้ยงมาแยกให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี 
พบว่า แยกได้สารในกลุ่มแซนโทน 5 ชนิด คือ Pruniflorone K (1), Formoxanthone B (2), Pruniflorone 
G (3), Macluraxanthone (4), และ Jacareubin (5) สารในกลุ่มแอนทราคิวโนน 5 ชนิด คือ 3-
Geranyloxy-6-methyl-1,8-dihydroxy anthraquinone (6), Madagascin (7), Vismiaquinone (8), 11-
Hydroxy-5-methoxy-2,2,9-trimethyl-2H-anthra[1,2-b]pyran-7,12-dione (9), และ Physcion (10) 
โดยได้พิสูจน์เอกลักษณ์ทางโครงสร้างของสารทั้งหมดด้วยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี ร่วมกับการเปรียบเทียบ
กับข้อมูลที่เคยมีการรายงานมาก่อนหน้านี้ จากการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB และ 
HeLa S-3 เซลล์ ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ทั้งหมด พบว่าสาร 4 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้งชนิด KB และ 
HeLa S-3 เซลล์ ในระดับด ีโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1.45 และ 1.62   M ตามล าดับ ส่วนสาร 1, 2, 3, 5, 6, 7, 
8, 9, และ 10 พบว่า ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB และ HeLa S-3 เนื่องจากมีค่า IC50 มากกว่า 
30  M 

ค าส าคัญ: ต้นติ้วเกลี้ยง, แซนโทน, แอนทราคิวโนน, ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 
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Abstract 

           The bark of Cratoxylum cochinchinense was extracted with dichloromethane 
(CH2Cl2). The CH2Cl2 crude extract was purified by chromatographic techniques which led to 
the isolation of five xanthones, Pruniflorone K (1), Formoxanthone B (2), Pruniflorone G (3), 
Macluraxanthone (4), and Jacareubin (5) together with five anthraquinones, 3-Geranyloxy-6-
methyl-1,8-dihydroxy anthraquinone (6), Madagascin (7), Vismiaquinone (8), 11-Hydroxy-5-
methoxy-2,2,9-trimethyl-2H-anthra[1,2-b]pyran-7,12-dione (9), and Physcion (10). Their 
structures were determined by spectroscopic methods as well as comparison with previous 
reports in the literature. Moreover, all compounds were evaluated for their cytotoxicity 
against cancer cell lines (KB and HeLa S-3). Compound 4 showed high inhibitory activity 
toward KB and HeLa S-3 cell lines with the IC50 values of 1.45 and 1.62  M. Compounds 1, 2, 
3, 5, 6, 7, 8, 9, and 10 were inactive to KB and HeLa S-3 cell lines with the IC50 values more 
than 30  M. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
  ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติได้ถูกน ามาใช้เป็นยารักษาโรคอย่างแพร่หลาย ซึ่ง
การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาตินี้ ท าให้เราได้ค้นพบและได้เรียนรู้สิ่งที่น่าสนใจมากมาย
จากธรรมชาติ โดยเฉพาะในเรื่องของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งสารเหล่านี้มักมีผลข้างเคียงน้อยมากต่อ
ร่างกายเมื่อเทียบกับสารที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี ส าหรับการค้นหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพต้องอาศัย
วิธีการทดสอบฤทธิ์ และเทคนิคในการแยกสารให้บริสุทธิ์เพ่ือที่จะได้รู้ว่าองค์ประกอบใดที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 
นอกจากนั้นอาจต้องมีการปรับปรุงโครงสร้างของสารเพ่ือให้มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดีขึ้น จะเห็นได้ว่าการศึกษา
องค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติมีบทบาทส าคัญอย่างมากต่อการพัฒนา
ความก้าวหน้าทางยารักษาโรคในปัจจุบัน ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีความสนใจในการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากพืช 
และน าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง (KB และ 
HeLa S-3) หรือฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนที่เหมาะสม โดยพืชที่เลือก ได้แก่ ติ้วเกลี้ยง 
 
1.1 ลักษณะทางพันธุศาสตร์ของต้นติ้วเกลี้ยง 
  ติ้วเกลี้ยง (Cratoxylum cochinchinense) เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ Hypericaceae สกุล 
Cratoxylum มีลักษณะทั่วไปเป็นไม้พุ่มหรือไม้ยืนต้น ขนาดเล็กถึงใหญ่ ผลัดใบสูงได้ถึง 30 เมตร เปลือก
เรียบหรือแตกเป็นสะเก็ด สีเทาอมน้ าตาล เปลือกต้นด้านในสีเหลืองอ่อน ล าต้นเปลาตรง มีน้ ายางสีเหลืองแกม
แดง มีหนามแหลมยาวแข็งเป็นเนื้อไม้ออกตามล าต้น ใบเดี่ยวเรียงตรงรูปไข่กลับปลายแหลมพบบ้างที่ทู่หรือ
กลมโคนสอบหรือมน ขอบเรียบเกลี้ยงทั้งสองด้านเชื่อมกันก่อนถึงขอบใบ ดอกเป็นดอกเดี่ยว หรือออกเป็น
กระจุก 2-5 ดอก ที่ซอกใบหรือปลายกิ่ง มีกลิ่นหอม สีส้ม หรือส้มแดง ผลแบบผลแห้งแตก รูปวงรี แข็ง เกลี้ยง
เป็นมัน ผลแก่แตกตามรอยประสาน เมล็ดมีปีกแบนและบางใส ออกดอกและเป็นผลระหว่างเดือนมกราคมถึง
สิงหาคม พบได้ในป่าเต็งรัง ป่าเบญจพรรณในประเทศพม่า จีน กัมพูชา ลาว เวียดนาม และทั่วทุกภาคของ
ประเทศไทย1 ซึ่งติ้วเกลี้ยงนี้น ามาใช้ประโยชน์ทางยาได้หลายส่วน เช่น ต้นหรือรากใช้ต้มกับน้ าดื่มเป็นยาแก้
กระษัยเส้น ยาระบาย ใบอ่อนและยอดอ่อนใช้รับประทาน มีฤทธิ์เป็นยาระบายอ่อนๆ เปลือกต้นช่วยรักษา
อาการเสียดท้องหรืออาการที่เกี่ยวกับล าไส้ และน้ ายางจากเปลือกท่ีเปลี่ยนเป็นสีแดงใช้เป็นยารักษาโรคหิด2 

 
 
 
 
 

รูปที่ 1.1 ลักษณะของใบ, ดอก, ผลและล าต้นของต้นติ้วเกลี้ยง 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
  1. เพ่ือแยกสารที่เป็นองค์ประกอบทางเคมีจากเปลือกของติ้วเกลี้ยงให้บริสุทธิ์ 
  2. เพ่ือพิสูจน์ทราบโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้โดยอาศัยข้อมูลทางกายภาพ และทางสเปกโท
รสโกป ี
  3. เพ่ือทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง (KB และ HeLa S-3) ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 
 
1.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
  จากการศึกษาวิจัยของต้นติ้วเกลี้ยง (Cratoxylum cochinchinense) ที่ผ่านมาส่วนใหญ่พบ
องค์ประกอบหลักทางเคมีเป็นสารกลุ่ม xanthones, anthraquinones, triterpenoids, และ tocotrienols 
โดยมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 
 
  Bennett และคณะ3 (1993) แยกสารจากสิ่งสกัดเอทิลอะซิเตตจากเปลือกของต้นติ้วเกลี้ยง 
(Cratoxylum cochinchinense) พบสารทั้งหมด 7 ชนิดประกอบด้วยกลุ่ม triterpenoids ที่เคยมีการ
รายงานแล้ว คือ friedelin และกลุ่ม xanthones ที่เคยมีการรายงานแล้ว 4 ชนิด ดังนี้ mangostin, β-
mangostin, garcinone D, และ tovophyllin A พร้อมกับสารที่ยังไม่เคยมีการรายงานอีก 2 ชนิด คือ 2-
geranyl-1,3,6-trihydroxy-4-(3,3-dimethylallyl)-xanthone, และcratoxylone (1,3,6-trihydroxy-2-(3-
hydroxy-3-methylbutyl)-7-methoxy-8-(3,3-dimethylallyl)-xanthone)  
 
 
 
 
 
 
      2-geranyl-1,3,6-trihydroxy-4-(3,3-dimethylallyl)-xanthone   cratoxylone 
 

รูปที่ 1.2 สารที่สกัดได้จากเปลือกของต้น Cratoxylum cochinchinense 
 
  Sia และคณะ4 (1995) แยกสารจากสิ่งสกัดเอทิลอะซิเตตจากเปลือกของต้นติ้วเกลี้ยง (Cratoxylum 
cochinchinense) พบสารทั้งหมด 4 ชนิดประกอบด้วยกลุ่ม xanthones ที่เคยมีการรายงานแล้ว คือ 
1,3,5,6-tetrahydroxyxanthone พร้อมกับสารที่ยังไม่เคยมีการรายงานอีก 3 ชนิด คือ  11-hydroxy-1-
isomangostin, xanthonolignoid (5′-demethoxycadensin G), และ bisxanthon 
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11-hydroxy-1-isomangostin 
  
 
 
 
 
 
    

