
                                                                                                                                                                                               
บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1   สารเคมี อุปกรณ และพืชท่ีใชในการทดลอง 
3.1.1 สารเคมี 

1. Hexane, Analytical grade, (Merk, Germany) 
2. Dichloromethane, Analytical grade, (Merk, Germany) 
3. Methanol, Analytical grade, (Merk, Germany) 
4. Sodium sulphate anhydrous (Merk, Germany) 
5. Silica gel 60 

             -  No. 7734, particle size 0.063-0.200 mm. (Merk, Germany) 
       -  No. 7729, particle size 0.063 mm. (Merk, Germany) 

6. Silica gel 60 PF254 pre-coated on aluminum plate, (Merk, Germany) 
7. Trolox  (Sigma-Aldrich, Germany) 
8. DPPH (2,2-diphenyl-1-pricrylhydrazyl radical) (Sigma chemical Co., USA) 
9. Folin-Ciocalteau  reagent (Merck, Germany) 
10. Gallic acid (Sigma-Aldrich, Germany) 
11. Ethanol, Analytical grade, (Merk, Germany) 
12. Absolute ethanol (Merk, Germany) 
13. Sodium carbonate (Sigma-Aldrich, Germany)  
14. ABTS (Sigma-Aldrich, Germany) 
15. Potassium persulfate (K2S2O8) (Merk, Germany) 
16. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) (Sigma-Aldrich, Germany)  
17. Sodium dihydrogenphosphate (NaH2PO4) (Sigma-Aldrich, Germany)  
18. Potassium ferricyanide (K3Fe(CN)6) (Sigma-Aldrich, Germany)  
19. Trichloroacetic acid (TCA)  (Merck, Germany) 
20. Ferric chloride (FeCl3) (Sigma-Aldrich, Germany) 
21.     Deuterochloroform (CDCl3)  (Sigma-Aldrich, Germany)   
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3.1.2   อุปกรณ 
1. TLC aluminium sheets silica gel 60F254 (Merk, Germany) 
2. Microplate UV/VIS Spectrophotometer (Multimode detector, Beckman Coulter 

DTX880, U.S.A.)  
3. UV-VIS spectrophotometer (Shimadzu UV2450, Japan) 
4. Labsystems   multiskan EX  type 335  Microplate reader (Helsinki, Finland). 
5. SpectraMax M5 muti-detection microplate reader (Molecular Devices, USA) 
6. Nuclear magnetic resonance spectrometer (400 MHz 1H-NMR และ 100 MHz 13C-

NMR) (Bruker AVANCE, Karlsruhe, Germany) 
7. FTIR (Fourier Transform Infrared Spectrometer) (Tensor 27, Bruker Optics GmbH, 

Ettlingen, Germany).   
8. Gas chromatography / mass spectrometer, GC/MS (HP GC6850 coupled with a HP 

5973N mass selective detector) 
9. Vacuum rotary evaporator (Buchi R-124) 
10. Water bath (Memmert, Germany) 

 
3.1.3  พืชท่ีใชในการทดลอง 
 บุนนาค เก็บทีม่หาวิทยาลัยพายัพ อําเภอเมอืง จังหวดัเชียงใหม  ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2553 นํา
สวนกิ่งของตนบุนนาคที่มีใบติดอยู มาจัดทําตัวอยางพรรณไมแหง โดย J. F. Maxwell นักพฤกษศาสตร 
ภาคชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม และเก็บไวอางอิงที่หอพรรณไมและฐานขอมูล
ของพืชพรรณ (Herbarium and Flora Database) ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยใชช่ือ (code number) วา Sukanya02 สวนที่จะใชศึกษาในการวิจยัคร้ังนี้จะ
แบงเปน 2 สวน ไดแก ใบและกิ่ง 
 
3.2   การสกัดน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาค 

นําใบสดของบุนนาค 1000 กรัม มาลางทําความสะอาด และหั่นเปนชิ้นเล็กๆ ใสลงในขวดกน
กลมขนาด 5 ลิตร เติมน้ํากลั่น 3.5 ลิตร จัดตั้งอุปกรณชุดกล่ันดวยไอน้ํา (Clevenger-type apparatus) ให
ความรอนแกขวดกนกลมดวยเครื่องใหความรอนแบบหลมุ ทําการกลั่นเปนเวลา 8 ช่ัวโมง นําน้ํามัน
หอมระเหยและน้ําในสวน cleavenger  ใสในกรวยแยก เตมิไดคลอโรมีเทนปริมาตร 30 มิลลิลิตร ปดจุก
แลวทําการเขยากรวยแยก ตัง้กรวยแยกทิ้งไวจนสารละลายแยกเปน 2 ช้ัน ไขสารละลายชั้นลางใสขวด
รูปชมพู เติมโซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้ํา (anhydrous sodium sulfate) 1-2 ชอน กรองดวยกระดาษ
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กรอง แลวนําสารละลายที่ไดไประเหยไดคลอโรมีเทนออกโดยนําไปตั้งบนไอน้ํารอนที่อุณหภมูิ 45 
องศาเซลเซียส ช่ังหาน้ําหนักน้ํามันหอมระเหย และคํานวณหารอยละน้าํมันหอมระเหยที่ได 
  รอยละน้ํามันหอมระเหย   =    น้ําหนกัน้ํามันหอมระเหยที่ได   x  100 
         น้ําหนกัของใบสดที่นํามาสกัด 
 
3.3   การวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีของน้ํามนัหอมระเหยดวยเทคนิค GC/MS 

