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บทคัดย่อ 
 ปัจจุบันทั่วโลกกำลังประสบกับปัญหาภาวะโลกร้อน ทำลายช้ันโอนโซนทำให้มีรูในช้ันโอโซน 

โดยช้ันโอโซนจะช่วยป้องกันรังสีอัลตราไวโอเลตที่จะก่อให้เกิดผลกระทบต่อผิวหนัง และรังสียูวียังเข้าทำลาย 
DNA ของเซลล์ผิวหนังได้โดยตรง ซึ่งอาจเป็นปัจจยัที่ก่อใหเ้กิดมะเร็งผิวหนังได้ งานวิจัยน้ีสนใจศึกษาหาสารทีม่ี
ฤทธ์ิยับย้ังการสร้างเม็ดสีเมลานินในเซลล์ผิวหนัง B16 melanoma จากแก่นมะหาด (Artocarpus lacucha) 
ซึ่งมีรายงานว่ามีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิยับย้ังเอนไซม์ไทโรสิเนส และฤทธ์ิยับย้ังการสร้างเม็ดสีในเซลล์ B16 
อย่างไรก็ตามการศึกษาส่วนใหญ่เปน็ฤทธ์ิของสารสกัดหยาบและสารองค์ประกอบหลัก oxyresveratrol ดังน้ัน
งานวิจัยนี้จึงเน้นแยกสารบริสุทธิ์จากสารสกัดแก่นมะหาดและทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเม็ดสีเมลานินใน
เซลล ์B16 ซึ่งจากการนำส่วนสกัดเมทานอลของสารสกัดแก่นมะหาดมาแยกสารให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิคคอลัมน์
โครมาโทกราฟี และวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค NMR spectroscopy ทำให้ได้สารบริสุทธ์ิ 3 ชนิดได้แก่ 
5,5′-(1Z)-1,2-ethenediylbis[1,3-benzenediol] (ACI), dihydroxyresveratrol และ resveratrol และเมื่อ
นำสารทั้ง 3 ชนิดมาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเม็ดสีเมลานินในเซลล์ B16 โดยมี arbutin เป็นสารควบคุม 
พ บ ว ่ า  5,5′-(1Z)-1,2-ethenediylbis[1,3-benzenediol] (2C), dihydroxyresveratrol (2F) แ ล ะ 
resveratrol (2G) ให้ปริมาณเมลานินที่ถูกผลิต (% melanin production) เท่ากับ  75.52%, 84.20% และ 
47.08% ตามลำดับ ที่ความเข้มข้น 10 µM และ 55.10%, 19.16% และ 24.17% ตามลำดับ ที่ความเขม้ข้น  
50 µM ซึ่งจะเห็นได้ว่า resveratrol (2G) สามารถยับยั้งการผลิตเม็ดสีเมลานินได้ดีที่สุด โดยมีค่าการยับย้ัง
มากกว่า 80% ที่ความเข้นข้น 50 µM นอกจากนี้ยังพบว่าสารทั้ง 3 ชนิด ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ B16 ที่ความ
เข้มข้นสูงสุดที่ทดสอบ 50 µM สารเหล่าน้ีจึงอาจนำไปพัฒนาต่อยอดเพื่อใช้เป็นยาหรอืเครื่องสำอางที่ออกฤทธ์ิ
ในการยับย้ังเม็ดสีเมลานินได้ 
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Abstract 
Nowadays, global warming has emerged as one of the biggest environmental 

challenges facing the world. As a result, the ozone layer was destroyed which produced ozone 
holes. The ozone layer protects the harmful ultraviolet(UV) rays which affect our skin that 
probably leads to skin cancer as DNA in skin cells is directly damaged by UV rays. This research 
aimed to investigate anti-melanogenic compounds in B16 melanoma cells from Artocarpus 
lacucha heartwood, which was reported to possess anti-oxidant, anti-tyrosinase and anti-
melanogenesis in B16 melanoma cells. However, only bioactivity of crude extractions and 
major compounds, oxyresveratrol, were reported. Therefore, this study focuses on isolation 
and characterization of pure compounds from Artocarpus lacucha extracts and evaluation of 
their anti-melanogenic activity in B16 cells. Methanol crude extract of A. lacucha was 
subjected to column chromatography to obtain three pure compounds, 5,5′-(1Z)-1,2-
ethenediylbis[1,3-benzenediol] (ACI), dihydroxyresveratrol and resveratrol. Their structures 
were elucidated by NMR data analysis. All compounds were tested for their anti-melanogenic 
activity in B16 cells and arbutin was used as positive control. Results showed that 5,5′-(1Z)-
1,2-ethenediylbis[1,3-benzenediol] (2C), dihydroxyresveratrol (2F) and resveratrol (2G) 
provided the melanin production of 75.52%, 84.20% and 47.08% respectively, at 10 µM, as 
well as 55.10%, 19.16% and 24.17% respectively, at 50 µM. Among compounds 
tested,resveratrol (2G) was the most potent activity with % melanin inhibition > 80% at 50 
µM. In addition, all three compounds did not show any significant toxicity against B16 cells 
though at the highest concentration tested (50 µM).  The results supported that these 
compounds might be developed to use as as medicinal drugs or cosmetics with anti-
melanogenic activity. 
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บทท่ี 1 
บทนำ 

