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บทคัดย่อ

	 พิโนสโตรบิน เป็นองค์ประกอบทางเคมีชนิดหลักที่พบในกระชาย [Boesenbergia rotunda (L.) Mansf.] การ

ศึกษาเบือ้งต้นพบว่า สามารถแยกสารพโินสโตรบินความบรสุิทธ์ิสูงเพือ่น�ำไปใช้เป็นสารเทียบในการพฒันาวธีิควบคมุ

คุณภาพกระชายซ่ึงยังไม่มีวิธีมาตรฐานส�ำหรับการควบคุมคุณภาพสมุนไพรชนิดน้ีในประเทศไทย การศึกษาน้ีมี

วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาวิธีแยกพิโนสโตรบินจากกระชายและศึกษาวิธีตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีของกระชายด้วย 

รงคเลขผวิบาง การแยกสารท�ำโดยแช่สกดัผงกระชายในเอทานอล กรอง ระเหยสารสกดัให้เข้มข้น น�ำส่วนท่ีตกตะกอน

สเีหลอืงมากรองผ่าน sephadex LH20 จะได้ผงสเีหลอืงอ่อนน�ำมาละลายและตกผลกึซ�ำ้จนได้ผงสขีาวนวล แล้วน�ำไป

พิสูจน์ชนิดสารด้วยวิธีทาง spectroscopy ส่วนการพัฒนาวิธีรงคเลขผิวบาง โดยสกัดผงกระชายด้วยเมทานอล ใช้ 

silica gel 60 เป็นวัฏภาคคงท่ี ส่วนผสมของไดคลอโรมีเทน-เมทานอล (70:1) เป็นวัฏภาคเคลื่อนท่ี พ่นด้วยน�้ำยา  

NP/PEG และใช้สารพิโนสโตรบินเป็นสารเทียบ ผลการศึกษาพบว่า สามารถแยกสารพิโนสโตรบินที่มีความบริสุทธิ์

ร้อยละ 97.06 และร้อยละของผลผลิต 0.86 ด้วยวิธีที่ไม่ซับซ้อน ได้สารความบริสุทธิ์สูงและในปริมาณมาก การตรวจ

เอกลักษณ์ทางเคมีด้วยวิธีรงคเลขผิวบางพบสารพิโนสโตรบินที่ค่า R
f
 เท่ากับ 0.95 ซึ่งสามารถน�ำวิธีรงคเลขผิวบางนี้

ไปใช้ควบคุมคุณภาพของกระชายต่อไป

	 คำ�สำ�คัญ:  กระชาย, Boesenbergia rotunda, pinostrobin, การควบคุมคุณภาพ
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Abstract

	 Pinostrobin is a major constituent of fingerroot or krachai in Thai [Boesenbergia rotunda (L.) Mansf.]. From 

preliminary study, isolation of high-purity pinostrobin could be possible. This compound will be used as a chemical 

marker in method development for quality control of fingerroot for which no standard method had been established 

for this medicinal plant in Thailand. The aims of this study were to study the isolation method of pinostrobin from 

fingerroot and to develop a chemical identification method of fingerroot using the thin layer chromatography (TLC) 

technique. Isolation of pinostrobin was performed by maceration of fingerroot with 95% ethanol and evaporation 

of the filtrate to gain yellow precipitate. Sephadex LH20 gel filtration was performed and pale yellow powder 

was obtained. Recrystallization was carried on to obtain off-white powder. Structural identification of the isolated 

compound was undertaken using spectroscopic analysis. A TLC method using pinostrobin as a chemical marker 

was developed. Sample was prepared by extracting fingerroot powder with methanol, using silica gel 60 as sta-

tionary phase and a mixture of dichloromethane and methanol (70:1) as mobile phase, and then sprayed with NP/

PEG. Results showed that 97.06% pure pinostrobin could be isolated with 0.86% yield. Using this uncomplicated 

method, the high-purity and high-yield compound could be obtained. In the TLC analysis, a spot of pinostrobin at 

the Rf value of 0.95 was observed. This method could be further used for quality control of fingerroot.

	 Key words:  fingerroot, Boesenbergia rotunda, pinostrobin, quality control

บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 กระชาย มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Boesenbergia 

rotunda (L.) Mansf. วงศ์ Zingiberaceae[1, 2] ชื่อ

พ้อง ได้แก่ Boesenbergia pandurata (Roxb.) 

