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ABSTRACT 
The objective of this research is to improve the potential of Thai herb for 

prevention and rehabilitation of Alzheimer’s disease. Essential oil and crude extract of 
Alpinia galanga (L.) Willd cultivated in Samutprakan province was subjected to 
determine acetylcholinesterase inhibitory activity using modified Ellman’s method. 
The essential oil was extracted from fresh galangal rhizomes by hydrodistillation, 
whereas the crude extracts of dried galangal pseudostem and rhizome were obtained 
from Soxhlet extraction using hexane, dichloromethane, ethyl acetate and ethanol as 
solvents. Donepezil HCl was used as the reference compound. The results showed 
that the dichloromethane extract from galangal pseudostems and the essential oil 
from galangal rhizomes exhibited great inhibitory effect against acetylcholinesterase 
with IC50 values of 0.16 and 0.28 mg/mL, respectively. Consequently, both of the 
extracts are interesting for further investigation in other testing activities against 
Alzheimer’s disease. These findings may lead to the development of beneficial herbal 
products for Alzheimer’s patients in the future. 
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บทที่ 1 
บทน้า 

 
ความเป็นมาและความส้าคัญของปัญหา 

ปัจจุบันผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์มีจ้านวนเพ่ิมสูงขึ้นทั้งในและต่างประเทศ  จากการคาดการณ์
ของส้านักงานสาธารณสุขรายงานว่าจ้านวนผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ในประเทศไทยจะเพิ่มจาก 
600,000 คน เป็น 1,117,000 คน ในระยะเวลา 15 ปี  ซึ่งคิดจากปี พ.ศ. 2558 ถึง 2573  นับได้ว่า
เป็นอีกโรคที่มีผลกระทบในวงกว้างต่อประเทศชาติ ทั้งทางครอบครัว สังคม และเศรษฐกิจ  ซึ่ง
นายแพทย์สุวรรณชัย วัฒนายิ่งเจริญชัย รองปลัดกระทรวงสาธารณสุข ได้แถลงการณ์ผ่านสื่อว่า
โรคอัลไซเมอร์เป็นอีกหนึ่งปัญหาของประเทศที่ต้องท้าการแก้ไขอย่างเร่งด่วน 

การรักษาโรคอัลไซเมอร์ในปัจจุบันเป็นการรักษาเพ่ือลดความบกพร่องทางด้านพฤติกรรม 
ความจ้า และการใช้ชีวิตประจ้าวันของผู้ป่วยเท่านั้น  ยังไม่มีการรักษาใดที่มีผลยับยั้งหรือหยุดการ
ท้าลายเซลล์ประสาทในสมองของผู้ป่วยอัลไซเมอร์ได้ (Alzheimer’s Association, 2017)  การใช้ยา
เพ่ือลดและชะลอการเกิดพยาธิสภาพของโรคเป็นเพียงการบ้าบัดเพ่ือปรับความสมดุลของสารสื่อ
ประสาทในสมองทุกชนิดที่เชื่อมโยงและก่อให้เกิดพยาธิสภาพของโรคเท่านั้น  การเกิดพยาธิสภาพ
ของโรคอัลไซเมอร์นั้นมีสาเหตุมาจากการลดลงของสารอะเซทิลโคลีนซึ่งเป็นสารสื่อประสาทหลักใน
ระบบความจ้าในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส ซึ่งท้าหน้าที่เกี่ยวกับความจ้า การคิด และการเรียนรู้  
(Anand และคณะ, 2014)  สาเหตุของการลดลงของสารสื่อประสาทอะเซทิลโคลีนเกิดจากการท้างาน
ของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสก่อให้เกิดสารโคลีนและอะซิเตต  ซึ่งการลดลงของสารอะเซทิล
โคลีนอย่างต่อเนื่องจะก่อให้เกิดการท้าลายเซลล์สมองและการสั่งการของสมองเสื่อมลงเรื่อยๆ  ส่งผล
ท้าให้ความสามารถของบุคคลลดลง มีความบกพร่องด้านความจ้า การเรียนรู้ และมีพฤติกรรมและ
บุคลิกภาพเปลี่ยนไปจนส่งผลกระทบต่อกิจกรรมในชีวิตประจ้าวัน  ดังนั้นหากสามารถยับยั้งการ
ท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสได้ จะสามารถป้องกันและฟ้ืนฟูภาวะของโรคอัลไซเมอร์
ได้ (Huang และ Mucke, 2012) 

“ข่า” เป็นสมุนไพรไทยชนิดหนึ่งที่มีการปลูกมากในจังหวัดสมุทรปราการ ในปี พ.ศ. 2558 
กรมส่งเสริมการเกษตร จังหวัดสมุทรปราการ ได้ส่งเสริมการปลูกข่าข้างบ่อเลี้ยงปลาเพื่อเพ่ิมรายได้แก่
เกษตรกร โดยสามารถท้าร่วมกับการขุดบ่อเลี้ยงปลา เพ่ือใช้พื้นที่ให้เกิดประโยชน์และง่ายต่อการดูแล
รักษาที่ไม่ต้องให้น้้าข่าบ่อย เพราะข่าสามารถเจริญเติบโตจากน้้าในบ่อเลี้ยงปลาได้ดี อีกท้ังการปลูกข่า
ยังไม่มีการใช้สารเคมีท่ีจะส่งผลกระทบต่อระบบการเลี้ยงปลาเพ่ือเป็นอาชีพอีกด้วย 
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ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงมุ่งเน้นการวิจัยเชิงประยุกต์เพ่ือประเมินฤทธิ์ทางชีวภาพของข่าซึ่งเป็น
วัตถุดิบที่ดีในจังหวัดสมุทรปราการในการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส  โดย
มุ่งหวังว่าสารสกัดจากข่าจะมีศักยภาพในการยับยั้งเอนไซม์ดังกล่าว  ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการ
พัฒนาต่อไปในอนาคตเพ่ือป้องกันและฟ้ืนฟูภาวะสมองเสื่อมจากโรคอัลไซเมอร์ด้วยองค์ความรู้ทาง
เภสัชกรรม 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิ ลโคลีน- 
เอสเทอเรสของน้้ามันหอมระเหยและสารสกัดหยาบจากข่า 

2. เพ่ือศึกษากลุ่มสารพฤกษเคมีของน้้ามันหอมระเหย และสารสกัดหยาบจากข่าที่มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส 
 
สมมติฐานการวิจัย 

1. น้้ามันหอมระเหยและสารสกัดหยาบจากข่าสามารถยับยั้งการท้างานของเอนไซม์  
อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสได้แตกต่างกัน 

2. กลุ่มสารพฤกษเคมีในสารสกัดข่าที่สามารถยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิล - 
โคลีนเอสเทอเรสได้ จะมีคุณสมบัติในการป้องกันการเกิดพยาธิสภาพโรคอัลไซเมอร์ตามรายงานการ
วิจัยก่อนหน้าได้ 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

การศึกษาวิจัยในครั้งนี้เป็นการประเมินฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีน- 
เอสเทอเรสในระดับห้องปฏิบัติการ (in vitro) โดยสารสกัดจากข่าที่มีแหล่งปลูกในจังหวัด
สมุทรปราการ  สารสกัดที่น้ามาประเมินฤทธิ์ ได้แก่ น้้ามันหอมระเหยจากเหง้าข่า และสารสกัดหยาบ
จากเหง้าและล้าต้นเทียมข่าที่สกัดด้วยตัวท้าละลาย 4 ชนิด คือ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต 
และเอทานอล  รวมทั้งการประเมินกลุ่มสารพฤกษเคมีในสารสกัดข่าที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของ
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส เพ่ือวัตถุประสงค์ในการสร้างแนวทางในการพัฒนาสารสกัดข่าต่อไป 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

1. ได้ส่วนของสารสกัดข่าที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส 
2. ได้แนวทางการพัฒนาสารสกัดข่าที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิล - 

โคลีนเอสเทอเรสในการป้องกันและฟ้ืนฟูโรคอัลไซเมอร์ต่อไป



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
โรคอัลไซเมอร์ 

โรคอัลไซเมอร์เป็นโรคที่เกี่ยวกับความผิดปกติของระบบประสาทและเป็นหนึ่งในภาวะ
สมองเสื่อมท่ีเกิดข้ึนในสมองส่วนฮิปโปแคมปัส การเกิดพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร์เกี่ยวข้องกับการ
ลดลงของสารสื่ อประสาทอะเซทิลโคลีน  กระบวนการสร้างและสลายสารสื่ อประสาท 
อะเซทิลโคลีน ดังแสดงในภาพที่ 1 ซึ่งสารสื่อประสาทอะเซทิลโคลีนที่ลดลงเกิดจากการท้างานของ
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสและบิวไทริลโคลีนเอสเทอเรส  (Anand และ Singh, 2013) 
กระบวนการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลเอสเทอเรสที่ก่อให้เกิดโรคอัลไซเมอร์แสดงในภาพที่ 2  ซึ่ง
กระบวนการทางเคมีและชีวภาพที่เกิดขึ้นส่งผลให้ความจ้าและประสิทธิภาพการใช้ชีวิตลดลง 
เนื่องจากสารสื่อประสาทอะเซทิลโคลีนที่ลดลง  น้าไปสู่แนวทางการป้องกันและรักษาโรคอัลไซเมอร์
โดยมุ่งเป้ายับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส ดังแสดงในภาพที่ 3  อายุเป็นหนึ่ง
ปัจจัยหลักที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคอัลไซเมอร์  ซึ่งร้อยละ 50-60 ของภาวะสมองเสื่อมเกิดขึ้นใน
ผู้ที่มีอายุมากกว่า 65 ปี (Francis และคณะ, 1999) จากอดีตจนถึงปัจจุบัน พบว่าจ้านวนผู้ป่วย 
อัลไซเมอร์ในประเทศไทยมีจ้านวนเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ และคาดว่าอาจมีจ้านวนมากถึง 1,117,000 คน 
ภายในปี พ.ศ.2573 (ส้านักสารนิเทศ กระทรวงสาธารณสุข, 2559) 

