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บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาสารต้านอนุมูลอิสระ สารต้านมะเร็งและสารยับยั้งไลเปสตับอ่อน

จากสารสกัดเห็ดฟาน (Lactarius volemus) โดยเห็ดฟานสดและแห้งถูกน ามาสกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน 

ไดคลอโรมีเทน เมทานอลและน้ ากลั่น สารสกัดจากเห็ดฟานแห้งให้สัดส่วนของสารสกัดหยาบมากกว่าสารสกัด

จากเห็ดฟานสด สารสกัดเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่นให้สัดส่วนสารสกัดหยาบมากที่สุด  คือ 2.41 เปอร์เซ็นต์ของ

มวลเห็ดฟานสด ผลการวิเคราะห์โครงสร้างสารประกอบด้วยเทคนิค 1H-NMR, 13C-NMR spectroscopy 

พบว่าสารสกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซนและไดคลอโรมีเทน มีโอลิโกไอโซพรีนและไขมันในรูปของไตรกลีเซอไรด์

และกรดไขมันเป็นองค์ประกอบ ขณะที่สารสกัดด้วยเมทานอลและน้ ากลั่น มีแซ็กคาไรด์ เทอร์พีนอยด์ และ

สารประกอบฟีนอลิกเป็นองค์ประกอบ ผลการตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-

Ciocalteu reagent พบว่าสารสกัดเห็ดฟานแห้งและสดด้วยน้ ากลั่นมีสารประกอบฟีนอลิกเป็นองค์ประกอบ

มากที่สุดเท่ากับ 89 และ 65 มิลลิกรัมกรดแกลลิกโดยสมมูลต่อกรัมสารสกัดหยาบ ตามล าดับ ในการทดสอบ

ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยการดักจับอนุมูลอิสระ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) สารสกัดเห็ด

ฟานสดและแห้งด้วยน้ ากลั่นแสดงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 8.8 และ 25.0 มิลลิกรัมโทรลอกซ์โดยสมมูลต่อ

กรัมสารสกัดหยาบ ตามล าดับ ผลการทดสอบการเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (BT474), เซลล์มะเร็งปอด 

(Chago-K1), เซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2), เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-III) และเซลล์มะเร็งล าไส้ 

(SW620) พบว่าสารสกัดเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซนและไดคลอโรมีเทน แสดงความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญของเซลล์มะเร็งร้อยละ 50 (IC50) ที่ความเข้มข้นต่ ากว่า 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารสกัดเห็ดฟานแห้ง

ด้วยเฮกเซนให้ผลการยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งเต้านมได้ดีที่สุดที่ค่า IC50 เท่ากับ 54 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร และมีฤทธิ์ยับยั้งไลเปสตับอ่อนได้ 39.7 เปอร์เซ็นต์ที่ความเข้มข้น 25 mg/mL สารสกัดหยาบของเห็ด

ฟานสดด้วยน้ ากลั่นให้ผลการยับยั้งไลเปสตับอ่อนดีที่สุดที่ 51.8 เปอร์เซ็นต์ ตรวจวัดปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวม

ของสารสกัดเห็ดแห้งด้วยวิธี phenol-sulfuric acid ได้ 115.5 – 335.4 มิลลิกรัมกลูโคสโดยสมมูลต่อกรัมสาร

สกัดหยาบ 
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Abstract 

 The objective of this study was to investigate antioxidant, anticancer and anti-

pancreatic lipase agents from Lactarius volemus or Farn mushroom. Fresh and dried 

mushroom were extracted with hexane, dichloromethane, methanol and distilled water. The 

dried mushroom extract gave higher percentage yield of the crude extract than did the fresh 

mushroom. Water extract resulted in the highest yield (2.41% w/w of fresh mushroom). On 

base of 1H-NMR, 13C-NMR analysis, hexane and dichloromethane extracts mainly contained 

oligoisoprene and lipid (triglyceride and fatty acid) while methanol and water extracts 

contained saccharide, terpenoids and phenolic compounds. Total phenolic contents 

determined by Folin-Ciocalteu method showed that water extracts of the dried and fresh 

mushroom comprised of the highest amounts of phenolic compounds with 89 and 65 mg of 

gallic acid equivalents per gram of the crude extract, respectively. The radical scavenging 

capacity (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH, assay) of water extract from fresh and dried 

mushroom showed Trolox equivalent activity capacity with 8.8 and 25.0 mg Trolox/g crude 

extract, respectively. In vitro cytotoxicity against breast cancer cells (BT474), lung cancer cells 

(Chago-K1), liver cancer cell (Hep-G2), gastric cancer cell (KATO-III) and colon cancer cell 

(SW620) of hexane and dichloromethane extract of dry mushroom exhibited 50% inhibitory 

concentration (IC50) lower than 100 µg/mL. The hexane extract of the dried mushroom showed 

the best cytotoxicity against breast cancer cells at IC50 values of 54 µg/mL and exhibited 39.7% 

inhibition of pancreatic lipase activity at 25 mg/mL. Water crude extract of fresh mushroom 

exhibited the pancreatic lipase activity with inhibition of 51.83% at 25 mg/mL. Total 

carbohydrates content of dried mushroom extract determined by phenol-sulfuric acid method 

were 115.45 – 335.35 mg of glucose equivalents per gram of the crude extract. 

Keywords: Lactarius volemus, antioxidant, cancer cell, pancreatic lipase                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
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บทที่ 1 

บทน ำ 

 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

ปัจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงในด้านต่าง ๆอย่างรวดเร็ว รวมทั้งด้านพฤติกรรมของผู้คน ซึ่งเป็นปัจจัยที่

ก่อให้เกิดปัญหาด้านสิ่งแวดล้อมและสุขภาพ ความก้าวหน้าทางเทคโนโลยีท าให้ผู้คนใช้ชีวิตเร่งรีบ รับประทาน

อาหารที่มีคุณค่าทางโภชนาการต่ า ขาดการออกก าลังกาย รวมทั้งเกิดความเครียด พฤติกรรมเหล่านี้เป็นปัจจัย

เสี่ยงต่อการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด โรคมะเร็ง และโรคเบาหวาน ซึ่งเป็นกลุ่มโรคไม่ติดต่อเรื้อรัง (Non-

Communicable diseases) ที่เป็นสาเหตุการเสียชีวิตของประชากรโลกในปี พ.ศ.2559 ร้อยละ 711 ปัจจัย

หนึ่งที่ก่อให้เกิดโรคเหล่านี้ คือ อนุมูลอิสระ (free radical) ซึ่งเกิดขึ้นตามธรรมชาติจากขบวนการเมแทบอลิซึม

ของร่างกาย หรืออาจได้รับมาจากสิ่งแวดล้อมที่เป็นพิษ อนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นสามารถท าลายองค์ประกอบ

ภายในร่างกายได้ เช่น โปรตีน กรดไขมัน สารพันธุกรรมดีเอ็นเอ ท าให้มีความเสี่ยงในการเกิดโรคต่าง ๆเพ่ิมขึ้น 

เช่น โรคหลอดเลือดหัวใจแข็งตัว โรคมะเร็ง เป็นต้น2 สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidants) จึงมีความส าคัญใน

การช่วยลดความเสี่ยงของการเกิดโรค แม้ร่างกายของมนุษย์สามารถผลิตเอนไซม์เพ่ือต้านอนุมูลอิสระได้ แต่ไม่

เพียงพอกับปริมาณอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นตลอดเวลา การได้รับสารต้านอนุมูลอิสระเพ่ิมจากอาหารจึงช่วย

ป้องกันเซลล์ร่างกายได้มากขึ้น ประเทศไทยมีแนวโน้มจ านวนผู้ป่วยมะเร็งรายใหม่เพ่ิมสูงขึ้นตั้งแต่ปี พ.ศ.2551 

– 25603 นอกจากนี้ 1 ใน 10 ของคนไทยเกิดโรคอ้วนและมีแนวโน้มสูงขึ้นในปีพ.ศ.2534-25524 ซึ่งโรคอ้วน

เกิดจากการรับประทานอาหารประเภทไขมันหรือคาร์โบไฮเดรตมากเกินไป ไขมันที่เข้าสู่ร่างกายจะถูกย่อยโดย

กลุ่มของเอนไซม์ไลเปสจากตับอ่อนเป็นหลัก แล้วดูดซึมเพ่ือน าไปใช้เป็นแหล่งพลังงานและสะสมในร่างกาย 

การยับยั้งไลเปสตับอ่อนจึงช่วยลดการย่อยอาหารประเภทไขมันและป้องกันการสะสมไขมันที่เกินความสมดุล

ของร่างกาย ท าให้ลดความเสี่ยงในการเกิดโรคอ้วนได้ 

เห็ดเป็นแหล่งของสารอาหารและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น สารประกอบฟีนอล (phenolic 

compounds)5 กรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) ซึ่งท าหน้าที่ต้านอนุมูลอิสระ6 เห็ดมีไขมันต่ า โปรตีนสูงเมื่อ

เทียบกับผัก เห็ดป่ามีคุณค่าทางโภชนาการมากกว่าเห็ดที่ปลูกเอง เนื่องจากมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพมากกว่า 

ได้แก่ สารในกลุ่ม antioxidants, phenolic และ flavonoids7 ดังนั้น เห็ดป่าจึงเป็นแหล่งอาหารทางเลือกใน

การป้องกันร่างกายจากอนุมูลอิสระได้8 เห็ดฟานเป็นเห็ดป่าที่รับประทานได้9 มีชื่อวิทยาศาสตร์ คือ Lactifluus 

volemus หรือเดิมชื่อ Lactarius volemus10 พบบริเวณซีกโลกเหนือ รวมทั้งสามารถพบได้ทั่วไปที่ตลาดใน

ทวีปเอเชีย11  
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อย่างไรก็ตาม มีงานวิจัยที่ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของเห็ดฟานไม่มากนัก ด้วยเหตุนี้จึงสนใจศึกษา

องค์ประกอบทางเคมีและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของเห็ดฟาน เช่น สารประกอบฟีนอล โดยท าการสกัดเห็ด

ฟานสดและแห้งด้วยตัวท าละลาย น าสารสกัดที่ได้ไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการต้านอนุมูลอิสระ การ

ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 5 ชนิด ได้แก่ เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร, เซลล์มะเร็งเต้านม, เซลล์มะเร็ง

ล าไส้, เซลล์มะเร็งตับและเซลล์มะเร็งปอด และทดสอบการยับยั้งไลเปสตับอ่อน วิเคราะห์กลุ่มสารที่เป็น

องค์ประกอบโดยรวม ได้แก่ total phenolic compound  และtotal carbohydrates รวมทั้งวิเคราะห์

องค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค 1H-NMR, 13C-NMR spectroscopy 

 

1.2 เห็ดฟำน 

   

รูปที่ 1.1 เห็ดฟาน 
 

ชื่อวิทยำศำสตร์:  Lactifluus volemus  

ชื่ออำณำจักร:  Fungi 

ชื่อไฟลัม:  Basidiomycota 

ชื่อชั้น:   Agaricomycetes 

ชื่ออันดับ:  Russulales 

ชื่อวงศ์:   Russulaceae 

ชื่อสกุล:   Lactifluus 

ชื่อสปีชีร์:  L. volemus 

ชื่ออ่ืนๆ:   Agaricus lactifluus, Agaricus volemus, Lactarius volemus 

ลักษณะทำงพฤกษศำสตร์12 

หมวกเห็ดมีเส้นผ่าศูนย์กลางยาว 50-90 มิลลิเมตร นูนด้วยขอบที่มีลักษณะโค้งในระยะแรก หลังจาก

นั้นแบนและจุดศูนย์กลางบุ๋มลงไปเล็กน้อย มีสีส้มแดงและเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลแดงเจริญเติบโตเต็มที่ บริเวณ

ลักษณะน้ านมที่เกิดขึ้น 

ลักษณะน้ านมที่เกิดขึ้น 
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ตรงกลางจะมีสีเข้มกว่าเมื่อเทียบกับขอบ หมวกเห็ดมีพ้ืนผิวนุ่มนวลและกลายเป็นเรียบเนียนตามอายุ เกิดรอย

ย่นบริเวณขอบ ครีบเห็ด (Lamellae) มีลักษณะเป็นครีบเล็กน้อย หนาแน่น สีแดงและเปลี่ยนเป็นสีเหลืองออก

ขาวเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่ เมื่อโดนตัดน้ านมสีขาวจะไหลซึมออกมา เกิดเป็นสีน้ าตาลช้ า ก้านเห็ดยาว 30-60 

มิลลิเมตร กว้าง 10-15 มิลลิเมตร อยู่บริเวณตรงกลาง ขนาดเล็กไปทางด้านฐานดอก มีสีเหมือนหมวกเห็ด 

ส่วนบนก้านดอกมีสีอ่อนกว่าส่วนล่าง เนื้อด้านในมีสีครีม สปอร์(Basidiopores) มีขนาด 7.5-9 × 7-8.5 

ไมโครเมตร มีลักษณะเป็นทรงกลม ตาข่าย และมีติ่งสปอร์ (apiculus) ยื่นออกมา เบซิเดีย(Basidia) มีขนาด 

35-60 × 10-12 ไมโครเมตร ผนังบาง แต่ละเบซิเดียประกอบด้วย 4 สปอร์ ซีสติเดีย (Cystidia) มี 2 ประเภท 

คือ pleuromacrocyatidia และ cheilocystidia เซลล์ผิวหมวก (Pileipellis ) ประกอบด้วยเซลล์ที่ผิดปกติ 

ซึ่ ง เป็น lamprotrichoderm :ซีสติ เดียที่อยู่บนผิวหมวก(Pileocystidia)  มีขนาด 50-100 × 2.5-3.3 

ไมโครเมตร มีลักษณะเป็นทรงกระบอกและกระจัดกระจาย ไม่เป็นระเบียบ เนื้อด้านในประกอบด้วย 

sphaerocytes ซึ่งมีขนาด 25-30 ไมโครเมตร ดังรูปที่ 1.2 

 

 

รูปที ่1.2 แสดงองค์ประกอบของเห็ดฟาน  

(a. Spores, b. Basidia, c. Pleuromacrocystidia and Cheilocystidia, d. Pileocystidia, e. Pileipellis, 

f. Sphaerocytes) 

 

ที่อยู่อำศัยและกำรกระจำยพันธุ์12 

มีลักษณะเป็นไมคอร์ไรซา (mycoorhiza) อยู่เดี่ยว ๆหรือเป็นกลุ่มเล็ก ๆ กระจัดกระจายใต้  

Abies pindrow และ Pinus wallichiana 

 

 

a 

b 

c d f 
e 
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1.3 งำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ในปี 2011 Keleş และคณะ13 ได้ศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของเห็ดป่าทานได้จาก

ทะเลด าด้านทิศตะวันออกที่ติดกับประเทศตุรกี  ด้วยการทดสอบ ferric antioxidant reducing power 

(FRAP), scavenging activity on 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radicals และ total phenolic 

content พบว่า เห็ดฟานแห้งที่สกัดด้วยเมทานอล มีค่า Ascorbic acid น้อยกว่า 20 mg/kg, ค่า Total 

phenolics เท่ากับ 2,331.11 mg/kg, ค่า FRAP เท่ากับ 3,171.43 µmol/g, ค่า DPPH เท่ากับ 62.28% และ

ค่า EC50 เท่ากับ 21.37 mg/mL โดยความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของพืชมีความสัมพันธ์กับปริมาณ

สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและกรดแอสคอร์บิค เนื่องจากปริมาณกรดแอสคอร์บิคมีความเข้มข้นน้อยมาก 

แสดงให้เห็นว่าสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดอาจแสดงคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ นอกจากนี้การ

รับประทานสารประกอบโพลีฟีนอลมีผลยับยั้งการก่อกลายพันธุ์และการก่อมะเร็งในมนุษย์ ได้ รวมทั้งเมื่อ

รับประทานอาหารที่มีสารประกอบฟีนอลิกในปริมาณสูงก็สามารถช่วยลดความเสี่ยงของโรคหัวใจได้เช่นกัน 

ในปี 2014 Özyürek และคณะ14 ศึกษาคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด

จากไมโครเวฟของเห็ดป่าสามชนิดที่กินได้จากประเทศตุรกี พบว่า เห็ดฟานที่สกัดด้วยเมทานอลมีค่า Total 

phenolic content (TPC) เท่ ากับ 230.2±2.6 µmol สมมูลโทรลอกซ์ /g สารสกัด ., total antioxidant 

capacity (TAC) เท่ากับ 74.1±1.3 µmol สมมูลโทรลอกซ์/g สารสกัด ., free radical scavenging (FRS) 

activity (EC50) เ ท่ า กั บ  4.6±0.2 mg/mL, Hydroxyl radical scavenging (HRS) activity (EC50) เ ท่ า กั บ 

