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Abstract 
 
Project Code : MRG4980018 
Project Title : Acetylcholinesterase inhibition compounds from Kaempferia parviflora 
Investigator : Pattara Sawasdee 
E-mail address: p_tiew@hotmail.com 
Project period : 1 July 2006 - 30 June 2008 
  

According to the extracts of Kaempferia parviflora showed the potent 
acetylcholinesterase inhibitory activity, they were separated and purified to obtain the active 
constituents by chromatography techniques. Three flavones were afforded from the hexane 
extract and additional eleven flavones were isolated from the dichloromethane extract. Their 
structures were completely elucidated based on NMR analysis and compared with literature 
reports. Moreover, five unnatural flavones were synthesized to investigate the structural 
activity relationship (SAR) of acetylcholinesterase (AChE) inhibitory activity. The results of 
AChE inhibition examination showed that compound 6, 5,7,4′-trimethoxyflavone, had the 
highest activity (56% inhibition) at concentration 1 mg/mL. It was observed that compounds 
bearing the 5,7,4′-trimethoxy groups and a free methoxy group at C-3 had a significant 
inhibitory effect in the concentration tested, but bearing a 5-hydroxyl group reduced the 
inhibitory potency. On the other hand, flavones bearing a 3′-methoxy or 5′-methoxy did not 
influence the inhibitory effect.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Kaempferia parviflora, flavones, acetylcholinesterase 
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บทคัดยอ 
 
รหัสโครงการ : MRG4980018 
ชื่อโครงการ : สารออกฤทธิ์ยับยบัยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสจากกระชายดํา 
ชื่อนักวิจัย : อาจารย ดร. พัฒทรา  สวัสดี 
E-mail address: p_tiew@hotmail.com 
ระยะเวลาโครงการ : 1 กรกฎาคม 2549 – 30 มิถุนายน 2551 
 
 สิ่งสกัดจากกระชายดําใหฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสที่นาสนใจ ดังน้ันจึงได
ทําการแยกและทําใหบริสุทธิ์เพ่ือหาสารออกฤทธิ์โดยใชเทคนิคทางโครมาโทกราฟ สามารถแยกสาร 
ฟลาโวนได 3 ชนิดจากสิ่งสกัดเฮกเซน และอีก 11 ชนิดจากสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทน วิเคราะหและ
พิสูจนสูตรโครงสรางของสารดวยเทคนิคทางเอ็นเอ็มอารและเทียบกับเอกสารอางอิง นอกจากนี้ยังได
สังเคราะหฟลาโวนที่ไมพบในธรรมชาติอีก 5 ชนิดเพื่อใชในการหาความสัมพันธระหวางสูตร
โครงสรางและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส ผลการทดสอบฤทธิ์ดังกลาวพบวา สาร (6) 
คือ 5,7,4′-ไตรเมทอกซีฟลาโวน ใหฤทธิ์สูงที่สุด (ยับยั้งได 56%) ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
มีขอสังเกตวาสารที่มีหมูเมทอกซีที่ตําแหนง 5, 7 และ 4′ โดยที่ไมมีหมูเมทอกซีที่ตําแหนงที่ 3 จะมี
ฤทธิ์การยับยั้งที่ดี แตถามีหมูไฮดรอกซีที่ตําแหนงที่ 5 จะทําใหฤทธิ์ลดลง ในทางกลับกัน ฟลาโวนที่มี
หมูเมทอกซีที่ตําแหนงที่ 3′ หรือ 5′ จะไมมีผลตอฤทธิ์ดังกลาวเลย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
คําหลัก: กระชายดํา, ฟลาโวน, อะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส 
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Executive Summary 
  

อัลไซเมอร เปนโรคสมองเสื่อมชนิดหนึ่งที่พบไดบอยที่สุดโดยจะมีการเสื่อมของเซลลสมอง
ทุกสวนเปนแลวไมมีวันหาย ผูปวยจะไมสามารถควบคุมอารมณตัวเอง ไมสามารถแยกทุกผิด มี
ปญหาในเรื่องการใชภาษา การประสานงานของกลามเนื้อเสียไป ความจําเสื่อม ในระยะทายของโรค
จะสูญเสียความจําทั้งหมด จํานวนผูปวยดวยโรคนี้มีจํานวนมากขึ้นทุกป และภาระในการเฝาดูแล
รักษาโดยแพทย และญาติก็จะตองมีมากขึ้นดวย ดวยเหตุน้ีแพทยทั่วโลกจึงใหความสนใจศึกษาและ
วิจัยโรคอัลไซเมอรเปนอยางมาก ไมวาจะในประเด็นปองกันหรือรักษา ปจจุบันยังไมมียาที่รักษาให
หายขาดไดแตมียาซึ่งอาจชวยควบคุมอาการตางๆ ใหนอยลงไดชั่วคราว  แตโรคก็จะดําเนินตอไป
เรื่อยๆ เม่ือถึงระยะที่เปนมากๆ ยาก็จะไมไดผล สาเหตุของโรคอัลไซเมอรมีสมมติฐานวาสามารถ
เกิดขึ้นไดจากหลายสาเหตุดวยกัน แตยังไมเปนที่ทราบแนชัด โดยสาเหตุที่สําคัญสาเหตุหน่ึงก็คือ 
ผูปวยอัลไซเมอรจะมีปริมาณเซลลสมองลดลงและสารสื่อประสาท Acetylcholine (ACh) ลดลงดวย 
สารสื่อประสาทนี้เปนตัวเชื่อมโยงคําสั่งตางๆ ของเซลลสมองที่ควบคุมดานความจํา ความคิดอานและ
พฤติกรรมตางๆ เม่ือ ACh ลดลง จึงทําใหเกิดอาการตางๆ ของโรคอัลไซเมอร ปจจุบันมียาที่ชวยเพิ่ม
ปริมาณของ ACh ในสมอง โดยออกฤทธิ์ตาน Acetylcholinesterase (AChE) ที่ยอยสลาย ACh คือ 
AChE inhibitors เชน tacrine, rivastigmine และ galantamine ยาเหลานี้จึงชวยใหผูปวยอัลไซเมอรมี
อาการดีขึ้นได และชะลอการทรุดลงของโรคถาไดใชในระยะเริ่มแรก แตจะไมทําใหโรคหายขาด 

จากการศึกษาเบื้องตนของหนวยวิจัยผลติภัณฑธรรมชาติ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร ใน
การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสเบื้องตนกับสิ่งสกัดสมุนไพร 50 ชนิด ดวยวธิ ี
TLC assay พบวา องคประกอบทางเคมีของสมุนไพรหลายชนิดแสดงฤทธิท์ี่นาสนใจ รวมทั้งสิ่งสกัด
จากเหงากระชายดํา Kaempferia parviflora Wall. Ex Baker จึงไดเลือกสิ่งสกัดสมุนไพรจากกระชาย
ดํา ศึกษาหาสารสําคัญที่แสดงฤทธิ์ทางชวีภาพในการยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลนีเอสเตอเรส 

งานวิจัยน้ีไดทําการสกัดเหงากระชายดําดวยเมทานอลดวยเทคนิค Soxhlet extraction 
จากนั้นนํามาสกัดแบบแบงสวนดวยเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และบิวทานอลอิ่มตัว ตามลําดับ นําสิ่ง
สกัดเฮกเซนและไดคลอโรมีเทน ไปแยกองคประกอบทางเคมีดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ ไดสาร
บริสุทธิ์ทั้งหมด 14 ชนิดดวยกัน คือ สารฟลาโวน (1)-(13) และ p-methoxycinnamic acid (14) 
นอกจากนี้ยังทําการสังเคราะหสารฟลาโวนเพิ่มเติมอีก 5 ชนิด คือ สาร (17), (18), (23), (25) และ 
(26) นําสารฟลาโวนเหลานี้ไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส เพ่ือหาคา
เปอรเซ็นตการยับยั้ง ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบวา สาร (6) คือ 5,7,4′-ไตรเมทอกซีฟ
ลาโวน ใหฤทธิ์สูงที่สุด (ยับยั้งได 56%) จากการศึกษาความสัมพันธระหวางโครงสรางของสารฟ
ลาโวนและฤทธิ์ยับยั้งดังกลาว พบขอสังเกตวาสารที่มีหมูเมทอกซีที่ตําแหนง 5, 7 และ 4′ โดยที่ไมมี
หมูเมทอกซีที่ตําแหนงที่ 3 จะมีฤทธิ์การยับยั้งที่ดีกวา แตถามีหมูไฮดรอกซีที่ตําแหนงที่ 5 จะทําให
ฤทธิ์ลดลง ในทางกลับกัน ฟลาโวนที่มีหมูเมทอกซีที่ตําแหนงที่ 3′ หรือ 5′ จะไมมีผลตอฤทธิ์ดังกลาว
เลย 



