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บทคัดยอ 

ตีนเปดน้ํา (Cerbera odollam) เปนพืชในวงศ Apocynaceae ทีรู่กันดีวามีความเปนพิษสูง ใบและเปลือกตนของ
ตีนเปดน้ําถูกนํามาศึกษาถึงองคประกอบทางเคมีที่มฤีทธิ์ทางเภสัชวิทยาหลายประการ แตการศึกษาถงึปริมาณของสารทุติยภูมิ
และฤทธ์ิทางชีวภาพของผลตีนเปดน้ํามีอยูนอย งานวิจัยนีจ้ึงมีวตัถปุระสงคเพื่อสกัดผลตีนเปดน้ํา วิเคราะหปริมาณสารทุติยภมู ิ
และทดสอบฤทธิ์ตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินของสารสกัดนั้น ผลสดของตีนเปดน้ํา (20 kg) ถูกอบท่ีอุณหภูมิ 50 ºC นําไป
บดไดผงแหงของผลตีนเปดน้ํา (9 kg) ถูกสกัดดวยเอทานอล (95 %v/v) ไดสารสกัดหยาบช้ันเอทานอล (CO-EtOH, 630.0 g, 
7.0 % yield ของผงพืชแหง) นํา CO-EtOH (90.4 g) ไปสกัดตอโดยวิธีลิควิดลิควิดพารติชัน โดยใชเฮกเซนเอทิลอะซเิตทและ
น้ํา กําจัดตัวทําละลายออกไดสารสกัดช้ันเฮกเซน (CO-Hexane, 10.3 g, 11.4 % yield) ช้ันเอทิลอะซิเตท (CO-EtOAc, 7.0 
g, 7.7 % yield) และช้ันน้ํา (CO-Water, 60.3 g, 66.7 % yield)  

สารสกัดจากผลตีนเปดน้ําทั้ง 4 ชนิดถูกนําไปวิเคราะหหาปรมิาณรวมของสารทุติยภูมิ 4 กลุม โดยวิธมีาตรฐานของ
แตละชนิด ผลการทดสอบช้ีใหเหน็วา CO-EtOH, CO-Hexane, CO-EtOAc และ CO-Water พบปริมาณรวมของสารกลุม
คารดิแอคไกลโคไซดมาก คือ 169.2±2.43, 65.5±0.90, 267.5±8.51 และ 73.9±1.96 mg DXE/ g extract ตามลําดบั 
นอกจากน้ียังพบวาปริมาณรวมของสารกลุมไตรเทอรพนีอยดคอนขางมาก คือ 173.5±1.66, 88.7±0.63, 142.9±0.52 และ 
137.8±0.86 mg UAE/ g extract ตามลําดับ สวนปริมาณรวมของสารกลุมฟลาโวนอยด พบมากพอสมควร คือ 52.5±1.72, 
47.5±0.49, 54.9±0.62 และ 24.9±1.04 mg RTE/ g extract ตามลําดับ ในขณะท่ีปริมาณรวมของสารกลุมฟนอลิกพบใน
ปริมาณนอย คือ 11.7±0.44, 16.5±0.10, 27.6±0.36 และ 2.1±0.07 mg GAE/ g extract ตามลาํดับ ผลการทดสอบฤทธ์ิ
ตานการเสื่อมสลายของอัลบูมนิของสารสกดัทั้ง 4 ชนิด พบวา CO-EtOH, CO-Hexane, CO-EtOAc และ CO-Water มีคา
ความเขมขนท่ีสามารถยับยั้งการเสื่อมสลายของอัลบูมินได 50 % (IC50) เทากับ 91.9±0.06, 89.5±0.02, 83.8±0.01 และ 
85.8±0.03 μg/ml ตามลําดับ โดยสารสกัดทั้ง 4 ชนิดมีฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินสูงกวายาแอสไพริน (208.8±0.26 
μg/ml) อยางมีนัยสําคญัทางสถิต ิ (P value < 0.01) สรุปไดวาสารสกัดจากผลตีนเปดน้ําอุดมดวยสารทุติยภมูิหลายชนิดและ
มีฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินสูง ควรนําไปศึกษาตอเพ่ือคนหาสารบริสุทธ์ิที่มีฤทธิ์ตานการเสื่อมสลายของอัลบูมิน 

คําสําคัญ: ตีนเปดน้ํา, ผล, สารทุติยภูมิ, ฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมิน 

76



The 12th NPRU National Academic Conference   
Nakhon Pathom Rajabhat University | Nakhon Pathom | Thailand | 9 - 10 July 2020

