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บทคดัย่อ 
 

งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อ 1) ศึกษาการแยกสารส าคญัของสารสกดัจากใบกฤษณา
ด้วยวิธีซีเควนเชียล 2) ศึกษาการแยกส่วนสกัดท่ีออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม์ไดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ี 
(DPP-4) จากใบกฤษณาท่ีไดจ้ากการสัดแยกโดยวิธีซีเควนเชียล และ 3) ศึกษาการแยกส่วนสกดัท่ี
ออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม ์DPP–4 จากใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria crassna pierre exlecomte โดยวิธี
คอลมัน์โครมาโทรกราฟี  

ผลการวจิยัพบวา่ 
  1. การแยกสารส าคญัของสารสกดัจากใบกฤษณาดว้ยวิธีซีเควนเชียลในสารสกดัเมทานอล
ท่ีแยกไดจ้ากใบกฤษณาจ านวน 3 กิโลกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb ออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม ์DPP–4 
มากท่ีสุด ท่ีร้อยละ 19.24   
 2. การแยกส่วนสกดัท่ีออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม์ไดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ี (DPP-4) จากใบ
กฤษณาท่ีไดจ้ากการสัดแยกโดยวิธีซีเควนเชียล พบสารท่ีออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม ์DPP–4 คือส่วน
สกดั ASM 4, ASM 7, ASM 8, ASM 9 และ ASM 10 ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb ตา้นเอนไซมไ์ดร้้อย
ละ 72. 80, 12.24, 2.24, 9.36 และ 8.49 ตามล าดบั 

 3. การแยกส่วนสกดัท่ีออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม์ DPP–4 จากใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria 
crassna pierre exlecomte โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทรกราฟี และ Preparative Thin–layer 
Chromatography (PLC)  อยา่งต่อเน่ืองเพื่อหาสารบริสุทธ์ิท่ีออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม ์DPP–4 มาศึกษา
สูตรโครงสร้างของสารโดยอาศยัเทคนิคทางสเปกโทสโกปี  พบวา่ผลึกผสมล าดบัท่ี F 3–2 (301–
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306), F 2–4 (308–311) และ F 3 (334–2)  เม่ือผ่านการตรวจสอบเบ้ืองตน้ด้วยวิธี Thin–layer 
Chromatography (TLC) พบว่าสารสกดัท่ีได้น่าจะเป็นสารบริสุทธ์ิ  และจากการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิคทางสเปกโทสโกปี NMR พบว่า เป็นสารกลุ่ม แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ไกลโคไซด ์
(Alkaloid flavonoid glycosides) ผลการทดสอบหาสาร ฟลาโวนอยด์โดยวิธีของสารอลูมิเนียมคลอ
ไรด์ (Aluminium chloride colorimetric method) ของผลึก 319-1 และ 334-2 ในชั้นของสารละลาย 
Octyl alcohol ท่ีอยูช่ั้นบนสุดให้สีส้มของ สารสารละลาย ฉะนั้นจึงสามารถสรุปไดว้า่ผลึกของสาร
สกดัล าดบัท่ี 319-1 และ 334-2 ท่ีสกดัแยกไดจ้ากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัมโดยวิธีคอลมัน์
โครมาโทรกราฟี เป็นสารในกลุ่ม Flavone ชนิด Aglycone 

ค าส าคัญ: เอควลิาเรีย คลาสนา  วธีิซีเควนเชียล  ดีพีพีส่ี 
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ABSTRACT 
 