นําน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาคไปวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีดวยเทคนิค GC/MS ใช
คอลัมน HP-5 ขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.25 มิลลิเมตร ยาว 30 เมตร และมีสภาวะที่ใชในการทดลองดงันี้ 

เคร่ืองกาซโครมาโทกราฟ 
 อุณหภูมิของตวันําสารเขา 260 องศาเซลเซียส 
 โปรแกรมอุณหภูมิของคอลัมน 
  อุณหภูมิเร่ิมตน  40 องศาเซลเซียส 
  อัตราการเพิ่มอุณหภูม ิ 6 องศาเซลเซียสตอนาที 
  อุณหภูมิสุดทาย  275 องศาเซลเซียส 
  คงที่ที่อุณหภมูิสุดทาย 12 นาที 
 อัตราการไหลของกาซฮีเลียม 20 มิลลิลิตรตอนาที 
 ปริมาตรสารที่ฉีด  1 ไมโครลิตร (slpit ratio 1:20) 
 อุณหภูมิเครื่องตรวจวดั  280 องศาเซลเซียส 
เคร่ืองแมสสเปคโทรมิเตอร 
 อุณหภูมิของสวนเชื่อมตอ 280 องศาเซลเซียส 
 วิธีการผลิตไอออน Electron Impact Ionization (EI) 
 พลังงานเฉลี่ยของอิเล็กตรอน 70 อิเล็กตรอนโวลต 
 อุณหภูมิของตวัผลิตไอออน 250 องศาเซลเซียส 

 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี ทําโดยการเปรยีบเทียบแมสเปคตรัมของสารแตละพีคกับ
แมคสเปคตรัมของสารมาตรฐานที่เก็บไวในเครื่องคอมพิวเตอร (Libraly search software) ไดแก 
WILEY และ NIST และคํานวณหาคา retention index (RI) ของสารแตละตวั โดยเทียบกับสารละลาย
มาตรฐานไฮโดรคารบอนผสม (คารบอน 7 – คารบอน 30) ที่วิเคราะหดวยสภาวะเดียวกันกับน้ํามันหอม
ระเหย คา RI คํานวณไดจากสมการ 
 
                 RI  =  100Z  + 100        

 
 

  log t’R(x) – log t’R(Z) 

 log t’R(Z+1) – log t’ R(Z) 
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เมื่อ RI   = retention index 
 t’R =  retention time 

   x =  the compound of interest 
Z = n-alkanes with Z carbon atom, where Z is an even number 
Z+1 = n-alkanes with Z+1 carbon atoms 

 
3.4  การสกัดสารจากใบและกิ่งบุนนาค 
3.4.1  การสกัดสารจากใบบนุนาค 

ใบบุนนาคนําไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนําไปบดให
ละเอียด ช่ังใบบุนนาคบดละเอียด 420.30 กรัม ใสในโถแกวขนาดใหญ เติมตวัทําละลายเฮกเซน 
ปริมาตร  3 ลิตร  ตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา  7  วนั ทําการสกัดซ้ําอีกครั้ง กรองสารละลายโดยใช
การกรองแบบสุญญากาศ นําสารละลายที่ไดไประเหยเอาตวัทําละลายออกโดยใชเครื่องระเหยแบบ
สุญญากาศ ภายใตความดันต่าํ สวนกากที่เหลือใหทิ้งไวใหแหง แลวนําไปสกัดซ้ําดวยตัวทําละลายที่มีขั้ว
สูงขึ้น ไดแก ไดคลอโรมีเทนและเมทานอล ทําการกรองและระเหยตัวทําละลายออก จะไดสารสกัด     
เฮกเซน สารสกัดไดคลอโรมีเทน และสารสกัดเมทานอลของใบบุนนาค ซ่ึงมีลักษณะเปนของเหลว
เหนยีวขนสีเขยีวเขม คํานวณหาน้ําหนกัของสารสกัดที่ได แผนภาพการสกัดของใบบุนนาคดวยตวัทํา
ละลายตางๆ แสดงในรูป 3.1 

 
                                                     ใบบุนนาค (420.30 กรัม) 
                                                                         - เฮกเซน (3 ลิตร) 

     
                    สารสกัดเฮกเซน  สวนกากทีเ่หลือ                                                                 

(8.36 กรัม)                                          - ไดคลอโรมีเทน (3 ลิตร)                                                                                        
          

                                 สารสกัดไดคลอโรมีเทน  สวนกากทีเ่หลือ                                                         
                                                     (18.16 กรัม)                                    - เมทานอล (3 ลิตร)   

                
                                        สารสกัดเมทานอล  สวนกากทีเ่หลือ                             
                                        (27.36 กรัม) 
 

รูป 3.1 แผนภาพแสดงการสกัดของใบบุนนาคดวยตัวทาํละลายตางๆ 
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3.4.2 การสกัดสารจากกิ่งบุนนาค 
สําหรับการสกัดสารจากกิ่งบุนนาคดวยตวัทําละลายตางๆ ใหทําการทดลองเหมือนกับการสกัด

สารจากใบบุนนาค แตใชเวลาอบกิ่งใหแหงเปนเวลา 26 ช่ัวโมง และใชกิ่งบนุนาคบดละเอียด 1820.00 
กรัม สารสกัดเฮกเซนของกิ่งบุนนาคมลัีกษณะเปนของเหลวเหนียวขนสีเขียว แตสารสกัดไดคลอโร
มีเทนและสารสกัดเมทานอลของกิ่งบุนนาคลักษณะเปนของเหลวเหนยีวขนสีน้ําตาลเขม แผนภาพการ
สกัดของกิ่งบนุนาคดวยตวัทําละลายตางๆ แสดงในรูป 3.2 