      Xanthonolignoid     bisxanthone 
 

รูปที่ 1.3 สารที่สกัดได้จากเปลือกของต้น Cratoxylum cochinchinense 
 
  Lien และคณะ5 (1999) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซนจากเปลือกของต้นติ้วเกลี้ยง (Cratoxylum 
cochinchinense) พบสารทั้งหมด 6 ชนิดประกอบด้วยกลุ่ม triterpenoid ชนิดใหม่ 1 ชนิด คือ (13E,17E)-
polypoda-7,13,17,21-tetraen-3β-ol  กลุ่ม xanthones ที่ยังไม่เคยมีการรายงาน 1 ชนิด คือ E-7-
geranyloxy-1,3,7-trihydroxyxanthone พร้อมกับสารที่เคยมีการรายงานแล้วอีก 4 ชนิด คือ lupeol, β-
mangostin, 2-geranyl-1,3,7-trihydroxy-4-(3-methylbut-2-enyl)xanthone, และ 1,3,7-trihydroxy-
2,4-di(3-methylbut-2-enyl)xanthone 

 
 

     (13E,17E)-polypoda-7,13,17,21-tetraen-3β-ol       E-7-geranyloxy-1,3,7-trihydroxyxanthone 
 

รูปที่ 1.4 สารที่สกัดได้จากเปลือกของต้น Cratoxylum cochinchinense 
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  Mahabusarakum และคณะ6 (2005) แยกสารจากสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนจากรากของต้นติ้วเกลี้ยง 
(Cratoxylum cochinchinense) พบสารทั้งหมด 11 ชนิดในกลุ่ม xanthones ประกอบด้วยชนิดใหม่ 4 ชนิด 
คือ cochinchinones A, B, C, และ D พร้อมกับสารที่เคยมีการรายงานแล้วอีก 7 ชนิด โดยสารที่สกัดได้มี
ฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพ 
 
 

 
 
 
 
cochinchinones A          cochinchinones B      

 
 
 
 
 
    

cochinchinones C          cochinchinones D 
 

รูปที่ 1.5 สารที่สกัดได้จากรากของต้น Cratoxylum cochinchinense 
 
  Phuwapraisirisan และคณะ7 (2006) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล
จากเนื้อไม้ของต้นติ้วเกลี้ยง (Cratoxylum cochinchinense) พบสารทั้งหมด 6 ชนิดในกลุ่ม xanthones 
ประกอบด้วยชนิดใหม่ 1 ชนิด คือ cratoxylumxanthone A พร้อมกับสารที่เคยมีการรายงานแล้วอีก 5 ชนิด 
คือ dulcisxanthone B, α-mangostin, β-mangostin, 2-geranyl-1,3,7-trihydroxy-4-(3-methylbut-2-
enyl), และ tectochrystin โดยสารประกอบที่แยกได้มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และยับยั้งการเกิด 
lipid peroxidation 
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cratoxylumxanthone A 
 

รูปที่ 1.6 สารที่สกัดได้จากเนื้อไม้ของต้น Cratoxylum cochinchinense 
   

Laphookhieo และคณะ8 (2006) แยกสารจากสิ่งสกัดเฮกเซน และเมทิลีนคลอไรด์จากรากของต้น
ติ้วเกลี้ยง (Cratoxylum cochinchinense) พบสารทั้งหมด 7 ชนิดในกลุ่ม xanthones ประกอบด้วยชนิด
ใหม่ 1 ชนิด คือ  5-O-methylcelebixanthone พร้อมกับสารที่เคยมีการรายงานแล้วอีก 6 ชนิด คือ 
celebixanthone, 1,3,7-trihydroxy-2,4-di(3-methylbut-2-enyl) xanthone, cochinchinone A, α-
mangostin, β-mangostin, และ cochinchinone C โดยสารประกอบที่แยกได้แสดงความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งปอด (NCI-H187) และมีฤทธิ์ต้านเชื้อ Plasmodium falciparum  
 
 
 
 
 
 

5-O-methylcelebixanthone 
 

รูปที่ 1.7 สารที่สกัดได้จากรากของต้น Cratoxylum cochinchinense 
  

Duan และคณะ9 (2015) แยกสารจากสิ่งสกัดเอทานอลจากเนื้อไม้ของต้นติ้วเกลี้ยง (Cratoxylum 
cochinchinense) พบสารทั้งหมด 21 ชนิดในกลุ่ม xanthones ประกอบด้วยชนิดใหม่ 9 ชนิด คือ
Cochinchinones M, N, O, P, Q, R, S, T, และ U พร้อมกับสารที่เคยมีการรายงานแล้วอีก 12 ชนิด  

 
 
 
 

 



6 
 

 

 
 
 Cochinchinones M                       Cochinchinones N                   Cochinchinones O 

 
 

Cochinchinones P                       Cochinchinones Q                    Cochinchinones R 

 
  Cochinchinones S                       Cochinchinones T                    Cochinchinones U 
 

รูปที่ 1.8 สารที่สกัดได้จากเนื้อไม้ของต้น Cratoxylum cochinchinense 
  

Ito และคณะ10 (2017) แยกสารจากสิ่งสกัดเอทิลอะซิเตตจากกิ่งและก้านของต้นติ้วเกลี้ยง 
(Cratoxylum cochinchinense) พบสารทั้งหมด 10 ชนิดในกลุ่ม xanthones ประกอบด้วยชนิดใหม่ 4 ชนิด 
คือ cratoxanthone A, B, C, และ D พร้อมกับสารที่เคยมีการรายงานแล้วอีก 6 ชนิด โดยสารประกอบที่แยก
ได้แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ KB, NALM-6 และบางชนิดลดการแพร่กระจายของเซลล์ A549 
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cratoxanthone A                            cratoxanthone B 
 
 
 
 
                      cratoxanthone C                           cratoxanthone D 

 
รูปที่ 1.9 สารที่สกัดได้จากกิ่งและก้านของต้น Cratoxylum cochinchinense 

 
ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยสนใจที่จะศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของเปลือกติ้วเกลี้ยงโดยสกัดสารด้วยตัวท า

ละลายที่เหมาะสม ได้แก่ ไดคลอโรมีเทน แล้วท าการแยกสารให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี และ
พิสูจน์ทราบเอกลักษณ์ทางโครงสร้างขององค์ประกอบทางเคมีของเปลือกติ้วเกลี้ยงด้วยข้อมูลทางกายภาพและ
ทางสเปกโทรสโกปี ได้แก่ นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (NMR) แมสสเปกโทรเมตรี (MS) และ
อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี (IR) เป็นต้น รวมถึงน าสารบริสุทธิ์ทั้งหมดที่แยกได้ไปทดสอบความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็ง ทั้งนี้จากการสืบค้นข้อมูลงานวิจัยที่ผ่านมาท าให้ทราบว่าติ้วเกลี้ยงมีฤทธิ์ทางชีวภาพที่น่าสนใจ 
และมักมีการรายงานสารชนิดใหม่อยู่เสมอ อีกทั้งเปลือกของต้นติ้วเกลี้ยงที่เก็บจากทางภาคเหนือของประเทศ
ไทยยังไม่เคยมีการรายงานองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพมาก่อน ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจศึกษา
องค์ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพในส่วนของเปลือกจากพืชชนิดนี้ โดยผู้วิจัยคาดว่าจะพบสาร
ชนิดใหม่ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เพ่ือน าไปสู่การประยุกต์ใช้ในทางเภสัชวิทยา และทางการแพทย์ต่อไป  
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บทที่ 2 
วิธีการทดลอง 

 
2.1 พืชตัวอย่าง 

เปลือกต้นติ้วเกลี้ยงที่ใช้ในการทดลองในครั้งนี ้ เก็บมาจากต าบลใหม่พัฒนา อ าเภอเกาะคา 
จังหวัดล าปาง เมื่อเดือนมิถุนายน พ.ศ.2560 
 
2.2 เครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง 
  1. คอลัมน์ (column)  
 2. ขวดรูปชมพู่ (flask) 
 3. บีกเกอร์ (beaker) 
 4. กระดาษกรอง (filter papaer) 
 5. กรวยแก้ว (glass funnel) 
 6. แท่งแก้วคนสาร (glass rod) 
 7. หลอดหยดสาร (dropper) 
 8. หลอดคะปิลลารี (capillary tube) 
 9. หลอดทดลอง (test tube) 
 10. ขวดเล็ก (vial) 
 11. ไมโครปิเปต (micropipette) 
 12. เครื่อง hotplate stirrer 
 13. เครื่องชั่งไฟฟ้า 4 ต าแหน่ง 
 14. เครื่อง Mass Spectrometer รุ่น Trio 2000  
 15. เครือ่ง Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectrometer 
 16. UV lamp ใช้ตรวจสอบสารที่ดูดกลืนแสงในช่วง UV บนแผ่น TLC ช่วงความยาวคลื่นที่ใช้ Short 
wave length = 254 nm และ Long wave length = 365 nm  
 17. เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน  (rotary vacuum evaporation) 

 18. เครื่อง radial chromatograph ยี่ห้อ โครมาโททรอน (Chromatotron) 
 
2.3 สารเคมี 
  1. ตัวท าละลาย ได้แก่ เฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, เอทิลอะซิเตต และเมทานอล 