  The purposes of this research were 1) to study the extraction of chemical components 
from Aquilaria crassna Pierre exlecomte leaves using sequential method 2) to study the 
extraction of substances against enzyme Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) from Aquilaria crassna 
Pierre exlecomte with sequential method and 3) to study the extraction of substances against 
enzyme Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) from Aquilaria crassna Pierre exlecomte with column 
chromatography method. 
 The findings revealed as follows. 
 1. The Methanol extract from 3.0 kg. of Aquilaria crassna Pierre ex Lecomte  leaves 
with 500 ppb concentration had the maximum anti-DPP-4 at 19.24%. 
  2. The anti-DPP-4 substances found from extraction of 3 kg. of Aquilaria crassna Pierre 
ex Lecomte leaves in 158.48 gm. of Methanol are ASM 4, ASM 7, ASM 8, ASM 9, and ASM 10 
in the amount of 0.00121, 0.00184, 0.0157, 0.00122 , 0.00139 mg. at  500 ppb concentration, 
found at 72.80%, 12.24%, 2.24%, 9.36%, and 8.49%. 
 3. After the continue separation of the active compounds against the enzyme DPP-4 by 
using column chromatography and Preparative Thin-layer Chromatography (PLC) and chemical 
identification spectroscopy techniques, the crystals were mixed sequence F 3-2 (301-306), F 2-4 
(308-311) and F 3 (334-2). After preliminary examination by Thin-layer Chromatography (TLC), 
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the gained extract was purified. The results from NMR spectrometer analysis indicated a 
substance in alkaloid flavonoid glycosides group by testing compounds flavonoid by Aluminium 
chloride colorimetric method of the crystals 319-1 and 334-2 in the solution of Octyl alcohol that 
was on top of the orange substance solution. Therefore, it can be concluded that the extracts 
crystals no.319-1 and 334-2 extracted from 11.50 kg. Aquilaria crassna Pierre ex Lecomte leaves 
by column chromatography caontain substance of the Flavone – Type Aglycone. 

Keywords : Aquilaria crassna Pierre ex Lecomte, Sequential   Extraction, Dipeptidyl 
peptidase–4 
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76 
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จากสารจ านวน 25.02 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  ในส่วนของสารสกดั 
ส่วนท่ี  ASM 7 – ASM 10............................................................................................. 
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18 ผลการทดสอบสมบติัการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ของสารสกดัเมทานอล 

จากใบกฤษณาจ านวน 158.480 กรัม ท่ีแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี .................. 
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ท่ีแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  ของสารสกดัส่วนท่ี ASM 7 – ASM 10..............  
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20 ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีใชส้กดัแยกสารในส่วนท่ี ASM (7–10)           

5จ านวน 0. 94  กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี .................................................... 
 

84 
21 ปริมาตรของวฏัภาคเคล่ือนท่ี  ท่ีใชส้กดัแยกสารในส่วนท่ี ASM (7–10) 5   

จ านวน 0. 94 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั............. 
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22 น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 5–1 – ASM (7–10)     

 5–11 ท่ีแยกไดจ้ากสารสกดัจ านวน 0.94 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ............. 
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จ านวน 3.05 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั.............. 
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25 24 น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 6–1 – ASM 

(7–10) 6–8  ท่ีแยกไดจ้ากสารจ านวน 3.05 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี .......... 
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28 น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 7–1 – ASM 
 (7–10) 7–10 ท่ีแยกไดจ้ากสารจ านวน 6.58  กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ....... 
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29 ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคล่ือนท่ีใชส้กดัแยกสาร จ านวน 169.58 กรัม  
ในส่วนสกดัเมทานอลจากใบกฤษณา โดยวธีิคอลมัน์โครมาโท กราฟี ......................... 
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30 ปริมาตรของวฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีใชส้กดัแยกสาร จ านวน 169.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์
โครมาโทกราฟีของสารสกดัเมทานอลจากใบกฤษณา ในแต่ละส่วนของสารสกดั....... 
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31 น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนท่ี ASM 2–1 – ASM 2–12 ท่ีแยกได ้
จากใบ กฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัมในส่วนของเมทานอลจ านวน 169.58 กรัม  
โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ..................................................................................... 
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32 ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีใชส้กดัแยกสาร จ านวน 35 กรัม โดยวธีิ
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แยกไดจ้ากสารจ านวน 35 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี ในส่วนของสารสกดั
ส่วนท่ี ASM 2 (11) ................................................................................................... 
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39 น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนท่ี ASM (5) 1 – ASM (5) 19  
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40 ร้อยล118ะและปริมาตรของวฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีใชส้กดัแยกสารในส่วนท่ี ASM 8   
จ านวน 2.12050 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี………………………..……..…  
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41 ปริมาตรของวฏัภาคเคล่ือนท่ี  ท่ีใชส้กดัแยกสารในส่วนท่ี ASM 8  จ านวน  
2.50 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั........................... 
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42 น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนท่ี ASM (8) 1 – ASM (8) 10  
ในส่วนท่ี ASM 8 จ านวน  2.50 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ........................... 
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43 ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีใชส้กดัแยกสารในส่วนท่ี ASM 9   
จ านวน 7.69 กรัมโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี .......................................................... 
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44 ปริมาตรของวฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีใชส้กดัแยกสารในส่วนท่ี ASM 9 จ านวน  
7.96 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั........................... 