2 | King's Philosophy and Research for Life Balance in Disruptive Technology Era

Quantitative Analysis of the Secondary Metabolites from Cerbera Odollam 
Fruit Extracts and Their Anti-albumin Denaturation Activities 

Kittiya Kamonlakorn1,2, Akharapong Krueajan1, Dumrongsak Pekthong3,  
and Supawadee Parhira1*  

1 Department of Pharmaceutical Technology,  
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Naresuan University 

2 Department of Pharmaceutical Chemistry and Pharmacognosy,  
Faculty of Pharmaceutical Sciences, Naresuan University 

3 Department of Pharmacy Practice, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Naresuan University 
*supawadeep@nu.ac.th

Abstract 
“Pong pong” (Cerbera odollam), a well-known toxic plant, belongs to the family of 

Apocynaceae. Its leaves and barks have been reported for their chemical constituents and various 
pharmacological activities, while the information of its fruits was very less. Therefore, this research aimed 
to extract the fruits of C. odollam, determine secondary metabolites content and examine anti-albumin 
denaturation activity. Fresh fruits (20 kg) of C. odollam were dried at 50 ºC then ground to gain dry 
powder (9 kg). The powder was extracted with 95 %v/v ethanol to obtain total ethanolic extract (CO-
EtOH, 630.0 g, 7.0%yield). The CO-EtOH (90.4 g) was further subjected to liquid-liquid partition by using 
hexane, ethyl acetate and water to furnish CO-Hexane (10.3 g, 11.4%yield), CO-EtOAc (7.0 g, 7.7%yield) 
and CO-Water (60.3 g, 66.7%yield), respectively.  

Four extracts were quantitatively determined for the total content of 4 secondary metabolites. 
It was found that total cardiac glycosides of CO-EtOH, CO-Hexane, CO-EtOAc and CO-Water were high at 
169.2±2.43, 65.5±0.90, 267.5±8.51 and 73.9±1.96 mg DXE/g extract, in the same trend with triterpenoids 
around 173.5±1.66, 88.7±0.63, 142.9±0.52 and 137.8±0.86 mg UAE/g extract, respectively. Their total 
flavonoids were quite high at 52.5±1.72, 47.5±0.49, 54.9±0.62 and 24.9±1.04 mg RTE/g extract, while their 
total phenolic contents were less around 11.7±0.44, 16.5±0.10, 27.6±0.36 and 2.1±0.07 mg GAE/g extract, 
respectively. The anti-albumin denaturation activities of CO-EtOH, CO-Hexane, CO-EtOAc and CO-Water 
were expressed as the concentrations which can inhibit albumin denaturation by 50% (IC50) at 91.9±0.06, 
89.5±0.02, 83.8±0.01 and 85.8±0.03 μg/ml, respectively. The results indicated that their anti-albumin 
denaturation activities were significantly higher than that of aspirin (208.8±0.26 μg/ml, P value < 0.01). In 
conclusion, the fruits of C. odollam contained plenty of secondary metabolites along with exhibited 
potent inhibitory effect against albumin denaturation. It is a potential material for further studies on 
purification of anti-albumin denaturation agents. 

Keywords: Cerbera Odollam, fruit,  secondary metabolite, anti-albumin denaturation 
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1. บทนํา  
 

