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 โครงงานวิจยัเร่ืองฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและยบัยัง้อนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบ
จากสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเลภาคตะวันออกของประเทศไทย  จัดท าขึน้เพ่ือทดสอบฤทธ์ิ
ยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระของสารสกดัหยาบจากสตัว์ไมมี่กระดกูสนัหลงั
ในทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทยจ านวน 15 ตวัอยา่งและรวมถึงการศกึษาองค์ประกอบทาง
เคมีเบือ้งต้นด้วยวิธี TLC และน า้ยาทดสอบท่ีมีความจ าเพาะกับกลุ่มสาร alkaloid และ phenolic
ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและ
ยับยัง้อนุมูลอิสระในอนาคต โดยผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ ท่ีเกิดขึน้ จะเป็นประโยชน์ต่อ
ผู้ เก่ียวข้องไมม่ากก็น้อยในการน าผลการวิจยัไปใช้หรือประยกุต์ใช้เพ่ือให้เกิดความเหมาะสม  
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บทคัดย่อ 

จากการค้นหาฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัยัง้อนมุลูอิสระและยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ 

tyrosinase จากสิ่งมีชีวิตไมมี่กระดกูสนัในทะเลจ านวน 15 ตวัอยา่ง พบวา่สารสกดัหยาบจ านวน 2 

ตวัอยา่งได้แก่ Nc.16-008-01 และ Nc.16-030-01 มีฤทธ์ิในการยบัยัง้อนมุลูอิสระท่ีดี โดยมีคา่ 

%inhibition เทา่กบั 84.79% และ 52.10% และมีคา่ IC50 เทา่กบั 28.79 μg/mL และ 184.60 

μg/mL ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน vitamin c โดยมีคา่ IC50 เท่ากบั 88.31 

μg/mL จากการค้นหาฤทธ์ิการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ tyrosinase ของสารสกดัพบวา่ 

Nc.16-008-01 และ Nc.16-030-01 มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ท่ี 6.41% และ 

12.02% ตามล าดบั คิดเป็น mg/ml สมมลูตอ่ kojic acid เทา่กบั 0.11 mg/ml และ 0.02 mg/ml 

จากการตรวจสอบกลุม่สารด้วยน า้ยาทดสอบจ าเพาะพบวา่สารสกดัดงักลา่วมีสารในกลุม่

phenolic compound รวมถึงสารในกลุม่ alkaloid เป็นองค์ประกอบ และจากผล TLC 

chromatogram (SiO2, 5% MeOH in CH2Cl2) พบองค์ประกอบทางเคมีอยา่งน้อย 7 ชนิดเป็น

องค์ประกอบหลกั ซึง่มีความสนใจในการน าไปแยกสารบริสทุธ์ิตอ่ไปได้ 

  อาจารย์ท่ีปรึกษาหลกั…………………………………………. 
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ABSTRACT 
 The result from bioactivity screening of methanol-crude extracts of 15 marine 

invertebrates from Eastern Gulf of Thailand indicate two crude-extracts, Nc.16-008-01 and 

Nc.16-030-01 as good DPPH scavenging activity with %inhibition 84.79% and 52.10% 

and IC50 28.79 μg/mL and 184.60 μg/mL respectively. The result of DPPH scavenging 

activity of the extracts are compare with vitamin c which show IC50 88.31 μg/mL. Both 

extract at 250 μg/mL also show %inhibition of tyrosinase inhibitor with 6.41% and 12.02% 

which equivalent to kojic acid 0.11 mg/ml and 0.02 mg/ml respectively. The result from 

phytochemical screening of Nc.16-008-01 and Nc.16-030-01 indicate phenolic 

compound and alkaloid are found in both extracts. From TLC chromatogram show at least 

7 major components the potential of Nc.16-008-01 and Nc.16-030-01 for future separation 

and purification pure compound. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1. ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

 จากการศึกษา พบว่าปัจจุบนั 15% ของประชากรโลกนิยมมีผิวขาว โดยองค์กร Global 
Industry Analysts (GIA) ได้คาดการณ์ไว้ว่า ตลาดของผลิตภัณฑ์ท่ีมีคุณสมบตัิท าให้ผิวขาวจะ
เติบโตได้ถึง 23,000 ล้านดอลล่าร์สหรัฐในปี 2020 และตลาดท่ีเติบโตมากท่ีสุดคือ ในทวีปเอเชีย 
ซึ่งพบว่าในปี 2010 มีการซือ้ผลิตภัณฑ์บ ารุงผิวและเคร่ืองส าอางถึง 13,000 ล้านดอลล่าร์สหรัฐ 
(1)  จากการเจริญเติบโตของตลาดการค้าผลิตภณัฑ์ส าหรับผิวขาวจึงท าให้ผลิตภณัฑ์ท่ีช่วยให้ผิว
ขาวกระจ่างใสเป็นท่ีต้องการมากในตลาด อีกทัง้คนไทยเร่ิมมีแนวโน้มในการใช้ผลิตภัณฑ์ท่ีมี
ส่วนผสมจากสารสกัดทางธรรมชาติในการดแูลสขุภาพมากขึน้ ซึ่งในปัจจบุนัมีการค้นคว้าพืชท่ีมี
ฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและยับยัง้อนุมูลอิสระอย่างมากมาย ตวัอย่างเช่น ผลิตภัณฑ์จาก
มะขามปอ้มท่ีศกึษาพบว่ามีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสโดยมีคา่ IC50 อยู่ท่ี 0.151±0.002 mg/ml 
และพบฤทธ์ิยบัยัง้อนุมูลอิสระโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 2.07 μg/ml (2),  สารสกัดจากเหง้าว่านสาว
หลงท่ีพบว่ามีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสโดยมีค่า IC50 อยู่ในช่วง 0.24 ถึง 1.89 mg/ml และยงั
พบว่ามีฤทธ์ิยับยัง้อนุมูลอิสระโดยค่า IC50 อยู่ในช่วง 0.47 ถึง 1.33 mg/mL (3), สารสกัดหยาบ
จากดอกกล้วยไม้สกุลหวายทัง้ 4 ชนิด คือ สายพันธุ์ เ อียสกุล (Dendrobium spp. ‘Sonia- 
Earsakul’), สายพนัธุ์เจสซิก้า (Dendrobium spp. ‘Jessica’), สายพนัธุ์บรูณะเจต (Dendrobium- 
spp. ‘Burana Jade’) และสายพันธุ์ขาว 5N (Dendrobium spp. ‘White Fairy’) พบว่ามีฤทธ์ิใน
การยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสท่ีความเข้มข้น 1.00 mg/mL สายพันธุ์ขาว 5N มีฤทธ์ิในการยับยัง้
เอนไซม์ไทโรซิเนสได้ดีท่ีสุดโดยแสดงค่า %inhibition เท่ากับ (90.99%) อีกทัง้ยังพบฤทธ์ิยับยัง้
อนุมูลอิสระโดยท่ีความเข้มข้น 250 μg/mL แสดงค่า %inhibition เท่ากับ 27.28% (4) นอกจาก
ผลิตภัณฑ์จากพืชบนบกแล้วผลิตภณัฑ์ธรรมชาติทางทะเลก็เป็นอีกทางเลือกหนึ่งของแหล่งท่ีมา
ของสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีน่าสนใจตัวอย่างเช่น ในสาหร่าย Sargassum polycystum เป็น
สาหร่ายสีน า้ตาลพบว่ามีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสได้ (5), สาหร่าย Odonthalia corymbifera 
พบว่ามีฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระ (6) อีกทัง้ในสาหร่ายสีเขียว 
Ulva rigida หรือสาหร่ายผักกาดทะเลพบว่าในความเข้มข้น 1 μg/ml มีฤทธ์ิยับยัง้อนุมูลอิสระ



2 
 

 
 

เทียบเท่า gallic acid ท่ี 18 μg/ml (7) ท าให้ผู้ ท าการวิจัยเล็งเห็นถึงศักยภาพของผลิตภัณฑ์
ธรรมชาติในการยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและยับยัง้อนุมูลอิสระความต้องการของผู้ บริโภค จึง
ท าการศึกษาเก่ียวกับสารสกัดทางธรรมชาติจากตวัอย่างสตัว์ทะเลท่ีไม่มีกระดกูสนัหลงัในทะเล
ภาคตะวนัออกเพ่ือหาฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธ์ิในการยบัยัง้อนมุูลอิสระ อีกทัง้ยงัท า
การทดสอบกลุม่สารเคมีเบือ้งต้น ได้แก่ สารในกลุม่ฟีนอลิก (phenolic compounds) และแอลคา-
ลอยด์ (alkaloids) เพ่ือเป็นประโยชน์ในการศึกษาฤทธ์ิและสามารถน าไปต่อยอดพัฒนาเป็น
ผลิตภณัฑ์สง่เสริมความงามตอ่ไปในอนาคต 
 