 
120 

45 น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนท่ี ASM (9) 1 – ASM (9) 12 
ในส่วนท่ี ASM 9 จ านวน 7.69 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ............................ 

 
122 

46  น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของผลึกผสม ASM  ล าดบัท่ี 301–306   
จ านวน  0.1313 มิลลิกรัม ท่ีแยกสารสกดัเมทานอลจ านวน 169.58 กรัม 
 โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี และแยกต่อดว้ยวธีิ PLC............................................ 

 
 

125 
47 น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของผลึกผสม F 3 (301–306) จ  านวน 0.0759 

 มิลลิกรัม  ท่ีไดจ้ากการแยกดว้ยวธีิ PLC....................................................................... 
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48 น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของผลึกผสม ASM  ล าดบัท่ี 308–311 จ  านวน 0.730 

มิลลิกรัม ท่ีแยกไดจ้ากสารสกดัเมทานอลจ านวน 169.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์ 
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50 น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของผลึกผสม ASM  ล าดบัท่ี 334–2  จ  านวน 0.0512 

มิลลิกรัม ท่ีแยกไดจ้ากสารสกดัเมทาอนล จ านวน 169.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์ 
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51 น ้าหนกัและลกัษณะภายนอกของผลึกผสม ASM F (334–2) เร่ิมตน้ จ านวน 0.0180

มิลลิกรัม ท่ีแยกไดจ้ากสารสกดัเมทาอนล จ านวน 169.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์           
โครมาโทรกราฟี และแยกต่อดว้ยวธีิ PLC..................................................................... 
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52 ผลการทดสอบหาสารฟลาโว ในผลึกของสารสกดัล าดบัท่ี 319-1 และ 334-2 ไดจ้าก

การแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม…….. 
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29 TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 25.02 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ
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คอลมัน์โครมาโทกราฟี .ในส่วนของสารสกดัส่วน ASM (7–10) 1–ASM (7–10) 11
หลงัจากการทดสอบดว้ยวธีิ Dragentdroff”s reagents…………..........................……. 

 
 

79 
31 ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัเมทานอลจ านวน 158.480 กรัม 

จากใบกฤษณา จ านวน 3.0 กิโลกรัม ของส่วนสกดัท่ี ASM 1– ASM 12 เม่ือเทียบกบั
สารมาตรฐาน (Januvia)……………………....................…………………………… 

 
 

81 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
ภาพที ่ หน้า 
  
32 ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัจ านวน 25.02 กรัม ของสารสกดั 

ส่วน ท่ี ASM (7–10) 1 – ASM (7–10) 11 เม่ือเทียบกบัสารมาตรฐาน (Januvia)............ 
 

82 
33 TLC โครมาโตแกรม ของสาร จ านวน 169.58 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ

คอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารส่วนท่ี ASM 1 –  ASM  12........................................ 
 

99 
34 TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 169.48 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ

คอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารส่วนท่ี ASM  1 – ASM 12  
หลงัจากการทดสอบดว้ยวธีิ Dragentdroff”s reagents………………………………... 

 
 

100 
35 TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดั จ านวน 35 กรัมไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ

คอลมัน์โครมาโทกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM  11….............…………… 
 

105 
36 TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 35 กรัมไดจ้ากการสกดัแยกดว้ยวธีิ 

คอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารสกดัส่วนท่ี ASM 11 หลงัจากการทดสอบดว้ยวธีิ  
Dragentdroff”s reagents………………………….............................................……... 