 
1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 
 ปัจจุบันทั่วโลกกำลังประสบกับปัญหาภาวะโลกร้อน ทำลายชั้นโอนโซนทำให้มีรูในช้ัน
โอโซน โดยชั้นโอโซนจะช่วยป้องกันรังสีอัลตราไวโอเลตที่จะก่อให้เกิดผลกระทบต่อผิวหนัง ทำให้
ประชากรจำนวนมากมักเกิดปัญหาด้านผิวพรรณ จากการที่รังสีอัลตราไวโอเลตไปกระตุ้นการสร้าง
เม็ดสีเมลานินข้ึนมาเป็นเกราะป้องกันผิวหนัง ส่งผลให้ผิวมีสีคล้ำข้ึน มีรอยเหี่ยวย่น และยังมีงานวิจัย
อ้างว่ารังสียูวียังเข้าทำลาย DNA ของเซลล์ผิวหนังได้โดยตรง ซึ่งอาจเป็นปัจจัยที่ก่อให้เกิดมะเร็ง
ผิวหนังได้[1] โดยกระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานิน เรียกว่า melanogenesis ซึ่งเกิดจากรังสียูวีเป็น
ตัวกระตุ้นกระบวนการและมีเอนไซม์ไทโรซิเนสป็นตัวเร่งปฏิกิริยา จากน้ันเมลานินที่ถูกสร้างข้ึนจะถูก
นำไปเก็บไว้ในเมลาโนโซมในลักษณะถุง (vesicle) แล้วขนส่งไปยังเคราติโนไซต์ซึ่งเป็นเซลลท์ี่อยู่ในช้ัน
กำพร้าชั้นล่างสุด[2] เมื่อมีกระบวนการกระตุ้นย่อมมีกระบวนการยับยั้งเพื่อปรับสมดุลของร่างกาย 
การใช้สารยับยั้งสร้างเม็ดสีได้ถูกนำมาใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องสำอางหรือในทางการแพทย์ และอาจมี
ศักยภาพในการใช้เป็น whitening agent ได้[3] เป็นสารที่ทำให้ผิวขาว ทำให้สีผิวสม่ำเสมอ สารยับย้ัง
เหล่านี้เป็นไปได้ทั้งสารสังเคราะห์และสารที่พบในธรรมชาติ เช่น พืช ซึ่งในปัจจุบันสารสกัดจาก
ธรรมชาติเป็นที่น่าสนใจและถูกนำมาใช้ผลิตภัณฑ์เครื่องสำอางหลายรูปแบบ เช่น ครีม โลชั่น ใน
ประเทศไทยเองก็มีการนำสมุนไพรที่เป็นพืชที ่พบได้ง่ายและปลูกง่ายในท้องถิ ่น เช่น มะหาด 
(Artocarpus lacucha) จากบทความและงานวิจัยต่างๆ มีการรายงานผลว่าสารสกัดจากแก่นมะหาด 
ซึ่งเป็นส่วนเปลือกของลำต้น (A. lacucha wood) มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ[4] และน่าจะมฤีทธิ์ยับย้ัง
การสร้างเม็ดสีเมลานิน[5] ได้ไม่น้อยไปกว่าพืชสมุนไพรในต่างประเทศ สารสำคัญเหล่าน้ัน ได้แก่ อาร์บู
ติน ที่สามารถยับย้ังกระบวนการการสร้างเม็ดสีเมลานิน งานวิจัยน้ีจึงสนใจสกัดและแยกสารบริสุทธ์ที่
มีองค์ประกอบทางเคมีที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างเม็ดสีของสารสกัดจากแก่นมะหาด เพื่อศึกษา
ความสัมพันธ์ของโครงสร้างและการออกฤทธ์ิของสาร การสกัดสารจากแก่นมะหาดทำได้โดยการสกัด
ด้วยตัวทำละลายและคอลัมน์โครมาโตกราฟี จากน้ันนำมาทดสอบฤทธ์ิในการยับย้ังการสร้างเม็ดสีเม
ลานิน เพื่อคำนวณหาปริมาณเมลานินที่ถูกผลิต (% melanin production) ของสารตัวอย่าง และ
ทดสอบความเป็นพิษของสารตัวอย่างต่อเซลล์ B16 melanoma cell ด้วย MTT assay[6-7] เพื่อเป็น
ข้อมูลเบื้องต้นสำหรับนำไปพัฒนาให้ได้สารที่มีฤทธ์ิที่ดีย่ิงข้ึนและไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์จนสามารถ
นำไปต่อยอดในการผลิตเครื่องสำอางและผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์เพื่อลดปัญหาผวิหน้าหมองคลำ้ จุด
ด่างดำ และรอยเหี่ยวย่น ต่อไป 
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1.2 ข้อมูลทางพฤษศาสตร์ของมะหาด 

                     
รูปท่ี 1.1 แก่นมะหาด[8]                                        รูปท่ี 1.2 ต้นมะหาด[8] 

 
ชื่อวิทยาศาสตร์ : Artocarpus lakoocha 
ชื่อวงศ์ : MORACEAE 
ชื่อสามัญ : Lok hat 
ชื่อพ้ืนเมืองอ่ืน : หาดหนุน (ภาคเหนือ) ; หาด (ทั่วไป) ; มะหาด (ภาคใต้) ; กาแย, ตา
แปง (มลายู-นราธิวาส) ; มะหาดใบใหญ่ (ตรัง) 
 

ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ : 
• ต้น ขนาดกลางถึงใหญ่ สูงประมาณ 15-20 เมตร เรือนยอดเป็นพุ่มกลมทึบ เปลือก
นอกของลำต้นมีสีเทาแกมน้ำตาลหรือน้ำตาลดำ แตกเป็นสะเก็ดเล็กๆ ทั่วไป เปลือก
ชั้นในสีน้ำตาลแกมแดง มักมียางสีขาวหรือสีขาวแกมเหลืองซึมออกมาตามรอยแตก 
ตามยอดอ่อนมีขนนุ่มสีเทาถึงน้ำตาลปกคลุมหนาแน่น 

• ใบ เป็นใบเด่ียว ออกเรียงสลับกัน ลักษณะใบรูปรี หรือรูปขอบขนานหรือรูปไข่ โคนใบ
มนหรือเว้าเป็นรูปหัวใจ ปลายใบแหลม ขอบใบแก่ เรียบแต่ขอบใบอ่อนหยักเป็นฟัน
เลื่อยเล็ก ๆ ท้องใบสาก เส้นแขนงใบมองเห็นได้ชัดเจนเป็นแบบร่างแห 
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รูปท่ี 1.3 ใบมะหาด[8] 
 

• ดอก ออกดอกเป็นช่อเล็กๆ ตามบริเวณง่ามใบ ตอนปลายกิ่ง ช่อดอกเพศผู้และเพศเมีย
อยู่บนต้นเดียวกัน ช่อดอกเพศผู้รูปขอบขนาน กลีบดอกมี 2-4 หยัก ช่อดอกเพศเมียรูป
เกือบกลม กลีบดอกเช่ือมติดกันเป็นหลอด ดอกมีสีเหลืองอ่อน 
 

 
 

รูป 1.4 ดอกมะหาด[8] 
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• ผล ลักษณะรูปกลมใหญ่ เปลือกนอกมีผิวขรุขระ เป็นผลรวมซึ่งเกิดจากผลเล็กหลายๆ 
ผลเช่ือมติดกัน เน้ือค่อนข้างนุ่ม ผลอ่อนมีสีเขียว ผลแก่สีเหลืองอมส้ม รับประทานได้ 
 

 
 

รูปท่ี 1.5 ผลมะหาด[8] 
 
• เมล็ด ลักษณะรูปขอบขนานฝังอยู่ในเน้ือ 

 
สรรพคุณทางยา : 
• ราก รสร้อน แก้ไข้ แก้กระษัยเส้นเอ็น ขับพยาธิ แก้ไข้เพื่อฝีภายใน แก้พิษร้อน 
• แก่น รสร้อน แก้จุกเสียดแน่น แก้ท้องอืดท้องเฟ้อ ขับลม ผายลม แก้ผื ่นคัน แก้
ตานขโมย เป็นยาระบาย ถ่ายพยาธิ 

• ปวกหาด รสร้อนเมา ละลายน้ำดื่มขณะท้องว่างแล้วดื่มน้ำดีเกลือตามไป ขับพยาธิใน
ท้องหรือละลายน้ำทาแก้ผื่นคัน 
 

1.3 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
1.3.1 มะหาด (Artocarpus lacucha) 
มะหาด มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Artocarpus lacucha จัดอยู่ในวงศ์ MORACEAE ต้น

