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ค าน า 

 
เพรียงหวัหอม (tunicates, ascidians) เป็นสัตว์ทะลชนิดหนึ่งที่พบการกระจายตวัอยู่ทั่วโลก 

เนื่องจากเพรียงหวัหอมเป็นส่ิงมีชีวิตที่ด ารงชีวิตแบบเกาะติดจึงจ าเป็นต้องสร้างสารเคมีเพื่อป้องกนัตวั

จากอนัตรายต่างๆ ด้วยเหตุนีจึ้งมีผู้สนใจศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของเพรียงหวัหอมเป็นจ านวนมาก  

จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพ พบว่าเพรียงหวัหอมมีฤทธ์ิในการต้าน

เซลล์มะเร็ง ต้านเชือ้ไวรสั และเชือ้แบคทีเรีย ที่สามารถพฒันาเป็นสารต้นแบบ (lead compound) 

และมีศกัยภาพในการพฒันาเป็นยาใหม่ที่มีประสิทธิภาพในการรกัษาโรคได้  

การวิจยันีมี้วตัถุประสงค์เพื่อศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากเพรียงหวัหอม Eudistoma sp. ที่

พบบริเวณชายฝ่ังภาคตะวนัออกของประเทศไทยโดยอาศัยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี 
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บทคัดย่อ 

 

การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของเพรียงหัวหอม Eudistoma sp. ทางชายฝ่ังภาคตะวนัออก

ของประเทศไทย ได้ใช้เพรียงหวัหอม Eudistoma sp. ที่เก็บจากเชือกกระชงัเพาะเลีย้งสัตว์น า้ในศูนย์

ศึกษาการพฒันาอ่าวคุ้งกระเบน อนัเนื่องมาจากพระราชด าริ จงัหวดัจนัทบุรี โดยน าตวัอย่างมาลด

ขนาด แล้วหมกัด้วย MeOH/CH2Cl2 (1:1) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าไปสกดัด้วยตวัท าละลาย 4 

ชนิด ได้แก่ hexane, dichloromethane, butanol และน า้ แล้วน าสารสกดัชัน้ dichloromethane ไป

แยกด้วย vacuum chromatography โดยใช้ 100%hexane และ 5%MeOH/CH2Cl2 ถึง 

50%MeOH/CH2Cl2 สามารถรวม fraction ได้ 10 fractions (EUD 1-10) จากนัน้น าไปวิเคราะห์ด้วย 

Thin layer chromatography (TLC) เพื่อหา fraction ที่น่าสนใจมาท าการแยกต่อ โดย fraction ที่

น่าสนใจ คือ EUD 2 น ามาแยกด้วยด้วย sephadex LH20 โดยใช้ MeOH เป็นตวัชะ ซึ่ง EUD 2 

สามารถแยกสารออกมาได้ 9 fractions (EUD 2-1 ถึง EUD 2-9) จากนัน้น า fractions ทัง้หมดน ามา
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วิเคราะห์ด้วย TLC และ Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer ( 1H-NMR) ซึ่งพบ fraction 

ที่น่าสนใจ คือ EUD 2-4 เนื่องจากปริมาณสารน้อยมาก จึงน าไปแยกโดยใช้ High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC) สามารถรวมได้ 4 fractions (EUD 2-4-0 ถึง EUD 2-4-3) และเม่ือ

น าไปวิเคราะห์ 1H-NMR พบสารที่น่าสนใจ คือ EUD 2-4-3 แต่เน่ืองจากสารยงัไม่บริสุทธ์ิ ประกอบกบั

ปริมาณสารมีปริมาณน้อยมากจึงไม่ได้ท าการศึกษาต่อ จึงได้เลือก fraction EUD 2-2 มาท าการศึกษา

ต่อ เพื่อแยกสารสกดัให้บริสุทธ์ิด้วยวิธี preparative TLC (SiO2; 30% EtOAC/CH2Cl2) ได้ทัง้หมด 5 

fractions (EUD 2-2-1 ถึง EUD 2-2-5) และเม่ือน าไปติดตามสัญญาณ 1H-NMR พบว่า EUD 2-2-2 

เป็นสารบริสุทธ์ิ ทัง้นีอ้ยู่ในระหว่างการแปลโครงสร้างทางเคมี  
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ABSTRACT 

The study of chemical constituents of tunicates Eudistoma sp. from the East 

coastline of Thailand. The tunicates was collected from from  Aquaculture Cage at Kung 

Krabaen Bay Development Study Center initiated by His Majesty the King, Chanthaburi 

Province. The tunicates were freeze-dried and reduced sized. The sample was exhausted 

extracted with methanol:dichloromethane (1:1) for 24 hours. The extraction was repeated 

until solvent is colorless. The crude extract was isolated by liquid-liquid extraction using 

various organic solvents to obtain hexane-, dichloromethane-, butanol-, and water extracts. 

The dichloromethane extract was further isolated using chromatographic techniques 

including vacuum chromatography, Sephadex LH20, high performance liquid 

chromatography (HPLC), and thin layer chromatography (TLC) yielded 2 compounds 

ง 
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including EUD2-4-3 (1.5 mg mixture) and pure EUD 2-2-2 (4.6 mg). The isolated 

compounds were tracked by TLC, UV, and 1H-NMR spectrum.  

The mixture of EUD2-4-3 was analyzed using GC-MS. The results showed that 9-

octadecenamide is a major component. Another EUD 2-2-2 was analyzed using 1H-NMR 

spectrum. The spectrum indicated that EUD 2-2-2 is a pure compound which is on the 

process of structure elucidation. 

The crude extracts were subjected to anti-oxidant activity using ABTS assay. The 

hexane, dichloromethane, butanol, and water extracts showed TEAC values 2.265, 22.308, 

32.792, and 12.581 mM trolox/g extract, respectively using trolox as a standard whereas 

showed VEAC values 1.061, 10.394, 17.025, and 4.243 mM ascorbic acid/g extract, 

respectively comparing to standard vitamin C.  
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บทที่ 1 

บทน า 
 
1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

เนื่องจากพืน้ผิวโลกปกคลุมด้วยมหาสมุทรมากกว่าร้อยละ 70 อีกทัง้สภาวะแวดล้อมในท้อง

ทะเลมีปัจจยัที่แตกต่างจากบนพืน้ดิน เช่น แรงดนัน า้ ความสว่าง ความเค็ม และแร่ธาตุ เป็นต้น 

ส่ิงมีชีวิตในท้องทะเลมีความหลากหลายทางชีวภาพ และมีแนวโน้มที่ส่ิงมีชีวิตเหล่านีจ้ะมีการผลิต

สารส าคญัในการด ารงชีวิตที่แตกต่างไปจากส่ิงมีชีวิตบนบก โดยเฉพาะในกลุ่มส่ิงมีชีวิตที่เคล่ือนที่ได้

ช้า หรือไม่สามารถเคล่ือนที่ได้ก็จะมีกลไกการปอ้งกันตวัเองจากผู้ล่า โดยการสร้างสารเคมีท่ีมีฤทธ์ิทาง

ชีวภาพ เช่น ฤทธ์ิต้านเชือ้รา ฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ เป็นต้น จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมี

และฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัที่ได้จากส่ิงมีชีวิตทางทะเล เช่น ปลิงทะเล ฟองน า้ ไบรโอซวั เพรียง

หวัหอม เป็นต้น พบว่ามีผลิตภณัฑ์ธรรมชาติทางทะเลหลายชนิดที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีดีจนสามารถ

พฒันาไปเป็นสารต้นแบบ (lead compound) และมีศกัยภาพที่สามารถพฒันาไปเป็นยาได้ เช่น สาร 

spongothymidine และ spongouridine เป็นสารในกลุ่ม arabinoside ที่สกดัได้ครัง้แรกจากฟองน า้ 

Tethyacrypta ซึ่งใช้เป็นต้นแบบของยา cytarabine (1)(1) และ vidarabine(2)(12) ซึ่งเป็นยารกัษา

มะเร็งและยาต้านไวรสัตามล าดบั   

Cytarabine (1)                                           Vidarabine (2) 



2 
 

นอกจากนีย้งัมีสารอีกหลายชนิดที่ได้รับการพฒันาเข้าสู่ข ัน้ clinical trial (3) เช่น bryostatin-

1 ที่ก าลังศึกษาใน clinical trial phase I, dolastatin ก าลังศึกษาใน clinical phase II/III ที่ใช้พฒันา

เป็น antibody-drug conjugate และ synthadotin ที่ก าลังถูกพฒันาเป็นยารบัประทานใน phase II 

  ปัจจุบนั ecteinascidin-743 (ET-743)(3) ที่สกดัได้จาก Ecteinascidia turbinata ทีมี่ฤทธ์ิใน

การต้านเซลล์มะเร็ง ได้ถูกน ามาพฒันาเป็นยา Yondelis® ซึ่งมีการรบัรองให้ใช้ในยุโรป รสัเซีย และ

เกาหลีใต้ ส าหรบัการรกัษามะเร็งเนือ้เย่ืออ่อน (soft tissue sarcoma) และมะเร็งเต้านมได้ (4)  

Ecteinascidin-743 (3) 

 

เพรียงหวัหอม (tunicates) เป็นสัตว์ทะเลชนิดหน่ึงท่ีมีนกัวิจยัให้ความสนใจในการศึกษาฤทธ์ิ

ทางชีวภาพเนื่องจากเพรียงหวัหอมนัน้มีระยะตวัอ่อนที่สามารถว่ายน า้ได้อย่างอิสระ แต่ในระยะที่เป็น

