
                                                                                                                                                                                               
บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1   สารเคมี อุปกรณ และพืชท่ีใชในการทดลอง 
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  พืชท่ีใชในการทดลอง 
 บุนนาค เก็บทีม่หาวิทยาลัยพายัพ อําเภอเมอืง จังหวดัเชียงใหม  ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2553 นํา
สวนกิ่งของตนบุนนาคที่มีใบติดอยู มาจัดทําตัวอยางพรรณไมแหง โดย J. F. Maxwell นักพฤกษศาสตร 
ภาคชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม และเก็บไวอางอิงที่หอพรรณไมและฐานขอมูล
ของพืชพรรณ (Herbarium and Flora Database) ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยใชช่ือ (code number) วา Sukanya02 สวนที่จะใชศึกษาในการวิจยัคร้ังนี้จะ
แบงเปน 2 สวน ไดแก ใบและกิ่ง 
 
3.2   การสกัดน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาค 

นําใบสดของบุนนาค 1000 กรัม มาลางทําความสะอาด และหั่นเปนชิ้นเล็กๆ ใสลงในขวดกน
กลมขนาด 5 ลิตร เติมน้ํากลั่น 3.5 ลิตร จัดตั้งอุปกรณชุดกล่ันดวยไอน้ํา (Clevenger-type apparatus) ให
ความรอนแกขวดกนกลมดวยเครื่องใหความรอนแบบหลมุ ทําการกลั่นเปนเวลา 8 ช่ัวโมง นําน้ํามัน
หอมระเหยและน้ําในสวน cleavenger  ใสในกรวยแยก เตมิไดคลอโรมีเทนปริมาตร 30 มิลลิลิตร ปดจุก
แลวทําการเขยากรวยแยก ตัง้กรวยแยกทิ้งไวจนสารละลายแยกเปน 2 ช้ัน ไขสารละลายชั้นลางใสขวด
รูปชมพู เติมโซเดียมซัลเฟตที่ปราศจากน้ํา (anhydrous sodium sulfate) 1-2 ชอน กรองดวยกระดาษ
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กรอง แลวนําสารละลายที่ไดไประเหยไดคลอโรมีเทนออกโดยนําไปตั้งบนไอน้ํารอนที่อุณหภมูิ 45 
องศาเซลเซียส ช่ังหาน้ําหนักน้ํามันหอมระเหย และคํานวณหารอยละน้าํมันหอมระเหยที่ได 
  รอยละน้ํามันหอมระเหย   =    น้ําหนกัน้ํามันหอมระเหยที่ได   x  100 
         น้ําหนกัของใบสดที่นํามาสกัด 
 
3.3   การวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีของน้ํามนัหอมระเหยดวยเทคนิค GC/MS 

นําน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาคไปวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีดวยเทคนิค GC/MS ใช
คอลัมน HP-5 ขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.25 มิลลิเมตร ยาว 30 เมตร และมีสภาวะที่ใชในการทดลองดงันี้ 

เคร่ืองกาซโครมาโทกราฟ 
 อุณหภูมิของตวันําสารเขา 260 องศาเซลเซียส 
 โปรแกรมอุณหภูมิของคอลัมน 
  อุณหภูมิเร่ิมตน  40 องศาเซลเซียส 
  อัตราการเพิ่มอุณหภูม ิ 6 องศาเซลเซียสตอนาที 
  อุณหภูมิสุดทาย  275 องศาเซลเซียส 
  คงที่ที่อุณหภมูิสุดทาย 12 นาที 
 อัตราการไหลของกาซฮีเลียม 20 มิลลิลิตรตอนาที 
 ปริมาตรสารที่ฉีด  1 ไมโครลิตร (slpit ratio 1:20) 
 อุณหภูมิเครื่องตรวจวดั  280 องศาเซลเซียส 
เคร่ืองแมสสเปคโทรมิเตอร 
 อุณหภูมิของสวนเชื่อมตอ 280 องศาเซลเซียส 
 วิธีการผลิตไอออน Electron Impact Ionization (EI) 
 พลังงานเฉลี่ยของอิเล็กตรอน 70 อิเล็กตรอนโวลต 
 อุณหภูมิของตวัผลิตไอออน 250 องศาเซลเซียส 

 การวิเคราะหองคประกอบทางเคมี ทําโดยการเปรยีบเทียบแมสเปคตรัมของสารแตละพีคกับ
แมคสเปคตรัมของสารมาตรฐานที่เก็บไวในเครื่องคอมพิวเตอร (Libraly search software) ไดแก 
WILEY และ NIST และคํานวณหาคา retention index (RI) ของสารแตละตวั โดยเทียบกับสารละลาย
มาตรฐานไฮโดรคารบอนผสม (คารบอน 7 – คารบอน 30) ที่วิเคราะหดวยสภาวะเดียวกันกับน้ํามันหอม
ระเหย คา RI คํานวณไดจากสมการ 
 