7.1±0.4 mg/mL, hydrogen peroxide scavenging (HPS) activity (EC50) เท่ากับ 7.5±0.4 mg/mL และ 

superoxide anion radical scavenging (SARS) activity (EC50) เ ท่ า กั บ  7.2±0.6 mg/mL จ ากวิ ธี ก า ร

ทดสอบต่าง ๆข้างต้นแสดงให้เห็นว่าสารสกัดเมทานอลของเห็ดฟานมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระอย่างมี

นัยส าคัญ เห็ดฟานเป็นแหล่งของสารต้านอนุมูลอิสระธรรมชาติและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพส าหรับด้าน

โภชนาการ  จากการวิ เ ค ราะห์ พอลิ ฟี นอลของ เห็ ดฟานด้ วย เทคนิ ค  Ultraperformance liquid 

chromatography (UPLC) -  electrospray ionization source (ESI)-MS/MS พบว่ า มี  Protocatechuic 

acid เท่ากับ 10.82 ± 0.51 µg/g เห็ดแห้ง, Rutin เท่ากับ 0.21 ± 0.014 µg/g เห็ดแห้ง, Hesperidin เท่ากับ 

0.38 ± 0.023 µg/g เห็ดแห้ง, Rosmarinic acid เท่ากับ 0.82 ± 0.049 µg/g เห็ดแห้ง, Naringenin เท่ากับ 

0.21 ± 0.011 µg/g เห็ดแห้ง, Apigenin เท่ากับ 0.14 ± 0.008 µg/g เห็ดแห้ง และไม่สามารถตรวจพบ Gallic 

acid, Vanillic acid, Syringic acid,  Quercetin และ Kaempferol  

ในปี 2014 Van de Putte15 ได้ศึกษาความหลากหลายของ Lactifluus volemus ซึ่งเป็นเห็ดที่นิยม

รับประทานในสหรัฐอเมริกาตะวันออกและเม็กซิโก รวมทั้งหลาย ๆประเทศในอาเซียนและยุโรป Lactifluus 
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volemus ประกอบด้วยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิด เช่น กรดฟีนอลิก , วิตามินอี (tocopherols), 

วิตามินซี(ascorbic acid), แคโรทีนอยด์ และน้ าตาล นอกจากนี้ยังประกอบด้วยสเตอรอลชนิดที่มีออกซิเจน

เป็นองค์ประกอบจ านวนมาก คือ volemitol ซึ่งเป็นน้ าตาลแอลกอฮอล์ที่มีคาร์บอนในโมเลกุล 7 ตัว ดังรูปที่ 

1.3 Lactifluus volemus ยังประกอบด้วยพอลิไอโซพรีนซึ่งมีมวลโมเลกุลสูง มีหมู่ dimethylallyl, trans-

isoprene จ านวนสองหน่วย, สายยาวของ cis-1,4 isoprene และหมู่ด้านปลายของ hydroxyl หรือ fatty 

acid ester  

 

 

 

รูปที1่.3 แสดงโครงสร้าง volemitol 

ที่มา: http://en.chembase.cn/substance-176258.html 

ในปี 2014 Wang และคณะ16 ได้ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและคุณค่าทางโภชนาการของเห็ดกินได้

จากสาธารณรัฐประชาชนจีน พบว่า เห็ดฟานมีองค์ประกอบ ดังนี้ คาร์โบไฮเดรต 15.0% ของน้ าหนักเห็ดแห้ง, 

ใยอาหาร 40.0% ของน้ าหนักเห็ดแห้ง โปรตีนรวม 17.6% ของน้ าหนักเห็ดแห้ง, ไขมันรวม 6.7% ของน้ าหนัก

เห็ดแห้ง, และเถ้า 13.3% ของน้ าหนักเห็ดแห้ง รวมทั้งประกอบไปด้วยกรดอะมิโนจ าเป็น คือ Lys เท่ากับ 500 

mg/kg เห็ดแห้ง, Thr เท่ากับ 820 mg/kg เห็ดแห้ง, Val 990 mg/kg เห็ดแห้ง, Ile 1490 mg/kg เห็ดแห้ง, 

Leu 2060 mg/kg เห็ดแห้ง, Met 160 mg/kg เห็ดแห้ง, Try 150 mg/kg เห็ดแห้ง, Phe 750 mg/kg เห็ดแห้ง 

และ EAA 6920 mg/kg เห็ดแห้ง กรดอะมิโนไม่จ าเป็นของเห็ดฟาน คือ Arg 880 mg/kg เห็ดแห้ง, Ala 1000 

mg/kg เห็ดแห้ง,Tyr 350 mg/kg เห็ดแห้ง,  Gly 820 mg/kg เห็ดแห้ง, Ser 720 mg/kg เห็ดแห้ง, Pro 240 

mg/kg เห็ดแห้งHis 210 mg/kg เห็ดแห้ง, Asp 1410 mg/kg เห็ดแห้ง, Glu 3550 mg/kg เห็ดแห้ง, แสดงให้

เห็นว่าเห็ดฟานมีคาร์โบไฮเดรต ใยอาหาร และโปรตีนรวมสูง ซึ่งให้พลังงาน ช่วยการท างานของระบบทางเดิน

อาหาร ลดระดับน้ าตาลในเลือดและระดับคอเลสเตอรอล และให้คุณค่าทางโภชนาการสูง ตามล าดับ เห็ดฟาน

จึงเป็นที่นิยมน ามารับประทานในสาธารณรัฐประชาชนจีน  

 

1.4 หลักกำรและทฤษฎี 

1.4.1 กำรสกัดด้วยตัวท ำละลำย (Solvent extraction)17 

การสกัดด้วยตัวท าละลายใช้หลักการของการละลาย ซึ่งจ าเป็นต้องทราบถึงความมีขั้ว(Polarity) ของ

ทั้งตัวท าละลายและตัวถูกละลาย โดยตัวถูกละลายจะสามารถละลายในตัวท าละลายได้ก็ต่อเมื่อ ความมีข้ัวของ
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ตัวถูกละลายกับตัวท าละลายมีค่าใกล้เคียงกัน (Like dissolve Like) คือ ตัวถูกละลายที่มีขั้วจะละลายในตัวท า

ละลายที่มีขั้วเพราะแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลมีขั้วเป็นแรงไดโพล-ไดโพล (Dipole-Dipole) ในทางตรงข้าม ตัว

ถูกละลายที่ไม่มีขั้วจะละลายในตัวท าละลายที่ไม่มีขั้วเพราะแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลไม่มีขั้วเป็นแรงแวนเดอ

วาลส์ (van der Waals Force) เหมือนกัน ทั้งนี้ตัวท าละลายที่มีขั้วไม่เท่ากันจะมีความสามารถในการละลาย

ตัวถูกละลายชนิดเดียวกันได้ต่างกัน ซึ่งความมีขั้วจะมีความสัมพันธ์กับค่าไดอิเล็กตริก (Dielectric constant) 

ของตัวท าละลาย กล่าวคือ ค่าคงที่ไดอิเล็กตริกที่อยู่ในช่วง 1-20, 20-50 และมากกว่า 50 บ่งชี้ว่าตัวท าละลาย

นั้นไม่มีขั้ว กึ่งมีขั้ว และมีขั้ว ตามล าดับ ฉะนั้นค่าไดอิเล็กตริกสามารถบ่งชี้ถึงความมีขั้วของตัวท าละลายได้ ดัง

ตารางที่ 1.1 

การเลือกใช้ตัวท าละลายให้เหมาะสม นอกจากจะสามารถละลายสารตัวอย่างที่ต้องการสกัดได้ดีแล้ว 

ยังต้องไม่ระเหยง่ายหรือยากจนเกินไป ไม่ท าปฏิกิริยากับสารที่ต้องการสกัด และไม่เป็นพิษ นอกจากการ

เลือกใช้ตัวท าละลายให้เหมาะสมแล้ว ยังมีปัจจัยอ่ืนที่เกี่ยวข้องกับการสกัด คือ ขนาดอนุภาคของตัวอย่างที่จะ

น ามาสกัด สัดส่วนตัวอย่างที่น ามาสกัดต่อปริมาณสารละลายที่ใช้ อุณหภูมิ และเวลาที่ใช้ในการสกัด 

ตำรำงท่ี 1.1 ค่าคงที่ไดอิเล็กตริก จุดเดือดและความหนาแน่นของสารละลาย 

ตัวท าละลาย Dielectric constant ที่อุณหภูมิต่าง ๆ จุดเดือด (°C) ความหนาแน่น (g/mL) 
ตัวท ำละลำยไม่มีขั้ว (Non-Polar Solvent) 

Chloroform 4.8 (68° F) 61.2 1.489 

Dichloromethane 9.1 (68° F) 39.6 1.327 
Ethyl Acetate 6.0 (77° F) 77.1 0.902 

Hexane 2.0 (-130° F) 68 0.655 
ตัวท ำละลำยกึ่งมีขั้ว (Semi Polar Solvent) 

Acetone 20.7(77° F) 56.5 0.785 

Dimethyl Sulfoxide 47.24 (68° F) 189 1.095 
Methanol 33 (68° F) 64.7 0.791 

ตัวท ำละลำยมีขั้ว (Polar Solvent) 

Water 80.10 (68° F) 100  0.998 
 

1.4.2  กำรแยกสำรด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมำโทกรำฟี 

โครมาโทกราฟีเป็นเทคนิคการแยกสารประกอบต่างชนิดกันออกจากกัน โดยอาศัยการกระจายตัวของ

สารระหว่างสองวัฏภาค (Phase) โดยวัฏภาคหนึ่งอยู่กับที่ เรียกว่า วัฏภาคคงที่ (stationary phase) ส่วน
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อีกวัฏภาคหนึ่งเคลื่อนที่ เรียกว่า วัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) ถ้าวัฏภาคคงที่ถูกบรรจุอยู่ในคอลัมน์ 

เรียกว่า คอลัมน์โครมาโทกราฟี แต่ถ้าคงที่ถูกน าไปเคลือบบนแผ่นแก้วหรือแผ่นพลาสติก เรียกว่า thin-layer 

chromatography (TLC) วัฏภาคคงที่อาจเป็นของแข็งหรือของเหลวที่เกาะเป็นฟิล์มบาง ๆรอบอนุภาคยึด 

(solid support) ส่วนวัฏภาคเคลื่อนที่อาจเป็นของเหลวหรือก๊าซ 

คอลัมน์โครมาโทกราฟี (Column Chromatography) คงที่ซึ่งเป็นตัวดูดซับจะถูกบรรจุในคอลัมน์ 

ส่วนวัฏภาคเคลื่อนที่เป็นตัวท าละลายที่จะพาสารเคลื่อนที่ผ่านตัวดูดซับ ถ้าสารทีเ่คลื่อนที่ผ่านตัวดูดซับมีหลาย

ชนิดและมีสภาพขั้วแตกต่างกันจะถูกดูดซับในระดับของคอลัมน์ที่ต่างกัน สารที่ถูกดูดซับไว้แน่นและละลายใน

ตัวท าละลายได้น้อยจะเคลื่อนที่ออกมาช้า ส่วนสารที่ถูกดูดซับไม่แน่น จะไหลผ่านวัฏภาคคงที่ในคอลัมน์ด้วย

แรงดันหรือแรงโน้มถ่ วง และจะเคลื่ อนที่ ออกมาก่อน  ทั้ งนี้   สามารถแบ่ ง เทคนิคทาง Column 

Chromatography ได้เป็นสองประเภท คือ  

1) Gas Chromatography (GC) ใช้แก๊สเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ เป็นเทคนิคที่สารที่ต้องการแยกจะถูกเปลี่ยนให้

อยู่ในสถานะแก๊ส  

2) Liquid Chromatography (LC) ใช้ของเหลวเป็นวัฏภาคเคลื่อนที ่

 

1.4.3 กำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีด้วยเทคนิคนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี19 

นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy) 

หรือ NMR เป็นเทคนิคที่เกี่ยวของกับการวัดระดับพลังงานที่แตกตงกันของนิวเคลียสที่อยูภายใตอิทธิพลของ

สนามแมเหล็ก ศึกษาเก่ียวกับนิวเคลียสของธาตุที่มีสมบัติของแม่เหล็กรวมทั้งสภาวะข้างเคียงรอบนิวเคลียสของ

ธาตุนั้น ๆ ใช้ในการศึกษาสูตรโครงสร้างของสาร  

ลักษณะสเปกตรัม NMR ขึ้นอยู่กับโปรตอนภายในโมเลกุลที่ถูกล้อมรอบด้วยอิเล็กตรอนที่มี

สภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน จะได้รับความเข้มสนามแม่เหล็กน้อยกว่าคามเข้มสนามแม่เหล็กภายนอกที่ให้เข้า

ไป อีกทั้งแต่ละโปรตอนยังได้รับความเข้มสนามแม่เหล็กไม่เท่ากันอีกด้วย คือ ถ้าอิเล็กตรอนมีความหนาแน่น

มากจะก าบังโปรตอนมากยิ่งขึ้น ท าให้ต้องเพ่ิมความเข้มของสนามแม่เหล็กภายนอกเข้าไปอีกเพ่ือท าให้โปรตอน

เกิดเรโซแนนซ์ที่ความถี่คลื่นวิทยุเท่าเดิม คือ โปรตอนที่ถูกก าบังยิ่งมาก ต้องเพ่ิมสนามแม่เหล็กภายนนอก

เพ่ิมข้ึน โดยโปรตอนถูกก าบัง (shielded proton) จะเกิดสัญญาณเรโซแนนซ์ที่ความถ่ีหรือค่า Chemical shift 

น้อยลง แสดงว่าโปรตอนถูกก าบังมากขึ้น และความเข้มสนามแม่เหล็กเพ่ิมมากขึ้น แสดงต าแหน่งเรโซแนนซ์ 

ของโปรตอนชนิดต่าง ๆ ของสารอินทรีย์ ดังรูปที่ 1.4 
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เทคนิคนี้เป็นเทคนิคที่ไม่ท าลายสารตัวอย่าง ดังนั้นจึงสามารถน าสารตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์แล้ว

กลับมาใช้ใหม่ได้ สารตัวอย่างอาจอยู่ในรูปของแข็งหรือสารละลายก็ได้ โดยตัวท าละลายเป็น deuterated 

solvent เช่น CDCl3, D2O, DMSO-d6, CD3OD ขึ้นอยู่กับความมีขั้วของสารตัวอย่างแต่ละชนิด ดังตารางที ่1.2 

 

รูปที่ 1.4 แสดงต าแหน่งเรโซแนนซ์ของโปรตอนชนิดต่าง ๆของสารอินทรีย์ 

ที่มา: (The McGraw-Hill, 2000) 
 

ตำรำงท่ี 1.2 สัญญาณเรโซแนนซ์ของตัวท าละลายดิวเทอเรียมบางชนิด 

ตัวท ำละลำย 
 of 1H (ppm 

จำก TMS) 
(multiplicity) 

JHD 
(Hz) 

 of13C (ppm 
จำก TMS) 

(multiplicity) 

JCD 
(Hz) 

 of HOD* 
(ppm จำก 

TMS) 

Acetone-d6  2.05 (5) 2.2 
206.68 (1)  
29.92(7) 

0.9 
19.4 

2.8 

Chloroform-d 7.24 (1)  77.23(3) 32.0  

Cyclohexane-d12  1.38 (1)  26.43 (5) 19 0.8 

Dimethyl sulfoxide-d6  2.50 (5) 1.9 39.51 (7) 21.0 3.3 

Ethanol-d6  3.56 (1)  56.96 (5) 22  

 1.11(m)  17.31(7) 19  

Methanol-d4  4.78 (1)     

 3.31(5) 1.7 49.15(7) 21.4  

หมายเหตุ *สัญญาณเรโซแนนซ์พีกน้ าในตัวท าละลาย 
ที่มา: (Cambridge Isotope Laboratories, 2017) 
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1.4.4  กำรทดสอบฤทธิ์ทำงชีวภำพ  

1.4.4.1 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical 

scavenging capacity assay (DPPH assay)20 

เป็นวิธีที่นิยมใช้ในการวิเคราะห์สารต้านอนุมูลอิสระ มีการทดสอบความสามารถในการก าจัดอนุมูล