 
              ก่ิงบุนนาค (1820.00 กรัม) 
                                                                         - เฮกเซน (4 ลิตร) 

     
                    สารสกัดเฮกเซน  สวนกากทีเ่หลือ                                                                 

(14.56 กรัม)                                        - ไดคลอโรมีเทน (4 ลิตร)                                                                                        
          

                                 สารสกัดไดคลอโรมีเทน  สวนกากทีเ่หลือ                                                         
                                                     (19.11 กรัม)                                      - เมทานอล (4 ลิตร)   

                
                                        สารสกัดเมทานอล  สวนกากทีเ่หลือ                             
                                        (52.96 กรัม) 
 

รูป 3.2 แผนภาพแสดงการสกัดของกิ่งบุนนาคดวยตัวทาํละลายตางๆ 

 
3.5  การหาปรมิาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด   

นําสารสกัดจากใบและกิ่งบนุนาคดวยตวัทําละลายตางๆ ไปวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบ  
ฟนอลิกทั้งหมด โดยวิธี Folin-Ciocalteau reagent method (60)  ใช gallic acid เปนสารมาตรฐาน  

เตรียมสารละลายมาตรฐาน gallic acid  เขมขน 1.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (stock solution) โดย
การชั่ง gallic acid มา 10.00 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายเมทานอลตอน้ํา (50:50 v/v) จนปริมาตร
ครบ 10 มิลลิลิตร ทําการเจือจางสารละลายใหมีความเขมขน  0.01,   0.02,  0.03,  0.04, 0.05, 0.06  และ  
0.07 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  โดยปเปต stock solution มา  0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50, 0.60  และ 0.70 
มิลลิลิตร  ตามลําดับ ใสลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 10  มิลลิลิตร  เติมสารละลายผสมเมทานอลกับน้ํา
จนถึงขีดวดัปริมาตร   
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ช่ังสารสกัดเฮกเซน สารสกัดไดคลอโรมีเทน และสารสกัดเมทานอลของใบบุนนาค จํานวน 10, 
10 และ 1 มิลลิกรัม ตามลําดับ สวนสารสกัดเฮกเซน สารสกัดไดคลอโรมีเทน และสารสกัดเมทานอล
ของกิ่งบุนนาค ช่ังมาจํานวน 50, 10 และ 1 มิลลิกรัม ตามลําดับ นําไปละลายดวยตวัทําละลายเมทานอล
ในขวดวดัปริมาตรจนมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร    

ปเปตสารละลายตัวอยางหรือสารละลายมาตรฐานมา 1.00 มิลลิลิตร และสารละลาย Folin-
Ciocalteau reagent (1:10 v/v) 5.00 มิลลิลิตร ใส ในหลอดทดลอง เขยาสารละลายดวยเครื่อง Vortex 
mixer และตั้งทิ้งไว  8  นาที เติมสารละลาย  Na2CO3  เขมขน 1 โมลตอลิตร ลงไป  4  มิลลิลิตร เขยาดวย
เครื่อง Vortex mixer แลวเก็บไวในที่มืดเปนเวลา  2  ช่ัวโมง ณ อุณหภูมิหอง สวนสารละลายที่เปน 
blank  เตรียมโดยใชเมทานอล 1.00  มิลลิลิตรแทนสารละลายตัวอยาง นําสารละลายทั้งหมดไปวัดคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร คํานวณหา
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด โดยเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid  รายงานผลในหนวย
มิลลิกรัมสมมูลของ gallic acid ในตัวอยางแหงหนัก 1 กรัม (mg GAE/g dry weight) 
 
3.6 การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 
3.6.1 การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH 

ในการวิเคราะหหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH radical scavenging  
(61-62) ใช trolox และ vitamin C เปนสารมาตรฐาน  

3.6.1.1  การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารละลายมาตรฐานโดยวิธี  
DPPH 

เตรียมสารมาตรฐาน trolox เขมขน 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ัง trolox มา 20.00 มิลลิกรัม 
ละลายในเอธานอลจนครบปริมาตร 10  มิลลิลิตร ทําการเจือจางสารละลายใหไดความเขมขนตางๆ ดังนี ้
0.02, 0.04, 0.08, 0.10 และ 0.20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.10, 
0.20, 0.40, 0.50 และ 1.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีด
วัดปริมาตร   

เตรียมสารมาตรฐาน vitamin C เขมขน 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิตร โดยชั่ง vitamin C มา 20.00 
มิลลิกรัม ละลายในเอธานอลจนครบปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําการเจอืจางสารละลายใหไดความเขมขน
ตางๆ ดังนี้ 0.01, 0.02, 0.04, 0.06 และ 0.10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution 
มา 0.05, 0.10, 0.20, 0.30 และ 0.50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอล
จนถึงขีดวดัปริมาตร   
 และเตรียมสารละลาย DPPH 0.004% w/v โดยการชั่ง DPPH มา 4 มิลลิกรัม แลวเติมตัวทํา
ละลายเอธานอลจนถึงขีดวดัปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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 ปเปตสารละลายมาตรฐานทีค่วามเขมขนตางๆ เติมลงใน plate well 96 หลุม โดยสารละลาย
ความเขมขนหนึ่งๆ จะใส 4 หลุม แตละหลุมจะมีปริมาตรรวมเปน 200 ไมโครลิตร ดังนี ้
 