 

 

ภาพที่ 1 กลไกการสร้างและสลายสารสื่อประสาทอะเซทิลโคลีน 

 

Choline  +  Acetyl CoA 
Choline acetyltransferase 

Acetylcholine (ACh) 

Acetylcholinesterase 
(AChE) 

Choline  +  Acetate 
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ภาพที่ 2 กลไกการเกิดโรคอัลไซเมอร์จากการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส (ที่มา: 
Francis และคณะ, 1999) (1) ปลดปล่อยสารสื่อประสาทอะเซทิลโคลีน (ACh) จาก 
คอร์ติซอล; (2) ปลดปล่อยกรดกลูตามิก (Glu); (3) ลดการจับกันระหว่าง muscarinic M1 
กั บ  ACh muscarinic receptor (mAChR); (4) เ พ่ิ ม ก า รก ร ะตุ้ น โ ป ร ตี น  tau ด้ ว ย
กระบวนการเติมฟอสเฟต; (5) ลดการหลั่ง Amyloid precursor protein (sAPP) และ
กรดกลูตามิก (Glu) และ (6) เพ่ิมการสร้างอะไมลอยด์เบต้า (A)   

 

 

ภาพที่ 3 ทฤษฎีการรักษาโรคอัลไซเมอร์โดยการยับยั้งเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส  (ที่มา: 
Francis และคณะ, 1999) (1) ยับยั้งเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส; (2) ลดการกระตุ้น
โปรตีน tau ด้วยกระบวนการเติมฟอสเฟต; (3) การหลั่ง Amyloid precursor protein 
(sAPP) กลับคืนมาปกติ; (4) ลดการสร้างอะไมลอยด์เบต้า (A) และ (5) ปริมาณกรด 
กลูตามิก (Glu) กลับคืนมาปกติ 
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“ข่า” สารพฤกษเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพ 
ข่า หรือ Alpinia galanga (L.) Willd เป็นพืชในวงศ์ Zingiberaceae ลักษณะทาง

พฤกษศาสตร์ของข่า (สมพร ภูติยานันต์, 2551) ประกอบด้วย 
1. เหง้า/ล้าต้นใต้ดิน  ข่ามีล้าต้นใต้ดินที่เรียกว่า เหง้า (rhizome) แตกออกเป็นแง่งแผ่

ไปกับพ้ืนดิน แต่ละแง่งจะมีรากแขนงขนาดใหญ่ไม่กี่เส้นแทงลึกลงใต้ดิน 
2. ใบและกาบใบ  คือส่วนที่อยู่เหนือดิน มักเข้าใจและเรียกเป็นล้าต้น แต่ความจริงเป็น

ก้านใบและใบที่แตกออกจากเหง้าใต้ดินเรียงซ้อนเป็นวง ซ้อนทับกันแน่น เรียกว่า ล้าต้นเทียม มีความ
สูงประมาณ 1-2 เมตร ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ ใบมีลักษณะภาพไข่ ยาวรี ปลายใบแหลม มีสีเขียวเข้ม เป็น
มัน และออกสลับข้างกัน 

3. ดอก  ดอกข่าเป็นแบบช่อ แทงออกที่ปลายยอด ก้านช่อดอกยาวตรง ช่อดอก
ประกอบด้วยดอก 10-30 ดอก ขึ้นอยู่กับความสมบูรณ์ของต้น และสายพันธุ์ ดอกมีขนาดเล็กคล้าย
ดอกกล้วยไม้ ประกอบด้วยกลีบดอกสีขาว ขาวนวล หรือขาวอมชมพู ช่อดอกที่แทงขึ้นใหม่จะมีกาบ 
(spathe) สีเขียวอ่อนหุ้มอยู่ แต่เมื่อดอกบานกาบนี้จะหลุดไป 

4. ผล ผลของข่ามีภาพร่างกลมรี เปลือกแข็ง ผลอ่อนมีสีเขียว ผลแก่มีสีแดงส้ม ภายใน
มีเมล็ดสีด้า 1 ดอก จะติดเพียง 1 ผล ผลมีรสขม เผ็ดร้อน  

องค์ประกอบทางพฤกษเคมีที่หลากหลายของข่า พบว่าเหง้าข่ามีสารส้าคัญกลุ่ม 
ฟลาโวนอยด์และกรดฟีนอลิกเป็นส่วนประกอบหลัก เช่น galangoisoflavonoid, methyleugenol, 
1’-acetoxyeugenol acetate, acetoxychavicol acetate, hydroxychavicol acetate เ ป็ น ต้ น 
ซึ่งชนิดและปริมาณของสารเหล่านี้ จะแตกต่างตามสายพันธุ์และแหล่งที่มาของข่า (Kaushik และ
คณะ, 2011)  ส้าหรับในน้้ามันหอมระเหยจากเหง้าข่า มีรายงานการศึกษาองค์ประกอบทางเคมี 
พบว่าประกอบไปด้วยสารส้ าคัญมากกว่า 21 ชนิด ซึ่ งอยู่ ในกลุ่ ม monoterpenoids และ 
sesquiterpenoids (Abdullah และคณะ, 2015) จึงท้าให้ข่ามีฤทธิ์ทางชีวภาพหลากหลาย เช่น ฤทธิ์
ไล่แมลง ลดการบีบตัวของล้าไส้ ฆ่าเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา ลดการอักเสบ รวมถึงฤทธิ์ในการปกป้อง
เซลล์สมองเสื่อมด้วย (Chitra และ Thoppil, 2008) 

ตัวอย่างงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาและคลินิกของข่า ได้แก่ 
1. ฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระ 

น้้ามันหอมระเหยและสารสกัดจากข่าในเอทานอล 50% มีฤทธิ์ยับยั้งอนุมูลอิสระได้ดี 
เมื่อทดสอบด้วยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) และ oxygen radical absorbance 
capacity (ORAC) (Mahae และ Chaiseri, 2009) 
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2. ลดการบีบตัวของล้าไส้ 
ข่ามีฤทธิ์ลดการบีบตัวของล้าไส้ ขับน้้าดี ขับลม ช่วยย่อยอาหาร ลดอาการแน่นจุก

เสียดเนื่องจากแผลในกระเพาะอาหาร และยังมีฤทธิ์ต้านอักเสบอีกด้วย (สมพร ภูติยานันต์, 2551) 
3. ฤทธิ์ไล่ยุง 

มีการทดสอบน้้ามันหอมระเหยจากเหง้าข่า 2,000 ppm เพ่ือไล่ยุง พบว่าสามารถไล่
ยุงได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งสารพฤกษเคมีที่ เป็นสารออกฤทธิ์เพ่ือไล่ยุง และพบมากในเหง้าข่า คือ 
1,8-cineol (Abdullah และคณะ, 2015) 

4. ฤทธิ์ไล่แมลง 
จากการทดสอบน้้ามันหอมระเหยข่ากับ  Lasioderma serricorne (F.) หรือมอด

ยาสูบ พบว่าน้้ามันหอมระเหยจากข่าเป็นพิษต่อมอดยาสูบ โดยมีค่า LD50 เป็น 12.2 ไมโครกรัม/ตัว 
ซึ่งสารพฤกษเคมีที่ได้จากการสกัดน้้ามันหอมระเหยด้วยวิธีกลั่น พบ eucalyptol (ร้อยละ 22.63), 
(1S)-(1)--pinene (ร้อยละ 14.36), 1R--pinene (ร้อยละ 10.89), -terpineol (ร้อยละ 8.59), 
L(-)-borneol (ร้อยละ 8.41), (-)-camphor (ร้อยละ 4.21) และ camphene (ร้อยละ 4.14) (Wu 
และคณะ, 2014) 

5. ฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
จากงานวิจัยก่อนหน้าพบว่าสารพฤกษเคมีที่เป็นองค์ประกอบหลักซึ่งแยกได้จาก

เหง้าข่า คือ acetoxychavicol acetate, hydroxychavicol acetate และ p-coumaryl alcohol-
-O-methyl ether มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่ดี ลดการหลั่งของ cytokines และ interleukin-1 ซึ่ง
สร้างจาก T-cells จึงลดการอักเสบได้ (Kaushik และคณะ, 2011) 

6. ฤทธิ์ต้านมะเร็ง 
มีการทดสอบสารสกัดข่าในเมทานอล ที่ความเข้มข้น 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

พบว่าสารสกัดข่าท้าให้ normal cell lines, p53-inactive fibroblasts, normal epithelial cells, 
tumour mammary cells และ lung adenocarcinoma cell lines สามารถเกิด apoptosis ได้ 
(Muangnoi และคณะ, 2007) 
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ข่าต่อการป้องกันโรคอัลไซเมอร์ 
โรคอัลไซเมอร์นั้น แม้ยังไม่มีการระบุกลไกการเกิดโรคที่แน่ชัด  แต่มีทฤษฎีและพยาธิ