ตวัเต็มวยัจะด ารงชีวิตแบบเกาะติดไม่สามารถเคล่ือนที่ได้ เพรียงหวัหอมจึงจ าเป็นต้องสร้างสารเคมี

เพื่อปอ้งกนัตวัจากภยัอนัตรายซึ่งสารเคมีเหล่านีอ้าจเป็นแหล่งสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพใหม่ๆ ได้ 

จากการส ารวจสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังบริเวณกระชงัเพาะเลีย้งในโครงการในพระราชด าริ

สมเด็จพระเทพฯ บริเวณอ่าวคุ้งกระเบน จ.จนัทบุรี พบว่ามีเพรียงหวัหอม Eudistoma sp. เกาะอยู่

บริเวณสายเชือกที่กระชงัเพาะเลีย้งเป็นจ านวนมาก และเม่ือเก็บตวัอย่างเพรียงหวัหอม Eudistoma 

sp. มาสกดัและติดตามสัญญาณ 1H-NMR spectrum ในสารสกดัหยาบพบว่ามีสัญญาณบริเวณ 5-7 

ppm ซึ่งบ่งชีถึ้งโครงสร้างสารในกลุ่ม aromatic ซึ่งเป็น pharmacophore ท่ีส าคญัของสารท่ีมีฤทธ์ิทาง

ชีวภาพ นอกจากนี ้ จากรายงานการศึกษาสารเคมีที่เป็นองค์ประกอบของเพรียงหวัหอม Eudistoma 
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sp. เป็นสารกลุ่ม β-carboline alkaloids ซ่ึงมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีน่าสนใจ เช่น การต้านเชือ้แบคทีเรีย 

(5, 6) ความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxic) (7, 8) การต้านเชือ้ไวรสั (9) และ calmodulin antagonistic 

activity (10) 

แต่อย่างไรก็ตามจนถึงปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของเพรียงหัว

หอม Eudistoma sp. ที่เก็บจากพืน้ที่บริเวณชายฝ่ังภาคตะวนัออกของประเทศไทย ผู้วิจยัจึงมีความ

สนใจน าเพรียงหวัหอม Eudistoma sp. ดงักล่าวมาศึกษาองค์ประกอบทางเคมีต่อไป 

 
1.2 วัตถุประสงค์ 

เพื่อศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากเพรียงหวัหอม Eudistoma sp. ที่เก็บจากชายฝ่ังภาค

ตะวนัออกของประเทศไทยด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี 
 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 เพื่อทราบองค์ประกอบทางเคมีของเพรียงหวัหอม Eudistoma sp. 
 

1.4 กรอบแนวคิด 

 
 

 

 

 

เพรียงหัวหอม Eudistoma sp.
องค์ประกอบทางเคมีของ 

Eudistoma sp.



4 
 

1.5 ขอบเขตงานวิจัย 

1.   เพรียงหวัหอม Eudistoma sp. จากกระชงัเพาะเลีย้งในศูนย์ศึกษาการพฒันาอ่าวคุ้ง

กระเบน อนัเนื่องมาจากพระราชด าริ จงัหวดัจนัทบุรี 

2.   การศึกษานีมุ่้งเน้นการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารที่เป็นองค์ประกอบจาก 

Eudistoma sp. 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 

 
ในการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของเพรียงหัวหอม Eudistoma sp. ทางชายฝ่ังภาค

ตะวนัออก ของประเทศไทย ต้องอาศยัความรู้ ความเข้าใจในเร่ืองของลักษณะทางชีวภาพของเพรียง

หวัหอม และงานวิจยัที่เก่ียวข้องใน genus Eudistoma ดงันี ้
 

2.1 ลักษณะทางชีวภาพของเพรียงหัวหอม 

เพรียงหวัหอม (tunicates, ascidians) เป็นส่ิงชีวิตที่ไม่มีกระดูกสันหลังในไฟลัม Chordata 

ซึ่งพบแพร่กระจายอยู่ทัว่โลก โดยลักษณะทางชีวภาพของเพรียงหวัหอมนัน้มีการด ารงชีวิตโดยการ

เกาะติดอยู่ตามแนวปะการงั มีลักษณะทัว่ไปดงัภาพท่ี 1 จดัเป็นสัตว์ทะเลที่มีวิวฒันาการทางด้าน

รูปร่างและอวยัวะภายในสูงในกลุ่มสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง โดยมีทัง้ด ารงชีวิตแบบโดดเดี่ยว แบบกลุ่ม 

หรือแบบกลุ่มเปลือกหุ้มเดียวกนั และเกาะติดกบัหินใต้น า้ เพรียงหวัหอมกินอาหารโดยการกรอง (filter 

feeder) อาหารที่เป็นแพลงก์ตอนที่อยู่ในน า้ โดยเพรียงหวัหอม (tunicate) เป็นส่ิงมีชีวิตที่จดัอยู่ใน

อนุกรมวิธานดงัต่อไปนี ้

Phylum Chordata 

Subphylum Urochordata 

Class Ascidiacea 
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ภาพท่ี 1 ลักษณะทัว่ไปของเพรียงหวัหอม 

 

2.1.1 ผนังตัว 

เพรียงหวัหอม มีผนงัตวัเป็น แมนเทิล (mantle) ซึ่งประกอบด้วย 

  1) เย่ือบุผิว (Epidermis) เป็นเย่ือบางๆท าหน้าที่สร้างทูนิค (tunic) ห่อหุ้มตวั ทูนิคมี 

fibrous maxtrix ซึ่งส่วนประกอบส่วนใหญ่เป็นสารคล้ายเซลลูโลสที่เรียกว่า ทูนิซิน (tunicin) มี

องค์ประกอบร่วมเป็นเกลือ กบัโปรตีน มีการตกตะกอนของสารหินปูนเป็นสปิคูล (spicule) ฝังอยู่ในทู

นิค และบางชนิดมีเซลล์จากมีเซนไคม (mesenchyme) เข้ามาอยู่และเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ที่มีรงค

วตัถุ (pigment cell) หรือเซลล์รูปดาว หรือเซลล์ที่มีช่องว่างมาก และอาจสร้างสปิคูลที่สโตลอน ท าให้

ทูนิคส่วนที่ใช้ในการยึดเกาะมกัมีลักษณะขรุขระ หรือเป็นตุ่ม มีแขนงย่ืนออกไปเป็นสโตลอน ทูนิคอาจ

มีสีหรือลักษณะคล้ายหินอ่อน บางชนิดใสมองเห็นสีของอวยัวะภายใน 
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2) เย่ือเก่ียวพนั (Connective tissue) เป็นชัน้ที่หนามีกล้ามเนือ้เรียงตวัในทิศทาง

ต่างๆ และที่ท่อน า้จะมีกล้ามเนือ้หูรูด (sphinctor muscle) ที่แข็งแรง ในท่อน า้บุด้วยทูนิคและ

เย่ือบุผิว 

2.1.2 โภชนาการและการหมุนเวียนน า้ 

 เพรียงหวัหอมกินอาหารโดยการกรอง (filter feeder) อาหารที่เป็นแพลงก์ตอนที่อยู่ในน า้ 

ทางเดินอาหารประกอบด้วย 

  1) ช่องปากอยู่ภายในท่อน า้เข้า มีหนวดรอบปากเพื่อปอ้งกนัไม่ให้วตัถุขนาดใหญ่

หลุดเข้าไป ผนงัของท่อที่เข้าและออกบุด้วยเย่ือบุผิวและทูนิค 

  2) คอหอยเป็นอวยัวะขนาดใหญ่ที่สุด เร่ิมจากบริเวณใต้หนวดลงไป ลักษณะของคอ

หอยอาจเป็นทรงกระบอกหรือแบนทางด้านข้าง ผนงัของคอหอยด้านหน้าและด้านท้องยึดติดกบัผนงั

ตวัและที่ผนงัด้านในจะเป็นร่อง เรียกว่า เอนโดสไตล์ (endostyle) ผนงัด้านข้างของร่องจะมีขน (cilia) 

ตอนกลางร่องบุด้วยเซลล์สร้างเมือกและแถวของขนตอนกลางผนงัของคอหอยมีช่องเปิดแบบรอยขีด 

เป็นจ านวนมากเรียงตวัอย่างมีระเบียบคือ ช่องเหงือก (gill slit) หรือสติกมาตา (stigmata) น า้ออกจาก

คอหอยทางช่องนี ้ ช่องเหงือกมีขนบุอยู่ ขนจะท าให้เกิดการไหลเวียนของกระแสน า้โดยน า้เข้าทางท่อ

น า้เข้าผ่านฟาริงซ์ออกมาที่ช่องล าตวัรอบคอหอยที่เรียกว่า atrium แล้วออกจากตวัทางท่อน า้ออก การ

หมุนเวียนน า้จะให้ประโยชน์ในเร่ืองโภชนาการ การหายใจ การจบัถ่ายและการสืบพนัธ์ุ ส่วนเมือกที่

สร้างจากร่องขนจะเคล่ือนไหวออกมาเป็นแผ่นเมือก เวลาเคล่ือนผ่านช่องเหงือกจะเก็บ เอาอาหารที่ถูก

กกัอยู่ที่ช่องเหงือกแล้วเคล่ือนไหลไปยงัผนงัด้านหลัง ก่ึงกลางของผนงัด้านหลังจะมีสันตามยาว 

เรียกว่า ดอร์ซลั ลามินา (dorsal lamina) หรืออาจเป็นแถวของหนวดที่เรียกว่า แลนเควท (lanquet) 