หลุมที่ สารละลายตัวอยางหรือ
สารละลายมาตรฐาน 

(ไมโครลิตร) 

เอธานอล 
(ไมโครลิตร) 

สารละลาย DPPH 
(ไมโครลิตร) 

1 Blank 20 180 0 
2 Sample 20 0 180 
3 Positive control 0 20 180 
4 Negative control 0 200 0 

 
ทําการวิเคราะหสารละลายแตละความเขมขนซ้ําอีก 2 คร้ัง เมื่อทําการเตรียมสารละลายแลว ทิ้ง

ไวในที่มืด เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาวดัคาการดูดกลืนแสงดวยเครือ่ง Multimode Detector ที่ความยาว
คล่ืน 517 นาโนเมตร หาเปอรเซ็นตการยับยั้งจากสมการ 
                     เปอรเซ็นตการยับยั้ง =   [(Apositive - Anegative) – (Asample - Ablank)] x 100 
       (Apositive - Anegative) 
 นําคาเปอรเซ็นตการยับยั้งของสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ มาพล็อตกราฟกับความ
เขมขนตางๆ  หาสมการเสนตรง เพื่อนําไปคํานวณหาคาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานที่สามารถ
ขจัดอนุมูล DPPH  ได 50 เปอรเซ็นต (IC50)  
 

3.6.1.2  การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบและกิ่งบุนนาค 
โดยวิธี DPPH 

นําสารสกัดเฮกเซนและสารสกัดไดคลอโรมีเทนจากใบบุนนาค มาเตรียมเปนสารละลายเขมขน 
50.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยการชั่งสารสกัดมา 500 มิลลิกรัม เติมเอธานอลจนปริมาตรเปน 10 
มิลลิลิตร แลวเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 1.00, 2.00, 3.00, 4.00 และ 5.00 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution  มา 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิลิตร ใสลงใน
ขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มลิลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปริมาตร  สวนสารสกัดเมทานอลจากใบ
บุนนาคนํามาเตรียมเปนสารละลายเขมขน 10.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ังสารสกัดมา 100 มิลลิกรัม 
เติมเอธานอลจนปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร แลวนํามาเจอืจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.05, 0.10, 
0.20, 0.40 และ 0.60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.05, 0.10, 0.20, 0.40 
และ 0.60 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถงึขีดวัดปริมาตร   
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 สวนสารสกัดเฮกเซนจากกิ่งบุนนาคมาเตรยีมเปนสารละลายเขมขน 50.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยการชั่งสารสกัดมา 500 มิลลิกรัม เติมเอธานอลจนปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร ทําการเจือจาง
สารละลายใหไดความเขมขน 1.00, 4.00, 5.00, 6.00 และ 8.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปต
สารละลาย stock solution มา 0.20, 0.80, 1.00, 1.20 และ 1.60 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 
10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวดัปริมาตร  สวนสารสกัดไดคลอโรมีเทนและสารสกัดเมทานอล
จากใบบนุนาคนํามาเตรียมเปนสารละลายเขมขน 10.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ังสารสกัดมา 100 
มิลลิกรัม เติมเอธานอลจนปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร สําหรับสารสกัดไดคลอโรมีเทนจากกิ่งบุนนาคให
นํามาเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.25, 0.50, 1.00, 1.50 และ 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยป
เปตสารละลาย stock solution มา 0.25, 0.50, 1.00, 1.50 และ 2.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวดัปริมาตร
ขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปริมาตร  สวนสารสกัดเมทานอลจากกิ่งบุนนาคใหนํามา
เจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.05, 0.10, 0.20, 0.25 และ 0.30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปต
สารละลาย stock solution มา 0.05, 0.10, 0.20, 0.25 และ 0.30 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 
10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปรมิาตร   

ทําการทดสอบหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบและกิ่งบนุนาค และ
คํานวณหาคา IC50  เหมือนกบัสารละลายมาตรฐาน  

 
3.6.1.3  การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหย โดยวิธี DPPH 
นําน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาคมาเตรยีมเปนสารละลายเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

โดยการชั่งน้ํามันหอมระเหยมา 500 มิลลิกรัม เติมตัวทําละลายเอธานอลจนปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตร 
แลวทําการเจือจางสารละลายดวยตัวทําละลายเอธานอลใหไดความเขมขนตางๆ ดังนี ้ 5, 10, 20, 30, 40 
และ 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.10, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 และ 
1.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 2 มิลลิลิตร  แลวเติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปริมาตร  ทําการ
ทดสอบหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหย และคํานวณหาคา IC50  
เหมือนกับสารละลายมาตรฐาน  
 
3.6.2 การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS 

ในการวิเคราะหหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS (62) ใช trolox และ 
vitamin C เปนสารมาตรฐาน  

3.6.2.1 การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารละลายมาตรฐานดวยวิธี ABTS 
 เตรียมสารละลาย ABTS เขมขน 7 มิลลิโมลาร (mM) โดยชั่งสาร ABTS มา 0.038 กรัม 

ใสในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร เติมเอทานอลจนถึงขีดวัดปรมิาตร 
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 เตรียมสารละลาย K2S2O8 เขมขน 140 มิลลิโมลาร โดยช่ังสาร K2S2O8 มา 0.3783 กรัม 
ใสในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร เติมเอทานอลจนถึงขีดวัดปรมิาตร 