อิสระ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ซึ่งเป็นหนึ่งในอนุมูลอิสระอินทรีย์ที่มีความเสถียรและมีการ

ดูดกลืนรังสี UV ได้สูงสุดที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร เมื่อสารต้านอนุมูลอิสระรับอิเล็กตรอน หรือ

ไฮโดรเจนจากอนุมูลอิสระ DPPH สีของสารละลายจะเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง ดังรูปที่ 1.5 แล้ววัดค่าการ

ดูดกลืนแสงเพ่ือค านวณหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ โดยใช้ Trolox เป็นสารมาตรฐาน รายงานเป็นค่า IC50 

คือ ความเข้มข้นของสารที่สามารถยับยั้งอนุมูลอิสระได้ 50% 

 

รูปที่ 1.5 แสดงหลักการของการทดสอบความสามารถในการก าจัดอนุมูลอิสระ DPPH 

 

1.4.4.2 กำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 

MTT assay21 

MTT assay เป็นวิธีการที่ใช้ศึกษาปริมาณวิเคราะห์ความอยู่รอดของเซลล์ หลักการ คือ เซลล์ที่มีชี วิต

เท่านั้นที่จะสามารถเปลี่ยน tetrazolium salt MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyltetra-

zolium bromide) ที่มีสีเหลือง เป็น formazan salt ด้วย succinate-tetrazolium reductase system ซึ่ง

พบในปฏิกิริยาลูกโซ่การหายใจในไมโทคอนเดรียของเซลล์ formazan salt นี้ไม่ละลายน้ า ในการทดลองจึงใช้

สารละลาย DMSO ท าให้เซลล์แตกแล้ว formazan ละลายออกมา เกิดเป็นสารละลายสีม่วง จากนั้นวัดค่าการ
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ดูดกลืนแสง โดยใช้ความยาวคลื่นที่สัมพันธ์กับสี formazan วิธีนี้มักท าในที่มืดเนื่องจากสารละลาย MTT มี

ความไวต่อแสง  

 

รูปที่ 1.6 แสดงการรีดิวซ์ MTT เป็น Formazan22 

 

กำรตำยของเซลล์(Cell death)23 

เมื่อการบาดเจ็บของเซลล์รุนแรงมากขึ้น ท าให้เซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงทั้งด้านชีวโมเลกุล โครงสร้าง

และหน้าที ่จนไม่สามารถซ่อมแซมได้ และเซลล์ตายในที่สุด การตายของเซลล์แบ่งตามลักษณะการเปลี่ยนแปลง

ทางโครงสร้าง กลไกการเกิดและบทบาทท่ีพบการเปลี่ยนแปลง เป็น Necrosis และ Apoptosis 

 
 

รูปที่ 1.7 แสดงการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซลล์แบบ apoptosis และ necrosis 

ที่มา: http://drrajivdesaimd.com/apoptosis-vs-necrosis-4/ 
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1.การตายแบบ apoptosis 

 เป็นการตายของเซลล์เดี่ยว ๆ เมื่อหมดอายุขัยตามท่ีก าหนดไว้ ซึ่งเรียกว่า programmed cell death 

หรือเป็น suicide program ก็ได้ เมื่อเซลล์ถูกก าหนด หรือถูกสิ่งเร้าบางอย่างกระตุ้นท าให้เอนไซม์ต่าง ๆ 

ภายในเซลล์ถูกกระตุ้นตามล าดับ และย่อยสลายทั้ง Nuclear DNA และโปรตีนต่าง ๆ ทั้งท่ีอยู่ในนิวเคลียสและ

ในเซลล์ สุดท้ายเซลล์จะแตกออกเป็นชิ้นส่วนเล็ก ๆ ที่เรียกว่า Apoptotic bodies ซึ่งมี cell membrane 

ล้อมรอบและ ภายใน Apoptotic bodies จะประกอบด้วยเศษนิวเคลียส และ organelles ต่าง ๆ หลังจากนั้น 

เซลล์ข้างเคียงและเซลล์ Macrophages จะเก็บ Apoptotic bodies เข้าไปท าลายโดยไม่มีปฏิกิริยาการอักเสบ 

ดังนั้น จึงเป็นที่ยอมรับถึงความแตกต่างทั้งสาเหตุ กลไกและพยาธิสภาพของ apoptosis และ necrosis ซึ่ง

สาเหตุการตายของเซลล์ อาจจะเป็นตามอายุขัยที่ก าหนดไว้แล้ว โดยเฉพาะในช่วงเจริญเติบโตของทารกใน

ครรภ์ ปัจจุบันพบว่าอาจจะเกี่ยวข้องกับ pathologic stimuli บางอย่างมากระท า จะเริ่มจากที่ DNA ภายใน 

nucleus เสียสภาพไม่สามารถซ่อมแซมได้ เซลล์จะท าลายตนเองโดยเริ่มต้นจากการเปลี่ยนแปลงภายใน 

Nucleus ก่อน จากนั้นเซลล์จะแตกออกเป็นส่วนๆ โดยที่ไม่มีความผิดปกติของ membrane หลังจากนั้นส่วน

ของเซลล์ที่แตกเป็นส่วน ๆ นั้นจะถูกเก็บกินโดยเซลล์ข้างเคียงหรือ Macrophages เนื่องจากการตายของเซลล์

แบบ apoptosis จะเริ่มต้นด้วยการเปลี่ยนแปลงที่นิวเคลียสก่อน โดย Chromatin จะติดสีเข้มและจับตัวเป็น

กลุ่มก้อน (Clumps) ไปติดอยู่ที่ nuclear membrane ต่อมาท้ังตัวเซลล์และ nucleus จะยื่นโป่งออกโดยรอบ 

หลังจากนั้นเซลล์ก็แตกออกเป็นส่วนชิ้นส่วนเล็ก ๆ เรียก Apoptotic bodies ซ่ึงจะถูกกิน หรือ Phagocytosis 

โดยเซลล์ข้างเคียงและเม็ดเลือดขาวพวก macrophages จนหมด โดยไม่เกิดปฏิกิริยาการอักเสบของร่างกาย 

ลักษณะที่เห็นจากกล้อง จุลทรรศน์ธรรมดา  พบว่าเซลล์จะเหี่ยว (Cell Shrinkage) มี cytoplasm ที่แดงเข้ม 

นิวเคลียสติดสีโครมาตินสีน้ าเงินที่เข้ม ต่อมาจะเห็นลักษณะยื่นออกของทั้งผิวของนิวเคลียสและเซลล์ออกไป

เป็นชิ้นส่วนเล็ก ๆ (Formation of Cytoplasmic Bleb and apoptotic bodies) โดยแต่ละส่วนจะมี cell 

membrane ล้อมรอบ และภายในก็มีทั้งเศษนิวเคลียสและ organelles เรียกว่า Apoptotic bodies และ

สุดท้ายเซลล์ macrophages หรือเซลล์ข้างเคียง จะกินส่วนดังกล่าวเข้าไปย่อยภายในเซลล์ เรียกว่า 

Phagocytosis of  Apoptotic bodies 

2. การตายแบบเฉพาะส่วน  

การตายแบบเฉพาะส่วน หรือ necrosis การตายแบบนี้จะมีการหลั่งเอนไซม์พิเศษ คือ เริ่มจากการ

เปลี่ยนแปลงที่ membrane ของทั้งเซลล์และ organelles ภายในเซลล์ ท าให้ lysosomal enzyme ไหลออก

จาก lysosome เข้าสู่ cytoplasm และย่อยสลายโปรตีนและส่วนต่าง ๆภายในเซลล์หรืออาจออกมายัง

ภายนอกเซลล์ จึงท าให้เกิดการท าลายเซลล์ข้างเคียงด้วย เนื่องจากภายหลังที่เซลล์ตาย เซลล์ไม่สามารถรักษา

สภาพของ cell membrane ดังนั้น ส่วนประกอบภายในเซลล์จะไหลสู่ภายนอกและกระตุ้นขบวนการอักเสบ
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ตามมา ส่วนหนึ่งของเอนไซม์ที่ย่อยเซลล์นั้นจะมาจาก lysosome ของเซลล์ที่ตายเอง เรียกว่า Autolysis หรือ 

จากเอนไซม์ที่หลั่งจากเซลล์อักเสบ เรียกว่า Heterolysis จากการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา พบว่า 

Cytoplasm ของเซลล์ตายแบบ necrosis จะแดงมากขึ้น เนื่องจากความผิดปกติของ RNA ใน Cytoplasm 

เอง และการที่สีย้อมชิ้นเนื้อชนิด Eosin ซึ่งเป็นสีแดงจับกับโปรตีนที่เสียสภาพใน Cytoplasm มากขึ้น 

นอกจากนั้นพบว่า Cytoplasm จะมีลักษณะติดสีแดงที่เนียนๆไม่เหมือนปกติ เนื่องจาก Glycogen ที่สะสมใน 

Cytoplasm หายไป และในระยะต่อมาอาจจะมีการสะสมของ Calcium salt ตามมาได้ ส าหรับ Nucleus ก็

จะพบการเปลี่ยนแปลง ได้ 3 แบบ คือ 

Karyolysis เป็นการเปลี่ยนแปลงของนิวเคลียส โดยจะพบว่าสีน้ าเงินของนิวเคลียสจางลง และไม่

คมชัด เนื่องจากปฏิกิริยาของเอนไซม์ endonuclease ต่อ Chromatin   

Pyknosis คือ การเปลี่ยนแปลงที่นิวเคลียส โดยนิวเคลียสจะเหี่ยวและมีสีน้ าเงินเข้ม เนื่องจาก DNA 

รวมตัวเป็นก้อนสีน้ าเงินเข้ม (อาจจะพบในการตายของเซลล์แบบ apoptosis ได้เช่นกัน) 

Karyorrhexis นิวเคลียสที่เหี่ยวและจับเป็นกลุ่มก้อนสีน้ าเงิน (Pyknosis) จะแตกออกเป็นส่วนเล็ก ๆ 

อย่างไรก็ตาม สุดท้ายอาจจะพบเซลล์ตายโดยที่ไม่เห็นส่วนของนิวเคลียส เนื่องจากนิวเคลียสของเซลล์ที่ตายจะ

แตกเป็นชิ้นส่วนเล็ก ๆ และสลายไปในที่สุด    

ลักษณะการตายเฉพาะส่วนของเนื้อเยื่อแบ่งออกเป็น 5 รูปแบบเด่น ๆ ได้ดังนี ้

1. Coagulative necrosis แม้ว่าเนื้อเยื่อตายแล้ว แต่ยังมีการคงสภาพหรือโครงร่างของเนื้อเยื่อที่ตาย

ไว้ในระยะหนึ่ง เข้าใจว่าเกิดจากการเสียสภาพของโปรตีนรวมทั้งเอนไซม์ต่าง ๆภายในเซลล์เนื้อเยื่อไตส่วนที่

ตายจะคงสภาพอยู่ เห็นขอบเขตแยกจากส่วนที่ไม่ตายได้ชัดและมีสีซีดกว่าเนื้อเยื่อข้างเคียง ผลการศึกษาด้วย

กล้องจุลทรรศน์ธรรมดา พบว่า มีการคงสภาพของโครงสร้างของเนื้อเยื่อไตทั้งส่วนที่เป็น Glomerulus และ 

tubules แต่ภายในเซลล์ที่ตายไม่เห็นนิวเคลียสแล้ว และ Cytoplasm มีสีชมพูแดงเข้มสม่ าเสมอ    

2. Liquefactive necrosis ภายหลังที่เซลล์และเนื้อเยื่อตาย มีการย่อยสลายเซลล์และเนื้อเยื่อที่ตาย

โดยเอนไซม์ภายใน Lysosome ของเซลล์เอง เช่น กรณีเนื้อสมองตายจากการขาดเลือด และ/หรือมีการย่อย

สลายโดยเอนไซม์จากเซลล์อักเสบในปฏิกิริยาการอักเสบ เช่น การอักเสบเป็นหนอง (Pus Formation หรือ 

Suppurative Inflammation) ดังนั้น ส่วนของเนื้อตายจะเปลี่ยนสภาพเป็นของเหลว    

3. Fat necrosis เป็นผลจากการท างานของเอนไซม์ไลเปสที่ย่อยเนื้อเยื่อไขมัน ลักษณะเนื้อตายเป็นสี

เหลืองซีด อาจเห็นจุดขาวคล้ายชอล์ค ในกล้องจุลทรรศน์จะเห็นบริเวณเซลล์ไขมันที่ถูกเอนไซม์ย่อยเป็นปื้นสี

ชมพูอมม่วง ในขณะที่เซลล์ที่ตายแบบไม่มีเอนไซม์ย่อยจะเห็นเซลล์ไขมันเสื่อมปะปนกับฮิสติโอไซต์ 

(histiocyte) ในบางครั้งอาจพบปฏิกิริยาการเปลี่ยนเป็นสบู่ (saponification) ในเนื้อเยื่อได้ พบในตับอ่อน

อักเสบเฉียบพลันและการตายของเนื้อเยื่อเต้านม   
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4. Caseous necrosis เป็นลักษณะการตายแบบ coagulation necrosis ที่จ าเพาะต่อเชื้อไมโค

แบคทีเรีย (mycobacteria) เช่น วัณโรค , เชื้อรา, และวัตถุแปลกปลอมบางชนิด บริเวณท่ีตายจะออกสีเหลือง

เหมือนเนย ไม่เป็นช่องว่าง มีขอบเขตเซลล์ไม่ชัด Cytoplasm สีชมพูปริมาณมาก เรียกว่า Epithelioid 

histiocytes และ Multinucleated giant cells ซึ่งเกิดจากเซลล์ Epithelioid histiocytes หลายๆเซลล์

รวมตัวกันเป็นเซลล์ตัวโตที่มีหลายนิวเคลียส การรวมกลุ่มของเซลล์ดังกล่าวเรียกว่า Granuloma และพบการ

ตายรูปแบบคล้ายกับCoagulative necrosis ตรงกลาง Granuloma จึงเรียกว่า Caseous necrosis อาจกล่าว

ได้ว่าเป็นการตายรูปแบบผสมระหว่าง coagulative และ liquefactive necrosis     

5. Fibrinoid necrosis เป็นรูปแบบพิเศษของการตายของเนื้อเยื่อแบบ necrosis ที่หลอดเลือดส่วน

ใหญ่เกิดจากปฏิกิริยาภูมิคุ้มกันของร่างกายเอง และเม่ือมีการสะสมของ immune complex ที่ผนังของหลอด

เลือด ดังนั้น ผนังของหลอดเลือดจะถูกแทนที่ด้วยปื้นสีชมพู ซึ่งเป็น immune complex และอาจพบ 

Fibrinoid necrosis ของ Arterioles ในผู้ป่วยความดันโลหิตสูงที่รุนแรงได้ 

 

ตำรำงท่ี 1.3 แสดงการเปรียบเทียบลักษณะของ necrosis กับ apoptosis 

 necrosis apoptosis 

สิ่งท่ีกระตุ้น  Pathologic stimuli Physiologic หรือPathologic stimuli 

เกิดขึ้นกับ  Many cells  Single cells 

พยำธิสภำพ  

(1) Membrane disruption 
(2) Cytoplasmic eosinophilia 
(3) Nuclear change; 
Karyorrhexis => Karyolysis 

(1) Chromatin condensation 
(2) Fragmentation of cells 
(3) Apoptotic bodies 

กำรเปลี่ยนแปลง
ภำยหลังเซลล์ตำย 

เกิดปฏิกิริยาการอักเสบ 
(Inflammation) 

มี Phagocytosis และ ไม่มี 
ปฏิกิริยาการอักเสบ 

 

1.4.4.3 กำรทดสอบฤทธิ์ในกำรยับยั้งไลเปสตับอ่อน (pNPP assay)24,25 

ไลเปสตับอ่อน (pancreatic lipase) เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญในการดูดซึมไขมันในอาหาร ท า

หน้าที่เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ของไตรกลีเซอไรด์ให้เป็นมอโนกลีเซอไรด์ (monoglycerides) 

และกรดไขมันอิสระ (free fatty acid) 
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เป็นวิธีทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเอนไซม์ไลเปส โดยใช้ reagent คือ p-nitrophenyl palmitate 

(pNPP) ซึ่งเป็นสารละลายใสไม่มีสี ท าหน้าที่เป็น substrate สามารถถูกไฮโดรไลซ์ไปเป็น p-nitrophenol ซึ่ง

มีสีเหลือง เมื่อ pNPP ท าปฏิกิริยากับไลเปสตับอ่อน ดังรูปที่ 1.8 แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร   