กำเนิดจากภูมิภาคเอเชียใต้ นิยมปลูกเอาไว้ใช้ประโยชน์ทุกส่วนของต้น สามารถเจริญเติบโตได้ในดิน
ทราย, ดินร่วนปนทราย, ดินร่วน และ ดินเหนียว มีความทนทานต่อความแห้งแล้งได้ดีมาก ชอบ
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บริเวณที่มีความชื้นสูงและแสงแดดเข้าถึงได้น้อย มักขึ้นกระจายตามป่าดิบทั่วไป มะหาดเป็นยืนต้น
ขนาดกลางถึงใหญ่ ลำต้นตั้งตรง ความสูง 15-20 เมตร เปลือกสีน้ำตาลไหม้เป็นลายแตกละเอียด มี
ส่วนยอดเป็นพุ่มหนาและทึบ ใบเป็นใบเด่ียว ขนาดวงรีจนถึงรูปไข่ กว้าง 5-20 เซนติเมตร ยาว 10-30 
เซนติเมตร ที่ขอบใบมีริวข้ึนโดยรอบ มีขนข้ึนทั้ง 2 ด้านของใบ ดอกจะออกในช่วงเดือนกุมภาพันธ์ถึง
เดือนเมษายน และกลายเป็นผลในเดือนมีนาคมถึงเดือนพฤษภาคม ลักษณะดอกจะมีสีขาวอมเหลอืงมี
ขนาดเล็ก ผลเป็นผลรวมมีสีเขียว เมื่อสุกจะมีสีเหลือง รัศมีจากจุดศูนย์กลางยาว 2.5-5 เซนติเมตร 
รูปร่างกลมแป้นใหญ่ มีทรงบิ้วเบี้ยวเป็นบางลูก เปลือกนอกผิวขรุขระ เนื้อผลค่อนข้างนุ่ม แต่ละผล
ย่อยมีเมล็ด 1 เมล็ด รูปทรงรี ต้นมะหาดที่สามารถนำมาใช้ผลประโยชน์ได้น้ันจะต้องมีอายุไม่ต่ำกว่า 5 
ปี[9] มีการศึกษาและวิจัยฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของผักแขยงในด้านต่างๆดังน้ี 

ในปี 2014 Komutiban O. ได้ศึกษาสารสกัดเอทิลอะซิเตต, เมทานอล และเอทานอลของ
แก่นมะหาด พบว่าสกัดสารจากแก่นมะหาดด้วยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตตมีปริมาณสารประกอบฟี
นอลิก และมีฤทธิ ์ต้านอนุมูลอิสระ(antioxidant activity) สูงที ่ส ุด โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 53.71 
mg/mL จากวิธี DPPH radical scavenging[10]  

ในปี 2015 Laovachirasuwan P. และคณะ ได้ศึกษาสารสกัดเอทานอลของแก่นมะหาด 
พบว่าสารสกัดที่ได้มีปริมาณ oxyresveratrol 0.31±0.05mg/mL ของสารสกัดหยาบ และมีฤทธิ์ใน
การยับยั ้งการทำงานเอนไซม์ไทโรซิเนส โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 4.63±1.02 mg/mL ซึ ่งเป็นข้อมูล
พื้นฐานที่สำคัญสำหรับการนำสารสกัดแก่นมะหาดไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เวชสำอางเชิงพาณิชย์ใน
ระดับอุตสาหกรรมต่อไป[11]   
 
ตารางท่ี 1.1 สารประกอบเคมีที่แยกได้จากมะหาด (Artocarpus lacucha) [12] 

สารประกอบที่แยกได้ ส่วนของพืช 
resveratrol แก่น 
2,4,3',5'-tetrahydroxystilbene (oxyresveratrol) แก่น 
artocarpin แก่น 
norartocarpin แก่น 
cycloartocarpin แก่น 
norcycloartocarpin แก่น 
5,7-dihydroxyflavone-3-O-alpha-L-rhamnoside เปลือกราก 
galangin-3-O-alpha-L- rhamnoside เปลือกราก 
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kaempferol-3-O-beta-L-xyloside เปลือกราก 
quercetin-3-O-alpha-L-rhamnoside เปลือกราก 
lakoochin A ราก 

lakoochin B  ราก 
beta-amyrin acetate เปลือกต้น 
lupeol acetate เปลือกต้น 
5 - hydroxy - 2 ,4,7 - trimethoxy flavone  -  2, 3, 4, 5, 
- tetrahydroxystilbene 

ต้น 

 
1.3.2 กระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานิน (melanogenesis) 
กระบวนการสร้างเม็ดสีเกิดข้ึนที่ผิวหนังช้ันล่างสุดของเอพิเดอร์มิสหรือช้ันหนังกำพร้าซึ่งเป็น

บริเวณที่มีเคราติโนไซต์ (keratinocyte) โดยเซลล์เมลาโนไซต์ (melanocyte) จะทำหน้าที่ผลิตเม็ดสี
เมลานินแล้วเก็บไว้ในเมลาโนโซม (melanosome) จากน้ันจึงส่งต่อไปยังเคราติโนไซต์ 
 

 
 

รูปท่ี 1.7 บริเวณผิวหนังช้ันกำพร้าที่มเีซลลเ์มลาโนไซต์[13] 

 

     กระบวนการสร้างเม ็ดสีเมลานินสามารถถูกกระตุ ้นได้จากรังสีอ ัลตร ้าไวโอเลต โดยผ่าน
กระบวนการดังรูปที่ 1.2 และ 1.3 
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รูปท่ี 1.7 กระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานินภายในผิวหนัง[14] 

 

 
รูปท่ี 1.8 กระบวนการชีวสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน[14] 