 
 
 
 
 
 
 

สาร R1 R2 R3 R4 R5 R6 % การยับยั้ง 
(1) OMe OH OMe H H H NA 
(2) H OH OMe H H H NA 
(3) OMe OH OMe OMe H H NA 
(4) OMe OH OMe OMe OMe H NA 
(5) OMe OMe OMe H H H NA 
(6) H OMe OMe OMe H H 56 
(7) H OMe OMe H H H 47 
(8) OMe OMe OMe OMe H H 15 
(9) OMe OMe OMe OMe OMe H 15 
(10) H OH OMe OMe H H 21 
(11) OMe OH OMe OMe OH H 14 
(12) H OH OMe OMe OMe H n.t 
(13) H OH OMe OH H H n.t 
(17) H H H H H H 32 
(18) H H H OMe OMe OMe 22 
(23) OH H H H OMe H 8 
(25) OMe H H H OMe H 34 
(26) OCH2Ph H H H OMe H 22 

 

หมายเหต ุ % การยับย้ังของสารมาตรฐาน (galantamine) คือ 94% 
NA = not active (ไมมีฤทธิ์ยับย้ัง)  n.t = not test (ไมไดทําการทดสอบ) 
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1. บทนํา 
สมองเสื่อม (Dementia) เปนภาวะที่สมองมีระดับความสามารถในการจัดการวางแผน ดําเนิน

กิจกรรมตางๆ ลดลง ทําใหผูปวยมีปญหาไมสามารถเรียนรูสิ่งใหมๆ คิดสิ่งตางๆ ไมออก บุคลิกภาพ
เปลี่ยนแปลง วิตกกังวล รวมทั้งซึมเศรา ภาวะสมองเสื่อมน้ันตางจากความจําเสื่อม (Forgetfullness) โดย
มักมีอาการอื่น นอกจากความจําเสื่อมรวมดวยโรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease, AD) เปนสาเหตุ
ของสมองเสื่อมที่พบไดบอยมักพบในผูสูงอายุ ทําใหเปนปญหาแกประเทศไทยที่มีจํานวนผูสูงอายุมากขึ้น 

สถิติที่แพทยไดจากการตรวจรักษาโรคอัลไซเมอร แสดงใหเห็นวา 1 ใน 20 ของคนที่มีอายุ 75-84 ป 
จะปวยเปนโรคอัลไซเมอร และ 1 ใน 5 ของคนที่มีอายุเกิน 85 ป ก็จะเปนโรคชนิดนี้เชนกัน สวนคนที่อยู
ในวัย 40-70 ป สถิติการเปน คือ 5 เปอรเซ็นต เม่ือศตวรรษกอนหนานี้ ประชากรโลกนอยกวา 1 
เปอรเซ็นตมีอายุเกิน 65 ป ณ วันน้ีประชากร 7 เปอรเซ็นต มีอายุเกิน 65 ป และอีก 50 ป 15-20 
เปอรเซ็นตของประชากรโลกจะมีอายุเกิน 65 ป น่ันหมายความวา ในอนาคตโลกจะถูกโรคอลัไซเมอร
คุกคามหนัก เพราะจํานวนผูปวยดวยโรคนี้จะมีมากขึ้นทุกป และภาระในการเฝาดูแลรักษาโดยแพทย 
และญาติก็จะตองมีมากขึ้นดวย ดวยเหตุน้ีแพทยทัว่โลกจึงใหความสนใจศึกษาและวิจัยโรคอัลไซเมอร
เปนอยางมาก ไมวาจะในประเด็นปองกันหรือรักษา ปจจุบันยังไมมียาที่รักษาใหหายขาดไดแตมียาซึ่ง
อาจชวยควบคุมอาการตางๆ ใหนอยลงไดชั่วคราว  แตโรคก็จะดําเนินตอไปเรื่อยๆ เม่ือถึงระยะที่เปน
มากๆ ยาก็จะไมไดผล 

สาเหตุของโรคอัลไซเมอรมีสมมติฐานวาสามารถเกิดขึน้ไดจากหลายสาเหตุดวยกัน แตยังไมเปนที่
ทราบแนชัด โดยสาเหตุที่สาํคัญสาเหตุหน่ึงก็คือ ผูปวยอัลไซเมอรจะมีปริมาณเซลลสมองลดลงและสาร
สื่อประสาท Acetylcholine (ACh) ลดลงดวย สารสื่อประสาทนี้เปนตวัเชื่อมโยงคําสั่งตางๆ ของเซลล
สมองที่ควบคมุดานความจํา ความคิดอานและพฤติกรรมตางๆ เม่ือ ACh ลดลง จึงทําใหเกิดอาการตางๆ 
ของโรคอัลไซเมอร ปจจุบันมียาที่ชวยเพ่ิมปริมาณของ ACh ในสมอง โดยออกฤทธิต์าน 
Acetylcholinesterase (AChE) ที่ยอยสลาย ACh คือ AChE inhibitors เชน tacrine, rivastigmine และ 
galantamine ยาเหลานี้จึงชวยใหผูปวยอัลไซเมอรมีอาการดีขึ้นได และชะลอการทรุดลงของโรคถาไดใช
ในระยะเริ่มแรก แตจะไมทําใหโรคหายขาด 

ในประเทศไทยถึงแมวา จํานวนผูปวยยงัมีไมมากนัก เม่ือเทียบกับประชากรในโลกตะวันตก แตก็
นับวาเปนปญหาสําคัญอันหนึ่ง ที่ควรจะหาทางปองกันไว มีสมุนไพรไทยหลายชนิดที่การแพทยอายุรเวท
เชื่อวา มีสรรพคุณในการกระตุนความคดิและฟนฟูความจํา เชน นํ้ามันจากเมล็ดกระทงลาย ใบบวับก 
ขม้ินชันและวานน้ํา นอกจากนี้ ยังมีผลงานตีพิมพระดับนานาชาติไดทดสอบฤทธิ์ตาน AChE กับ
สมุนไพรไทยหลายชนิด[1] พบวา สารสกดัจากรากบอระเพ็ดขาว (Stephania suberosa Formann.) และ 
จากรากพุดจีบ (Tabernaemontana divaricata (L.) R. Br. Ex Roem. & Schult.) ใหผลการทดสอบทีดี่
มาก (มากกวา 90 เปอรเซ็นต) ดังน้ัน จะเห็นไดวา สมุนไพรไทยหลายชนิดมีศักยภาพในการปองกันหรือ
รักษาโรคนี้ได 

จากการศึกษาเบื้องตนของหนวยวิจัยผลติภัณฑธรรมชาติ ภาควชิาเคมี คณะวทิยาศาสตร ในการ
ทดสอบฤทธิ์ยบัยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสเบือ้งตนกับสิ่งสกัดสมุนไพร 50 ชนิด ดวยวิธี TLC 
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assay พบวา องคประกอบทางเคมีของสมุนไพรหลายชนิดแสดงฤทธิ์ที่นาสนใจ รวมทั้งสิ่งสกัดจากเหงา
กระชายดํา Kaempferia parviflora Wall. Ex Baker จึงไดเลือกสิ่งสกัดสมุนไพรจากกระชายดํา ศึกษาหา
สารสําคัญที่แสดงฤทธิท์างชีวภาพในการยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลนีเอสเตอเรส 
 ในประเทศไทยมีพืชที่เรียกวากระชายอยู 3 ชนิด คือกระชาย (เหลือง) กระชายแดงและกระชาย
ดํา กระชายเหลืองและกระชายแดง เปนพืชจําพวกเดียวกัน แตเปนพืชตางชนิดกันและมีฤทธิ์ทางยา
ตางกันเล็กนอย โดยกระชายแดงจะมีกาบใบสีแดงเขมกวากระชายเหลือง สวนกระชายดําเปนพืชวงศ 
Zingiberaceae เชนกันแตอยูในสกุลเดียวกับเปราะหอมมีชื่อวิทยาศาสตรวา Kaempferia parviflora 