 ผสมสารละลาย ABTS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และสารละลาย K2S2O8 176 ไมโครลิตร 
ในขวดสีชา ตั้งไวในที่มืดเปนเวลา 16 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมหิอง จะไดสารละลาย ABTS radical cation  

 เจือจางสารละลาย ABTS radical cation ดวยเอธานอล ใหไดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร เทากับ 0.700-0.900  

เตรียมสารมาตรฐาน trolox เขมขน 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ัง trolox มา 10.00 
มิลลิกรัม ละลายในเอธานอลจนครบปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทําการเจอืจางสารละลายใหไดความเขมขน
ตางๆ ดังนี้ 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 และ 0.05 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution 
มา 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 และ 0.25 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอล
จนถึงขีดวดัปริมาตร   

เตรียมสารมาตรฐาน vitamin C เขมขน 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิตร โดยช่ัง vitamin C มา 
20.00 มิลลิกรัม ละลายในเอธานอลจนครบปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําการเจือจางสารละลายใหไดความ
เขมขนตางๆ ดังนี้ 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 และ 0.30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock 
solution มา 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 และ 1.50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เตมิ
เอธานอลจนถึงขีดวัดปริมาตร   

นําสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ มา 1.00 มิลลิลิตร กับสารละลาย ABTS ที่
เตรียมไว ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากบั บมไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 5 นาที นาํสารละลายไปวัด
คาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องยูวี/วสิิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ใชตัวทํา
ละลายเอธานอลเปน blank คํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้งจากสมการ 
                     เปอรเซ็นตการยับยั้ง    =    (Ab - As)    x 100 
                  Ab 
  เมื่อ Ab คือคาการดูดกลืนแสงเมื่อไมมีสารมาตรฐาน และ As คือคาการดูดกลืนแสง
เมื่อมีสารมาตรฐาน แลวนําคาเปอรเซ็นตการยับยั้งของสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ มา
พล็อตกราฟกบัความเขมขนตางๆ  หาสมการเสนตรงเพื่อนําไปคํานวณหาคาความเขมขนของสารละลาย
มาตรฐานที่สามารถขจัดอนุมูล ABTS  ได 50 เปอรเซ็นต (IC50)  

 
3.6.2.2  การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบและกิ่งบุนนาค

ดวยวิธี ABTS 
นําสารสกัดเฮกเซน สารสกดัไดคลอโรมีเทน และเมทานอลจากใบและกิ่งบุนนาค มาเตรียมเปน

สารละลายเขมขน 10.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยการชั่งสารสกัดมา 100 มิลลิกรัม เติมตัวทําละลาย   
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เมทานอลจนปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร สารสกัดเฮกเซนและสารสกัดไดคลอโรมีเทนจากใบบนุนาคให
นํามาเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.20, 0.40, 0.50, 0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวดัปริมาตร  สวนสารสกัดเมทานอลจากใบบนุนาค 
ใหนํามาเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 มลิลิลิตร ใสลงในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปรมิาตร   
 สวนสารสกัดเฮกเซนจากกิ่งบุนนาคใหนํามาเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.20, 0.40, 
0.50, 0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.20, 0.40, 
0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัด
ปริมาตร สําหรับสารสกัดไดคลอโรมีเทนและเมทานอลจากกิ่งบนุนาคใหนํามาเจือจางสารละลายใหได 
ความเขมขน 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution 
มา 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอล
จนถึงขีดวดัปริมาตร   

ทําการทดสอบหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบและกิ่งบนุนาค แลว
คํานวณหาคา IC50  เหมือนกบัสารละลายมาตรฐาน  

 
3.6.2.3  การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหยดวยวิธี ABTS 
นําน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาคมาเตรยีมเปนสารละลายเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

โดยการชั่งน้ํามันหอมระเหยมา  200 มิลลิกรัม เติมตัวทําละลายเอธานอลจนปริมาตรเปน 2 มิลลิลิตร 
แลวทําการเจือจางสารละลายดวยตัวทําละลายเอธานอลใหไดความเขมขนตางๆ ดังนี ้ 2.00, 4.00, 6.00, 
8.00 และ 10.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.10, 0..20, 0.30, 0.40 
และ 0.50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร  แลวเติมเอธานอลจนถึงขีดวดัปริมาตร  
ทําการทดสอบหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหยและคาํนวณหาคา IC50  
เหมือนกับสารละลายมาตรฐาน  
 
3.6.3  การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระวิธี Reducing power  

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาค และสารสกัดจากใบและ
กิ่งบุนนาคดวยตัวทําละลายตางๆ ดวยวิธี Reducing power (63) ดังนี ้

เตรียมสารละลายมาตรฐาน trolox, น้ํามันหอมระเหย, สารสกัดเฮกเซน, สารสกัดไดคลอโร
มีเทน และสารสกัดเมทานอลจากใบและกิง่บุนนาค ที่ความเขมขน 10.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยชั่ง
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สารมา 50.00 มิลลิกรัม ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปรมิาตร  
และทําการเจือจางใหไดสารละลายเขมขน 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดย   
ปเปตสารละลาย stock solution มา 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, และ 0.50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวดัปริมาตร
ขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปริมาตร   

นําสารละลายของตัวอยางปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง แลวเติมสารละลาย 
phosphate buffer 0.2 M (pH = 6.6) ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร และสารละลาย K3Fe(CN)6 1% w/v 
ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เติม 10% Trichloroacetic 
acid (TCA) ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร นําไปเหวี่ยงปนที่ 3000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใส
สวนบนมาปรมิาตร 2.50 มิลลิลิตร เติมน้าํปราศจากไอออน 2.50 มิลลิลิตร และ 0.1% FeCl3 0.50 
มิลลิลิตร นําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที ่700 นาโนเมตร  
 