(DHI= 5,6-dihydroxyindole; DHICA= 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid ; TRP-
1=tyrosinase related protein-1; TRP-2 = tyrosinase related protein-2) 
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รังสีอัลตราไวโอเลตสามารถกระตุ้นให้เกิดการสร้างเม็ดสีเมลานินได้ 2 วิธีได้แก่กระตุ้นผ่าน
เซลล์เมลาโนไซต์โดยตรง ทำให้เอนไซม์ไทโรซิเนสผลิตมากข้ึน ส่งผลให้เม็ดสีเมลานินมีจำนวนมากข้ึน 
ผิวจึงมีสีเข้มข้ึน อีกวิธีคือการกระตุ้นผ่านเซลล์เคราติโนไซต์ ทำให้หลั่งสารต่างๆออกมาได้แก่ โพรสตา
แกลนดิน อี2 (prostaglandin E2, PGE2) และฮอร์โมนเมลาโนไซต์สติมูเลติง (α-melanocyte 
stimulating hormone, α-MSH) ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่สร้างมาจากเซลล์เมลาโนไซต์ที่หลั่งมาจากตอ่ม
ใต้สมองส่วนกลาง ฮอร์โมน α-MSH จะเร่งปฏิกิริยาฟอสโฟรีเลชัน โดยการกระตุ้นโปรตีนไคเนส เอ 
( proteinkinase A) ผ ่ า น  cyclic AMP (cAMP) ซ ึ ่ ง ทำ ให ้ ย ี นท ี ่ ค วบค ุ ม เ ซ ลล ์ เ มลา โนไซ ต์  
microphthalmiaassociated transcription factor (mitf gene) เกิดการแบ่งตัวเพิ่มจำนวนเซลล์
เพื่อผลิตเมลานินและเอนไซม์หรือโปรตีนที่เกี่ยวข้องได้แก่เอนไซม์ไทโรซิเนส TRP-1 และ TRP-2[21]  
โดยการส ังเคราะห ์ เมลาน ินท ี ่ผ ่ านการกระต ุ ้นท ั ้ งสองแบบม ีข ั ้ นตอนท ี ่ เหม ือนก ันด ั ง น้ี    
     ข้ันตอนที่ 1 กรดอะมิโนไทโรซีน (tyrosine) ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่จำเปน็ในร่างกาย ถูกกระตุ้นด้วย
เอนไซม์ไทโรซิเนสซึ ่งเป็นเอนไซม์กลุ ่มออกซิเดส (oxidase) ที่มีคอปเปอร์เป็นองค์ประกอบ โดย
เอนไซม์ไทโรซิเนสทำหน้าที่เร่งปฏิกริยาไฮดรอกซิเลชั่น (hydroxylation) ทำให้ไทโรซีนเปลี่ยนเป็น 
แอลโดปา (L-DOPA, 3,4-dihydroxypheny-lalanine)  
     ขั ้นตอนที่ 2 แอลโดปาจะถูกออกซิไดส์เป็นโดปาควิโนน (DOPAquinine) ผ่านกระบวนการ
ออกซิเดชัน (oxidation) และกระบวนการโพลีเมอร์ไรซ์เซช่ัน (polymerization) ก่อนที่จะกลายเป็น
เมลานินทั้งสองชนิดได้แก่ ยูเมลานิน (eumelanin) ซึ่งเป็นเม็ดสีเมลานินสีน้ำตาลที่จะถูกกระตุ้นด้วย
โปรตีน tyrosinase-related protein 1 (TRP-1) และเอนไซม ์DOPAchrome tautomerase (DCT 
หรือ TRP-2) และฟีโอเมลานิน (pheomelanin) ซึ่งเป็นเม็ดสีเมลานินสีแดงหรือสีเหลืองที ่จะถูก
กระตุ้นด้วยการคอนจูเกตกันระหว่างโดปาควิโนนกับซีสเตอีน (cysteine) หรือกลูตาไธโอน 
(glutathione) 
     ข้ันตอนที่ 3 เมลานินที่ผลิตได้ถูกส่งไปเก็บที่เมลาโนโซม จากน้ันจะถูกส่งต่อไปยังเคราติโนไซต์ที่
อยู่ใต้ผิวหนังเพื่อแทนที่เซลล์ผิวหนังเก่าที่จะถูกผลัดทุก 28-39 วัน[15] 

      
1.4 วัตถุประสงค์์และขอบเขตของการวิจัย 

1.4.1 เพื่อศึกษาฤทธ์ิยับย้ังการสร้างเม็ดสีของสารสกัดจากแก่นมะหาด ที่ได้จากพืชไทย 
1.4.2 เพื่อหาโครงสร้างสารที่แยกได้ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี 
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1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
1.5.1 ได้สารจากมะหาด (Artocarpus lacucha) ที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังการสร้างเม็ดสีเมลา
นิน เพื่อนำไปใช้ในทางการแพทย์และเป็นส่วนประกอบในเครื่องสำอางได้ 
1.5.2. เพื่อเพิ่มมูลค่าให้กับพืชสมุนไพรไทยซึ่งอาจนำไปใช้ในด้านการแพทย์และเวชสำอาง 
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บทท่ี 2 
การทดลอง 

 
2.1 พืชท่ีใช้ในการทดลอง 

แก่นมะหาด (Artocarpus lacucha heartwood) หนัก 1 กิโลกรัม จากร้านสมุนไพรดีดี 

  
2.2 วัสดุอุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 
 2.2.1 วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 
  - บีกเกอร์    - ขวดรูปกรวย 
  - หลอดทดลอง    - ขวดก้นกลม 
  - กระจกนาฬิกา    - แท่งแก้วคนสาร 
  - สำลี     - ช้อนตักสาร 
  - ขวดไวแอล (Vial)   - หลอดหยด 
  - กรวยแก้ว    - กระบอกตวง 
  - หลอดแคปิลลารี   - คอลัมน์โครมาโตกราฟี 
  - ไมโครเพลต 96 หลุม (96 well plates) - ไมโครปิเปต 
 
 2.2.2 เครื่องมือที่ใช้ในการทดลอง 

- เครื ่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary vaccum evaporator) รุ ่น Eyela 
rotary evaporator N-1000 บริษัท Tokyo Rikaikai และ รุ ่น Buchi rotavapor 
R-114, Switzerland  

- เครื่องช่ังน้ำหนักรุ่น Sartorrius Basic บริษัท Scientific promotion 

- Sonicator (Branson, USA) 

- Safety Laboratory Hood (Asia chemical and engineering Co., Ltd, 

Thailand) 

- เครื่องให้ความร้อน (Hot plate) ของบริษัท IKA Labortechnik 

- Nuclear Magnetic Resonances Spectrophotometer YH 400 ของบริษัท 

Bruker 
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- โปรแกรม GraphPad Prism version 8.4.0 
 

2.3 สารเคมี 
 2.3.1 สารเคมีที่ใช้สำหรับการแยกสารบริสุทธ์ิ 
  - ซิลิกาเจล เบอร์ 9385 และเบอร์ 7734 จากบริษัท Merck  

- Sephadex LH-20 จากบริษัท GE healthcare  

- ตัวทําละลายชนิดต่างๆ ได้แก่ เฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, เอทิลอะซิเตต, อะซิโตน 

และเมทานอล  

- แอมโมเนียมโมลิบเดตใน 5% กรดซัลฟิวริก เป็นสารละลายที่ทําปฏิกิริยากับ 

สารอินทรีย์บนแผ่น TLC เพื่อให้เห็นจุดของสารบนแผ่น TLC ได้ชัดเจน 

 2.3.2 ตัวทำละลายที่ใช้ในการวิเคราะห์ด้วย NMR Spectrophotometer 

  - acetone-d6  

 2.3.3 สารเคมีสำหรับการทดสอบฤทธ์ิการยับย้ังกระบวนการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน 
- Sodium phosphate dibasic anhydrous (Na2HPO4) 
- Hydrochloric acid (HCl) 
- Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, yellow color) 
- Dimethyl sulfoxide (DMSO, cell culture grade) 
- Dimethyl sulfoxide (DMSO, AR grade) 
- arbutin 
- Milli Q water 

 
2.4 เซลล์ไลน์สำหรับการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 - เซลล์ผิวหนัง B16F10 melanoma 
 
 
2.5  เทคนิคท่ีใช้ในการทดลอง 
 2.5.1 คอลัมน์โครมาโตกราฟี (column chromatography)[16] 