สภาพเชิงประจักษ์ทางวิชาการว่ามีสาเหตุมาจากการลดลงของสารสื่อประสาทอะเซทิลโคลีน  การ
เกิดอะไมลอยด์เบต้าไฟบริล  การเพ่ิมขึ้นของโปรตีน tau  การเกิดความเครียดออกซิเดชัน  และการ
เกิดการอักเสบในสมอง (Kurz และ Perneczky, 2011)  ซึ่งในปัจจุบันการรักษาโรคอัลไซเมอร์เป็น
การรักษาโดยการใช้ยากลุ่มที่เพ่ิมปริมาณสารสื่อประสาทในสมอง เช่น อะเซทิลโคลีน โดยยาจะไปท้า
หน้าที่ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส  จึงลดการท้าลายอะเซทิลโคลีน ส่งผล
ให้เกิดการลดความบกพร่องทางด้านพฤติกรรม ความจ้า และการใช้ชีวิตประจ้าวันของผู้ป่วยได้ 
(Korabecnya และคณะ, 2015)  ส้าหรับการทดสอบสารสกัดข่าในด้านการรักษาและป้องกันโรค 
อัลไซเมอร์ พบว่าน้้ามันหอมระเหยจากเหง้าข่าที่ได้จากการกลั่นด้วยน้้า สามารถยับยั้งการท้างานของ
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสได้ร้อยละ 83.9 (Chaiyana และ Okonogi, 2012)  นอกจากนี้ยังมี
การทดสอบในหนูไมซ์ที่ถูกกระตุ้นให้เป็นโรคอัลไซเมอร์ด้วย A25–35 พบว่าเมื่อให้สารสกัดข่าจาก
คลอโรฟอร์มแก่สัตว์ทดลอง สามารถช่วยฟ้ืนฟูความจ้า โดยผ่านกลไกการต้านอนุมูลอิสระและยับยั้ง
การท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส ท้าให้ปริมาณของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเพ่ิมขึ้นได้  
(Singh และคณะ, 2011)  แต่อย่างไรก็ตาม แนวโน้มของการใช้คลอโรฟอร์มเป็นตัวท้าละลายในการ
สกัดสารลดน้อยลง เนื่องจากคลอโรฟอร์มเป็นตัวท้าละลายที่มีความเป็นพิษมาก (Torkelson และ
คณะ, 1976) ท้าให้สารสกัดข่าจากคลอโรฟอร์มไม่เหมาะสมที่จะน้ามาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ในการ
ป้องกันและฟ้ืนฟูผู้ป่วยอัลไซเมอร์  ส้าหรับงานวิจัยนี้ น้้ามันหอมระเหยและสารสกัดหยาบของข่าที่
สกัดด้วยตัวท้าละลาย 4 ชนิด คือ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต และเอทานอล จึงถูกน้ามา
ประเมินเพ่ือหาประสิทธิภาพการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส  เพ่ือใช้เป็น
แนวทางเบื้องต้นส้าหรับการพัฒนาสารสกัดข่าเพ่ือป้องกันและฟ้ืนฟูโรคอัลไซเมอร์ต่อไป 

 
สารพฤกษเคมีในสมุนไพรอื่นๆ ที่มีรายงานวิจัยในการรักษาโรคอัลไซเมอร์ 

ปัจจุบันมีรายงานการวิจัยสารส้าคัญจากธรรมชาติเพ่ือใช้ป้องกันการเกิดโรคอัลไซเมอร์ซึ่งมี
ความสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์กลุ่มโคลีนเอสเทอเรส และฤทธิ์ยับยั้งการ
สร้างอะไมลอยด์เบต้าไฟบริลที่น่าสนใจ ดังนี้ 

 Quercetin เป็นสารกลุ่มฟลาโวนอล พบได้ในพืชหลายชนิด เช่น  พืชตระกูลเบอร์รี่  
หอมหัวใหญ่ ชาเขียวหรือชาด้า และกระชาย เป็นต้น ซึ่งเป็นสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Awasthi 
และคณะ, 2016) ฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์โคลีนเอสเทอเรสทั้งอะเซทิลและบิวไทริลโคลีนเอสเทอเรส (Khan 
และคณะ, 2009) และยังมีฤทธิ์ยับยั้งการสร้างอะไมลอยด์เบต้า ไฟบริลอีกด้วย (Ansari และ 
Khodagholi, 2013; Szwajgier, 2014) 
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Kaempferol เป็นสารกลุ่มฟลาโวนอลอีกชนิดหนึ่ งซึ่ งพบได้ในพืชชนิดเดียวกับสาร 
quercetin มีรายงานว่า kaempferol เป็นสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส 
(Balkis และคณะ, 2015) และฤทธิ์ยับยั้งการสร้างอะไมลอยด์เบต้าไฟบริลได้ดี โดยผลการยับยั้ง
สัมพันธ์กับขนาดความเข้มข้นที่ใช้ (Szwajgier, 2014) 

Resveratrol เป็นสารกลุ่ม stilbenes พบได้ในเปลือกองุ่นแดง เปลือกผลไม้ และถั่วต่างๆ 
resveratrol มีรายงานฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย ได้แก่ ฤทธิ์ลดระดับน้้าตาลในเลือด ฤทธิ์บ้ารุง
ระบบหัวใจและหลอดเลือด ฤทธิ์ต้านการอักเสบ ฤทธิ์ต้านการเจริญของเซลล์มะเร็ง และฤทธิ์ปกป้อง
เซลล์ประสาทที่เก่ียวข้องกับการต้านอนุมูลอิสระ การยับยั้งเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส และการ
ยับยั้งการสร้างอะไมลอยด์เบต้าไฟบริล (Ansari และ Khodagholi, 2013) 

Ferulic acid เป็นสารกลุ่ม hydroxycinnamic acids พบได้ในข้าวและพืชตระกูลหญ้า ซึ่ง 
ferulic acid เป็นสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สูง มีรายงานการน้าไปใช้ป้องกันการเกิดโรคหลาย
ชนิด เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคเบาหวาน โรคมะเร็ง โรคความดันโลหิตสูง และโรคหลอดเลือดแข็งตัว 
เป็นต้น (Vladimir-Knežević และคณะ, 2014; Bhornchai และคณะ, 2015) นอกจากนี้ ferulic 
acid สามารถยับยั้งเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสได้อีกด้วย (Vladimir-Knežević และคณะ, 
2014) 

Caffeic acid เป็นสารกลุ่ม hydroxycinnamic acids เช่นเดียวกันกับ ferulic acid พบได้
ในกาแฟ รางจืด และพืชตระกูลเบอร์รี่  สาร caffeic acid มีฤทธิ์ในการต้านออกซิเดชันและฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสที่สูง (Magnani และคณะ, 2014; Vladimir-Knežević และ
คณะ, 2014) 

Anthocyanidins เป็นสารกลุ่มฟลาโวนอยด์  ซึ่งประกอบด้วย cyanidin, peonidin, 
malvidin, delphinidin และ pelargonidin เป็นสารที่พบได้มากในพืชที่มีสีแดงจนถึงม่วง เช่น ดอก
กระเจี๊ยบแดง ดอกอัญชัน กะหล่้าม่วง ข้าวไรซ์เบอร์รี่ เป็นต้น  สาร anthocyanidins แสดงฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซม์โคลีนเอสเทอเรสทั้งอะเซทิลและบิวไทริลโคลีนเอสเทอเรสที่ดี (Szwajgier, 2014; 
Balkis และคณะ, 2015) 
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กรอบแนวคิดในการวิจัย 
 

 
 

 



บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 
3.1 การจัดหาและเตรียมวัตถุดิบสมุนไพร 

วัตถุดิบสมุนไพรส้าหรับการวิจัย คือ ข่าหยวก อายุการเก็บประมาณ 8 เดือน ที่มีแหล่ง
ปลูกในจังหวัดสมุทรปราการ โดยใช้ส่วนเหง้าและล้าต้นเทียมเพ่ือการศึกษาวิจัย  เตรียมโดยล้างท้า
ความสะอาด ลดขนาดด้วยการหั่น  จากนั้นน้าไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  แล้วน้าไป
บดและเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนน้าไปสกัดในขั้นตอนต่อไป  จากนั้นค้านวณหา
ร้อยละผลผลิตของวัตถุดิบข่าหลังจากท้าการอบแห้ง โดยใช้สูตรการค้านวณดังนี้ 
 

ร้อยละผลผลิต = 
น้้าหนักข่าแห้ง

น้้าหนักข่าสด
 × 100 

 
3.2 การสกัดน้้ามันหอมระเหยจากเหง้าข่าสด 

การสกัดน้้ามันหอมระเหยในงานวิจัยนี้ เป็นการสกัดโดยน้าเหง้าข่าสดที่ผ่านการล้างท้า
ความสะอาดและหั่นเพ่ือลดขนาดแล้ว มากลั่นด้วยไอน้้าโดยใช้เครื่อง clevenger apparatus เป็น
เวลา 29.5 ชั่วโมง  จากนั้นเก็บน้้ามันข่าที่แยกชั้นออกจากน้้า  แล้วเติม anhydrous sodium sulfate 
เพ่ือก้าจัดน้้าที่อาจปนมากับน้้ามันข่าออก และน้าผลที่ได้มาค้านวณร้อยละผลผลิตของการสกัดน้้ามัน
หอมระเหยจากเหง้าข่าสด  โดยใช้สูตรค้านวณดังนี้ 
 

ร้อยละผลผลิต = 
น้้าหนักน้้ามันหอมระเหยที่ได้

น้้าหนักเหง้าข่าสดที่ใช้สกัด
 × 100 

 
3.3 การสกัดสารสกัดหยาบจากล้าต้นเทียมและเหง้าข่าแห้ง 

น้าวัตถุดิบสมุนไพรที่ผ่านการอบแห้งและบด จากข้อ 3.1 ไปสกัดด้วยตัวท้าละลาย
อินทรีย์ 4 ชนิด ได้แก่ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต และเอทานอล โดยการสกัดแบบ
เรียงล้าดับตามคุณสมบัติความมีขั้วของตัวท้าละลายอินทรีย์จากน้อยไปมาก  ท้าการสกัดด้วยตัวท้า
ละลายอินทรีย์ชนิดละ 12 ชั่วโมง โดยใช้เครื่อง Soxhlet extractor  จากนั้นน้าสารสกัดในภาพแบบ
สารละลายแต่ละชนิดไประเหยตัวท้าละลายอินทรีย์ออกด้วยเครื่อง rotary evaporator  ก่อนจะน้า
สารสกัดหยาบที่ได้ไปท้าให้แห้งโดยใช้เครื่อง freeze dryer  และน้าผลที่ได้มาค้านวณร้อยละผลผลิต
ของสารสกัดหยาบของแต่ละตัวท้าละลาย โดยใช้สูตรค้านวณดังนี้ 
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ร้อยละผลผลิต = 
น้้าหนักสารสกัดที่ได้