2. ซิลิกาเจลเบอร์ 7743 ส าหรับท าคอลัมน์โครมาโทกราฟี (open column chromatography) 
3. ซิลิกาเจลเบอร์ 7749 ส าหรับท า Preparative thin layer chromatography (PTLC) 
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4. Sephadex LH-20 ส าหรับท า Gel Filtration Chromatography 
5. แผ่น Thin-Layer Chromatography (TLC) ชนิด PF254 ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 

 
2.4 ขั้นตอนการทดลอง 

1. ค้นคว้าเอกสารข้อมูลที่เก่ียวข้อง จัดหาอุปกรณ์ และสารเคม ี
  2. เก็บเปลือกติ้วเกลี้ยง ตากให้แห้ง บดให้มีขนาดเล็กลง สกัดด้วยตัวท าละลายไดคลอโรมีเทนเป็น
เวลา 4 วัน น าสารสกัดที่ได้ไประเหยแห้ง (น าตัวท าละลายออก) แล้วตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีที่สกัดได้
ด้วย thin layer chromatography (TLC) 

3. แยกสารบริสุทธิ์จากสิ่งสกัดด้วยวิธีทางโครมาโทกราฟี เช่น silica column chromatrography, 
Sephadex, และ chromatotron เป็นต้น ศึกษาหาวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) ที่เหมาะสม ตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ด้วยแผ่น TLC หากสารที่ได้ยังไม่บริสุทธิ์ท าการทดสอบซ้ าโดยการเปลี่ยนวัฏภาคเคลื่อนที่ 

4. พิสูจน์ทราบโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ โดยอาศัยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี เช่น 1D NMR, 
2D NMR, MS, และ IR เป็นต้น 

5. ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง (KB และ HeLa S-3) ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 
6. วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผล และเขียนรายงาน 

 
2.5 เทคนิคที่ใช้ในการทดลอง  

2.5.1 ทิน-เลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin-Layer Chromatography: TLC) 
   เป็นเทคนิคอย่างง่ายที่ใช้ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสาร โดยใช้ TLC aluminum sheets 
sillica gel 60 F254 ตัดให้มีขนาดพอเหมาะ แล้วท าการระบุระยะทางที่จะให้ตัวท าละลายเคลื่อนที่ แต้ม
สารละลายของสารที่ต้องการตรวจสอบบนจุดเริ่มต้นด้วยหลอดคะปิลลารีขนาดเล็กให้มีระยะห่างระหว่างจุด
ประมาณ 0.5 เซนติเมตร น าแผ่น TLC ไปจุ่มในภาชนะปิดท่ีบุด้วยกระดาษกรองและมีตัวท าละลายที่เหมาะสม
บรรจุอยู่ ปล่อยให้ตัวท าละลายชะสารให้เคลื่อนที่ไปบนแผ่น TLC จนถึงจุดสูงสุด (solvent front) ที่ขีดไว้ ทิ้ง
ให้แผ่น TLC แห้ง แล้วน าไปตรวจหาต าแหน่งของสาร โดยส่องด้วย UV Lamp ที่มีความยาวคลื่น 254 นาโน
เมตร หรือน าไปจุ่มในสารละลาย anisaldehyde/H2SO4 แล้วอบที่อุณหภูมิประมาณ 80 องศาเซลเซียส นาน 
1-2 นาที แล้วบันทึกต าแหน่งของจุดดังกล่าว 
  ก. การเตรียมภาชนะส าหรับ develop ใช้ขวดแก้วทรงสี่เหลี่ยมผืนผ้าพร้อมฝาปิดที่สะอาด
และมีขนาดพอเหมาะที่จะใส่แผ่น TLC ใส่กระดาษกรองที่มีความสูงและความกว้างพอดีกับขนาดของภาชนะ
ให้แนบติดกับผิวด้านใน รินตัวท าละลายที่เหมาะสมลงไปให้สูงจากก้นภาชนะประมาณ 1 เซนติเมตรปิดฝา
ภาชนะแล้วปล่อยให้ตัวท าละลายซึมเปียกกระดาษกรองทั้งแผ่น เพ่ือให้ภายในภาชนะอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท า
ละลาย  
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   ข. การแต้มสาร น าแผ่น TLC มาขีดเส้นด้วยดินสอเพ่ือก าหนดระดับสูงสุดที่ต้องการให้ตัวท า
ละลายซึมขึ้นไปด้านบน และขีดก าหนดระดับด้านล่างตรงต าแหน่งที่ต้องการแต้มสารจากนั้นใช้หลอดคะปิลารี
จุ่มลงไปในสารละลายที่ต้องการทดสอบ แล้วแต้มสารนั้นบนแผ่น TLC ที่ระดับเริ่มต้นที่ใช้ดินสอขีดไว้ ให้เป็น
จุดวงกลมเล็กๆ เส้นผ่านศูนย์กลางไม่เกิน 2 มิลลิเมตรและแต่ละจุดห่างกันไม่น้อยกว่า 1 เซนติเมตร หลังจากที่
จุดสารที่แต้มแห้งสนิทแล้ว จึงน าไป develop ในขั้นต่อไป 
  ค. การ develop น าแผ่น TLC ที่แต้มสารเรียบร้อยแล้วจุ่มในภาชนะแก้วที่บรรจุตัวท า
ละลายที่เหมาะสม และภายในภาชนะนั้นต้องอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลายเรียบร้อยแล้วทั้งนี้ระดับของจุด
สารบน TLC ควรอยู่เหนือระดับสารละลายในภาชนะเล็กน้อยจากนั้นปิดฝาภาชนะแล้วปล่อยให้ตัวท าละลาย
ซึมขึ้นมาจนถึงระดับสูงสุดที่ใช้ดินสอขีดไว้แล้วจึงน าแผ่น TLC ออกจากภาชนะและปล่อยให้ตัวท าละลาย
ระเหยจนแผ่น TLC แห้ง 
  ง. การตรวจหาต าแหน่งของสารน าแผ่น TLC ไปส่องกับแสง UV เพ่ือวิเคราะห์การดูดกลืน
แสง UV ของสารในกรณีที่สารไม่สามารถดูดกลืนแสง UV ให้น าแผ่น TLC ไปจุ่มลงใน anisaldehydeใน
conc. H2SO4 แล้วเป่าด้วยลมร้อนให้แห้งต าแหน่งที่มีสารจะปรากฏให้เห็น 
  2.5.2 ซิลิกาคอลัมน์โครมาโทกราฟี (Silica Column Chromatography) 
   ใช้ตัวดูดซับ (Stationary Phase) คือ ซิลิกาเจล ชนิด 60G Art. 7734 ใช้คอลัมน์แก้วขนาดที่
เหมาะสมกับปริมาณสารที่ต้องการแยก โดยอัตราส่วนของตัวดูดซับต่อสารที่แยกประมาณ 20 ต่อ 1 (โดย
น้ าหนัก) บรรจุคอลัมน์โดยวิธีแบบเปียก กล่าวคือ ในตอนแรกต้องท าการเขย่าของผสมระหว่างซิลิกาเจล กับ
ตัวท าละลายให้เข้ากันเป็นอย่างดีในภาชนะที่ปิดสนิทแล้วจึงค่อยๆ เทของผสมนี้ลงในคอลัมน์ที่มีส าลีอุดตรง
ปลาย และมีตัวท าละลายอยู่ประมาณครึ่งหนึ่งของคอลัมน์ ขณะที่เทซิลิกาเจลลงในคอลัมน์ควรเปิดวาล์ว
คอลัมน์ให้ตัวท าละลายไหลออกอย่างช้าๆ เพ่ือให้ซิลิกาเจลอัดตัวในคอลัมน์อย่างสม่ าเสมอ ท าเช่นนี้จนกระทั่ง
บรรจุซิลิกาเจลในระดับที่ต้องการ และระดับซิลิกาเจลไม่ลดลงอีก จากนั้นจึงปล่อยให้ตัวท าละลายลดลงจน
เกือบถึงระดับเดียวกับซิลิกาเจล แล้วปิดคอลัมน์ บรรจุสารที่ต้องการแยกลงไป โดยสารที่ต้องการแยกหรือสิ่ง
สกัดควรระเหยตัวท าละลายให้เกือบแห้ง แล้วน าไปผสมกับซิลิกาเจลเบอร์ 7734  โดยใช้ซิลิกาเจลปริมาณน้อย
ที่สุด น าไปบดและร่อนผ่านตะแกรงเพื่อให้เป็นผงละเอียดขนาดเท่ากัน จากนั้นบรรจุสารที่ผสมกับซิลิกาเจลลง
ในคอลัมน์ที่เตรียมไว้ ในการคลุกกับสารที่ต้องการแยก ให้น าไประเหยตัวท าละลายอีกครั้งเพ่ือให้ของผสมแห้ง
ก่อนใส่คอลัมน์ แล้วใช้ตัวท าละลายชนิดเดียวกันจ านวนเล็กน้อยล้างผิวด้านข้างในคอลัมน์ เติมซิลิกาเจลชนิด 
60G Art. 7734 เล็กน้อย เพื่อป้องกันการกระทบกระเทือนผิวหน้าของของผสมขณะเติมตัวท าละลาย และเปิด
ให้ตัวท าละลายไหลออกอย่างช้า ๆ จนตัวท าละลายด้านบนใส จากนั้นจึงเริ่มเปลี่ยนตัวท าละลายชนิดใหม่
ต่อไป ตลอดการทดลองต้องระวังไม่ให้ตัวท าละลายแห้งในคอลัมน์ เพราะอาจท าให้ประสิทธิภาพในการแยกไม่
ดีได ้
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2.5.3 Sephadex Column Chromatrography  
   เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกสารโดยอาศัยความแตกต่างของขนาดโมเลกุล โดยมี Sephadex 
LH-20 เป็นเจลฟิลเตอร์ที่บรรจุอยู่ในคอลัมน์ แล้วชะด้วยตัวท าละลายผสมของไดคลอโรมีเทนและเมทานอลใน
อัตราส่วน 1:1 ข้อดีของวิธีการแยกนี้คือ สามารถก าจัดองค์ประกอบทางเคมีที่ไม่ต้องการออกได้ เช่น สเตีย
รอยด์ เทอพีนอยด์ และไขมัน เป็นต้น อีกทั้งยังท าให้สูญเสียสารน้อยมากจนแทบไม่สูญเสียเลยในขณะท าการ
แยก ข้อเสียคือ ใช้เวลานานมากในการแยกสาร 
   ก. ปล่อยตัวท าละลายลดลงจนถึงระดับเดียวกับ Sephadex LH-20 แล้วปิดคอลัมน์  
   ข. บรรจุสารที่ต้องการแยกลงไป โดยสารที่ต้องการแยกจะต้องละลายด้วยตัวท าละลายผสม
ชนิดเดียวกันให้มีปริมาตรที่เหมาะสมกับขนาดของคอลัมน์ที่ใช้ 
   ค. เปิดคอลัมน์ให้ตัวท าละลายไหลออกช้าๆ จนสารที่ต้องการแยกอยู่ระดับเดียวกับ เดียวกับ 
Sephadex LH-20 แล้วเติมตัวท าละลายลงไปทีละนิดจนใส 
   ง. รอจนสารที่ต้องการลงมาจนเกือบถึงปลายคอลัมน์แล้วท าการเก็บแฟรกชันสารที่แยกได้ 