3.7  การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา 
3.7.1 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเชื้อรา โดยวิธี agar-well diffusion 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเชื้อรา โดยวิธี agar-well diffusion (64-
65) เชื้อแบคทีเรียและเชื้อราที่ใชศึกษาไดรับการอนุเคราะหจากคณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียง
ใหม เชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบ ไดแก Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 
25923 และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 สวนเชื้อราที่ใชทดสอบ ไดแก Candida albican, 
Aspergillus flavus และ Trichophyton mentagrophyte ใชสารละลาย gentamicin (75 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) และ amoxicillin (75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) เปนสารมาตรฐานสําหรับเชื้อแบคทีเรีย และ
สารละลาย ketoconazole (250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) เปนสารมาตรฐานสําหรับเชื้อรา สวน
สารละลายที่ทดสอบมีความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ังน้ํามันหอมระเหย สารสกัดจาก      
เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล จากใบและกิ่งบนุนาค  ช่ังมา 30 มิลลิกรัม ทําการเจือจางสารดวย
เอธานอลจนไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ในเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําโดยละลายอาหารเลี้ยงเชื้อในน้ําอุน 
โดยใช Mueller-Hinton agar 38.0 กรัม ในน้ํา 1 ลิตร (สําหรับเชือ้แบคทีเรีย) และใช  Sabouraud 
dextrose agar 65.0 กรัม ในน้ํา 1 ลิตร (สําหรับเชื้อรา) นําอาหารเลี้ยงเชื้อที่ละลายแลว ไปฆาเชื้อโดยใช
หมอนึ่งอัดไอน้ํา  (autoclave) ที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ที่ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
15 นาที นําอาหารเลี้ยงเชื้อใสในจานเลีย้งเชื้อ จานละ 25 มิลลิลิตร ทิ้งไวจนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตวั และ
ทําการเตรียมสารละลายเชื้อแบคทีเรีย โดยนําไปเลีย้งใน Mueller-Hinton Broth (MHB) เทียบความ       
ขุนกับ 5.0 McFarland สวนเชื้อรานําไปเลี้ยงใน Sabouraud dextrose agar เทียบความขุนกบั 1.0 
McFarland  นําไมพันสําลีที่ฆาเชื้อแลวจุมลงในสารละลายเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา ปายเชื้อใหกระจาย
ทั่วอาหารเลี้ยงเชื้อในจานเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว เจาะหลุมอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีเสนผาศูนยกลาง 9 มิลลิเมตร 
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ปเปตสารละลายตัวอยาง 100 ไมโครลิตร ใสในหลุมที่เจาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สําหรับเชื้อแบคทีเรียให
บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สวนเชื้อราใหบมเปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลววดั
บริเวณยับยั้งเชื้อ (inhibition zone) โดยการวัดเสนผาศูนยกลางในหนวยมิลลิเมตร  
 
3.7.2 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยวิธี microtiter broth method 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียของน้ํามันหอมระเหยจากใบบนุนาคและ
สารสกัดจากใบและกิ่งบนุนาคดวยตัวทําละลายตางๆ โดยวิธี microtiter broth method (66) เชื้อ
แบคทีเรียที่ทําการทดสอบ ไดแก เชื้อแกรมบวก S. aureus ATCC 25923 และเชือ้แกรมลบ E. coli 
ATCC 25922 เตรียมสารสกัดจากใบและกิ่งบุนนาคดวยตวัทําละลาย 95% เอธานอล โดยใหมีความ
เขมขนเริ่มตน 2000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาคโดยใหมีความเขมขน
เร่ิมตน 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เจือจางความเขมขนเปน 2-fold serial dilution ดวย MHB เติม
สารละลายสารสกัดและสารละลายน้ํามันหอมระเหยแตละความเขมขนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน 
microtiter 96-well plate เติม MHB ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเชื้อทดสอบที่ถูกปรับความขุนเทากับ 
McFarland No. 0.5 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตามลําดับลงในแตละหลุม  บมที่อุณหภูม ิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง วัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยเครื่อง 
labsystems multiskan EX  type 335  microplate reader  วิเคราะหผลจากยบัยั้งการเจริญของเชื้อ
ทดสอบ  ถาสารสกัดหรือน้ํามันหอมระเหยแสดงฤทธิ์ยบัยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบได คาการดดูกลืน
แสงจะตองไมเพิ่มขึ้น หรือมีคาใกลเคียงกบัหลุมทดสอบควบคุมผลบวก ความเขมขนของสารสกัดหรือ
น้ํามันหอมระเหยต่ําสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย คือ คา MIC (Minimal 
inhibitory concentration) 
 