 เป็นเทคนิคการแยกสารที่ผสมกันอยู่ออกจากจากกัน โดยอาศัยความแตกต่างในการ กระจาย
ตัวที ่ไม่เท่ากันของสารในวัฏภาคนิ ่ง (stationary phase) หรือตัวดูดซับ และวัฏภาคเคลื ่อนที่ 
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(mobile phase) หรือตัวทําละลาย ในงานวิจัยน้ีใช้ซิลิกาเจลเป็นตัวดูดซับ ซึ ่งจะถูกบรรจุลงใน
คอลัมน์ แก้วที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเหมาะสมกับปริมาณสารที่ต้องการแยก โดยวิธีบรรจุแบบ
เปียก (wet packing) จากนั้นจึงเติมสารผสมที่ต้องการแยกลงไปด้านบนของคอลัมน์ ซึ่งสารผสมจะ
ผ่านคอลัมน์ อย่างช้าๆ ก่อนที่จะเติมตัวทําละลายที่เหมาะสมลงไปเพื่อเป็นตัวพาสารเคลื่อนที่ผ่านตัว
ดูดซับใน คอลัมน์ ทําให้เกิดการแยกของสารที่มีสภาพข้ัวแตกต่างกันเป็นแถบสารข้ึน สารที่ถูกดูดซับ
ไว้ได้ดี (สารมีข้ัวสูง) จะออกมาจากคอลัมน์ที่บรรจุซิลิกาได้ช้ากว่าสารที่ถูกดูดซับได้ไม่ดี (สารมีข้ัวตํ่า) 
หลังจากน้ัน เก็บองค์ประกอบของสารที่แยกได้ 

 1.5.2 ทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (thin layer chromatography, TLC)[16] 

 เป็นเทคนิคการวิเคราะห์องค์ประกอบสารที่รวดเร็วและสะดวก ใช้ในการตรวจสอบ 
ความบริสุทธ์ิเบื้องต้นของสารระหว่างกระบวนการแยกสารในแต่ละข้ันตอน และใช้เพื่อหาระบบตัวทาํ 
ละลายที่เหมาะสมก่อนการทําคอลมัน์โครมาโตกราฟี โดยใช้ TLC aluminium sheets silica gel 60 
F254 ตัดให้มีขนาดพอเหมาะ แล้วระบุระยะทางที่จะให้ตัวทําละลายเคลือ่นที่ ใช้หลอดแคปิลลารีแต้ม 
สารลงไปบนแผ่น TLC ให้ห่างจากปลายด้านล่างขึ้นมาประมาณ 0.5 เซนติเมตร จากนั้นจึงนําแผ่น 
ดังกล่าวไปวางลงในภาชนะปิดที่ใส่ตัวทําละลายที่เหมาะสมไว้อย่างเพียงเล็กน้อย ระดับตัวทําละลาย
ไม่ ควรสูงเกินระดับที่แต้มสาร เมื่อตัวทําละลายถูกดูดซึมข้ึนไปตามตัวดูดซับด้วย capillary action ก็
จะ พาสารข้ึนไปด้วย จึงเกิดการแยกของสารด้วยหลักการเดียวกับคอลัมน์โครมาโตกราฟี คอยสังเกต
รอย เปียกของตัวทําละลายที่ซึมข้ึนด้านบนของแผ่น TLC เมื่อมาถึงเกือบปลายด้านบนของแผ่น ห่าง 
ประมาณ 0.5 เซนติเมตร ก็ให้รีบเอาแผ่นออก ทิ้งให้แผ่น TLC แห้ง แล้วนํามาส่องกับแสง UV ที่ความ 
ยาวคลื ่น 254 นาโนเมตร เพื ่อหาตําแหน่งการเคลื ่อนที ่ของสาร จากนั ้นนํามาจุ ่มสารละลาย
แอมโมเนียม โมลิบเดตใน 5% กรดซัลฟิวริก แล้วนําไปให้ความร้อนบนเตาให้ความร้อนประมาณ 1-2 
นาที บันทึกตําแหน่งของสาร 
 
2.6 ขั้นตอนการทดลอง 

2.6.1 การสกัดหยาบด้วยตัวทำละลาย (solvent extraction) 
1. นําแก่นมะหาดที่ผ่านการตากแห้งและบดละเอียดแล้วทั้งหมด 1 กิโลกรัมมาแช่เมทานอล 

จํานวน 5 ลิตร เป็นเวลา 3 วัน และทําซ้ําอีกครั้ง 

2. ใช้ผ้าขาวบางกรองเอาส่วนที่เป็นสารละลาย จากนั้นระเหยตัวทําละลายออกไปโดยใช้ 
เครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จะได้สารสกัดหยาบเมทานอลหนัก 
42.98 กรัม ดังแผนภาพที่ 2.1 

   



13 
 

 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 2.1 การเตรียมสารสกัดหยาบจากแก่นมะหาด 
 

 2.6.2  การแยกสารบริส ุทธิ ์จากสารสกัดหยาบเมทานอลของแก่นมะหาด เพื ่อแยก
องค์ประกอบทางเคมี โดยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (TLC) 

 
 1. แบ่งสารสกัดหยาบเมทานอลมาเลก็น้อย ละลายในตัวทําละลายที่เหมาะสม เพื่อทําการหา
ระบบของตัวทําละลายผสมหรือวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสม สําหรับลงคอลัมน์เพื่อแยกองค์ประกอบ
ทางเคมี โดยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโตกราฟี (TLC) 

2. นําสารสกัดหยาบเมทานอลทั้งหมด มาทํา quick column chromatography (QCC) 
โดย ใช้ซิลิกาเจลเป็นวัฏภาคนิ ่ง ส่วนวัฏภาคเคลื ่อนที ่หรือตัวทําละลายคือ อะซิโตนในเฮกเซน 
อัตราส่วนต้ังแต่ 50-100% เพิ่มอัตราส่วนอะซิโตนข้ึนทีละ 10% จนสุดท้ายเป็นอะซิโตน 100% 

3. เก็บส่วนย่อยที่ออกมาจากคอลัมน์ นํามาตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมโีดยเทคนิค TLC 
แล้วนําส่วนย่อยที่มีองค์ประกอบทางเคมีใกล้เคียงกันมารวมกัน และระเหยตัวทําละลายออก ซึ่งได้ 8 
ส่วนย่อย (a1-a8)  

4. นําส่วนย่อย a3 มาทําการแยกต่อด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟ ีโดยใช้วัฏภาคอยู่กับที่
คือเซฟาเดกซ์ (sephadex) และวัฏภาคเคลื่อนที่คือเมทานอล 100% แยกเก็บแต่ละส่วนสกัดหยาบ
ย่อยผ่านการทำ TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตนในเฮกเซน อัตราส่วน 70% ได้ผลลพัธเ์ป็น 
ส่วนย่อย 2A-2L และได้สารบริสุทธิ ์ 2 ชนิด ได้แก่ สารประกอบ 2C หนัก 5.70 มิลลิกรัม กับ
สารประกอบ 2G หนัก 9.50 มิลล ิกรัม และพิส ูจน์ทราบโครงสร้างของสารด้วยเทคนิค NMR 
สเปกโทรสโกป ี

5. นําส่วนย่อย 2F มาทําการแยกต่อด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโตกราฟ ี โดยใช้วัฏภาคอยู่กับ
ที่คือเซฟาเดกซ์ (sephadex) และวัฏภาคเคลื่อนที่คือเมทานอล 100% แยกเก็บแต่ละส่วนสกัดหยาบ
ย่อยผ่านการทำ TLC โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ อะซิโตนในเฮกเซน อัตราส่วน 70% ได้ผลลัพธเ์ป็น