น้้าหนักข่าอบแห้งที่ใช้สกัด
 × 100 

 
3.4 การศึกษาฤทธิ์ยับย้ังการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส 

3.4.1 การทดสอบการละลายของสารสกัดข่าในตัวท้าละลายต่างๆ 
ทดสอบการละลายของสารสกัดหยาบจากล้าต้นเทียมและเหง้าข่าที่ผ่านการสกัดจากการ

ทดลองในหัวข้อ 3.3  เพ่ือน้าข้อมูลไปใช้ในการเตรียมตัวอย่างส้าหรับการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการ
ท้างานเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส  โดยใช้ตัวท้าละลาย 5 ชนิด ได้แก่ น้้า เมทานอล ไดเมทิล
ซัลฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide: DMSO) เมทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 โดยปริมาตรในน้้า 
และ Tween 20 ความเข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมาตรในน้้า  โดยชั่งสารสกัดเริ่มต้นปริมาณ 1 
มิลลิกรัม  ละลายด้วยตัวท้าละลายแต่ละชนิด ชนิดละ 1 มิลลิลิตร หากตัวท้าละลายใดสามารถละลาย
สารสกัดจนได้สารละลายใส จึงทดสอบเพ่ิมเติมโดยใช้สารสกัดปริมาณ 5 และ 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

3.4.2 การทดสอบผลของตัวท้าละลายต่อการท้างานของเอนไซม์ 
เนื่องจากตัวท้าละลายอาจมีผลต่อการท้างานของเอนไซม์ น้าไปสู่การแปลผลการทดลอง

ที่ผิดพลาด  จึงต้องมีการทดสอบผลของตัวท้าละลายต่อการท้างานของเอนไซม์ โดยใช้ Tween 20 
ความเข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมาตรในน้้า และ DMSO ที่ความเข้มข้นต่างๆ เป็นตัวท้าละลาย แสดง
ดังตารางที่ 1 โดยเตรียม donepezil HCl ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรเป็นสารมาตรฐาน  
เมื่อทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส  donepezil HCl และตัวท้า
ละลายจะมีความเข้มข้นลดลง 10 เท่า 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสในงานวิจั ยนี้ จะ
ท้าการศึกษาด้วยวิธี modified Ellman's assay ซึ่งท้าการวัดผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาจากกิจกรรม
ของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสที่มีสีเหลืองโดยใช้เทคนิคสเปกโทรสโกปี โดยก้าหนดค่าความ
ยาวคลื่นในการวัดความเข้มสีของปฏิกิริยาที่ 405 นาโนเมตร  สีเหลืองของผลิตภัณฑ์จะจางลงเมื่อ
ตัวอย่างทดสอบสามารถยับยั้งเอนไซม์ได้ดี (Dingova และคณะ, 2014)  ซึ่งรายละเอียดของการ
ทดสอบจะแสดงไว้ในหัวข้อ 3.4.3 ต่อไป  ส้าหรับสถิติในการทดลองนี้ วิเคราะห์โดยใช้ ANOVA test 
ร่วมกับ LDS host hoc analysis ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ด้วยโปรแกรม SPSS statistics 
V17.0 program 
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ตารางท่ี 1 ความเข้มข้นของตัวท้าละลายผสมชนิดที่ 1-11 (ร้อยละโดยปริมาตร) ซึ่งใช้ในการเตรียม
และทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส 

ชนิดตัวท้า
ละลายผสม 

ความเข้มข้นของตัวท้าละลายท่ีใช้
เตรียมสารสกัด (ร้อยละโดยปริมาตร) 

ความเข้มข้นของตัวท้าละลายใน
ปฏิกิริยาทดสอบ (ร้อยละโดยปริมาตร) 

DMSO  Tween 20 น้้า  DMSO  Tween 20 น้้า 

1 0 0 100 0 0 10 
2 100 0 0 10 0 0 

3 0 20 80 0 2 8 

4 1 20 79 0.1 2 7.9 
5 2 20 78 0.2 2 7.8 

6 5 20 75 0.5 2 7.5 

7 8 20 72 0.8 2 7.2 
8 10 20 70 1 2 7 

9 20 20 60 2 2 6 

10 50 20 30 5 2 3 
11 80 20 0 8 2 0 

 
3.4.3 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสของน้้ามันหอมระเหย

และสารสกัดหยาบจากข่า 
ผู้วิจัยทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสของน้้ามันหอม

ระเหยและสารสกัดหยาบจากข่าที่ได้จากการสกัดในหัวข้อ 3.2 และ 3.3 โดยใช้ modified Ellman’s 
method ซึ่งมีหลักการแสดงไว้ดังภาพที่ 4  ในการทดลอง การท้าปฏิกิริยาเริ่มจากเอนไซม์อะเซทิล- 
โคลีนเอสเทอเรส (acetylcholinesterase: AChE)  ไฮโดรไลซ์สารตั้งต้น คือ อะเซทิลไทโอโคลีน 
(acetylthiocholine: ATCh)  ได้สารมัธยันตร์ คือ ไทโอโคลีน (thiocholine: TCh) จากนั้นสาร 
มัธยันตร์จะเกิดปฏิกิริยาต่อกับสาร 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) เกิดผลิตภัณฑ์ชื่อ 
2-nitro-5-thiobenzoic acid (TNB) ซึ่งเป็นสารที่มีสีเหลือง สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงของ
ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นนี้ได้ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ความเข้มของการดูดกลืน (the intensity of 
the absorption) แปรผันตรงกับปริมาณของผลิตภัณฑ์สีเหลืองที่เกิดขึ้น  หากเกิดการยับยั้งการ
ท้างานของเอนไซม์ AChE จะส่งผลให้ปริมาณของ TCh ลดลง ส่งผลให้ความเข้มของการดูดกลืน
ลดลงตามไปด้วย (Ellman และคณะ, 1961; Mertens และคณะ, 2016) 
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ภาพที่ 4 หลักการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสด้วย modified 
Ellman’s method 

 
ในงานวิจัยนี้ การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสด้วย 

modified Ellman's method ทดลองโดยใช้ไมโครเพลท 96 หลุม (96-well microplates) การ
ทดลองเริ่มจากการใส่สารตัวอย่างที่ต้องการทดสอบปริมาณ 25 ไมโครลิตรลงในหลุม จากนั้นเติม 
ATCh ความเข้มข้น 15 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 25 ไมโครลิตร ตามด้วย bovine serum albumin 
ค ว าม เ ข้ ม ข้ น ร้ อ ยล ะ  0.1 โ ดยมวลต่ อป ริ ม า ต ร ใน ตั ว ท้ า ล ะ ล า ย  Tris(hydroxymethyl) 
aminomethane ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 8 ปริมาณ 50 ไมโครลิตร หลังจากนั้นเติม 
DTNB ความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 125 ไมโครลิตร  ก่อนน้าปฏิกิริยาไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส ในที่มืดเป็นเวลา 5 นาที แล้วน้าปฏิกิริยาที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโน
เมตร จากนั้นเติมเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสจากปลาไหลไฟฟ้า (Electrophorus electricus) 
ความเข้มข้น 0.22 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 25 ไมโครลิตรลงในหลุม ปริมาตรสุดท้ายของปฏิกิริยา
รวม คือ 250 ไมโครลิตร  ขั้นตอนสุดท้ายน้าปฏิกิริยาไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในที่มืดเป็น
เวลา 20 นาที แล้วน้าปฏิกิริยาที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ส้าหรับกลุ่มควบคุม
แบบลบ (negative control) จะใช้ตัวท้าละลายที่ใช้ในการละลายสารตัวอย่างแทนการใช้สาร
ตัวอย่าง ในขณะที่กลุ่มควบคุมแบบบวก (positive control) จะใช้ donepezil HCl ความเข้มข้น 
0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรแทนการใช้สารตัวอย่าง  โดยการทดลองของกลุ่มทดลอง กลุ่มควบคุมแบบ
ลบ และกลุ่มควบคุมแบบบวก จะท้าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้้า แล้วน้าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาหา
ค่าเฉลี่ยก่อนน้ามาใช้ค้านวณร้อยละการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส โดยใช้
สมการต่อไปนี้ 
  

DTNB

+

AChE
+

ATCh
TCh

TNB
(yellow color)
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%AChE inhibition = 
(A-B) - (C-D)

(A-B)
 × 100 

เมื่อ %AChE inhibition คือ ร้อยละการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส 
A คือ ค่าการดูดกลืนของปฏิกิริยาที่มีเอนไซม์แต่ไม่มีสารตัวอย่าง 
B คือ ค่าการดูดกลืนของปฏิกิริยาที่ไม่มีเอนไซม์และไม่มีสารตัวอย่าง 
C คือ ค่าการดูดกลืนของปฏิกิริยาที่มีทั้งเอนไซม์และสารตัวอย่าง 
D คือ ค่าการดูดกลืนของปฏิกิริยาที่ไม่มีเอนไซม์แต่มีสารตัวอย่าง 

 
3.5 การประเมินกลุ่มสารพฤกษเคมีของสารสกัดหยาบจากเหง้าและล้าต้นเทียมข่า 

เตรียมสารละลายตัวอย่างเพ่ือใช้ในการทดสอบจากสารสกัดทั้งส่วนเหง้าและส่วนล้าต้น
เทียมที่ได้จากการสกัดตามหัวข้อ 3.3 ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในตัวท้าละลาย DMSO 
ความเข้มข้นร้อยละ 50 โดยปริมาตรในเอทานอล  จากนั้นน้าสารละลายตัวอย่างที่ได้มาทดสอบเพ่ือ
ประเมินกลุ่มสารพฤกษเคมีดังต่อไปนี้ 

3.5.1 การตรวจหาคาร์โบไฮเดรตและน้้าตาลรีดิวซ์ 
3.5.1.1 การตรวจหาคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธี Molisch’s test  