                 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 

ใบบุนนาคนําไปอบใหแหงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนําไปบดให
ละเอียด ช่ังใบบุนนาคบดละเอียด 420.30 กรัม ใสในโถแกวขนาดใหญ เติมตวัทําละลายเฮกเซน 
ปริมาตร  3 ลิตร  ตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา  7  วนั ทําการสกัดซ้ําอีกครั้ง กรองสารละลายโดยใช
การกรองแบบสุญญากาศ นําสารละลายที่ไดไประเหยเอาตวัทําละลายออกโดยใชเครื่องระเหยแบบ
สุญญากาศ ภายใตความดันต่าํ สวนกากที่เหลือใหทิ้งไวใหแหง แลวนําไปสกัดซ้ําดวยตัวทําละลายที่มีขั้ว
สูงขึ้น ไดแก ไดคลอโรมีเทนและเมทานอล ทําการกรองและระเหยตัวทําละลายออก จะไดสารสกัด     
เฮกเซน สารสกัดไดคลอโรมีเทน และสารสกัดเมทานอลของใบบุนนาค ซ่ึงมีลักษณะเปนของเหลว
เหนยีวขนสีเขยีวเขม คํานวณหาน้ําหนกัของสารสกัดที่ได แผนภาพการสกัดของใบบุนนาคดวยตวัทํา
ละลายตางๆ แสดงในรูป 3.1 

 
                                                     ใบบุนนาค (420.30 กรัม) 
                                                                         - เฮกเซน (3 ลิตร) 

     
                    สารสกัดเฮกเซน  สวนกากทีเ่หลือ                                                                 

(8.36 กรัม)                                          - ไดคลอโรมีเทน (3 ลิตร)                                                                                        
          

                                 สารสกัดไดคลอโรมีเทน  สวนกากทีเ่หลือ                                                         
                                                     (18.16 กรัม)                                    - เมทานอล (3 ลิตร)   

                
                                        สารสกัดเมทานอล  สวนกากทีเ่หลือ                             
                                        (27.36 กรัม) 
 

รูป 3.1 แผนภาพแสดงการสกัดของใบบุนนาคดวยตัวทาํละลายตางๆ 
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3.4.2 การสกัดสารจากกิ่งบุนนาค 
สําหรับการสกัดสารจากกิ่งบุนนาคดวยตวัทําละลายตางๆ ใหทําการทดลองเหมือนกับการสกัด

สารจากใบบุนนาค แตใชเวลาอบกิ่งใหแหงเปนเวลา 26 ช่ัวโมง และใชกิ่งบนุนาคบดละเอียด 1820.00 
กรัม สารสกัดเฮกเซนของกิ่งบุนนาคมลัีกษณะเปนของเหลวเหนียวขนสีเขียว แตสารสกัดไดคลอโร
มีเทนและสารสกัดเมทานอลของกิ่งบุนนาคลักษณะเปนของเหลวเหนยีวขนสีน้ําตาลเขม แผนภาพการ
สกัดของกิ่งบนุนาคดวยตวัทําละลายตางๆ แสดงในรูป 3.2 

 
              ก่ิงบุนนาค (1820.00 กรัม) 
                                                                         - เฮกเซน (4 ลิตร) 

     
                    สารสกัดเฮกเซน  สวนกากทีเ่หลือ                                                                 

(14.56 กรัม)                                        - ไดคลอโรมีเทน (4 ลิตร)                                                                                        
          

                                 สารสกัดไดคลอโรมีเทน  สวนกากทีเ่หลือ                                                         
                                                     (19.11 กรัม)                                      - เมทานอล (4 ลิตร)   

                
                                        สารสกัดเมทานอล  สวนกากทีเ่หลือ                             
                                        (52.96 กรัม) 
 

รูป 3.2 แผนภาพแสดงการสกัดของกิ่งบุนนาคดวยตัวทาํละลายตางๆ 

 
3.5  การหาปรมิาณสารประกอบฟนอลทั้งหมด   

นําสารสกัดจากใบและกิ่งบนุนาคดวยตวัทําละลายตางๆ ไปวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบ  
ฟนอลิกทั้งหมด โดยวิธี Folin-Ciocalteau reagent method (60)  ใช gallic acid เปนสารมาตรฐาน  