กระชายดํา เปนพืชลมลุกมีเหงาใตดิน เน้ือในหัวอาจเปนสีมวงหมน หรือสีดํา มีกลิ่นฉุนและแรง 
เปนพืชสมุนไพร โดยรากเหงาใชเปนยาขับปสสาวะ ขับลม แกทองอืดเฟอ จากการศึกษาเอกสารอางอิง
ทางวิชาการทีผ่านมาของกระชายดํา พบวา องคประกอบทางเคมีทีส่ําคัญ คือ ฟลาโวนอยด [2-4] ซ่ึงสาร
เหลานี้ไดมีการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยามากมาย[3, 5-7] ตัวอยางเชน สาร 5,7,4′-trimethoxyflavone และ 
5,7,3′,4′-tetramethoxyflavone แสดงฤทธิต์านเชื้อ Plasmodium falciparum ที่เปนสาเหตุของโรค
มาลาเรีย และยังพบวาสารฟลาโวนอยดอ่ืนๆ แสดงฤทธตานเชื้อ Candida albicans และ 
Mycobacterium ไดดวย รวมทั้งสารเหลานี้ไมพบวามีสารใดทําใหเกิดพิษตอเซลลมะเรง็ที่ทดสอบ   
นอกจากนี้ ยังพบวา สารสกัดเอทานอลของกระชายดํามีฤทธิข์ยายหลอดเลือดแดงใหญ และการหดเกร็ง
ของลําไสเล็กสวนปลายของหนูขาว และยับยั้งการเกาะกลุมของเกลด็เลือดของคน 
 
2. วัตถุประสงคของงานวิจัย 
2.1 ศึกษาฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลนีเอสเตอเรสของสารที่แยกไดจากเหงากระชายดํา 
2.2 ศึกษาความสัมพันธระหวางสูตรโครงสรางของสารและฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส
ของสารอนุพันธฟลาโวนที่แยกไดจากเหงากระชายดําและจากการสังเคราะห 
 
3. วิธีทดลองและผลการทดลอง 
3.1 พืชตัวอยาง 

เหงากระชายดํา จังหวัดเลย ซ้ือจากปากคลองตลาด กรุงเทพฯ เม่ือป พ.ศ 2549  
 
3.2 การสกัดเหงากระชายดํา 
 นําเหงากระชายดําที่แหงและตัดเปนชิ้นเล็กๆ จํานวน 1.1 กิโลกรัม มาทําการสกัดดวยเมทานอล
โดยใช soxhlet extractor เปนเวลา 2 วัน จากนั้นกรองเพื่อแยกกากออก สารละลายที่กรองไดนําไปกลั่น
แบบลดความดันเพ่ือแยกตัวทําละลายออก นําสิ่งสกัดเมทานอลที่ไดมาทําการสกัดดวยเฮกเซน นําสิ่ง
สกัดในชั้นเฮกเซนไปกลั่นแบบลดความดันเพ่ือแยกตัวทําละลายออกไดสิ่งสกัดเฮกเซน 7.2 กรัม เติมนํ้า
ชั้นเมทานอลใหมีความเขมขนประมาณ 50 % ทําการสกัดตอกับไดคลอโรมีเทน จากนั้นนําสิ่งสกัดในชั้น
ไดคลอโรมีเทนไปกลั่นแบบลดความดันเพ่ือแยกตัวทําละลายออก ไดสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทน 39.0 กรัม 
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และทําการสกัดชั้นเมทานอลาดวยบิวทานอลอิ่มตัว นําสิ่งสกัดในชั้นบิวทานอล ไปกลั่นแบบลดความดัน
จะไดสิ่งสกัดบิวทานอล 6.9 กรัม  โดยขั้นตอนการสกัดแสดงในแผนภาพที่ 1   
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
3.3 การศึกษาองคประกอบทางเคมีของเหงากระชายดํา 
3.3.1 การแยกสารบริสุทธิ์ในสิ่งสกัดเฮกเซน 

นําสิ่งสกัดเฮกเซนน้ําหนัก 4.05 กรัม มาแยกดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชซิลิ
กาเจลชนิด 60 G Art.7734 เปนตวัดูดซับ เริ่มตนชะคอลัมนดวยเฮกเซน จากน้ันคอยๆ เพ่ิมขั้วตวัทาํ
ละลายที่ใชชะดวยเอทิลแอซิเทต นําสารละลายที่ไดมากลั่นลดความดันจะไดสวนยอยทั้งสิ้น 4 สวน 
(สวนยอยที่ 1H-4H) นําสวนยอยที่ 2H มาตกผลึกจะไดสารบริสุทธิเ์ปนผลึกรูปเขม็สีเหลืองออนใหชื่อวา 
สาร (1) และนําสวนยอยที่ 3H มาทําการลงคอลัมนโครมาโทกราฟซํ้าจะไดสารออกมา 5 สวนยอย
(สวนยอยที่ 3H-1 ถงึ 3H-5) นําสวนยอยที่ 3H-1 มาตกผลึกซ้าํไดสารบริสุทธิ์เปนผลกึรูปเข็มสีเหลือง
ออนซึ่งเปนตัวเดียวกบั สาร (1) จากการตรวจสอบดวยทินแลรโครมาโทกราฟ สวนยอยที่ 3H-2 นํามา
ตกผลึกจะไดสารบริสุทธิ์เปนของแข็งสีเหลืองใหชื่อวา สาร (2)  และสวนยอยที ่ 3H-4 นํามาตกผลึกได
สารบริสุทธิ์เปนของแข็งสีเหลืองเขมใหชื่อวา สาร (3) ดังแผนภาพที่ 2 

สําหรับสวนยอยที่ 1H และ 4H ไมไดทําการแยกสารบริสุทธิต์อ เน่ืองจากมีปริมาณสารนอย 

แผนภาพที่ 1 การสกัดเหงากระชายดํา 

สกัดแบบแบงสวนดวยบิวทานอล 

สกัดดวยเมทานอล 

สกัดแบบแบงสวนดวยเฮกเซน 

ชั้นเมทานอล  กากที่เหลือ (ทิ้ง) 

สิ่งสกัดเฮกเซน (7.2 กรัม) 
ชั้นเมทานอล  

สกัดแบบแบงสวนดวยไดคลอโรมเีทน 

ชั้นเมทานอล  สิ่งสกัดไดคลอโรมีเทน (39.0 กรัม) 

สิ่งสกัดบิวทานอล (6.9 กรัม) ชั้นน้ํา  

เหงากระชายดํา (1.1 กิโลกรัม) 
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1H 3H 4H

สิ่งสกัดเฮกเซน (4.05 กรัม)

3H-1

ตกผลึก

opec

20~

2H

ตกผลึก ตกผลึก

3H-2 3H-3 3H-4 3H-5

ตกผลึก

 
 

 

 
 จากแผนภาพที่ 2 สามารถแยกสารบริสุทธิ์ได 3 ชนิด คือ สาร (1) 882.8 มิลลิกรัม, (2) 607.2 
มิลลิกรัมและ (3) 669.6 มิลลิกรัม นําไปพิสูจนสูตรโครงสรางดวย 1H และ 13C-NMR spectroscopy และ
นําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับรายงานอื่นๆ[4] ทําใหทราบวาสารทั้ง 3 ชนิดนี้ คือ 5-hydroxy-3,7-
dimethoxyflavone, 5-hydroxy-7-methoxyflavone, 5-hydroxy-3,7,4′-trimethoxyflavone ตามลําดับ ซ่ึง
มีสูตรโครงสรางดังแสดงในรูปที่ 2, ขอมูล 1H-NMR แสดงในตารางที่ 1 และ NMR spectrum แสดงในรูป
ที่ 3-8  
 

  
 

 
 

 
รูปที่ 2  สูตรโครงสรางของสาร (1)-(3) 

 
 
 

Silica gel CC 

20-30%EtOAc 40-100%EtOAc 

Silica gel CC 

10%EtOAc 

สาร (1) 

สาร (1) สาร (2) สาร (3) 

hexane 

แผนภาพที่ 2  การแยกสารบริสุทธิ์จากสิง่สกัดเฮกเซนของเหงากระชายดํา 

O

OH

MeO

(2)

O

O

OH

MeO

(3)

O
OMe

OMe

O

OH

MeO

(1)

O
OMe

1

3
5

7

4'

3'
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ppm (f1)
0.05.010.0

ตารางที่ 1  ขอมูล1H-NMR ของสาร (1)-(3) 
 
ตําแหนง (1) (2) (3) 

3 - 6.66, 1H, s - 
6, 8 6.35, 1H, d, J = 2.0 Hz 

6.45, 1H, d, J = 2.0 Hz 
6.37, 1H, d, J = 2.4 Hz 
6.49, 1H, d, J = 2.0 Hz  

6.35, 1H, d, J = 2.0 Hz 
6.44, 1H, d, J = 2.0 Hz 

2′,3′, 
5′,6′ 

7.02, 2H, m 
8.08, 2H, m 

4′ 

 
7.51, 3H, m 
8.06, 2H, m 

 
7.53, 3H, m 
7.87, 2H, m - 

- OMe 3.87, 6H, s 3.88, 3H, s 3.86, 3H, s 
3.88, 3H, s 
3.90, 3H, s 

- OH  12.58, 1H, s 12.72, 1H, s 12.66, 1H, s 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3 1H-NMR spectrum ของสาร (1) 
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ppm (f1)
0.05.010.0