Schltr, Curcuma rotunda L., Gastrochillus 

panduratus (Roxb.) Ridl., Kaempferia pandu-

rata Roxb[2] ชื่ออื่น ๆ ได้แก่ ขิงทราย หัวกะแอน หัว

ชาย หัวละแอน[2] เป็นพืชล้มลุก มีเหง้าสั้น รากอวบ

รูปทรงกระบอกหรือรูปไข่ค่อนข้างยาวปลายเรียว  

กว้าง 1-2 เซนติเมตร ยาว 4-10 เซนติเมตร ออกเป็น 

กระจุก ผิวสีน้ำ�ตาลอ่อน เนื้อในสีเหลือง ลำ�ต้นเทียม

มีใบ 2-7 ใบ เป็นใบเดี่ยวเรียงสลับ รูปไข่กลับแกม

รูปขอบขนาน หรือรูปรีแกมรูปใบหอก กว้าง 5-12 

เซนติเมตร ยาว 12-50 เซนติเมตร ปลายเรียวแหลม 

โคนมนหรือแหลม ขอบเรียบ เสน้กลางใบ กา้นใบและ

กาบใบด้านบนเป็นร่อง ด้านล่างนูนเป็นสัน ก้านใบ

เรียบ ยาว 7-25 เซนติเมตร กาบใบสีชมพู ยาว 7-25 

เซนติเมตร ลิ้นใบยาวประมาณ 5 มิลลิเมตร ปลายเว้า

ต้ืน ดอกออกเปน็ช่อเชงิลดออกท่ียอดระหวา่งกาบใบคู่

ในสดุ ยาวประมาณ 5 เซนติเมตร ดอกสขีาวอมสชีมพู
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ออ่น ใบประดบัรูปหอก ยาว 4-5 เซนตเิมตร กลบีเลีย้ง

สีขาวหรือสีขาวอมสีชมพูอ่อน โคนติดกันเป็นหลอด 

ยาว 1.5-2 เซนตเิมตร ปลายแยกเปน็ 3 แฉก โคนกลบี

ดอกติดกันเป็นหลอด ยาว 4.5-5.5 เซนติเมตร ปลาย

แยก 3 แฉก รูปขอบขนาน แฉกใหญ่ 1 กลีบ กว้าง

ประมาณ 7 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 1.8 มิลลิเมตร 

อีก 2 แฉก ขนาดเท่ากัน กว้าง 5 มิลลิเมตร ยาว 

1.5 เซนติเมตร กลีบข้างมี 2 กลีบ สีชมพูอ่อน รูปไข่

กลับ ยาวประมาณ 1.5 เซนติเมตร กลีบปากอยู่ตรง

กลางมีสีขาวหรือสีชมพู รูปไข่กลับหรือรูปขอบขนาน 

กว้าง 2.5-3.5 เซนติเมตร โค้งเว้าเข้าใน ขอบหยิกงอ

เล็กน้อยปลายผาย มีสีชมพูหรือสีม่วงแดงเป็นเส้น ๆ 

เกอืบท้ังกลบี เกสรเพศผูส้มบรูณม์ ี1 อนั กา้นชอูบัเรณู

สั้น หุ้มก้านชูยอดเกสรเพศเมีย สันอับเรณูพับกลับ 

ปลายเว้าตื้น รังไข่ใต้วงกลีบรูปขอบขนาน มี 3 ช่อง 

แต่ละช่องมีออวุลจำ�นวนมาก ผลแบบผลแตกแห้ง 

เมล็ดสีดำ� เยื่อหุ้มเมล็ดจักเป็นครุย[2] ตำ�ราสรรพคุณ

ยาไทยวา่ กระชายมรีสเผด็ร้อนขม แกป้วดมวนในทอ้ง 

แก้ชัก แก้ท้องอืดท้องเฟ้อ บำ�รุงกำ�ลัง บำ�รุงกำ�หนัด 

เป็นต้น[2]

	 การศกึษาองคป์ระกอบทางเคมขีองกระชายพบ

วา่ สว่นใหญเ่ปน็สารทุตยิภมูกิลุม่เฟลโวนอยด ์(flavo-

noids) เช่น pinostrobin (5-hydroxy 7-methoxy 

flavanone), pinocembrin (5,7-dihydroxy flava-

none), boesenbergin A, boesenbergin B, pan-

duratin A, 4-hydroxypanduratin A, panduratin 

B-1, panduratin B-2, rubranine, rotundaflovone, 

silybin, alpinetin, cardamonin นอกจากนีก้ระชาย

ยังมีน้ำ�มันระเหยง่าย ซึ่งมีองค์ประกอบ ได้แก่ nerol, 

camphor, cineole, fenchene, limonene, heman-

thidine และสารกลุ่มโพลิฟีนอล (polyphenol) เช่น 

caffeic acid, coumaric acid, chlorogenic acid 

เป็นต้น[3-8]

	 พิโนสโตรบิน (pinostrobin) เป็นองค์ประกอบ

ทางเคมชีนดิหลกัทีพ่บในกระชายซ่ึงเป็นสมนุไพรพืน้

บ้านท่ีพบได้ท่ัวไปในประเทศไทย มีฤทธ์ิทางชีวภาพ

ท่ีหลากหลาย เช่น ต้านเชื้อแคนดิดาอัลบิแคนส์ ต้าน

เช้ือไวรัส ต้านออกซิเดชัน ต้านอักเสบ ต้านลิวคิเมีย 

ต้านเอนไซม์อโรมาเทส (anti-aromatase) ต้านเซลล์

มะเร็งเต้านม ปกป้องเซลล์ประสาท เป็นต้น[9-11]