 
 

106 
37 ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัเมทาอนลจ านวน 169.58 กรัม จากใบ

กฤษณาจ านวน 11.50 ของสารสกดัส่วนท่ี ASM 1– ASM 12 เม่ือเทียบกบัสาร
มาตรฐาน (Januvia)…………...........................……………………………………… 

 
 

108 
38 ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัเมทาอนลจ านวน 35 กรัม จากใบ

กฤษณาจ านวน 11.50 ของสารสกดัส่วนท่ี กASM (11) 1 – ASM (11) 12 เม่ือเทียบ 
กบัสารมาตรฐาน (Januvia)…………………………………………..............………. 

 
 

109 
39 ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัจ านวน 2.5 กรัม ของสารสกดั 

ส่วนท่ีASM (8) 1 – ASM (8) 10  เม่ือเทียบกบัสารมาตรฐาน (Januvia)………………. 
 

118 
40 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM 301–306  จ  านวน 0.1313 มิลลิกรัม 

จากสารสกดัเมทานอล จ านวน 169.580 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์   
โครมาโทกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10 ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี….. 

 
 

124 
41 PLC ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM 301–306  จ  านวน 0.1313 มิลลิกรัม จากสารสกดั  

เมทานอล จ านวน 169.580 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10  หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี…............………… 

 
 

124 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
ภาพที ่ หน้า 
  
42 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM 301–306  จ  านวน 0.1313 มิลลิกรัม 

จากสารสกดัเมทานอล จ านวน 169.580 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์    
โครมาโทกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี....... 

 
 

125 
43 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM (301–306)–3 จ านวน 0.0759

มิลลิกรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดั     
ส่วนท่ี ASM 10 ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี………………………………………… 

 
 

126 
44 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM (301–306)–3 จ านวน 0.0759 

มิลลิกรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดั     
ส่วนท่ี ASM 10 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………….....................…… 

 
 

127 
45 TLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM (301–306)–3 จ านวน 0.0759 

มิลลิกรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดั      
ส่วนท่ี ASM 10 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี………………………………………..... 

 
 

127 
46 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM 308–311 จ านวน 0.0730 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 2–10 
ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………..............................…………………………. 

 
 

129 
47 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM 308–311 จ านวน 0.0730 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10  

หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี…………………………………........................…….. 

 
 

130 

48 TLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM 308–311 จ านวน 0.0730 มิลลิกรัม ไดจ้าก
การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10  
หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………...............……. 

 
 

130 
49 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM (308–311)–3 จ านวน 0.0430 มิลลิกรัม 

 ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี 
 ASM 10 ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี………………………………………………… 

 
 

132 
 
 
 
 



ด 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
ภาพที ่ หน้า 
   
50 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM (308–311)–3 จ านวน 0.0430 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 10  หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………… 

 
 

132 
51 TLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM (308–311)–3 จ านวน 0.0430 มิลลิกรัม 

ไดจ้ากการสกดัแยกดว้ยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 10 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………… 

 
 

133 
52 PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน  0.0512 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 11 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี………………………………………………. 

 
 

135 
53 PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน  0.0512 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 11 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี………………………………………………. 

 
 

135 
54 TLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน  0.0512 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 11  หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………… 

 
 

136 
55 PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน 0.0180 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 11  ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี…………………………………………… 

 
 

137 
56 PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน 0.0180 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 11  หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………… 

 
 

138 
57 TLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน 0.0180 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM  11  หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………… 

 
 

139 
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ภาพที ่ หน้า 
   
58 ผลการทดสอบหาสารฟลาโว ในผลึกของสารสกดัล าดบัท่ี 319  ท่ีไดจ้ากการ 

แยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม............ 
 

141 
59 ผลการทดสอบหาสารฟลาโว ในผลึกของสารสกดัล าดบัท่ี 334-2  ท่ีไดจ้ากการ 

แยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม……….. 
 