2.5.4 Preparative thin layer chromatography (PTLC) 
   เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกสารโดยอาศัยหลักการที่ว่าสารต่างชนิดกันจะเคลื่อนที่ในวัฏภาค
นิ่ง (stationary phase) ด้วยวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) หรือตัวท าละลายได้ไม่เท่ากัน วิธีการคล้าย
กับเทคนิค TLC ข้อดีของวิธีการแยกนี้คือ ลดระยะเวลาในการท าโครมาโทกราฟี ข้อเสียคือ ใช้สารปริมาณมาก
และสูญเสียสารในขณะท าการแยก 
  ก. การเตรียมวัฏภาคนิ่ง น ากระจกไปเคลือบด้วยซิลิกาเจลหนาประมาณ 0.5 มิลลิเมตร 
จากนั้นรอให้ซิลิกาเจลที่เคลือบนั้นแห้ง หรือน าไปอบท่ีอุณหภูมิ100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 ชม. 
  ข. การเตรียมภาชนะส าหรับ develop ใช้ขวดแก้วทรงสี่เหลี่ยมผืนผ้าพร้อมฝาปิดที่สะอาด
และมีขนาดพอเหมาะที่จะใส่แผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจล รินตัวท าละลายที่เหมาะสมลงไปให้สูงจากก้น
ภาชนะประมาณ 1 เซนติเมตร ปิดฝาภาชนะเพ่ือให้ภายในภาชนะอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลาย 
  ค. การแต้มสารน าแผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลมาขีดเส้นด้วยดินสอเพ่ือก าหนดขอบ
ด้านข้างท้ังซ้ายและขวาให้ห่างจากขอบประมาณ 1 เซนติเมตร จากนั้นใช้หลอดหยดสารดูดสารที่ต้องการแยก
โดยหลอดหยดสารนั้นหุ้มด้วยส าลีที่ปลาย แล้วปล่อยสารนั้นบนแผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลที่ที่ระดับ
เริ่มต้นสูงจากขอบล่างประมาณ 2 เซนติเมตร ให้ปล่อยสารแล้วลากเป็นเส้นตรงจากขอบด้านซ้ายไปด้านขวา
หรือตามความถนัดหลังจากสารที่แต้มแห้งสนิทแล้ว จึงน าไป develop ในขั้นต่อไป 
  ง. การ develop น าแผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลที่แต้มสารเรียบร้อยแล้ว จุ่มใน
ภาชนะแก้วที่บรรจุตัวท าละลายที่เหมาะสม และภายในภาชนะนั้นต้องอ่ิมตัวด้วยไอของตัวท าละลายเรียบร้อย
แล้วทั้งนี้ระดับของสารบนแผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลควรอยู่เหนือระดับสารละลายในภาชนะเล็กน้อย 
จากนั้นปิดฝาภาชนะแล้วปล่อยให้ตัวท าละลายซึมขึ้นมาจนถึงระดับสูงสุดห่างจากขอบบนประมาณ 1 
เซนติเมตรแล้ว จึงน าแผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลออกจากภาชนะและปล่อยให้ตัวท าละลายระเหยจนซิลิ
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กาเจลที่เคลือบบนกระจกแห้ง หากท าการ develop มากกว่า 1 แผ่นในครั้งเดียวควรระวังไม่ให้แผ่นกระจกที่
เคลือบด้วยซิลิกาเจลที่แต้มสารเรียบร้อยแล้วซ้อนทับหรือแนบสนิทติดกัน 
  จ. การตรวจหาต าแหน่งของสาร น าแผ่นกระจกที่เคลือบด้วยซิลิกาเจลไปส่องกับสาร UV 
จากนั้นลากเส้นขอบของแถบสารที่แยกด้วยดินสอ แล้วขูดแถบสารนั้นลงในขวดรูปชมพู่ 
  ฉ. การสกัดสารออกจากซิลิกาเจล น าแถบสารที่ขูดออกมาละลายด้วยตัวท าละลายที่
เหมาะสมแล้วน าไป stir 10 นาที จากนั้นน าไปกรองแยกซิลิกาเจลออก จะได้สารที่ต้องการแล้วน าสารที่ได้นั้น
ไประเหยตัวท าละลายออก 

2.5.5 โครมาโทตรอน (Radial chromatograph) 
   เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกสารโดยอาศัยแรงเหวี่ยง (centrifugal force) ซึ่งจะมีหลักการ
ท างานคือ น าสารละลายของสารที่ต้องการแยกหยดลงไปบนกลางแผ่นแก้วทรงกลมที่เคลือบด้วยซิลิกาเจล
หนาประมาณ 1.0 มิลลิเมตร ไขตัวท าละลายที่บรรจุอยู่ในกรวยแยก แล้วจึงเปิดเครื่อง โดยแผ่นแก้วทรงกลม
จะเกิดการหมุน สารจะเคลื่อนที่จากก่ึงกลางแผ่นพร้อมกับเกิดการแยกเป็นแถบสารขึ้น ซึ่งจะมองเห็นได้โดยน า 
UV Lamp มาส่องบนแผ่นแก้วทรงกลมขณะท าการแยก แล้วท าการเก็บแฟรกชันตามแถบสารที่แยกได้ ดังนั้น
ข้อดีส าหรับเทคนิคนี้คือ ลดระยะเวลาในการท าโครมาโทกราฟี กล่าวคือใช้เวลาประมาณ 20-30 นาที
เนื่องจากแรงจากการหมุนเหวี่ยงจะช่วยท าให้เกิดการแยกได้ดีและเร็วขึ้นเมื่อเทียบกับเทคนิคคอลัมน์ โคร
มาโทกราฟีและนอกจากนี้ยังสามารถตรวจหาต าแหน่งของสารที่แยกได้ทันทีโดยใช้ UV Lamp ท าให้ง่ายต่อ
การเก็บแฟรกชัน 
   ก. การเตรียมวัฏภาคนิ่ง ชั่งซิลิกาเจล หนัก 30.0 กรัม ผสมน้ าปราศจากไอออน (Deionized 
Water) ปริมาตร 70 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันจนเป็นเนื้อเดียวจากนั้นน าไปเคลือบด้านบนแผ่นแก้วทรงกลม  
   ข. รอให้แผ่นแก้วทรงกลมที่เคลือบด้านบนด้วยซิลิกาเจลแห้งแล้วมาปรับความหนาของซิลิกา
ให้มีขนาดประมาณ 1.0 มิลลิเมตร  
  ค.  เปิดเครื่องโครมาโทตรอนแล้วหยดสารตัวอย่างที่ต้องการแยกลงไปบนกลางแผ่นแก้วทรง
กลมท่ีเคลือบด้านบนด้วยซิลิกาเจลที่เตรียมไว้ขณะก าลังหมุน 
  ง. ปล่อยตัวท าละลายที่เหมาะสมลงในเครื่องโครมาโทตรอน สารจะเคลื่อนที่จากก่ึงกลางแผ่น
พร้อมกับเกิดการแยกเป็นแถบสารขึ้น ซึ่งจะมองเห็นแถบสารที่แยกได้โดยน า UV Lamp มาส่องบนแผ่นแก้ว
ทรงกลมและท าการเก็บแฟรกชันตามแถบสารที่แยกได้ 
 