	 จากการศึกษาเบื้องต้นพบว่า สามารถแยกสาร 

พิโนสโตรบินจากกระชายเพื่อนำ�มาใช้เป็นสารเทียบ 

(chemical marker) สำ�หรับการควบคุมคุณภาพ

สมุนไพรชนิดนี้รวมถึงการควบคุมคุณภาพสมุนไพร

ชนิดอื่นท่ีมีพิโนสโตรบินเป็นองค์ประกอบ เป็นการ

ลดการสั่งซ้ือสารมาตรฐานจากต่างประเทศซ่ึงมีราคา

แพงกว่า ดังนั้น การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ

ศึกษาวิธีแยกพิโนสโตรบินจากกระชายและศึกษาวิธี

ตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีของสมุนไพรชนิดนี้โดยใช้ 

พิโนสโตรบินเป็นสารเทียบ

ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1 สมุนไพร

	 กระชายสด น�้ำหนัก 10 กิโลกรัม น�ำมาคัดเลือก

ส่วนที่ไม่ต้องการออกแล้วล้างให้สะอาด ผึ่งให้สะเด็ด

น�้ำ แล้วน�ำมาหั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆ ตากให้แห้ง จากนั้นน�ำ

มาอบในตู้อบร้อนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น

เวลาวนัละ 8 ชัว่โมง ตดิต่อกนั 2 วนั แล้วน�ำไปบดเป็น

ผงหยาบ ได้ผงกระชาย น�ำ้หนกั 1.5 กโิลกรัม บรรจุใน

ถุงเก็บตัวอย่างปิดปากถุงให้สนิท

	 1.2 สารมาตรฐาน

	 pinostrobin (Sigma, Switzerland) ความ
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บริสทุธ์ิ 95% สำ�หรับการศกึษาเปรยีบเทียบคณุสมบตัิ

ของพิโนสโตรบินที่แยกจากกระชาย

	 1.3 ตัวทำ�ละลายอินทรีย์และสารเคมี

	 Dichloromethane AR (RCI Labscan 

Limited, Thailand), methanol AR (Merck, 

Germany), methanol HPLC (Merck, Germany), 

acetonitrile HPLC (Merck, Germany), ethanol 

95%, diphenylboric acid b-ethylamino ester 

(Sigma-Aldrich, Germany), polyethylene glycol 

4000 (Ajax Chemicals, Australia)

	 1.4 วัสดุวิทยาศาสตร์

	 Sephadex LH20 (Sigma, Switzerland), 

TLC plate Silica gel 60 ความหนา 0.25 มิลลิเมตร 

(Merck, Germany), AcquityTM BEH C18 column 

1.7 ไมโครเมตร, 2.1 × 50 มลิลลิติร (Waters, USA), 

glass column, chromatographic chamber, 

Buchner funnel และเครื่องแก้ววิทยาศาสตร์

	 1.5 เครื่องมือ

	 เคร่ืองบดสมุนไพร, ตู้อบร้อน (Mammert, 

Germany), เคร่ืองชั่งไฟฟ้า ความละเอียด 0.1-0.01 

มิลลิกรัม (Mettler-Toledo, Switzerland), เคร่ือง

ชั่งไฟฟ้า ความละเอียด 0.01 กรัม (Sartorius, 

Germany), ชุดเคร่ืองระเหยสุญญากาศ (Eyela, 

USA), High Performance Liquid Chromato-

graph-Quadrupole-Time of Flight (HPLC-

QTOF) (Agilent Technology, USA), Ultra Per-

formance Liquid Chromatograph-Photo Diode 

Array (UPLC-PDA) (Waters, USA), ตูด้ดูความชืน้, 

TLC plate heater (CAMAG, Switzerland),  

เคร่ืองถ่ายภาพ TLC (TLC scanner) (CAMAG,  

Switzerland), ชุดสกัดสารประกอบด้วย เตาบุนวม 

ไฟฟ้า ส่วนควบแน่น และเครื่องทำ�น้ำ�เย็นหมุนเวียน

2. วิธีการศึกษา

	 2.1 การแยกสารพิโนสโตรบินจากกระชาย

		  ก. การสกดัสาร โดยวธีิการแช่สกดั (mace-

ration) น�ำผงกระชาย น�้ำหนัก 1 กิโลกรัม บรรจลุงใน

ภาชนะที่มีฝาปิดสนิท เติมเอทานอล 95% ให้ท่วมผง 

กระชาย แช่สกัดนาน 3 วัน โดยคนส่วนผสมเป็น 

ระยะ ๆ กรองสารสกัดที่ได้ แล้วเติมเอทานอล 95% 

ลงในภาชนะเดิมเพื่อแช่สกัดซ�้ำ  โดยการสกัดซ�้ำ 2  

ครั้ง ๆ  ละ 3 วัน กรอง รวบรวมสารสกัดที่ได้ไประเหย

ด้วย เคร่ืองระเหยภายใต้สุญญากาศจนได้สารสกัด

เข้มข้นมีลักษณะหนืดสีน�้ำตาลแดง จากนั้นต้ังไว้จะ

เกิดตะกอนสีเหลืองในสารสกัดข้นหนืดนั้น

		  ข. การแยกสาร โดยวิธีเจลฟิลเตรช่ัน 

โครมาโทกราฟี (gel filtration chromatography) 