เตรียมสารละลายมาตรฐาน gallic acid  เขมขน 1.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (stock solution) โดย
การชั่ง gallic acid มา 10.00 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายเมทานอลตอน้ํา (50:50 v/v) จนปริมาตร
ครบ 10 มิลลิลิตร ทําการเจือจางสารละลายใหมีความเขมขน  0.01,   0.02,  0.03,  0.04, 0.05, 0.06  และ  
0.07 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  โดยปเปต stock solution มา  0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50, 0.60  และ 0.70 
มิลลิลิตร  ตามลําดับ ใสลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 10  มิลลิลิตร  เติมสารละลายผสมเมทานอลกับน้ํา
จนถึงขีดวดัปริมาตร   
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ช่ังสารสกัดเฮกเซน สารสกัดไดคลอโรมีเทน และสารสกัดเมทานอลของใบบุนนาค จํานวน 10, 
10 และ 1 มิลลิกรัม ตามลําดับ สวนสารสกัดเฮกเซน สารสกัดไดคลอโรมีเทน และสารสกัดเมทานอล
ของกิ่งบุนนาค ช่ังมาจํานวน 50, 10 และ 1 มิลลิกรัม ตามลําดับ นําไปละลายดวยตวัทําละลายเมทานอล
ในขวดวดัปริมาตรจนมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร    

ปเปตสารละลายตัวอยางหรือสารละลายมาตรฐานมา 1.00 มิลลิลิตร และสารละลาย Folin-
Ciocalteau reagent (1:10 v/v) 5.00 มิลลิลิตร ใส ในหลอดทดลอง เขยาสารละลายดวยเครื่อง Vortex 
mixer และตั้งทิ้งไว  8  นาที เติมสารละลาย  Na2CO3  เขมขน 1 โมลตอลิตร ลงไป  4  มิลลิลิตร เขยาดวย
เครื่อง Vortex mixer แลวเก็บไวในที่มืดเปนเวลา  2  ช่ัวโมง ณ อุณหภูมิหอง สวนสารละลายที่เปน 
blank  เตรียมโดยใชเมทานอล 1.00  มิลลิลิตรแทนสารละลายตัวอยาง นําสารละลายทั้งหมดไปวัดคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร คํานวณหา
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด โดยเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid  รายงานผลในหนวย
มิลลิกรัมสมมูลของ gallic acid ในตัวอยางแหงหนัก 1 กรัม (mg GAE/g dry weight) 
 
3.6 การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 
3.6.1 การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระโดยวิธี DPPH 

ในการวิเคราะหหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH radical scavenging  
(61-62) ใช trolox และ vitamin C เปนสารมาตรฐาน  

3.6.1.1  การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารละลายมาตรฐานโดยวิธี  
DPPH 

เตรียมสารมาตรฐาน trolox เขมขน 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ัง trolox มา 20.00 มิลลิกรัม 
ละลายในเอธานอลจนครบปริมาตร 10  มิลลิลิตร ทําการเจือจางสารละลายใหไดความเขมขนตางๆ ดังนี ้
0.02, 0.04, 0.08, 0.10 และ 0.20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.10, 
0.20, 0.40, 0.50 และ 1.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีด
วัดปริมาตร   

เตรียมสารมาตรฐาน vitamin C เขมขน 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิตร โดยชั่ง vitamin C มา 20.00 
มิลลิกรัม ละลายในเอธานอลจนครบปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําการเจอืจางสารละลายใหไดความเขมขน
ตางๆ ดังนี้ 0.01, 0.02, 0.04, 0.06 และ 0.10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution 
มา 0.05, 0.10, 0.20, 0.30 และ 0.50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอล
จนถึงขีดวดัปริมาตร   
 และเตรียมสารละลาย DPPH 0.004% w/v โดยการชั่ง DPPH มา 4 มิลลิกรัม แลวเติมตัวทํา
ละลายเอธานอลจนถึงขีดวดัปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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 ปเปตสารละลายมาตรฐานทีค่วามเขมขนตางๆ เติมลงใน plate well 96 หลุม โดยสารละลาย
ความเขมขนหนึ่งๆ จะใส 4 หลุม แตละหลุมจะมีปริมาตรรวมเปน 200 ไมโครลิตร ดังนี ้
 

หลุมที่ สารละลายตัวอยางหรือ
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 

 
ทําการวิเคราะหสารละลายแตละความเขมขนซ้ําอีก 2 คร้ัง เมื่อทําการเตรียมสารละลายแลว ทิ้ง

ไวในที่มืด เปนเวลา 30 นาที แลวนํามาวดัคาการดูดกลืนแสงดวยเครือ่ง Multimode Detector ที่ความยาว
คล่ืน 517 นาโนเมตร หาเปอรเซ็นตการยับยั้งจากสมการ 
                     เปอรเซ็นตการยับยั้ง =   [(Apositive - Anegative) – (Asample - Ablank)] x 100 
       (Apositive - Anegative) 
 นําคาเปอรเซ็นตการยับยั้งของสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ มาพล็อตกราฟกับความ
เขมขนตางๆ  หาสมการเสนตรง เพื่อนําไปคํานวณหาคาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานที่สามารถ
ขจัดอนุมูล DPPH  ได 50 เปอรเซ็นต (IC50)  
 