น้าสารละลายตัวอย่างของสารสกัดข่า 1 มิลลิลิตร มาเติมสารละลาย -
naphthol ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยปริมาตร จ้านวน 3 หยด เขย่าจนเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วเติม 
(ค่อยๆ เติมโดยเทลงด้านข้างหลอดทดลอง) กรดซัลฟิวริกเข้มข้นปริมาณ 1 มิลลิลิตร สังเกตสีบริเวณ
รอยต่อของสารละลาย  หากพบสีม่วงแดงแสดงว่ามีสารกลุ่มคาร์โบไฮเดรต 

3.5.1.2 การตรวจหาน้้าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี Fehling’s test 
น้าสารละลายตัวอย่างของสารสกัดข่า 1 มิลลิลิตร มาเติมสารละลาย Fehling 

ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เขย่าจนเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วน้าไปต้มบนอ่างอังไอน้้านาน 5 นาที  สังเกตสีของ
สารละลาย  หากพบตะกอนส้มแดงแสดงว่ามีน้้าตาลรีดิวซ์ 

3.5.2 การตรวจหาโปรตีนด้วยวิธี ninhydrin 
น้าสารละลายตัวอย่างของสารสกัดข่า 1 มิลลิลิตร มาเติมสารละลาย ninhydrin ปริมาณ

1 มิลลิลิตร เขย่าจนเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วน้าไปต้มบนอ่างอังไอน้้านาน 5 นาที  สังเกตสีของ
สารละลาย  หากเปลี่ยนเป็นสีน้้าเงิน-ม่วงแสดงว่ามีโปรตีน 

3.5.3 การตรวจหาสารพฤกษเคมีกลุ่มอัลคาลอยด์  
น้าสารละลายตัวอย่างของสารสกัดข่า 2 หยด มาเติมน้้ายาทดสอบอัลคาลอยด์ชนิดต่างๆ 

(ท้าการทดลองบนกระจกใส) จ้านวน 1 หยด และสังเกตลักษณะของสารละลาย  หากพบตะกอนที่
เกิดข้ึนดังแสดงตามตารางที่ 2 แสดงว่ามีอัลคาลอยด์ 
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ตารางท่ี 2 น้้ายาทดสอบอัลคาลอยด์ชนิดต่างๆ และผลการทดสอบ 

น้้ายาทดสอบ ผลการทดสอบ 
Dragendorff’s ตะกอนส้ม 

Hager’s ตะกอนเหลือง 

Mayer’s ตะกอนขาว 

Wager’s ตะกอนน้้าตาลแดง 

Tannic acid ตะกอนขาว 

 
3.5.4 การตรวจหาสารพฤกษเคมีกลุ่มฟีนอลิก 

3.5.4.1 การตรวจหาสารกลุ่มโพลีฟีนอลด้วยน้้ายาเฟอร์ริกคลอไรด์ (ferric chloride 
test) 

น้าสารละลายตัวอย่างปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายเฟอร์ริกคลอไรด์
ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยปริมาตร จ้านวน 3 หยด สังเกตการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น หากพบการ
เปลี่ยนแปลงของสีโดยพบหรือไม่พบตะกอนเป็นสีน้้าเงิน น้้าเงินคล้้า น้้าเงินม่วง เขียว เขียวน้้าตาล 
แสดงว่ามีสารกลุ่มโพลีฟีนอล 

3.5.4.2 การตรวจหาสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่มีหมู่แกมมาเบนโซไพโรนด้วยการทดสอบ
ปฏิกิริยากับไซยานิดินส์ (Shinoda’s test) 

น้าสารละลายตัวอย่างปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร มาเติมผงแมกนีเซียม 0.05 กรัม 
จากนั้นหยดกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้นร้อยละ 37 โดยปริมาตร จ้านวน 5 หยด หากสีของสารละลาย
เปลี่ยนเป็นสีส้มแดง แสดงว่ามีสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ท่ีมีหมู่แกมมาเบนโซไพโรน 

3.5.4.3 การตรวจหาสารกลุ่มฟลาวาโนนอล ฟลาโวนอล-3-ไกลโคไซด์ ฟลาวาโนน และ 
ฟลาโวนอลด้วยการทดสอบของพิว (Pew’s test) 

น้าสารละลายตัวอย่างปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร มาเติมผงสังกะสี 0.25 กรัม จากนั้น 
หยดกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 2 นอร์มอล จ้านวน 1 หยด เขย่าให้เข้ากัน แล้วจึงหยดกรดไฮโดร- 
คลอริกเข้มข้นร้อยละ 37 โดยปริมาตร จ้านวน 5 หยด สังเกตสีที่เกิดขึ้น หากพบสีแดงเข้ม แสดงว่ามี
สารประกอบฟลาวาโนนอลและฟลาโวนอล-3-ไกลโคไซด์ แต่หากพบสีแดงจางๆ แสดงว่ามี
สารประกอบฟลาวาโนนและฟลาโวนอล 

3.5.4.4 การตรวจหาสารกลุ่มแอนโทไซยานินด้วยการทดสอบความเป็นกรดด่าง (acid-
base test) 
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น้าสารละลายตัวอย่างปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร มาเติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 2 
นอร์มอล 1 หยด จากนั้นค่อยๆ เติมสารละลาย 10% แอมโมเนียทีละหยด  สังเกตสีที่เกิดขึ้น  หาก
เกิดการเปลี่ยนเป็นสีแดงเมื่อเติมกรด และเปลี่ยนเป็นสีน้้าเงินเมื่อเติมด่าง แสดงว่ามีสารกลุ่ม 
แอนโทไซยานิน 

3.5.4.5 การตรวจหาสารกลุ่มแทนนินโดยการทดสอบด้วยเจลาติน (gelatin test) 
น้าสารละลายตัวอย่างปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายเจลาตินเข้มข้น

ร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมาตร ปริมาณ 1 มิลลิลิตร สังเกตหากพบตะกอน แสดงว่ามีสารกลุ่มแทนนิน 



บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 การจัดหาและเตรียมวัตถุดิบสมุนไพร 

ร้อยละผลผลิตของวัตถุดิบข่าหลังจากท้าการอบแห้ง แสดงไว้ดังตารางที่ 3  
 
ตารางท่ี 3 ร้อยละผลผลิตของวัตถุดิบข่าจากการอบแห้ง 

วัตถุดิบ 
น้้าหนักสด 
(กิโลกรัม) 

น้้าหนักแห้ง 
(กิโลกรัม) 

ร้อยละผลผลิต 

เหง้าข่า 
ครั้งที่ 1 
ครั้งที่ 2 
ครั้งที่ 3 

ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
8.9 
9.4 
14.3 

10.9±3.0 

 
0.7 
1.0 
1.4 

1.0±0.4 

 
7.9 
10.6 
9.8 

9.2±1.4 
ล้าต้นเทียมข่า 

ครั้งที่ 1 
ครั้งที่ 2 
ครั้งที่ 3 

ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 
4.7 
5.4 
11.5 

7.2±3.7 

 
0.4 
0.8 
1.1 

0.8±0.4 

 
8.5 
14.8 
9.6 

11.1±3.4 

 
4.2 การสกัดน้้ามันหอมระเหยจากเหง้าข่าสด 

ร้อยละผลผลิตของการสกัดน้้ามันหอมระเหยจากเหง้าข่า แสดงดังตารางที่ 4 
 
ตารางท่ี 4 ร้อยละผลผลิตของการสกัดน้้ามันหอมระเหยจากเหง้าข่าสด 

การทดลอง ผลการทดลอง 

น้้าหนักเหง้าข่าสดเริ่มต้น (กรัม) 1630 

น้้าหนักน้้ามันหอมระเหยที่ได้ (กรัม) 2.30 
ร้อยละผลผลิต  0.14 
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4.3 การสกัดสารสกัดหยาบจากล้าต้นเทียมและเหง้าข่า 
ร้อยละผลผลิตของสารสกัดจากตัวท้าละลายอินทรีย์ต่างๆ ได้แก่ เฮกเซน ไดคลอโร -

มีเทน เอทิลอะซิเตต และเอทานอล แสดงดังตารางที่ 5 
 
ตารางท่ี 5  ร้อยละผลผลิตของสารสกัดจากตัวท้าละลายอินทรีย์ต่างๆ 

สารสกัดข่า 
น้้าหนักข่าอบแห้ง 

(กรัม) 
น้้าหนักสารสกัด 

(กรัม) 
ร้อยละผลผลิต 

เหง้า 
เฮกเซน 
ไดคลอโรมีเทน 
เอทิลอะซิเตต 
เอทานอล 

1431 

 
89.29 
14.14 
14.70 
58.62 

 
6.24 
0.99 
1.03 
4.10 

ล้าต้นเทียม 
เฮกเซน 
ไดคลอโรมีเทน 
เอทิลอะซิเตต  
เอทานอล 

1161.5 

 
20.76 
11.72 
8.51 
9.61 

 
1.79 
1.01 
0.73 
0.83 

 
4.4 การศึกษาฤทธิ์ยับย้ังการท้างานเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส 

4.4.1 การทดสอบการละลายของสารสกัดข่าในตัวท้าละลายต่างๆ 
การทดสอบการละลายของสารสกัดหยาบจากล้าต้นเทียมและเหง้าข่า โดยใช้ตัวท้าละลาย 

5 ชนิด ได้แก่ น้้า เมทานอล ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide: DMSO) เมทานอลความ
เข้มข้นร้อยละ 50 โดยปริมาตรในน้้า (50% เมทานอล) และ Tween 20 ความเข้มข้นร้อยละ 20 
(20% Tween 20) โดยปริมาตรในน้้า  เพ่ือน้าข้อมูลไปใช้ในการเตรียมตัวอย่างส้าหรับการทดสอบ
ฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส  ผลการทดสอบการละลายโดยเตรียม
ความเข้มข้นของสารสกัดข่า 1, 5 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (mg/mL) ดังแสดงในตารางที่ 6 
พบว่า 20% Tween 20 สามารถละลายสารสกัดทุกชนิดที่ความเข้มข้น 1 และ 5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร  ในขณะที่ DMSO สามารถละลายสารสกัดทุกชนิดที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ทดสอบ คือ 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  
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ตารางท่ี 6 ผลการละลายของสารสกัดหยาบจากล้าต้นเทียมและเหง้าข่า ในตัวท้าละลายต่างๆ 