1.2. วัตถุประสงค์ 
 1. เพ่ือทดสอบฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธ์ิยับยัง้อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
scavenging assay ของสารสกัดหยาบจากสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเลภาคตะวันออกของ
ประเทศไทยจ านวน 15 ตวัอยา่ง 

2. เพ่ือศึกษาองค์ประกอบทางเคมีเบือ้งต้นของสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเลภาค
ตะวนัออกท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและยบัยัง้อนมุลูอิสระ 

 

1.3. สมมตฐิาน 
 1. พบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและยบัยัง้อนุมลูอิสระหรืออย่างใดอย่างหนึ่งจากสาร
สกดัหยาบสิ่งมีชีวิตไมมี่กระดกูสนัหลงัจากทะเลจ านวน 2 ตวัอยา่ง 
 2. พบกลุม่สารเคมีในกลุม่ฟีนอลิกและแอลคาลอยด์เป็นองค์ประกอบในสารสกดัหยาบ 
 

1.4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1. เพ่ือใช้ประโยชน์จากทรัพยากรทางทะเลในภาคตะวันออกไปใช้ในการพัฒนาเป็น
ผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและยบัยัง้อนมุลูอิสระ 

2. พบแหล่งวตัถดุิบใหม่ท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและยบัยัง้อนมุูลอิสระผ่านกลไก
การยบัยัง้อนมุลูอิสระ (free radical scavenging)  
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1.5. กรอบแนวคิด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.6. นิยามศัพท์ 
1.6.1. ฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระ (free radical scavenging) 
หมายถึง ความสามารถในการยบัยัง้อนุมลูอิสระ (free radicals) ซึ่งเป็นโมเลกุลท่ีว่องไว

ตอ่การเกิดปฏิกิริยากบัโมเลกลุต่างๆในร่างกายท าให้เซลล์ในร่างกายเกิดการท าลายและเกิดโรค
ต่างๆตามมา อนุมูลอิสระสามารถเกิดขึน้ได้เองหรือถูกกระตุ้นให้เกิดโดยปัจจัยภายนอก เช่น 
ความเครียด อาหารและมลพิษตา่งๆ ซึง่พงัระบบ antioxidant ในร่างกายเสียสมดลุจะท าให้เกิดผล
กระทบตอ่สขุภาพได้ (8) 

1.6.2. ฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase inhibitor) 
หมายถึง ความสามารถในการยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนส ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีมีความส าคญัใน

การสร้างเม็ดสีเมลานินและท าให้ผิวมีสีเข้มขึน้ tyrosinase เป็นเอนไซม์ท่ีพบได้ในสิ่งมีชีวิตทัง้พืช
และสตัว์ ในมนษุย์เอนไซม์นีจ้ะเก่ียวข้องกับกระบวนการสร้างเม็ดสีทัง้สีน า้ตาล, ด า, เหลือง และ
ขาว ในบริเวณผิวหนงัหรือเส้นผม (1)  

 
 

สกดัสารสกดัหยาบจากสตัว์

ไมมี่กระดกูสนัหลงั (ฟองน า้)

ในทะเล  ภาคตะวนัออกของ

ประเทศไทย 15 ตวัอยา่ง 

การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ (biological activity) 
- Tyrosinase inhibitor activity 

- Antioxidant (free radical scavenging, DPPH) 

 

การค้นหาองค์ประกอบทางเคมี (chemical constituents 
screening) 
- TLC 

- การค้นหากลุม่สารเคมีโดยใช้ specific chemical reagent 

  - phenolic compounds 

 - alkaloids 
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1.6.3. IC50 (half maximum inhibitory concentration) 
หมายถึง ความเข้มข้นของสารท่ีแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพได้ 50% 
1.6.4. สารกลุม่ฟีนอลิก (phenolic compound)  
หมายถึง สารท่ีมีโครงสร้างทางเคมีท่ีมีวงอะโรมาติกต่อกับหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) หรือหมู่ 

phenyl หลายโมเลกลุอยู่ในโครงสร้างทางเคมี มีโครงสร้างท่ีหลากหลายทัง้เป็นแบบอย่างง่ายเชน่ 
phenol ไปจนถึงโครงสร้างขนาดใหญ่และซับซ้อนเช่น tannin สารในกลุ่มนีม้กัมีฤทธ์ิในการเป็น
สารยับยัง้อนุมูลอิสระ (antioxidant) โดยมีกลไกเก่ียวกับการท าลายอนุมูลอิสระ (free radical 
scavenging) และสารประกอบฟีนอลิกเป็นสารท่ีพบได้ตามธรรมชาต ิเชน่ใน ผกั ผลไม้ เคร่ืองเทศ 
สมนุไพร ถัว่เมล็ดแห้ง เมล็ดธญัพืช เป็นต้น (9) 

1.6.5. สารกลุม่แอลคาลอยด์ (alkaloids)  
 หมายถึง สารทุติยภูมิ ท่ีมี N เป็นองค์ประกอบในโมเลกุล มีฤทธ์ิเป็นด่าง มักพบได้ใน
สิ่งมีชีวิตหลากหลายเช่น พืช แบคทีเรีย รา และสตัว์ เป็นสารท่ีถูกน ามาใช้เป็นยารักษาโรคอย่าง
กว้างขวาง เช่น ยาระงับปวดในกลุ่ม morphine, ยาลดความดนักลุ่ม reserpine เป็นต้น ซึ่งสาร
กลุ่มอลัคาลอยด์บางชนิดเช่น พิเพอรีน (piperine) จากพริกไทย จะพบว่ามีฤทธ์ิท่ีเป็นประโยชน์
หลากหลายเช่น ฤทธ์ิยบัยัง้การอกัเสบ (anti-inflammation), ฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระและฤทธ์ิยบัยัง้
การเจริญของเซลล์มะเร็ง (9, 10) 
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บทที่ 2  
วรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 

 

2.1. ข้อมูลทั่วไปของพชืและสิ่งมีชีวติในทะเลที่มีฤทธ์ิยับยัง้การท างานของ
เอนไซม์ไทโรซเินสและฤทธ์ิยับยัง้อนุมูลอิสระ 

การศึกษาฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสและฤทธ์ิยับยัง้อนุมูลอิสระของ

สิ่งมีชีวิตท่ีอยู่ในทะเลพบว่ามีจ านวนหลายชนิดได้แก่ Sargassum polycystum เป็นสาหร่ายสี

น า้ตาล ซึ่งมีการทดสอบฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสในตวัท าละลายต่างๆ เปรียบเทียบกับสาร

มาตรฐาน Kojic acid แตพ่บว่าสารสกดัจาก S. polycystum สาหร่ายมีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของ

เอนไซม์ไทโรซิเนสได้เพียงเล็กน้อยเท่านัน้ (5) ในส่วนของฤทธ์ิยับยัง้อนุมูลอิสระมีการศึกษาใน

สาหร่ายสีเขียว Ulva rigida หรือสาหร่ายผักกาดทะเลและในสาหร่ายเซลล์เดียว  ได้แก่  

Phaeodactylum tricornutum, Nannochloropsis oculata, และ Porphyridium cruentum พบวา่

สารสกดัทกุตวัอยา่งมีฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระ (7, 13) 

 

2.2. ข้อมูลทั่วไปของเคร่ืองส าอางที่มีส่วนประกอบของฤทธ์ิยับยัง้การท างาน
ของเอนไซม์ไทโรซเินสและฤทธ์ิยับยัง้อนุมูลอสิระ 
 จากการศกึษา พบวา่ 15% ของประชากรโลกนิยมมีผิวขาวเพิ่มมากขึน้ โดยองค์กร Global 

industry analysts (GIA) ได้ท านายไว้ว่า ตลาดของผลิตภัณฑ์หรือเคร่ืองส าอางท่ีมีคณุสมบตัิท า

ให้ผิวขาวจะเติบโตได้ถึง 23,000 ล้านดอลล่าร์สหรัฐในปี 2020 และตลาดท่ีเติบโตมากท่ีสุดก็คือ

เอเชีย พบว่าในปี 2010 มีการซือ้ผลิตภัณฑ์บ ารุงผิวและเคร่ืองส าอางถึง 13,000 ล้านดอลล่าร์

สหรัฐ ซึง่ในประเทศอินเดียเพียงประเทศเดียวก็มีการซือ้ถึง 432 ล้านดอลล่าร์สหรัฐ โดยมีผู้บริโภค

ผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางเพิ่มขึน้ถึง 18% (14) 
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2.3. สารยับยัง้อนุมูลอิสระ 
 อนุมูลอิสระ (free radicals) เป็นโมเลกุลท่ีว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลต่างๆ

ภายในร่างกายซึ่งจะเกิดได้เองภายในร่างกายแต่ปัจจยัภายนอกก็สามารถกระตุ้นให้เกิดอนุมูล -

อิสระได้เช่น ความเครียด มลพิษตา่งๆ ซึ่งอาจก่อให้เกิดผลกระทบตอ่สขุภาพได้เช่น เกิดรอยเห่ียว

ยน่บนใบหน้า และผิวพรรณ หรือเป็นสาเหตท่ีุท าให้เกิดโรคเรือ้รังตา่งๆ เชน่ มะเร็ง เป็นต้น อีกทัง้ใน

ปัจจุบนัผู้คนได้เร่ิมความนิยมในการใช้ผลิตภัณฑ์สมุนไพรในการรักษามากขึน้จึงมีการพัฒนา

ผลิตภณัฑ์ท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระจากพืชหรือสิ่งมีชีวิตขึน้มามากมาย ซึ่งการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้

อนุมูลอิสระในปัจจุบนัมีหลากหลายวิธีแต่วิธีท่ีนิยมท่ีสุดก็คือ DPPH radical scavenging assay 

โดย DPPH เป็น free radical สามารถรับอิเล็กตรอนเพ่ือเปล่ียนเป็นโมเลกุลท่ีเสถียรได้ ในการ

ทดสอบจะผสมกับสารตวัอย่างแล้วท าการตรวจสอบโดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีประมาณ 515-

517 nm (8)  

  

2.4. ฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์ไทโรซเินส 
 เอนไซม์ไทโรซิเนส (tyrosinase) เป็นเอนไซม์ท่ีพบได้ในสิ่งมีชีวิตทัง้พืชและสัตว์ ซึ่งใน

มนษุย์เอนไซม์นีจ้ะเก่ียวข้องกบักระบวนการสร้างเม็ดสีทัง้สีน า้ตาล, ด า, เหลือง และขาว ในบริเวณ

ผิวหนงัหรือเส้นผม โดยปกติแล้วผิวหนงัมนุษย์จะมีกระบวนการสร้างเม็ดสีเมลานินเกิดขึน้ท่ีชัน้

หนงัก าพร้า(epidermis) แล้วจะเกิดการสงัเคราะห์ในเมลาโนไซต์ท่ีจะใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสเข้ามา

ท าให้เกิดเมลานิน ซึ่งเมลานินท่ีถกูสร้างจะแบง่ออกเป็น 2 ชนิดคือ  ยเูมลานิน (Eumelanin) ท่ีจะ

ให้สีน า้ตาลหรือด า และฟีโอเมลานิน (Pheomelanin) ท าให้เกิดผิวสีเหลืองหรือขาว โดยเมลานินนี ้

จะมีหน้าท่ีในการปอ้งกนัรังสียวีู ดงันัน้เม่ือมีสีผิวท่ีเข้มมากก็จะปอ้งกนัรังสีได้มาก แตใ่นการศกึษา

นีจ้ะต้องการฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสซึ่งท าให้ผิวขาว เม่ือเกิดการยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสการ

ดดูซบัรังสียวีูก็จะน้อยลงอาจท าให้เกิดโรคผิวหนงัต่างๆ เช่น UV injury, กระ (freckles), กระแดด 

(solar lentigo) และท าให้เกิดมะเร็งผิวหนงัขึน้ได้ (14, 15) 
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2.5. สารพฤกษเคมีเบือ้งต้น 

 สารพฤกษเคมีท่ีพบในพืชประกอบด้วยสารปฐมภมูิ (primary constituents) ประกอบด้วย 

แป้ง โปรตีน ไขมัน เป็นต้นและสารทุติยภูมิ (second constituents) เป็นสารท่ีมีฤทธ์ิทางเคมี 

ประกอบด้วย ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) แทนนิน (tannin) แอลคาลอยด์ (alkaloid) เทอร์ปินอยด์ 

(terpinoid) สเตอรอยด์ (steroid) ไกลโคไซด ์(glycoside) และซาโปนิน (saponin) (16, 17) 

 2.5.1. แอลคาลอยด์ (alkaloids) เป็นสารเมแทบอไลท์ทุติยภูมิ มีฤทธ์ิเป็นดา่งเน่ืองจากมี

ส่วนประกอบหลกัคือไนโตรเจน มกัพบในแบคทีเรีย ราและสตัว์ อลัคาลอยด์มีคณุสมบตัิละลายได้

ดีในตัวท าละลายอินทรีย์แต่ไม่ละลายในน า้เป็นสารท่ีถูกน ามาใช้ในทางเภสัชวิทยาอย่าง

กว้างขวางโดยมีการน ามาผลิตเป็นยาหลากหลายชนิด เช่น morphine เป็นยาระงับปวด , 

quinidine เป็นยารักษาอาการหัวใจเต้นผิดจังหวะ , reserpine เป็นยาลดความดันโลหิต , 

colchicine เป็นยารักษาโรคเกาต์, quinine เป็นยารักษามาลาเรีย, tubocurarine เป็นยาคลาย

กล้ามเนือ้ เป็นต้น (18) แอลคาลอยด์สามารถจ าแนกได้หลายชนิดแบง่ตามชนิดของสารตัง้ต้นใน

ชีวะสังเคราะห์ได้แก่ อัลคาลอยด์แท้จริง (true alkaloids), โพรโทอัลคาลอยด์ (protoalkaloids) 

และอัลคาลอยด์เทียม (pseudoalkaloids) ซึ่งสารกลุ่มอัลคาลอยด์บางชนิดเช่น พิเพอรีน 

(piperine) จะพบว่ามีฤทธ์ิท่ีเป็นประโยชน์หลายชนิดมากเช่น ฤทธ์ิยับยัง้การอักเสบ (anti-

inflammation), ฤทธ์ิยับยัง้อนุมูลอิสระ (antioxidant) และฤทธ์ิยับยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็ง 

(cytotoxicity) 

 2.5.2. สารกลุ่มฟีนอลิก (phenolic compound) มีโครงสร้างประกอบด้วยวงแหวนอะโร-

มาติกท่ีมีหมู่ hydroxyl อย่างน้อยหนึ่งหมู่ซึ่งอาจจะอยู่ในรูปกลุ่ม free hydroxyl group (–OH) 

อิสระ หรือจับอยู่กับสารอ่ืนในรูปของอีเทอร์ หรือไกลโคไซด์ก็ได้ สารประกอบฟีนอลท่ีพบใน

ธรรมชาติมีมากมายหลายชนิด และมีลกัษณะสตูรโครงสร้างทางเคมีท่ีแตกตา่งกนั ตัง้แตก่ลุ่มท่ีมี

โครงสร้างอย่างง่าย เช่น กรดฟีนอลิก (phenolic acids) ไปจนถึงกลุ่มท่ีมีโครงสร้างเป็นพอลิเมอร์ 

เช่น ลิกนิน ( lignin) กลุ่มใหญ่ท่ีสุดท่ีพบคือ สารประกอบพวกฟลาโวนอยด์ ( flavonoid) 

สารประกอบฟีนอลท่ีพบในพืชหลายชนิด เช่น ผกั, ผลไม้, เคร่ืองเทศ, สมนุไพร, ถัว่เมล็ดแห้งและ

เมล็ดธัญพืช สารประกอบฟีนอลท่ีพบในพืชมักจะรวมอยู่ในโมเลกุลของน า้ ตาลในรูปของ

สารประกอบไกลโคไซด์ น า้ตาลชนิดท่ีพบมากท่ีสุดในโมเลกุลของสารประกอบฟีนอล ได้แก่ 

น า้ตาลกลูโคส และยงัพบว่ามีการรวมตวักันระหว่างสารประกอบฟีนอลด้วยกันเอง หรือจะเป็น
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สารประกอบฟีนอลกับสารสารประกอบอ่ืนๆ เช่น กรดอินทรีย์ รวมอยู่ในโมเลกุลของโปรตีน  

แอลคาลอยด์ และเทอร์พีนอยด์ เป็นต้น  (19) ซึ่งสารกลุ่มนีมี้การน ามาใช้ประโยชน์มากมาย

เน่ืองจากมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยามากมายเช่นฤทธ์ิยับยัง้อนุมูลอิสระและฤทธ์ิในการยับยัง้

เชือ้จลุินทรีย์ (20) เป็นต้น 

 2.5.3 ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) เป็นสารประกอบโพลีฟีนอล (polyphenolic compound) 