นำ�ตะกอนสีเหลืองท่ีได้มาละลายด้วยเมทานอล แล้ว 

กรองผ่าน Sephadex LH20 ที่บรรจุอยู่ในคอลัมน์

แก้ว ทำ�การชะด้วยเมทานอล และรองรับของเหลวที่

ชะออกมาจากคอลมันโ์ดยเกบ็แฟรคชัน่ (fraction) ละ 

50 มิลลิลิตร ระเหยแต่ละแฟรคชั่นด้วยเครื่องระเหย

สุญญากาศเพื่อลดปริมาตรลงเหลือหนึ่งในสี่ส่วน ตั้ง

สารละลายสารสกัดเข้มข้นไว้จะเกิดผงสีเหลืองอ่อน

ตกออกมา รวมแฟรคช่ันท่ีมีผงสีเหลืองอ่อนเข้าด้วย

กัน กรองเก็บรวบรวมผงสีเหลือง

		  ค. การทำ�สารที่แยกได้ให้บริสุทธ์ิ โดยวิธี

ตกผลกึซ้ำ� (recrystallization) นำ�ผงสเีหลอืงออ่นมา

ละลายในเมทานอล กรองสารละลายทีไ่ดผ้า่นกระดาษ

กรองบน Buchner funnel โดยใชป้ัม๊สญุญากาศชว่ย

ในการกรอง จากนัน้นำ�สารละลายทีไ่ดม้าตัง้ท้ิงไวจ้ะได้

ผงสขีาวนวล (หากยงัไมไ่ดผ้งท่ีมลีกัษณะสขีาวนวลให้

ทำ�ขั้นตอนนี้ซ้ำ�) นำ�ไปชั่งน้ำ�หนักเพื่อหาปริมาณสารที่

แยกได้ เก็บสารที่แยกได้ไว้ในโถดูดความชื้น
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		  ง. การพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีของสาร

บริสุทธิ์ท่ีแยกได้ โดยวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมี

ของสารบริสุทธิ์จากข้อมูลสเปกตรัม 1D-NMR และ 

2D-NMR (ส่งวิเคราะห์ที่ศูนย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์

และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย) วิเคราะห์

น้ำ�หนักโมเลกุลด้วย HPLC-QTOF เพื่อยืนยันสูตร

โครงสร้าง และเปรียบเทียบข้อมูลสเปกตรัม NMR 

ของสารที่เคยมีรายงานมาก่อน

		  จ. ศึกษาความบริสุทธ์ิ (purity) ของสาร

ที่แยกได้ โดยวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของสารด้วยวิธี 

UPLC ซึ่งระบบโครมาโทกราฟี ประกอบด้วย วัฏภาค 

คงที่ คือ AcquityTM BEH C18 column ขนาด 1.7 

ไมโครเมตร, 2.1 × 50 มิลลิเมตร วัฏภาคเคลื่อนที่ 

ได้แก่ A. เมทานอล-อะซิโทไนไตรล์ (1:1) และ B. น้ำ�

กำ�จัดอิออน ชะแบบเกรเดียนต์ (gradient elution) 

อัตราการไหล 0.65 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่

ความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร ความบริสุทธิ์ของสาร

ทีแ่ยกไดพ้จิารณาจากร้อยละของพืน้ท่ีใตพ้คี (%peak 

area) ของสารนั้น และสังเกต 3D-spectrum ว่าต้อง

ไม่มีการปนของสารอื่น (co-elute) ในพีคของสารที่

แยกได้

		  ฉ. ศึกษาความคงตัว (stability) ของ

สารบริสุทธ์ิที่แยกได้ โดยเปรียบเทียบความคงตัว

ของสารละลายสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้จากกระชายโดย

ละลายในเมทานอล กับสารละลายพิโนสโตรบินจาก

บริษัทผู้ผลิตซึ่งละลายในเมทานอลเช่นเดียวกัน และ

ฉีดเข้าสู่ระบบโครมาโทกราฟีของ UPLC ดังข้อ จ. ดู

ลักษณะของ 3D-spectrum

	 2.2 การตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีของกระชาย 

ด้วยวิธีรงคเลขผิวบาง (Thin Layer Chromato-

graphy: TLC) โดยใช้สารพิโนสโตรบินที่แยกได้จาก

กระชายเป็นสารเทียบ (chemical marker)

	 การเตรียมสารละลายตัวอยา่ง โดยสกดัผงกระชาย  

น้ำ�หนัก 1 กรัม ในเมทานอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

โดยวิธีรีฟลักซ์ (reflux) เป็นเวลา 5 นาที กรอง ได้

สารละลายตัวอย่าง

	 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน โดยละลาย 

สารพิโนสโตรบิน น�้ำหนัก 1 มิลลิกรัม ในเมทานอล 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร

	 ระบบโครมาโทกราฟี

	 วัฏภาคคงที่	 silica gel 60, ความหนา 

0.25 มิลลิเมตร

	 วัฏภาคเคลื่อนท่ี	 ไดคลอโรมเีทน-เมทานอล 

70:1

	 ระยะทางการเคลื่อน	 15 เซนติเมตร

	 ที่ของวัฏภาคเคลื่อนที่

	 ปริมาตรวิเคราะห์	 15 ไมโครลิตร สำ�หรับ

สารละลายตัวอย่าง

	 	 5 ไมโครลิตร สำ�หรับ

สารละลายมาตรฐาน

	 การตรวจวัด	 พ่นน�้ำยา NP/PEG แล้ว

สัง เกตผลภายใต ้แสง

อัลตราไวโอเลตท่ีความ 

ยาวคลื่น 366 นาโนเมตร

ผลการศึกษา

1. การแยกสารพิโนสโตรบินจากกระชาย

	 ผงกระชายแห้ง น�้ำหนัก 1 กิโลกรัม น�ำมาแยก

ได้สารพิโนสโตรบินบริสุทธิ์ น�้ำหนักผลผลิต 8.6 กรัม 

คดิเป็นร้อยละของผลผลติ (%yield) เท่ากบั 0.86 เมือ่

เทียบกับน�้ำหนักผงกระชายแห้ง
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	 การพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิที่

แยกได้

	 เมื่อนำ�ไปวิเคราะห์สูตรโครงสร้างทางเคมีด้วย 

NMR spectrometer (500 MHz) ได้สเปกตรัม 1D-

NMR ชนิด 1H-NMR และ 13C-NMR (ภาพที่ 1 และ 

2 ตามลำ�ดับ) นอกจากนี้ยังวิเคราะห์ 2D-NMR ด้วย

เทคนิค 1H-1H COSY, HMQC และ HMBC อีกด้วย

	 จากการแปลผลสเปกตรัม NMR สามารถ

สรุปโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้จาก

กระชาย (ภาพที่ 3)

	 สูตรโมเลกุล (molecular formula) ของสารดัง

กลา่ว คอื C16H14O4 เมือ่วเิคราะหน้์ำ�หนกัโมเลกลุดว้ย

ภาพที่ 1 1H-NMR spectrum (500 MHz) ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากกระชาย

ภาพที่ 2 13C-NMR spectrum (125 MHz) ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากกระชาย
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เคร่ือง HPLC-QTOF พบว่า มีค่า (M+Na)+ เท่ากับ 

293.0847 และ (M+H)+ เท่ากับ 271.1003 สารดัง

กล่าวจึงมีน้ำ�หนักโมเลกุล เท่ากับ 270 เป็นการยืนยัน

สูตรโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิที่แยกได้จาก

กระชาย (ภาพที่ 4)

	 เมื่อเปรียบเทียบข้อมูลสเปกตรัม NMR ของ

สารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้กับสารท่ีเคยมีรายงานมาก่อน[12] 

จึงสรุปได้ว่า สารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากกระชายมีชื่อว่า 

พิโนสโตรบิน (ตารางที่ 1)

	 ความบริสุทธิ์ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้

	 เมื่อศึกษาความบริสุทธ์ิของพิโนสโตรบินท่ี 

แยกจากกระชาย โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธี UPLC  

และพิจารณาจากค่าร้อยละของพื้นท่ีใต้พีคของ 

โครมาโทแกรมท่ีได้ พบว่า มีค่าเท่ากับร้อยละ 97.06 

แสดงว่า มีเนื้อของสารพิโนสโตรบินอยู่ร้อยละ 97.06 

และจาก 3D-spectrum ไม่พบการปนของสารอื่นใน

ระบบโคมาโทกราฟีดังกล่าว

	 ความคงตัวของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้

	 เมื่อศึกษาความคงตัวของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้

ดว้ยระบบโครมาโทกราฟขีอง UPLC โดยเปรียบเทียบ

ความคงตัวของสารละลายพิโนสโตรบินในเมทานอล 

ระหว่างพิโนสโตรบินท่ีแยกได้จากกระชายและ 

พิโนสโตรบินจากบริษัท Sigma พบว่า สารจากทั้ง 2 

แหล่ง ไม่มีความแตกต่างกัน โดยพบว่าสารละลาย 

พโินสโตรบินในเมทานอลมคีวามคงตัวท่ีอุณหภมูห้ิอง

เป็นเวลาอย่างน้อย 3 วัน

2. การตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีของกระชาย

	 สกัดผงตัวอย่างกระชาย น�้ำหนัก 1 กรัม ใน 

เมทานอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยวิธีรีฟลักซ์เป็น

เวลา 5 นาที กรอง น�ำสารละลายที่ได้มาวิเคราะห์ด้วย

วธีิรงคเลขผวิบางและพโินสโตรบินเป็นสารเทยีบ โดย

ใช้ silica gel 60 เป็นวัฏภาคคงท่ี ส่วนผสมของ 

ไดคลอโรมีเทนและเมทานอล (อัตราส่วน 70:1) เป็น

วัฏภาคเคลื่อนที่ พ่นด้วยน�้ำยา NP/PEG แล้วสังเกต
ภาพที ่3	 โครงสร้างทางเคมีของสารพโินสโตรบิน (C16H14O4) 

