
(3)

ช่ือวิทยานิพนธ ฤทธิ์ตานออกซิเดชันและการควบคุมคุณภาพโดยเทคนิค HPLC ของ
สารจากเหงากระชาย

ผูเขียน นางสาวทัศนีย ปานผดุง
สาขาวิชา เภสัชศาสตร
ปการศึกษา 2546

บทคัดยอ

การศึกษาพฤกษเคมีของเหงากระชาย  สามารถแยกองคประกอบทางเคมีจากสารสกัด
เอธานอลได 5 ชนิด คือ pinostrobin (1), β-sitosterol (2), pinocembrin (3), cardamonin (4) และ 
alpinetin (5)  โดยหาสตูรโครงสรางของสารบริสุทธิ์ที่แยกไดดวยวิธีทางกายภาพ (จุดหลอมเหลว  
การเบี่ยงเบนระนาบแสง)  และวิธีทางสเปคโตรสโคป (UV, IR, MS, NMR)  ในการทดสอบหา
ปริมาณ phenol ทั้งหมดในสารสกัดเอธานอลจากเหงากระชาย  โดยเทียบจากสารมาตรฐาน 
caffeic acid ไดปริมาณ phenol ทั้งหมด 10.6 + 0.2 %   ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี 
DPPH radical scavenging assay ความเขมขนที่กํ าจัดอนุมูลอิสระได 50% (EC50) ของสารสกัดเอ
ธานอลจากเหงากระชาย  มีคา 67.7 + 2.6 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  สารบริสุทธิ์ที่แยกไดจาก
กระชาย  พบวา pinocembrin มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงกวาสารบริสุทธิ์ชนิดอื่น  มีคา EC50 297 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  สวน pinostrobin, alpinetin, cardamonin และ β-sitos terol มีฤทธิ์ตาน
อนุมูลอิสระตํ่ า (EC50 >500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  สวนการยับยั้งการสลายตัวของไขมันโดยวิธี 
linoleic acid assay ของสารสกัดเอธานอลจากเหงากระชาย  มีคา 64.4 %  ผลการศึกษาแสดงให
เหน็วาสารสกัดกระชายเปนสมุนไพรที่สามารถแสดงฤทธิ์ antioxidant โดยอาศัยกลไกตานอนุมูล-
อิสระ  การควบคมุคุณภาพเหงากระชายนั้น  ไดพัฒนาวิธีวิเคราะหหาองคประกอบของสารใน
กลุม flavonoids (1, 3 – 5)  โดยเทคนิค HPLC  ใชคอลัมนชนิด ODS (RP-18)  เลือกสภาวะที่
เหมาะสม  โดยดูจากคา resolution (Rs), capacity factor (k �), selectivity factor (α), และ 
tailing factor (Tf).  ใชเฟสเคลื่อนที่เปนสารผสม 0.5% v/v acetic acid ในนํ้ า กับ acetonitrile ใน
อัตราสวน 45 ตอ 55  ดวยอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1 มิลลิลิตรตอนาที  ตรวจวัดดวย 
photodiode array UV ทีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร  สามารถแยกสารโดยใชเวลาวิเคราะห
นอยกวา 30 นาที  ความแมนยํ าของวิธีวิเคราะห มีคา %RSD เทากับ 2 และ 3 สํ าหรับการวิเคราะห
ภายในวันเดียวกัน และการวิเคราะหตางวัน ตามลํ าดับ  การควบคุมคุณภาพเชิงปริมาณของ
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กระชาย สามารถวิเคราะหไดจากสารหลัก (pinostrobin)  การควบคุมคุณภาพดวยเทคนิค HPLC 
จะใหผลการวเิคราะหที่เร็ว และแมนยํ า  นอกจากนี้ไดมีการศึกษาเหงากระชายจากแหลงที่แตก
ตางกนั 5 แหลง  พบวามีอัตราสวนของสารเหมือนกัน และฤทธิ์การยับยั้งอนุมูลอิสระจะสัมพันธ
กับปริมาณ pinostrobin
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Abstract

Three flavanone, pinostrobin (1), pinocembrin (3) and alpinetin (5), a 

charcone, cardamonin (4) and β-sitosterol (2) were isolated from the fresh rhizome 

of Boesenbergia pandurata.  Physicochemical properties (melting point and circular 

dichroism) and spectroscopic (UV, IR, MS, NMR) techniques were performed for 

compound characterization.  The crude ethanolic extract was determined the total 

phenolic content using caffeic acid as standard to be 10.6 + 0.2 %w/w, tested for the 

radical scavenging activity showing EC50 values was 67.7 ± 2.6 µg/ml, however, 

was found to be related to the amount of 3 presented in the rhizome (EC50 = 297 µ

g/ml of 3 vs.>500 µg/ml for 1, 2, 4, 5, respectively).  The percent inhibition of 

autoxidation by linoleic acid assay showed to be 64.4%.  The results also indicate 

that B. pandurata might be a good source of natural antioxidants, which can be used 

to prevent free-radical deleterious effects.  An analytical method was developed to 

determine 4 flavonoids (compounds 1, 3 – 5) and crude ethanolic extract, using high 

performance liquid chromatographic (HPLC) technique.  With an ODS column (RP-

18) and diode array detection, the analytical condition was optimized in terms of 

resolution (Rs), capacity factor (k �), selectivity factor (α), and tailing factor (Tf).  
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With isocratic elution, a mobile phase consisting of 0.5% acetic acid:acetonitrile 

(45:55), at a flow rate of 1.0 ml/min, detection at λ 280 nm, the compounds were 

well separated in a total analysis time of less than 30 min.  Intra-day and inter-day of 

the method were 2 % and 3% RSD, respectively. The quantity control demonstrated 

an HPLC determination of major constituents (pinostrobin, 1) in rhizome of B. 

pandurata.  This method would allow for a fast and accurate standardization method 

for the main ingredients presented in this plant  Five different sources of dry 

rhizome of B. pandulata were then analyzed for 1 – 5 and evaluated for their 

antioxidation using DPPH assay.  Results showed a consistent ratio for the amount 

of compounds.  The scavenging assay was found to be related to the quantity of 

pinostrobin (1) presented in these samples.