Cerbera Odollam หรือ ตีนเปดน้ํา เปนพืชในวงศ Apocynaceae มีช่ือเรียกทั่วไปในภาษาอังกฤษคือ Pong 
pong มีช่ือเรียกภาษาไทยหลากหลาย เชน ตีนเปดทะเล ตุม สั่งลา หรือมะตะกอ เปนพืชทองถ่ินของหลายประเทศ เชน 
ประเทศศรีลังกา ประเทศในกลุมเอเชียตะวันออกเฉียงใต มาเลเซีย หมูเกาะในมหาสมุทรแปซิฟก รวมทั้งในประเทศไทย 
(Chopra et al., 1956) ตีนเปดน้ําเปนไมตน สูงประมาณ 15 เมตร ลําตนทรงรมและมักแตกก่ิงต่ํา (ภาพท่ี 1A) ดอกสีขาวมี 5 
กลีบ (ภาพท่ี 1B) ผลคอนขางกลม มีสีเขียวและมีผิวเรยีบ (ภาพที่ 1C) (Samitinand, 2001) ตีนเปดน้ําเปนที่รูจักดีวาเปนพืชที่
มีพิษสูง มีรายงานการนํามาใชเพื่อฆาตัวตายในประเทศอินเดีย เนื่องจากพบสารในกลุมคารดิแอคไกลโคไซดจํานวนมาก เชน 
cerberin, cerberoside และ odollin (Shena et al., 2007) ซึ่งเปนสารท่ีมีผลทําใหเกิดการเสียชีวิตเนื่องจากรบกวนการ
ทํางานของหัวใจ ซึ่งเปนสาเหตุของการตายหลังจากรับประทานเนื้อดานในของเมล็ดของตีนเปดน้ํา (Gaillard et al., 2004 
และ Laphookhieo et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบสารพิษชนิดอื่น ที่เปนสวนประกอบหลักของตนตีนเปดน้ํา เชน non-
siccative oil (Gaillard et al., 2004) การศึกษาในปจจุบันช้ีใหเห็นวา สารสกัดจากตนตีนเปดน้ํา มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา
หลากหลาย เชน สารสกัดจากเนื้อไมของตนตีนเปดน้ํามี ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราไดหลากหลายชนิด ไดแก 
Schizophyllum commune, Tinea versicolor และ Pycnoporus sanguineus เปนตน (Hashim et al., 2009) ทั้งยังมี
รายงานวาสารสกัดเอทานอลจากเปลือกของตนตีนเปดน้ํา มีฤทธ์ิ anti-acinetobacter และ anti-cancer activity (Chusri 
et al., 2014) ในขณะท่ีสารสกัดเมทานอลจากเปลือกของตนตีนเปดน้ํามีฤทธ์ิเปน  antinociceptive (Ahmed et al., 2006) 
สารสกัดจากใบตีนเปดน้ํา มีฤทธ์ิตอระบบประสาทสวนกลางของหนู (Hiên et al., 1991) และยังนํามาใชรักษาอาการจากการ
โดนงูกัดอีกดวย (Dharmadasa et al., 2016) ในทางการแพทยอายุรเวท มีการใชสวน เปลือก ผล ใบ และยาง ของตีนเปดน้ํา
ในการรักษาโรคผิวหนังแบบตาง ๆ อีกดวย จะเห็นไดวาการศึกษาองคประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของพืชนี้ มัก
เปนการศึกษาจากสวนของ ใบ เปลือกตน หรือเนื้อไม จึงยังขาดองคความรู ในสวนขององคประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของผลตีนเปดน้ํา งานวิจัยนี้จึงตองการวิเคราะหปริมาณรวมของสารทุติภูมิและทดสอบฤทธิ์ตานการเสื่อมสลาย
ของอัลบูมินซึ่งเปนการทดสอบเบื้องตนเพื่อคนหาสารที่มีฤทธ์ิตานการอักเสบ ของสารสกัดจากผลตีนเปดน้ํา เพื่อใชเปนขอมูล
ในการคนหาสารทุติยภูมิจากธรรมชาติที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยเฉพาะอยางยิ่งฤทธิ์ตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินตอไป 

 

 

ภาพท่ี 1 ลักษณะของตน (A) ดอก (B) ผล (C) ของตีนเปดน้ํา (Cerbera odollam) และตัวอยางพืชแหง (D) หมายเลข
NUCO2016001 จัดเก็บ ณ หอพรรณไม คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร 

2. วัตถุประสงคงานวิจัย  
 

เพื่อวิเคราะหปริมาณสารทุติยภูมิและฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินในสารสกัดจากผลตีนเปดน้ํา 
 

3. สารเคมีและเคร่ืองมือท่ีใชในงานวิจัย  
 

สารมาตรฐาน digoxin, gallic acid, rutin, aspirin, bovine serum albumin (BSA) ที่ใชในการศึกษานี้ เปนเกรด
สําหรับการวิเคราะห ซื้อจากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา สวน ursolic acid ซื้อจากบริษัท Tokyo 
chemical ประเทศญี่ปุน สําหรับสารละลายอินทรียทุกชนิดในการทดลองนี้ เปนเกรดสําหรับการวิเคราะห ซื้อจากบริษัท RCI 
Labscan ประเทศไทย   Folin-Ciocalteu reagent ซื้ อจากบ ริษัท  Merck ประเทศเยอรมนี  Aluminum chloride 
hexahydrate และ Sodium hydroxide เกรดสําหรับงานวิเคราะห ซื้อจากบริษัท Ajax Finechem ประเทศออสเตรเลีย   
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เครื่องมือที่ใชในการทดลองของการศึกษานี้ ไดแก ultrasonicator (บริษัท Elma ประเทศเยอรมนี) analytical 
balance (บริษัท Mettler Toledo ประเทศสวิตเซอรแลนด) rotary evaporator (บริษัท Buchi ประเทศสวิตเซอรแลนด) 
vacuum freeze dryer (บริษัท Kinetic engineering ประเทศไทย) UV/Vis spectrophotometer (บริษัท Shimadzu 
ประเทศญี่ปุน) และ quartz cuvette ขนาด 10 mm (G-10HG, LC PremiumTM)