ตัวท้าละลาย 

คว
าม

เข
้มข

น้ข
อง

สา
ร

สก
ัด 

(m
g/

m
L)

 สารสกัดข่าส่วนเหง้า สารสกัดข่าส่วนล้าต้นเทียม 

เฮ
กเ

ซน
 

ได
คล

อโ
รม

ีเท
น 

เอ
ทิล

อะ
ซิเ

ตต
 

เอ
ทา

นอ
ล 

เฮ
กเ

ซน
 

ได
คล

อโ
รม

ีเท
น 

เอ
ทิล

อะ
ซิเ

ตต
 

เอ
ทา

นอ
ล 

น้้า 1 X X X O X X X O 

50% เมทานอล 1 X X X / O X X / 
เมทานอล 1 X / / / O / / / 

20% Tween 20 
1 / / / / / / / / 
5 / / / / / / / / 

10 O O / / O O / / 

DMSO 
1 / / / / / / / / 
5 / / / / / / / / 
10 / / / / / / / / 

หมายเหตุ: X = ไม่ละลาย, O = ละลายบางส่วน, / = ละลายทั้งหมด 
 

4.4.2 การทดสอบผลของตัวท้าละลายต่อการท้างานของเอนไซม์ 
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสในงานวิจัยนี้โดยวิธี 

modified Ellman’s test เป็นวิธีการตรวจวัดปริมาณแสงและค่าความเข้มแสงในช่วงรังสียูวี ดังนั้น 
สารละลายที่ใช้ในการวัดต้องเป็นสารละลายใส จากผลการทดลองละลายสารสกัดหยาบที่สกัดด้วยตัว
ท้าละลายต่างๆ พบว่าตัวท้าละลายที่สามารถละลายสารสกัดทุกชนิดที่ความเข้มข้นสูงสุด 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จนได้สารละลายใสคือ DMSO  แต่อย่างไรก็ตาม มีงานวิจัยก่อนหน้าพบว่า 
DMSO ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.6 ถึง 10 โดยปริมาตร แสดงผลยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิล-
โคลีนเอสเทอเรส (Obregon และคณะ, 2005)  ดังนั้นการใช้ DMSO จึงเป็นไปอย่างจ้ากัด ผู้วิจัยจึง
สนใจน้าสารลดแรงตึงผิวกลุ่มท่ีไม่มีประจุมาช่วยเพ่ิมการละลาย โดยเลือกใช้ Tween 20 ซึ่งเป็นสารที่
ใช้โดยทั่วไปในการตั้งต้ารับเภสัชภัณฑ์  แต่อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีการรายงานผลของ Tween 20 ต่อ
การท้างานของเอนไซม์  ผู้วิจัยจึงท้าการทดลองเพ่ือหาข้อสรุปของการใช้ตัวท้าละลายที่เหมาะสมที่สุด 
โดยใช้ตัวท้าละลายผสมชนิดที่ 1-11  โดยใช้ donepezil HCl ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ซึ่งเป็นยากลุ่มที่ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสที่ได้รับการยอมรับให้
ใช้ในผู้ป่วยอัลไซเมอร์เป็นสารมาตรฐาน  ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิล-
โคลีนเอสเทอเรสโดยใช้ตัวท้าละลายต่างๆ แสดงดังตารางที่ 7  พบว่าการใช้ตัวท้าละลายผสมชนิดที่ 3 
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(Tween 20 : น้้า = 2:8) แสดงผลการทดลองไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (ระดับความเชื่อม่ัน
ร้อยละ 95) กับการใช้น้้าเป็นตัวท้าละลาย และเมื่อหาความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สุดเมื่อต้องการใช้ 
DMSO เป็นตัวท้าละลาย พบว่ามีเพียงตัวท้าละลายผสมชนิดที่ 4 (DMSO : Tween 20 : น้้า = 
0.1:2:7.9) เท่านั้นที่ให้ผลร้อยละการยับยั้งเอนไซม์ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (ระดับความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95) กับตัวท้าละลายชนิดที่ 3 (Tween 20 : น้้า = 2:8) 
 

ตารางท่ี 7 ผลทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสของ donepezil HCl 
ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร เมื่อใช้ตัวท้าละลายผสมที่ 1-11 

ชนิดตัวท้า
ละลายผสม 

ความเข้มข้นของตัวท้าละลายท่ีใช้ในการ
ทดสอบ (ร้อยละโดยปริมาตร) 

ร้อยละการยับยั้งการท้างานของ
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส 

DMSO  Tween 20 น้้า 
1 0 0 10 98.0 

2 10 0 0 73.7 

3 0 2 8 96.8 
4 0.1 2 7.9 94.8 

5 0.2 2 7.8 93.0 
6 0.5 2 7.5 91.3 

7 0.8 2 7.2 92.6 

8 1 2 7 92.3 
9 2 2 6 89.2 

10 5 2 3 80.6 

11 8 2 0 65.5 
 

4.4.3 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสของน้้ามันหอม
ระเหยและสารสกัดหยาบจากข่า 

ผู้วิจัยทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสด้วย modified 
Ellman’s method ของน้้ามันหอมระเหยและสารสกัดหยาบจากข่าที่ได้จากการสกัดด้วยตัวท้า
ละลายต่างๆ โดยใช้ donepezil HCl ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรเป็นสารมาตรฐาน  จาก
ผลการทดลองหัวข้อ 4.2.2  ผู้วิจัยเลือกใช้ตัวท้าละลายผสมชนิดที่ 3 (Tween 20 : น้้า = 2:8)  ผล
ร้อยละการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสของสารสกัดต่างๆ แสดงดังตารางที่ 
8  พบว่าเมื่อใช้สารสกัดข่าที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในการทดสอบการยับยั้งการ
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ท้างานของเอนไซม์  น้้ามันหอมระเหยของสารสกัดข่าแสดงผลการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ได้สูง
ที่สุด คือ ร้อยละ 71.7  ในขณะที่การทดสอบสารสกัดจากล้าต้นเทียมที่สกัดด้วยตัวท้าละลายเฮกเซน 
ไดคลอโรมีเทน และเอทิลอะซิเตต ไม่สามารถแปลผลการทดลองได้  เนื่องจากสีของสารสกัดรบกวน
การอ่านค่าดูดกลืนแสง  ผู้วิจัยจึงลดความเข้มข้นของสารสกัดดังกล่าวเหลือ 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ท้าให้สีของสารสกัดลดลง จึงรบกวนการแปลผลลดลง  เมื่อเปรียบเทียบผลการยับยั้งการท้างานของ
เอนไซม์ พบว่าสารสกัดล้าต้นเทียมข่าที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทนให้ผลการยับยั้งสูงที่สุด คือ ร้อยละ 
64.6 ในขณะที่สารสกัดล้าต้นเทียมข่าที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตตให้ผลการยับยั้งรองลงมา คือ ร้อยละ 
54.0 

จากนั้นผู้วิจัยจึงทดลองหาค่าความเข้มข้นของสารทดสอบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของ
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสได้ร้อยละ 50 (IC50) โดยทดลองเฉพาะสารสกัดข่าที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ได้ดีเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 5  พบว่า donepezil HCl 
ซึ่งใช้เป็นสารมาตรฐานมีค่า IC50 เท่ากับ 0.108 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ในขณะที่น้้ามันหอมระเหย
จากข่า และสารสกัดล้าต้นเทียมข่าที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทนมีค่า IC50 เท่ากับ 0.28 และ 0.16 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 
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ตารางท่ี 8 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสของน้้ามันหอม
ระเหยและสารสกัดหยาบจากข่าที่ความเข้มข้นต่างๆ 

สารสกัดข่า 

ร้อยละการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ 
อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส 

ความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบ (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

0.5 0.2 0.01 

น้้ามันหอมระเหย 71.7 - - 
เหง้า       

เฮกเซน 1.6 - - 
ไดคลอโรมีเทน 10.7 - - 
เอทิลอะซิเตต 12.7 - - 
เอทานอล 0.6 - - 

ล้าต้นเทียม       
เฮกเซน X 24.8 - 
ไดคลอโรมีเทน X 64.6 - 
เอทิลอะซิเตต X 54.0 - 
เอทานอล 20.9 - - 

สารมาตรฐาน (donepezil HCl) - - 95.7 

หมายเหตุ: X = ไม่สามารถแปลผลการทดลองได้, - = ไม่ได้ท้าการทดลอง 
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ภาพที่ 5 กราฟแสดงผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการท้างานเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสของ 

donepezil HCl  น้้ามันหอมระเหย  และสารสกัดล้าต้นเทียมข่าที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทน
ที่ความเข้มข้นต่างๆ และค่าความเข้มข้นของสารทดสอบที่สามารถยับยั้งการท้างานของ
เอนไซม์ได้ร้อยละ 50 
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4.5 ผลการประเมินกลุ่มสารพฤกษเคมีของสารสกัดข่า 
ผู้วิจัยได้ตั้งรหัสเพ่ือเป็นตัวแทนสารสกัดต่างๆ เพ่ือประเมินกลุ่มสารพฤกษเคมีของสาร

สกัดข่า แสดงดังตารางที่ 9 
 
ตารางท่ี 9 ความหมายของรหัสที่ใช้ในการทดลองเพ่ือประเมินกลุ่มสารพฤกษเคมีของสารสกัดข่า 

รหัส ความหมาย 

R สารสกัดจากเหง้าข่า 

S สารสกัดจากล้าต้นเทียมข่า 
A สารสกัดจากการสกัดด้วยเอทานอล 

E สารสกัดจากการสกัดด้วยเอทิลอะซิเตต 

D สารสกัดจากการสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน 
H สารสกัดจากการสกัดด้วยเฮกเซน 