2.6 การเตรียมวัตถุดิบและการสกัด 
  2.6.1 การสกัดด้วยตัวท าละลาย 
   น าเปลือกแห้งของต้นติ้วเกลี้ยง 3.0 กิโลกรัมมาบดให้มีขนาดเล็กลง จากนั้นสกัดด้วยตัวท า
ละลายไดคลอโรมีเทนจ านวน 2 รอบ โดยแช่ค้างคืนไว้ 4 วันหลังจากนั้นระเหยตัวท าละลายด้วยเครื่องระเหย
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สกัดด้วยตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน 4 วัน 

สกัดด้วยตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน 4 วัน 

สุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) จากนั้นจะได้สิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนที่มีลักษณะเป็น
ของเหลวหนืดสีน้ าตาลเข้ม ดังแสดงในแผนภาพที่ 2.6.1 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

แผนภาพที่ 2.6.1 ขั้นตอนการสกัดเปลือกต้นติ้วเกลี้ยง 
 
  2.6.2 ขั้นตอนการแยกสารประกอบ 
   1. น าสิ่งสกัดเปลือกต้นติ้วเกลี้ยงที่สกัดด้วยตัวท าละลายไดคลอโรมีเทนที่มาระเหยตัวท า
ละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) ได้สิ่งที่สกัดด้วยไดคลอโร
มีเทนหนัก 128.47 กรัม 
   2. น าสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนมาแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ซิลิกาเจล (silica 
gel column chromatography) ชะด้วยตัวท าละลายผสม 0% ไดคลอโรมีเทน–เฮกเซนจนถึง 100% ไดคลอ
โรมีเทน และ100% เอทิลอะซเตต โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดท้ังหมด 5 แฟรกชัน (A-E)  
   3. น าสารแต่ละแฟรกชัน (A-E) มาระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบ
หมุน (rotary vacuum evaporation)  
   4. น าสารสกัดแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ระบบตัวท าละลายผสม 0% ได
คลอโรมีเทน–เฮกเซนจนถึง 100% ไดคลอโรมีเทน 
   5. น าแฟรกชัน A มาท าการแยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ซิลิกาเจล ชะด้วย
ตัวท าละลายผสม 30% ไดคลอโรมีเทน-เฮกเซน โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 2 แฟรกชัน 
(A1-A2) จากนั้นน าไประเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตัว
ท าละลายผสมของ 30% ไดคลอโรมีเทน-เฮกเซนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชัน A2 น่าจะมีสารที่
น่าสนใจ 

เปลือกต้นติ้วเกลี้ยง (3.0 กิโลกรัม) 

สิ่งสกัดไดคลอโรมีเทน (104.82 กรัม) 

สิ่งสกัดไดคลอโรมีเทน (23.65 กรัม) 

กาก 

กาก (ทิ้ง) 
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   - น าแฟรกชัน A2 มาท าการแยกด้วยเทคนิค Sephadex ชะด้วยตัวท าละลายผสม 50% ได
คลอโรมีเทน-เมทานอล พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความบริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างจากข้อมูล
สเปกโตรสโกปี ได้เป็นสารหมายเลข 10 (3.2 มิลลิกรัม) และแฟรกชัน A2.2 น่าจะมีสารที่น่าสนใจ 
   - น าแฟรกชัน A2.2 มาท าการแยกด้วยเทคนิคโครมาโทตรอน โดยชะด้วยตัวท าละลายผสม 
10% เอทิลอะซิเตต-เฮกเซน พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความบริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างจาก
ข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้เป็นสารหมายเลข 7 (2.0 มิลลิกรัม) 
   6. น าแฟรกชัน B มาท าการแยกด้วยเทคนิค Sephadex ชะด้วยตัวท าละลายผสม 50% ได
คลอโรมีเทน-เมทานอล โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 2 แฟรกชัน (B1-B2) จากนั้นน าไป
ระเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสมของ 
50% ไดคลอโรมีเทน-เฮกเซนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชัน B1 น่าจะมีสารที่น่าสนใจ 
   - น าแฟรกชัน B1 มาท าการแยกด้วยเทคนิคโครมาโทตรอน โดยชะด้วยตัวท าละลายผสม 
10% เอทิลอะซิเตต-เฮกเซน พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความบริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างจาก
ข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้เป็นสารหมายเลข 8 (2.5 มิลลิกรัม) 
   7. น าแฟรกชัน C มาท าการแยกด้วยเทคนิค Sephadex ชะด้วยตัวท าละลายผสม 50% ได
คลอโรมีเทน-เมทานอล โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 2 แฟรกชัน (C1-C2) จากนั้นน าไป
ระเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสมของ 
60% ไดคลอโรมีเทน-เฮกเซนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าทั้ง 2 แฟรกชันน่าจะมีสารที่น่าสนใจ 
  - น าแฟรกชัน C1 มาท าการแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโทตรอน โดยชะด้วยตัวท าละลายผสม 
60% ไดคลอโรมีเทน-เฮกเซน พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความบริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างจาก
ข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้เป็นสารหมายเลข 6 (6.5 มิลลิกรัม) 
   - น าแฟรกชัน C2 มาท าการแยกต่อด้วยเทคนิคโครมาโทตรอน โดยชะด้วยตัวท าละลายผสม 
10% เอทิลอะซิเตต-เฮกเซน โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 3 แฟรกชัน (C2.1-C2.3) 
จากนั้นน าไประเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลาย
ผสมของ 10% เอทิลอะซิเตต-เฮกเซนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชัน C2.1 และ C2.2 ได้สารที่มีความ
บริสุทธิ์จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างจากข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้เป็นสารหมายเลข 1 (2.5 มิลลิกรัม) และ 9 (4.5 
มิลลิกรัม) ตามล าดับส่วนแฟรกชัน C2.3น่าจะมีสารที่น่าสนใจ 
   - น าแฟรกชัน C2.3 มาท าการแยกด้วยเทคนิค PTLC โดยระบบตัวท าละลายผสม 10% 
เอทิลอะซิเตต-เฮกเซน พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความบริสุทธิ์ 2 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างจากข้อมูล
สเปกโตรสโกปี ได้เป็นสารหมายเลข 2 (3.0 มิลลิกรัม) และ 3 (2.0 มิลลิกรัม) 
   8. น าแฟรกชัน D มาท าการแยกด้วยเทคนิค Sephadex ชะด้วยตัวท าละลายผสม 50% ได
คลอโรมีเทน-เมทานอล โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 2 แฟรกชัน (D1-D2) จากนั้นน าไป
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ระเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสมของ 
70% ไดคลอโรมีเทน-เฮกเซนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชัน D2 น่าจะมีสารที่น่าสนใจ 
   - น าแฟรกชัน D2 มาท าให้บริสุทธิ์โดยการล้างผลึกด้วยตัวท าละลายเฮกเซน พบว่าแฟรกชัน
นี้ได้สารที่มีความบริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างจากข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้เป็นสารหมายเลข 4 
(5.5 มิลลิกรัม) 
   9. น าแฟรกชัน E มาท าการแยกด้วยเทคนิค Sephadex ชะด้วยตัวท าละลายผสม 50% ได
คลอโรมีเทน-เมทานอล โดยเก็บสารละลายจากคอลัมน์ได้สารสกัดทั้งหมด 2 แฟรกชัน (E1-E2) จากนั้นน าไป
ระเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสมของ 
80% ไดคลอโรมีเทน-เฮกเซนเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชัน E2 น่าจะมีสารที่น่าสนใจ 
   - น าแฟรกชัน E2 มาท าการแยกด้วยเทคนิคโครมาโทตรอน โดยชะด้วยตัวท าละลายผสม 
10% เอทิลอะซิเตต-เฮกเซน พบว่าแฟรกชันนี้ได้สารที่มีความบริสุทธิ์ 1 ชนิด จึงน าไปหาสูตรโครงสร้างจาก
ข้อมูลสเปกโตรสโกปี ได้เป็นสารหมายเลข 5 (1.5 มิลลิกรัม) 
   10. น าสารบริสุทธิ์ที่สกัดแยกได้ไปทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง (KB และ HeLa 
S-3) 
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SiCC 
0% CH2Cl2:Hex-100% CH2Cl2 

SiCC 
30% CH2Cl2:Hex 

Sephadex 

 

Chromatotron 
10% EtOAc:Hex 

Sephadex 

 

ล้างผลึก 
Hex 

Sephadex 

 
Sephadex 

 

Chromatotron 
60% CH2Cl2:Hex 

Chromatotron 
10% EtOAc:Hex 

Sephadex 

 

Chromatotron 
10% EtOAc:Hex 

Chromatotron 
10% EtOAc:Hex 

PTLC 
10% EtOAc:Hex 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภาพที่ 2.6.2 ขั้นตอนการแยกสารประกอบของเปลือกต้นติ้วเกลี้ยง 
 

 
 

สิ่งสกัดไดคลอโรมีเทน (128.47 กรัม) 

A 

A2 A1 

A2.1 A2.2 10 (3.2 mg)  

7 (2.0mg) 

B C D E 

B1 

C2 

8 (2.5mg) 

C1 

6 (6.5mg) 

C2.3 1 (2.5mg) 
 

9 (4.5mg) 
 