4. วิธีดําเนินการวิจัย

4.1 การเตรียมตัวอยางพืชและการระบุเอกลักษณของพืชที่ใชในการทดลอง 
ผลสดของตีนเปดน้ําโตเต็มที่ มีขนาดประมาณ 10-15 cm เก็บในชวงเดือน มิถุนายน 2558 ถึง มีนาคม 2559 นํามา

แยกเอาเฉพาะสวนเนื้อของผล (20 kg) ไมรวมถึงเปลือกแข็งและสวนของเมล็ด นําเนื้อของผลมาหั่นเปนช้ินบางเล็ก ๆ ขนาด 1- 
2 cm อบใหแหงที่อุณหภูมิ 50 °C นํามาบดใหละเอียดดวยเคร่ืองปนสมุนไพร จนไดผงแหงของผลตีนเปดน้ํา (9 kg) เก็บใน
กลองพลาสติกปดสนิท เก็บในที่แหง อุณหภูมิหอง จนกวาจะนําไปสกัดในขั้นตอนตอไป สําหรับตัวอยางแหงของตีนเปดน้ํา
จัดทําโดยเก็บ กิ่ง กาน ใบ ผล และดอกของตีนเปดน้ํา จากบริเวณหอพักนักศึกษา มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก 
(ละติจูด 16.737745, ลองติจูด 100.198738) นําไปอบแหง แลวระบุเอกลักษณโดย ดร.ปราณี นางงาม นักพฤกษศาสตร 
ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร หมายเลขตัวอยางพืชแหง NUCO2016001 แสดงดังภาพที ่1D เก็บ
ตัวอยางพืชแหงเพื่อการอางอิง ณ หอพรรณไม ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร จ.พิษณุโลก  

4.2 การเตรียมสารสกัดจากผลตีนเปดนํ้า 
ผงแหงของผลตีนเปดน้ํา (9 kg) ถูกนํามาสกัดดวย 95 %v/v เอทานอล โดยวางบน ultrasonicator ใชคลื่นเสียงความถ่ีสูง
ชวยในการสกัด ณ อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 h กรองแยกกากออก ทําซ้ํา 3 ครั้ง นําเฉพาะสวนท่ีเปนสารละลายไประเหยแหง
ดวยเครื่องระเหยแบบหมุนภายใตสุญญากาศ ที่อุณหภูมิ 45 °C ไดสารสกัดหยาบของตีนเปดน้ํา (CO-EtOH) หลังจากน้ันนํา 
CO-EtOH (90.4 g) กระจายในนํ้า 200 ml แลวสกัดดวยเฮกเซน (400 ml) เมื่อแยกเฮกเซนออกทําซ้ํา 3 ครั้ง จึงสกัดตอดวย 
เอทิลอะซีเตท (400 ml) อีก 3 คร้ัง นําสารสกัดช้ันเฮกเซนและช้ันเอทิลอะซีเตทไประเหยแหงดวยเคร่ืองระเหยแบบหมุน
ภายใตสุญญากาศ สวนสารสกัดช้ันน้ํานําไปทําใหแหงดวยการแชเยือกแข็ง ไดสารสกัดช้ัน CO-Hexane, CO-EtOAc และ CO-
Water ตามลําดับ นําสารสกัดไปช่ังและคํานวณรอยละผลผลิต 

4.3 การวิเคราะหปริมาณรวมของสารทุติยภูมิในสารสกัดจากผลตีนเปดน้ํา 
การวิเคราะหปริมาณรวมของสารทุติยภูมิแตละกลุมของตีนเปดน้ํา ทําการทดสอบในสารสกัด CO-EtOH, CO-

Hexane, CO-EtOAc และ CO-Water โดยใชวิธีการ colorimetric method ที่วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายมีสี ที่
เกิดจากปฏิกิริยาของนํ้ายาที่ใชทดสอบสารทุติยภูมิแตละชนิดกับสารสกัดที่ทดสอบ โดยวัดที่ความยาวคลื่นตาง ๆ กันดวย
เครื่อง UV-VIS Spectrophotometer ทําการทดลองทั้งหมด 3 ครั้ง โดยรายงานผลการทดสอบเปน คาเฉลี่ย±สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