ฟลาโวนอยด์เป็นสารประกอบท่ีมีโครงสร้างหลักฟลาโวนตรงนิวเคลียส มีสูตรโมเลกุล คือ C15  

(C6-C3-C6) สารฟลาโวนอยด์ท่ีพบในธรรมชาติมีมากกว่า 9000 ชนิด  พบได้มากในผกัและผลไม้ 

โดยมกัพบเป็นเม็ดสี (Pigment) ท่ีให้สีสนัของดอกไม้ ผลไม้ และใบไม้หลายเฉดสี (21) สามารถ

แบ่งฟลาโวนอยด์ออกเป็น 5 กลุ่มย่อยตามโครงสร้างโมเลกุลได้แก่ ฟลาโวน (flavones), ฟลาโว-

นอล (flavonols), ฟลาวาโนน (flavanones), ฟลาวาโนนอล (flavanonols) และไอโซฟลาโวน 

(isoflavones) ซึ่งแต่ละชนิดก็จะสามารถพบสารประกอบท่ีแตกต่างกันและในพืชท่ีต่างชนิดกัน 

สารในกลุ่มนีมี้ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา เช่น โรคหัวใจและระบบไหลเวียนโลหิต ป้องกันการเกิด

โรคเบาหวาน ยบัยัง้เชือ้ไวรัสและยบัยัง้สารอนมุลูอิสระ (22) 

 2.5.4 แทนนิน (Tannins) เป็นสารประกอบฟินอลิกประกอบไปด้วยเอสเทอร์ท่ีเกิดจากกรด

แกลลิก (Gallic acid) หรือสารประกอบพอลิไฮดริก (polyhydric compound) จับกับน า้ตาล

กลูโคส หรือเกิดจากสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compound) จบักับสารคาร์โบไฮเดรตหรือ

โปรตีน ได้แก่ กรดแทนนิก (tannic acid) และ ฮามาเมลิแทนนิน (hamamelitannin) (21) โดย 

แทนนินแบง่เป็น 2 ชนิดใหญ่ๆ ได้แก่ hydrolyzable tannin และ condensed tannins (23) สารใน

กลุ่มนีมี้รสฝาด มีฤทธ์ิเป็นกรดอ่อนและสามารถตกตะกอนโปรตีนท าให้หนงัสัตว์ไม่เน่าจึงนิยม

น ามาใช้ประโยชน์ในอตุสาหกรรมฟอกหนงั อีกทัง้ยงัมีฤทธ์ิฝาดสมานจงึน ามาใช้เป็นยาแก้ท้องเสีย

และยงัพบว่าแทนนินบางชนิดมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียเช่น ทีโอแกลลิน 

(theogallin), กรดแกลลิก (gallic acid) และกรดแอลลาจิก (ellagic acid) เป็นต้น (24) 

 2.5.5 เทอร์พีน (terpenes) และเทอร์พีนอยด์ (terpenoid) เป็นสารประกอบในกลุ่มลิพิด  

(lipid) ท่ีพบมากในน า้มนัหอมระเหย (essential oil) ท่ีได้จากพืช ในโครงสร้างจะประกอบไปด้วย

หน่วยไอโซพรีน ( isoprene units)  แต่มีการแบ่งประเภทกันด้วยธาตุท่ีอยู่ในโครงสร้างโดย 

terpenes จะประกอบไปด้วยธาตคุาร์บอนและไฮโดรเจน ส่วน terpenoids จะมีธาตอุอกซิเจนเป็น
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องค์ประกอบอยู่ด้วย (25) สารประกอบประเภทนีพ้บกระจายอยู่ทัว่ไปในสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะพืช

ชัน้สูงและยังพบในเชือ้รา แมลง จุลินทรีย์ และสิ่งมีชีวิตในทะเลเช่น sesquiterpenes พบใน

ฮอร์โมนของแมลง, diterpenes พบในสตัว์ทะเลจากพวกฟองน า้, triterpenes มกัพบในพืชในรูป

ของ cardiac glycosides, saponin และ phytosterol ตวัอยา่งเช่น lupeol และ α-amyrin ซึง่เป็น

สารประกอบประเภท triterpenoids ท่ีพบในพืชทกุชนิด 

 2.5.6 สเตียรอยด์ (steroid) เป็นสารท่ีมีโครงสร้างพืน้ฐานเป็น cyclopentano perhydro- 

phenanthrene nucleus เป็นสารท่ีมีสูตรโครงสร้างเช่นเดียวกับฮอร์โมน และยาต้านการอักเสบ  

ในธรรมชาติส่วนใหญ่มกัพบสเตียรอยด์รูปของไกลโคไซด์จึงมกัน ามาใช้ประโยชน์ในการเป็นยา

ยบัยัง้การอกัเสบ, ยารักษาโรคหัวใจ, เป็นยาลดความดนัโลหิต, ยาขบัปัสสาวะ, สงัเคราะห์เป็น

ฮอร์โมนเพศ และยาคมุก าเนิดหลายชนิด เช่น hecogenin ท่ีได้จาก Agave sisalana ใช้เป็นสาร

ตัง้ต้นในการสงัเคราะห์ corticosteroids และสาร diosgenin ท่ีได้จาก Dioscorea spp. เป็นสาร

ตัง้ต้นท่ีใช้ในการสงัเคราะห์ยาคมุก าเนิดและฮอร์โมนเพศ เป็นต้น (26) 

2.5.7 ไกลโคไซด์ (glycoside) เป็นสารประกอบอินทรีย์ท่ีสามารถพบได้จากพืชชัน้สูง  

มีโครงสร้างประกอบไปด้วย 2 สว่น คือ สว่นท่ีเป็นน า้ตาลเรียกว่า ไกลโคน (glycone) จบักบัส่วนท่ี

ไม่ใช่น า้ตาลเรียกว่า อะไกลโคน (aglycone) หรือจีนิน (genin) ไกลโคไซด์ส่วนใหญ่มีฤทธ์ิทาง

ชีวภาพ สามารถน ามาใช้เป็นยารักษาโรคได้อย่างกว้างขวาง มีคณุสมบตัิละลายน า้ได้ดี การแบ่ง

ประเภทของไกลโคไซด์จะจ าแนกตามโครงสร้างของอะไกลโคนเช่น คาร์ดแิอคไกลโคไซด์ (cardiac 

glycosides), แอนทราควิโนนไกลโคไซด์ (anthraquinone glycosides), ซาโปนินไกลโคไซด์

(saponin glycosides), ไซยาโนเจนนิติกไกลโคไซด์ (cyanogenatic glycosides), ไอโซไทโอไซ-

ยาเนทไกลโคไซด์ (isothiocyanate glycosides), ฟลาโวนอยด์ไกลโคไซด์ (favonol glycosides), 

และแอลกอฮอลิคไกลโคไซด์ (alcoholic glycosides), ฟีนอลิกไกลโคไซด์ (phenolic glycosides) 

เป็นต้น (17, 27) 

 2.5.8 ซาโปนิน (saponin) เป็นสารประกอบไกลโคไซด์ (glycoside compound) ท่ีมี

สว่นอะไกลโคนเป็นสารจ าพวกสเตอรอยด์หรือไตรเทอร์พีนอยด์ สว่นนีจ้ะจบักบัน า้ตาลหรืออนพุนัธ์

ของน า้ตาลท่ีต าแหนง่ C3 ได้เป็น O-glycoside หรือซาโปนินไกลโคไซด์ (21) มีคณุสมบตัคิล้ายกับ
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สบู่ น ามาใช้ประโยชน์ในการเป็นสารช าระล้างแทนสบู่ , สามารถพบได้ในพืชหลายชนิดเช่น 

มะค าดีควาย หางไหลแดง พืชตระกลูชา เป็นต้น 
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บทที่ 3  
วธีิการด าเนินการวจิยั 

 

3.1 เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 
3.1.1 เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1) เคร่ืองท าแห้งแบบแชเ่ยือกแข็งสญุญากาศ (freeze-dry) 
2) เคร่ืองระเหยแบบลดความดนั (rotary evaporator) 
3) เคร่ือง micropipette reader 
4) UV cabinet พร้อม Lamp 254 nm และ 365 nm 
5) เคร่ืองชัง่ 
6) ตู้เย็นอณุหภมูิ -20 ℃ 
7) กรรไกรตดัตวัอยา่ง 
8) กระบอกตวง 
9) Vial 
10) ส าลี 
11) หลอดหยด และ จกุยาง 
12) กรวยแยก 
13) 96 well-plate 
14) Micropipette และ tip 
15) หลอดแคปปิลลารี (capillary tube) 
16) TLC plate (SiO2, GF254) 
17) กระดาษกรอง 
18) บีกเกอร์ 
19) กระจกนาฬิกา 
20) ขวดแก้วปากกว้างพร้อมฝาปิด 
21) Stirring rod
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3.1.2 สารเคมี 
  1) Methanol AR grade และ HPLC grad 