B2 D1 D2 

4 (5.5mg) 
 

2 (3.0mg) 
 

3 (2.0mg) 
 

E1 E2 

5 (1.5mg) 
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2.7 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
  2.7.1 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งด้วยวิธี MTT colorimetric method 
  1. เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งชนิด KB และ HeLa S-3 ให้ได้ความเข้มข้น 3 103 เซลล์ ใน 200 
 L ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI 1640 ซึ่งมี 5% ปริมาตรต่อปริมาตร fetal calf serum เป็นองค์ประกอบ 
  2. เติมเซลล์มะเร็งท่ีท าการเพาะเลี้ยงลงไปใน 96-well culture plate 
  3. น าเซลล์มะเร็งที่อยู่ใน 96-well culture plate มาบ่มที่อุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ภายใต้สภาพบรรยากาศที่มี 5% ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
  4. เติมสารบริสุทธิ์ที่ต้องการจะทดสอบและสารมาตรฐาน Doxorubicin ลงไปที่ความเข้มข้น
ต่างๆ 2  L ต่อ 1 หลุม บ่มต่อที่อุณหภูมิ 37 C เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ภายใต้สภาพบรรยากาศที่มี 5% ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด ์
  5. เติม 10  L ของสารละลาย 3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium 
bromide ที่ความเข้มข้น 5 mg/ml บ่มต่ออีก 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 C แยกเอาส่วนใสออกแล้วน าตะกอนที่
เหลือมาละลายด้วย DMSO 150  L และเติม 0.1 M glycine ปริมาตร 25  L ลงไป 
  6. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร โดยจะท าการทดลอง 3 ซ้ า
และค านวณค่า IC50 
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บทที่ 3 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 
3.1 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 

จากการทดลองการแยกสารจากแฟรกชัน A-E ของสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนจากเปลือกต้นติ้วเกลี้ยง 
พบว่าสามารถแยกสารได้ทั้งหมด 10 ชนิด โดยพิสูจน์เอกลักษณ์ทางโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากการ
เปรียบเทียบข้อมูลทาง NMR ของสารที่เคยมีการรายงานก่อนหน้านี้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งข้อมูลจาก 1H-NMR 
และ13C-NMR ซึ่งได้เปรียบเทียบข้อมูลดังแสดงในตาราง 
 
  3.1.1 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 1 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1.1 โครงสร้างสาร 1 
 
ตารางท่ี 3.1.1 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 1 เปรียบเทียบ
กับสาร Pruniflorone K11 

ต าแหน่ง 
สาร 1 (CDCl3) Pruniflorone K (CDCl3) 

1H (, ppm) 13C (, ppm) 1H (, ppm) 13C (, ppm) 
1 - 156.0 - 156.1 

2 - 104.5 - 104.5 
3 - 158.6 - 158.4 

4 - 106.5 - 106.7 

5 - 144.5 - 144.5 
6 7.30 (d, 7.5) 119.6 7.30 (d, 7.8) 119.8 

7 7.24 (t, 7.9) 124.3 7.23 (t, 7.8) 124.0 
8 7.75 (d, 7.8) 116.8 7.75 (d, 7.5) 116.8 

9 - 181.5 - 181.5 

4a - 154.5 - 154.7 
8a - 144.6 - 144.4 
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9a - 121.3 - 121.0 

10a - 103.3 - 103.3 

1' 6.80 (d, 10.1) 116.1 6.79 (d, 10.2) 116.2 

2' 5.56 (d, 10.1) 126.4 5.56 (d, 10.2) 126.2 

3' - 80.8 - 80.9 

4' 1.78 (m) 41.8 1.78 (m) 41.8 

5' 2.11 (m) 22.7 2.12 (m) 22.7 

6' 5.09 (t, 7.0) 123.6 5.09 (t, 6.9) 123.7 

7' - 132.0 - 131.9 

8' 1.66 (s) 25.6 1.68 (s) 25.6 

9' 1.45 (s) 27.4 1.45 (s) 27.2 

10' 1.45 (s) 17.7 1.45 (s) 17.6 

1" 3.50 (d, 6.5) 21.7 3.50 (d, 6.9) 21.7 

2" 5.24 (t, 7.1) 122.6 5.23 (t, 6.9) 122.7 

3" - 131.4 - 131.7 

4" 1.72 (s) 25.7 1.72 (s) 25.5 

5" 1.87 (s) 17.6 1.84 (s) 17.9 

1-OH 13.08 (s) - 13.08 (s) - 
5-OH 5.70 (s) - 5.73 (brs) - 

 
 เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของ
สาร 1 กับ Pruniflorone K พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่าสาร 1 คือ Pruniflorone K 
 

3.1.2 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 2 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1.2 โครงสร้างสาร 2 
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ตารางท่ี 3.1.2 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 2 เปรียบเทียบ
กับสาร Formoxanthone B12 

ต าแหน่ง 
สาร 2 (CDCl3) Formoxanthone B (CDCl3) 

1H (, ppm) 13C (, ppm) 1H (, ppm) 13C (, ppm) 
1 - 158.7 - 158.7 

2 - 112.3 - 112.3 
3 - 160.3 - 160.6 

4 - 100.5 - 100.6 

5 - 144.5 - 144.3 
6 7.31 (dd, 7.3, 1.5) 120.1 7.30 (dd, 7.8, 1.5) 120.1 

7 7.23 (t, 7.7) 123.7 7.23 (t, 7.8) 123.9 

8 7.78 (dd, 7.8, 1.5) 117.4 7.78 (dd, 7.8, 1.5) 117.2 
9 - 180.7 - 180.8 

4a - 149.3 - 149.2 
8a - 144.2 - 144.1 

9a - 121.4 - 121.2 

10a - 103.1 - 103.2 

1' 3.37 (d, 7.2) 21.2 3.37 (d, 7.5) 21.1 

2' 5.26 (m) 121.4 5.25 (m) 121.7 

3' - 135.3 - 135.2 

4' 1.98 (m) 39.9 2.00 (m) 39.8 

5' 2.05 (m) 26.8 2.05 (m) 26.7 

6' 5.08 (m) 124.1 5.08 (m) 124.4 

7' - 131.5 - 131.3 

8' 1.64 (s) 25.6 1.64 (brs) 25.7 

9' 1.82 (s) 16.1 1.82 (s) 16.3 

10' 1.57 (s) 17.7 1.57 (brs) 17.7 

1" - - - - 

2" - - - - 

3" - - - - 
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4" 6.79 (d, 9.9) 115.0 6.79 (d, 9.9) 115.0 

5" 5.65 (d, 9.6) 127.6 5.64 (d, 9.9) 127.4 

6" - 78.2 - 78.1 

7" 1.50 (s) 28.0 1.49 (s) 28.2 

8" 1.49 (s) 28.0 1.49 (s) 28.2 

1-OH 13.20 (s) - 13.20 (s) - 
5-OH 5.70 (s) - 5.71 (s) - 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของ

สาร 2 กับ Formoxanthone B พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่าสาร 2 คือ Formoxanthone B 
 
3.1.3 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 3 

 
 
 
 

 
รูปที่ 3.1.3 โครงสร้างสาร 3 

 
ตารางท่ี 3.1.3 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 3 เปรียบเทียบ
กับสาร Pruniflorone G13 

ต าแหน่ง 
สาร 3 (CDCl3) Pruniflorone G (CDCl3) 

1H (, ppm) 13C (, ppm) 1H (, ppm) 13C (, ppm) 
1 - 156.8 - 156.8 
2 - 105.4 - 105.2 

3 - 159.5 - 159.2 
4 - 112.7 - 112.7 

5 - 131.0 - 131.0 

6 - 149.2 - 149.0 
7 6.98 (d, 8.9) 112.7 6.96 (d, 9.0) 112.8 

8 7.76 (d, 8.9) 117.8 7.69 (d, 9.0) 117.5 
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9 - 180.3 - 180.7 

4a - 154.3 - 154.1 
8a - 144.4 - 144.5 

9a - 113.5 - 113.7 

10a - 102.9 - 102.9 

1' 6.78 (d, 9.9) 116.8 6.83 (d, 9.9) 116.7 

2' 5.63 (d, 9.9) 125.5 5.58 (d, 9.9) 125.6 

3' - 81.3 - 81.1 

4' 1.91 (m), 1.70 (m) 41.8 1.91 (m), 1.72 (m) 41.8 

5' 2.13 (m) 23.3 2.14 (m) 23.2 

6' 5.13 (t, 7.2) 123.5 5.13 (t, 7.2) 123.7 

7' - 132.1 - 132.1 

8' 1.59 (s) 17.6 1.60 (s) 17.6 

9' 1.52 (s) 26.8 1.47 (s) 26.9 

10' 1.69 (s) 25.7 1.69 (s) 25.7 

1" - 41.5 - 41.4 

2" 6.67 (dd, 10.6, 17.6) 156.7 6.75 (dd, 10.8, 17.7) 156.7 

3" 5.06 (dd, 1.2, 10.6) 
5.30 (dd, 1.2, 17.7) 

103.3 5.05 (dd, 1.2, 10.8) 
5.23 (dd, 1.2, 17.7) 