4.3.1 การวิเคราะหปริมาณรวมสารกลุมคารดิแอคไกลโคไซด  
การวิเคราะหปริมาณรวมของสารกลุมคารดิแอคไกลโคไซด โดยการใช Baljet's reagent ดัดแปลงจากวิธีของ 

Tofighi et al. (2016) โดยใชสารตัวอยาง 1 ml (1 mg/ml ในสารละลายเอทานอล:น้ํา อัตราสวน 1:1) ผสมกับ Baljet's 
reagent 1 ml ที่เตรียมขึ้นเพ่ือใชทันที ( เตรียมจากการผสม สารละลาย 1 % picric acid 95 ml กับ 10 % Sodium 
hydroxide solution 5 ml) ตั้งทิ้งไวใหทําปฏิกิริยาในท่ีมืด ณ อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 h เติมน้ํากลั่น 2 ml เขยาผสมใหเขา
กันแลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 482 nm นํามาคํานวณคาปริมาณรวมจากสมการเสนตรงท่ีไดจากสาร
มาตรฐาน digoxin (ชวงความเขมขน 5-50 μg/ml, Y=0.0154x+0.05, R2=0.9989) รายงานผลเปนปริมาณสารกลุมคารดิแอ
คไกลโคไซดในหนวย mg digoxin equivalent (DXE)/g extract 

4.3.2 การวิเคราะหปริมาณรวมสารกลุมฟลาโวนอยด 
การวิเคราะหปริมาณรวมสารกลุมฟลาโวนอยด โดยใชวิธี Aluminum chloride colorimetry ดัดแปลงวิธีจาก 

Baba and Malik (2015) และวิธีของ Layzon et al. (2015) โดยใช rutin เปนสารมาตรฐานในการเปรียบเทียบ ที่ชวงความ
เขมขน 10-100 μg/ml (Y=0.025+0.0053, R2=0.9989) โดยนําสารตัวอยางละลายในเมทานอลใหไดความเขมขน 1 mg/ml 
(1 ml) ทําปฏิกิริยากับสารละลาย 2 % Aluminum chloride solution (1 ml) เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้ งไวในที่มืด ณ 
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อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 min จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 415 nm รายงานผลเปนปริมาณรวมสาร
กลุมฟลาโวนอยดในหนวย mg rutin equivalent (RTE) /g extract  

4.3.3 การวิเคราะหปริมาณรวมสารกลุมฟนอลิก 
การวิเคราะหปริมาณรวมสารกลุมฟนอลิก โดยการทําปฏิกิริยากับ Folin-Ciocalteau reagent โดย

ปรับเปลี่ยนวิธีจากการทดสอบของ Tofighi et al. (2016) และของ Chang et al. (2012) เล็กนอย โดยคาการดูดกลืนแสง
ของสารตัวอยางจะนํามาคํานวณหาปริมาณสารกลุมฟนอลิก จากการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid ที่ชวงความ
เขมขน 1.7-13.3 μg/ml (Y=0.1439x-0.0664, R2=0.9973) ละลายสารตัวอยางในเมทานอลใหมีความเขมขน 1 mg/ml    
ปเปตมา 1 ml นํามาทําปฏิกิริยากับ 10% Folin-Ciocalteu reagent 1 ml เขยาผสมแลวทิ้งไวในที่มืดเปนเวลา 5 min ณ 
อุณหภูมิหอง แลวเติมสารละลายอิ่มตัวของ Sodium bicarbonate 1 ml (Sodium bicarbonate ในน้ํา 60 g/l) เขยาผสม
แลวทิ้งไวในที่มืดเพ่ือรอทําปฏิกิริยาเปนเวลา 90 min ณ อุณหภูมิหอง แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 725 
nm รายงานผลเปนปริมาณสารกลุมฟนอลิกในหนวย mg gallic acid equivalent (GAE) /g extract  

4.3.4 การวิเคราะหปริมาณรวมสารกลุมไตรเทอพีนอยด  
ปริมาณรวมของสารกลุมไตรเทอรพีนอยด ทดสอบโดยดัดแปลงวิธีของ Wei et al. (2015) โดยปเปตสาร