3.6.1.2  การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบและกิ่งบุนนาค 
โดยวิธี DPPH 

นําสารสกัดเฮกเซนและสารสกัดไดคลอโรมีเทนจากใบบุนนาค มาเตรียมเปนสารละลายเขมขน 
50.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยการชั่งสารสกัดมา 500 มิลลิกรัม เติมเอธานอลจนปริมาตรเปน 10 
มิลลิลิตร แลวเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 1.00, 2.00, 3.00, 4.00 และ 5.00 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution  มา 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิลิตร ใสลงใน
ขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มลิลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปริมาตร  สวนสารสกัดเมทานอลจากใบ
บุนนาคนํามาเตรียมเปนสารละลายเขมขน 10.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ังสารสกัดมา 100 มิลลิกรัม 
เติมเอธานอลจนปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร แลวนํามาเจอืจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.05, 0.10, 
0.20, 0.40 และ 0.60 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.05, 0.10, 0.20, 0.40 
และ 0.60 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถงึขีดวัดปริมาตร   
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 สวนสารสกัดเฮกเซนจากกิ่งบุนนาคมาเตรยีมเปนสารละลายเขมขน 50.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยการชั่งสารสกัดมา 500 มิลลิกรัม เติมเอธานอลจนปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร ทําการเจือจาง
สารละลายใหไดความเขมขน 1.00, 4.00, 5.00, 6.00 และ 8.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปต
สารละลาย stock solution มา 0.20, 0.80, 1.00, 1.20 และ 1.60 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 
10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวดัปริมาตร  สวนสารสกัดไดคลอโรมีเทนและสารสกัดเมทานอล
จากใบบนุนาคนํามาเตรียมเปนสารละลายเขมขน 10.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ังสารสกัดมา 100 
มิลลิกรัม เติมเอธานอลจนปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร สําหรับสารสกัดไดคลอโรมีเทนจากกิ่งบุนนาคให
นํามาเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.25, 0.50, 1.00, 1.50 และ 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยป
เปตสารละลาย stock solution มา 0.25, 0.50, 1.00, 1.50 และ 2.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวดัปริมาตร
ขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปริมาตร  สวนสารสกัดเมทานอลจากกิ่งบุนนาคใหนํามา
เจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.05, 0.10, 0.20, 0.25 และ 0.30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปต
สารละลาย stock solution มา 0.05, 0.10, 0.20, 0.25 และ 0.30 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 
10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปรมิาตร   

ทําการทดสอบหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบและกิ่งบนุนาค และ
คํานวณหาคา IC50  เหมือนกบัสารละลายมาตรฐาน  

 
3.6.1.3  การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหย โดยวิธี DPPH 
นําน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาคมาเตรยีมเปนสารละลายเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

โดยการชั่งน้ํามันหอมระเหยมา 500 มิลลิกรัม เติมตัวทําละลายเอธานอลจนปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตร 
แลวทําการเจือจางสารละลายดวยตัวทําละลายเอธานอลใหไดความเขมขนตางๆ ดังนี ้ 5, 10, 20, 30, 40 
และ 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.10, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 และ 
1.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 2 มิลลิลิตร  แลวเติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปริมาตร  ทําการ
ทดสอบหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหย และคํานวณหาคา IC50  
เหมือนกับสารละลายมาตรฐาน  
 
3.6.2 การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS 

ในการวิเคราะหหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS (62) ใช trolox และ 
vitamin C เปนสารมาตรฐาน  

3.6.2.1 การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารละลายมาตรฐานดวยวิธี ABTS 
 เตรียมสารละลาย ABTS เขมขน 7 มิลลิโมลาร (mM) โดยชั่งสาร ABTS มา 0.038 กรัม 

ใสในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร เติมเอทานอลจนถึงขีดวัดปรมิาตร 
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 เตรียมสารละลาย K2S2O8 เขมขน 140 มิลลิโมลาร โดยช่ังสาร K2S2O8 มา 0.3783 กรัม 
ใสในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร เติมเอทานอลจนถึงขีดวัดปรมิาตร 

 ผสมสารละลาย ABTS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และสารละลาย K2S2O8 176 ไมโครลิตร 
ในขวดสีชา ตั้งไวในที่มืดเปนเวลา 16 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมหิอง จะไดสารละลาย ABTS radical cation  

 เจือจางสารละลาย ABTS radical cation ดวยเอธานอล ใหไดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร เทากับ 0.700-0.900  