2) Ethyl acetate 
  3) Ascorbic acid 
  4) Kojic acid 
  5) DPPH (2,2-diphenyl-l-picrylhydrazyl) 
  6) Tyrosinase enzyme 
  7) L-DOPA 
  8) Phosphate buffer pH 7 

9) Dichloromethane 
10) Sulfuric acid 
11) Glacial acetic acid 
12) Potassium iodide 
13) Bismuth nitrate 
14) p-Anisaldehyde 
15) น า้ยาทดสอบ Ferric chloride 

 
3.2 วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.2.1. เตรียมตวัอยา่งของสตัว์ไมมี่กระดกูสนัหลงัจากทะเลภาคตะวนัออก 15 ตวัอยา่ง 
การเตรียมตวัอย่างของสตัว์ไม่มีกระดกูสนัหลงัจากทะเลภาคตะวนัออก (ฟองน า้)  มาลด

ขนาดและชัง่น า้หนกัท่ีได้ แล้วน าไปใสตู่้ เย็น -20 ℃ เพ่ือให้ตวัอยา่งเป็นน า้แข็ง จากนัน้น าเข้าเคร่ือง 
freeze-dry เพ่ือท าให้แห้งโดยไมใ่ช้ความร้อนเม่ือตวัอยา่งแห้งน ามาชัง่น า้หนกัตวัอย่างแห้งท่ีได้ 

3.2.2. การสกดัด้วยวิธีการหมกั (maceration) 
การทดลองในครัง้นีท้ าการสกัดด้วยวิธีการหมัก (maceration) โดยการน าตวัอย่างแห้ง

จาก freeze-dry มาเติม methanol 100 mL ทิง้ไว้ 12 ชั่วโมง แล้วกรองเก็บสารละลายผ่านล าลี  
ท าการสกดัซ า้ 5 ครัง้ หรือจนตวัอยา่งซีดจางไมมี่สีออกมาในตวัท าละลาย จากนัน้น าสารละลายท่ี
ได้จากการกรองไประเหยตวัท าละลายออกแบบลดความดนัด้วยเคร่ือง rotary evaporator แล้วชัง่
น า้หนกัสารสกดัหยาบท่ีได้และบนัทกึ 
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3.2.3. การก าจดัเกลือ 
 ขัน้ตอนการก าจดัเกลือออกจากสารสกดัหยาบ ท าได้โดยการน าสารสกดัหยาบมากระจาย

ตวัในน า้ 10 mL ใส่ลงในกรวยแยก จากนัน้เติม ethyl acetate แล้วท าการ partition ตัง้ทิง้ไว้จน
สารละลายแยกชัน้แล้วเก็บสารละลายชัน้ ethyl acetate แล้วน าตวัอย่างไประเหยตวัท าละลาย
ออกด้วยแบบลดความดนัด้วยเคร่ือง rotary evaporator และบนัทกึน า้หนกั 

3.2.4. การทดสอบกลุม่สารทางเคมีเบือ้งต้นด้วยเทคนิค TLC  

  1) การเตรียมน า้ยา Anisaldehyde (H2SO4 spraying reagent)  

 วิธีเตรียมโดย pipette Anisaldehyde (H2SO4 spraying reagent) 0.5 mL เติม glacial 
acetic acid 5 mL แล้วเติม methanol (AR grade) 43 mL ผสมให้เข้ากนัก่อนเติม H2SO4 เข้มข้น 
2.5 mL ผสมให้เข้ากนั จดัเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 ºC ก่อนน ามาทดสอบ 

2) การเตรียม mobile phase 

เตรียม mobile phase โดยผสมตวัท าละลายระหว่าง CH2Cl2 : MeOH ในอตัราส่วน 9 : 1 
แล้วน ามาใส่ใน TLC tank จากนัน้น าแผ่นกระดาษกรองมาวางไว้ด้านข้างในของ tank เพ่ือให้  
TLC tank อ่ิมตวัด้วยไอของ mobile phase 

3) วิธีการทดสอบการแยกกลุ่มสารด้วยเทคนิค TLC 

น าสารสกัดหยาบละลายใน methanol ความเข้มข้น 1 mg/mL แล้วน ามา Spot ลงบน 
TLC plate จากนัน้รอจนแห้ง จากนัน้น าแผ่น TLC ท่ีผ่านการ spot มาวางลงใน TLC tank ปิดฝา 
แล้วรอจนกระทัง่สารละลายเคล่ือนท่ีถึงระดบัด้านบนท่ีก าหนดไว้ของ TLC plate น ามาพกัรอให้
แห้ง แล้วน าหาต าแหน่งของสารบน TLC plate ด้วยการสงัเกตด้วยตาเปล่า ส่องภายใต้แสง UV 
ความยาวคล่ืน 254 และ 365 nm และทดสอบด้วยน า้ยา p-Anisaldehyde  แล้วน าไปการ
ค านวณหาคา่ Rf ของ spot ตา่งๆ บน chromatogram โดยใช้สมการ  

𝑅𝑓 =  
ระยะทางที่สารเคลื่อนที่

ระยะทางที่ตวัท าละลายเคลือ่นที่
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3.2.5. การน า้ยาทดสอบจ าเพาะ 

1) การทดสอบฟีนอลิก (phenolic compound) โดยใช้ ferric chloride test 

น าสารสกัดหยาบ 1 mg/mL  มาทดสอบด้วย 1% ferric chloride solution 2-3 หยด 
สงัเกตสีท่ีเปล่ียนแปลงเทียบกับ control โดยหากเปล่ียนเป็นสีเขียวเข้มหรือน า้เงินด าแสดงว่าพบ
สว่นประกอบของ phenolic compound  

2) การทดสอบแอลคาลอยด์ (alkaloids) โดยใช้ Dragendorff’s reagent 

(1) การเตรียมสารทดสอบ Dragendorff’s reagent 

ชั่ง bismuth nitrate 0.5 g ใส่บีกเกอร์จากนัน้เติมน า้กลั่น 10 mL แล้วผสมให้เข้ากัน
(สารละลายจะมีลักษณะเป็นสารแขวนตะกอน) เติม concentrated hydrochloric acid 10 mL 
แล้วชัง่ potassium iodide 4 g ใส่บีกเกอร์อีกอนัหนึ่ง จากนัน้เติมน า้กลัน่เล็กน้อยผสมกันจนเป็น
สารละลายเนือ้เดียวกนั ผสมทัง้ 2 บีกเกอร์เข้าด้วยกนั จะได้สารทดสอบ Dragendorff’s reagent 
ท่ีมีส้มเข้ม 

(2) วิธีทดสอบด้วย Dragendorff’s test 

เตรียมตวัอย่างให้ได้ความเข้มข้น 1 mg/mL น ามาทดสอบกับ Dragendorff’s reagent 
ด้วยการหยด 2-3 หยด สังเกตความเปล่ียนแปลงหากพบตะกอนสีส้มแดงแสดงว่าพบสารกลุ่ม 
แอลคาลอยด์ 

3.2.6 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ (biological activity evaluation) 
1) การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสของสารสกดัตวัอยา่ง 

การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสท าโดยการเตรียมสารสกัด
ตวัอยา่งความเข้มข้น 1 mg/mL ใน methanol (HPLC grade) น าสารสกดัตวัอยา่ง 20 µL ผสมกบั 
20mM phosphate buffer pH 6.8 100 µL และ tyrosinase (500 U/mL) 40 µL ใน 96-well plate 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ℃ นาน 10 นาที แล้วมาเติม substrate 0.85 mM L-DOPA 40 µL แล้ว
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ℃  นาน 20 นาทีอีกครัง้วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 nm 
เปรียบเทียบกบั Kojic acid เป็นสารมาตรฐาน ค านวณหา %inhibition ดงัสมการด้านลา่ง จากนัน้
น าไปค านวณหาคา่ IC50  หากสารตวัอยา่งมี %inhibition มากกวา่ 50% ดงัสมการตอ่ไปนี ้
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Inhibition(%) = [[Acontrol-(Asample – Ablank)] / Ablank ]x100 

Ablank  คือ คา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้ของสารละลายเอนไซม์ tyrosinase 

Asample คือ คา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้ของสารละลายตวัอยา่ง 

Acontrol คือ คา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้ของเมทานอล 

 

2) การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระของสารสกดัตวัอยา่ง 

การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระของสารสกดัตวัอย่างท าโดยการเตียมสารสกดัตวัอยา่ง