ตัวอยางมา 200 μl (1 mg/ml ใน acetic acid) แลวเติมสารละลาย 5 % vanillin-acetic 0.5 ml เขยาผสมใหเขากัน แลว
เติมกรดซัลฟุริกเขมขน 0.8 ml นําไปทําปฏิกิริยาโดยการใหความรอนที่อุณหภูมิ 70 °C เปนเวลา 30 นาที หลังจากท้ิงไวให
เย็นตามอุณหภูมิหอง ตามดวยการเติม acetic acid 2 ml แลวนําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 573 nm โดยใชสาร
มาตรฐานในการเปรียบเทียบคือ ursolic acid ที่ชวงความเขมขนตาง 2-40 μg/ml (Y=0.0502x-0.0135, R2=0.9987) 
รายงานผลเปนปริมาณสารกลุมไทรเทอรปนอยดหนวย mg ursolic acid equivalent (UAE)/ g extract  

 

4.4 การทดสอบฤทธ์ิตานการเส่ือมสลายของอัลบูมินของสารสกัดจากผลตีนเปดนํ้า 
การทดสอบฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมิน ทําการทดสอบโดยใชวิธีการวัดความขุน (turbidimetry) ของ

สารละลายที่เกิดขึ้นเนื่องจากการเสื่อมสลายของอัลบูมินภายหลังการไดรับความรอน โดยวัดจากคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง 
UV-VIS spectrophotometer วธิีการท่ีใชในการทดลอง ปรับเพยีงเล็กนอยจากวิธีของ Hayakawa et al. (1992) โดยนําสาร
ตัวอยาง หรือ aspirin ซึ่งใชเปน positive control มาละลายในเมทานอล (200 μl) ใหมีความเขมขนตางๆ กัน ในชวง 25 – 
600 μg/ml เติมสารละลายผสมของ 2 % BSA ใน 5 % tris hydrochloride buffer solution (1.8 ml) ผสมใหเขากัน แลว
นําไปใหความรอนท่ีอุณหภมูิ 72 °C  เปนเวลา 5 min ตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 660 nm  (Abs) แลวนําคา
ไปคํานวณ % inhibition albumin denaturation โดยการเปรียบเทียบกับคาการดดูกลืนแสงของ vehicle control       
(เมทานอล 200 μl) จากสมการที ่ 1 นํามาหาคาความเขมขนท่ีสารตัวอยางสามารถยับยั้งการเสื่อมสภาพของอัลบูมินได 50% 
(IC50) ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง แลวรายงานคา IC50 เปน คาเฉลี่ย±สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

 
% inhibition= [(Abs vehicle control- Abs sample)/Abs vehicle control] × 100 ………..สมการท่ี 1 
 
4.5 การวิเคราะหทางสถิติ 
ความแตกตางทางสถิติของคา IC50 แสดงฤทธ์ิในการยับยั้งการเสื่อมสลายของอัลบูมินของสารสกัดจากผลตีนเปดน้ํา

และยา aspirin ทดสอบโดยใชวิธี One-way ANOVA ตามดวย Post Hoc test แบบวิธี Bonferroni โดยจะถือวามีความ
แตกตางกันหากคา P-value < 0.01 โดยใชโปรแกรม SPSS version 15.0 

 

5. ผลและอภิปรายผลการวิจัย  
 

5.1 ลักษณะท่ัวไปและรอยละผลผลิตของสารสกัดจากผลตีนเปดนํ้า  
จากการสกัดผงแหงของผลตีนเปดน้ํา 9 kg ดวยเอทานอล (95 %v/v) ทําใหไดสารสกัดหยาบเอทานอล CO-EtOH 

ที่มีลักษณะเปนสารขนเหนียวสีน้ําตาลเขม น้ําหนัก 630.0 g (คิดเปนรอยละของผลผลิต 7.0 ของผลตีนเปดน้ําแหง) แลวเมื่อ
นํา CO-EtOH จํานวน 90.4 g ไปสกัดตอดวยวิธีลิควิดลิควิดพารติชัน ดวยตัวทําละลายท่ีมีขั้วตางกัน ทําใหไดสารสกัดช้ันเฮ
กเซน CO-Hexane ซึ่งมีข้ัวนอยท่ีสุดมีลักษณะเปนสารขนเหนียวสนี้ําตาลดํา จํานวน 10.3 g คิดเปน รอยละผลผลิต 11.4 ของ 
CO-EtOH สวนสารสกัดช้ันเอทิลอะซิเตท CO-EtOAc มีขั้วปานกลาง มีลักษณะเปนสารขนเหนียวสีน้ําตาลออน จํานวน 7.0 g 
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คิดเปน รอยละผลผลิต 7.7 ของ CO-EtOH สวนสารสกัดช้ันน้ํา CO-Water ซึ่งมีขั้วมากที่สุด มีลักษณะเปนสารขนเหนียวสี
น้ําตาลเขม จํานวน 60.3 g รอยละผลผลิต 66.7 ของ CO-EtOH 