อาหารเคล่ือนตามสันนีล้งไปตอนท้ายเข้าสู่หลอดอาหาร 

  3) หลอดอาหาร เป็นท่อเล็กๆ อยู่ติดทางด้านหลังของคอหอย 

  4) กระเพาะอาหาร เป็นท่อต่อจากหลอดอาหาร มีการย่อยอาหารนอกเซลล์ 

  5) ล าไส้ ยาว และวกกลับขึน้ไปทางด้านหน้าไปเปิดออกที่ท่อน า้ออก การดูดซึมเกิดที่

ล าไส้ 
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  6) ทวารหนกัอยู่ใต้ท่อน า้ออก น า้กรองออกจากคอหอยทางด้านช่องเหงือก ผนงัรอบ

ช่องเหงือกประกอบด้วย ผนงัในแนวขวางหรือ transverse bar และผนงัในแนวตัง้คือ longitudinal 

bar ภายในผนงัคอหอยจะมีท่อทางเดินของเลือด (blood channel) แตกแขนงอยู่ตามขอบช่องเหงือก 

เวลาที่น า้ผ่านออกมาจากคอหอย จะมีการแลกเปล่ียนแก๊สระหว่างน า้กบัท่อทางเดินของเลือดเหล่านี  ้

2.1.3 ระบบขับถ่าย 

  ของเสียส่วนใหญ่ 90% เป็นแอมโมเนียซึ่งจะถูกก าจดัผ่านออกทางคอหอย ทูนิค หรือ

ผิวของอวยัวะอ่ืนๆ อะมีโบไซท์ เคล่ือนที่ไปเกาะที่ผิวของอวยัวะภายใน โดยเฉพาะอวัยวะทางเดิน

อาหารและระบบสืบพนัธ์ุ ซึ่งจะเกาะอยู่ตลอดชีวิต 

2.1.4 ระบบหมุนเวียน 

  เพรียงหวัหอมมีระบบการไหลเวียนเลือดแบบเปิด เลือดของเพรียงหวัหอมไม่มีรงค

วตัถุในการหายใจ แต่มีอะมีโบไซท์อยู่มากโดยหัวใจมีท่อสัน้ๆ อยู่ในแอ่งหวัใจที่บริเวณของห่วงของ

ทางเดินอาหาร หวัใจเกิดจากการโป่งย่ืนออกมาจากเย่ือหุ้มหัวใจ หวัใจวางตวัตามในแนวหลัง -ท้อง ซึ่ง

เส้นเลือดที่ออกจากหวัใจด้านท้องคือ subendostyle vessel อยู่ที่ผนงัด้านท้องของคอหอยยาวขึน้ไป

ด้านหน้า เส้นเลือดนีจ้ะแตกแขนงเป็นท่อเลือดเข้าไปในผนงัคอหอย (pharyngeal channel) ซึ่งจะ

รวมกนัเข้าสู่ medial dorsal sinus อยู่ใต้ dorsal lamina เส้นเลือดนีจ้ะแตกแขนงเข้าไปในอวยัวะ

ภายในต่างๆ แล้วรวมเข้าเป็น dorsal abdominal sinus เข้าสู่หวัใจ เพรียงหวัหอมมีการไหลเวียนเลือด

ได้ทัง้ 2 ทิศทาง เช่น ถ้าฉีดเลือดออกทางด้านท้องแล้วพกัสักครู่ก่อนจะสูบฉีดเลือดออกทางด้านหลัง

สลับกนั  

2.1.5 ช่องตัว เพรียงหวัหอมไม่มีช่องตวัแท้จริง เนื่องจากช่องตวัหายไปในระหว่าง

วิวฒันาการ ช่องตวัที่เหลืออยู่ คือ ช่องว่างรอบหวัใจและอิพิคาร์เดียม (epicardium) ซึ่งอิพิคาร์เดียม

พฒันามาจากเย่ือชัน้ในมีลักษณะเป็นท่อที่ขนานกับทางเดินอาหาร แต่ยงัไม่ทราบหน้าที่ที่แท้จริง 

2.1.6 ระบบประสาท 

  คอร์เดตทุกชนิดจะต้องมีโครงสร้างของเส้นประสาทที่มีลักษณะเป็นท่อยาวตลอด

ล าตวัทางด้านหลัง โดยเส้นประสาททางด้านหวัอาจเปล่ียนแปลงไปเป็นสมอง ส่วนเส้นประสาท
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ทางด้านท้ายเจริญไปเป็นไขสันหลัง (spinal cord) การเกิดระบบประสาทนีจ้ะเกิดขึน้ในระยะตวัอ่อน

โดยการม้วนตวัเข้าหากนัของเนือ้เย่ือชัน้เอคโตเดิร์มทางด้านหลังกลายเป็นท่อฝังอยู่ใต้ผิวหนงั  

2.1.7 การสืบพันธุ์ 

การสืบพนัธ์ุมีทัง้การสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศ เพรียงหวัหอมส่วนใหญ่มีเพศ

รวม และมกัจะมีอณัฑะและรงัไข่อย่างละ 1 อนั โดยทัว่ไปรงัไข่จะอยู่บริเวณเหนือกระเพาะอาหารมี

ลักษณะเป็นถุง ส่วนอณัฑะจะอยู่ถดัลงมา ท่อน าไข่ (oviduct) และท่อน า้สเปิร์ม (sperm duct) เป็น

ท่อขนานกนัไปเปิดออกที่ห้องหวัใจ  

เพรียงหวัหอมที่อยู่ตวัเดียวมีการสร้างไข่ที่ มีไข่แดงน้อย การปฎิสนธิเกิดนอกตวัในน า้ทะเลจะ

ได้ ตวัอ่อนของเพรียงหวัหอมที่มีลักษณะคล้ายลูกอ๊อดของกบ จึงเรียกว่าตวัอ่อนลูกอ๊อด (tadpole 

larva) ส่วนการสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ เป็นการแตกหน่อท าให้เกิดโคโลนี แต่ละตวัในโคโลนีมีขนาด

เล็กแต่เม่ืออยู่รวมกนัจะเป็นโคโลนีขนาดใหญ่ 

 

2.2 องค์ประกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของ Eudistoma sp. 

เพรียงหวัหอม genus Eudistoma มีรายงานการศึกษาว่าพบสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพเป็น

จ านวนมาก โดยมีโครงสร้างทางเคมีหลักเป็นสารกลุ่ม β-carboline โดย Rinehart et al., 1987 (9) ได้

น าเพรียงหวัหอม Eudistoma olivaceum ที่เก็บจากบริเวณเขตน า้ตืน้ในประเทศเม็กซิโก ประเทศเบ

ลีซ และรฐัฟลอริดา มาสกดัพบสาร 17 สาร คือ eudistomins A-Q (4-19) ที่มีโครงสร้างเป็น              

β-carboline  
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A (4)  R1 = OH     R2 = Br 

M (5) R1 = OH     R2 = H  

C (6) R1 = H     R2 = OH     R3 = Br     R4 = H    

E (7) R1 = Br    R2 = OH     R3 = H      R4 = H 

   F (8) R1 = H     R2 = OH     R3 = Br     R4 = C2H3O2 

K (9) R1 = H     R2 = H        R3 = Br    R4 = H 

 L (10) R1 = H     R2 = Br       R3 = H       G (15)  R1 = H     R2 = Br 

D (11) R1 = Br     R2 = OH     R3 = H   H (16) R1 = Br    R2 = H 

J (12) R1 = H      R2 = OH     R3 = Br   I (17) R1 = H     R2 = H 

N (13) R1 = H      R2 = Br       R3 = H    P (18) R1 = H     R2 = Br 

O (14) R1 = H      R2 = H        R3 = Br      Q (19) R1 = OH   R2 = H 

        

โครงสร้างของ eudistomins A-Q (4-19) 
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เม่ือศึกษาฤทธ์ิทางชีววิทยาของ eudistomins A-Q (4-19) เพื่อดูฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญของ

เชือ้ Herpes simplex type 1 (HSV-1) โดยทดลองในเซลล์ CV-1 ซึ่งเป็นเนือ้เย่ือที่ไตของลิง ผลการ

ทดสอบโดยการท า HSV-1 assay พบว่าสารท่ีมีฤทธ์ิแรงในการยบัยัง้เชือ้ HSV-1 มากที่สุด คือกลุ่มที่มี 

oxathiazepine ring และมี phenolic hydroxy group คือ eudistomins C (50 ng/disk) และ E (50 

ng/disk) สารท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้รองลงมา ได้แก่ eudistomins H, P, D และ N(+O) เท่ากบั 500 

ng/disk และสารท่ีไม่มีฤทธ์ิในการยบัยัง้เชือ้ HSV-1 ได้แก่ A และ B  

Schupp et al., 2003 (6) พบสารที่มีโครงสร้างหลักเป็น β-carboline 2 ชนิด คือ 

eudistomins W (20), X (21) ที่ได้จาก Eudistoma sp. หมู่เกาะแคโรไลน์ ประเทศไมโคนีเซีย เม่ือ

น ามาทดสอบโดยวดัโซนใส (zone of inhibition) ของ eudistomidin X ที่มีความเข้มข้น 5 และ 10 

µg/disk ตามล าดบั พบว่ามีฤทธ์ิ antibiotic ต่อเชือ้ Bacillus subtilis (17 และ 18 mm), 

Staphyloccocus aureus (11 และ 12 mm), Escherichia coli (15 และ 20 mm) และมีฤทธ์ิ 

fungicidal ต่อเชือ้ Candida albicans (17 and 18 mm) ในขณะที่ eudistomin W ไม่พบฤทธ์ิ 

antibiotic แต่มีฤทธ์ิ selective ต่อเชือ้ C. albicans ที่ zone of inhibition 13 mm เม่ือให้ความเข้มข้น 

eudistomin W เท่ากบั 10 µg/disk 

 