142 
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สารบญัภาพ 
 

ภาพที ่  หน้า 
1 กรอบแนวคิดในการวจิยั............................................................................................... 4 
2 เคร่ืองมือเพอร์โคเลเตอร์ (Percolator)………………………………………………... 7 
3 ซอกซ์เลตเอกซ์แทรกเตอร์(Soxlet extractor)…………………….…………………... 7 
4 การกลัน่โดยใชน้ ้า (Water distillation).......................................................................... 8 
5 การกลัน่โดยใชน้ ้าและไอน ้า (Water and steam distillation)......................................... 8 
6 การกลัน่โดยใชไ้อน ้า (Steam distillation)..................................................................... 9 
7 เคร่ืองระเหยแหง้สุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator).......................................... 12 
8 การแยกสีของหมึกด าโดยวธีิโครมาโทกราฟีกระดาษ................................................... 15 
9 ตวัอยา่งโครมาโทแกรมโดยใชเ้ทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี................................. 16 
10 A  ลกัษณะการแยกสารดว้ยคอลมัน์โครมาโทรกราฟี  
 B  การตรวจสอบท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีดว้ยวธีิทินเลเยอร์ 

โครมาโทกราฟี……………………………………………………….………………. 
 

20 
11 ลกัษณะใบ ดอก และผลของ Aquilaria crassna pierre ex lecomte…………………... 24 
12 โครงสร้างสารควนิิน (Quinine)……………………………………………………… 32 
13 โครงสร้างสารท่ีพบในมอร์ฟีน (Morphine)……………………..…………...………. 33 
14 โครงสร้างของทีโอฟิลลีน (Theophylline)……………………………………….…... 33 
15 โครงสร้างพื้นฐานของแอลคาลอยด ์: ไพริดีน  (1), พิเพอริดีน (2), เพอโรลิดีน   (3),   
 เพอโรล (4), อิมิดาโซล (5), พรีูน (6), เพอโรลิซิดีน (7), ควโินลีน (8), ไอโซควโินลีน   
 (9), อะพอร์ฟีน (10), นอร์-ลูพิเนน (11), อินโดล (12), สเตียรอยด ์(13),โทรเพน (14).. 34 
15 โครงสร้างพื้นฐานของฟลาโวนอยด ์(Flavonoids)........................................................ 35 
16 ส่วนประกอบเคร่ือง NMR สเปกโทรมิเตอร์................................................................. 40 
17 กลไกการเกิดโรคเบาหวานชนิดท่ี................................................................................. 42 
18 กลไกการเกิดโรคเบาหวานชนิดท่ี  2............................................................................. 43 
19 บทบาทและหนา้ท่ี GLP-1 และการควบคุมสมดุลของกลูโคสโดย DPP-4 ผา่น   

ทางการท าให ้GLP-1 หมดฤทธ์ิ.................................................................................... 
 

47 
20 โครงสร้างของ Sitagliptin phosphate............................................................................ 48 
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22 โครงสร้างของเอนไซม์ DPP-4 และ Active site ท่ีช่องวา่งภายใน................................ 50 
23 กลไกการท างานของสารยบัย ั้งเอนไซมไ์ดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ีในการลด 

ระดบัน ้าตาล.................................................................................................................. 
 

50 
24 โครงสร้างของสาร 2-(2-phenylethyl) chromone, 5,6,7, 8-tetrahydroxy-2- 

(3-hydroxy-4-methoxyphenethyl)-5,6,7,8 -tetrahydro-4H-chromen-4-one (1)............ 
 

53 
25 โครงสร้งของสาร named aquilarin A (1) , balanophonin (2) และ (+)-lariciresinol(3).  54 
26 โครงสร้างของสาร aqui-larisinin (1), aquilarisin (2), hypolaetin 5-O-b-D-

glucuronopy ranoside (3) aquilarixanthone (4), mangiferin (5), iriflophenone 
 2-O-a-L-rhamnopy ranoside (6), iriflophenone 3-C-b-D-glucoside (7) และ 
iriflophenone 3,5-C-b-D-diglucopyranoside (8) .......................................................... 

 
 
 

55 

27 TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 158.48 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ
คอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารสกดัในส่วนเมทานอล ล าดบัท่ี ASM 1 – ASM 12.. 