แก่นมะหาดบดละเอียด 
1 kg 

1. แช่เมทานอล 5 ลิตร 
(x2) 

2. ระเหยตัวทำละลาย
ออก 

สารสกัดหยาบเมทา
นอล 42.98 g 
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ส่วนย่อย (2F-1) - (2F-3) และได้สารบริสุทธ์ิ 1 ชนิด คือสารประกอบ 2F-2 หนัก 2.10 มิลลิกรัม และ
พิสูจน์ทราบโครงสร้างของสารด้วยเทคนิค NMR สเปกโทรสโกป ี

  

 2.6.3 การทดสอบสารที่มีฤทธ์ิยับย้ังการสร้างเม็ดสีเมลานินบน 96-well plates 
การทดสอบสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเม็ดสีเมลานินบน 96-well plates ซึ่งเป็นการวัด

ปริมาณการสร้างเม็ดสีเมลานินของเซลล ์B16F10 melanoma cell หลังจากการทดสอบด้วยสารที่
ความเข้มข้นแตกต่างกัน โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ของเม็ดสีเมลานินเทียบกับชุด
ควบคุม และสามารถคำนวณค่าเปอร์เซนต์ปริมาณของเมลานิน จากการนำข้อมูลมาพล็อตกราฟได้ 
โดยมีข้ันตอนดังน้ี 

1) เตรียมเซลล์ B16F10 melanoma cell ใน 24-well plates โดยใช้ความเข้มข้นของ
เซลล์ หลุมละ 5x104 cell/mL โดยใช้ปริมาตรหลุมละ 500 µL จากน้ันบ่มในสภาวะ
บรรยากาศที่มี 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

2) นำสารที่ต้องการทดสอบความเข้มข้น 100 และ 10 µg/mL ปริมาตร 0.5 µL เติมลงไป
ในแต่ละหลุม จากนั้นบ่มในสภาวะบรรยากาศที่มี 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 
96 ชั ่วโมง (ใช้ DMSO เป็นชุดควบคุม และ Arbutin ที่ความเข้มข้น 1000 µM เป็น 
positive control) 

3) ปิเปตอาหารจาก24-well plates หลุมละ 200 µL ใส่ลงใน 96-well plates เพื่อวัดค่า
การดูดกลืนแสงของสารที่ 510 นาโนเมตร โดยใช้ Microplate reader 

4) คำนวณค่าเปอร์เซ็นต์ปริมาณของเมลานิน 
 

2.6.4 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity assay) ด้วยวิธี MTT assay 
การทดสอบความเป ็นพ ิษต ่อเซลล์ เป ็นการว ัดการเก ิดร ีด ักช ันของ MTT (3-(4, 5-

dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) ด ้ ว ย เ อน ไซม ์  Mitochondrial 
reductase ทำให้เกิดโครงสร้าง Formazan ที่มีสีม่วงเข้มข้ึน โดยปฏิกิริยาจะเกิดข้ึนในเซลล์ที่มีชีวิต
เท่าน้ันทำให้สามารถวัดปริมาณความอยู่รอดของเซลล์ได้[16] 
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รูปท่ี 2.2 ปฏิกริิยาทีเ่กิดจาก MTT assay 

 
การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มีข้ันตอนดังน้ี  
1) เตรียมเซลล์ B16F10 melanoma cell ใน 24-well plates โดยใช้ความเข้มข้นของ

เซลล์ หลุมละ 5x104 cell/mL โดยใช้ปริมาตรหลุมละ 500 µL จากนั้นบ่มในสภาวะบรรยากาศที่ม ี
5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

3) เติม MTT solution หลุมละ 10 µL บ่มในสภาวะบรรยากาศที่มี 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 
37oC เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง 

4) ปิเปตอาหารที่เติม MTT solution ออกแล้วเติม DMSO หลุมละ 250 µL 
5) วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารที่ 570 นาโนเมตร โดยใช้ Microplate reader 
6) คำนวณค่าเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล ์

   %cell survival = (ODtest / ODcontrol) x 100 
ODtest = ค่าการดูดกลืนแสงของสารที่ใช้ทดสอบ  
ODcontrol = ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 
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บทท่ี 3 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 
3.1 การแยกสารสกัดจากมะหาด 
          จากการนำแก่นของมะหาดมาสกัดด้วยตัวทำละลายเมทานอล ได้สารสกัดหยาบปริมาณ 
16.08 กรัม จากน้ันนำสารสกัดหยาบมาทำการแยกให้ได้สารบริสุทธ์ิด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโท 
กราฟี ดังแผนภาพที่ 3.1 
  
แผนภาพท่ี 3.1 แสดงการสกัดแยกสารจากแก่นมะหาด 
 

 
ได้ผลิตภัณฑ์เป็นส่วนสกัดหยาบย่อยที่ A1-A10 แสดงดังตารางที่ 3.1  
 
ตารางท่ี 3.1 แสดงปรมิาณของส่วนสกัดหยาบย่อยที่ A1-A10 

ส่วนสกัดหยาบย่อยที ่ ปริมาณ (g) 
A1 7.32 
A2 5.91 
A3 10.19 

Artocarpus lakoocha heartwood 

methanol 

A1 
7.32 g 

A2 
5.91 g 

A3 
10.19 g 

A4 
9.20 g 

A5 
11.67 g 

A6 
10.90 g 

A7 
9.76 g 

A8 
9.87 g 

A9 
10.30 g 

A10 
22.64 g 

Silica Colum Chromatography 

Sephadex Colum 
Chromatography 

2A-2B 
6.90 mg 

2C 
5.70 mg 

2D-2E 
6.80 mg 

2F 
2.10 mg 

2G 
9.50 mg 

2H 
4.50 mg 

2I 
1.83 mg 

2J 
6.00 mg 

2K-2L 
0.60 mg 

Soluble in methanol 
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A4 9.20 
A5 11.67 
A6 10.90 
A7 9.76 
A8 9.87 
A9 10.30 
A10 22.64 

 
          จากน้ันนำส่วนสกัดหยาบย่อยที่น่าสนใจจากการใช้เทคนิค TLC มาสกัดแยกต่อ ซึ่งได้แกส่่วน
สกัดหยาบย่อยที่ A3 มาทำการสกัดแยกสารต่อโดยใช้เทคนิค column chromatography ที่
แตกต่างกัน ได้สารบรสิุทธ์ิ 3 ชนิด คือ 2C, 2F และ 2G และส่วนสกัดหยาบย่อย 6 ส่วนดังตารางที่ 
3.2 
 