      (20)                                                 (21) 

 

โครงสร้างของ eudistomin W (20) และ  X (21) 
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Takayashi et al. 2010 (8) พบสารที่เป็นโครงสร้าง β-carboline alkaloid คือ eudistomidin 

G (22) จาก Eudistoma glaucus จากเกาะในเมือง Okinawa ประเทศญ่ีปุ่น แต่ยงัไม่มีการศึกษาฤทธ์ิ

ทางชีวภาพของสารชนิดนี ้

 

 
(22) 

โครงสร้างของ eudistomidin G 

 

Suzuki et al. 2011 (11) พบสารที่มีโครงสร้างหลักเป็น β-carboline alkaloids 4 ชนิด คือ 

eudistomidins H–K (23-26) ที่ได้จาก Eudistoma glaucus จากเกาะในเมือง Okinawa ประเทศ

ญ่ีปุ่น และเม่ือน ามาตรวจสอบฤทธ์ิ cytotoxicity ต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว P388, L1210 และ 

human epidermoid carcinoma cells KB  พบว่า eudistomidin J มีความเป็นพิษต่อเซลล์ที่แรง

ต่อเซลล์ P388, L1210 และ human epidermoid carcinoma cells KB โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 

0.043, 0.047 และ 0.063 μg/mL ตามล าดบั ในขณะที่ eudistomidins H, I และ K ไม่มีฤทธ์ิ IC50 

>10.0 μg/mL 
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(23)                       (24) 

  

  

  (25)                     (26) 

  

 โครงสร้างของ eudistomidins H–K (23-26) 

 

Wang et al. 2008 (5) ได้น า Eudistoma sp. ที่เก็บจากเมือง Tong-Yeong ประเทศเกาหลีใต้

มาสกดัพบสาร eudistomidin Y1-Y7 (27-33) ซ่ึงจากการศึกษาฤทธ์ิการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียโดยการวดั

ค่าความเข้มข้นต ่าสุดที่สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ (MIC) พบว่า eudistomidin Y6 มีฤทธ์ิยบัยัง้

เชือ้แบคทีเรียในระดบักลางต่อแบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus epidermidis และ Bacillus 

subtilis โดยมีค่า MICs เท่ากบั 12.5 และ 25 μg ตามล าดบั 
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Y1 (27)       R1=H R2=H R3=H R4=H 

Y2 (28)       R1=Br   R2=H R3=H R4=H 

Y3 (29)       R1=H R2=H R3=Br   R4=H 

Y4 (30)       R1=Br   R2=H R3=Br   R4=H 

Y5 (31)       R1=H R2=H R3=Br   R4=Br 

Y6 (32)         R1=Br   R2=H R3=Br   R4=Br 

Y7 (33)  R1=H    R2=Br R3=Br   R4=Br 

 

โครงสร้างของ eudistomidins Y1-Y7  (27-33) 
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นอกจากนีย้งัมีรายงานการพบสารที่มีโครงสร้างชนิดอ่ืนในเพรียงหัวหอม โดย Viracaoundin et 

al., 2001 (12) พบ segoline C (34) และ A (35) ที่มีโครงสร้างเป็น tetracyclic benzo-3,6 

diazaphenanthroline ring system ที่ได้จาก Eudistoma bituminis ที่พบใน Mayotte lagoon ทาง

ตะวนัตกเฉียงเหนือของ Madagascar 

                   (34)                                      (35) 

 

     โครงสร้าง segoline C (34) และ A (35) 

Davis et al., 2003 (13) พบสารที่มีโครงสร้างเป็น pyrrolopyrimidine alkaloid คือ rigidin E 

(36) ที่พบจาก Eudistoma sp. ประเทศปาปัวนิวกินี 

(36) 

โครงสร้างของ rigidin E (36) 
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Makarieva et al., 1999 (14) พบ ergoline alkaloid คือ picobin (37) จาก Eudistoma sp. ซึ่งมี

โครงสร้างเป็น (8β)-2-bromo-6,8-dimethylergoline และเม่ือทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพพบว่ามีความ

เป็นพิษต่อเซลล์ระดบัปานกลางต่อ Ehrlich carcinoma cells ในหนูทดลองมีค่า ED50 12.5 μg/mL 

(37) 

โครงสร้างของ picobin (37) 

 

ในประเทศไทยได้มีรายงานการค้นพบเพรียงหวัหอมใน genus Ecteinascidia คือ  

Ecteinascidia thurstoni บริเวณชายฝ่ังทะเลอนัดามนั จงัหวดัภูเก็ต โดย Suwanborirux et al., 2002 

(15) พบ Ecteinascidins (Et) 770 (38) และ 786 (39) จากเพรียงหวัหอมชนิดนี ้ ซึ่งมีลักษณะ

โครงสร้างทางเคมีที่ใกล้เคียงกบัสาร Et 743 (40) (Trabectedin, Yondelis) ที่พบใน Ecteinascidia 

turbinata ในแถบทะเลแคริเบียน และมีความเป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งปัจจุบนัมีการพฒันาเป็นยาบ าบดั

มะเร็งได้ส าเร็จ และได้น ามาทดลองใช้กบัผู้ป่วยภายในโรงพยาบาล โดยยา Yondelis® ถูกอนุมตัิให้ใช้

ในยุโรป รสัเซีย และเกาหลีใต้ เพื่อใช้ส าหรบัรกัษามะเร็งเนือ้เย่ืออ่อน (soft tissue sarcoma) และ

มะเร็งเต้านม นอกจากนีใ้นประเทศไทยยงัได้มีการศึกษาชีววิทยาของเพรียงหวัหอม Ecteinascidia 

thurstoni เพื่อการเพาะเลีย้ง (16) และมีการศึกษาเก่ียวกบัสาร Ecteinascidins 770 and 786 ที่ได้

จากเพรียงหวัหอม Ecteinascidia thurstoni บริเวณชายฝ่ังทะเลอนัดามนั จงัหวดัภูเก็ต   
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ecteinascidins 

770 (38):     R = Me X = CN Y = none 

786 (39):        R = Me X = CN Y = O 

743 (40):        R = Me X = OH Y = none 

โครงสร้างของ ecteinaxcidins 770(1), 786(2) และ 743(3)  

 

จนถึงปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของเพรียงหัวหอม genus 

Eudistoma ในประเทศไทย 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินงานวิจัย 
 

3.1 เคร่ืองมือ อุปกรณ์และสารเคมี 

3.1.1 ส่ิงมีชีวิตท่ีใช้ศึกษา  

เพรียงหวัหอม (Eudistoma sp.) จากกระชงัเพาะเลีย้งในศูนย์ศึกษาการพฒันาอ่าวคุ้งกระเบน อนั

เนื่องมาจากพระราชด าริ จงัหวดัจนัทบุรี ที่เกาะอยู่บนเชือกที่ระดบัความลึก 2-5 เมตร 

3.1.2 สารเคมี 

1) Methanol 

2) Dichloromethane grade AR 

3) Haxane grade AR 

4) Butanol 

5) Acetonitrile 

6) Acetic acid 

7) Ethyl acetate 

8) TLC silica gel ย่ีห้อ Silicycle UltraPure SILICA GELS 

9) TLC C18 ย่ีห้อ Silicycle UltraPure SILICA GELS 

10)  Sephadex LH-20 

11)  Silica gel 60 (0.063 - 0.200 mm) for column chromatography ย่ีห้อ MERCK 

12)  HPLC Column VertiSepTM GES C18 4.6×150 mm ขนาด 5 µm 

13) Dragendorff’s reagent 

14) Anisaldehyde reagent 

15) Iodine 
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3.1.3 เคร่ืองมือ 

1) เคร่ือง freeze dry ย่ีห้อ LABCONCO รุ่น LCC-1-7382030 

2) เคร่ือง rotary evaporator ย่ีห้อ Buchi Multivapor รุ่น P-6 

3) เคร่ืองชัง่น า้หนกั 2 ต าแหน่ง ย่ีห้อ Mettler Toledo รุ่น MS 3002S 

4) เคร่ืองชัง่น า้หนกั 4 ต าแหน่ง ย่ีห้อ Mettler Toledo รุ่น MS 204 

5) เคร่ือง HPLC ย่ีห้อ Agilent รุ่น 1200 Infinity Series 

6) เคร่ือง NMR 400 MHz ย่ีห้อ Bruker Ultrashield 

7) เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (UV visible spectrophotometry) ย่ีห้อ CAMAG 
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3.2 วิธีวิจัย 

 

 

ภาพท่ี 2 แผนผังข ัน้ตอนการท าวิจยั 
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3.3 การเก็บตัวอย่างเพรียงหัวหอม Eudistoma sp. 

เพรียงหวัหอม Eudistoma sp. เก็บตวัอย่างจากเชือกกระชงัเพาะเลีย้งสัตว์น า้โครงการสมเด็จ

พระเทพฯ บริเวณอ่าวคุ้งกระเบน จงัหวดัจนัทบุรี ในช่วงเดือนพฤศจิกายน ปี พ.ศ. 2559 โดยหลังจาก

น าขึน้จากน า้ได้น าตวัอย่างแช่ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสทนัที จนกระทัง่ถึงห้องปฏิบตัิการ จึงน ามา

เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกระทัง่น าตวัอย่างมาสกดั 

ท าการพิสูจน์เอกลักษณ์เบือ้งต้นโดยใช้การเทียบลักษณะภายนอกของเพรียงหวัหอมกับ

รายงานการศึกษาเดิม และแบ่งตวัอย่างเพรียงหวัหอม Eudistoma sp. บางส่วนแช่ในสารละลาย 

ethanol ร้อยละ 70 (voucher specimen) เพื่อส่งพิสูจน์เอกลักษณ์ โดยผู้เชี่ยวชาญต่อไป 

 

3.4 การเตรียมสารสกัด Eudistoma sp. 