ที่แยกได้จากกระชาย

ภาพที่ 4 Mass spectrum ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้จากกระชาย
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ผลภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตท่ีความยาวคลื่น 366 

นาโนเมตร

	 ผลการตรวจเอกลกัษณ์ทางเคมดีว้ยวิธีรงคเลข

ผิวบางของตัวอย่างกระชาย จำ�นวน 7 ตัวอย่าง พบ

จุด (spot) ของพิโนสโตรบิน ที่ค่า Rf เท่ากับ 0.95 ใน

ตวัอยา่งกระชายทกุตวัอยา่ง ซ่ึงโครมาโทแกรมรงคเลข

ผิวบางของสารสกัดเมทานอลจากกระชาย (ภาพที่ 5 

 และตารางที่ 2)

อภิปรายผล

	 การศึกษานี้มุ่งหวังที่จะพัฒนาวิธีการแยกสาร

จากกระชายให้ได้สารที่มีความบริสุทธ์ิสูงและได้

ตารางที่ 1 การเปรียบเทียบข้อมูลสเปกตรัม NMR ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้กับสารพิโนสโตรบิน[12] 

	ตำ�แหน่ง	 สารบริสุทธิ์ที่แยกได้		  พิโนสโตรบิน	

		  d
H
 (multiplicity, J)	 d

C	
d

H
 (multiplicity, J)	 d

C

	 2	 5.43	 79.22	 5.39	 79.0
		  (1H, dd, J = 13, 3)		  (1H, dd, J = 12.84, 2.76)	
	 3	 trans 3.09 (1H, dd, J = 13, 17)	 43.37	 3.06 (1H, dd, J = 15.14, 12.84)	 43.2
		  cis 2.83 (1H, dd, J = 17, 3)		  2.79 (1H, dd, J = 14.68, 2.76)	
	 4	 -	 195.76	 -	 195.7
	 5	 -	 162.78	 -	 162.7
	 6	 6.08 (1H, d, J = 2.5)	 95.14	 6.05 (1H, d, J = 2.72)	 95.0
	 7	 -	 167.99	 -	 167.8
	 8	 6.07 (1H, d, J = 2.5)	 94.26	 6.05 (1H, d, J = 2.72)	 94.1
	 9	 -	 164.14	 -	 164.0
	 10	 -	 103.14	 -	 103.0
	 1´	 -	 138.36	 -	 138.3
	 2´, 3´,		  126.12		  126.0
	 5´, 6´	 7.46-7.37 (5H, m)		  7.41 (5H, m)
	 4´		  128.86		  128.8
	 7-OMe	 3.81 (3H, s)	 55.68	 3.79 (3H, s)	 55.6

	 5-OH	 12.02 (1H, s)	 -	 12 (1H, s)	 -

หมายเหต ุdH 
และ

 
dC แสดงค่า chemical shift ของโปรตอนและคาร์บอน ตามลำ�ดับ มีหน่วยเป็น ppm และ J แสดงค่า coupling 

constant มีหน่วยเป็น Hertz (Hz)

ร้อยละของผลผลิตสูง เพ่ือที่จะนำ�สารดังกล่าวไปใช้

เป็นสารเทียบสำ�หรับการควบคุมคุณภาพสมุนไพร

กระชาย ข้ันตอนการแยกสารจากกระชายประกอบ

ด้วย 1) การสกัดด้วยตัวทำ�ละลายอินทรีย์ที่เหมาะสม 

ซ่ึงได้เลือกใช้เอทานอล 95% 2) การแยกสารด้วยวิธี

เจลฟิลเตรช่ันซ่ึงจะแยกสารที่ต้องการออกจากสาร 

อืน่ ๆ  ดว้ยขนาดโมเลกลุทีแ่ตกตา่งกนั สามารถแยกสิง่

ปนเป้ือน/สารอืน่ทีไ่มต้่องการออกจากพโินสโตรบินได้

ดี 3) การตกผลึกซ้ำ�เพื่อให้ได้สารที่มีความบริสุทธิ์สูง

ข้ึน เมื่อได้สารบริสุทธ์ิแล้วต้องนำ�มา พิสูจน์ชนิดสาร

โดย 4) การวิเคราะห์ทาง spectroscopy จากนั้นต้อง

ทำ�การวเิคราะหโ์ครงสร้างทางเคมขีองสาร (structure 
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elucidation) โดยแปลผลจากสเปกตรัม NMR ได้