เตรียมสารมาตรฐาน trolox เขมขน 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ัง trolox มา 10.00 
มิลลิกรัม ละลายในเอธานอลจนครบปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทําการเจอืจางสารละลายใหไดความเขมขน
ตางๆ ดังนี้ 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 และ 0.05 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution 
มา 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 และ 0.25 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอล
จนถึงขีดวดัปริมาตร   

เตรียมสารมาตรฐาน vitamin C เขมขน 2.00 มิลลิกรัมตอมิลลิตร โดยช่ัง vitamin C มา 
20.00 มิลลิกรัม ละลายในเอธานอลจนครบปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําการเจือจางสารละลายใหไดความ
เขมขนตางๆ ดังนี้ 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 และ 0.30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock 
solution มา 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 และ 1.50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เตมิ
เอธานอลจนถึงขีดวัดปริมาตร   

นําสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ มา 1.00 มิลลิลิตร กับสารละลาย ABTS ที่
เตรียมไว ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากบั บมไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 5 นาที นาํสารละลายไปวัด
คาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องยูวี/วสิิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ใชตัวทํา
ละลายเอธานอลเปน blank คํานวณหาเปอรเซ็นตการยับยั้งจากสมการ 
                     เปอรเซ็นตการยับยั้ง    =    (Ab - As)    x 100 
                  Ab 
  เมื่อ Ab คือคาการดูดกลืนแสงเมื่อไมมีสารมาตรฐาน และ As คือคาการดูดกลืนแสง
เมื่อมีสารมาตรฐาน แลวนําคาเปอรเซ็นตการยับยั้งของสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ มา
พล็อตกราฟกบัความเขมขนตางๆ  หาสมการเสนตรงเพื่อนําไปคํานวณหาคาความเขมขนของสารละลาย
มาตรฐานที่สามารถขจัดอนุมูล ABTS  ได 50 เปอรเซ็นต (IC50)  

 
3.6.2.2  การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบและกิ่งบุนนาค

ดวยวิธี ABTS 
นําสารสกัดเฮกเซน สารสกดัไดคลอโรมีเทน และเมทานอลจากใบและกิ่งบุนนาค มาเตรียมเปน

สารละลายเขมขน 10.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยการชั่งสารสกัดมา 100 มิลลิกรัม เติมตัวทําละลาย   
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เมทานอลจนปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร สารสกัดเฮกเซนและสารสกัดไดคลอโรมีเทนจากใบบนุนาคให
นํามาเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.20, 0.40, 0.50, 0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวดัปริมาตร  สวนสารสกัดเมทานอลจากใบบนุนาค 
ใหนํามาเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 มลิลิลิตร ใสลงในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปรมิาตร   
 สวนสารสกัดเฮกเซนจากกิ่งบุนนาคใหนํามาเจือจางสารละลายใหไดความเขมขน 0.20, 0.40, 
0.50, 0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.20, 0.40, 
0.60, 0.80 และ 1.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัด
ปริมาตร สําหรับสารสกัดไดคลอโรมีเทนและเมทานอลจากกิ่งบนุนาคใหนํามาเจือจางสารละลายใหได 
ความเขมขน 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution 
มา 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอล
จนถึงขีดวดัปริมาตร   

ทําการทดสอบหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากใบและกิ่งบนุนาค แลว
คํานวณหาคา IC50  เหมือนกบัสารละลายมาตรฐาน  

 
3.6.2.3  การทดสอบความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหยดวยวิธี ABTS 
นําน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาคมาเตรยีมเปนสารละลายเขมขน 100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

โดยการชั่งน้ํามันหอมระเหยมา  200 มิลลิกรัม เติมตัวทําละลายเอธานอลจนปริมาตรเปน 2 มิลลิลิตร 
แลวทําการเจือจางสารละลายดวยตัวทําละลายเอธานอลใหไดความเขมขนตางๆ ดังนี ้ 2.00, 4.00, 6.00, 
8.00 และ 10.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยปเปตสารละลาย stock solution มา 0.10, 0..20, 0.30, 0.40 
และ 0.50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร  แลวเติมเอธานอลจนถึงขีดวดัปริมาตร  
ทําการทดสอบหาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหยและคาํนวณหาคา IC50  
เหมือนกับสารละลายมาตรฐาน  
 
3.6.3  การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระวิธี Reducing power  

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาค และสารสกัดจากใบและ
กิ่งบุนนาคดวยตัวทําละลายตางๆ ดวยวิธี Reducing power (63) ดังนี ้