การเตรียมสารสกดั Eudistoma sp. มีข ัน้ตอนการเตรียม ดงัแสดงในภาพท่ี 3 โดยเร่ิมจากน า

ตวัอย่างมาคดัแยกส่ิงแปลกปลอม เช่น เปลือกปู แล้วท าให้แห้งด้วยวิธีการ freeze dry  ที่อุณหภูมิ       

-102 องศาเซลเซียส ความดนั 0.006 mbar จากนัน้น ามาลดขนาด แล้วน าตวัอย่างมาหมกั 

(maceration) ด้วย methanol และ dichloromethane (1:1) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าสารสกดัที่

ได้มากรองแยกกาก โดยขณะที่หมกันัน้ให้เก็บไว้ในที่เย็นและมืดเพื่อปอ้งกนัไม่ให้สารสลายตวั และท า

การหมกัซ า้จนกว่าตวัท าละลายที่ใช้หมกัจะใส จากนัน้น าไประเหยตวัท าละลายออกด้วยเคร่ือง rotary 

evaporator ได้สารสกดัหยาบ MeOH:CH2Cl2 น าไปแช่เก็บไว้ในตู้ เย็นที่ อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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ภาพท่ี 3 แผนภาพแสดงการเตรียมสารสกดั Eudistoma sp. 

 

 สูตรการหาค านวณหาค่า % yield ของสารสกดั เป็นการเปรียบเทียบปริมาณสารสกดัที่ได้กับ

ปริมาณสารตัง้ต้น เพื่อท าให้ทราบต้นทุนการผลิตในแต่ละครัง้ 

% yield (w/w) = (น า้หนกัของสารสกดั / น า้หนกัแห้งของสาร) ✕ 100 

 

3.5 การสกัดแยกส่วนด้วยตัวท าละลาย (liquid-liquid extraction)  

การสกดัแยกส่วนด้วยตวัท าละลายเป็นเทคนิคการสกดัแยกสารสกดัหยาบด้วยตัวท าละลายที่

มีความเป็นขัว้แตกต่างกนั ได้แก่ hexane, dichloromethane, buthanol และน า้ โดยมีแนวทางในการ

สกดัดงัภาพท่ี 4 

 

คดัแยกส่ิงแปลกปลอมออกจากตวัอย่าง Eudistoma sp.

ท าแห้งโดยใช้เคร่ือง freeze dry จนกว่าตวัอย่างจะแห้งทัง้หมด ที่อุณหภูมิ       
-102 องศาเซลเซียส ความดนั 0.006 mbar

ลดขนาดตวัอย่างเพรียงหวัหอม

หมกัด้วย methanol และ dichloromethane (1:1) แล้วกรอง และหมกัซ า้
จนกว่าจะสีของสารสกดัใส 

ระเหยตวัท าละลายโดยใช้เคร่ือง rotary evaporator

ได้สารสกดัหยาบ แช่เก็บไว้ในตู้ เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
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ภาพท่ี 4 แนวทางการสกดัตวัอย่างด้วยวิธี liquid/liquid extraction 

  

วิธีสกดัด้วยตวัท าละลายแบบ liquid/liquid extraction น าสารสกดัที่ได้จากการหมกัด้วย 

MeOH/CH2Cl2 (1:1) ละลายด้วย 90% MeOH ใส่ลงในกรวยแยก (separating funnel) และเติม

สารละลาย hexane ให้ปริมาตรรวมเป็น ¾ ของปริมาตรกรวยแยก จากนัน้ปิดจุกเขย่าเพื่อให้ตวัท า

ละลายทัง้สองมีผิวสัมผัสกนัให้มากที่สุด และเปิด stopcock เพื่อลดความดนัเป็นครัง้คราว รอให้สาร

ผสมแยกออกจากกนัแล้วจึงไขเก็บสารละลายชัน้ hexane จากนัน้สกดัชัน้ 90%MeOH ซ า้ด้วย 

hexane จนกว่าชัน้ของสารละลาย hexane ใส น าสารละลาย hexane ทัง้หมดมารวมกนัแล้วระเหยให้

แห้งด้วย rotary evaporator ได้สารสกดัชัน้ hexane น าเอาชัน้ 90% MeOH หลังจากการสกดัด้วย 

hexane มาท าการเจือจางด้วยน า้ให้มีความเข้มข้นของสารละลายเพื่อใช้ในการสกดัเป็น 66% MeOH 

แล้วจึงท าการสกดัตวัอย่างด้วย dichloromethane เม่ือสารผสมแยกออกจากกนั จึงไขเก็บชัน้ 

dichloromethane และท าการสกดัซ า้จนกระทัง่สารละลายชัน้ dichloromethane ใส น าสารละลาย

ชัน้ dichloromethane ทัง้หมดรวมกนั ระเหยแห้งจะได้สารสกดัในชัน้ dichloromethane จากนัน้น า

สารสกดั 66% MeOH ที่เหลือไประเหยตวัท าละลาย methanol ออกจนหมดโดยใช้เคร่ือง rotary 

evaporator แล้วน ามาสกดัแยกด้วย butanol จนกว่าสารละลายชัน้ butanol ใส จะได้สารสกดัชัน้ 

buthanol และสารสกดัชัน้น า้ ตามล าดบั 
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สารสกดัในแต่ละชัน้ได้ตรวจสอบสารส าคญัด้วยวิธี Thin layer Chromatography (TLC)  โดย

ใช้ระบบ 10% MeOH/CH2Cl2 และน าไปตรวจสอบด้วย UV visible spectrophotometry ทีค่วามยาว

คล่ืน 254 nm และ 366 nm โดยใช้ dragendroff spray reagent และ iodine chamber เพื่อ

ตรวจสอบคุณสมบตัิเบือ้งต้นของสาร 

 

3.6 การแยกสารสกัดด้วย vacuum chromatography 

น าสารสกดัในชัน้ dichloromethane ของ Eudistoma sp. มาแยกออกเป็นส่วนๆ ด้วยวิธี 

vacuum chromatography โดยใช้ silica gel 60 คอลัมน์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9.5 เซนติเมตร ใช้

ระบบตวัท าละลาย hexane, 5% MeOH/ CH2Cl2, 10% MeOH/ CH2Cl2, 15% MeOH/ CH2Cl2, 

ตามล าดบัในการแยกสาร จนกระทัง่สารละลายที่ได้ในตวัท าละลายแต่ละระบบใส จากนัน้ใช้        

20% MeOH/ CH2Cl2 และ 50% MeOH/ CH2Cl2 ตามล าดบัจนกระทัง่ไม่มีสารติดอยู่บน silica gel จา

ท าการติดตามสารในแต่ละ fraction ด้วย TLC silica gel โดยใช้ mobile phase ที่เหมาะสมคือ 10% 

MeOH/ CH2Cl2 และท าการรวม fraction ที่มี spot บน TLC คล้ายกนัเข้าด้วยกนั จากนัน้น ามา

ระเหยให้แห้งด้วยเคร่ือง rotary evaporator และชัง่น า้หนกัแต่ fraction ท าการติดตามสารส าคญัด้วย 

TLC โดยใช้ UV visible spectrophotometry ทีค่วามยาวคล่ืน 254 nm และ 366 nm โดยใช้ 

Dragendroff’s spray reagent และ iodine chamber เพื่อตรวจสอบคุณสมบตัิสารเบือ้งต้น และ

ติดตามสัญญาณ 1H-NMR 400 MHz โดยใช้ CDCl3 เป็นตวัท าละลาย 

 

3.7 การแยกสารสกัด โดยใช้ sephadex LH20  
 การแยกสารสกดัโดยใช้ sephadex LH20 เป็นการแยกด้วยวิธี size exclusion โดยน าส่วน
สกดั EUD 2 ที่ได้จากการสกดัด้วย vacuum chromatography มาแยกด้วย sephadex LH-20 
column chromatography โดยใช้ methanol เป็นตวัชะสาร (eluting solvent) ท าการเก็บ fraction 
ตามสีที่ปรากฏ ชะจนกระทัง่ไม่มีสารติดอยู่บน sephadex จากนัน้ติดตามสารส าคญัด้วย TLC silica 
gel โดยใช้ mobile phase ที่เหมาะสมคือ 10% MeOH/ CH2Cl2 และท าการรวม fraction ที่ได้โดย
สังเกต spot ของสารที่คล้ายกนับน TLC จากนัน้น ามาระเหยให้แห้งด้วยเคร่ือง rotary evaporator 
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และชัง่น า้หนกัแต่ละ fraction แล้วติดตามสารส าคญัด้วย TLC โดยการทดสอบโดย UV visible 
spectrophotometry ทีค่วามยาวคล่ืน 254 nm และ 366 nm และติดตามสัญญาณ 1H-NMR 400 
MHz โดยใช้ CDCl3 เป็นตวัท าละลาย 
 