1 การทดลองครั้งท่ี 1 

2 การทดลองครั้งท่ี 2 
Blank 50% DMSO ในเอทานอล 

 
4.5.1 การตรวจหาคาร์โบไฮเดรตและน้้าตาลรีดิวซ์ 

4.5.1.1 การตรวจหาคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธี Molisch’s test 
จากการทดลอง ตรวจพบคาร์โบไฮเดรตของสารสกัดจากเหง้าและล้าต้นเทียมข่า

ที่สกัดด้วยเอทานอล (RA1, RA2, SA1 และ SA2) ซึ่งแสดงสีม่วงแดง ดังภาพที่ 6 
 

 

 ภาพที่ 6 ผลการทดลองตรวจหาคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธี Molisch’s test โดยรหัสต่างๆ มีความหมาย    
ตามตารางท่ี 9    
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4.5.1.2 การตรวจหาน้้าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี Fehling’s test 
จากการทดลอง ไม่พบตะกอนสีส้มแดง แสดงว่าตรวจไม่พบน้้าตาลรีดิวซ์ของสาร

สกัดจากข่าที่สกัดด้วยตัวท้าละลายต่างๆ ในงานวิจัยนี้ แสดงดังภาพที่ 7 
 

 

ภาพที่ 7 ผลการทดลองตรวจหาน้้าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี Fehling’s test โดยรหัสต่างๆ มีความหมาย
ตามตารางท่ี 9    

 
4.5.2 การตรวจหาโปรตีนด้วยวิธี ninhydrin 

จากการทดลอง ตรวจพบโปรตีนของสารสกัดจากเหง้าและล้าต้นเทียมข่าที่สกัดด้วย 
เอทานอล (RA1, RA2, SA1 และ SA2) ซึ่งแสดงสีน้้าเงิน-ม่วง ดังภาพที่ 8 

 

 

ภาพที่ 8 ผลการทดลองตรวจหาโปรตีนด้วยวิธี ninhydrin 
 โดยรหัสต่างๆ มีความหมายตามตารางท่ี 9 

 
4.5.3 การตรวจหาสารพฤกษเคมีกลุ่มอัลคาลอยด์ 

จากการตรวจหาสารกลุ่มอัลคาลอยด์ในสารสกัดข่าด้วยน้้ายาทดสอบอัลคาลอยด์ 5 ชนิด 
ได้แก่ Dragendorff’s (D), Hager’s (H), Mayer’s (M), Wager’s (W) และ Tannic acid (T) ตรวจ
ไม่พบสารกลุ่มอัลคาลอยด์ในสารสกัดข่าท่ีสกัดด้วยตัวท้าละลายต่างๆ ในงานวิจัยนี้ แสดงดังภาพที่ 9  
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ภาพที่ 9 ผลการทดลองตรวจหาสารอัลคาลอยด์ในสารสกัดข่าด้วยน้้ายาทดสอบ Dragendorff’s (D), 
Hager’s (H), Mayer’s (M), Tannic acid (T) แ ล ะ  Wager’s (W) โ ดย รหั ส ต่ า ง ๆ  มี
ความหมายตามตารางที่ 9    

 
4.5.4 การตรวจหาสารพฤกษเคมีกลุ่มฟีนอลิก 

4.5.4.1 การตรวจหาสารกลุ่มโพลีฟีนอลด้วยน้้ายาเฟอร์ริกคลอไรด์ (ferric chloride 
test) 

การตรวจสอบสารกลุ่มโพลีฟีนอลด้วยวิธี ferric chloride test เป็นการท้า
ปฏิกิริยาของธาตุเหล็กประจุ 3+ กับหมู่ฟีนอลเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่เป็นตะกอนและไม่เป็น
ตะกอนสีน้้าเงิน น้้าเงินคล้้า น้้าเงินม่วง เขียว เขียวน้้าตาล (ชลธิดา เทพหินลัพ, 2555) ผลการตรวจหา
สารกลุ่มโพลีฟีนอลในสารสกัดข่า แสดงดังภาพที่ 10  ซึ่งตรวจไม่พบสารกลุ่มโพลีฟีนอลในสารสกัด



-27- 

เหง้าข่าท่ีสกัดด้วยตัวท้าละลายต่างๆ ในงานวิจัยนี้ (ภาพที่ 10 ก.) ในขณะที่พบตะกอนสีน้้าตาลในสาร
สกัดล้าต้นเทียมข่า (ภาพที่ 10 ข.) ที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทน (หลอดที่ 5) และสกัดด้วยเอทิลอะซิเตต 
(หลอดที่ 6) พบตะกอนสีเขียวน้้าตาลอ่อนในสารสกัดล้าต้นเทียมข่าที่สกัดด้วยเอทานอล (หลอดที่ 7) 
แสดงว่ามีสารกลุ่มโพลีฟีนอลเป็นองค์ประกอบ 
 

ก. สารสกัดเหง้าข่า 

 
ข. สารสกัดล้าต้นเทียมข่า 

 

ภาพที่ 10 ผลการทดลองตรวจหาสารกลุ่มโพลีฟีนอลด้วยวิธี ferric chloride test ในสารสกัดเหง้า
ข่า (ก.) และสารสกัดล้าต้นเทียมข่า (ข.) โดยหลอดที่ 1 คือปฏิกิริยาควบคุม, หลอดที่ 2 
และ3 คือปฏิกิริยาให้ผลบวก, หลอดที่ 4 คือสารที่สกัดด้วยเฮกเซน, หลอดที่ 5 คือสารที่
สกัดด้วยไดคลอโรมีเทน, หลอดที่ 6 คือสารที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตต และหลอดที่ 7 คือ
สารที่สกัดด้วยเอทานอล 
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4.5.4.2 การตรวจหาสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่มีหมู่แกมมาเบนโซไพโรนด้วยการทดสอบ
ปฏิกิริยากับไซยานิดินส์ (Shinoda’s test) 

การตรวจสอบสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่มีหมู่แกมมาเบน โซไพโรนด้วยวิธี  
Shinoda’s test เป็นการท้าปฏิกิริยาของโครงสร้างสารหลักเป็นฟลาโวน (flavone backbone) 
โดยทั่วไปมีสีเหลืองกับโลหะแม็กนีเซียมที่มีการเติมกรดไฮโดรคลอริก เกิดเป็นสารที่มีโครงสร้างเป็น
แอนโทไซยานิดิน (anthocyanidin skeleton) ซึ่งเป็นสารที่มีสีส้มหรือแดง (ชลธิดา เทพหินลัพ, 
2555)  ผลการทดลอง คือ ไม่พบการเปลี่ยนแปลงสีของสารสกัดเป็นสีส้มหรือแดง แสดงว่าตรวจไม่
พบกลุ่มสารฟลาโวนอยด์ที่มีหมู่แกมมาเบนโซไพโรนในสารสกัดจากเหง้าข่าและล้าต้นเทียมข่าที่สกัด
ด้วยตัวท้าละลายต่างๆ ในงานวิจัยนี้ แสดงดังภาพที่ 11 

 
ก. สารสกัดเหง้าข่า 

 
ข. สารสกัดล้าต้นเทียมข่า 

 

ภาพที่ 11 ผลการทดลองตรวจหาสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ที่มีหมู่แกมมาเบนโซไพโรนด้วยการทดสอบ
ปฏิกิริยากับไซยานิดินส์ (Shinoda’s test) ในสารสกัดเหง้าข่า (ก.) และสารสกัดล้าต้น
เทียมข่า (ข.) โดยหลอดที่ 1 คือ ปฏิกิริยาควบคุม, หลอดที่ 2 และ 3 คือปฏิกิริยาให้
ผลบวก,  หลอดที่  4 คือสารที่ สกัดด้วยเฮกเซน, หลอดที่  5 คือสารที่ สกัดด้วย 
ไดคลอโรมีเทน, หลอดที่ 6 คือสารที่สกัดด้วยเอทิลอะซิเตต และหลอดที่ 7 คือสารที่สกัด
ด้วยเอทานอล 
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4.5.4.3 การตรวจหากลุ่มสารฟลาวาโนนอล ฟลาโวนอล ฟลาวาโนน ด้วยการทดสอบ
ของพิว (Pew’s test) 

การตรวจสอบสารกลุ่มฟลาวาโนนอล ฟลาโวนอล-3-ไกลโคไซด์ ฟลาวาโนน 
และฟลาโวนอล ด้วยวิธี Pew’s test  เป็นการตรวจสอบฟลาโวนอยด์ในสภาวะที่มีกรดโดยมีสังกะสี
เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา (catalyst)  โดยจะมีสีแดงเข้มหากมีสารประกอบฟลาวาโนนอลและฟลาโวนอล-
3-ไกลโคไซด์ ในขณะที่การเกิดสีแดงจางๆ จะเกิดจากสารประกอบฟลาวาโนนและฟลาโวนอล  
(ชลธิดา เทพหินลัพ, 2555)  ผลการทดลอง คือ ไม่พบการเปลี่ยนแปลงสีของสารสกัดเป็นสีแดง แสดง
ว่าตรวจไม่พบกลุ่มสารฟลาวาโนนอล ฟลาโวนอล-3-ไกลโคไซด์ ฟลาวาโนน และฟลาโวนอล ในสาร
สกัดจากเหง้าข่าและล้าต้นเทียมข่าที่สกัดด้วยตัวท้าละลายต่างๆ ในงานวิจัยนี้ แสดงดังภาพที่ 12 

 
ก. สารสกัดเหง้าข่า 

 
ข. สารสกัดล้าต้นเทียมข่า 

 