ตารางท่ี 3.2 แสดงปรมิาณของส่วนสกัดหยาบย่อยที่ 2A-2L จากส่วนสกัด A3 

ส่วนสกัดหยาบย่อยที ่ ปริมาณ (mg) 
2A-2B 6.90 

2C (สารบริสทุธ์ิ) 5.70 
2D-2E 6.80 

2F (สารบริสุทธ์ิ) 2.10 
2G (สารบริสทุธ์ิ) 9.50 

2H 4.50 
2I 1.83 
2J 6.00 

 
     จากการสกัดแยกสารทัง้หมดได้ผลลพัธ์เป็นสารบริสทุธ์ิจำนวน 3 ชนิด ซึ่งได้มาจากส่วนสกัดหยาบ
ย ่อย A3 ซ ึ ่ งสาร  2C คือ 5,5′-(1Z)-1,2-ethenediylbis[1,3-benzenediol] (ACI) ปร ิมาณ 5.70 
มิลลิกรัม มีสูตรโมเลกุลเป็น C14H12O4 น้ำหนักโมเลกุลเท่ากับ 244.2460 กรัมต่อโมล, สาร 2F คือ 
dihydroxyresveratrol ปริมาณ 2.10 มิลลิกรัม มีสูตรโมเลกุลเป็น C14H14O4 น้ำหนักโมเลกุลเท่ากับ 
246.2620 กรัมต่อโมล และสาร 2G คือ resveratrol ปริมาณ 9.50 มิลลิกรัม มีสูตรโมเลกุลเป็น 

C14H12O3 น้ำหนักโมเลกุลเท่ากับ 228.25 กรัมต่อโมล 
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3.2 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสารบริสุทธิ ์
     จากการนำสารบริสุทธิ์ทั้ง 3ชนิดมาวิเคราะห์โครงสร้างโดยใช้เทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเร
โซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (NMR Spectroscopy) ซึ่งได้แก่ โปรตอนนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ ์
(1H-NMR) ได้ผลดังน้ี 

1) สาร 5,5′-(1Z)-1,2-Ethenediylbis[1,3-benzenediol] (ACI) (2C) 
     จาก 1H NMR spectrum พบสญัญาณแบบ triplet ของโปรตอนตำแหน่งที่ 3 และ 5 ที่ 

δH 6.95 ppm สัญญาณแบบ singlet ของโปรตอนตำแหน่งที่ 2’ ที่ δH 6.32 ppm สญัญาณแบบ 
singlet ของโปรตอนตำแหน่งที่ 4’ ที่ δH 6.31 ppm สัญญาณแบบ singlet ของโปรตอนตำแหน่งที่ 
6’ ที่ δH 6.29 ppm  

จากข้อมลู 1H NMR ของสารที่ได้ เมื่อเทียบกับข้อมูลที่มีการรายงานมากอ่น[17] ทำให้ทราบ
ว่าสารน้ีคือ 5,5′-(1Z)-1,2-Ethenediylbis[1,3-benzenediol] (ACI) และมโีครงสร้างดังแสดงในรปูที่ 
3.1 
 
2) สาร dihydroxyresveratrol (2F) 

จาก 1H NMR spectrum พบสญัญาณแบบ triplet ของโปรตอนบนหมู่ hydroxy ตำแหน่ง
ที่ 3, 5, 4’ และ 6’ ที่ δH 8.13 ppm (J=8.03, 7.96 Hz) สญัญาณแบบ doublet ของโปรตอน
ตำแหน่งที่ 2’ ที่ δH 6.85 ppm สัญญาณแบบ singlet ของโปรตอนตำแหน่งที่ 4’ δH 6.36 ppm 
สัญญาณแบบ singlet ของโปรตอนตำแหน่งที่ 3’, 5’ และ 4 ที่ δH 6.21 ppm สญัญาณแบบ 
singlet ของโปรตอนตำแหน่งที่ 2, 6 δH 6.14 ppm  

จากข้อมลู 1H NMR ของสารที่ได้ เมื่อเทียบกับข้อมูลที่มีการรายงานมากอ่น[18] ทำให้ทราบ
ว่าสารน้ีคือ dihydroxyresveratrol และมโีครงสร้างดังแสดงในรูปที่ 3.2 
 
3) สาร resveratrol (2G) 

จาก 1H NMR spectrum พบสัญญาณแบบ doublet ของโปรตอนตำแหน่งที ่2’และ 6’ ที่ 
δH 7.40 ppm (J=7.38 Hz) สัญญาณแบบ doublet ของโปรตอนตำแหน่งที่ 7 หรือ 88 ที่ δH 7.00 
ppm (J=6.97 Hz) สัญญาณแบบ doublet ของโปรตอนตำแหน่งที ่ 7 หรือ 8 ที่ δH 6.83 ppm 
(J=6.81 Hz) สัญญาณแบบ doublet ของโปรตอนตำแหน่ง 3’ และ 5’ ที่ δH 6.80 ppm 

สัญญาณแบบ doublet ของโปรตอนตำแหน่งที่ 2 และ 6 ที่ δH 6.51 ppm (J=6.50 Hz) 
สัญญาณแบบ singlet ของโปรตอนตำแหน่งที่ 4 ที่ δH 6.24 ppm (J=6.23 Hz) 

จากข้อมลู 1H NMR ของสารที่ได้ เมื่อเทียบกับข้อมูลที่มีการรายงานมากอ่น[19] ทำให้ทราบ
ว่าสารน้ีคือ resveratrol และมโีครงสร้างดังแสดงในรปูที่ 3.3 
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รูปท่ี 3.1 โครงสร้างทางเคมีของสาร 5,5′-(1Z)-1,2-Ethenediylbis[1,3-benzenediol] (ACI) 
 
 
 

รูปท่ี 3.2 โครงสร้างของสาร dihydroxyresveratrol 

1’  

2’  

3’  

4’  
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1  
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รูปท่ี 3.3 โครงสร้างของสาร resveratrol 
 

3.3 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเม็ดสีเมลานิน (anti - melanogenesis assay)  

จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการสร้างเม็ดสีเมลานินในเซลล์ B16 melanoma ของสารที่แยก
ได้จากแก่นมะหาด โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั ้ง สามารถคำนวณปริมาณเมลานินที่ถูกผลิต (% 
melanin production) โดยเปรียบเทียบกับ arbutin ที่ใช้เป็นตัวควบคุมเชิงบวก พบว่าผลของ 
arbutin ที่ทดสอบมีค่าการยับยั ้งการผลิตเมลานินได้ใกล้เคียงกับงานวิจัยอ้างอิง[20] แสดงว่าการ
ทดลองที่ทำมีประสิทธิภาพในการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการสร้างเม็ดสีเมลานิน และเมื่อนำสาร
บริสุทธิ ์ที ่แยกได้มาทดสอบ พบว่าสารบริสุทธ์ 5,5′-(1Z)-1,2-ethenediylbis[1,3-benzenediol] 
(2C), dihydroxyresveratrol (2F) และ resveratrol(2G) มีปริมาณเมลานินที่ถูกผลิตที่น้อยกว่าหรือ
ใกล้เคียงกับ arbutin แสดงว่าสารบริสุทธ์เหล่าน้ีมีฤทธ์ิในการยับย้ังการสร้างเม็ดสีเมลานิน ดีกว่าหรือ
ใ ก ล ้ เ ค ี ย ง ก ั บ  arbutin โ ด ย ส า ร  5,5′-(1Z)-1,2-ethenediylbis[1,3-benzenediol] (2C), 
dihydroxyresveratrol (2F) และ resveratrol (2G) โดยที่ความเข้มข้น  10 µM มีปริมาณเมลานินที่
ถูกผลิต (% melanin production) เท่ากับ  75.52%, 84.20% และ 47.08% ตามลำดับ และที่
ความเข ้มข ้น  50 µM เท ่าก ับ  55.10%, 19.16% และ 24.17% ตามลำด ับ ซ ึ ่ งจะเห็นได้ว่า 
resveratrol (2G) สามารถยับย้ังการสรา้งเม็ดสเีมลานินได้ดีที่สุด คือมากกว่า 80% ที่ความเข้นข้น 50 
µM และยังพบว่าส่วนสกัดหยาบเมทานอล ที่ความเข้มข้น 100 µg/mL มีปริมาณเมลานินที่ผลิตน้อย
กว่า arbutin ซึ่งมีสาเหตุมาจากการที่ส่วนสกัดหยาบมีความเป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งเห็นได้จากเปอร์เซนต์