3.8 การแยกสารสกัดโดยใช้ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

ส าหรบัการแยกสกดัสาร EUD 2-4 ที่ได้จากการแยกสารสกดัด้วยวิธี sephadex LH20 โดยใช้ 
HPLC Column VertiSepTM GES C18 4.6×150 mm ขนาด 5 µm และ mobile phase : gradient 
50% acetonitrile/H2O ถึง 100% acetonitrile เป็นเวลา 15 นาที อตัราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที และ 

absorbance wavelength ที ่254 nm จากนัน้น าสารสกดัที่แยกได้น ามาระเหยให้แห้งด้วยเคร่ือง 
rotary evaporator และชัง่น า้หนกัแต่ละ fraction และติดตามสัญญาณ 1H-NMR 400 MHz โดยใช้ 
CDCl3 เป็นตวัท าละลาย 
 
3.9 การแยกสกัดด้วยวิธ ีpreparative thin layer chromatography (TLC) 

ในงานวิจยันีจ้ึงได้ท าการแยกสารสกดั EUD 2-2 ที่ได้จากการแยกสารสกดัด้วยวิธี sephadex 
LH20 ด้วยเทคนิค preparative TLC silica gel โดยใช้ระบบ 30% ethyl acetate/CH2Cl2 และท าการ
ตดัแผ่น TLC ในบริเวณที่มีแถบของสารขึน้ไป จากนัน้ขูดบริเวณหน้าแผ่น TLC และชะสารออกจาก 
silica gel ด้วย ethyl acetate จนสารออกหมด จากนัน้น าสารสกดัที่แยกได้ไประเหยให้แห้งด้วยเคร่ือง 
rotary evaporator และชัง่น า้หนกัแต่ละ fraction และติดตามสัญญาณ 1H-NMR 400 MHz โดยใช้ 
CDCl3 เป็นตวัท าละลาย 

 
3.10 การพิสูจน์โครงสร้างของสารบริสุทธ์ิ 

สารสกดัและสารบริสุทธ์ิท่ีได้ น ามาตรวจสอบโครงสร้างด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี ได้แก่ 
เทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกส์เรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (Nuclear Magnetic Resonance 
Spectroscopy; NMR), อินฟาเรดสเปกโทรสโกปี (Infrared Spectroscopy; IR), เคร่ืองวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงของสาร (UV-visible spectrophotometer; UV-Vis) และ Electrospray Ionization Mass 
Spectrometer; (ESI-MS) 
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3.11 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (ABTS)   

            เป็นการทดสอบเพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกดัโดยใช้

วิธีการวิเคราะห์ด้วย ABTS โดยท าการเตรียมสารละลาย ABTS (DI) ความเข้นข้น 7 mM , Potassium 

persulfate (DI) ความเข้นข้น 2.4 mM ต่อจากนัน้ท าการผสมสารละลาย ABTS กบัสารละลาย 

Potassium persulfate ในอตัราส่วน 1:0.5 ตัง้ทิง้ไว้ในที่มืดประมาณ 12-16 ชัว่โมง ก่อนน าไปใช้ 

หลังจากนัน้ท าการเจือจางสารละลาย ABTS ด้วยน า้ 200 ml ให้มีค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.7-

0.8 ต่อจากนัน้ท าการเตรียมสารละลายมาตรฐาน ได้แก่ vitamin C และ trolox ตามความเข้มข้น ดงันี ้

0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mM ต่อจากนัน้ท าการเตรียมสารตวัอย่างในเอทานอลแล้วปิเปตสารตวัอย่าง

มา 100 µl  แล้วเติมสารละลาย ABTS 10 ml เขย่าให้เข้ากนัและตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา 5 นาที น าไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 734 nm น ามาค านวณสมบตัิต้านอนุมูลอิสระ ABTS โดย

เปรียบเทียบค่าที่ได้กับกราฟมาตรฐานของสารละลาย Trolox และ vitamin c แสดงค่าในรูปของมิลลิ

โมลาร์สมมูลของกรดแอสคอร์บิก/กรมัสารสกดั (mM ascorbic acid equivalent antioxidant 

capacity/g sample extract) และมิลลิโมลาร์สมมูลของโทลอก/กรมัสารสกดั (mM trolox equivalent 

antioxidant capacity/g sample extract)  
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 
4.1 การเก็บตัวอย่างเพรียงหัวหอม Eudistoma sp. 

ตวัอย่าง Eudistoma sp. ที่เกาะอยู่บริเวณเชือกจากกระชงัเพาะเลี ย้งในโครงการพระราชด าริ อ่าว

คุ้งกระเบน จ.จนัทบุรี มีน า้หนกัเปียกทัง้หมด 1725.91 กรมั โดยเพรียงหวัหอม Eudistoma sp. มี

ลักษณะผิวเป็นเมือกสีเขียวจุดเหลือง อยู่รวมกนัเป็นกลุ่ม นอกจากนีย้งัพบหนอนตวัแบนขอบฟ้า 

(Pseudoceros spp.) ร่วมด้วย ดงัภาพท่ี 5  และได้แยก Eudistoma sp. เก็บส่วนหน่ึงเพื่อพิสูจน์

เอกลักษณ์โดยเก็บไว้ใน 70%EtOH ใช้รหสัตวัอย่างเป็น NC16-030-01 เก็บไว้ที่คณะเภสัชศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยบูรพา 

 

ภาพท่ี 5 ลักษณะบนผิวน า้ของเพรียงหวัหอม Eudistoma sp.  
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4.2 ผลการเตรียมสารสกัด Eudistoma sp. 

 ผลการเตรียมสารสกดัจาก Eudistoma sp. ให้แห้งโดยวิธี freeze dry ได้ตวัอย่างแห้ง 185.97 

กรมั จากนัน้น าไปลดขนาด และหมกัด้วย methanol : dichloromethane (1:1) ได้สารสกดัหยาบ 

34.66 กรมั ดงัตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1  แสดงผลการสกดัเพรียงหวัหอม Eudistoma sp. ด้วยวิธีการหมกั MeOH: CH2Cl2 (1:1) 

และเปอร์เซนต์ผลผลิตที่ได้ (% yield) 

ตวัอย่าง น า้หนกัตวัอย่างแห้ง        
(กรมั) 

MeOH: CH2Cl2 extract 
1:1 (กรมั) 

% yield ลักษณะ 
สารสกดั 

Eudistoma sp. 185.97  34.66 18.63 สีเขียวเข้ม
หนืด 

 

4.3 การสกัดด้วยตัวท าละลาย (liquid-liquid extraction) 

การสกดัด้วยตวัท าละลายแบบ liquid/liquid extraction โดยใช้ตวัท าละลาย hexane 

dichloromethane buthanol และ น า้ ได้ผลดงัตารางท่ี 2 

 

ตารางท่ี 2 น า้หนกัสารสกดัในแต่ละชัน้ของการสกดั และ %yield  

สารสกัด Eudistoma sp. น า้หนักสารสกัด (กรัม) %yield 

สารสกดัชัน้ hexane  12.6492 34.62  

สารสกดัชัน้ dichloromethane 4.1052 11.84 

สารสกดัชัน้ butanol 2.3399 6.75 

สารสกดัชัน้น า้ 14.7406 42.53 



29 
 

ท าการหาสารส าคญัของสารสกดัแต่ละชัน้ด้วย TLC ชนิด silica gel โดยใช้ mobile phase ที่

เหมาะสมคือ 10% MeOH/ CH2Cl2 จากนัน้ทดสอบด้วย Dragendroff’s spray reagent ได้ผล 

negative และทดสอบด้วย anisaldehyde reagent ได้ผล negative ดงัภาพท่ี 6 

 

 

ภาพท่ี 6 แสดงผลการวิเคราะห์ด้วย TLC ของสารสกดัชัน้ต่างๆ (SiO2; 10%MeOH in CH2Cl2)      

และทดสอบด้วย Dragendroff’s spray reagent 

1. สกดัด้วย hexane 

2. สกดัด้วย dichloromethane 

3. สกดัด้วย butanol 

4. สกดัด้วยน า้ 

 

4.4  การแยกสารสกัดด้วย vacuum chromatography 

จากการน าสารสกดัชัน้ dichloromethane 4.1052 กรมั มาแยกออกเป็นส่วนๆ โดย vacuum 

chromatography โดยใช้ silica gel น า้หนกั 181.23 กรมั คอลัมน์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9.5 

เซนติเมตร จากนัน้ท าการรวมส่วนสกดัโดยสังเกต spot ที่คล้ายกนับน TLC ได้ทัง้หมด 10 fractions 

1 2 3 4 
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(EUD1-EUD10) ได้ผลดงัตารางท่ี 3 จากนัน้หาสารส าคญัของสารสกดัแต่ละชัน้ด้วย TLC ชนิด silica 

gel โดยใช้ mobile phase ที่เหมาะสมคือ 10% MeOH/ CH2Cl2 จากนัน้ทดสอบด้วย Dragendroff’s 

spray reagent ได้ผล negative ดงัภาพท่ี 7 และได้ส่งตรวจสัญญาณ 1H-NMR ของทุก fraction ณ 

คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา พบสัญญาณในช่วง 3-6 และ 7-9 ppm ในสารสกดั EUD2 ดงั

ภาพผนวกท่ี ก.1 ซึ่งบ่งชีว่้าสารสกดัชัน้ดงักล่าวมีสารที่มี chromophore ในกลุ่ม amines และ 

aromatic เป็นองค์ประกอบ 

 

ตารางท่ี 3 แสดงน า้หนกัของสารสกดัแต่ละส่วนที่แยกโดย vacuum chromatography 

Fractions น า้หนักสารสกัดแห้งท่ีได้ 
(กรัม) 

EUD 1 0.0322 

EUD 2 0.1100 

EUD 3 0.1357 

EUD 4 0.0540 

EUD 5 0.0740 

EUD 6 0.0130 

EUD 7 0.0116 

EUD 8 0.0191 

EUD 9 0.0838 

EUD 10 1.0988 
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ภาพท่ี 7 แสดงผลการวิเคราะห์ด้วย TLC (SiO2; 10%MeOH in CH2Cl2)  