 
72 

28 TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัเมทานอลจากใบกฤษณาจ านวน 159.48 กรัม  
ไดจ้ากการสกดัแยกดว้ยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารส่วนท่ี ASM 1–ASM 12 
หลงัจากการทดสอบดว้ยวธีิ  Dragentdroff”s reagents……..................……………… 

 
 

73 
29 TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 25.02 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ

คอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารสกดัในส่วนเมทานอล ล าดบัท่ี ASM (7–10)1 –ASM 
(7–10) 11 จากส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 7 – ASM 10………………......……… 

 
 

78 
30 TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 25.023 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ

คอลมัน์โครมาโทกราฟี .ในส่วนของสารสกดัส่วน ASM (7–10) 1–ASM (7–10) 11
หลงัจากการทดสอบดว้ยวธีิ Dragentdroff”s reagents…………..........................……. 
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จากใบกฤษณา จ านวน 3.0 กิโลกรัม ของส่วนสกดัท่ี ASM 1– ASM 12 เม่ือเทียบกบั
สารมาตรฐาน (Januvia)……………………....................…………………………… 
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32 ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัจ านวน 25.02 กรัม ของสารสกดั 

ส่วน ท่ี ASM (7–10) 1 – ASM (7–10) 11 เม่ือเทียบกบัสารมาตรฐาน (Januvia)............ 
 

82 
33 TLC โครมาโตแกรม ของสาร จ านวน 169.58 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ

คอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารส่วนท่ี ASM 1 –  ASM  12........................................ 
 

99 
34 TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 169.48 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ

คอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารส่วนท่ี ASM  1 – ASM 12  
หลงัจากการทดสอบดว้ยวธีิ Dragentdroff”s reagents………………………………... 
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คอลมัน์โครมาโทกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM  11….............…………… 
 

105 
36 TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 35 กรัมไดจ้ากการสกดัแยกดว้ยวธีิ 

คอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารสกดัส่วนท่ี ASM 11 หลงัจากการทดสอบดว้ยวธีิ  
Dragentdroff”s reagents………………………….............................................……... 
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37 ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัเมทาอนลจ านวน 169.58 กรัม จากใบ

กฤษณาจ านวน 11.50 ของสารสกดัส่วนท่ี ASM 1– ASM 12 เม่ือเทียบกบัสาร
มาตรฐาน (Januvia)…………...........................……………………………………… 
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38 ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัเมทาอนลจ านวน 35 กรัม จากใบ

กฤษณาจ านวน 11.50 ของสารสกดัส่วนท่ี กASM (11) 1 – ASM (11) 12 เม่ือเทียบ 
กบัสารมาตรฐาน (Januvia)…………………………………………..............………. 

 
 

109 
39 ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัจ านวน 2.5 กรัม ของสารสกดั 

ส่วนท่ีASM (8) 1 – ASM (8) 10  เม่ือเทียบกบัสารมาตรฐาน (Januvia)………………. 
 

118 
40 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM 301–306  จ  านวน 0.1313 มิลลิกรัม 

จากสารสกดัเมทานอล จ านวน 169.580 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์   
โครมาโทกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10 ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี….. 

 
 

124 
41 PLC ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM 301–306  จ  านวน 0.1313 มิลลิกรัม จากสารสกดั  

เมทานอล จ านวน 169.580 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10  หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี…............………… 
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42 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM 301–306  จ  านวน 0.1313 มิลลิกรัม 

จากสารสกดัเมทานอล จ านวน 169.580 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์    
โครมาโทกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี....... 

 
 

125 
43 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM (301–306)–3 จ านวน 0.0759

มิลลิกรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดั     
ส่วนท่ี ASM 10 ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี………………………………………… 

 
 

126 
44 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM (301–306)–3 จ านวน 0.0759 

มิลลิกรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดั     
ส่วนท่ี ASM 10 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………….....................…… 

 
 

127 
45 TLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM (301–306)–3 จ านวน 0.0759 

มิลลิกรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดั      
ส่วนท่ี ASM 10 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี………………………………………..... 

 
 

127 
46 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM 308–311 จ านวน 0.0730 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 2–10 
ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………..............................…………………………. 

 
 

129 
47 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM 308–311 จ านวน 0.0730 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10  

หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี…………………………………........................…….. 

 
 

130 

48 TLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM 308–311 จ านวน 0.0730 มิลลิกรัม ไดจ้าก
การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10  
หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………...............……. 

 
 

130 
49 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM (308–311)–3 จ านวน 0.0430 มิลลิกรัม 

 ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี 
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50 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM (308–311)–3 จ านวน 0.0430 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวิธีคอลมันโ์ครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 10  หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………… 

 
 

132 
51 TLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM (308–311)–3 จ านวน 0.0430 มิลลิกรัม 

ไดจ้ากการสกดัแยกดว้ยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 10 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………… 

 
 

133 
52 PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน  0.0512 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 11 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี………………………………………………. 