103.3 

4" 1.66 (s) 28.4 1.66 (s) 28.0 

5" 1.66 (s) 28.4 1.66 (s) 28.4 

1-OH 13.55 (s) - 13.50 (s) - 
 

เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของ
สาร 3 กับ Pruniflorone G พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่าสาร 3 คือ Pruniflorone G 
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3.1.4 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 4 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1.4 โครงสร้างสาร 4 
 

ตารางท่ี 3.1.4 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 4 เปรียบเทียบ
กับสาร Macluraxanthone14 

ต าแหน่ง 
สาร 4 (CDCl3) Macluraxanthone (CDCl3) 

1H (, ppm) 13C (, ppm) 1H (, ppm) 13C (, ppm) 
1 - 157.2 - 157.3 

2 - 105.7 - 105.7 

3 - 159.9 - 159.6 
4 - 114.0 - 114.2 

5 - 133.7 - 133.6 

6 - 151.6 - 151.6 
7 6.94 (d, 8.7) 113.7 6.97 (d, 9.0) 113.7 

8 7.68 (d, 8.8) 117.2 7.75 (d, 9.0) 117.2 
9 - 181.3 - 181.8 

4a - 155.8 - 155.9 

8a - 103.7 - 103.6 
9a - 114.4 - 114.4 

10a - 146.7 - 146.7 

1' 6.77 (d, 9.9) 116.7 6.78 (d, 9.9) 116.4 

2' 5.61 (d, 9.9) 128.4 5.62 (d, 9.9) 128.2 

3' - 79.0 - 79.0 

4' 1.51 (s) 28.5 1.52 (s) 28.0 

5' - 28.5 - 28.0 

6' - - - - 

7' - - - - 
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8' - - - - 

9' 1.51 (s) - 1.52 (s) - 

10' - - - - 

1" - 41.7 - 41.8 

2" 6.67 (dd, 17.7, 10.6) 29.9 6.67 (dd, 17.7, 10.6) 29.9 

3" 5.22 (d, 17.6) 
5.05 (d, 10.6) 

29.9 5.20 (d, 17.7) 
5.06 (d, 10.6) 

29.9 

4" 1.65 (s) 152.5 1.68 (s) 152.9 

5" 1.65 (s) 107.5 1.68 (s) 107.2 

1-OH 13.52 (s) - 13.57 (s) - 

5-OH 6.27 (s) - 6.24 (brs) - 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของ

สาร 4 กับ Macluraxanthone พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่าสาร 4 คือ Macluraxanthone 
 

3.1.5 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 5 
 
 
 

 
รูปที่ 3.1.5 โครงสร้างสาร 5 

 
ตารางท่ี 3.1.5 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 5 เปรียบเทียบ
กับสาร Jacareubin15 

ต าแหน่ง 
สาร 5 (CDCl3) Jacareubin (CDCl3) 

1H (, ppm) 13C (, ppm) 1H (, ppm) 13C (, ppm) 
1 - 116.8 - 116.8 

2 - 113.5 - 113.2 
3 - 151.1 - 151.6 

4 - 132.3 - 132.6 

5 - 94.4 - 94.9 
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6 - 160.4 - 160.4 

7 7.57 (d, 8.4) 104.5 7.61 (d, 8.4) 104.5 
8 6.98 (d, 8.4) 158.2 6.98 (d, 8.4) 158.1 

9 - 180.3 - 180.7 

4a - 146.4 - 146.2 
8a - 157.1 - 157.2 

9a - 102.6 - 102.9 

10a - 114.6 - 114.0 

1' 6.73 (d, 10.2) 115.3 6.66 (d, 9.6) 115.1 

2' 5.60 (d, 10.3) 127.9 5.72 (d, 9.6) 128.0 

3' - 78.4 - 78.3 

4' 1.48 (s) 27.6 1.45 (s) 27.8 

5' 1.48 (s) 27.6 1.45 (s) 27.8 

1-OH 13.12 (s) - 13.5 (s) - 
5-OH 6.33 (s) - 6.33 (s) - 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของ

สาร 5 กับ Jacareubin พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่าสาร 5 คือ Jacareubin 
 

3.1.6 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 6 
 
 

 
รูปที่ 3.1.6 โครงสร้างสาร 6 

 
ตารางท่ี 3.1.6 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 6 เปรียบเทียบ
กับสาร 3-Geranyloxy-6-methyl-1,8-dihydroxy anthraquinone16 

ต าแหน่ง สาร 6 (CDCl3) 
3-Geranyloxy-6-methyl-1,8-dihydroxy 

anthraquinone (CDCl3) 
1H (, ppm) 13C (, ppm) 1H (, ppm) 13C (, ppm) 

1 - 164.9 - 164.9 
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2 6.64 (d, 2.4) 107.3 6.64 (d, 2.4) 107.7 

3 - 165.8 - 165.8 
4 7.33 (d, 2.4) 108.6 7.35 (d, 2.4) 108.6 

5 7.58 (s) 121.0 7.55 (s) 121.0 

6 - 148.1 - 148.4 
7 7.04 (s) 124.2 7.02 (s) 124.4 

8 - 162.3 - 162.5 

9 - 190.5 - 190.1 
10 - 181.8 - 181.2 

4a - 134.9 - 134.6 
8a - 113.5 - 113.4 

9a - 109.9 - 109.9 

10a - 146.5 - 145.6 

1' 4.66 (d, 6.5) 65.7 4.66 (d, 6.5) 65.0 

2' 5.57 (t, 6.3) 117.8 5.55 (t, 6.3) 117.8 

3' - 142.6 - 142.6 

4' 2.11 (m) 39.5 2.10 (m) 39.5 

5' 2.11 (m) 26.1 2.10 (m) 26.6 

6' 5.08 (t, 5.9) 124.2 5.09 (t, 5.8) 124.1 

7' - 131.8 - 131.5 

8' 1.67 (s) 25.5 1.66 (s) 25.5 

9' 1.67 (s) 16.6 1.66 (s) 16.6 

10' 1.78 (s) 17.5 1.78 (s) 17.5 

1-OH 12.25 (s) - 12.28 (s) - 

8-OH 12.05 (s) - 12.05 (s) - 
6-Me 2.43 (s) 22.3 2.41 (s) 22.3 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของ

สาร 6 กับ 3-Geranyloxy-6-methyl-1,8-dihydroxy anthraquinone พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึง
สรุปว่าสาร 6 คือ 3-Geranyloxy-6-methyl-1,8-dihydroxy anthraquinone 
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3.1.7 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 7 
 
 
 

 
รูปที่ 3.1.7 โครงสร้างสาร 7 

 
ตารางท่ี 3.1.7 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 7 เปรียบเทียบ
กับสาร Madagascin17 

ต าแหน่ง 
สาร 7 (CDCl3) Madagascin (CDCl3) 

1H (, ppm) 13C (, ppm) 1H (, ppm) 13C (, ppm) 
1 - 164.9 - 164.9 

2 6.68 (d, 2.4) 107.3 6.63 (d) 107.3 

3 - 165.8 - 165.8 
4 7.26 (d) 108.6 7.27 (d) 108.6 

5 7.62 121.0 7.53 121.1 

6 - 148.1 - 147.9 
7 7.08 (s) 124.2 7.02 124.5 

8 - 162.3 - 162.0 
9 - 190.5 - 190.6 

10 - 181.8 - 181.9 

4a - 134.9 - 135.0 
8a - 113.5 - 113.3 

9a - 109.9 - 110.0 

10a - 146.5 - 146.5 

1' 4.68 (d, 6.6) 65.7 4.67 (d) 65.5 

2' 5.51 (d, 6.9) 117.8 5.50 (t) 117.7 

3' 1.79 (s) 142.6 1.83 (s) 142.7 

1-OH 12.30 - 12.30 - 

8-OH 12.53 - 12.53 - 
6-Me 2.45 (brs) 22.3 2.45 (brs) 22.3 
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เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของ
สาร 7 กับ Madagascin พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่าสาร 7 คือ Madagascin 
 

3.1.8 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 8 
 
 
 
 

รูปที่ 3.1.8 โครงสร้างสาร 8 
 
ตารางท่ี 3.1.8 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 8 เปรียบเทียบ
กับสาร Vismiaquinone18 

ต าแหน่ง 
สาร 8 (CDCl3) Vismiaquinone (CDCl3) 

1H (, ppm) 13C (, ppm) 1H (, ppm) 13C (, ppm) 
1 - 162.2 - 162.6 
2 - - - - 

3 - 56.6 - 56.1 

4 7.26 (s) 108.6 7.34 (s) 108.6 
5 7.61 (s) 121.0 7.56 (s) 121.0 

6 - 148.1 - 148.1 

7 7.07 (s) 124.4- 7.03 (s) 124.2- 
8 - - - - 

9 - 191.0 - 190.9 
10 - 182.4 - 182.4 

4a - 113.5 - 113.5 

8a - 133.0 - 133.0 
9a - - - - 

10a - - - - 

1' 6.66 (d, 16.6) - 6.60 (d, 16.6) - 

2' 6.92 (dd, 7.2, 16.3) - 6.95 (dd, 7.2, 16.3) - 

3' 1.14 (d, 6.7), 2.52 (m) 22.1 1.14 (d, 6.8), 2.48 (m) 22.1 

1-OH 12.10 (s) - 12.02 (s) - 
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8-OH 12.95 (s) - 12.84 (s) - 