ของส่วนสกดั EUD1 – EUD10 

 
4.5 การแยกสารสกัดโดยใช้ sephadex LH20  

จากการน าสารสกดั EUD2 ปริมาณ 0.1100 กรมั มาแยกออกเป็นส่วนๆ โดยใช้ sephadex 

LH20 ชะด้วย methanol จากนัน้ท าการรวม fraction โดยสังเกต spot ที่คล้ายกนับนแผ่น TLC ได้

ทัง้หมด 9 ส่วน (EUD2-1 – EUD2-9) ได้ผลดงัตารางท่ี 4  

 

 

 

 

 

 

 

EUD1 EUD2 EUD3 EUD4 EUD5 

EUD6 EUD7 
EUD8 EUD9 EUD10 
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ตารางท่ี 4 แสดงน า้หนกัของสารสกดัแต่ละส่วนที่แยกโดย sephadex LH20 

Fractions น า้หนักสารสกัดแห้งท่ีได้ (กรัม) 

EUD 2-1 0.0054 

EUD 2-2 0.0248 

EUD 2-3 0.0178 

EUD 2-4 0.0155 

EUD 2-5 0.0043 

EUD 2-6 0.0044 

EUD 2-7 0.0019 

EUD 2-8 0.0009 

EUD 2-9 0.0033 

  

จากนัน้ตรวจสอบสารส าคญัในสารสกดัแต่ละชัน้ด้วย TLC โดยใช้ mobile phase ที่

เหมาะสมคือ 10% MeOH/ CH2Cl2 ดงัภาพท่ี 8 และได้ส่งตรวจสัญญาณ 1H-NMR ของทุก fraction 

พบว่าส่วนสกดั EUD 2-2 และ EUD 2-4 ดงัภาพผนวกท่ี ก.2  และภาพผนวกท่ี ก.3 ตามล าดบั พบ

สัญญาณ 1H-NMR ที่ 3-5, 6-7 และ 8-9 ppm ซึ่งบ่งชีว่้าสารสกดัชัน้ดงักล่าวมีสารที่มี chromophore 

ในกลุ่ม amines และ aromatic เป็นองค์ประกอบ 
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ภาพท่ี 8 แสดงผลการวิเคราะห์ด้วย TLC (SiO2; 10%MeOH in CH2Cl2) 

 ของส่วนสกดั EUD 2-1 ถึง EUD 2-9 โดยทดสอบใต้ UV 254 และ 366 nm 

 
4.6 การแยกสารสกัดโดยใช้ High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

จากการน าสารสกดั EUD 2-4 ปริมาณ 0.0155 กรมั โดยใช้ HPLC Column VertiSepTM GES 

C18 4.6×150 mm ขนาด 5 µm และ mobile phase : gradient 50% acetonitrile/H2O ถึง 100% 

acetonitrile เป็นเวลา 15 นาที อตัราการไหล 1 มิลลิลิตร/นาที และ absorbance wavelength ที ่254 

nm โดยเก็บตามช่วงเวลาที่พบโครมาโทแกรมขึน้ ได้แก่ ช่วงเวลาที่ 2.1 – 2.9,  6.5-7.2 และ 11-12 

นาทีตามล าดบั และเก็บสารทัง้หมดที่อยู่ระหว่างช่วงเวลารวมเข้าด้วยกนัได้ทัง้หมด 4 fractions           

(EUD 2-4-0 ถึง EUD 2-4-3) ได้ผลดงัตารางท่ี 5  

 

 

 

 

 

 

EUD2-1 
EUD2-9 

EUD2-2 E
U

D
2
-3

 

E
U

D
2
-4

 

E
U

D
2
-5

 

E
U

D
2
-6

 

E
U

D
2
-7

 

EUD2-8 



34 
 

ตารางท่ี 5 แสดงน า้หนกัของสารสกดัแต่ละส่วนที่แยกโดย HPLC 

Fractions ช่วงเวลาท่ีเก็บสารสกัด  
(นาที) 

น า้หนักสารสกัดแห้งท่ีได้  
(กรัม) 

EUD 2-4-0 ระหว่างช่วงเวลาสกดั 0.0110 

EUD 2-4-1 2.1 – 2.9 0.0017 

EUD 2-4-2 6.5 – 7.2 0.0008 

EUD 2-4-3 11 – 12 0.0015 

 

จากนัน้ได้ส่งตรวจสัญญาณ 1H-NMR ของ EUD 2-4-1, EUD 2-4-2 และ EUD 2-4-3 พบสัญญาณที่

น่าสนใจในช่วง 7-9 ppm ในส่วนสกดัที่  EUD2-4-3 ดงัภาพผนวกท่ี ก.4 เนื่องจากสัญญาณ 1H-

NMR ยงัคงมีสารเจือปน และมีปริมาณสารคงเหลือน้อยมาก จึงไม่สามารถสกดัแยกต่อไปได้ 

นอกจากนีย้งัได้ส่งตรวจสัญญาณเพิ่มเติมจาก GC-MS และเม่ือเทียบกบั reference พบว่าเป็นสาร 9-

octadecenamide ดงัภาพผนวกท่ี ก.4-1 

 

4.7 การแยกสกัดด้วยวิธี preparative thin layer chromatography (TLC) 

จากการน าสารสกดั EUD2-2 ปริมาณ 0.0248 กรมั มาแยกสกดัด้วย silica phase TLC โดย

ใช้ระบบ 30% ethyl acetate/CH2Cl2 ได้ทัง้หมด 5 ส่วน (EUD2-2-1 ถึง EUD 2-2-2) ได้ผลดงั ตาราง

ท่ี 6 โดยลักษณะ spot ของ EUD 2-2-2 มีสีส้มแดงชดัเจน ดงัภาพท่ี 9 จากนัน้ได้ส่งตรวจสัญญาณ 
1H-NMR ของ EUD 2-2-2 และ EUD 2-2-3 ณ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา พบส่วนสกดัที่

เป็นสารบริสุทธ์ิ คือ EUD2-2-2 ดงัภาพผนวกท่ี ก.5 
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ตารางท่ี 6 แสดงน า้หนกัของสารสกดัแต่ละส่วนที่แยกโดย TLC 

Fractions น า้หนักสารสกัดแห้งท่ีได้ (กรัม) 

EUD 2-2-1 0.0092 

EUD 2-2-2 0.0046 

EUD 2-2-3 0.0092 

EUD 2-2-4 0.0158 

EUD 2-2-5 0.0126 

 

ภาพท่ี 9 แสดงผลการสกดัด้วย TLC ของส่วนสกดั EUD2-2-1 ถึง EUD 2-2-5 

 
4.8 การทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ (ABTS) 

 จากการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระเม่ือทดสอบความสามารถในการจบัอนุมูลอิสระด้วยวิธี 

ABTS โดยท าการเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน ได้แก่ vitamin c และ trolox ซึ่งแสดงค่าเป็น

ร้อยละของการยบัยัง้อนุมูลอิสระในแต่ละความเข้มข้น ได้ผลดงัต่อไปนี ้

  

EUD2-2-1 

EUD2-2-2 

EUD2-2-3 
EUD2-2-4 

EUD2-2-5 
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ตารางท่ี 7 แสดงค่าเป็นร้อยละของการยบัยัง้อนุมูลอิสระด้วยสารละลายมาตรฐาน vitamin c ในแต่

ละความเข้มข้น 

Concentration of vitamin c (mg/ml) % inhibition 

0.09 20.277 
0.18 41.999 
0.26 61.271 
0.35 71.716 

0.44 89.370 
 

ภาพท่ี 10 แสดง calibration curve ของสารละลายมาตรฐาน vitamin c ในแต่ละความเข้มข้น 
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ตารางท่ี 8 แสดงค่าเป็นร้อยละของการยบัยัง้อนุมูลอิสระด้วยสารละลายมาตรฐาน trolox ในแต่ละ

ความเข้มข้น 

Concentration of trolox (mg/ml) % inhibition 

0.09 13.252 
0.18 26.054 
0.26 41.768 
0.35 60.116 

0.44 79.942 
 

ภาพท่ี 11 แสดง calibration curve ของสารละลายมาตรฐาน trolox ในแต่ละความเข้มข้น 

 
 

             ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูล ABTS แสดงค่าเปรียบเทียบกบัสารละลายมาตรฐาน trolox 

ซึ่งแสดงค่าในรูปมิลลิโมลาร์สมมูลของโทลอก/กรมัสารสกดั (mM trolox equivalent antioxidant 

capacity/g sample extract) พบว่าสารสกดัชัน้ hexane, dichloromethane, butanol และน า้มีค่า 

TEAC เท่ากบั 2.265, 22.308, 32.792 และ 12.581 mM trolox/g extract ตามล าดบั  

y = 134x - 6.4259
R² = 0.9938
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 เม่ือทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูล vitamin c ในรูปของมิลลิโมลาร์สมมูลของกรดแอสคอร์บิก/กรมัสารสกดั 

(mM ascorbic acid equivalent antioxidant capacity/g sample extract)  พบว่าสารสกดัชัน้ 

hexane, dichloromethane, butanol และน า้มีค่า VEAC เท่ากบั 1.061, 10.394, 17.025 และ 4.243 

mM ascorbic acid/g extract ตามล าดบั ได้ผลดงัตารางท่ี 9 

 

ตารางท่ี 9 ผลการทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของสารสกดัเทียบเท่าสารละลายมาตรฐาน 

Fractions ABTS radical scavenging assay 
Mg TEAC/g extract Mg VCEC/g extract 

Hexane extract 2.265 1.061 
Dichloromethane extract 22.308 10.394 
Butanol extract 32.792 17.025 
Water extract 12.581 4.243 
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บทที่ 5 

สรุปผลและวิจารณ์ผลการวิจัย  

 

5.1 การเก็บตัวอย่างเพรียงหัวหอม Eudistoma sp. 