ให้ได้ความเข้มข้น 0.1 mM ใน methanol และเตรียม stock solution ให้ได้ความเข้มข้น 1 mg/ml 

จากนัน้แข่งตวัอย่างมา 100 µL ผสมกับสารทดสอบ DPPH 150 µL  ใน 96-well plate แล้วผสม

ให้เข้ากัน เก็บท่ีอุณหภูมิห้องในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 520 nm เปรียบเทียบกบั Ascorbic acid เป็นสารมาตรฐาน จากนัน้น าไปค านวณหาคา่ IC50 

หากสารตวัอยา่งมี %Inhibition มากกวา่ 50% ดงัสมการ 

ค านวณหา %inhibition ดงัสมการ 

Inhibition (%) = [(Ablank – Asample)/ Ablank ] x100 

Ablank คือ คา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้ของสารละลาย DPPH 

Asample คือ คา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้ของสารละลายตวัอยา่ง 
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บทที่ 4  
ผลการทดลอง 

 

4.1. การสกัดสารจากสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง 
 จากการสกัดสารจากสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังในทะเลภาคตะวันออกของประเทศไทย

ทัง้หมด 15 ตัวอย่าง ด้วยวิธี maceration ด้วยตัวท าละลาย methanol ได้สารสกัดหยาบและ 

%yield เทียบกบัน า้หนกัของตวัอย่างแห้งดงัแสดงตารางท่ี 1  

 

4.2. การก าจัดเกลือ 
 ผลการก าจัดเกลือจากสารสกัดหยาบ methanol โดยวิธี partition กับ ethyl acetate   

ได้น า้หนกัและ %yield ของสารสกดัดงัแสดงในตารางท่ี 1 โดยจะพบร้อยละผลผลิต (%yield) มาก

ท่ีสดุคือตวัอยา่งท่ี 30 รหสั NC. 16-030-01 มีน า้หนกัตวัอยา่ง 0.16 กรัมและมี %yield = 11.49 % 

ส่วนตัวอย่างท่ีมีร้อยละผลผลิต (%yield) น้อยท่ีสุดคือตัวอย่างท่ี 21 รหัส NC. 16-005-01 ท่ีมี

น า้หนกัตวัอยา่ง 0.01 กรัม และมี %yield = 0.11% 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

ตารางท่ี 1 แสดงน า้หนกัสารสกดัหยาบและ %yield 

ล าดบั รหสัตวัอยา่ง 

ขัน้ตอนการสกดัสารตวัอยา่ง ขัน้ตอนการก าจดัเกลือ 

น า้หนกัตวัอยา่งเปียก(g) น า้หนกัตวัอยา่งแห้ง(g) 
น า้หนกัสารสกดั 
methanol (g) 

%yield 
(เทียบกบัตวัอยา่งแห้ง) 

น า้หนกัสารสกดั  
ethyl acetate (g) 

%yield 
(เทียบกบัสารสกดั 

methanol) 

1 NC.17-011-01 71.93 13.86 1.42 10.30 0.11 0.81 

2 NC.17-016-01 46.59 12.23 2.50 20.47 0.23 1.91 

3 NC.17-017-01 32.96 31.06 0.97 3.13 0.03 0.12 

4 NC. 16-002-01 49.02 12.16 1. 39 11.49 0.14 1.15 

5 NC. 16-003-01 30.03 8.16 1.24 15.21 0.07 0.88 

6 NC. 16-005-01 49.01 7.90 1.12 14.26 0.01 0.11 

7 NC. 16-011-01 31.42 2.60 2.48 95.27 0.02 1.00 

8 NC. 16-018-01 31.29 13.71 0.98 7.21 0.12 0.88 

9 NC. 16-028-01 50.14 12.18 1.78 14.64 0.06 0.48 

10 NC. 16-033-01 48.77 30.38 1.52 5.00 0.13 0.41 

11 NC. 16-001-01 49.34 14.99 1.13 7.56 0.11 0.78 

12 NC. 16-007-01 50.39 11.28 1.54 13.69 0.08 0.79 

13 NC. 16-008-01 48.43 11.09 2.36 21.33 0.10 0.98 

14 NC. 16-020-01 49.32 8.28 1.56 18.83 0.15 1.88 

15 NC. 16-030-01 50.44 10.96 1.61 14.71 0.16 11.49 

17 
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4.3. ผลการทดสอบการแยกสารด้วยวิธี TLC 
 จากการทดสอบการแยกสารด้วยวิธี TLC โดยใช้ stationary phase เป็น SiO2 และ 

mobile phase เป็น CH2Cl2:methanol 9:1และตรวจสอบการแยกสารด้วยตาเปล่า แสง UV  

254 nm, 365 nm และ anisaldehyde แสดงผลในตารางท่ี 2 และภาพท่ี 1 จากจ านวน spot ของ

การแยกสารด้วยวิธี TLC ท่ีได้ พบว่า การสกัดแต่ละตัวอย่างมีจ านวนสารท่ีเป็นองค์ประกอบ

แตกตา่งกนัไป โดยมีองค์ประกอบทางเคมีอยูจ่ านวนระหวา่ง 1-10 องค์ประกอบ 

ภาพท่ี 1.1 แสดงผลการตรวจสอบการแยกสารด้วยตาเปลา่ 

 

ภาพท่ี 1.2 แสดงผลการตรวจสอบการแยกสารภายใต้แสง UV 254 nm 365 nm 
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ภาพท่ี 1.3 แสดงผลการตรวจสอบการแยกสารด้วยการพ่น anisaldehyde 

 

ตารางท่ี 2 แสดงผลการทดสอบสารด้วยวิธี TLC 

ตวัอยา่ง ต าแหน่ง Rf ตาเปลา่ 
UV 

Anisaldehyde 
254 365 

NC.17-011-01 
 
 
 
  

0.5 0.085     ฟา้  เทา 
1 0.169     ฟา้   

1.8 0.305 เหลือง เหลือง   เทา 
2.8 0.475 เหลือง เหลือง     
3.3 0.559 เหลือง เหลือง   น า้เงิน 
4.2 0.712     ฟา้   
4.9 0.831   เหลือง     

NC.17-016-01 
 
 
 
 
 
  

0.6 0.102 เหลือง เหลือง แดง  เหลือง 
1 0.169 เหลือง เหลือง แดง เขียว 

1.2 0.203 เหลือง เหลือง แดง เทา 
1.7 0.288 เหลือง      เทา 
2 0.339 เหลือง   เทา 

3.4 0.576 เหลือง เหลือง  มว่ง 
3.7 0.627 เหลือง เหลือง แดง มว่ง 
4.2 0.712 เหลือง เหลือง     
4.6 0.780 เหลือง เหลือง แดง มว่ง 

NC. 17-017-01 2.6 0.441  ด า     
3.1 0.525       เทา 

NC. 16-002-01 0.5 0.085   แดง เทา 

 0.8 0.136    แดง เทา 

 2.2 0.373      เทา 
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ตวัอยา่ง ต าแหน่ง Rf ตาเปลา่ 
UV 

Anisaldehyde 
254 366 

NC. 16-002-01 3.1 0.525    น า้เงิน มว่ง 

 4 0.678    น า้เงิน   

 4.2 0.712    น า้เงิน   

 4.6 0.780   น า้เงิน    
NC. 16-003-01 

  

1.4 0.237   น า้เงิน  เทา 
1.8 0.305   น า้เงิน    
3.1 0.525      เทา 
4.8 0.814      มว่ง 

NC. 16-005-01 3.1 0.525      น า้เงิน 
NC. 16-011-01  0.4 0.068    ด า  เทา 

1.6 0.271      เทา 
3 0.508      น า้เงิน 

NC. 16-018-01 
 
 
 
  

0.5 0.085 เหลือง เหลือง ฟา้ เทา 
0.8 0.136 เหลือง เหลือง ฟา้ เทา 
1.8 0.305  เหลือง แดง เทา 
2 0.339  เหลือง   เขียว 
3 0.508     ฟา้ น า้เงิน 

3.9 0.661     มว่ง เทา 
4.5 0.763 เหลือง เหลือง   เชียว 

NC. 16-028-01 
 
  

0.5 0.085 เหลือง เหลือง    เทา 
0.8 0.136 เหลือง เหลือง     
1.9 0.322       เทา 
3 0.508 เหลือง เหลือง แดง น า้เงิน 

4.6 0.780     แดง เทา 
NC. 16-033-01 

 
 
  

0.5 0.085 เหลือง เหลือง แดง เทา 
0.8 0.136 เหลือง เหลือง แดง เทา 
1.9 0.322       เขียว 
3 0.508     น า้เงิน น า้เงิน 

4.1 0.695     แดง   
4.6 0.780  เหลือง แดง  

NC. 16-001-01 
 
  