 

5.2 ปริมาณรวมของสารทุติภูมิในสารสกัดจากผลตีนเปดนํ้า  
ผลการวิเคราะหปริมาณรวมสารทุติยภูมิ 4 กลุมของสารสกัดจากผลตีนเปดน้ํา 4 ชนิด ไดแก CO-EtOH, CO-

Hexane, CO-EtOAc และ CO-Water ประกอบดวยปริมาณรวมของสารกลุมคารดิแอคไกลโคไซด ฟลาโวนอยด ฟนอลิก และ
ไตรเทอรพีนอยด พบวาสารสกัดแตละชนิดมีสัดสวนของสารทุติยภูมิในแตละกลุมแตกตางกัน ปริมาณรวมของสารทุติยภูมิแต
ละชนิดในหนวย มิลลิกรัมสมมูลของสารมาตรฐาน/กรัมของสารสกัดตัวอยาง (mg standard equivalent/g extract) 
แสดงผลดัง ตารางที ่1 และ ภาพที่ 2 จะเห็นไดวา สารสกัดทุกชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่ง CO-EtOAc และ CO-EtOH มีปริมาณ
รวมของสารกลุมคารดิแอคไกลโคไซดในปริมาณมากถึง 267.5±8.51 และ169.2 mg DXE/g extract และปริมาณรวมของ
สารกลุมไตรเทอรพีนอยดสูงถึง 142.9±0.52 และ 173.5 ± 1.66 mg UAE/g extract ตามลําดับ นอกจากนี้สารสกัดทุกชนิด
ยังมีปริมาณรวมของสารกลุมฟลาโวนอยดใกลเคียงกันในปริมาณคอนขางมากโดยพบในชวง 24.9 ถึง 54.9 mg RTE/g 
extract แตกลับพบสารกลุมฟนอลิกในปริมาณนอยในชวง 2.1 ถึง 27.6 mg GAE/g extract เทานั้น จากผลการทดลอง
ช้ีใหเห็นศักยภาพของผลตีนเปดน้ํา ในการนํามาสกัดสารทุติยภูมิหลายชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งสารกลุมคารดิแอคไกลโคไซด 
สอดคลองกับการศึกษากอนหนาที่พบสารกลุมนี้ในใบและเปลือกตนของตีนเปดน้ํา (Gaillard et al., 2004, Laphookhieo 
et al., 2004 และ Shena et al., 2007) 

 

ตารางที่ 1 ปริมาณรวมของสารทุติยภูมิในสารสกัดจากผลตีนเปดน้าํ 

สารตัวอยาง คารดิแอคไกลโคไซด 
(mg DXE/g extract) 

ฟลาโวนอยด 
(mg RTE/g extract)  

ฟนอลิก  
(mg GAE/g extract) 

ไตรเทอรพีนอยด  
(mg UAE/g extract) 

CO-EtOH 169.2 ± 2.43 52.5 ± 1.72 11.7 ± 0.44 173.5 ± 1.66 
CO-Hexane 65.5 ± 0.90 47.5 ± 0.49 16.5 ± 0.10 88.7 ± 0.63 
CO-EtOAc 267.5 ± 8.51 54.9 ± 0.62 27.6 ± 0.36 142.9 ± 0.52 
CO-Water 73.9 ± 1.96 24.9 ± 1.04 2.1 ± 0.07 137.8 ± 0.86 

หมายเหตุ คาปริมาณรวมของสารทุติยภูมิที่แสดงในตาราง แสดงผลเปนคาเฉลี่ย±สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ไดจากการทดลอง
ซ้ํา 3 คร้ัง โดย DXE = ปริมาณสมมูลกับ digoxin, RTE = ปริมาณสมมูลกับ rutin, GAE = ปริมาณสมมูลกับ 
gallic acid  และ UAE = ปริมาณสมมูลกับ ursolic acid  

 

 

ภาพท่ี 2 ปริมาณรวมของสารทุตยิภูมิในสารสกดัจากผลตีนเปดน้ํา โดย DXE = ปริมาณสมมลูกับ digoxin,  
RTE = ปริมาณสมมลูกับ rutin, GAE = ปริมาณสมมูลกับ gallic acid และ UAE = ปริมาณสมมลูกับ ursolic acid  