ลักษณะทางกายภาพ Eudistoma  sp. จากการเก็บตวัอย่างมีลักษณะเป็น สีเขียวเข้มถึงด า 

ดงั ภาพท่ี 5 โดยขัน้ตอนกระบวนการเก็บตวัอย่างนีจ้ะต้องท าการเก็บรกัษาอุณหภูมิที่ 4 และ -20 

องศาเซลเซียส เพื่อรกัษาสภาพของ Eudistoma sp. จนกว่าจะน าไปท าการสกดั 

 

5.2 ผลการเตรียมสารสกัด Eudistoma sp. 

 จากผลการเตรียมสารสกดัเพรียงหวัหอม Eudistoma sp.ด้วยวิธีการหมกั methanol : 

dichloromethane (1:1) การผสม dichloromethane ลงในระบบจะช่วยให้เซลล์ของส่ิงมีชีวิตแตกท า

ให้สามารถสกดัสารได้มากกว่าการใช้ตวัท าละลายเพียงชนิดเดียว ได้สารสกดัที่ได้มีสีเขียวเข้มถึงด าซึ่ง

มี % yield เท่ากบั 18.63 ซึ่งค านวนจากสูตร  

% yield (w/w) = (น า้หนกัของสารสกดั / น า้หนกัแห้งของสาร) ✕ 100 

 

5.3 การสกัดด้วยตัวท าละลาย (liquid-liquid extraction) 

 การแยกองค์ประกอบทางเคมีจาก Eudistoma sp. โดยวิธีการ partition ซึ่งแบ่งตามขัว้ของ

สารละลายสามารถแยกได้ทัง้หมด 4 ช ัน้ ได้แก่ชัน้ hexane, dichloromethane, butanol และน า้ ได้ 

%yield เท่ากบั 34.62%, 11.84%, 6.75% และ 42.53% ตามล าดบั จากตรวจสอบสารส าคญัด้วย 

TLC และการส่องภายใต้แสง UV lamp พบว่า ชัน้ dichloromethane เป็นชัน้ที่มีจ านวนสารที่แยกได้

มากที่สุด  
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สารสกดั hexane สารสกดัที่มีน า้หนกัของสารสกดัมาก ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากเพรียงหวัหอม 

Eudistoma sp. มีสารกลุ่มขัว้ต ่าในปริมาณสูง ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากเพรียงหวัหอมเป็นส่ิงมีชีวิตจ าพวก

สัตว์ที่มีสารจ าพวกไขมนัเป็นองค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ รวมทัง้สารกลุ่มสเตอรอยด์  

ชัน้น า้เป็นชัน้ที่มีน า้หนกัของสารสกดัมากที่สุด ทัง้นีเ้นื่องมาจากน า้มีความสามารถในการ

ละลายสารกลุ่มที่มีข ัว้สูง ซึ่งองค์ประกอบที่ส าคญัของส่ิงมีชีวิตในทะเลคือสารในกลุ่มของเกลือที่มี

ความสามาถในการละลายน า้ได้ดี รวมถึงกรดอะมิโนที่อาจละลายในน า้ได้เช่นกัน 
 

5.4 การแยกองค์ประกอบทางเคมี โดยวิธี vacuum chromatography 

 จากการการแยกองค์ประกอบทางเคมีจาก Eudistoma sp. โดยวิธี column 

chromatography โดยใช้ระบบ 10% MeOH/ CH2Cl2 ท าให้ได้สารสกดั EUD ทัง้หมด 10 fractions 

ดงัภาพท่ี 7 จึงท าการตรวจสอบสารส าคญัด้วย TLC ที่ส่องภายใต้แสง UV lamp และ 1H-NMR พบว่า 

EUD 2 และ EUD 3 มีความน่าสนใจเพราะว่า มีสัญญาณขึน้ที่ต าแหน่ง 7 – 9 ppm เป็นต าแหน่งที่

แสดงถึงโครงสร้าง aromatic แต่เนื่องจาก EUD 2 มีจ านวนสารที่ดูดกลืนแสงภายใต้เคร่ือง UV-lamp 

ที่ 366 nm มากกว่า EUD3 จึงเลือก EUD2 มาสกดัในขัน้ต่อไป 

 

5.5 การแยกองค์ประกอบทางเคมีโดยวิธี sephadex LH20 

 จากการแยกองค์ประกอบทางเคมีจาก Eudistoma sp. โดยวิธี column chromatography 

ท าให้เลือก EUD 2 มาท าการสกดัโดยวิธี sephadex ชะด้วย MeOH แยกเก็บ fractions ตามแถบสีที่

ปรากฏ ได้ทัง้หมด 9 fractions ดงัตารางท่ี 4 จึงท าการตรวจสอบสารส าคญัด้วย TLC ที่ส่องภายใต้

แสง UV lamp และ 1H-NMR พบว่า มีสัญญาณที่ต าแหน่ง 7 - 9 ppm แสดงถึงโครงสร้าง aromatic

เช่นเดียวกบั EUD 2 ซึ่งเป็นสารสกดัเร่ิมต้น แต่พบสัญญาณปนเปือ้นที่ต าแหน่งอ่ืนๆ ลดน้อยลง เม่ือ

พิจารณาสัญญาณ 1H-NMR พบว่า EUD 2-2 ถึง  EUD 2-4 ปรากฏสัญญาณที ่3-5 และ 7-9 ppm ซึ่ง

บ่งชีถึ้งกลุ่ม aromatic และ amine 
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5.6 การแยกองค์ประกอบทางเคมีโดยวิธี High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC)  

สกดัแยกสาร EUD 2-4 (0.0155 g) ด้วยเทคนิค HPLC โดยการเก็บแยกตามพีคที่ปรากฎที่ 

UV 254 nm ได้สารสกดั EUD 2-4-1 ถึง 2-4-4 เม่ือวิเคราะห์ 1H-NMR แล้วพบว่าสารยงัไม่บริสุทธ์ิ 

ประกอบกบัปริมาณสารในแต่ละ fraction มีปริมาณน้อยมาก จึงไม่สามารถน า fraction ดงักล่าวมา

สกดัแยกให้บริสุทธ์ิต่อไปได้ 

 

5.7 การแยกองค์ประกอบทางเคมีโดยวิธี preparative TLC 

 เนื่องจากการแยกสารสกดั EUD 2-4-3 โดยวิธี HPLC นัน้ ไม่สามารถท าให้สารบริสุทธ์ิได้

รวมทัง้ สารมีปริมาณน้อยเกินกว่าที่จะน าไปวิเคราะห์ 13C-NMR ได้ จึงเลือกสารสกดั EUD 2-2 มาเพื่อ

ท าการแยกสารสกดัให้บริสุทธ์ิด้วย TLC (SiO2; 30% EtOAc/CH2Cl2) ได้สารทัง้หมด 3 spots บนแผ่น 

TLC ตดัแยกแผ่น TLC  ของแต่ละ spot ออกจากกนั แล้วชะด้วย EtOAc ได้สารทัง้หมด 5 fractions 

เม่ือน าไปติดตามสัญญาณ 1H-NMR พบว่า EUD 2-2-2 เป็นสารบริสุทธ์ิ ทัง้นีอ้ยู่ในระหว่างการแปล

โครงสร้างทางเคมี 

 

5.8  การทดสอบฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ (ABTS)   

            จากการทดสอบเพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการออกฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกดั

จากเพรียงหวัหอมในแต่ละชัน้ ได้แก่ ช ัน้ hexane, dichloromethane, butanol และ น า้ พบว่าสาร

สกดัจากชัน้ butanol มีฤทธ์ิในการต่อต้านอนุมูลอิสระมากที่สุดเม่ือเทียบกับสารละลายมาตรฐาน 

ได้แก่ vitamin c และ trolox ดงันัน้เพื่อพฒันาสารจากเพรียงหวัหอมมาใช้เป็นยานัน้ควรมีการศึกษา

ต่อยอดเพื่อทราบถึงฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระท่ีได้ในครัง้นีว่้าเป็นผลมาจากสารส าคญัชนิดใด และศึกษา

ถึงกลไกการออกฤทธ์ิต่อไป 
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ภาคผนวก



ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างด้วย Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy; 1H-NMR 

ภาพท่ี ก.1 ผลการวิเคราะห์ตวัอย่าง EUD2 ด้วย 1H-NMR 



 

ภาพท่ี ก.2 ผลการวิเคราะห์ตวัอย่าง EUD2-2 ด้วย 1H-NMR 

 



 

 

ภาพท่ี ก.3 ผลการวิเคราะห์ตวัอย่าง EUD2-4 ด้วย 1H-NMR 

 



 

ภาพท่ี ก.4 ผลการวิเคราะห์ตวัอย่าง EUD2-4-3 ด้วย 1H-NMR 



 

ภาพท่ี ก.5 ผลการวิเคราะห์ตวัอย่าง EUD2-2-2 ด้วย 1H-NMR 



ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างด้วย Gas Chromatograph-Mass Spectrometer; GC-MS 

 

 

9-octadecenamide 

(Oleamide) 

ภาพท่ี ก.4-1 ผลการวิเคราะห์ตวัอย่าง EUD 2-4-3 ด้วย GC-MS 