0.5 0.085 เหลือง เหลือง เทา  เทา 
0.8 0.136 เหลือง เหลือง     
2 0.339       เทา 

2.9 0.492     น า้เงิน มว่ง 
3.8 0.644     น า้เงิน มว่ง  
4.6 0.780 เหลือง เหลือง เทา เทา 
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ตวัอยา่ง ต าแหน่ง Rf ตาเปลา่ 
UV 

Anisaldehyde 
254 366 

NC. 16-007-01 0.5 0.085   น า้เงิน เทา 

 0.8 0.136     น า้เงิน  เทา 

 2.1 0.356      น า้เงิน เทา 

 2.9 0.492     แดง มว่ง 

 3.8 0.644     แดง   

 4.5 0.763 เหลือง เหลือง แดง เทา 
NC. 16-008-01 

 
 
 
  

0.5 0.085 เหลือง เหลือง   เทา 
0.8 0.136 เหลือง     เทา 
1.4 0.237 เหลือง       
2.2 0.373       มว่ง 
3 0.508     มว่ง มว่ง 

3.8 0.644     แดง   
4.5 0.763 เหลือง เหลือง แดง   

NC. 16-020-01 
 
 
 
 
 
 
  

0.5 0.085 เหลือง เหลือง น า้เงิน เทา 
0.8 0.136 เหลือง เหลือง น า้เงิน มว่ง 
1.2 0.203 เหลือง เหลือง น า้เงิน เขียว 
1.9 0.322 เหลือง เหลือง     
2.1 0.356       เทา 
2.6 0.441 เหลือง เหลือง     
3 0.508 เหลือง เหลือง น า้เงิน มว่ง 

3.5 0.593 เหลือง       
3.9 0.661       มว่ง 
4.2 0.712 เหลือง เหลือง เทา มว่ง 

NC. 16-030-01 
 
 
 
 
  

0.5 0.085 เหลือง เหลือง น า้เงิน เขียว 
0.8 0.136 เหลือง เหลือง น า้เงิน เทา 
1.2 0.203 เหลือง เหลือง น า้เงิน เทา 
2.2 0.373       เทา 
3.2 0.542     น า้เงิน น า้เงิน 
3.7 0.627     น า้เงิน   
4.1 0.695 เหลือง เหลือง น า้เงิน เทา 
4.5 0.763     น า้เงิน   
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4.4. การทดสอบกลุ่มสารด้วย specific reagent 
 4.1. การทดสอบฟีนอลิก (phenolic compound) 

 การทดสอบฟีนอลิก (phenolic compound) ในการสกัดโดยใช้ 1% ferric chloride 

solution โดยผลบวกจะเกิดปฏิกิริยาเปล่ียนเป็นสีเขียวเข้มหรือน า้เงินด า แสดงว่ามีสารในกลุ่ม 

ฟีนอลิก ผลการทดสอบแสดงได้ในตารางท่ี 3 ตวัอย่างท่ีพบสารฟีนอลิกมีจ านวน 12 ตวัอย่าง และ

ผลชดัท่ีสดุ คือ NC. 16-008-01 และ NC. 16-030-01 

 4.2. การทดสอบแอลคาลอยด์ (alkaloids) 

 การทดสอบแอลคาลอยด์ (alkaloids) โดยสารทดสอบกับ Dragendorff’s reagent โดย

ผลบวกจะเกิดปฏิกิริยาเป็นตะกอนสีส้มแดง แสดงว่าสารสกัดมีองค์ประกอบทางเคมีเป็นสารใน

กลุ่มแอลคาลอยด์ ผลการทดสอบสารในกลุ่มแอลคาลอยด์ด้วย Dragendorff’s reagent ดงัแสดง

ในภาพท่ี 2 และตารางท่ี 3  

ภาพท่ี 2 แสดงผลการทดสอบด้วย specific reagent 
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ตารางท่ี 3 แสดงผลการทดสอบด้วย specific reagent 

ตวัอยา่ง Blank ฟีนอลิก  
(phenolic compound) 

แอลคาลอยด์ 
(alkaloids) 

NC. 16-011-01 เหลือง เขียว ตะกอนส้มแดง 
NC. 16-016-01 เหลือง น า้เงินด า ตะกอนส้มแดง 
NC. 16-017-01 ใส - - 
NC. 16-002-01 เหลือง เขียว ตะกอนส้มแดง 
NC. 16-003-01 เหลือง เขียว ตะกอนส้ม 
NC. 16-005-01 เหลือง - - 
NC. 16-011-01 เหลืองอมส้ม เขียว ตะกอนส้มแดง 
NC. 16-018-01 เขียว เขียว ตะกอนส้มแดง 
NC. 16-028-01 น า้ตาลออ่น เขียว ตะกอนส้ม 
NC. 16-033-01 น า้ตาลเข้ม เขียว ตะกอนส้มแดง 
NC. 16-001-01 น า้ตาลออ่น เขียว ตะกอนส้มแดง 
NC. 16-007-01 น า้ตาลแกมเหลือง เขียว ตะกอนส้มแดง 
NC. 16-008-01 น า้ตาลออ่น ตะกอนเขียว ตะกอนส้มแดง 
NC. 16-020-01 น า้ตาลแดง - - 
NC. 16-030-01 เขียวขีม้้า ตะกอนเขียว ตะกอนส้มแดง 

 

หมายเหต:ุ   - หมายถึง ตรวจสอบไมพ่บ 

    

4.5. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ (biological activity evaluation) 
 5.1. การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay 

 การทดสอบฤทธ์ิยับยัง้อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging assay ซึ่งใช้

วิตามินซี (ascorbic acid) เป็นสารมาตรฐานพบว่าได้กราฟมาตรฐานวิตามินซี ดังภาพท่ี 1  

(y = 0.5561x + 0.9904 , R2 = 0.9991) สามารถค านวณค่า  IC50 ของ vitamin C ไ ด้ เท่ากับ  

88.31 μg/mL 
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ภาพท่ี 3 แสดงกราฟมาตรฐานวิตามินซี 

จากนัน้ท าการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระของตวัอย่างสารสกดัจากสตัว์ไม่มีกระดกูสนั

หลงัในทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทยทัง้ 15 ชนิดได้ผลดงัตารางท่ี 4 และพบว่าตวัอย่างท่ีมี

ฤทธ์ิยับยัง้อนุมูลอิสระได้ดีโดยมีค่า %inhibition มากกว่า 50% คือ NC. 16-008-01 (84.79%) 

และ NC. 16-030-01 (52.11%) 

 

ตารางท่ี 4 แสดงคา่เฉล่ียการดดูกลืนแสงของสารสกดัตวัอยา่งในการทดสอบ 

ฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระ 

ตวัอยา่ง คา่เฉล่ียการดดูกลืนแสงของสารสกดั
ตวัอยา่ง 

%inhibition 

NC. 16-011-01 0.54 40.13 
NC. 16-016-01 0.79 14.81 
NC. 16-017-01 0.76 11.26 
NC. 16-002-01 0.75 13.51 
NC. 16-003-01 0.72 16.31 
NC. 16-005-01 0.72 17.10 
NC. 16-011-01 0.69 20.81 
NC. 16-018-01 0.71 17.77 

y = 0.5561x + 0.9904
R² = 0.9991
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ตวัอยา่ง คา่เฉล่ียการดดูกลืนแสงของสารสกดั
ตวัอยา่ง 

%inhibition 

NC. 16-028-01 0.77 10.68 
NC. 16-033-01 0.74 16.47 
NC. 16-001-01 0.71 19.27 
NC. 16-007-01 0.69 20.48 
NC. 16-008-01 0.17 84.79 
NC. 16-020-01 0.80 26.36 
NC. 16-030-01 0.47 52.11 

 

และจากการหาคา่ IC50 ของตวัอยา่ง NC. 16-008-01 และ NC. 16-030-01 พบวา่มีคา่ 

IC50 เทา่กบั 28.79 μg/mL  ,184.60 μg/mL ตามล าดบั 

 

ภาพท่ี 4 แสดงกราฟของสารสกดัตวัอยา่ง NC. 16-008-01 

 

y = 0.2078x + 44.018
R² = 0.9607
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ภาพ 5 แสดงกราฟของสารสกดัตวัอยา่ง NC. 16-030-01 

 

ตารางท่ี 5 แสดง %Inhibition และ IC50 ของตวัอยา่ง NC. 16-008-01 และ NC. 16-030-01 

ตวัอยา่ง %inhibition IC50 (μg/mL) 
NC. 16-008-01 84.79 28.79 
NC. 16-030-01 52.11 184.60 

 