เตรียมสารละลายมาตรฐาน trolox, น้ํามันหอมระเหย, สารสกัดเฮกเซน, สารสกัดไดคลอโร
มีเทน และสารสกัดเมทานอลจากใบและกิง่บุนนาค ที่ความเขมขน 10.00 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยชั่ง
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สารมา 50.00 มิลลิกรัม ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปรมิาตร  
และทําการเจือจางใหไดสารละลายเขมขน 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดย   
ปเปตสารละลาย stock solution มา 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, และ 0.50 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวดัปริมาตร
ขนาด 10 มิลลิลิตร  เติมเอธานอลจนถึงขีดวัดปริมาตร   

นําสารละลายของตัวอยางปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง แลวเติมสารละลาย 
phosphate buffer 0.2 M (pH = 6.6) ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร และสารละลาย K3Fe(CN)6 1% w/v 
ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เติม 10% Trichloroacetic 
acid (TCA) ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร นําไปเหวี่ยงปนที่ 3000 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใส
สวนบนมาปรมิาตร 2.50 มิลลิลิตร เติมน้าํปราศจากไอออน 2.50 มิลลิลิตร และ 0.1% FeCl3 0.50 
มิลลิลิตร นําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที ่700 นาโนเมตร  
 
3.7  การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา 
3.7.1 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเชื้อรา โดยวิธี agar-well diffusion 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเชื้อรา โดยวิธี agar-well diffusion (64-
65) เชื้อแบคทีเรียและเชื้อราที่ใชศึกษาไดรับการอนุเคราะหจากคณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียง
ใหม เชื้อแบคทีเรียที่ใชทดสอบ ไดแก Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 
25923 และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 สวนเชื้อราที่ใชทดสอบ ไดแก Candida albican, 
Aspergillus flavus และ Trichophyton mentagrophyte ใชสารละลาย gentamicin (75 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) และ amoxicillin (75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) เปนสารมาตรฐานสําหรับเชื้อแบคทีเรีย และ
สารละลาย ketoconazole (250 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) เปนสารมาตรฐานสําหรับเชื้อรา สวน
สารละลายที่ทดสอบมีความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ังน้ํามันหอมระเหย สารสกัดจาก      
เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล จากใบและกิ่งบนุนาค  ช่ังมา 30 มิลลิกรัม ทําการเจือจางสารดวย
เอธานอลจนไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ในเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําโดยละลายอาหารเลี้ยงเชื้อในน้ําอุน 
โดยใช Mueller-Hinton agar 38.0 กรัม ในน้ํา 1 ลิตร (สําหรับเชือ้แบคทีเรีย) และใช  Sabouraud 
dextrose agar 65.0 กรัม ในน้ํา 1 ลิตร (สําหรับเชื้อรา) นําอาหารเลี้ยงเชื้อที่ละลายแลว ไปฆาเชื้อโดยใช
หมอนึ่งอัดไอน้ํา  (autoclave) ที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ที่ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
15 นาที นําอาหารเลี้ยงเชื้อใสในจานเลีย้งเชื้อ จานละ 25 มิลลิลิตร ทิ้งไวจนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตวั และ
ทําการเตรียมสารละลายเชื้อแบคทีเรีย โดยนําไปเลีย้งใน Mueller-Hinton Broth (MHB) เทียบความ       
ขุนกับ 5.0 McFarland สวนเชื้อรานําไปเลี้ยงใน Sabouraud dextrose agar เทียบความขุนกบั 1.0 
McFarland  นําไมพันสําลีที่ฆาเชื้อแลวจุมลงในสารละลายเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา ปายเชื้อใหกระจาย
ทั่วอาหารเลี้ยงเชื้อในจานเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว เจาะหลุมอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีเสนผาศูนยกลาง 9 มิลลิเมตร 
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ปเปตสารละลายตัวอยาง 100 ไมโครลิตร ใสในหลุมที่เจาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สําหรับเชื้อแบคทีเรียให
บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สวนเชื้อราใหบมเปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลววดั
บริเวณยับยั้งเชื้อ (inhibition zone) โดยการวัดเสนผาศูนยกลางในหนวยมิลลิเมตร  
 
3.7.2 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยวิธี microtiter broth method 