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 13C-NMR spectrum ของสาร (1) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5 1H-NMR spectrum ของสาร (2) 

ppm (f1)
50100150
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ppm (f1)
050100150200

ppm (f1)
0.05.010.0

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 13C-NMR spectrum ของสาร (2) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 7 1H-NMR spectrum ของสาร (3) 
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ppm (f1)
050100150200

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 8 13C-NMR spectrum ของสาร (3) 
 

3.3.2 การแยกสารบริสุทธิ์ในสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทน 

 นําสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนหนัก 31.8 กรัม มาแยกดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโทกราฟแบบ
รวดเร็ว (Quick-column chromatography) โดยใชซินเตอรกลาสขนาดเสนผานศูนยกลาง 18 เซนติเมตร 
ใชซิลิกาเจลชนิด 60 G Art.7731 เปนตัวดูดซับ เริ่มตนชะคอลัมนดวยเฮกเซน จากนั้นคอยๆเพ่ิมขั้วตัว
ทําละลายดวยเอทิลแอซิเตทและเมทานอล ตามลําดับ ใชตัวทําละลายครั้งละ 500 มิลลิลิตร นําสารละลาย
ที่ไดมากลั่นลดความดัน แลวนําสวนยอยทั้งหมดที่ไดมาตรวจสอบดวยทิน-แลรโครมาโทกราฟเพ่ือรวม
สวนยอยที่เหมือนกันไวดวยกัน ไดสวนยอยทั้งสิ้น 13 สวน (สวนยอย 1C-13C) 
 จากนั้นทําการแยกสวนยอยที่มีจุดสารที่นาสนใจดวย ซิลิกาเจล และ/หรือ Sephadex LH-20 
คอลัมนโครมาโทกราฟ หลายๆ ครั้ง สามารถแยกสารบริสุทธิ์ไดอีก 11 ชนิด คือ สาร (4) – (14) ดังแสดง
การแยกในแผนภาพที่ 3 

 จากแผนภาพที่ 3 สามารถแยกสารบริสุทธิ์ได 11 ชนิด ไดแก สาร (4) 12 มิลลิกรัม, (5)           
6 มิลลิกรัม, (6) 394.9 มิลลิกรัม, (7) 889.2 มิลลิกรัม, (8) 54.2 มิลลิกรัม, (9) 998.3 มิลลิกรัม, (10) 
496.7 มิลลิกรัม, (11) 8 มิลลิกรัม, (12) 5 มิลลิกรัม, (13) 6 มิลลิกรัม, (14) 134.7 มิลลิกรัม จากการ
พิสูจนสูตรโครงสรางดวย 1H และ 13C-NMR spectroscopy พรอมทั้งเปรียบเทียบขอมูลกับรายงานอื่นๆ 
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ทําใหทราบสูตรโครงสรางของสาร (4)-(14) คือ 5-hydroxy-3,7,3′,4′-tetramethoxyflavone [4,8], 3,5,7-
trimethoxyflavone [4,9],  5,7,4′-trimethoxyflavone [2,4], 5,7-dimethoxyflavone [2,4,9],  3,5,7,4′-
tetramethoxyflavone [4,10], 3,5,7,3′,4′-pentamethoxyflavone [4,10], 5-hydroxy-7,4′-dimethoxyflavone 
[4], 5,3′-dihydroxy-3,7,4′-trimethoxyflavone [10], 5-hydroxy-7,3′,4′-trimethoxyflavone, 5,4′-
dihydroxy-7-methoxyflavone [11] และ p-methoxy cinnamic acid [12] ตามลําดับ โดยพบวา สาร (11)-
(14) ยังไมเคยมีรายงานวาพบในกระชายดํามากอน 

สูตรโครงสรางของสาร (4) – (14) แสดงในรูปที่ 9, ขอมูล 1H-NMR แสดงในตารางที่ 2-4 และ 
NMR spectrum แสดงในรูปที่ 10-29  

 
 

 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 9  สูตรโครงสรางของสาร (4)-(14)  

O

OH

MeO

(4)

O
OMe

OMe

OMe
O

OMe

MeO

(5)

O
OMe

O

OMe

MeO

(6)

O

OMe

O

OMe

MeO

(7)

O

O

OMe

MeO

(8)

O
OMe

OMe

O

OMe

MeO

(9)

O
OMe

OMe

OMe

O

OH

MeO

OMe

O

(10)

O

OH

MeO

OMe

O

(12)

OMe

O

OH

MeO

OH

O

(13)

(14)

HO

O

OMe

O

OH

MeO

OMe

O

(11)

OH

OMe



 

 - 10 -

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภาพที่ 3  แสดงการแยกสารบริสุทธิจ์ากสิ่งสกัดไดคลอโรมีเทนของเหงากระชายดํา 
 

ตกผลึก 

สาร (7) 

Sephadex LH-20 

สาร (6) 

5C 6C 7C 8C 9C 10C 11C 12C 

สิ่งสกัดไดคลอโรมีเทน (31.8 กรัม) 

Quick CC 

กรอง กรอง 

Sephadex LH-20 CC 

1C 
กรอง 

สาร (2) สารละลาย 

1C-7 1C-9 

สาร (4) สาร (10) 

2C Sephadex LH-20 CC 
3C 

สาร (5) 

Sephadex LH-20 
4C 

4C-2A 

สาร (12) 

2C-5 2C-1 
สาร (4) สาร (11) 

ตกผลึก 

Sephadex LH-20 

สาร (8) 

Sephadex LH-20 

สาร (9) 

สาร (13) 

สาร (14) 
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ตารางที่ 2  ขอมูล1H-NMR ของสาร (4)-(7) 
 
ตําแหนง (4) (5) (6) (7) 

3 - - 6.58, 1H, s 6.71, 1H, s 
6, 8 6.36, 1H, d, J = 2.0 Hz 

6.45, 1H, d, J = 2.0 Hz 
6.33, 1H, d, J = 2.0 Hz 
6.50, 1H, d, J = 2.0 Hz 

6.34, 1H, d, J = 2.4 Hz 
6.53, 1H, d, J = 2.4 Hz 

6.35, 1H, d, J = 2.0 Hz 
6.55, 1H, d, J = 2.0 Hz 

2′, 5′, 6′ 6.99, 1H, d, J = 8.8 Hz 
7.69, 1H, d, J = 8.8 Hz 
7.74, 1H, dd, J =2.0,8.8 Hz 

3′ - 

 
6.97, 2H, d, J = 8.8 Hz 
7.79, 2H, d, J = 9.2 Hz 
 

4′ - 

 
7.48, 3H, m 
8.06, 2H, m 

- 

 
7.47, 3H, m 
7.84, 2H, m 

- OMe 3.87, 3H, s 
3.88, 3H, s 
3.97, 3H, s 
3.98, 3H, s 

3.88, 3H, s 
3.89, 3H, s 
3.95, 3H, s 
 

3.86, 3H, s 
3.89, 3H, s 
3.93, 3H, s 
 

3.90, 3H, s 
3.93, 3H, s 
 

 
 
 
ตารางที่ 3  ขอมูล1H-NMR ของสาร (8)-(9) และ (11) 
 
ตําแหนง (8) (9) (11) 

6, 8 6.34, 1H, br s 
6.50, 1H, br s 

6.35, 1H, br s 
6.51, 1H, br s 

6.36, 1H, d, J = 2.0 Hz 
6.45, 1H, d, J = 2.0 Hz 

2′, 5′, 6′ 6.98, 1H, d, J = 8.4 Hz 
7.70, 1H, s 
7.72, 1H, s 

6.90, 1H, d, J = 8.4 Hz 
7.69, 1H, d, J = 2.0 Hz 
7.66, 1H, dd, J = 2.0, 8.4 Hz 

3′ 

 
7.00, 2H, d, J = 8.8 Hz 
8.06, 2H, d, J = 8.4 Hz 
 - - 

- OMe 3.87, 3H, s 
3.88, 3H, s 
3.89, 3H, s 
3.96, 3H, s 

3.87, 3H, s 
3.90, 3H, s 
4.00, 9H, s 
 

3.80, 3H, s 
3.81, 3H, s 
3.92, 3H, s 

5-OH - - 12.63, 1H, s 
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ppm (f1)
0.05.010.0