 
 

รูปที่ 1.8 แสดงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ p-nitrophenyl-palmitate (pNPP) 

1.4.5  กำรวิเครำะห์ปริมำณองค์ประกอบ 

1.4.5.1 กำรวิเครำะห์ปริมำณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu 

reagent26 

วิธีนี้ท าได้ง่าย รวดเร็ว มีการใช้กันอย่างแพร่หลายในการหาปริมาณสารฟีนอลรวม โดยวิธีนี้อาศัยการถ่าย

โอนอิเล็กตรอนในตัวกลางอัลคาไลน์จากสารประกอบฟีนอลิกไปยัง  Folin- Ciocalteu reagent ซึ่งเป็น

สารละลายผสม phosphomolybdic/phosphotungstic acid เกิดสารประกอบเชิงซ้อนที่มีสีน้ าเงิน ซ่ึง

สามารถตรวจวัดได้ด้วยเทคนิคสเปกโตรสโคปีที่ความยาวคลื่นที่ 765 นาโนเมตร แม้ว่าปฏิกิริยาการถ่ายโอน

อิเล็กตรอนไม่ได้มีความเฉพาะเจาะจงส าหรับสารประกอบฟีนอลิก แต่กระบวนการสกัดสามารถขจัดกรด

แอสคอร์บิคได้ประมาณ 85% และสารประกอบอ่ืน ๆ ที่อาจรบกวนการทดสอบ การทดสอบนี้ใช้หลอดไมโคร

เซ็นตริฟิวก์ (Microcentrifuge tube) และวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องอ่านเพลทแบบ 96 หลุม (96-well 

plate reader) ใช้กรดแกลลิคเป็นสารมาตรฐาน 

 

1.4.5.2 กำรวิเครำะห์ปริมำณคำร์โบไฮเดรตรวม (Total carbohydrates) ด้วยวิธี phenol-sulfuric 

acid27 

วิธีนี้เป็นวิธีที่ง่ายและรวดเร็วในการตรวจหาปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวมในสารตัวอย่าง โดยจะตรวจวัด

คาร์โบไฮเดรตทั้งหมด ซึ่งประกอบไปด้วย monosaccharides, disaccharides, oligosaccharides และ 

polysaccharides แม้ว่าวิธีจะตรวจหาคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด แต่ความสามารถในการดูดกลืนแสงของสาร

แตกต่างกัน ดังนั้นผลจึงแสดงในรูปของคาร์โบไฮเดรตเพียง  1 ชนิด กรดซัลฟิวริกเข้มข้นจะท าให้  
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disaccharides, oligosaccharides และ polysaccharides แตกตัวเป็น monosaccharides โดยน้ าตาล

โมเลกุลเดี่ยว ที่มีคาร์บอน 5 อะตอม  จะถูกก าจัดน้ าออก (dehydrate) กลายเป็น Furfural ขณะที่น้ าตาล

โมเลกุลเดี่ยวที่มีคาร์บอน 6 อะตอม จะถูกก าจัดน้ าออก (dehydrate) กลายเป็น Hydroxymethyl furfural 

ซึ่งสารประกอบนี้จะท าปฏิกิริยากับฟีนอล เกิดสีเหลืองทอง ซึ่งสีที่เกิดปฏิกิริยานี้จะเสถียรอยู่เป็นเวลาหลาย

ชั่วโมง ใช้กลูโคสเป็นสารละลายมาตรฐานส าหรับสารที่มีน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่มีคาร์บอน 6 อะตอม วัดค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร  

1.5 วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือสกัดและแยกสารองค์ประกอบของเห็ดฟาน รวมทั้งทดสอบฤทธิ์ทาง

ชีวภาพของสารจากเห็ดฟาน ได้แก่ การต้านอนุมูลอิสระ การต้านมะเร็ง และการยับยั้งไลเปสตับอ่อน 



 

บทที่ 2 

กำรทดลอง 

2.1 วัตถุดิบ 

เห็ดฟานจากจังหวัดเชียงตุง รัฐชาน ประเทศสาธารณรัฐแห่งสหภาพเมียนมา รับตัวอย่างวันที่ 2 สิงหาคม 

พ.ศ. 2560 เก็บรักษาในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 ºC 

 

2.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

2.2.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ส าหรับการสกัด แยก และวิเคราะห์สาร  

1) กระดาษกรอง เบอร์1 

2) หลอดคาปิลลารี่ (Capillary Tube) 

3) แผ่น Thin layer chromatography (TLC) 

4) เครื่องปั่น  

5) NMR Tube และ ฝาปิดหลอด NMR  

6) เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ต าแหน่ง   

7) เตาให้ความร้อนขนาด 2 L (Heating mantle)  

8) เตาให้ความร้อน (Hotplate)  

9) โถดูดความชื้น (desiccator)  

10) ชุดกรองสุญญากาศ 

11) โหลแก้วขนาด 5 L 

12) เครื่องเขย่าสารโดยใช้ความถ่ีสูง (Ultrasonic sonicator)  

13) เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ (Rotary evaporator) (BUCHI rotavapor) 

14) เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (Bruker Advance II  400 MHz 

spectrometer และ Varian model Mercury +400 spectrometer 

2.2.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ส าหรับทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพและวิเคราะห์ปริมาณสารองค์ประกอบ 

1) 96-well microtiter plate 

2) Micro Tube ขนาด 1.5, 5 mL 

3) ตู้เลี้ยงเซลล์ (Cell culture incubator)  

4) ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar Flow Clean Bench) 
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5) เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 

6) กล้องจุลทรรศน์ (Binoculars)  

7) เครื่อง Microplate Reader  

8) Micropipette 

 

2.3 สำรเคมี 

2.3.1 สารเคมีส าหรับสกัด แยก และวิเคราะห์สาร 

สารเคมีที่ใช้ในการสกัดและแยกสารออกจาก crude ได้แก่ เฮกเซน (hexane), ไดคลอโรมีเทน 

(dichloromethane), เมทานอล (methanol) และน้ ากลั่น (DI water) ตัวท าละลายที่ใช้ในการวิเคราะห์

เทคนิค NMR ได้แก่ Chloroform-D, Dimethyl sulfoxide d6 (DMSO), methanol-D และ D2O ใช้ Ceric 

Ammonium Molybdate, สารละลาย vanillin เป็น TLC stains ส าหรับการแยกสารด้วยเทคนิคคอลัมน์โคร

มาโทกราฟี (Column chromatography) ใช้ silica gel 60 (0.063-0.200 mm) เป็นวัฏภาคคงท่ี 

2.3.2 สารเคมีส าหรับการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพและการวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบ 

ขั้นตอนการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ ใช้สารไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl sulfoxide, DMSO) เป็น

ตัวท าละลาย Liquid and powder medium (RPMI1640) และ Fetal calf serum เป็นสารอาหารในการ

เลี้ยงเซลล์  MTT(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) เป็นสารทดสอบ

ความอยู่รอดของเซลล์ DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) เป็นสารที่ใช้ศึกษาปริมาณสารต้านอนุมูล

อิสระ และ p-nitrophenyl palmitate (p-NPP) คือ สารตั้งต้นในการศึกษาการยับยั้งไลเปสตับอ่อน Trolox 

(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-3,4-dihydro-2H-1-benzopyran-2-carboxylic acid และ  D-glucose 

เป็นสารมาตรฐานที่ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสารองค์ประกอบ  

 

2.4 วิธีกำรทดลอง 

2.4.1 กำรสกัดเห็ดฟำนด้วยตัวท ำละลำย 

2.4.1.1 กำรสกัดเห็ดฟำนเพื่อเลือกประเภทเห็ดที่เหมำะสม 

2.4.1.1.1 การสกัดเห็ดฟานสด  

ก) การเตรียมเห็ดฟาน 

น าเห็ดฟานที่แช่ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 ºC ออกมาที่อุณหภูมิห้อง ทิ้งไว้ให้น้ าแข็งละลาย 

แยกเฉพาะส่วนเห็ด แล้วน าไปปัน่ด้วยเครื่องปั่นให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ  
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ข) การสกัดเห็ดฟานสดด้วยเมทานอล 

1. น าเห็ดฟานที่ถูกปั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆจ านวน 84.88 g มาแช่ด้วยเมทานอลจ านวน 200 

mL ในบีกเกอร์ขนาด 500 mL ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง   

2. กรองเห็ดฟานด้วยเครื่องกรองสุญญากาศ โดยใช้กระดาษกรองเบอร์ 1  

3. น าส่วนกากเห็ดฟานไปสกัดซ้ าด้วยเมทานอลอีก 2 ครั้ง แล้วน าส่วนสารละลายที่ได้

จากการสกัดทั้ง 3 ครั้งไประเหยเมทานอลออกโดยใช้เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใต้

สุญญากาศ ได้สารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยเมทานอล (F1) จ านวน 3.3641 g 

ค) การสกัดเห็ดฟานสดด้วยน้ ากลั่น 
1. น าส่วนกากเห็ดฟานที่เหลือจากการสกัดด้วยเมทานอลมาสกัดด้วยน้ ากลั่นต้ม 

จ านวนครั้งละ 200 mL ในบีกเกอร์ขนาด 500 mL ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยล์ เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง จ านวน 3 ครั้ง 

2. น าส่วนสารละลายที่ได้จากการสกัดท้ัง 3 ครั้งไประเหยน้ ากลั่นออก โดยใช้เครื่องกลั่น

ระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ ได้สารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยน้ ากลั่น (F2) 

จ านวน 0.6729 g 

3. น าส่วนกากเห็ดที่เหลือจากการสกัดใส่ในบีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร ปิดด้วยพารา

ฟิล์ม แล้วน าไปเก็บในตู้เย็น 

ง) การสกัดสารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยเมทานอล (F1) ด้วยไดคลอโรมีเทน 

1. น าสารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยเมทานอล (F1) จ านวน 3.067 g ใส่ขวดก้นกลม

ขนาด 500 mL แยกด้วยไดคลอโรมีเทน จ านวน 200 mL โดยใช้เครื่องเขย่าสารความถ่ี

สูง (Ultrasonic sonicator) เป็นเวลา 30 นาที แล้วแบ่งเฉพาะส่วนสารละลายลงในขวด

ก้นกลมอีกขวด 

2. น าส่วนที่เหลือมาแยกซ้ าด้วยไดคลอโรมีเทนอีก 2 ครั้ง น าสารละลายที่ได้จากการ

แยกทั้งสามครั้งไประเหยไดคลอโรมีเทนออก โดยใช้เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใต้

สุญญากาศ ได้สารสกัดแยก F1 ด้วยไดคลอโรมีเทน (FD) จ านวน 1.2623 g  

จ) การสกัดสารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยเมทานอล (F1) ด้วยเมทานอล 

1. น าสารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยเมทานอล (F1) ที่ไม่ละลายในไดคลอโรมีเทนและ 

เฮกเซนมาแยกต่อด้วยเมทานอล จ านวน 200 mL ในขวดก้นกลมขนาด 500 mL โดยใช้

เครื่องเขย่าสารความถี่สูง (Ultrasonic sonicator) เป็นเวลา 30 นาที  
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2. น าสารละลายที่ได้ไประเหยเมทานอลออก โดยใช้เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใต้

สุญญากาศ ได้สารสกัดแยก F1 ด้วยเมทานอล (FM) จ านวน 1.7920 g 

 

2.4.1.1.2 การสกัดเห็ดฟานแห้ง  

ก) การเตรียมเห็ดฟานแห้ง 

น าเห็ดฟานที่แช่ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 ºC ออกมาที่อุณหภูมิห้อง แล้วน าเห็ดฟาน

จ านวน 200.03 g ไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 60 ºC ได้เห็ดฟานแห้งจ านวน 32.24 g แล้วน าไปปั่น

ด้วยเครื่องปั่นให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ   

ข) การสกัดเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน 

1. น าเห็ดฟานแห้งที่ถูกปั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆ จ านวน 13.68 g มาแช่ด้วยเฮกเซนจ านวน 

200 mL ในบีกเกอร์ขนาด 500 mL ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

2. กรองเห็ดฟานแห้งด้วยเครื่องกรองสุญญากาศ โดยใช้กระดาษกรองเบอร์ 1  

3. น าส่วนกากเห็ดฟานแห้งไปสกัดซ้ าด้วยเฮกเซน อีก 2 ครั้ง แล้วน าส่วนสารละลายที่

ได้จากการสกัดทั้งสามครั้งไประเหยเฮกเซนออก โดยใช้เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุน

ภายใต้สุญญากาศ ได้สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน (DH) จ านวน 0.3760 g  

ค) การสกัดเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน 

1. น าส่วนกากเห็ดฟานแห้งที่เหลือจากการสกัดด้วยเฮกเซน มาสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน 

ครั้งละ 200 mL ในบีกเกอร์ขนาด 500 mL ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยล์ เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง จ านวน 3 ครั้ง  

2. น าส่วนสารละลายที่ได้จากการสกัดทั้ง 3 ครั้งไประเหยไดคลอโรมีเทนออก โดยใช้

เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ ได้สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอ

โรมีเทน (DD) จ านวน 0.1415 g  

ง) การสกัดเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอล 

1. น าส่วนกากเห็ดฟานแห้งที่เหลือจากการสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน มาสกัดด้วยเมทา

นอลครั้งละ 200 mL ในบีกเกอร์ขนาด 500 mL ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยล์ เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง จ านวน 3 ครั้ง  

2. น าส่วนสารละลายที่ได้จากการสกัดทั้งสามครั้งไประเหยเมทานอลออก โดยใช้เครื่อง

กลั่นระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ ได้สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอล 

(DM) จ านวน 1.8661 g 
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จ) การสกัดเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น 

1. น าส่วนกากเห็ดฟานแห้งที่เหลือจากการสกัดด้วยเมทานอล มาสกัดด้วยน้ ากลั่นต้ม

ครั้งละ 200 mL ในบีกเกอร์ขนาด 500 mL ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยล์ เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง จ านวน 3 ครั้ง  

2. น าส่วนสารละลายที่ได้จากการสกัดท้ัง 3 ครั้งไประเหยน้ ากลั่นออก โดยใช้เครื่องกลั่น

ระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ ได้สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น (DW) 

จ านวน 2.0457 g 

3. น าส่วนกากเห็ดฟานแห้งที่เหลือจากการสกัดใส่ในบีกเกอร์ขนาด 100 mL ปิดด้วย

พาราฟิล์ม แล้วน าไปเก็บในตู้เย็น 

 

2.4.1.2 กำรสกัดเห็ดฟำนเพื่อแยกสำรองค์ประกอบ 

2.4.1.2.1 การสกัดเห็ดฟานแห้ง 

ก) การเตรียมเห็ดฟานแห้ง 

  น าเห็ดฟานที่แช่ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20 ºC ออกมาที่อุณหภูมิห้อง แล้วน าเห็ดฟาน

จ านวน 2,000 g ไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 60 ºC ได้เห็ดฟานแห้งจ านวน 266.57 g แล้ว

น าไปปั่นด้วยเครื่องปั่นให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ 

ข) การสกัดเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน 

1. น าเห็ดฟานแห้งที่ถูกปั่นเป็นชิ้นเล็ก ๆจ านวน 260.00 g มาแช่ด้วยเฮกเซนจ านวน 2 

L ในขวดโหลแก้วขนาด 5 L ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยล์และฝา เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

2. กรองเห็ดฟานแห้งด้วยเครื่องกรองสุญญากาศ โดยใช้กระดาษกรองเบอร์ 1  

3. น าส่วนกากเห็ดฟานแห้งไปสกัดซ้ าด้วยเฮกเซนอีก 4 ครั้ง แล้วน าส่วนสารละลายที่ได้

จากการสกัดทั้ง 5 ครั้งไประเหยเฮกเซนออก โดยใช้เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใต้

สุญญากาศ ได้สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน (DH2) จ านวน 9.1153 g  

ค) การสกัดเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน 

1. น าส่วนกากเห็ดฟานแห้งที่เหลือจากการสกัดด้วยเฮกเซน มาสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน

ครั้งละ 2 L ในขวดโหลแก้วขนาด 5 L ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยล์และฝา เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง จ านวน 4 ครัง้ 
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2. น าส่วนสารละลายที่ได้จากการสกัดทั้ง 4 ครั้งไประเหยไดคลอโรมีเทนออก โดยใช้

เครื่องกลั่นระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ ได้สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอ

โรมีเทน (DD2) จ านวน 2.7553 g  

ง) การสกัดเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอล 

1. น าส่วนกากเห็ดฟานแห้งที่เหลือจากการสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน มาสกัดด้วยเมทา

นอล ครั้งละ 2 L ในขวดโหลแก้วขนาด 5 L ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยล์และฝา เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง ท าซ้ า 5 ครั้ง 

2. น าส่วนสารละลายที่ได้จากการสกัดทั้ง 5 ครั้ง ไประเหยเมทานอลออกโดยใช้เครื่อง

กลั่นระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ ได้สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอล 

(DM2) จ านวน 17.8341 g 

จ)  การสกัดเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น 

1. น าส่วนกากเห็ดฟานแห้งที่เหลือจากการสกัดด้วยเมทานอล มาสกัดด้วยน้ ากลั่นต้ม 

ครั้งละ 2 L ในขวดโหลแก้วขนาด 5 L ปิดด้วยอลูมิเนียมฟอยล์และฝา เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง จ านวน 3 ครั้ง  

2. น าส่วนสารละลายที่ได้จากการสกัดท้ัง 3 ครั้งไประเหยน้ ากลั่นออก โดยใช้เครื่อง

กลั่นระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ (Rotary evaporator) ได้สารสกัดหยาบเห็ด

ฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น (DW2) จ านวน 62.2761 g 

3. น าส่วนกากเห็ดฟานแห้งที่เหลือจากการสกัดใส่ในบีกเกอร์ขนาด 600 mL ปิดด้วย

พาราฟิล์ม แล้วน าไปเก็บในตู้เย็น 

 

2.1.2 กำรทดสอบฤทธิ์ทำงชีวภำพ 

2.1.2.1  กำรทดสอบฤทธิ์ ต้ ำนอนุ มูล อิสระด้ วย วิธี  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical    

scavenging capacity (DPPH assay) 

1. เตรียมสารละลาย ดังต่อไปนี้ 

1) สารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.1 M โดยใช้ 95% เมทานอลเป็นตัวท าละลาย 

    (เก็บในที่มืด) 

2) สารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) เตรียมความเข้มข้นเริ่มต้น 10 mM แล้วเจือจางให้ 

    ได้ความเข้มข้น 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 และ 0.1 mM ตามล าดับ ใช้ 95% เมทานอลเป็นตัวท า 

    ละลาย 
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3) เตรียมตัวอย่างทดสอบที่ความเข้มข้น 25 mg/mL 

2. ขั้นตอนการทดลอง 

1) ปิเปตสารละลายตัวอย่างและสารมาตรฐานโทรลอกซ์ ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 10 

    µL/well 

2) ปิเปตสารละลาย DPPH ปริมาตร 190 µL/well ลงใน 96-well plate ที่มีสารละลายตัวอย่าง 

    และสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์  

3) บ่มปฏิกิริยาทิ้งไว้ในที่มืด 30 นาท ีblank ส าหรับเปรียบเทียบคือ ตัวท าละลายปฏิกิริยาที่ใช้ 

    เมทานอลแทนที่สารตัวอย่าง (ความเข้มข้น Trolox เท่ากับ 0 ในสารละลายมาตรฐาน ใช้เป็น 

    ตัวเปรียบเทียบทั้งหมด) แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 nm ด้วยเครื่อง 

    Microtiter Plate Reader โดยใช้ blank เป็นเมทานอล  

3. ค านวณและรายงานผล  

1) สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) โดยก าหนดค่าความเข้มข้น  

   เป็นแกน x และ % inhibition เป็นแกน y เพ่ือหาค่า IC50 โดย % inhibition ได้จากการแทน 

   ค่าในสมการ (2.1)         

     

            (2.1) 

  เมื่อ A control = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH เริ่มต้น 

   A sample = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH หลังท าปฏิริยากับสารตัวอย่าง 

 

2.1.2.2 กำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 

ส่งสารตัวอย่างสารทดสอบท่ีสถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 

ตำรำงท่ี 2.1 เซลล์ที่ใช้ทดสอบเป็น cell line จาก The American Type Culture Collection (ATCC) 

ชื่อในห้องปฏิบัติกำร ชื่อสำมัญ แหล่งที่มำของเซลล์ 

KATO-III เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร Gastric carcinoma, Human 

BT474 เซลล์มะเร็งเต้านม Ductal carcinoma, breast, Human 
SW620 เซลล์มะเร็งล าไส้ Lymph node metastasis,  

colon adenocarcinoma, Human 
Hep-G2 เซลล์มะเร็งตับ Liver hepatoblastoma, Human 

Chago-K1 เซลล์มะเร็งปอด Lung undifferentiated, Human 
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1. การเลี้ยงเซลล์ 

1) เลี้ยงเซลล์ใน tissue culture flask ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI1640 ที่ผสม fetal calf 

     serum 5% จนกว่าเซลล์แต่ละชนิดมีจ านวนเพียงพอต่อการทดสอบ 

2) เมื่อเซลล์ขยายทั่ว tissue culture flask ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออก เติม 0.1%  

     trypsin+0.01% EDTA ปริมาตร 0.5-1 mL ใช้เวลาบ่มประมาณ 2-5 นาที จนเซลล์หดตัว      

     แล้วดูดสารละลายทิ้ง 

3) เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI1640 ที่ผสม fetal calf serum 5% 7 mL ลงใน tissue culture     

 flask บ่มที่ 37 °C 5% CO2 

2. การเตรียมเซลล์ส าหรับทดสอบ 

1) ดูดอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกจาก tissue culture flask แล้วเติม 0.05% trypsin+0.01%  

EDTA ปริมาตร 0.5-1 mL ใช้เวลาบ่มประมาณ 2-5 นาที จนเซลล์หดตัว แล้วดูด trypsin ทิ้ง 

2) เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ แล้วดูดสารละลายใส่ Centrifuge Tube Plastic ขนาด 1.5 mL  

น าไปเซนทริฟิวจ์เพื่อแยกเซลล์  

3) นับเซลล์แล้วเตรียมเซลล์ 5 × 103 cell/200 µL/well ส าหรับ SW620, Hep-G2 และ 1 ×  

104 cell/200 µL/well ส าหรับ KATO-III, BT474 และ Chago-K1 

3. การเตรียมสารละลายตัวอย่างที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

น า F1 ปริมาณ 23.2 mg, F2 ปริมาณ 18.0 mg, FD ปริมาณ 3,291.8 mg, FM ปริมาณ 25.9 mg, 

DH ปริมาณ 406 mg, DD ปริมาณ 138.6 mg, DM ปริมาณ 43 mg และ DW ปริมาณ 21.1 mg 

มาละลายด้วย DMSO ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 50 mg/mL 

4) การเตรียมสารละลาย MTT 

ชั่ง MTT และเจือจาง MTT ใน normal saline ให้มีความเข้มข้น 5 mg/mL (เก็บในขวดสีชาที่ 

4 ºC) 

5) ขั้นตอนการทดสอบ 

1. เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ ปริมาตร 100 µL/well ลงใน 96 microplate จากนั้นเติมเซลล์แต่ละ

ชนิด ปริมาตร 100 µL น าไปบ่มท่ี 37 ºC 5% CO2 นาน 24 ชั่วโมง 

2. เติมสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 2 µL/well ลงใน 96 microplate น าไปบ่ม 72 ชั่วโมง 

3. เติม MTT 5 mg/mL ปริมาตร 10 µL/well บ่มนาน 4 ชั่วโมง 

4. ดูดสารละลายทิ้ง แล้วเติม 100% DMSO ปริมาตร 150 µL/well น าไปเขย่าด้วย plate 

mixer จนสารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
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5. วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm ด้วยเครื่อง Microtiter Plate Reader 

6. การค านวณและรายงานผล 

สร้างกราฟมาตรฐาน โดยก าหนดค่าความเข้มข้นของสารสกัดเป็นแกน x และเปอร์เซ็นต์การมี

ชีวิตรอดของเซลล์ (% cell survival เป็นแกน y เพ่ือใช้ค านวณหาความเข้มข้นของสารสกัดที่ท า

ให้เซลล์รอด 50% หรือหาค่า IC50 ( Inhibition concentration 50%) โดย % cell survival ได้

จากการแทนค่าในสมการ  (2.2) 

 

(2.2) 

                                                                                                                                                                                                                             

เมื่อ  A sample = ค่าการดูดกลืนแสงของ MTT ในสารสกัด  

A control = ค่าการดูดกลืนแสงของ MTT ในตัวท าละลาย DMSO 

 

3.1.2.1 กำรทดสอบกำรยับยั้งไลเปสตับอ่อน (pancreatic lipase) 

1) เตรียมสารละลาย ดังนี้ 

1. สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 0.061 M ที่ค่า pH เท่ากับ 8.5 

2. p-nitrophenyl palmitate (p-NPP) ความเข้มข้น 0.01 mol/L ละลายในอะซีโตไนไตรล์  

    (Acetonitrile) เมื่อใช้ส าหรับทดสอบให้เจือจางเป็นความเข้มข้น 6.66 µM ด้วยบัฟเฟอร์ 

3. ไลเปสตับอ่อน แบบ Porcine pancreatic lipase type II ความเข้มข้น 5 mg/mL โดย ชั่ง 

    เอนไซม์ 5 mg ละลายด้วยบัฟเฟอร์ ปริมาตร 1 mL 

4. Orlistat ที่ละลายใน DMSO ความเข้มข้น 10 mg/mL 

5. สารสกัดแต่ละชนิด ความเข้มข้น 25 mg/mL 

2) ขั้นตอนการทดสอบ 

1. เติมTris-HCl ปริมาตร 280 µL, สารสกัด ปริมาตร 32 µL และ p-NPP ความเข้มข้น 6.66    

    mM ปริมาตร 40 µL ลงใน 96 microplate (positive control คือ Orlistat และ Negative  

    control คือ 95% เมทานอลส าหรับสารตัวอย่าง และ DMSO ส าหรับ Orlistat) บ่มปฏิกิริยา 

    ที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 5 นาที  

2.เติมไลเปสตับอ่อน ความเข้มข้น 5 mg/mL ปริมาตร 48 µL และเติม ethanol ปริมาตร 600    

   µL ส าหรับปฏิกิริยาเปรียบเทียบ บ่มปฏิกิริยาต่อที่อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 25 นาท ี 
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3. เติม ethanol ปริมาตร 600 µLเพ่ือหยุดปฏิกิริยาทั้งหมด ส าหรับปฏิกิริยาเปรียบเทียบเติมไล 

    เปสตับอ่อน ความเข้มข้น 5 mg/mL ปริมาตร 48 µL เพ่ือปรับปริมาตร 

4. วัดค่าการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง Microtitier plate reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm แล้ว 

    ค านวณเปอร์เซ็นการยับยั้ง (% inhibitor) โดยแทนค่าในสมการ (2.3)  

 

(2.3) 

 

เมื่อ A = ค่าการดูดกลืนแสงของตัวควบคุมลบ (สารตัวอย่าง) 

B = ค่าการดูดกลืนแสงของตัวเปรียบเทียบของตัวควบคุมลบ (95% ethanol) 

C = าการดูดกลืนแสงงของสารตัวอย่างหรือสารควบคุมบวก (Orlistat)  

D = ค่าการดูดกลืนแสงของตัวเปรียบเทียบของสารตัวอย่างหรือสารควบคุมบวก 

5.น าค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งจากความเข้มข้นต่าง ๆของสารสกัด มาหาค่าความเข้มข้นยับยั้งที่    

   50% (IC50) ต่อไป 

 

3.1.3 กำรวิเครำะห์กลุ่มสำรองค์ประกอบ 

3.1.3.1 กำรวิเครำะห์ปริมำณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ด้วยวิธี Folin- 

      Ciocalteu reagent 

1) เตรียมสารละลาย ดังนี้ 

1. เตรียมสารละลายของสารสกัดแต่ละชนิด ที่ความเข้มข้น 25 mg/mL 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิคท่ีความเข้มข้น 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 และ 0.1 mM 

3. เตรียมสารละลาย Folin-Ciocatteu reagent เจือจางในอัตราส่วน 1:10 (v/v) โดยใช้น้ า

กลั่น 

4. เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 7.5% (v/v) 

2) ขั้นตอนการทดสอบ 

1. ปิเปตสารละลายตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร  

   20 µL ลงใน 96-well plates  

2. ปิเปตสารละลาย Folin-Ciocatteu reagent ปริมาตร 100 µL ลงใน 96-well plates ที่ม ี

   สารละลาย ตัวอย่างและสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค 

3. ปิเปตสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 7.5% (v/v) ปริมาตร 80 µL ลงใน 96- 
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    well plates ทิ้งไว้ที่มืดเป็นเวลา 30 นาที 

4. น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm ด้วยเครื่อง Microtiter Plate Reader โดย 

    ใช้ Blank ของสารละลายตัวอย่างเป็นเมทานอลปริมาตร 200 µL, Blank ของสารละลาย   

    มาตรฐานกรดแกลลิคเป็นน้ ากลั่นและ Control เป็นสารละลาย Folin-Ciocatteu reagent 

    ปริมาตร 100 µLและสารละลายโซเดียม คาร์บอเนตความเข้มข้น 7.5% (v/v) ปริมาตร 80 

    µL   

5. น าค่าความเข้มข้นและค่าดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิคมาสร้างกราฟ  

    มาตรฐาน 

3.) การค านวณและรายงานผล   

1. สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิคโดยก าหนดค่าความเข้มข้นเป็น 

   แกน x และค่า การดูดกลืนแสง เป็นแกน y 

2. รายงานผลในรูป mg of gallic acid equivalents (GAE) / (g) extract ซึ่งได้จากการแทน 

    ค่าในสมการ (2.4)   

         (2.4)   

 

เมื่อ CGallic acid = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค จากการน าค่าการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างไปเทียบกับกราฟของสารละลายมาตรฐานกรด

แกลลิค (mg/mL)  

DF (Dilution factor) = ค่าจากการเจือจางสารละลายตัวอย่าง 

V solvent = ปริมาณของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด (mL)  

M extract = น้ าหนักของสารสกัด (g)  

 

3.1.3.2 กำรวิเครำะห์ปริมำณคำร์โบไฮเดรตรวม (Total carbohydrates) ด้วยวิธี phenol-  

      sulfuric acid 28,29 

1) การเตรียมสารละลายตวัอยา่ง 

น า crude DH2, DD2, DM2, DW2 ชนิดละ 1 mg ใส่ในขวดก าหนดปริมาตร ขนาด 5 mL 

       แล้วปรับปริมาตรด้วย DMSO ได้ความเข้มข้นเป็น 200 µg/mL 

2) การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลโูคส (D-glucose) ที่ความเข้มข้นตา่ง ๆ  
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ชั่งกลูโคส (D-glucose) 0.0020 g ลงในขวดก าหนดปริมาตร 5 mL ปรับปริมาตรด้วยน้ า

กลั่น แล้วเจือจาง 2 เท่า ให้ได้สารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) ทั้งหมดเป็น 

400, 200, 100, 50, 25 และ 12.5 µg/mL 

3)   การเตรียมสารละลายฟีนอล 5% ในน้ า 

ชั่งฟีนอล หนัก 1.2500 g ลงในขวดก าหนดปริมาตรขนาด 25 mL ปรับปริมาตรด้วยน้ า

กลั่น 

4)   ขั้นตอนการทดลอง 

1. ปิเปิตสารละลายตัวอย่าง, blank (DMSO) และสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่เตรียม

 ไว้ปริมาตร 1.5 mL ใส่ในหลอดทดลอง 

2. เติมกรดซลัฟิวริกเข้มข้นลงในแตล่ะหลอดทดลองอยา่งรวดเร็ว ปริมาตร 4.5 mL  

3. เติม 5% ฟีนอลในน้ า ปริมาตร 0.9 mL ทันที แล้วเขย่าสารละลายให้เข้ากัน น าไป 

 ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 90 ºC ด้วยอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) เป็นเวลา 5 

 นาท ี

4. ท าให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโม

 เมตร ด้วยเครื่อง UV-Vis spectroscopy 

5)    การค านวณและรายงานผล 

1. สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) โดยก าหนดค่าความเข้มข้น  

   เป็นแกน x และค่าดูดกลืนแสงเป็นแกน y   

2. รายงานผลในรูป mg of glucose equivalents / g of the crude ซึ่งได้จากการแทนค่าใน

สมการ (2.5)  

(2.5) 

 

เมื่อ  C Glucose =   ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส จากการน า

   ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างไปเทียบกับ

   กราฟของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (mg/mL)  

DF (Dilution factor) =  ค่าจากการเจือจางสารละลายตัวอย่าง  

V solvent =   ปริมาณของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด (mL)  

M extract =   น้ าหนักของสารสกัด (g)  
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3.1.4 กำรแยกสำรองค์ประกอบเห็ดฟำน 

น าสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน (DD2) น้ าหนัก 2.6813 g เคลือบลงบน silica gel 

60 น้ าหนัก 25.1750 g ใช้ silica gel 60 น้ าหนัก 350 g เป็นวัฏภาคคงที่ โดยใส่สารสกัดที่เคลือบบนซิลิกา

ข้างต้นไว้ด้านบนคอลัมน์ จากนั้นชะด้วยการเพ่ิมสภาพขั้วตัวท าละลายจากเฮกเซน, เฮกเซน-ไดคลอโรมีเทน, ได

คลอโรมีเทน, ไดคลอโรมีเทน-เมทานอล, เมทานอล เก็บสารจากการชะ 50 mL ในแต่ละส่วนแยก จากนั้นรวม

ส่วนแยกที่คล้ายคลึงกันจากการวิเคราะห์ด้วย TLC เข้าด้วยกัน รวบ fraction ได้ทั้งหมด 23 fractions น าไป

ระเหยตัวท าละลาย ชั่งน้ าหนัก แล้วน า fraction ที่สนใจไปพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค 1H-NMR ต่อไป   
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บทที่ 3 

ผลกำรทดลองและวิเครำะห์ผลกำรทดลอง 

 

3.1 ผลของลักษณะเห็ดที่มีต่อสำรสกัด 

ลักษณะเห็ดฟานที่ท าการศึกษามี 2 ลักษณะ คือ เห็ดสดและเห็ดแห้ง สกัดเห็ดฟานสดด้วยเมทานอลและ

น้ ากลั่น ตามล าดับ ในอัตราส่วนเห็ดต่อตัวท าละลาย เท่ากับ 17:40 ได้ร้อยละปริมาณสารที่สกัดได้จากเห็ดฟาน

สดทั้งหมด 4.75% ดังตารางที่ 3.1 น าสารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยเมทานอล (F1) มาสกัดเพ่ือแยกสารต่อ

ด้วยไดคลอโรมีเทนและเมทานอล ตามล าดับ พบว่าสารสกัดแยกด้วยเมทานอล (FM) มีร้อยละปริมาณสารที่

สกัดแยกได้มากที่สุด เท่ากับ 58.41% ดังตารางที่ 3.2 ซึ่งสอดคล้องกับสภาพขั้วของตัวท าละลาย เนื่องจากเป็น

การแยกสารที่สกัดด้วยเมทานอล สารสกัดหยาบโดยส่วนใหญ่เป็นสารที่มีขั้ว จึงควรมีค่าร้อยละปริมาณสารที่

สกัดแยกได้สูง  

ตำรำงท่ี 3.1 แสดงลักษณะปรากฏและร้อยละสารที่สกัดได้ (%yield extract) จากเห็ดฟานสด 

สำรสกัดเห็ดฟำนสด ลักษณะสำรสกัด ร้อยละสำรที่สกัดได้ (% yield extract) 
สารสกัดหยาบเห็ดฟาน
สดด้วยเมทานอล (F1) 

ของแข็งสีน้ าตาลเข้ม มีกลิ่นเหม็น 3.96 

สารสกัดหยาบเห็ดฟาน
สดด้วยน้ ากลั่น (F2) 

ของแข็งสีด า มีกลิ่นเหม็น 0.79 

รวม  4.75 
 

ตำรำงที่ 3.2 แสดงลักษณะปรากฏและร้อยละสารที่สกัดแยกได้ (%yield extract) จากสารสกัดหยาบเห็ด

ฟานสดด้วยเมทานอล (F1) 

สำรสกัดแยก F1 ลักษณะสำรสกัดแยก ร้อยละสำรที่สกัดแยกได้ 
(% yield extract) 

สารสกัดแยก F1  

ด้วยไดคลอโรมีเทน (FD) 
ของเหลวหนืดมาก สีน้ าตาล มีกลิ่น
เหม็น 

41.11 

สารสกัดแยก F1 
ด้วยเมทานอล (FM) 

ของแข็งสีด า มีกลิ่นเหม็น 58.41 

รวม 99.52 
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การศึกษาส่วนต่อไป คือ การน าเห็ดฟานสด น้ าหนัก 84.88 g ไปอบจนแห้ง ได้เห็ดฟานแห้ง 13.68 g แล้ว

น ามาสกัดด้วยตัวท าละลายจากขั้วต่ าไปสูง คือ เฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, เมทานอล และน้ ากลั่น ตามล าดับ 

พบว่า สารสกัดหยาบที่ได้จากการสกัดด้วยเฮกเซนและไดคลอโรมีเทน มีลักษณะเป็นของเหลวหนืดมาก สี

น้ าตาลอ่อนและมีกลิ่นเหม็น สารสกัดหยาบจากตัวท าละลายเมทานอลและน้ า มีลักษณะเป็นของแข็ง สีน้ าตาล

เข้มและด า ตามล าดับ โดยร้อยละปริมาณสารที่สกัดได้มีแนวโน้มเพ่ิมมากขึ้น เมื่อตัวท าละลายมีสภาพขั้วสูงขึ้น 

ดังนี้ DH (0.44%), DD (0.17%), DM (2.20%) และ DW (2.41%) แสดงให้เห็นว่าสารองค์ประกอบส่วนใหญ่ใน

เห็ดฟานแห้งเป็นสารที่มสีภาพขั้วสูง แสดงดังตารางที่ 3.3  

จากการสกัดเห็ดฟานทั้ง 2 แบบ คือ การสกัดจากเห็ดฟานสดและแห้ง พบว่าร้อยละสารที่สกัดได้ทั้งหมด

จากเห็ดฟานสด (4.75%) น้อยกว่าร้อยละสารที่สกัดได้ทั้งหมดจากเห็ดฟานแห้ง (5.22%) เนื่องจากเห็ดฟานสด

มีความชื้นมากถึง 84% ความสามารถในการละลายของสารองค์ประกอบในตัวท าละลายที่มีขั้วอาจมีข้อจ ากัด 

สารองค์ประกอบบางชนิดจึงไม่สามารถละลายออกมาได้หมด ท าให้ร้อยละปริมาณสารที่สกัดได้ทั้งหมดจากเห็ด

ฟานสดจึงมีค่าน้อยกว่าเห็ดฟานแห้ง 

ตำรำงท่ี 3.3 แสดงลักษณะปรากฏและร้อยละสารที่สกัดได้ (%yield extract) จากเห็ดฟานแห้ง 

สำรสกัดเห็ดฟำนแห้ง ลักษณะสำรสกัด ร้อยละสำรที่สกัดได้ (% yield extract) 

สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้ง
ด้วยเฮกเซน (DH) 

ของเหลวหนืดมากสีน้ าตาล
อ่อน มีกลิ่นเหม็น 

0.44 

สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้ง
ด้วยไดคลอโรมีเทน (DD) 

ของเหลวหนืดมากสีน้ าตาล
อ่อน มีกลิ่นเหม็น 

0.17 

สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้ง
ด้วยเมทานอล (DM) 

ของแข็งสีน้ าตาลเข้ม 2.20 

สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้ง
ด้วยน้ ากลั่น (DW) 

ของแข็งสีด า มีกลิ่นเหม็น 2.41 

รวม 5.22 
  

จากตารางที่ 3.4 แสดงลักษณะ น้ าหนักของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งปริมาณมากขึ้นที่สกัดด้วยตัวท า

ละลายจากสภาพขั้วต่ าไปสูง คือ เฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, เมทานอล และน้ ากลั่น เช่นเดียวกับสารสกัดหยาบ

จากเห็ดฟานแห้งที่แสดงดังตารางที่ 3.3 โดยใช้เห็ดฟานแห้ง 260.00 g เพ่ือน าสารสกัดหยาบที่ได้ไปแยกสาร

องค์ประกอบทางเคมี พบว่าเมื่อใช้ตัวท าละลายเฮกเซนและไดคลอโรมีเทน ท าให้ได้สกัดสารที่มีลักษณะเป็น

ของเหลวหนืดมาก สีน้ าตาลเหลือง และมีกลิ่นเหม็นหืน ตัวท าละลายเมทานอลและน้ าให้สารสกัดหยาบที่มีกลิ่น
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เหม็น เป็นของแข็งสีน้ าตาลและสีด า ตามล าดับ ซึ่งมีลักษณะและแนวโน้มร้อยละสารที่สกัดได้เพ่ิมสูงขึ้นจากตัว

ท าละลายที่มีสภาพขั้วต่ าไปขั้วที่สูงขึ้น เช่นเดียวกับสารสกัดหยาบจากเห็ดฟานแห้ง ที่แสดงดังตารางที่ 3.3 

ทั้งนี้สารสกัดหยาบจากเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น (DW2) แสดงปริมาณสารที่สกัดได้มากถึง 23.95% จึงช่วย

ยืนยันไดว้่าสารองค์ประกอบในเห็ดฟานแห้งเป็นสารที่มีสภาพขั้วสูงเป็นส่วนใหญ่ เนื่องจากให้ค่าร้อยละปริมาณ

สารที่สกัดได้ในตัวท าละลายที่มีสภาพขั้วสูงได้มากที่สุด 

จากการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเห็ดฟานจากสารสกัดหยาบ ได้แก่ DH2, DD2, DM2 และ Dw2 

ด้วย 1H-NMR , 13C-NMR spectroscopy พบว่าสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน (DH2) และไดคลอโร

มีเทน (DD2) มีโอลิโกไอโซพรีน และไขมันในรูปไตรกลีเซอไรด์และกรดไขมันเป็นองค์ประกอบ (รูปที่ A-1, A-2, 

A-3) สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอล (DM2) และน้ ากลั่น (DW2) ประกอบด้วยแซ็กคาไรด์ เทอร์พี

นอยด์และสารประกอบฟีนอลิก (รูปที่ A-4, A-5)  

จากการน าสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน (DD2) มาแยกสารองค์ประกอบด้วยเทคนิค

คอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยเพ่ิมความมีขั้วของเฟสเคลื่อนที่ที่อัตราส่วนต่าง ๆ ด้วยเฮกเซน, เฮกเซน-ไดคลอโร

มีเทน, ไดคลอโรมีเทน, ไดคลอโรมีเทน-เมทานอล และเมทานอล ตามล าดับ และวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR พบว่า  

แต่ละ fraction มีโอลิโกไอโซพรีนอยู่ในปริมาณมาก (รูปที่ A-6, A-7, A-8, A-9, A-10, A-11) แสดงให้เห็นว่าโอ

ลิโกไอโซพรีนที่มีในสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน (DD2) มีขนาดแตกต่างกัน เนื่องจากสามารถ

ละลายและแยกออกจากกันในตัวท าละลายที่มีสภาพขั้วแตกต่างกัน ซึ่งปรากฏบน 1NMR spectrum ของ 

fraction ต่าง ๆ นอกจากนี้พบพีคของสารชนิดอ่ืน แต่ไม่สามารถยืนยันโครงสร้างได้อย่างชัดเจน เนื่องจากแต่

ละ fraction ที่น ามาศึกษายังคงมีสารองค์ประกอบจ านวนหลายชนิด ลักษณะพีคของสารบางตัวอาจถูกบดบัง 

จึงไม่สามารถวิเคราะห์ได้อย่างถูกต้อง ควรน าแต่ละ fraction ไปแยกสารบริสุทธิ์เพ่ือยืนยันชนิดของสารต่อไป 

โดยตารางที่ 3.5 แสดงน้ าหนักของสารแต่ละ fraction ที่ได้จากการแยกสารองค์ประกอบของ (DD2) ด้วย

เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี 
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ตำรำงที่ 3.4 แสดงลักษณะปรากฏและร้อยละสารที่สกัดได้ (%yield extract) จากเห็ดฟานแห้งเพ่ือแยกสาร

องค์ประกอบ 

สำรสกัดเห็ดฟำนแห้ง ลักษณะสำรสกัด ร้อยละปริมำณสำรที่สกัดได้ 
(% yield extract) 

สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้ง
ด้วยเฮกเซน (DH2) 

ของเหลวหนืดมากสีน้ าตาลเหลือง  
กลิ่นเหม็นหืน 

3.51 

สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้ง
ด้วยไดคลอโรมีเทน (DD2) 

ของเหลวหนืดมากสีน้ าตาลเหลือง 
กลิ่นเหม็นหืน 

1.06 

สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้ง
ด้วยเมทานอล (DM2) 

ของแข็งสีน้ าตาลเข้ม 
กลิ่นเหม็น 

6.86 

สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้ง
ด้วยน้ ากลั่น (DW2) 

ของแข็งสีด า กลิ่นเหม็น 23.95 

รวม 35.38 

 

ตำรำงท่ี 3.5 แสดงน้ าหนักสารแต่ละ fraction ของ DD2 ที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

Fraction น้ ำหนักสำร (mg) Fraction น้ ำหนักสำร (mg) 
1 200.6 13 101.9 

2 78.2 14 218.6 

3 204.9 15 37.7 
4 137.9 16 67.5 

5 30.3 17 48.0 
6 28.9 18 43.3 

7 13.8 19 31.4 

8 16.9 20 94.2 
9 46.3 21 79.3 

10 140.7 22 193.8 

11 275.7 23 172.3 
12 47.0 รวม 2,309.2 
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3.2 กำรวิเครำะห์กลุ่มสำรองค์ประกอบ 

3.2.1 กำรวิเครำะห์ปริมำณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ด้วยวิธี Folin-

Ciocalteu reagent 

เมื่อน าสารสกัดหยาบจากเห็ดฟานสดและแห้ง จ านวน 12 ชนิด ได้แก่ F1, F2, FD, FW, DH, DD, DM, DW, 

DH2, DD2, DM2 และ DW2 มาวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลรวม พบว่าสามารถเรียงปริมาณฟีนอลรวมจากมากไป

น้อย ได้ดังนี้ DW, F2, F1, DW2, FM, DH, DM, DD, DM2 , FD, DD2, DH2 ตามล าดับ เมื่อแยกพิจารณาสารสกัดใน

กลุ่มเห็ดสด (F1, F2, FD, FW) และเห็ดแห้ง (DH, DD, DM, DW, DH2, DD2, DM2, DW2) พบว่าสารสกัดหยาบเห็ด

ฟานสดและแห้งด้วยน้ ากลั่น (F2, DW, DW2) ให้ปริมาณฟีนอลรวมสูงที่สุด อยู่ในช่วง 56.5±0.2 – 88.8±2.7 mg 

กรดแกลลิคโดยสมมูล/g สารสกัด และสารสกัดจากตัวท าละลายที่มสีภาพขั้วสูงขึ้นให้ปริมาณฟีนอลรวมสูงขึ้น  

ตำรำงท่ี 3.6 แสดงปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compounds) ของสารสกัดที่ความเข้มข้น 25 

mg/mL 

สำรสกัด mg กรดแกลลิคโดยสมมูล/g สำรสกัด  
(mg of gallic acid equivalents (GAE) / g crude extracts) 

F1 57.9 ± 0.1 

F2 65.1 ± 1.7 

FD 4.2 ± 0.3 

FM 49.0 ± 1.4 

DH 47.7 ± 0.4 

DD 21.9 ± 0.4 

DM 30.6 ± 0.8 

DW 88.8 ± 2.7 

DH2 1.4 ± 0.2 

DD2 4.2 ± 0.2 

DM2 7.7 ± 0.2 
DW2 56.5 ± 0.2 

หมายเหตุ  

F1 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยเมทานอล F2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยน้ ากลั่น  

FD คือ สารสกัดแยก F1 ด้วยไดคลอโรมีเทน FM คือ สารสกัดแยก F1 ด้วยเมทานอล  
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DH คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน DD คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน 

DM คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอล DW คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น  

DH2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซนเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

DD2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทนเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

DM2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอลเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

DW2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่นเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

 

3.2.2 ผลกำรวิเครำะห์ปริมำณคำร์โบไฮเดรตรวม (Total carbohydrates) ด้วยวิธี phenol 

sulfuric acid 

เมื่อน าสารสกัดหยาบจากเห็ดฟานแห้ง จ านวน 4 ชนิด ได้แก่ DH2, DD2, DM2, DW2 มาวิเคราะห์ปริมาณ