แสดงคาเฉลี่ยของปริมาณรวมของสารทุตยิภูมิแตละชนิด ที่ไดจากการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง 
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5.3 ฤทธิ์ตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินของสารสกัดจากผลตีนเปดนํ้า  
ฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินของสารสกัดจากผลตีนเปดน้ําทั้ง 4 ชนิด แสดงดังตารางที่ 2 และ ภาพท่ี 3 โดย

พบวาสารสกัดที่มีฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินดีที่สุดคือ CO-EtOAc (IC50 คือ 83.8±0.01 μg/ml) โดยสารสกัดที่มี
ฤทธิ์รองลงมาคือ CO-Water, CO-Hexane และ CO-EtOH ซึ่งมีคา IC50 คือ 85.8±0.03, 89.5±0.02 และ 91.9±0.06 
μg/ml ตามลําดับ จะเห็นไดวาฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินของสารสกัดจากผลตีนเปดน้ําทั้ง 4 ชนิด สูงกวาฤทธ์ิของ 
aspirin (IC50 คือ 208.8±0.26 μg/ml)  ซึ่งเปนยาตานการอักเสบท่ีมีจําหนายในปจจุบัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P value 
< 0.01) ผลการทดลองชี้ใหเห็นความเปนไปไดของการนําสารสกัดจากผลตีนเปดน้ํามาศึกษาวิจัยตอ เพื่อสกัดใหไดสารบริสุทธิ์
ในกลุมคารดิแอคไกลโคไซด ไตรเทอรพีนอยด หรือฟลาโวนอยด ที่อาจมีฤทธิ์สูงในการตานการเสื่อมสลายของอัลบูมิน ซึ่งอาจ
มีความเปนไปไดที่จะมีฤทธิ์ตานการอักเสบเชนกัน (Hayakawa et al., 1992) 

 

ตารางที่ 2 ฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินของสารสกัดจากผลตีนเปดน้ําและ aspirin  
สารตัวอยาง ฤทธิ์ตานการเสื่อมสลายชองอัลบมูิน (IC50, μg/ml) 
CO-EtOH 91.9* ± 0.06 

CO-Hexane 89.5* ± 0.02 
CO-EtOAc 83.8* ± 0.01 
CO-Water 85.8* ± 0.03 
Aspirin 208.8 ± 0.26 

Vehicle control 0.0 ± 0.02 
หมายเหตุ คา IC50 หมายถึง คาความเขมขนของสารที่ยับยั้งการเสื่อมสลายของอัลบูมินไดรอยละ 50 แสดงผลเปน คาเฉลี่ย±
สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ท่ีไดจากการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง *แตกตางจาก aspirin อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P-value < 0.01)  

 

 
ภาพที่ 3 ฤทธิ์ตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินของสารสกัดจากผลตีนเปดน้ําและ aspirin แสดงคาเฉลี่ยของ IC50 
(μg/ml) ที่ไดจากการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง, *แตกตางจาก aspirin อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P-value < 0.01) 

 

6. สรุปผลการวิจัย  
 

สารสกัดจากผลตีนเปดน้ําทั้งสารสกัดหยาบเอทานอล, สารสกัดชั้นเฮกเซน, สารสกัดช้ันเอทิลอะซิเตทและสารสกัด
ช้ันน้ํา พบวามีสารในกลุมคารดิแอคไกลโคไซด ไตรเทอรพีนอยด และฟลาโวนอยดพบในปริมาณมากในชวง 65.5 ถึง 169.2 
mg DXE/g extract, 88.7 ถึง 173.5 mg UAE/g extract และ 24.9 ถึง 54.9 mg RTE/g ตามลําดับ  พบสารฟนอลิก
คอนขางนอย ในชวง 2.1 ถึง 27.6 mg GAE/g extract โดยสารสกัดทั้ง 4 ชนิด มีฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินคอนขาง
ดี มีคา IC50 ในชวง 83.8 ถึง 91.9 μg/ml ซึ่งสูงกวาฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมินของยา aspirin อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P-value < 0.01) ผลการวิจัยนี้ช้ีใหเห็นความเปนไปไดในการคนหาสารทุติยภูมิที่มีฤทธ์ิตานการเสื่อมสลายของอัลบูมิน
ในระดับสูง จากผลตีนเปดน้ํา  
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