 โดยการทดสอบตวัอย่าง NC. 16-008-01 และ NC. 16-030-01 มีค่า IC50 เท่ากับ 28.79 

μg/mL และ 184.60 μg/mL ตามล าดบั จะเห็นได้วา่สารสกดัตวัอยา่งท่ี 13 มีคา่ IC50 ในการยบัยัง้

อนมุลูอิสระได้ดีกวา่สารมาตรฐาน vitamin C (IC50 = 88.31 μg/mL) 

 5.2 การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนส 

 การทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสซึง่ใช้ kojic acid เป็นสารมาตรฐานพบวา่ ได้

กราฟมาตรฐาน kojic acid ดงัภาพท่ี 4 (y = 687.24x – 1.3599, R2 = 0.9999) 

 

y = 0.1326x + 25.522
R² = 0.9999
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ภาพที 4 แสดงกราฟมาตรฐาน kojic acid 

 

ผลการทดลองมาตรฐานของ kojic acid ไม่สามารถหาค่า IC50 ของ kojic acid ได้

เน่ืองจาก %inhibition ในช่วง linear ไม่ถึง 50% จะต้องมีการทดสอบเพ่ือยืนยันผลการทดสอบ

เพิ่มเติม  จากนัน้ท าการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสของตวัอย่างสารสกัดจากสัตว์ไม่มี

กระดกูสนัหลงัในทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทยทัง้ 15 ชนิด ได้ผลดงัตาราง 6 พบวา่ตวัอย่าง

ทัง้หมดมีฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ไทโรซิเนสต ่ากว่า 50%  

 

 

ตารางท่ี 6 แสดงคา่เฉล่ียการดดูกลืนแสงของสารสกดัตวัอยา่งในการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์  

ไทโรซิเนสและ mg/mL kojic acid equivalent to sample 250 µg/mL 

ตวัอยา่ง คา่เฉล่ียการดดูกลืนแสง
ของสารสกดัตวัอย่าง 

%inhibition mg/mL kojic acid 
equivalent to sample 250 

µg/mL 
NC. 16-011-01 0.588 18.81 0.029 
NC. 16-016-01 0.606 23.45 0.036 

y = 687.24x - 1.3599
R² = 0.9999
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ตวัอยา่ง คา่เฉล่ียการดดูกลืนแสง
ของสารสกดัตวัอย่าง 

%inhibition mg/mL kojic acid 
equivalent to sample 250 

µg/mL 
NC. 16-017-01 0.598 11.34 0.018 
NC. 16-002-01 0.584 14.91 0.023 
NC. 16-003-01 0.582 12.94 0.020 
NC. 16-005-01 0.580 9.90 0.016 
NC. 16-011-01 0.590 12.08 0.019 
NC. 16-018-01 0.589 11.62 0.018 
NC. 16-028-01 0.623 9.04 0.015 
NC. 16-033-01 0.628 8.21 0.013 
NC. 16-001-01 0.638 4.06 0.007 
NC. 16-007-01 0.604 9.16 0.015 
NC. 16-008-01 0.624 6.41 0.011 
NC. 16-020-01 0.719 1.43 0.004 
NC. 16-030-01 0.606 12.02 0.019 

 

เน่ืองจากการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสจากสารสกดัสตัว์ไม่มีกระดกูสนัหลงัใน

ทะเลทัง้ 15 ตัวอย่างนี ้ ไม่มีตัวอย่างใดมีการยับยั ง้เอนไซม์ไทโรซิเนสถึง 50% จึงไม่น ามา

ค านวณหาความเข้มข้นในการออกฤทธ์ิยบัยัง้ท่ี 50% (inhibition concentration 50%, IC50) 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 

จากการศกึษาเพ่ือหาทรัพยากรทางทะเลในภาคตะวนัออกเพ่ือน าไปพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์
ท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสและยับยัง้อนุมูลอิสระ ในการทดลองครัง้นีไ้ด้น าสิ่งมีชีวิตท่ีไม่มี
กระดกูสนัหลงัในทะเลทางภาคตะวนัออกของประเทศไทยทัง้หมด 15 ตวัอยา่ง ซึง่ตวัอยา่งทัง้หมด
เป็นตวัอย่างฟองน า้ทะเลซึ่งอยู่ระหว่างการพิสจูน์เอกลกัษณ์ทางอนกุรมวิธาน การทดลองเร่ิมโดย
การสกดัเอาสารส าคญัจากวิธีการหมกั (maceration) ด้วยเมธานอล (methanol) แล้วน าไปก าจดั
เกลือโดยการ partition ด้วยเอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) โดยจะพบร้อยละผลผลิต (%yield) 
มากท่ีสดุคือตวัอย่าง Nc.16-030-01 มีน า้หนกัตวัอย่าง 0.16 กรัมและมี %yield = 11.49 % ส่วน
ตวัอย่างท่ีมีร้อยละผลผลิต (%yield) น้อยท่ีสุดคือตวัอย่าง Nc.16-005-01 ท่ีมีน า้หนักตัวอย่าง 
0.01 กรัม และมี %yield = 0.11 % จากนัน้น าไปศึกษากลุ่มสารเคมีท่ีเป็นองค์ประกอบเบือ้งต้น
ด้วยเทคนิค TLC พบว่าสารสกดัตวัอย่างมีสารเคมีเป็นองค์ประกอบอยู่ในช่วง 2-10 ตวัอย่าง และ
เม่ือน าสารสกัดตวัอย่างมาท าการทดสอบด้วยน า้ยาทดสอบจ าเพาะ กับสารในกลุ่มสารฟีนอลิก 
(phenolic compound) และแอลคาลอยด์ (alkaloids) พบวา่ตวัอยา่ง Nc.16-008-01 และตวัอยา่ง 
Nc.16-030-01 ให้ผลบวกกบัน า้ยาทดสอบจ าเพาะอย่างชดัเจนกบัน า้ยาทดสอบจ าเพาะ ในกลุ่ม
สารฟีนอลิก (phenolic compound) และแอลคาลอยด์ (alkaloids) แต่ในการทดสอบกลุ่มสาร 
alkaloid อาจเกิด false positive ได้จากการท่ีสารสกดัมีสารอ่ืนๆ ท่ีมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบได้ 
เชน่ สารในกลุม่ protein และ amino acid  ร่วมกบัสีของสารสกดัท่ีมีสีเข้ม และสามารถรบกวนการ
อา่นผลการทดลอง  

จากนัน้น าสารสกัดไปทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้อนมุลูอิสระ พบว่ามี 2 ตวัอย่างท่ีสามารถยับยัง้

อนุมูลอิสระได้มากกว่า 50% คือตัวอย่าง Nc.16-008-01 และตัวอย่าง Nc.16-030-01 และ

ค านวณหาค่า IC50 ได้เท่ากับ 28.79 μg/mL และ 184.60 μg/mL ตามล าดับ ซึ่งเป็นไปตาม

สมมติฐานท่ีสารท่ีมีฤทธ์ิในการยับยัง้อนุมูลอิสระท่ีดี จะเป็นสารในกลุ่ม phenolic compound 

และอีกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีท าการทดสอบในงานวิจยันี ้คือ ฤทธ์ิยบัยัง้การท างานเอนไซม์ไทโรซิเนส  

ซึ่งผลการทดลองพบว่าตัวอย่างท่ีมีการยับยัง้ เอนไซม์ไทโรซิเนสได้มากท่ีสุดคือตัวอย่าง   
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NC. 16-016-01  (23.4536%) และไม่มีตัวอย่างใดมีค่าการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ 

ไทโรซิเนสได้มากกวา่ 50% 
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         จากสตัว์ไมมี่กระดกูสนัหลงัในทะเลภาคตะวนัออกของประเทศไทย  
ช่ือหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน ภญ.อ.ดร.นภสัสร ฉนัทธ ารงศริิ 
รายงานในช่วงตัง้แต่วันที่ 6/8/2561 ถงึวันที่ 12/12/2561 
ระยะเวลาด าเนินการ 5 เดือน ตัง้แต่วันท่ี 6/8/2561  

รายรับ 
จ านวนเงนิท่ีได้รับ 7000 บาท เม่ือ 6/8/2561 

รายจ่าย 
รายการ งบประมาณท่ีตัง้ไว้  งบประมาณท่ีใช้จริง  จ านวนเงินคงเหลือ/เกิน  

อปุกรณ์และสารเคมี 5700 5700 0 
ส่ือโปสเตอร์ 300 300 0 
คา่ลงทะเบียน
น าเสนอส่ือโปสเตอร์ 

1000 1000 0 

รวม 7000 7000 0 

 

………………………. 
 อาจารท่ีปรึกษาโครงงานวิจยั 

 

 

 