ภาพที่ 12 การตรวจหากลุ่มสารฟลาวาโนนอล ฟลาโวนอล ฟลาวาโนนด้วยการทดสอบของพิว 
(Pew’s test) ของสารสกัดเหง้าข่า (ก.) และสารสกัดล้าต้นเทียมข่า (ข.) โดยหลอดที่ 1 
คือปฏิกิริยาควบคุม, หลอดที่ 2 คือปฏิกิริยาให้ผลบวก, หลอดที่ 3 คือสารที่สกัดด้วย 
เฮกเซน, หลอดที่ 4 คือสารที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทน, หลอดที่ 5 คือสารที่สกัดด้วยเอทิล 
อะซิเตต และหลอดท่ี 6 คือสารทีส่กัดด้วยเอทานอล 
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4.5.4.4 การตรวจหาสารกลุ่มแอนโทไซยานินด้วยการทดสอบความเป็นกรดด่าง (acid-
base test) 

การตรวจสอบสารกลุ่มแอนโทไซยานินด้วยวิธี  acid-base test เป็นการ
เกิดปฏิกิริยาการเปลี่ยนโครงสร้างสารตามค่าความเป็นกรด-ด่าง โดยโครงสร้างในสภาวะที่เป็นกรด 
เรียกว่า flavylium cation จะมีสีแดง ส่วนโครงสร้างในสภาวะที่เป็นด่าง เรียกว่า quinoidal base 
จะมีสีน้้าเงิน (ชลธิดา เทพหินลัพ, 2555)  ผลการทดลองเมื่อเติมกรดหรือด่างพบว่า สารสกัดจากเหง้า
ข่าและล้าต้นเทียมข่าที่สกัดด้วยตัวท้าละลายต่างๆ ในงานวิจัยนี้ ไม่เปลี่ยนเป็นสีแดงเมื่อเติมกรด และ
ไม่เปลี่ยนเป็นสีน้้าเงินเมื่อเติมด่าง  แสดงว่าไม่พบสารกลุ่มแอนโทไซยานิน  ผลการทดลองแสดงดัง
ภาพที่ 13 

 

ก. สารสกัดเหง้าข่า 

 
ข. สารสกัดล้าต้นเทียมข่า 

 

ภาพที่ 13 ผลการตรวจหาสารกลุ่มแอนโทไซยานินด้วยการทดสอบความเป็นกรดด่าง (acid-base 
test) ของสารสกัดเหง้าข่า (ก.) และสารสกัดล้าต้นเทียมข่า (ข.) โดยหลอดที่ 1 คือ
ปฏิกิริยาควบคุม, หลอดที่ 2 และ 4 คือปฏิกิริยาให้ผลบวกกับกรด, หลอดที่ 3 และ 5 คือ
ปฏิกิริยาให้ผลบวกกับด่าง, หลอดที่ 6 คือสารสกัดเฮกเซน, หลอดที่ 7 คือสารสกัดไดคลอ
โรมีเทน, หลอดที่ 8 คือสารสกัดเอทิลอะซิเตต และหลอดที่ 9 คือสารสกัดเอทานอล โดย
หลอดที่ 6-9 คือปฏิกิริยาเมื่อทดสอบในกรดหรือในด่าง 
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4.5.4.5 การตรวจหาสารกลุ่มแทนนินโดยการทดสอบด้วยเจลาติน (gelatin test) 
การตรวจสอบสารกลุ่มแทนนินด้วยวิธี gelatin test เป็นการเกิดปฏิกิริยาการ

ตกตะกอนของเจลาตินด้วยแทนนิน (ชลธิดา เทพหินลัพ, 2555)  จากการทดลองไม่พบตะกอนของ 
เจลาติน แสดงว่าตรวจไม่พบสารกลุ่มแทนนินในสารสกัดจากข่าที่สกัดด้วยตัวท้าละลายต่างๆ ใน
งานวิจัยนี้ แสดงดังภาพที่ 14 
 

ก. สารสกัดเหง้าข่า 

 
ข. สารสกัดล้าต้นเทียมข่า 

 

ภาพที่ 14 ผลการตรวจหาสารกลุ่มแทนนินโดยการทดสอบด้วยเจลาติน (gelatin test) ของสารสกัด
เหง้าข่า (ก.) และสารสกัดล้าต้นเทียมข่า (ข.) โดย หลอดที่ 1 คือปฏิกิริยาควบคุม, หลอด
ที่ 2 คือสารสกัดเฮกเซน, หลอดที่ 3 คือสารสกัดไดคลอโรมีเทน, หลอดที่ 4 คือสารสกัด
เอทิลอะซิเตต และหลอดท่ี 5 คือสารสกัดเอทานอล  
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จากผลการทดลองเพ่ือประเมินกลุ่มสารพฤกษเคมีของสารสกัดข่า โดยตรวจหาสารกลุ่ม
คาร์โบไฮเดรต น้้าตาลรีดิวซ์ โปรตีน สารกลุ่มอัลคาลอยด์และสารกลุ่มฟีนอกลิก สามารถสรุปผลการ
ประเมินดังตารางที่ 10 

 
ตารางท่ี 10 ผลการประเมินกลุ่มสารพฤกษเคมีของสารสกัดเหง้าและล้าต้นเทียมข่า 

สารสกัดข่า 
ผลการประเมินกลุ่มสารพฤกษเคมี 

คาร์โบไฮเดรต น้้าตาลรีดิวซ์ โปรตีน อัลคาลอยด์ ฟีนอกลิก 

เหง้า  

เฮกเซน X X X X X 
ไดคลอโรมีเทน X X X X X 

เอทิลอะซิเตต X X X X X 
เอทานอล O X O X X 

ล้าต้นเทียม 

เฮกเซน X X X X X 
ไดคลอโรมีเทน X X X X O 

เอทิลอะซิเตต X X X X O 

เอทานอล O X O X O 
หมายเหตุ: O = ตรวจพบ, X = ตรวจไม่พบ  

 



บทที่ 5 
สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
งานวิจัยนี้เป็นการประเมินฤทธิ์ยับยั้งอะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสของน้้ามันหอมระเหย

และสารสกัดหยาบจากข่าพร้อมประเมินกลุ่มสารพฤกษเคมีของสารสกัดหยาบจากข่า  โดยข่าที่ใช้ใน
การทดลองนี้มีแหล่งปลูกที่จังหวัดสมุทรปราการ  อายุประมาณ 8 เดือน  ส่วนที่ใช้ในการทดสอบ คือ 
เหง้าและล้าต้นเทียม  ในการสกัดน้้ามันหอมระเหยได้ใช้เหง้าข่าสดในการสกัด ให้ร้อยละผลผลิต
เท่ากับ 0.14  ในขณะที่การสกัดหยาบได้ใช้เหง้าข่าและล้าต้นเทียมที่ผ่านการอบแห้งแล้วสกัดด้วยตัว
ท้าละลายอินทรีย์ 4 ชนิด ได้แก่ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน เอทิลอะซิเตต และเอทานอล  โดยการสกัด
แบบเรียงล้าดับตามคุณสมบัติความมีขั้วของตัวท้าละลายอินทรีย์จากน้อยไปมาก ให้ร้อยละผลผลิต
เท่ากับ 0.73-6.24  โดยได้ร้อยละผลผลิตจากส่วนเหง้าข่ามากกว่าส่วนของล้าต้นเทียม  เมื่อน้าสาร
สกัดหยาบและน้้ามันหอมระเหยจากข่าไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งอะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสด้วย modified 
Ellman's method โดยใช้ donepezil HCl เป็นสารมาตรฐาน  พบว่าสารสกัดล้าต้นเทียมข่าที่สกัด
ด้วยไดคลอโรมีเทนสามารถยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ได้ดีที่สุดโดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.16 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร  รองลงมาคือน้้ามันหอมระเหย โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 0.28 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  ในขณะ
ที่สารมาตรฐาน donepezil HCl มีค่า IC50 เท่ากับ 0.108 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  ในงานวิจัยก่อน
หน้านี้ (Chaiyana และ Okonogi, 2012) พบว่า น้้ามันหอมระเหยจากข่าความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตรสามารถยับยั้งเอนไซม์ได้ร้อยละ 83.9  ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ดีกว่าน้้ามัน
หอมระเหยจากข่าในการทดลองนี้  สาเหตุของความแตกต่างนี้อาจเนื่องมาจากแหล่งปลูกข่า อายุการ
เก็บข่า วิธีการสกัด ระยะเวลาการสกัด  แต่อย่างไรก็ตาม ผลที่ได้จากทั้งงานวิจัยก่อนหน้าและงานวิจัย
นี้ แสดงให้เห็นถึงศักยภาพของน้้ามันหอมระเหยข่าในการยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีน
เอสเทอเรสที่ดีเช่นเดียวกัน  

เมื่อน้าสารสกัดหยาบที่สกัดด้วยตัวท้าละลายต่างๆ มาประเมินกลุ่มสารพฤกษเคมี พบ
คาร์โบไฮเดรตและโปรตีนในสารสกัดเหง้าข่าที่สกัดด้วยเอทานอล และพบสารกลุ่มฟีนอลิกในสารสกัด
จากล้าต้นเทียมที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทนและเอทิลอะซิเตต ซึ่งเป็นสารสกัดส่วนที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
เอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสได้ดี  ท้าให้สารสกัดจากล้าต้นเทียมที่สกัดด้วยไดคลอโรมีเทนและ
เอทิลอะซิเตตมีความน่าสนใจในการน้าไปวิจัยต่อยอดต่อไป 
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จากการวิจัยนี้จึงสรุปได้ว่า น้้ามันหอมระเหยจากข่า สารสกัดจากล้าต้นเทียมที่สกัดด้วย
ไดคลอโรมีเทนและเอทิลอะซิเตตสามารถยับยั้งการท้างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสได้ดี 
มีความน่าสนใจในการท้าวิจัยเพ่ือประเมินฤทธิ์อ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องกับการรักษาและป้องกันอัลไซเมอร์ 
เช่น  ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  ฤทธิ์ยับยั้งการท้างานของเอนไซม์บิวทิริลโคลีนเอสเทอเรส  ฤทธิ์การยับยั้ง
การสร้างอะไมลอยเบต้าโปรตีน  ซึ่งสามารถน้าไปสู่การพัฒนาเป็นสมุนไพรที่มีศักยภาพในการรักษา
และป้องกันอัลไซเมอร์ได้ในอนาคต 
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