คาร์โบไฮเดรตรวม พบว่า DM2 มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวมมากที่สุด คือ 335.4 mg กลูโคสโดยสมมูล/g สาร

สกัด สามารถเรียงล าดับสารสกัดหยาบที่มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวมจากมากไปน้อย ได้ดังนี้ DM2(335.4), 

DH2(172.8), DD2(163.2) และ DW2(115.5) ตามล าดับ ดังตารางที่ 3.7 ซึ่งจะเห็นว่าปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวม

ในสารสกัดหยาบทั้ง 4 ชนิดมีค่าใกล้เคียงกัน อาจเนื่องมาจากคาร์โบไฮเดรตในสารสกัดหยาบนี้ มีสารทั้งที่มี

สภาพขั้วสูงและต่ า จึงสามารถละลายได้ในตัวท าละลายทั้ง 4 ชนิด แต่สามารถละลายได้ดีที่สุดในเมทานอล

(DM2) เนื่องจากเมทานอลมีความเป็นขั้วสูงแต่ยังน้อยกว่าน้ า แสดงคาร์โบไฮเดรตในสารสกัดเห็ดฟานนั้นมีทั้ง

แบบมีข้ัวมากและน้อย 

ตำรำงท่ี 3.7 แสดงปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวม (Total carbohydrates) ของสารสกัดเห็ดฟานแห้งที่ความ

เข้มข้น 200 µg/mL 

สำรสกัด mg กลูโคสโดยสมมูล/g สำรสกัด 
(mg of glucose equivalents / g crude extracts) 

DH2 172.8 

DD2 163.2 

DM2 335.4 

DW2 115.5                                                                                                                                                                                                                                                                     

หมายเหตุ  DH2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซนเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

  DD2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทนเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

  DM2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอลเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

  DW2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่นเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 
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3.3 ผลกำรทดสอบฤทธิ์ทำงชีวภำพ 

3.3.1 ผลทดสอบฤทธิ์ ต้ ำนอนุ มู ล อิสระด้ วย วิ ธี  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical 

scavenging capacity (DPPH assay)  

เมื่อน าสารสกัดจากเห็ดฟานสดและแห้งทั้งหมด ประกอบด้วย F1, F2, FD, FW, DH, DD, DM, DW, DH2, DD2, 

DM2 และ DW2 มาทดสอบความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 3.8 พิจารณา 

%Inhibition ของสารสกัดที่ความเข้มข้น 2 mg/mLของ DW2 และ DW พบว่ามีค่า %Inhibition เท่ากับ 44.5 

และ 24.4 ตามล าดับ ซึ่ง DW2 และ DW ไม่สามารถทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ความเข้มข้น 25 mg/mL 

เนื่องจากค่าการดูดกลืนแสงไม่อยู่ในช่วงของกราฟมาตรฐาน ส าหรับความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ

สารสกัดที่ความเข้มข้น 25 mg/mL พบว่า FM, F2 และ F1 มีค่า %Inhibition เท่ากับ 82.7, 82.0 และ 78.3 

ตามล าดับ ขณะที่สารสกัดที่ไม่สามารถหาค่า IC50 ที่ความเข้มข้นของสารสกัดน้อยกว่าหรือเท่ากับ 25 mg/mL 

ได้ แสดงค่า % Inhibition ไม่เกิน 33 % แสดงดังตารางที่ 3.8 จากข้อมูลข้างต้น สารสกัดหยาบด้วยน้ ากลั่น 

DW2 และ DW มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด ซ่ึง DW2 และ DW เป็นสารสกัดหยาบด้วยน้ ากลั่น

จากเห็ดฟานแห้งทั้ง 2 ชนิด แตกต่างกันที่ปริมาณสารที่น ามาใช้ในการสกัด แสดงให้เห็นว่าเห็ดฟานแห้งที่สกัด

ด้วยน้ ากลั่นมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด ดังนั้น สารต้านอนุมูลอิสระจึงเป็นสารที่มีขั้วสูง เนื่องจาก

สามารถละลายในตัวท าละลายที่มีขั้วสูง คือ น้ ากลั่นได้ดี ซึ่งยังสอดคล้องกับปริมาณฟีนอลรวมที่เป็นสารต้าน

อนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเห็ดสดและเห็ดแห้งด้วยน้ ากลั่น (F2, DW และ DW2) ที่มีค่า mg กรดแกลลิคโดย

สมมูล/g สารสกัด ในปริมาณสูง จากนั้นค านวณค่า IC50 ของสารสกัดหยาบ พบว่า มีเพียงสารสกัดหยาบ F1, 

F2, FM, DW และ DW2 ที่สามารถค านวณหาค่า IC50 ได้ โดย DW2 มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ดี

ที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 1.9 ± 0.1 mg/mL และDW แสดงความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้รองลงมา มี

ค่า IC50 เท่ากับ 5.8 ± 0.1 mg/mL จากการเปรียบเทียบฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดกับสาร

มาตรฐานโทรลอกซ์ที่ความเข้มข้น 25 mg/mL แล้วรายงานในรูป mg โทรลอกซ์โดยสมมูล/g สารสกัด (Trolox 

equivalent antioxidant capacity) ได้ผลดังตารางที่ 3.8 ซึ่งค่า IC50 ของสารสกัดหยาบมีความสัมพันธ์กับค่า 

Trolox equivalent antioxidant capacity กล่าวคือ สารที่ให้ค่า IC50 ต่ า แสดงถึง ความสามารถในการต้าน

อนุมูลอิสระทีสู่ง นั่นคือ มีสารต้านอนุมูลอิสระในปริมาณมาก ค่า Trolox equivalent antioxidant capacity 

จึงมีค่าสูง 
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ตำรำงท่ี 3.8 แสดงค่า IC50 , %Inhibition และ Trolox equivalent antioxidant capacity ของสารสกัด

จากเห็ดฟานสดและแห้ง ที่ความเข้มข้น 25 mg/mL 

 
สำรสกัด 

%Inhibition 
ที่ 25 mg/mL 

 
IC50 (mg/mL) 

Trolox equivalent antioxidant capacity  
mg โทรลอกซ์โดยสมมูล/g สำรสกัด 

(mg of Trolox equivalents / g of sample) 
F1 78.3 ± 1.0 10.5 ± 1.0 8.3 ± 0.1 

F2 82.0 ± 0.1 9.1 ± 0.1 8.8 ± 0.1 
FD 19.9 ± 2.0 N/A 1.6 ± 0.2 

FM 82.7 ± 1.2 13.7 ± 0.6 8.8 ± 0.2 

DH 21.2 ± 0.5 N/A 1.8 ± 0.1 
DD 18.4 ± 2.0 N/A 1.4 ± 0.2 

DM 29.1 ± 0.03 N/A 2.7 ± 0.004 

DW 24.4 ± 0.8* 5.8 ± 0.1 25.0 ± 0.1 
DH2 12.3 ± 1.3 N/A 0.7 ± 0.2 

DD2 10.8 ± 1.4 N/A 0.5 ± 0.2 

DM2 32.6 ± 2.2 N/A 3.2 ± 0.3 
Dw2 44.5 ± 1.7* 1.9 ± 0.1 79.2 ± 0.7 

หมายเหตุ  

* แสดงถึง การค านวณที่ความเข้มข้น 2 mg/mL 

N/A หมายถึง ไม่สามารถหาค่าได้ที่ความเข้มข้นที่ก าหนด  

IC50 คือ ความเข้มข้นต่ าที่สุดของสารตัวอย่างที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ร้อยละ 50  

F1 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยเมทานอล F2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยน้ ากลั่น  

FD คือ สารสกัดแยก F1 ด้วยไดคลอโรมีเทน FM คือ สารสกัดแยก F1 ด้วยเมทานอล  

DH คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน DD คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน 

DM คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอล DW คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น  

DH2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซนเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

DD2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทนเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

DM2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอลเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

DW2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่นเพื่อแยกสารองค์ประกอบ 
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3.3.2 ผลกำรทดสอบควำมเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 

จากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของสารสกัดหยาบทั้ง 8 ชนิด ได้แก่ F1, F2, FD, FM, DH, DD, 

DM, DW ที่ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบเท่ากับ 500, 250, 125, 62.5 และ 31.25 µg/mL ทดสอบความเป็น

พิษกับเซลล์มะเร็งจ านวน 5 ชนิด ได้แก่ เซลล์มะเร็งเต้านม (BT474), เซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1) , 

เซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2), เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-III) และเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) แล้ว

แสดงผลเป็นค่าความเข้มข้นต่ าที่สุดของสารที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ร้อยละ 50 หรือ ความเข้มข้นของสารที่ท า

ให้เซลล์มีการรอด 50% (IC50) หากมีค่าน้อย แสดงถึงการมีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ดี แสดงผลดังตารางที่ 3.9 

พิจารณา F1 พบว่า แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดต่ า มีค่า IC50 มากกว่า 500 µg/mL ต่อ

เซลล์มะเร็งเต้านม (BT474), เซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1), เซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2) และเซลล์มะเร็ง

กระเพาะอาหาร (KATO-III) โดยมีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) ได้ดีที่สุด ค่า IC50 เท่ากับ 250 µg/mL  

พิจารณา F2, FD, FM พบว่า แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดต่ า มีค่า IC50 มากกว่า 500 

µg/mL  

พิจารณา DH พบว่า แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทั้ง 5 ชนิดที่ค่า IC50 น้อยกว่า 100 µg/mLโดย

แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (BT474) ได้ดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 54 µg/mL และแสดงความเป็น

พิษต่อเซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2) เซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) เซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1) และเซลล์มะเร็ง

กระเพาะอาหาร (KATO-III) ได้ลดลง ตามล าดับ  

พิจารณา DD พบว่า แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทีค่่า IC50 น้อยกว่า 100 µg/mL ต่อเซลล์มะเร็งเต้า

นม (BT474), เซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1), เซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2) และเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) มีค่า 

IC50 เท่ากับ 125 µg/mL ต่อเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร โดย DD แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งล าไส้ 

(SW620) ได้ดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 62.5 µg/mL 

พิจารณา DM พบว่า แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2) ได้ดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 324 

µg/mL และแสดงความเป็นพิษลดลงต่อเซลล์มะเร็งปอด (Chago-K1), เซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620), เซลล์มะเร็ง

เต้านม (BT474) และเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO-III) ตามล าดับ โดยเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร 

(KATO-III) มีค่า IC50 มากกว่า 500 µg/mL 

พิจารณา DW พบว่า แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ (Hep-G2) ได้ดีที่สุด มีค่า IC50 เท่ากับ 427 

µg/mL และมีค่า IC50 มากกว่า 500 µg/mL ต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (BT474), เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร 

(KATO-III) และเซลล์มะเร็งล าไส้ (SW620) 
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จากสารสกัดทั้ง 8 ชนิด จะเห็นได้ว่าสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน (DH) และสารสกัดหยาบเห็ด

ฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน (DD) แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งที่ทดสอบทั้ง 5 ชนิดได้ดีที่สุด มีค่า IC50 

น้อยกว่าหรือเท่ากับ 125 µg/mL 

 

ตำรำงท่ี 3.9 แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของสารสกัดทั้ง 8 ชนิด (IC50) 

        cell line IC50 (µg/mL) 

   สำร BT474 Chago-K1 Hep-G2  KATO-III SW620 

F1 >500 >500 >500 >500 250 

F2 >500 >500 >500 >500 >500 

FD >500 >500 >500 >500 >500 

FM >500 >500 >500 >500 >500 

DH 54 91 68 97 74 

DD 90 88 66 125 62.5 

DM 410 391 324 >500 407 

DW >500 460 427 >500 >500 

หมายเหตุ 

F1 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยเมทานอล F2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยน้ ากลั่น  

FD คือ สารสกัดแยก F1 ด้วยไดคลอโรมีเทน FM คือ สารสกัดแยก F1 ด้วยเมทานอล  

DH คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน DD คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน 

DM คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอล DW คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น  

BT474 คือ เซลล์มะเร็งเต้านม    Chago-K1 คือ เซลล์มะเร็งปอด  

Hep-G2 คือ เซลล์มะเร็งตับ    KATO-III คือ เซลล์มะเร็งกระเพาะอาหาร  

SW620 คือ เซลล์มะเร็งล าไส้ 

IC50 คือ ค่าความเข้มข้นต่ าที่สุดของสารที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ร้อยละ 50  
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3.3.3 ผลกำรทดสอบกำรยับย้ังไลเปสตับอ่อน (pancreatic lipase) 

เมื่อน าสารสกัดจากเห็ดฟานสดและแห้งทั้งหมด 12 ชนิด ประกอบด้วย F1, F2, FD, FW, DH, DD, DM, DW, 

DH2, DD2, DM2 และ DW2 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งไลเปสตับอ่อน ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 3.10 

พบว่า มีสารสกัดเพียง 2 ชนิดที่มีฤทธิ์ยับยั้งไลเปสตับอ่อนที่ความเข้มข้น 25 mg/mL คือ F2 แสดงค่า

เปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งไลเปสตับอ่อน เท่ากับ 51.8 ± 9.4 % และ DH แสดงค่าเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งไลเปส

ตับอ่อน เท่ากับ 39.7 ± 6.7 % สารสกัดชนิดอื่น ๆ ให้ค่าการดูดกลืนแสงมาก เนื่องจากไม่มีสารที่สามารถยับยั้ง

การท างานของไลเปสตับอ่อนได้ ท าให้ไลเปสตับอ่อนยังคงสามารถไฮโดรไลซิส p-nitrophenyl palmitate 

(pNPP) ซึ่งเป็นสารละลายใสไม่มีสี เป็น p-nitrophenol ซึ่งมีสีเหลืองได้ นอกจากนี้ผลการทดสอบยังยั้งไลเปส

ตับอ่อนไม่สอดคล้องกับปริมาณฟีนอลรวมของสารสกัดที่ได้รายงานไปก่อนหน้านี้  ดังตารางที่ 3.6 ซึ่ง

สารประกอบฟีนอลิกสามารถยับยั้งการท างานของไลเปสตับอ่อนได้ พิจารณาสาร FM , DW ,DW2 ซึ่งมีปริมาณ 

mg กรดแกลลิคโดยสมมูล/g สารสกัด ในปริมาณทีสู่งกว่า F2 และ DH  แต่ไม่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งไลเปส

ตับอ่อนที่ความเข้มข้น 25 mg/mL อาจเป็นเพราะสารสกัดหยาบ F2 และ DH มีสารองค์ประกอบชนิดอ่ืนที่

สามารถยับยั้งไลเปสตับอ่อนได้  
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ตำรำงท่ี 3.10 การยับยั้งไลเปสตับอ่อนของสารสกัดจากเห็ดฟานที่ความเข้มข้น 25 mg/mL 

สำรสกัด เปอร์เซ็นตก์ำรยับยั้งไลเปสตับอ่อน 

F1   N/A 
F2 51.8 ± 9.4 
FD N/A 
FM N/A 
DH 39.7 ± 6.7 
DD N/A 
DM N/A 
DW 

DH2 

DD2 

DM2 

DW2 

N/A 
N/A 
N/A 
N/A 
N/A 

หมายเหตุ 

N/A หมายถึง ไม่สามารถหาค่าได้ 

F1 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยเมทานอล F2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานสดด้วยน้ ากลั่น  

FD คือ สารสกัดแยก F1 ด้วยไดคลอโรมีเทน FM คือ สารสกัดแยก F1 ด้วยเมทานอล  

DH คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน DD คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน 

DM คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอล DW คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น  

DH2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซนเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

DD2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทนเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

DM2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอลเพ่ือแยกสารองค์ประกอบ 

DW2 คือ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่นเพื่อแยกสารองค์ประกอบ 
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บทที่ 4 

สรุปผลกำรทดลอง 

4.1 สรุปผลกำรทดลอง 

งานวิจัยนี้สกัดเห็ดฟาน 2 แบบ คือ การสกัดสารจากเห็ดฟานสดและการสกัดจากเห็ดฟานแห้ง พบว่าความชื้น

ในเห็ดมีผลท าให้สารองค์ประกอบบางชนิดในเห็ดฟานไม่สามารถสกัดออกมาได้ดีมากนัก ท าให้การสกัดเห็ด

ฟานแห้งให้ร้อยละสารที่สกัดได้ทั้งหมดมากกว่าการสกัดด้วยเห็ดฟานสด โดยตัวท าละลายที่มีสภาพขั้วสูง