3.8  การทดสอบฤทธิ์ตานเซลลมะเร็งและทดสอบความเปนพิษตอเซลลปกต ิ

นําสารสกัดดวยตัวทําละลายตางๆ จากใบและกิ่งบนุนาค และน้ํามนัหอมระเหยจากใบบุนนาค 
ไปทดสอบฤทธิ์ตานเซลลมะเร็งและทดสอบความเปนพษิตอเซลลปกติที่หองปฏิบัติการตรวจหาสาร
ออกฤทธิ์ทางชวีภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ  ในการทดสอบฤทธิ์ตานมะเร็ง 
(anticancer) ใชเซลลมะเร็งของคน ไดแก เซลลมะเร็งชองปากชนิด KB (oral cancer, ATCC CCL-17),  
เซลลมะเร็งเตานมชนิด MCF-7 (breast cancer, ATCC HTB-22) และเซลลมะเร็งปอดชนิด NCI-H 187 
(small cell lung cancer, ATCC CRL-5804)  ดวยวิธี Resazurin microplate assay (REMA) (67) เตรียม
สารละลายโดยใหมีความเขมขนเริ่มตน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดวยตวัทําละลาย 0.5% DMSO แลว
เจือจางลดความเขมขนลงแบบ 3-fold serial dilution ใช 0.5% DMSO เปน negative control และใช 
Ellipticine ความเขมขน 0.325 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Doxorubicine ความเขมขน 0.147 
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ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปน positive control และทดสอบความเปนพิษตอเซลลปกต ิ (cytotoxicity 
against vero cell) โดยใชเซลลของไตลิง (African green monkey kidney, ATCC CCL-81) โดย
ทดสอบดวยวธีิ Green fluorescent protein (GFP)-based assay (68) ใช Ellipticine เปน positive control  
คํานวณหา   คาความเขมขนของสารที่ทําใหเซลลทดสอบรอยละ 50 ตาย (คา IC50)   
 
3.9  การแยกสารบริสุทธ์ิจากสารสกัดไดคลอโรมีเทนของก่ิงบุนนาค 
 นําสารสกัดไดคลอโรมีเทนของกิ่งบุนนาคมาแยกสารบรสุิทธิ์โดยใชเทคนิคคอลัมนโครมาโท 
กราฟ  โดยนาํสวนสกัดไดคลอโรมีเทนจากกิ่งบุนนาค 19.11 กรัม มาแยกโดยใชซิลิกาเจลเบอร 7734 
เปนตัวดูดซับ และใชตวัทําละลายจากขั้วต่าํไปหาสูงเพื่อชะสาร เร่ิมจากสารละลายผสมเอทิลแอซีเทตใน
เฮกเซน (0-100%) แลวตอดวยเมทานอลในเอทิลแอซิเทต (0-100%) เก็บสารที่แยกไดคร้ังละ 500 
มิลลิลิตร แลวนําไปทดสอบโดยโครมาโทกราฟผิวบาง ใชสารละลายผสมเฮกเซนตอเอทิลแอซีเทต 
(8:2) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่  ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 254 
และ 365 นาโนเมตร และฉีดพนดวยสารละลายวานิลีนแลวอังเตาไฟฟาที่อุณหภูมิ 90-100 องศา
เซลเซียส จากแผน TLC รวมสารละลายที่ใหผลคลายกันไวดวยกัน แลวนําไประเหยภายใตความดนัต่ํา
ไดสวนสกดั 6 สวน คือ  fraction MF1 – fraction MF6 ดงัแผนภาพในรปู 3.3 
 
                                            สารสกัดไดคลอโรมีเทนจากกิ่งบุนนาค 

                                                       (19.11g) 
                                                                             - CC, silica gel   
                                                   -  EtOAc/hexane (0-100%) and  
                                                                                MeOH-EtOAc (0-100%) 
  
     MF1                                    MF3                                              MF5   
(808.1 mg)                                       (3.2985 g)                                     (2.1150 g) 
 
                              MF2                                                 MF4                                                MF6                         
                          (230.1 mg)                                       (7.0410 g)                               (3.3325 g) 
 
                  รูป 3.3 แผนภาพการแยกสารออกจากสกดัไดคลอโรมีเทนของกิ่งบุนนาค 
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3.9.1  การแยกสาร MF3.2A22, MF3.4A22 และ MF3.6A2 
 นํา fraction MF3  มาแยกหาองคประกอบทางเคมีตอดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ ใช      
ซิลิกาเจลเบอร 7734 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเฮกเซนและเอทิลอะซิเตต (0-20% 
EtOAc/hexane) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปค
โทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร และการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน 
สามารถแยกสวนสกัดได 7 กลุม (MF3.1-MF3.7) ดังแผนภาพในรูป 3.4 

นํา fraction MF3.2  มาแยกหาองคประกอบทางเคมีตอดวย Preparative Thin Layer 
Chromatography (PTLC) ใชซิลิกาเจล 60 GF-254 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเอทิลอะซิเตตใน 
เฮกเซน (5% EtOAc/hexane) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/   
วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอรและการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม 
ไดแก fraction MF3.2A1 - MF3.2A3  เมื่อนํา fraction MF3.2A2  มาแยกตอหาองคประกอบทางเคมีดวย
เทคนิค PTLC ใชซิลิกาเจล 60 GF-254 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเอทิลอะซิเตตในเฮกเซน (20% 
EtOAc/hexane) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่  ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปค
โทรโฟโตมิเตอรและการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม ไดแก 
MF3.2A21-MF3.2A23 (แผนภาพในรูป 3.4)  

นํา fraction MF3.4  มาแยกตอหาองคประกอบทางเคมีดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ ใช  
ซิลิกาเจลเบอร 7729 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเอทิลอะซิเตตในเฮกเซน (10% EtOAc/hexane) 
เปนวัฏภาคเคลื่อนที่  ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร
และการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม ไดแก MF3.4A1-MF3.4A3 เมื่อ
นํา fraction MF3.4A2  มาแยกตอดวยเทคนิค PTLC ใชซิลิกาเจล 60 GF-254 เปนวัฏภาคคงที่ และใช
สารละลายไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน (70% CH2Cl2/hexane) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการ
เคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอรและการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน 
สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม ไดแก MF3.4A21-MF3.4A23 (แผนภาพในรูป 3.4)  