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียของน้ํามันหอมระเหยจากใบบนุนาคและ
สารสกัดจากใบและกิ่งบนุนาคดวยตัวทําละลายตางๆ โดยวิธี microtiter broth method (66) เชื้อ
แบคทีเรียที่ทําการทดสอบ ไดแก เชื้อแกรมบวก S. aureus ATCC 25923 และเชือ้แกรมลบ E. coli 
ATCC 25922 เตรียมสารสกัดจากใบและกิ่งบุนนาคดวยตวัทําละลาย 95% เอธานอล โดยใหมีความ
เขมขนเริ่มตน 2000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และน้ํามันหอมระเหยจากใบบุนนาคโดยใหมีความเขมขน
เร่ิมตน 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เจือจางความเขมขนเปน 2-fold serial dilution ดวย MHB เติม
สารละลายสารสกัดและสารละลายน้ํามันหอมระเหยแตละความเขมขนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน 
microtiter 96-well plate เติม MHB ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเชื้อทดสอบที่ถูกปรับความขุนเทากับ 
McFarland No. 0.5 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตามลําดับลงในแตละหลุม  บมที่อุณหภูม ิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง วัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยเครื่อง 
labsystems multiskan EX  type 335  microplate reader  วิเคราะหผลจากยบัยั้งการเจริญของเชื้อ
ทดสอบ  ถาสารสกัดหรือน้ํามันหอมระเหยแสดงฤทธิ์ยบัยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบได คาการดดูกลืน
แสงจะตองไมเพิ่มขึ้น หรือมีคาใกลเคียงกบัหลุมทดสอบควบคุมผลบวก ความเขมขนของสารสกัดหรือ
น้ํามันหอมระเหยต่ําสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย คือ คา MIC (Minimal 
inhibitory concentration) 
 
3.8  การทดสอบฤทธิ์ตานเซลลมะเร็งและทดสอบความเปนพิษตอเซลลปกต ิ

นําสารสกัดดวยตัวทําละลายตางๆ จากใบและกิ่งบนุนาค และน้ํามนัหอมระเหยจากใบบุนนาค 
ไปทดสอบฤทธิ์ตานเซลลมะเร็งและทดสอบความเปนพษิตอเซลลปกติที่หองปฏิบัติการตรวจหาสาร
ออกฤทธิ์ทางชวีภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ  ในการทดสอบฤทธิ์ตานมะเร็ง 
(anticancer) ใชเซลลมะเร็งของคน ไดแก เซลลมะเร็งชองปากชนิด KB (oral cancer, ATCC CCL-17),  
เซลลมะเร็งเตานมชนิด MCF-7 (breast cancer, ATCC HTB-22) และเซลลมะเร็งปอดชนิด NCI-H 187 
(small cell lung cancer, ATCC CRL-5804)  ดวยวิธี Resazurin microplate assay (REMA) (67) เตรียม
สารละลายโดยใหมีความเขมขนเริ่มตน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดวยตวัทําละลาย 0.5% DMSO แลว
เจือจางลดความเขมขนลงแบบ 3-fold serial dilution ใช 0.5% DMSO เปน negative control และใช 
Ellipticine ความเขมขน 0.325 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ Doxorubicine ความเขมขน 0.147 
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ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปน positive control และทดสอบความเปนพิษตอเซลลปกต ิ (cytotoxicity 
against vero cell) โดยใชเซลลของไตลิง (African green monkey kidney, ATCC CCL-81) โดย
ทดสอบดวยวธีิ Green fluorescent protein (GFP)-based assay (68) ใช Ellipticine เปน positive control  
คํานวณหา   คาความเขมขนของสารที่ทําใหเซลลทดสอบรอยละ 50 ตาย (คา IC50)   
 
3.9  การแยกสารบริสุทธ์ิจากสารสกัดไดคลอโรมีเทนของก่ิงบุนนาค 
 นําสารสกัดไดคลอโรมีเทนของกิ่งบุนนาคมาแยกสารบรสุิทธิ์โดยใชเทคนิคคอลัมนโครมาโท 
กราฟ  โดยนาํสวนสกัดไดคลอโรมีเทนจากกิ่งบุนนาค 19.11 กรัม มาแยกโดยใชซิลิกาเจลเบอร 7734 
เปนตัวดูดซับ และใชตวัทําละลายจากขั้วต่าํไปหาสูงเพื่อชะสาร เร่ิมจากสารละลายผสมเอทิลแอซีเทตใน
เฮกเซน (0-100%) แลวตอดวยเมทานอลในเอทิลแอซิเทต (0-100%) เก็บสารที่แยกไดคร้ังละ 500 
มิลลิลิตร แลวนําไปทดสอบโดยโครมาโทกราฟผิวบาง ใชสารละลายผสมเฮกเซนตอเอทิลแอซีเทต 
(8:2) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่  ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 254 
และ 365 นาโนเมตร และฉีดพนดวยสารละลายวานิลีนแลวอังเตาไฟฟาที่อุณหภูมิ 90-100 องศา
เซลเซียส จากแผน TLC รวมสารละลายที่ใหผลคลายกันไวดวยกัน แลวนําไประเหยภายใตความดนัต่ํา
ไดสวนสกดั 6 สวน 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  มาแยกหาองคประกอบทางเคมีตอดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ ใช      
ซิลิกาเจลเบอร 7734 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเฮกเซนและเอทิลอะซิเตต (0-20% 
EtOAc/hexane) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปค
โทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร และการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน 
สามารถแยกสวนสกัดได 7 กลุม (MF3.1-MF3.7) ดังแผนภาพในรูป 3.4 