สามารถสกัดสารองค์ประกอบในเห็ดฟานได้ปริมาณมากกว่าตัวท าละลายที่มีสภาพขั้วต่ า จากการวิเคราะห์ด้วย 
1H-NMR และ 13C-NMR พบว่าสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน (DH2) และไดคลอโรมีเทน (DD2) มีโอลิ

โกไอโซพรีน และไขมันในรูปไตรกลีเซอไรด์และกรดไขมันเป็นองค์ประกอบ สารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเม

ทานอล (DM2) และน้ ากลั่น (DW2) ประกอบด้วยแซ็กคาไรด์ เทอร์พีนอยด์และสารประกอบฟีนอลิก จากการแยก

สารองค์ประกอบของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน (DD2) ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี

และวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR พบว่าสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน (DD2) มีองค์ประกอบหลัก

เป็นโอลิโกไอโซพรีนที่มีขนาดแตกต่างกันและมีสารอ่ืน ๆ ซึ่งมีปริมาณน้อยปะปนด้วย จากการทดสอบการออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดที่ได้ พบว่า เห็ดฟานแห้งมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ดีกว่าเห็ดฟาน

สด โดยสารสกัดจากเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซนและไดคลอโรมีเทนสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ดี  มีค่า IC50 

ในช่วง 54-125 µg/mL สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้านมและเซลล์มะเร็งตับได้ดีที่สุด ตามล าดับ แต่สารสกัด

จากเห็ดฟานสดมีประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีว่าสารสกัดจากเห็ดฟานแห้ง โดยสารสกัดจากตัวท า

ละลายที่มีสภาพขั้วสูงกว่า มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระได้ดีกว่า ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณฟีนอลรวม 

คือ สารสกัดจากเห็ดฟานสดมีปริมาณฟีนอลรวมสูงกว่าสารสกัดจากเห็ดฟานแห้งและตัวท าละลายที่มีสภาพขั้ว

สูงกว่ามีปริมาณฟีนอลรวมมากกว่า ซึ่งสารสกัดหยาบจากเห็ดฟานสดด้วยน้ ากลั่น (F2) มี % inhibition ที่ 25 

mg/mL มากถึง 82.0 ± 0.1% แสดงค่า mg โทรลอกซ์โดยสมมูล/g สารสกัด เท่ากับ 8.8 ± 0.1 และมี

ปริมาณฟีนอลรวมสูง เท่ากับ 65.1 ± 1.7 mg กรดแกลลิคโดยสมมูล/g สารสกัด ทั้งนี้สารสกัดเห็ดฟานสดและ

แห้งส่วนใหญ่ไม่มีฤทธิ์ยับยั้งไลเปสตับอ่อนที่ความเข้มข้นน้อยกว่าและเท่ากับ 25 mg/mL จากการวิเคราะห์

สารสกัดจากเห็ดฟานแห้ง พบว่า แสดงปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวมในช่วง 115-335 mg กลูโคสโดยสมมูล/g 

สารสกัด โดยมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวมสูงที่สุดในตัวท าละลายเมทานอล  
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4.2 กำรพัฒนำงำนวิจัยในอนำคต 

 เนื่องจากงานวิจัยชิ้นนี้ เป็นการศึกษากลุ่มสารในสารสกัดเห็ดฟานสดและแห้งที่แสดงความสามารถใน

การต้านอนุมูลอิสระ ต้านมะเร็งและยับยั้งไลเปสตับอ่อน ในอนาคตควรจะแยกสารบริสุทธิ์ของสารสกัดแต่ละ

ชนิด เพ่ือน าไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ เพ่ือระบุสารบริสุทธิ์จากเห็ดฟานที่สามารถต้านอนุมูลอิสระ ต้านมะเร็ง 

และยับยั้งไลเปสตับอ่อนได้ 
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1.กำรสกัดเห็ดฟำน 

 

 

  

  

 

รูปที่ A-1 1H-NMR spectrum ของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน (DH2) ใน CDCl3 

 

จะเห็นได้ว่า สัญญาณที่ 1.68, 2.04, 5.13 ppm เป็นโปรตอนบนโครงสร้างของโอลิโกไอโซพรีนที่

ต าแหน่ง a,b และ c ดังภาพ โดยโครงสร้าง A เป็นโครงสร้างของโอลิโกไอโซพรีน 

จะเห็นได้ว่า มีสัญญาณโปรตอนของไตรกลีเซอไรด์ (B) ซึ่งมีลักษณะเป็นพีคที่เล็ก ซึ่งได้ขยาย 

spectrum แสดงสัญญาณโปรตอนของไตรกลีเซอไรด์ ดังรูป spectrum ด้านซ้าย โดยโครงสร้าง B เป็น

โครงสร้างของไตรกลีเซอไรด์ 
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รูปที่ A-2 13C-NMR spectrum ของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเฮกเซน (DH2) ใน CDCl3 
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รูปที่ A-3 1H-NMR spectrum ของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน (DD2) ใน CDCl3 
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รูปที่ A-4 1H-NMR spectrum ของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยเมทานอล (DM2) ใน D2O 

 

รูปที่ A-5 1H-NMR spectrum ของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น (DW2) ใน D2O 
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รูปที่ A-6 1H-NMR spectrum ของ DD2 ที่แยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี ใน CDCl3 fractionที่ 2 

 

 

รูปที่ A-7 1H-NMR spectrum ของ DD2 ที่แยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี ใน CDCl3 fractionที ่4 



51 

 

รูปที่ A-8 1H-NMR spectrum ของ DD2 ที่แยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี ใน CDCl3 fractionที่ 16 

 

 

รูปที่ A-9 1H-NMR spectrum ของ DD2 ที่แยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี ใน CDCl3 fractionที่ 18 
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รูปที่ A-10 1H-NMR spectrum ของ DD2 ที่แยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี ใน CDCl3 fractionที่ 20 

 

รูปที่ A-11 1H-NMR spectrum ของ DD2 ที่แยกด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี ใน CDCl3 fractionที่ 21 
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2.กำรทดสอบฤทธิ์ทำงชีวภำพ 

2.1 การทดสอบฤทธิ์ ต้ านอนุมลู อิสระด้วยวิ ธี  2 ,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging 

capacity (DPPH assay) 

ตัวอย่างการค านวณค่า % Inhibition, IC50 และ Trolox equivalent ของสารสกัดหยาบเห็ดฟาน

แห้งด้วยน้ ากลั่น (Dw) ที่ความเข้มข้น 10 mg/mL แสดงดังนี้ 

 

ตำรำงท่ี A-1 แสดงค่าการดูดกลืนแสงและ % Inhibition ของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ ที่ความเข้มข้น 

0.25, 0.20, 0.15, 0.10, 0.05, 0.025 และ 0 mg/mL 

 

Plot กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง % inhibition และความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ แล้ว

ค านวณหาค่า IC50 ของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ ดังนี้ 

ควำมเข้มข้นของ
สำรละลำยมำตรฐำน 
โทรลอกซ์ (mg/mL) 

0 0.025 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 

ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 
515 nm 

0.871 0.643 0.600 0.513 0.336 0.102 0.087 
0.806 0.689 0.648 0.473 0.311 0.21 0.158 

0.792 0.681 0.643 0.463 0.317 0.18 0.087 

ค่ำเฉลี่ยค่ำดูดกลืนแสง 0.823 0.671 0.630 0.483 0.321 0.164 0.111 

𝐀𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫𝐨𝐥 − 𝐀𝐬𝐚𝐦𝐩𝐥𝐞

𝐀𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫𝐨𝐥  0 0.18469 0.23410 0.41312 0.60956 0.80073 0.86553 

% inhibition 0 18.469 23.410 41.312 60.956 80.073 86.553 
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รูปที่ A-12 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง %inhibition กับความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ 

หา IC50 ได้จากสมการ y = 346.95x + 5.9844 

เมื่อ   y คือ  %inhibition  

x คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (mg/mL)  

โดยแทนค่า    y = 50  ลงในสมการ   

จะได้   x =  
(50−5.9844) 

346.95
 

   x = 0.12686 

ดังนั้น IC50 ของสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox) คือ 0.12686 mg/mL 
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ตำรำงท่ี A-2 แสดงค่าการดูดกลืนแสงและ % Inhibition ของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น DW ที่

ความเข้มข้น 10, 7.5, 5, 2.5 และ 1 mg/mL 

DW 

ควำมเข้มข้น
ของสำร 

(mg/mL) 
10 7.5 5 2.5 1 

ค่ำดูดกลืนแสง
ของสำร 

ที่ 515 nm 
(Asample) 

0.399 0.491 0.552 0.634 0.73 
0.324 0.478 0.554 0.658 0.721 

0.367 0.429 0.511 0.607 0.732 

ค่ำดูดกลืนแสง
ของ blank 
ที่ 515 nm 

(Ablank) 

0.164 0.199 0.2 0.164 0.13 

Asample - Ablank 

0.235 0.292 0.352 0.470 0.600 

0.160 0.279 0.354 0.494 0.591 

0.203 0.230 0.311 0.443 0.602 

(A[0]-A)/A[0] 

 (A0 = 0.701) 

0.665 0.583 0.498 0.330 0.144 

0.772 0.602 0.495 0.295 0.157 

0.710 0.672 0.556 0.368 0.141 

(A[0]-A)/A[0]*100 

66.476 58.345 49.786 32.953 14.408 

77.175 60.200 49.501 29.529 15.692 

71.041 67.190 55.635 36.805 14.123 

% inhibition 
mean 

71.564 61.912 51.641 33.096 14.741 

Standard 
curve 

calculation 

0.174 Trolox 
equivalent 
(10 mg/mL) 

17.435 IC50  
(Graph 

calculation) 

4.921  

0.205 20.519 4.840  

0.188 18.751 4.255  

Final value 18.902 ± 1.263 
Final 
IC50 

4.672 ± 0.297  
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2.2 การทดสอบการเป็นพิษต่อเซลล์ 

ตัวอย่างการค านวณความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอด (Chaga-K1) ของสารสกัดหยาบเห็ดแห้งด้วยน้ ากลั่น (DW) 

ตำรำงท่ี A-3 แสดงค่าการดูดกลืนแสงและ Percent of cell survival (PS) ของ DW ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  

สำร  
ควำมเข้มข้นของ 

DW (µg/mL) 
Chago-K1 (A540 nm) 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 ครั้งที่ 4 เฉลี่ย PS 

  
  

Dw 

  
  

500 0.220 0.156 0.174 0.161 0.177 45 

250 0.318 0.253 0.257 0.281 0.277 71 

125 0.283 0.288 0.327 0.304 0.301 77 

62.5 0.293 0.293 0.334 0.335 0.314 80 

31.25 0.355 0.328 0.337 0.336 0.339 87 

  
Control  

  0.344 0.389 0.703 0.167   
0.391 

  
100 DMSO 0.377 0.371 0.373 0.403 

  0.692 0.736 0.705 0.645   
0.720 

  
  media 0.766 0.722 0.763 0.735 

หมายเหตุ  

Chaga-K1 คือ เซลล์มะเร็งปอด 

DW คือ สารสกัดหยาบเห็ดแห้งด้วยน้ ากลั่น 

PS คือ Percent of cell survival 

 

จากนั้น plot กราฟระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดและค่าเปอร์เซ็นต์การรอดของเซลล์ แล้วค านวณ

ความเข้มข้นต่ าที่สุดของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น (DW) ที่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอด (Chaga-

K1) ร้อยละ 50 หรือค่า IC50 ดังนี้ 
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รูปที่ A-13 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างงเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอด (% cell survival) 

เมื่อได้รับสารสกัดเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น DW ที่ความเข้มข้น 500, 250, 125, 62.5 และ 31.25 µg/mL 

จากกราฟ สมการที่ได้ คือ y = -0.0828x + 88.121 

   เมื่อ y คือ เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอด (Chaga-K1) 

    x คือ ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น (µg/mL) 

  แทนค่า  y = 50   ลงในสมการ  

  จะได้  50 = -0.0828x + 88.121 

    x = 
50−88.121 

−0.0828
  

    x = 460  

ดังนั้น ความเข้มข้นต่ าที่สุดของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยน้ ากลั่น DW ที่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปอด 

(Chaga-K1) ร้อยละ 50 หรือ ค่า IC50 เท่ากับ 460 µg/mL  

 

 

 

y = -0.0828x + 88.121
R² = 0.9773

0

20

40

60

80

100

0 100 200 300 400 500 600

%
 c

el
l s

ur
viv

al

ความเข้มข้นของสารสกัด (µg/mL)



58 
3.กำรวิเครำะห์กลุ่มสำรองค์ประกอบ 

3.1 การหาปริมาณฟีนอลรวม (Total phenolic compound) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ A-14 แสดงstandard curve ของสารละลายมาตรฐาน Gallic acid 

3.2 การหาปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวม (Total carbohydrate) 

ตัวอย่างการค านวณหาปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวม (Total carbohydrate) ของสารสกัดเห็ดฟานแห้งด้วย

ไดคลอโรมีเทน (DD2) 

 

ตำรำงท่ี A-4 แสดงค่าการดูดกลืนแสงและความเข้มข้นของสารสกัดเห็ดฟานแห้ง 

สำร ควำมเข้มข้น(µg/mL) ค่ำดูดกลืนแสงท่ี 490 nm 

 
 

D-glucose 

400 0.79153 
200 0.32236 

100 0.21552 

50 0.11559 
25 0.21424 

12.25 0.070588 

DH2 200 0.13349 
DD2 200 0.13080 

DM2 200 0.17901 

DW2 200 0.11744 
control(H2O)   0.046310 

Control(DMSO)  0.074310 

y = 3.9612x + 0.007
R² = 0.9996
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1.หาคา่การดูดกลืนแสงของสารสกัดหยาบเห็ดฟานแห้งด้วยไดคลอโรมีเทน (DD2) 

Atrue = Asample – Acontrol 

= 0.13080– 0.074310     

= 0.05649 

 

รูปที่ A-15 Standard curve ของสารละลายสารละลายมาตรฐาน D-glucose ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (µg/mL) 

 

2.หาความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose)    

จากกราฟ มีสมการ คือ y = 0.0014x + 0.0108 

เมื่อ  x คือ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) (µg/ml)    

y คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง  

แทน  y = 0.05649 ลงในสมการ  

จะได้   0.05649 = 0.0014x + 0.0108 

x =  
0.05649−0.0108

0.0014 
 

x = 32.64 

ดังนั้น ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (D-glucose) คือ 32.64 µg/mL  หรือ 0.03264 mg/mL  

3.หาปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวม (Total carbohydrate) ในรูป mg of glucose equivalents / g crude 

ดังนี้ 

mg of glucose equivalents / (g) extract = CGlucose (mg/mL) × DF  ×VSolvent(mL))

MExtract (g)
  

 

y = 0.0014x + 0.0108
R² = 0.9828
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 เมื่อ  CGlucose = ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกลูโคส (Glucose)  

DF (Dilution factor) = ค่าจากการเจือจางสารละลายตัวอย่าง  

VSolvent = ปริมาตรของตัวท าละลายที่ใช้ในการสกัด (mL)  

MExtract = น้ าหนักของสารสกัด (g)  

แทนค่า     CGlucose = 0.03264 mg/mL  จะได้ 

mg of glucose equivalents / (g) extract = CGlucose (mg/mL) × DF  ×VSolvent(mL))

MExtract (g)
 

      = 
0.03264  mg/mL ×1 ×10 mL

0.002g
  

     = 163.20 mg of glucose equivalents / gram of the DD2 

ดังนั้น ปริมาณคาร์โบไฮเดรตรวม (Total carbohydrate) เท่ากับ 163.20 mg กลูโคสโดยสมมูล/g สารสกัด 
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ประวัติผู้วิจัย 

นางสาวสุกัญญา นพภา เกิดเมื่อวันที่ 7 เดือนสิงหาคม พ.ศ.2538 ที่จังหวัดสุราษฎร์ธานี ส าเร็จการศึกษาชั้น 

มัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนสุราษฎร์พิทยา จังหวัดสุราษฎร์ธานี เมื่อปีการศึกษา 2556 เข้าศึกษาต่อใน

หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา  2558 

ที่อยู่ที่สามารถติดต่อได้ บ้านเลขที่ 37/8 หมู่ที่ 1 ต าบลพะแสง อ าเภอบ้านตาขุน จังหวัดสุราษฎร์ธานี 

รหัสไปรษณีย์ 84230 อีเมล sukanyanp@hotmail.com 
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