ตารางที่ 4  ขอมูล1H-NMR ของสาร (10), (12) และ (13) 
 
ตําแหนง (10) (12) (13)* 

3 6.58, 1H, s 5.70, 1H, s 6.50, 1H, s 
6, 8 6.36, 1H, d, J = 2.0 

Hz 
6.45, 1H, d, J = 2.0 
Hz 

6.35, 1H, d, J = 2.4 Hz 
6.44, 1H, d, J = 2.0 Hz 

6.29, 1H, d, J = 2.4 Hz 
6.44, 1H, d, J = 2.4 Hz 

2′, 5′, 6′ 
3′ 

7.01, 2H, d, J = 9.2 
Hz 
7.84, 2H, d, J = 8.8 
Hz 

 

 
6.87, 2H, d, J = 8.8 Hz 
7.72, 2H, d, J = 8.8 Hz 
 

4′ - 

6.97, 1H, d, J = 8.8 Hz 
7.69, 1H, d, J = 2.0 Hz 
7.72,1H, dd, J =2.4,8.8 Hz 

- 
- OMe 3.88, 3H, s 

3.89, 3H, s 
 

3.86, 3H, s 
3.87, 3H, s 
4.00, 6H, s 

3.82, 3H, s 
 

5-OH 12.81, 1H, s 12.6, 1H, s - 

* CDCl3 + CD3OD เล็กนอย 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที่ 10 1H-NMR spectrum ของสาร (4) 
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ppm (f1)
0.05.010.0

ppm (f1)
050100150200

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 11 1H-NMR spectrum ของสาร (5) 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 12 13C-NMR spectrum ของสาร (5) 
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ppm (f1)
0.05.010.0

ppm (f1)
050100150200

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 13 1H-NMR spectrum ของสาร (6) 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 14 13C-NMR spectrum ของสาร (6) 
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รูปที่ 15 1H-NMR spectrum ของสาร (7) 
 

รูปที่ 16 13C-NMR spectrum ของสาร (7) 
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รูปที่ 17 1H-NMR spectrum ของสาร (8) 
 
 

รูปที่ 18 13C-NMR spectrum ของสาร (8) 
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รูปที่ 19 1H-NMR spectrum ของสาร (9) 

 

รูปที่ 20 13C-NMR spectrum ของสาร (9) 
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ppm (f1)
0.05.010.0

ppm (f1)
050100150200

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 21 1H-NMR spectrum ของสาร (10) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 22 13C-NMR spectrum ของสาร (10) 
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ppm (f1)
0.05.010.0

ppm (f1)
050100150200

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 23 1H-NMR spectrum ของสาร (11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 24 13C-NMR spectrum ของสาร (11) 
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รูปที่ 25 1H-NMR spectrum ของสาร (12) 
 
 

รูปที่ 26 13C-NMR spectrum ของสาร (12) 
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ppm (f1)
0.05.010.0

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 27 1H-NMR spectrum ของสาร (13) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 28 1H-NMR spectrum ของสาร (14) 

ppm (f1)
0.05.010.0
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ppm (f1)
050100150200

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 29 13C-NMR spectrum ของสาร (14) 
 

ตารางที่ 5 ลกัษณะและน้ําหนักของสารบริสุทธิท์ี่แยกไดจากเหงากระชายดํา 
 

สาร ลักษณะสารหรือผลึก นํ้าหนัก (มิลลิกรัม)  
(1) ผลึกรูปเข็มสเีหลือง 882.8 
(2) ของแข็งสีเหลอืง 607.2 
(3) ผลึกรูปเข็มสเีหลือง 669.6 
(4) ผลึกรูปเข็มสเีหลือง 12 
(5) ผลึกรูปเข็มไมมีสี 6 
(6) ของแข็งสีขาว 394.9 
(7) ของแข็งสีขาว 889.2 
(8) ของแข็งสีขาว 54.2 
(9) ของแข็งสีขาว 998.3 
(10) ผลึกรูปเข็มสเีหลือง 496.7 
(11) ของแข็งสีขาว 8 
(12) ของแข็งสีขาว 5 
(13) ของแข็งสีเหลอืง 6 
(14) ผลึกรูปเข็มสขีาว 134.7 
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3.4 การทดสอบฤทธิ์ยับยัง้เอนไซมอะเซทลิโคลีนเอสเทอเรส 
3.4.1 วิธี TLC-bioautographic method [13] 
 ใชวธิีตามวารสาร Journal of Ethanopharmacology 2005, 97, 145-149 ซ่ึงมีวิธกีารทดสอบ
คราวๆ ดังน้ี 

1. spot สิ่งสกัดหรือสารที่ตองการทดสอบลงบนแผน TLC จากนั้นนําไปจุมลงไปตวัทําละลายที่ใช
ในการแยกสารบนแผน TLC จากนั้นทําแผน TLC ใหแหงประมาณ 2-4 ชั่วโมง 

2. สเปรยสารละลายผสมระหวาง 5 mM ATCI และ 5 mM DTNB ลงบนแผน TLC 
3. ปลอยใหแผน TLC แหงประมาณ 5 นาที จากนั้นสเปรยสารละลายเอนไซม จะเกดิสีเหลืองขึ้น

บนแผน TLC ภายใน 1-2 นาที  
4. ถาสารมฤีทธิย์ับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลนีเอสเทอเรส จะไมเกิดสีเหลือง แตจะเห็นเปนจุดสีขาว

แทน 
 
ซ่ึงปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้นในการทดสอบนี้ แสดงแผนภาพที่ 4 
 
1.  Acetylthiocholine      (enzyme) thiocholine  + acetate  

 
  
 

2.  Thiocholine + 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)  2-nitrobenzoate-5-mercaptothiocholine 
       + 5-thio-2-nitrobenzoate (yellow) 
 

 
 
 
 
 
 
3.4.2 วิธี Microplate method [1] 
 ใชวธิีตามวารสาร Journal of Ethanopharmacology 2003, 89, 261-264 ดังน้ี 

1. เติม 3 mM DTNB 125 µL, 15 mM ATCI 25 µL, buffer 50 µL และสารละลายตัวอยาง 
25 µL ลงในหลุม ของ microplate 

2. จากนั้นเติม เอนไซม 25 µL นําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 nm ทุกๆ 5 
วินาที เปนเวลา 2 นาที 

3. คํานวณหา enzyme activity และเปอรเซ็นตการยับยั้ง โดยเทียบกับหลุมที่ไมไดใสสาร
ตัวอยาง แตละตัวอยางทํา 3 ซํ้า 

แผนภาพที่ 4 ปฏิกิริยาที่เกดิขึ้นในการทดสอบฤทธิย์ับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส 

CH3COSCH2CH2N+(CH3)2

enzyme
CH3COO    + HSCH2CH2N+(CH3)2

HSCH2CH2N+(CH3)2 + RSSR RSSCH2CH2N+(CH3)2 + RS

Yellow  colour (λ 412 nm) R = O2N

CO
O
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3.5 ผลการทดสอบฤทธิ์ยบัยั้งเอนไซมอะเซทลิโคลนีเอสเทอเรส 

 นําสาร (1)-(10) และ (14)มาทําการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส สวน
สาร (11)- (13) ไมไดทําการทดสอบ เน่ืองจากสารมีปริมาณนอยมาก พบวา สาร (6) และ (7) แสดงฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส เม่ือใชปริมาณสาร 10 ไมโครกรัม ดังแสดงในรปูที่ 30 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 30  ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเทอเรสของสาร (1)-(10)  และ (14) 
 จากการเปรียบเทียบสูตรโครงสรางของสารที่ออกฤทธิ์ คือ สาร (6) และ (7) กับสารบริสุทธิ์อ่ืนๆ
ที่แยกไดจากเหงากระชายดํา คาดคะเนวา โครงสรางที่สําคัญของการออกฤทธิ์ คือ หมูเมทอกซี 2 หมู ใน
ตําแหนงที่ 5 และ 7 ทั้งน้ี สารที่ออกฤทธิไ์มควรมีหมูแทนที่ใดๆ ในตําแหนงที่ 3 
 ผูวิจัยจึงไดทําการสังเคราะหอนุพันธฟลาโวนเพิ่มเติม เพ่ือพิสูจนหาสวนที่สําคัญในการออกฤทธิ์
ยับยั้งเอนไซมอะเเซทิลโคลีนเอสเทอเรส 
 
2.6 การสังเคราะหอนุพันธฟลาโวน 
2.6.1 การสังเคราะหอนุพันธฟลาโวน วิธีที่ 1 [14] 