2’  

1’  
3’  

4’  
5’  

6’  

1 

2 
3 

4 

5 

6 
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การรอดชีวิตของเซลล์ (% cell viability) อยู่ที่ 12.42% แม้ว่าผลการทดสอบที่ได้พบว่า resveratrol 
(2G) ให้ผลการยับยั้งดีที่สุดและเป็นสารที่ทราบอยู่แล่วว่ามีฤทธิ์นี้ แต่สารอีกสองตัวที่ได้ยังไมม่ีการ
รายงาน และนอกจากน้ียังมีสารอนุพันธ์ของกลุ่มน้ีอีกหลายชนิดที่ยังไม่ได้แยกออกมาและศึกษาฤทธ์ิ 
เนื่องจากสถานการณ์โควิด ซึ่งชี้ให้เห็นว่าควรทำการศึกษาสารกลุ่มนี้และฤทธิ์ยับยั้งเมลานินของ
มะหาดต่อไป  

 
3.4 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity assay) ด้วยวิธี MTT assay 
      เมื่อทดสอบความเป็นพิษของสารบริสุทธ์ที่แยกได้จากแก่นมะหาดต่อเซลล ์B16F10 โดยใช้วิธี 
MTT พบว่าความเข้มข้นทั้งหมดที่ใช้ในการทดสอบ ที่ 48 ช่ัวโมงสารบริสุทธ์ทั้ง 3 ชนิด ไม่มีความเป็น
พิษต่อเซลล์แม้ที ่ความเข้มข้น 50 µM ซึ ่งเป็นความเข้มข้นสูงสุดที ่ทดสอบ โดยพิจารณาจาก
เปอร์เซนต์การรอดชีวิตของเซลล์ (% cell viability) มากกว่า 80% ยกเว้นสกัดหยาบ ที่ความเข้มข้น  
100 µg/ml  
 
รูปท่ี 3.4 กราฟแสดงผลของสารที่แยกได้ต่อ % melanin production และ cell viability ของ
เซลล์ B16F10  
 

 
* Arbutin  ใช้เป็นสารควบคุมเชิงบวก(Positive control) 
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บทท่ี 4  
สรุปผลการทดลอง 

 
 จากการนำสารสกัดหยาบเมทานอลของแก่นมะหาด มาแยกให้บริสุทธ์ิโดยเทคนิคคอลัมน์โค
มาโตกราฟี พบว่าได้สารบริสุทธ์ิ 3 ชนิดคือ ได้แก่ 5,5′-(1Z)-1,2-ethenediylbis[1,3-benzenediol] 
(ACI) ปริมาณ 5.70 มิลลิกรัม dihydroxyresveratrol ปริมาณ 2.10 มิลลิกรัม และ resveratrol 
ปริมาณ 9.50 มิลลิกรัม โดยสารทั้งสามชนิดได้พิสูจน์ทราบโครงสร้างจากวิธีทางสเปคโตสโคปี  
 

 

รูปท่ี 4.1 โครงสร้างสารที่แยกได้จากแก่นมะหาด 
 

เมื่อนำสารทั้ง 3 ชนิดมาทดสอบฤทธ์ิยับย้ังการสร้างเม็ดสีเมลานินในเซลล์ B16 บน 96-well 
plates โดยมี arbutin เป็นสารควบคุม สารที่สกัดได้จากแก่นมะหาดทั้งสามชนิดมีความสามารถใน
การยับยั ้งการสร้างเม็ดสีเมลานินน โดย 5,5′-(1Z)-1,2-ethenediylbis[1,3-benzenediol] (2C), 
dihydroxyresveratrol (2F) และ resveratrol (2G) โดยที่ความเข้มข้น  10 µM มีปริมาณเมลานินที่
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ถูกผลิต (% melanin production) เท่ากับ  75.52%, 84.20% และ 47.08% ตามลำดับ และที่
ความเข้มข้น  50 µM เท่ากับ  55.10%, 19.16% และ 24.17% ตามลำดับ และเป็นไปได้ว่าสาร
เหล่าน้ีมีฤทธ์ิในการยับย้ังฤทธ์ิในการยับย้ังเอนไซม์ไทโรซิเนส เน่ืองจากเอนไซม์ไทโรซิเนสมีส่วนสำคัญ
ในการกระตุ้นให้ร่างกายผลิตเม็ดสีเมลานิน หากมีฤทธิ ์ยับยั้งการสร้างเม็ดสีเมลานินให้ลดลงได้ 
เอนไซม์ไทโรซิเนสก็จะลดลงเช่นกัน โดยพบว่า resveratrol (2G) มีปริมาณเมลานินที่ถูกผลิต (% 
melanin production) ต่ำที่สุด แสดงว่าให้ผลการยับย้ังที่ดีที่สุด โดยมีค่า % melanin production 
เท่ากับ 19.16 % ที่ความเข้นข้น 50 µM นอกจากน้ียังพบว่าสารทั้ง 3 ชนิด ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ B16 
ที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ทดสอบ 50 µM แม้ว่าผลการทดสอบที่ได้พบว่า resveratrol ให้ผลการยับย้ังดี
ที่สุดและเป็นสารที่ทราบอยู่แล่วว่ามีฤทธิ์นี้ แต่สารอีกสองตัวที่ได้ยังไม่มีการรายงาน นอกจากนี้จาก
การทำวิจัยยังมีสารอนุพันธ์ของกลุ่มนี้อีกหลายชนิดที่ยังไม่ได้แยกออกมาและศึกษาฤทธิ์ เนื่องจาก
สถานการณ์โควิด ซึ่งชี้ให้เห็นว่าควรทำการศึกษาสารกลุ่มนี้และฤทธิ์ยับยั้งเมลานินของมะหาดต่อไป 
เพื่อเป็นข้อมูลที่จะนำไปต่อยอดการนำไปใช้เชิงเวชสำอางที่ออกฤทธ์ิในการยับย้ังเม็ดสีเมลานินได้ใน
อนาคต 
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รูปท่ี A.1 1H-NMR สเปกตรัมของสาร 5,5′-(1Z)-1,2-Ethenediylbis[1,3-benzenediol] (ACI) 

 
 

 
รูปท่ี A.2 1H-NMR สเปกตรัมของสาร Dihydroxyresveratrol 
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รูปท่ี A.3 1H-NMR สเปกตรัมของสาร Resveratrol 
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