3-OMe 4.04 (s) 56.8 4.04 (s) 56.8 
6-Me 2.45 (s) 22.5 2.42 (s) 22.5 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของ

สาร 8 กับ Vismiaquinone พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่าสาร 8 คือ Vismiaquinone 
 
3.1.9 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 9 

 
 
 
 

รูปที่ 3.1.9 โครงสร้างสาร 9 
 
ตารางท่ี 3.1.9 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 9 เปรียบเทียบ
กับสาร 11-Hydroxy-5-methoxy-2,2,9-trimethyl-2H-anthra[1,2-b]pyran-7,12-dione19 

ต าแหน่ง สาร 9 (CDCl3) 
11-Hydroxy-5-methoxy-2,2,9-trimethyl-

2H-anthra[1,2-b]pyran-7,12-dione (CDCl3) 
1H (, ppm) 13C (, ppm) 1H (, ppm) 13C (, ppm) 

1 - 162.3 - 162.3 
2 7.06 (s) 124.7 7.07 (s) 124.7 

3 - 148.1 - 148.4 

4 7.56 (s) 119.9 7.56 (s) 120.0 
5 7.43 (s) 103.0 7.43 (s) 103.1 

6 - 56.4 - 56.4 

7 - 100.6 - 100.7 
8 - 160.6 - 160.7 

9 - 190.5 - 190.5 
10 - 181.8 - 181.9 

4a - 134.9 - 135.0 

8a - 109.9 - 109.9 
9a - 113.5 - 113.3 
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10a - 146.5 - 146.5 

1' - 124.4 - 124.4 

2' 5.83 (d, 10.0) 132.0 5.85 (d, 10.0) 132.0 

3' 6.13 (d, 10.0) 116.0 6.13 (d, 10.0) 116.0 

4' 1.57 (s) 28.1 1.55 (s) 28.0 

5' 1.57 (s) 28.1 1.55 (s) 28.0 

1-OH 13.19 (s) - 13.20 (s) - 

3-Me 2.42 (s) 22.3 2.43 (s) 22.3 
6-OMe 4.01 (s) 56.4 4.04 (s) 56.7 

 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของ

สาร 9 กับ 11-Hydroxy-5-methoxy-2,2,9-trimethyl-2H-anthra[1,2-b]pyran-7,12-dione พบว่ามีความ
ใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่าสาร 9 คือ 11-Hydroxy-5-methoxy-2,2,9-trimethyl-2H-anthra[1,2-b]pyran-
7,12-dione 
 

3.1.10 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสาร 10 
 
 
 

 
รูปที่ 3.1.10 โครงสร้างสาร 10 

 
ตารางท่ี 3.1.10 ค่า Chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร 10 
เปรียบเทียบกับสาร Physcion20 

ต าแหน่ง 
สาร 10 (CDCl3) Physcion (CDCl3) 

1H (, ppm) 13C (, ppm) 1H (, ppm) 13C (, ppm) 
1 - 162.5 - 162.5 

2 7.09 (s) 124.5 7.07 (s) 124.5 

3 - 148.4 - 148.4 
4 7.63 (brs) 121.3 7.62 (brs) 121.2 

5 7.37 (d, 2.3) 108.2 7.35 (d, 2.4) 108.2 
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6 - 166.5 - 166.5 

7 6.69 (d, 2.3) 106.7 6.67 (d, 2.4) 106.7 
8 - 165.2 - 165.1 

9 - 190.8 - 190.8 

10 - 182.0 - 182.0 
4a - 135.2 - 135.2 

8a - 110.2 - 110.2 

9a - 113.7 - 113.6 
10a - 133.2 - 133.2 

1-OH 12.12 (s) - 12.11 (s) - 
8-OH 12.32 (s) - 12.31 (s) - 

3-OMe 3.94 (s) 57.0 3.92 (s) 56.9 

6-Me 2.45 (s) 21.7 2.43 (s) 21.5 
 
เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลด้วยค่า chemical shift (ppm) จากสเปกตรัม 1H-NMR และ 13C-NMR ของ

สาร 10 กับ Physcion พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่าสาร 10 คือ Physcion 
 
3.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 

จากการน าสารที่แยกได้ทั้งหมด (1-10) โดยวิธีทางโครมาโทกราฟี มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง 2 
ชนิด คือ KB และ Hela S-3 พบว่าได้ผลตามตารางท่ี 3.2 
 
ตารางที่ 3.2 ค่าการยับยั้งเซลล์มะเร็งของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ (1-10) และสารมาตรฐาน Doxorubicin 

สาร 
ค่า IC50 ( M) 

KB HeLa S-3 

1 46.86 53.69 

2 63.37 92.70 
3 94.54 >100 

4 1.45 1.62 

5 >100 >100 
6 >100 >100 

7 >100 >100 
8 >100 >100 
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9 92.70 >100 

10 40.89 82.51 
Doxorubicin 0.13 0.03 

 
 จากการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง KB และ HeLa S-3 พบว่า สาร 4 มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งชนิด KB และ HeLa S-3 ในระดับดี โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1.45 และ 1.62   M ตามล าดับ ส่วน
สาร 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, และ 10 พบว่า ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB และ HeLa S-3 
เนื่องจากมีค่า IC50 มากกว่า 30  M  
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 
 จากการน าสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนของเปลือกต้นติ้วเกลี้ยงมาแยกให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี 
พบว่า แยกได้สารในกลุ่มแซนโทน 5 ชนิด คือ Pruniflorone K (1), Formoxanthone B (2), Pruniflorone 
G (3), Macluraxanthone (4), และ Jacareubin (5) สารในกลุ่มแอนทราคิวโนน 5 ชนิด คือ 3-
Geranyloxy-6-methyl-1,8-dihydroxy anthraquinone (6), Madagascin (7), Vismiaquinone (8), 11-
Hydroxy-5-methoxy-2,2,9-trimethyl-2H-anthra[1,2-b]pyran-7,12-dione (9), และ Physcion (10) 
โดยได้พิสูจน์เอกลักษณ์ทางของสารทั้งหมดด้วยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี ร่วมกับการเปรียบเทียบกับข้อมูลที่
เคยมีการรายงานมาก่อนหน้านี้ จากการทดสอบฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB และ HeLa S-3 ของ
สารบริสุทธิ์ที่แยกได้ทั้งหมด พบว่าสาร 4 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้งชนิด KB และ HeLa S-3 เซลล์ ใน
ระดับดี โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 1.45 และ 1.62   M ตามล าดับ ส่วนสาร 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, และ 10 
พบว่า ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด KB และ HeLa S-3 เนื่องจากมีค่า IC50 มากกว่า 30  M 
 
 
   

 
 
 

  

   

 
 
 

  

 
รูปที่ 4.1 แสดงโครงสร้างของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 1-10 

 

1 2 3 

4 5 
6 

7 8 9 

10 



34 
 

ข้อเสนอแนะ 
1. ในสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนมีสารอีกหลายชนิดที่ผู้วิจัยยังไม่ได้ท าการแยกองค์ประกอบ พิสูจน์ทราบ 

โครงสร้างและทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เนื่องจากเวลาที่จ ากัด ดังนั้นควรแยกในส่วนนี้ต่อไป 
2. ในการทดลองนี้ผู้วิจัยเลือกศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนเพียงชนิดเดียว 

เพ่ือการทดลองที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น และอาจมีการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีในสิ่งสกัดอ่ืนๆ เช่น เม
ทานอล, เอทิลอะซเิตต และเฮกเซน เป็นต้น 

3. ในการทดลองนี้ผู้วิจัยเลือกศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากเปลือกเท่านั้น อาจมีการศึกษาองค์ประ 
กอบทางเคมีจากส่วนอ่ืนที่น่าสนใจอีก เช่น ต้น, ใบ, ราก และผล เป็นต้น 

4. อาจน าสารที่แยกได้ไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืนๆที่น่าสนใจ 
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รูปที่ 1 สเปกตรัม 1H-NMR ของ Pruniflorone K (1) ใน CDCl3 

 

 
รูปที่ 2 สเปกตรัม 1H-NMR ของ Formoxanthone B (2) ใน CDCl3 
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รูปที่ 3 สเปกตรัม 1H-NMR ของ Pruniflorone G (3) ใน CDCl3 

 

 
รูปที่ 4 สเปกตรัม 1H-NMR ของ Macluraxanthone (4) ใน CDCl3 
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รูปที่ 5 สเปกตรัม 1H-NMR ของ Jacareubin (5) ใน CDCl3 

 

 
รูปที่ 6 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 3-Geranyloxy-6-methyl-1,8-dihydroxy anthraquinone (6) ใน CDCl3 
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รูปที่ 7 สเปกตรัม 1H-NMR ของ Madagascin (7) ใน CDCl3 

 

 
รูปที่ 8 สเปกตรัม 1H-NMR ของ Vismiaquinone (8) ใน CDCl3 
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รูปที่ 9 สเปกตรัม 1H-NMR ของ 11-Hydroxy-5-methoxy-2,2,9-trimethyl-2H-anthra[1,2-b]pyran-

7,12-dione (9) ใน CDCl3 

 

 
รูปที่ 10 สเปกตรัม 1H-NMR ของ Physcion (10) ใน CDCl3 
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