 แสดงดังแผนภาพที่ 5 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

+  คือ  แสดงฤทธิ์ยับย้ัง 
-   คือ  ไมแสดงฤทธิ์ยับย้ัง 

(1) (2) (3) (4) 

(5) (6) (7) (8) (9) 

(10) (14) Eserine (standard) 

+ + 

- - - - 

- - - 

- - 
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แผนภาพที่ 5 แสดงขั้นตอนการสังเคราะหฟลาโวนโดยวิธทีี่ 1 
 
3.6.1.1 การสังเคราะห 2-Phynyl-chromen-4-one (17) 

ขั้นที่ 1  เติม o-hydroxyacetophenone (16a)  5 มล. (41.8 มิลลิโมล) และ pyridine 9 มล. ใน
ขวดกนกลมขนาด 100 มล. นําไปแชในอางน้ําแข็ง จากน้ันเติม benzoyl chloride (15a) 9 มล. คน
สารละลายเปนเวลา 15 นาที เทผลิตภัณฑที่ไดลงไปใน 5% HCl ไดสารที่มีลักษณะเปนยางเหนียว นํามา
สกัดดวยไดคลอโรมีเทน 3 ครั้ง ครั้งละ 20 มล. ระเหยตัวทําละลายออก ไดสารเปนของเหลวสีนํ้าตาล 
นําไปแชเย็นจะไดเปนของแข็งสีเหลืองออน ตกผลึกซ้ําดวยเมทานอล ไดสารลักษณะเปนเกล็ดสีขาว 
นํ้าหนัก 6.76 กรัม (67% yield) พิสูจนสูตรโครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR    

ขั้นที่ 2 นําผลิตภัณฑที่ไดจากขั้นที่ 1 นํ้าหนัก 5.0 กรัม (20.8 มิลลิโมล) ใสในขวดกนกลมขนาด 
100 มล. เติม KOH 1.75 กรัมและ pyridine 20 มล. คนที่อุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 20 นาที จากนั้นเติม 
10% acetic acid 25 มล. ไดของแข็งสีเหลืองออน นําไปกรองและตกผลึกดวย 95% เอทานอล  ไดสาร
ผลึกรูปเข็มสีเหลืองออน นํ้าหนัก 3.37 กรัม (67% yield) พิสูจนสูตรโครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR 

ขั้นที่ 3 ใสผลิตภัณฑที่ไดจากขั้นที่ 2 นํ้าหนัก 3.0 กรัม (12.5 มิลลิโมล) ในขวดกนกลมขนาด 
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100 มล. เติม glacial acetic acid 17 มล. และกรดซัลฟูริกเขมขน 0.7 มล. คนสารละลายใหเขากัน ให
ความรอนโดยการรีฟลักซเปนเวลา 1 ชั่วโมง ไดสารละลายใส เทสารละลายทีไดลงในบีกเกอรที่มีนํ้าแข็ง 
100 กรัม จะไดตะกอนสีขาว ทําการกรองตะกอนและตกผลึกดวยตัวทําละลายผสมเฮกเซนและเอทิลอะซี
เทต ไดสาร (17) เปนผลึกสีขาวแวววาว นํ้าหนัก 2.28 กรัม (82% yield) จุดหลอมเหลว 99-100 °C และ
พิสูจนทราบโครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR ดังแสดงในรูปที่ 31 
 

1122334455667788991010
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รูปที่ 31 1H-NMR spectrum ของสาร (17) 

 δH (CDCl3, 400 MHz) : 6.82 (s, 1H), 7.41 (t, J=7.8 Hz, 1H), 7.52 (m, 4H), 7.69 (t, J=7.8 
Hz, 1H), 7.93 (d, J=7.8 Hz, 2H), 8.22 (d, J=7.8 Hz, 1H)   
 
3.6.1.2 การสังเคราะห 2-(3,4,5-Trimethoxy-phenyl)-chromen-4-one (18) 

ขั้นที่ 1  เติม 3,4,5-Trimethoxy-benzoyl chloride (15b) 5.44 กรัม (23.6 มิลลิโมล) และ 
pyridine 5 มล. ในขวดกนกลมขนาด 100 มล. จากนั้นเติม o-hydroxyacetophenone (16a) 3.0 มล. คน
สารละลายเปนเวลา 15 นาที เทสารละลายลงใน 5% HCl ไดสารที่มีลักษณะเปนตะกอนสีชมพูมวง กรอง
และตกผลึกดวยเมทานอล ไดผลึกรูปเข็มสีชมพูออน นํ้าหนัก 5.53 กรัม (71% yield) พิสูจนสูตร
โครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR    

ขั้นที่ 2 นําผลิตภัณฑที่ไดจากขั้นที่ 1 นํ้าหนัก 4.0 กรัม (12.11 มิลลิโมล) ใสในขวดกนกลม
ขนาด 100 มล. เติม KOH 1.01 กรัม และ pyridine 11 มล. คนที่อุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 20 นาที 
จากนั้นเติม 10% acetic acid 25 มล. ไดของแข็งสีเหลืองออน นําไปกรองและตกผลึกดวย 95% เอ
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ทานอล  ไดสารผลึกรูปเข็มสีเหลืองเขม นํ้าหนัก 2.68 กรัม (67% yield) พิสูจนสูตรโครงสรางดวยเทคนิค 
1H-NMR 

ขั้นที่ 3 ใสผลิตภัณฑที่ไดจากขั้นที่ 2 นํ้าหนัก 2.50 กรัม ในขวดกนกลมขนาด 100 มล. เติม 
glacial acetic acid 10.5 มล. และกรดซัลฟูริกเขมขน 0.4 มล. คนสารละลายใหเขากัน ใหความรอนโดย
การรี ฟลักซเปนเวลา 1 ชั่วโมง สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีสม เทสารละลายลงในบีกเกอรที่มีนํ้าแข็ง 100 
กรัม จะไดตะกอนสีเหลืองออน กรองตะกอนและนําไปตกผลึกดวยตัวทําละลายผสมเฮกเซนและเอทิลอะ
ซีเทต ไดสาร (18) สีเหลืองเขม นํ้าหนัก 1.38 กรัม (67% yield) จุดหลอมเหลว 117-119 °C และพิสูจน
ทราบโครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR ดังแสดงในรูปที่ 32 

1.51.52.02.02.52.53.03.03.53.54.04.04.54.55.05.05.55.56.06.06.56.57.07.07.57.58.08.08.58.5
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รูปที่ 32 1H-NMR spectrum ของสาร (18) 
 

δH (CDCl3, 400 MHz) = 3.93 (s, 3H), 3.96 (s, 6H), 6.77(s, 1H), 7.13 (s, 2H), 7.42 (t, 
J=7.8 Hz, 1H), 7.58 (d, J=8.6 Hz, 1H), 7.70 (t, J=7.8 Hz, 1H), 8.22 (d, J=8.6 Hz, 1H)  
 
3.6.1.3 การสังเคราะห 2-(3,5-Dinitro-phenyl)-chromen-4-one (19) 
 ทําการสังเคราะห 3 ขั้นตอนเชนเดียวกัน โดยใส dinitrobenzoyl chloride (15c) 5.58 กรัม ลงใน
ขวดกนกลมขนาด 100 มล. เติม o-hydroxyacetophenone (16a) 4.0 มล. และ pyridine 6.4 มล. คน
สารละลายเปนเวลา 15 นาที สารที่ไดเปนน้ํามันสีเหลืองนํ้าตาลจากนั้นนําสารมาสกัดดวยเอทิลอะซีเทต 
3 ครั้ง พบวาไดผลิตภัณฑที่เปนน้ํามันละลายไดคอนขางยาก ตองใชปริมาณตัวทําละลายมาก จากนั้น
นําไประเหยตัวทําละลายออก แลวนําสารที่ไดไปทําปฏิกิริยาตอ โดยนําผลิตภัณฑที่ไดมา 2.28 กรัม เติม 
pyridine 8.0 มล. และ KOH 0.7 กรัม คนและใหความรอนที่อุณหภูมิ 50 °C เปนเวลา 30 นาที สาร
เปลี่ยนจากสีนํ้าตาลเปนสีดํา และเม่ือนําไปทําการสกัดดวยเอทิลอะซีเทต พบวา สารที่ไดไมละลายใน 
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ethyl acetate จึงไมสามารถสกัดออกมาได และไมนาจะเปนสารที่ตองการ แตเปนผลิตภัณฑอ่ืน วิธีการ
สังเคราะหน้ีจึงไมสามารถสังเคราะหผลิตภัณฑที่ตองการได อาจเนื่องจากสารมีความวองไวนอยเกินไป  
 