นํา fraction MF3.2  มาแยกหาองคประกอบทางเคมีตอดวย Preparative Thin Layer 
Chromatography (PTLC) ใชซิลิกาเจล 60 GF-254 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเอทิลอะซิเตตใน 
เฮกเซน (5% EtOAc/hexane) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/   
วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอรและการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม 
ไดแก fraction MF3.2A1 - MF3.2A3  เมื่อนํา fraction MF3.2A2  มาแยกตอหาองคประกอบทางเคมีดวย
เทคนิค PTLC ใชซิลิกาเจล 60 GF-254 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเอทิลอะซิเตตในเฮกเซน (20% 
EtOAc/hexane) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่  ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปค
โทรโฟโตมิเตอรและการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม ไดแก 
MF3.2A21-MF3.2A23 (แผนภาพในรูป 3.4)  

นํา fraction MF3.4  มาแยกตอหาองคประกอบทางเคมีดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ ใช  
ซิลิกาเจลเบอร 7729 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเอทิลอะซิเตตในเฮกเซน (10% EtOAc/hexane) 
เปนวัฏภาคเคลื่อนที่  ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร
และการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม ไดแก MF3.4A1-MF3.4A3 เมื่อ
นํา fraction MF3.4A2  มาแยกตอดวยเทคนิค PTLC ใชซิลิกาเจล 60 GF-254 เปนวัฏภาคคงที่ และใช
สารละลายไดคลอโรมีเทนในเฮกเซน (70% CH2Cl2/hexane) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการ
เคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอรและการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน 
สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม ไดแก MF3.4A21-MF3.4A23 (แผนภาพในรูป 3.4)  

นํา fraction MF3.6  มาแยกตอหาองคประกอบทางเคมีดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ ใช  
ซิลิกาเจลเบอร 7729 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเอทิลอะซิเตตในเฮกเซน (20% EtOAc/hexane) 
เปนวัฏภาคเคลื่อนที่  ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่องยูวี/วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร
และการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม ไดแก MF3.6A1-MF3.6A3 
(แผนภาพในรูป 3.4)  

นําสาร MF3.2A22, MF3.4A22 และ MF3.6A2 ไปวิเคราะหดวยเทคนิค IR, GC/MS, 1H-NMR 
และ  13C-NMR  เพื่อพิสูจนโครงสรางของสาร รวมถึงนําสารที่ไดไปทดสอบหาจุดหลอมเหลว 
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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 
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3.9.2 การแยกสาร MF4.3A3 
เมื่อนํา fraction MF4  มาแยกหาองคประกอบทางเคมีตอดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ ใช

ซิลิกาเจลเบอร 7734 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเฮกเซนและเอทิลอะซิเตต (20-100% 
EtOAc/hexane) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่อง UV ที่ความยาว
คล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร และการฉีดพนดวยสารละลายวานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 6 กลุม 
(MF4.1-MF4.6) ดังแผนภาพในรูป 3.5 

นํา fraction MF4.3 จํานวน 60 มิลลิกรัม มาแยกหาองคประกอบทางเคมีตอดวย PTLC ใชซิลิกา
เจล 60 GF-254 เปนวัฏภาคคงที่ และใชสารละลายเอทิลอะซิเตตในเฮกเซน (20% EtOAc/hexane) 
เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของจุดสารโดยใชเครื่อง UV และการฉีดพนดวยสารละลาย
วานิลีน สามารถแยกสวนสกัดได 3 กลุม ไดแก Fraction MF4.3A1 – MF4.3A3  เมื่อนําสาร MF4.3A3 
ไปวิเคราะหดวยเทคนิค IR, GC/MS, 1H-NMR และ  13C-NMR  เพื่อพิสูจนโครงสราง 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 ไปทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อ

แบคทีเรีย ตอเชื้อ E. coli และเชื้อ S. aureus  โดยวิธี microtiter broth method เชนเดยีวกับการทดสอบ
ฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียของสารสกัดและน้ํามันหอมระเหย (หวัขอ 3.7.2) และนําสารบริสุทธิ์ไปทดสอบ
ฤทธิ์ตานเซลลมะเร็ง ไดแก เซลลมะเร็งชองปากชนิด KB, เซลลมะเร็งเตานมชนิด MCF-7 และ
เซลลมะเร็งปอด NCI-H 187 และทดสอบความเปนพษิตอเซลลปกติ เชนเดียวกบัการทดสอบฤทธิ์ตาน
เชื้อแบคทีเรียของสารสกัดและน้ํามันหอมระเหย (หวัขอ 3.8) 

 
 