นํา fraction MF3.6  มาแยกตอหาองคประกอบทางเคมีดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ ใช  
ซิลิกาเจลเบอร 7729 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเอทิลอะซิเตตในเฮกเซน (20% EtOAc/hexane) 
เปนวัฏภาคเคลื่อนที่  ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร
และการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม ไดแก MF3.6A1-MF3.6A3 
(แผนภาพในรูป 3.4)  

นําสาร MF3.2A22, MF3.4A22 และ MF3.6A2 ไปวิเคราะหดวยเทคนิค IR, GC/MS, 1H-NMR 
และ  13C-NMR  เพื่อพิสูจนโครงสรางของสาร รวมถึงนําสารที่ไดไปทดสอบหาจุดหลอมเหลว 
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                                            Fraction MF3   (3.2985 g) 
                                                                                  - CC, silica gel  
                                                        - EtOAc/hexane (0-20%) 
              
 
 MF3.1                        MF3.3                                   MF3.5                                 MF3.7 
(61.1 mg)                            (432.8 mg)                           (137.7 mg)                             (628.4 mg) 
 
                        MF3.2                                     MF3.4                                 MF3.6                          
                     (868.4 mg)                                 (240.9 mg)                       (128.5 mg) 

    - PTLC        -CC, silica gel 
    -5% EtOAc/hexane             -20%EtOAc/hexane   

     
 MF3.2A1        MF3.2A2            MF3.2A3            MF3.6A1          MF3.6A2          MF3.6A3 
(10.5 mg)        (39.0 mg)             (2.8 mg)            (10.0 mg)          (36.2 mg)         (61.6 mg) 
                                  - CC, silica gel  

    - 5% EtOAc/hexane          
     
 MF3.2A21     MF3.2A22      MF3.2A23 
(20.6 mg)        (10.1 mg)             (1.2 mg)             - CC, silica gel 
                                                        - 10% EtOAc/hexane   
 
       MF3.4A1           MF3.4A2             MF3.4A3 
                                             (9.4 mg)          (109.8 mg)          (108.8 mg) 
                                                      -  PTLC  
                                                      - 70% CH2Cl2/hexane 
  
         MF3.4A21         MF3.4A22      MF3.4A23 
                                               (17.8 mg)        (15.4 mg)             (5.4 mg) 
 
 รูป  3.4  แผนภาพการแยกสาร MF3.2A22, MF3.4A22 และ MF3.6A2 



39 
 

3.9.2 การแยกสาร MF4.3A3 
เมื่อนํา fraction MF4  มาแยกหาองคประกอบทางเคมีตอดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ ใช

ซิลิกาเจลเบอร 7734 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเฮกเซนและเอทิลอะซิเตต (20-100% 
EtOAc/hexane) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่อง UV ที่ความยาว
คล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร และการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 6 กลุม 
(MF4.1-MF4.6) ดังแผนภาพในรูป 3.5 

นํา fraction MF4.3 จํานวน 60 มิลลิกรัม มาแยกหาองคประกอบทางเคมีตอดวย PTLC ใชซิลิกา
เจล 60 GF-254 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเอทิลอะซิเตตในเฮกเซน (20% EtOAc/hexane) 
เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่อง UV และการฉีดพนดวยสารละลาย
วานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม ไดแก Fraction MF4.3A1 – MF4.3A3  เมื่อนําสาร MF4.3A3 
ไปวิเคราะหดวยเทคนิค IR, GC/MS, 1H-NMR และ  13C-NMR  เพื่อพิสูจนโครงสราง รวมถึงนําสารที่ได
ไปทดสอบหาจุดหลอมเหลว 

                     Fraction MF4 
                         (7.041 g) 

                                                                            - CC, silica gel  
                                                   - EtOAc/hexane (20-100%) 
              
 
  MF4.1                                 MF4.3                                              MF4.5   
(55.7 mg)                                        (1.2935 g)                                      (580.4 mg) 
 
                           MF4.2                                              MF4.4                                            MF4.6                         
                         (1.8322 g)                                        (1.2166 g)                             (101.1 mg) 

                         - PTLC 
           - 20% EtOAc/hexane         

                              
    MF4.3A1           MF4.3A2           MF4.3A3 
        (9.4 mg)             (16.6 mg)            (12.4 mg)         
 

รูป 3.5 แผนภาพการแยกสาร MF4.3A3 
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3.10 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบรสิุทธ์ิ   
นําสาร MF3.2A22, MF3.4A22 และ MF3.6A2 และ MF4.3A3 ที่แยกได ไปทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อ

แบคทีเรีย ตอเชื้อ E. coli และเชื้อ S. aureus  โดยวิธี microtiter broth method เชนเดยีวกับการทดสอบ
ฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดและน้ํามันหอมระเหย (หวัขอ 3.7.2) และนําสารบริสุทธิ์ไปทดสอบ
ฤทธิ์ตานเซลลมะเร็ง ไดแก เซลลมะเร็งชองปากชนิด KB, เซลลมะเร็งเตานมชนิด MCF-7 และ
เซลลมะเร็งปอด NCI-H 187 และทดสอบความเปนพษิตอเซลลปกติ เชนเดียวกบัการทดสอบฤทธิ์ตาน
เชื้อแบคทีเรียของสารสกัดและน้ํามันหอมระเหย (หวัขอ 3.8) 

 
 