3.6.1.4 การสังเคราะห 7-Methoxy-2-(3,4,5-trimethoxy-phenyl)-chromen-4-one (20) 
 ใส 2-hydroxy-4-methoxy-acetophenone (16b) 0.45 กรัม ลงในขวดกนกลมขนาด 50 มล. เติม 
pyridine 2.0 มล. และ 3,4,5 trimethoxybenzoyl chloride (15b) 0.63 กรัม คนและตั้งทิ้งไว 1 ชั่วโมง เท
สารลงในกรดเจือจาง 5% HCl ที่เย็นคนอยางแรงจะไดของแข็งสีขาว จากนั้นนําไปสกัดดวยไดคลอโร
มีเทน 3 ครั้ง ระเหยตัวทําละลายออก และนําไปทดสอบ TLC พบวา ยังมีสารตั้งตนเหลืออยูมาก จึงทํา
การแยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ นําผลึกที่ไดไปวิเคราะหพิสูจนทราบโครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR 
พบวาสารที่สังเคราะหไดมีสัญญาณของสารตั้งตน คือ 15b วิธีการสังเคราะหน้ีจึงไมสามารถสังเคราะห
ผลิตภัณฑที่ตองการได 
 
3.6.1.5 การสังเคราะห 7-Methoxy-2-phenyl-chromen-4-one (21) 
 ใส  2-hydroxy-4-methoxy-acetophenone (16b) 0.20 กรัม ลงในขวดกนกลมขนาด 100 มล.  
เติม pyridine 1.0 มล. และ benzoyl chloride (15a) 0.138 มล. คนและใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 °C 
ตั้งทิ้งไว 1 ชั่วโมง แลวทําการสกัดดวยเอทิลอะซีเทต 3 ครั้ง ระเหยตัวทําละลายออก จะไดผลิตภัณฑเปน
เกล็ดของแข็งสีขาวมันวาว นําผลึกที่ไดไปพิสูจนทราบโครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR พบวา สัญญาณที่
ไดยังไมชัดเจนมากเพียงพอ และพบสัญญาณที่ตําแหนงอ่ืนๆ มาดวย แตก็จึงนําไปทําปฏิกิริยาตอ โดย
นําผลิตภัณฑที่ไดมา 0.3243 กรัม เติม KOH 0.1 กรัม และ pyridine 1.2 มล. คนและตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 
50 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง ทดสอบ TLC พบวา ยังมีสารตั้งตนเหลืออยู ทําการแยกคอลัมนโครมาโท  
กราฟ นําผลึกที่ไดไปพิสูจนทราบโครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR พบวาผลิตภัณฑที่สังเคราะหได ไมใช
ผลิตภัณฑที่ตองการ 
 
3.6.2 การสังเคราะหฟลาโวน วิธีที่ 2 [15] 
 การทําปฏิกิริยาควบแนนแบบแอลดอลระหวางอะโรมาติกแอลดีไฮด และ 2-ไฮดรอกซีอะซีโตฟ
โนน ซ่ึงจะไดชาลโคน (22) เปนสารมัธยันตร จากนั้นทําปฏิกิริยาออกซิเดทีฟไซไคลเซชัน จะได
อนุพันธฟลาโวนที่มีหมูไฮดรอกซิลตําแหนง 3 ซ่ึงสามารถเปลี่ยนไปเปนฟลาโวนตางชนิดกันดวย
ปฏิกิริยาอัลคิลเลชันดวยอัลคิลเฮไลด มีขั้นตอนดังแสดงในแผนภาพที่ 6 
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แผนภาพที่ 6 แสดงขั้นตอนการสังเคราะหฟลาโวนโดยวิธทีี่ 2 
 
3.6.2.1 การสังเคราะห (E)-1-(2-hydroxyphenyl)-3-(3-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one (22) 
 ใส o-hydroxyacetophenone 3.80 กรัม (27.9 มิลลิโมล) มาใสในขวดกนกลมขนาด 100 มล. 
เติม 3-methoxybenzaldehyde 3.81 กรัม (27.9 มิลลิโมล), เอทานอล 50 มล. และ 50% KOH 10 มล. 
คนของผสมที่อุณหภูมิหองประมาณ 18 ชั่วโมง เม่ือปฏิกิริยาสมบูรณนํามาเติมนํ้าแข็งและปรับความเปน
กรดดวย HCl จากนั้นสกัดดวยไดคลอโรมีเทน 2 ครั้ง ระเหยตัวทําละลายออก นําไปตกผลึกดวยเมทา
นอลไดสาร (22) สีเหลืองเขมวาว นํ้าหนัก 5.90 กรัม (83% yield) มีจุดหลอมเหลว 100-101 °C พิสูจน
สูตรโครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR ดังแสดงในรูปที่ 33 
 

OH

O
OCH3

50% EtOH, NaOH
H2O2

O

O
OH

OCH3

O

O
OR

OCH3

acetonitrile
K2CO3 , RX

25 ; R1 = CH3 ; 62%
26 ; R1 =

27 ; R1 =

22 ; 83% 23 ; 45%

24a ; RX = CH3I  

24b ; RX = 

24c ; RX = Br

Br

; 91%

; 0%

RX



 

 - 30 -

3.83.84.04.04.24.24.44.44.64.64.84.85.05.05.25.25.45.45.65.65.85.86.06.06.26.26.46.46.66.66.86.87.07.07.27.27.47.47.67.67.87.8

3.0 
2.6 

 0.9  1.0  0.9  0.9  1.0 

 1.9 

 
 

รูปที่ 33  1H-NMR spectrum ของสาร (22) 
 
 δH (CDCl3, 400 MHz) = 3.86 (s, 3H), 6.99 (m, 3H), 7.17 (s, 1H), 7.23 (d, J=7.0 Hz, 1H), 
7.35 (t, J=7.8 Hz, 1H), 7.50 (t, J=7.8 Hz, 1H), 7.63 (d, J=14.8 Hz, 1H), 7.90 (t, J=10.8 Hz, 2H)  
 
3.6.2.2 การสังเคราะห 3-Hydroxy-2-(3-methoxy-phenyl)-chromen-4-one (23) 
 ใสสาร (22) 2.09 กรัม (8.23 มิลลิโมล) ในขวดกนกลมขนาด 100 มล. เติม 50% เอานอล 42 
มล. จากนั้นเติม NaOH 3.69 กรัม และเติม 30% H2O2 ทีละหยด จนครบ 6 มล. คนของผสมที่
อุณหภูมิหอง ประมาณ 18 ชั่วโมง ปรับความเปนกรดดวย HCl จากนั้นสกัดดวยเอทิลอะซีเทต ระเหยตัว
ทําละลาย จากนั้นทําการแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ นําสารที่แยกได ตกผลึกดวยเมทานอล 
ไดสาร (23) สีเหลืองออน นํ้าหนัก 0.99 กรัม (45% yield) มีจุดหลอมเหลว 136-138 °C พิสูจนสูตร
โครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR ดังแสดงในรูปที่ 34 

 
รูปที่ 34 1H-NMR spectrum ของสาร (23)  
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δH (CDCl3, 400 MHz) : 7.00 (m, 1H), 7.17 (d, J=7.8 Hz, 1H), 7.26 (s, 1H), 7.39 (m, 2H), 
7.62 (s, 1H), 7.72 (d, J=7.8 Hz, 1H), 7.93 (d, J=7.8 Hz, 1H)  
 
3.6.2.3 การสังเคราะห 3-Methoxy-2-(3-methoxy-phenyl)-chromen-4-one (25) 

ใสสาร (23) 0.135 กรัม (0.50 มิลลิโมล) ใน sealed tube ขนาด 15 มล. เติม acetonitrile 1.0 มล. 
จากนั้นเติม K2CO3  0.14 กรัม และ methyl iodide (24a) 3 หยด นําไปตั้งในอางน้ํามันที่อุณหภูมิ
ประมาณ 80 °C คนและตั้งทิ้งไว 18 ชั่วโมง เติมนํ้ากลั่นและสกัดดวยเอทิลอะซีเทต นําชั้นตัวทําละลาย
อินทรียมาทําใหแหงดวย Na2SO4 กรองและระเหยตัวทําละลาย จากนั้นทําการแยกดวยคอลัมนโคร
มาโทกราฟ ไดสาร (25) สีเหลืองออน นํ้าหนัก 0.09 กรัม (62% yield) มีจุดหลอมเหลว 67-69 °C พิสูจน
สูตรโครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR ดังแสดงในรูปที่ 35  
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รูปที่ 35 1H-NMR spectrum ของสาร (25) 