เป็นโครงสร้างทางเคมีของสาร ซ่ึงจากสเปกตรัม 1H 

NMR ในภาพที่ 1  พบโปรตอนที่ค่า chemical shift 

(d) เท่ากับ 12.02 ppm มีลักษณะพีคเป็น singlet (s) 

เป็นโปรตอนของหมู่ฟังก์ชันไฮดรอกซีที่ตำ�แหน่งที่ 5 

ซ่ึงเกิดพันธะไฮโดรเจนกับหมู่คาร์บอนิลที่ตำ�แหน่งท่ี 

4 และพบโปรตอน 2 อะตอม ที่มีลักษณะพีคเป็น 

doublet (d) ที่ค่า d เท่ากับ 6.08 ppm (J = 2.5 Hz) 

และ 6.07 ppm (J = 2.5 Hz) แสดงว่าโปรตอนทั้ง 2 

อะตอมอยู่ในตำ�แหน่ง meta ซ่ึงกันและกัน ซ่ึงก็คือ

ตำ�แหน่งที่ 6 และ 8 ของโครงสร้างเคมี ตามลำ�ดับ 

ส่วนตำ�แหน่งที่ 7 ไม่ปรากฏสัญญาณโปรตอนใน

สเปกตรัม NMR เนื่องจากถูกแทนที่ด้วยหมู่เมทอกซี 

(OMe) ส่วนพีคของโปรตอน 5 อะตอม ที่ค่า d อยู่ใน

ชว่ง 7.37-7.46 ppm มลีกัษณะพคีเปน็ multiplet (m) 

เป็นการยืนยันว่าไม่มีหมู่แทนที่ใน aromatic ring B 

ส่วนโปรตอนในตำ�แหน่งท่ี 2 และ 3 มีลักษณะเป็น 

ABX system โดยสว่น X ปรากฏเป็นพคีท่ีมลีกัษณะ

เป็น doublet-doublet (dd) ท่ีคา่ d เท่ากบั 5.43 ppm 

(J = 13, 3 Hz) คือ โปรตอนตำ�แหน่งที่ 2 และส่วน

โปรตอน AB ทั้ง 2 อะตอมปรากฏเป็นพีคที่มีลักษณะ 

doublet-doublet ทีค่า่ d เทา่กบั 2.83 ppm (J = 17, 3 

Hz) และ 3.09 ppm (J = 17, 13 Hz) ซึ่งก็คือโปรตอน

ตำ�แหนง่ท่ี 3-cis และ 3-trans ตามลำ�ดบั เมือ่เทยีบกบั

โปรตอนในตำ�แหน่งที่ 2 จากสเปกตรัม 13C NMR ใน

ภาพที่ 2 แสดงให้เห็นว่า สารที่แยกได้นี้มีคาร์บอน 16 

อะตอม เป็นคาร์บอนของหมู่เมทอกซี 1 อะตอม สาร

ที่แยกได้นี้เป็นสารในกลุ่มเฟลวาโนน (flavanone) ที่

มีหมู่เมทอกซี 1 หมู่ สูตรโมเลกุลคือ C16H14O4 และ

ยืนยันความถูกต้องของโครงสร้างดังกล่าวด้วยการ

วิเคราะห์น้ำ�หนักโมเลกุล จาก mass spectrum ใน

ภาพท่ี 4 แสดงคา่ (M+Na)+ เท่ากบั 293.0847 เมือ่หัก

ตารางที่ 2	 โครมาโทแกรมรงคเลขผิวบางของสารสกัด

เมทานอลจากกระชาย

	 จุด	 hR
f	

NP/PEG, 366 นาโนเมตร

	 1	 7-9	 Blue

	 2	 38-44	 Green

	 3	 48-52	 Bright blue green

	 4	 58-62	 Blue

	 5	 78-82	 Greenish yellow

	 6	 84-86	 Yellow

	 7*	 92-96	 Yellow

	 8	 96-98	 Yellow

หมายเหต ุ* พิโนสโตรบิน

ภาพที่ 5	 โครมาโทแกรมรงคเลขผิวบางของสารสกัด 

เมทานอลจากกระชาย

	 1-7 สารสกัดเมทานอลจากกระชาย ตัวอย่าง

ที่ 1-7

	 std.  สารละลายพิโนสโตรบินในเมทานอล

	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 std.
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ลบน้ำ�หนกัโมเลกลุของธาตโุซเดยีมออกจะไดน้้ำ�หนกั

โมเลกลุของสารท่ีแยกได ้ประมาณ 270 ซ่ึงสอดคลอ้ง

กับสูตรโมเลกุล จากนั้นนำ�ไปเปรียบเทียบกับข้อมูล

สเปกตรัมของสารที่เคยมีรายงานมาก่อน[12] ดังนั้นใน

การศึกษานี้สามารถสรุปได้ว่า สารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้

จากกระชาย คือ สารพิโนสโตรบิน

	 นอกจากนี้ยังพบว่า สารพิโนสโตรบินที่แยกได้

มีลักษณะเป็นผงสีขาวนวล ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบความ

คงตัว (stability) กับสารพิโนสโตรบินจากบริษัทผู้

ผลิตมีแนวโน้มเป็นไปในทิศทางเดียวกัน แต่ก็พบว่า 

พโินสโตรบนิอาจตกผลกึได้ผลกึท่ีมลีกัษณะเป็นแผ่น

บางใส ซ่ึงจากการแยกสารนี้ซ�้ำจากตัวอย่างกระชาย

หลายตัวอย่าง พบลักษณะการตกผลึกดังกล่าวเพียง

คร้ังเดียว ซ่ึงสารพิโนสโตรบินในลักษณะแผ่นบางใส 

เมื่อเตรียมเป็นสารละลายในเมทานอลจะมีการ

เปลีย่นแปลงกายภาพภายในระยะเวลา 2 วัน โดยสาร

สะลายจะขุ่นเมื่อต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง กล่าวคือ  

พโินสโตรบนิท่ีพบจากการศกึษานี ้ม ี2 ลกัษณะ (form) 

คือ ลักษณะที่เป็นผงละเอียดสีขาวนวล ซึ่งจะมีความ

คงตัวทางกายภาพดกีว่าพโินสโตรบนิท่ีมลีกัษณะเป็น

แผ่นบางใส ซ่ึงท้ัง 2 ลักษณะได้พิสูจน์ว่าเป็นสาร

เดียวกันมีน�้ำหนักโมเลกุลเท่ากัน เมื่อวิเคราะห์ด้วย 

UPLC ในสภาวะเดียวกันจะปรากฏพีคที่ retention 

time เดยีวกนั พจิารณาจาก 3D-spectrum มลีกัษณะ

เหมือนกัน และเมื่อตรวจสอบด้วยวิธีรงคเลขผิวบาง

ก็ให้ค่า Rf เท่ากัน

	 การศึกษานี้ยังได้พัฒนาต่อยอดโดยการน�ำ 

พิโนสโตรบินท่ีแยกได้ไปใช้ในการตรวจเอกลักษณ์

ทางเคมีของกระชาย ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ

ที่จะบอกว่ากระชายที่จะน�ำมาเป็นวัตถุดิบสมุนไพรที่

จะน�ำไปผลิตยาหรือผลิตภัณฑ์เสริมสุขภาพนั้นเป็น

สมุนไพรที่มีคุณภาพหรือไม่ รวมถึงยังเป็นการตรวจ

สอบการปนปลอมของสมุนไพรได้ ในประเทศไทยยัง

ไม่มีวิธีมาตรฐานส�ำหรับการควบคุมคุณภาพของ

สมนุไพรกระชาย การศกึษานีจึ้งเป็นรายงานฉบับแรก

ทีแ่สดงถงึวธีิการตรวจเอกลกัษณ์ทางเคมขีองกระชาย

ด้วยวธีิรงคเลขผวิบางโดยมสีารเทียบ คอื พโินสโตรบิน 

วิธีท่ีพัฒนาข้ึนใช้น�้ำยา natural products/poly-

ethylene glycol (NP/PEG หรือ natural product 

reagent) ส�ำหรับการตรวจวัดซ่ึงเป็นน�้ำยาเฉพาะ

ส�ำหรับการตรวจวดัสารกลุม่เฟลโวนอยด์ ซ่ึงเป็นองค์

ประกอบทางเคมีที่พบมากในกระชาย นอกจากนี ้ 

พโิสโตรบินทีแ่ยกได้สามารถน�ำไปใช้เป็นสารมาตรฐาน

ส�ำหรับการควบคุมคุณภาพสมุนไพรชนิดอื่นที่ม ี

พิโนสโตรบินเป็นองค์ประกอบทางเคมีเช่นกัน

ข้อสรุป

	 สารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้จากกระชายเป็นสาร 

ทุติยภูมิในกลุ่มเฟลวาโนน (flavanone) มีชื่อว่า สาร 

พโินสโตรบิน (pinostrobin) มสีตูรโมเลกลุ C16H14O4 

มีน�้ำหนักโมเลกุล เท่ากับ 270 โดยสารท่ีแยกได้นี้ มี

ความบริสุทธ์ิร้อยละ 97.06 และร้อยละของผลผลิต 

0.86 ซ่ึงในการศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีตรวจเอกลักษณ์

ทางเคมขีองกระชายด้วยวธีิรงคเลขผิวบาง โดย silica 

gel 60 เป็นวัฏภาคคงที่ ส่วนผสมของไดคลอโรมีเทน

และเมทานอล (อัตราส่วน 70:1) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 

ตรวจวัดด้วยการท�ำปฏิกิริยากับน�้ำยา NP/PEG และ

สงัเกตผลภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตทีค่วามยาวคลืน่ 

366 นาโนเมตร จะพบจุดสีของพิโนสโตรบินท่ีค่า Rf 

เท่ากับ 0.95 วิธีนี้สามารถน�ำมาใช้ในการวิเคราะห์เชิง

คุณภาพสมุนไพรชนิดนี้ต่อไปได้

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  
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