 δH (CDCl3, 400 MHz) : 3.85 (s, J=9.2 Hz, 3H), 3.88 (s, J=9.6 Hz, 3H), 7.03 (s, J=7.8 Hz, 
1H), 7.26 (s, 1H), 7.26 (m, 2H), 7.51 (d, J=8.6 Hz, 1H), 7.65 (m, 3H), 8.24 (d, J=7.8 Hz, 1H)  
 
3.6.2.4 การสังเคราะห 3-Benzyloxy-2-(3-methoxy-phenyl)-chromen-4-one (26) 

ใสสาร (23) 0.1 กรัม (0.37 มิลลิโมล) ใน sealed tube ขนาด 15 มล. เติม acetonitrile 1.0 มล. 
จากนั้นเติม K2CO3  0.1 กรัม และ benzyl bromide (24b) ทีละหยด จนครบ 0.2 มล. นําไปตั้งในอาง
นํ้ามันที่อุณหภูมิประมาณ 80 °C คนและตั้งทิ้งไว 18 ชั่วโมง เติมนํ้ากลั่นและสกัดดวยเอทิลอะซีเทต นํา
ชั้นตัวทําละลายอินทรียมาทําใหแหงดวย Na2SO4 กรองและระเหยตัวทําละลาย จากนั้นทําการแยกดวย
คอลัมนโครมาโทกราฟ ไดสาร (26) สีเหลืองออน นํ้าหนัก 0.12 กรัม (912% yield) มีจุดหลอมเหลว 87-
89 °C พิสูจนสูตรโครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR ดังแสดงในรูปที่ 36 
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รูปที่ 36 1H-NMR spectrum ของสาร (26)  
 

 δH (CDCl3, 400 MHz): 3.75 (s, 3H), 5.13 (s, 2H), 7.03 (d, J=7.8 Hz, 1H), 7.26 (m, 3H), 
7.38 (m, 4H), 7.59 (m, 4H), 8.29 (d, J=7.8 Hz, 1H)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 37  สูตรโครงสรางของอนุพันธฟลาโวนที่สังเคราะหได  
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 นําสารที่แยกไดจากกระชายดํา และอนุพันธฟลาโวนที่สังเคราะหได ทําการทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส (Acetylcholinesterase, AChE) ดวยวิธี Microplate method ที่ความ
เขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไดผลดังแสดงในตารางที่ 6 
 
ตารางที่ 6 ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส ดวยวิธี Microplate method 
 

สาร % การยับยั้งเอนไซม AChE 
1 NA 
2 NA 
3 NA 
4 NA 
5 NA 
6 55.86 
7 47.33 
8 15.03 
9 15.07 
10 20.69 
11 14.25 
17 32.44 
18 21.68 
23 7.72 
25 33.76 
26 21.84 

Galantamine 93.85 
 

หมายเหต ุ ความเขมขนของสารตัวอยางและสารมาตรฐาน (galantamine) คือ 1.0 มก./มล. 
NA = not active (ไมมีฤทธิ์ยับย้ัง)  n.t = not test (ไมไดทําการทดสอบ) 

 
 สารที่ใหคาเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงที่สุด คือ สาร (6) ซ่ึงเปนสารที่แยกไดจากเหงากระชายดํา  
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4. วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 จากการศึกษาองคประกอบทางเคมีจากเหงากระชายดํา ไดสารบริสุทธิ์ทั้งหมด 14 ชนิด และ
สามารถสังเคราะหอนุพันธของฟลาโวนได 6 ชนิด ดังแสดงในรูปที่ 38 เม่ือนํามาทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรส ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบวา สารที่ใหเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งสูงที่สุด คือ สาร (6) รองลงมา คือ สาร (7), (25) และ (17) ตามลําดับ 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
รูปที่ 38  สูตรโครงสรางของอนุพันธฟลาโวนที่แยกจากเหงากระชายดําและสังเคราะหได  

 
 

O

OH

MeO

(2)

O

O

OH

MeO

(3)

O
OMe

OMe

O

OH

MeO

(1)

O
OMe

1

3
5

7

4'

3' O

OH

MeO

(4)

O
OMe

OMe

OMe

O

OMe

MeO

(5)

O
OMe

O

OMe

MeO

(6)

O

OMe

O

OMe

MeO

(7)

O

O

OMe

MeO

(8)

O
OMe

OMe

O

OMe

MeO

(9)

O
OMe

OMe

OMe
O

OH

MeO

OMe

O

(10)

O

OH

MeO

OMe

O

(12)

OMe

O

OH

MeO

OH

O

(13) (14)

HO

O

OMe

O

OH

MeO

OMe

O

(11)

OH

OMe

O

O

OMe
OMe

OMe

(18)

O

O

OMe

(25)

OMe

O

O

(17)

O

O

(26)

OMe

O

O

O

(23)

OMe

OH

OH

OCH3
O

(22)



 

 - 35 -

 เม่ือพิจารณาโครงสรางของสารและฤทธิ์ทางชีวภาพ พบวา  
1. หมูไฮดรอกซีที่ตําแหนง 5 ทําใหฤทธิ์ยับยั้งฯ ลดลงอยางชัดเจน โดยเปรียบเทียบสาร (6) กับสาร 
(10) ซ่ึงมีเปอรเซ็นตการยับยั้งฯ เทากับ 56 และ 21% ตามลําดับ เชนเดียวกันกับสาร (7) และสาร (2) 
เปอรเซ็นตการยับยั้งฯ เทากับ 47 และ 0% ตามลําดับ 
2. หมูเมทอกซีที่ตําแหนง 3 ทําใหฤทธิ์ยับยั้งฯ ลดลงอยางชัดเจน โดยเปรียบเทียบสาร (6) กับสาร (8) 
ซ่ึงมีเปอรเซ็นตการยับยั้งฯ เทากับ 56 และ 15% ตามลําดับ เชนเดียวกันกับสาร (7) และสาร (5) 
เปอรเซ็นตการยับยั้งฯ เทากับ 47 และ 0% ตามลําดับ 
3. หมูแทนที่ที่ตําแหนง 3′ ไมมีผลตอฤทธิ์การยับยั้ง โดยพิจารณาคาเปอรเซ็นตการยับยั้งฯ ของสาร 
(8), (9) และ (11) มีคาเทากับ 15, 15 และ 14% ตามลําดับ 
4. ขนาดของหมูแทนที่ที่ตําแหนงที่ 3 มีผลตอฤทธิ์ยับยั้งฯ พิจารณาสาร (23), (25) และ (26) มีคา
เปอรเซ็นตการยับยั้งฯ เทากับ 34, 7 และ 22% ตามลําดับ พบวา หมูเมทอกซีใหฤทธิ์ฯ ที่ดีที่สุด โดยเมื่อ
หมูแทนที่เปลี่ยนเปนหมูที่มีขนาดเล็กหรือใหญกวาจะใหคาการยับยั้งที่นอยกวา  
5. หมูเมทอกซีที่ตําแหนง 5 และ 7 ทําใหฤทธิ์ยับยั้งฯ เพ่ิมขึ้น พิจารณาเปรียบเทียบระหวางสาร (17) 
และ (7) ใหคาเปอรเซ็นตการยับยั้งเพ่ิมขึ้นจาก 32 เปน 47% ตามลําดับ 
6. หมูเมทอกซีที่ตําแหนง 4′ ทําใหฤทธิ์ยับยั้งฯ เพ่ิมขึ้น พิจารณาเปรียบเทียบระหวางสาร (7) และ (6) 
ใหคาเปอรเซ็นตการยับยั้งเพ่ิมขึ้นจาก 47 เปน 56% ตามลําดับ 
7. การเพิ่มหมูแทนที่ที่ตําแหนง 5 ′ ไมทําใหฤทธ์ิยับยั้งฯ เพิ่มข้ึน พิจารณาเปรียบเทียบระหวางสาร 
(17) และ (18) และจากสมมติฐานขอ 3 และ 6 ขางตน  
 
 จากขอสรุปความสัมพันธขางตน สาร (6) ซ่ึงเปนสารที่แยกไดจากเหงากระชายดํา ยังคงเปนสาร
ที่ใหฤทธิ์ยับยั้งเอนไซมอะเซทิลโคลีนเอสเตอเรสที่ดีที่สุด โดยการเปลี่ยนแปลงหมูแทนที่ในวง A และ C 
ของอนุพันธฟลาโวน ไมพบวา ชวยเพ่ิมฤทธิ์ยับยั้งฯ ดังกลาวได  
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