 
 

135 
53 PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน  0.0512 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 11 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี………………………………………………. 

 
 

135 
54 TLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน  0.0512 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 11  หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………… 

 
 

136 
55 PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน 0.0180 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 11  ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี…………………………………………… 

 
 

137 
56 PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน 0.0180 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM 11  หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………… 

 
 

138 
57 TLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน 0.0180 มิลลิกรัม  

ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี  
ASM  11  หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี……………………………………………… 
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58 ผลการทดสอบหาสารฟลาโว ในผลึกของสารสกดัล าดบัท่ี 319  ท่ีไดจ้ากการ 

แยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม............ 
 

141 
59 ผลการทดสอบหาสารฟลาโว ในผลึกของสารสกดัล าดบัท่ี 334-2  ท่ีไดจ้ากการ 

แยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม……….. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 

โรคเบาหวานเป็นกลุ่มโรคทางเมแทบลิซึมท่ีมีผลท าให้ระดบัน ้ าตาลในเลือดสูง อนัเป็นผลมา
จากความผิดปรกติของการหลัง่อินซูลินจากเบตาเซลล์ของตบัอ่อน หรือเกิดจากภาวะอินซูลินท่ีหลัง่
ออกมาไม่สามารถออกฤทธ์ิได ้หรือเกิดจากสาเหตุร่วมกนัทั้งสองอย่าง ปัจจุบนัพบว่าอุบติั การณ์ของ
โรคเบาหวานมีจ านวนมากข้ึน การเจ็บป่วยดว้ยโรคเบาหวานจึงเป็นภาวะท่ีก าลงัคุกคามสุขภาพของ
ประชาชนทัว่โลก สมคิด สันวิจิตร (2548, ออนไลน์) กล่าวถึง สถานการณ์เบาหวานโลกในปัจจุบนัทั้ง
ในทวีปยุโรป เอเซียและอเมริกา แมใ้นประเทศก าลงัพฒันา ชนกลุ่มน้อยและเด็ก พบว่าอตัราการเกิด
โรคเบาหวานของประชากรโรคเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง สมาพนัธ์เบาหวานนานา ชาติประมาณการวา่ ใน
ปี พ.ศ. 2546 ทัว่โลกมีประชากรเบาหวาน 194 ลา้นคน และในปี พ.ศ. 2568 น่าจะมีผูป่้วยเบาหวาน
เพิ่มข้ึนเป็น 333 ล้านคน มกัเป็นโรคท่ีเป็นปัญหามากทางระบาดวิทยา ส าหรับเบาหวานชนิดท่ี 2 
องคก์ารอนามยัโลกคาดการณ์วา่ในปี พ.ศ. 2568 ทัว่โลกจะมีผูป่้วยเบาหวานเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่าคือจาก 
150 ลา้นคน เป็น 300 ลา้นคน  เช่นเดียวกนั การเจบ็ป่วยดว้ยโรคเบาหวานในประเทศไทยก าลงัเพิ่มมาก
ข้ึน โดยมีอตัราของโรคเบาหวานสูงข้ึนในกลุ่มประชากรและผูสู้งอายุ ร้อยละ 2.5-6.8 และร้อยละ           
13-15.8 ตามล าดบั  

ปัจจุบนัประเทศไทยมีสมุนไพรหลากหลายชนิดท่ีมีศกัยภาพในการรักษาโรคต่างๆ มาก มาย 
เช่น โรคเบาหวาน มะเร็ง ในต าหรับยาของไทยไดมี้การใชส้มุนไพรจ าพวก มะระข้ีน ใบฝักทอง อบเชย 
เตยหอม และกฤษณา เป็นตน้ โดยสมุนไพรเหล่าน้ีมีสมบติัในการรักษาโรค เบาหวานและลดระดบั
น ้าตาลในเลือดไดน้อกจากน้ียงัไดมี้การพฒันาสมุนไพรใหใ้นรูปแบบของยา  การสกดัสารส าคญัในการ
ออกฤทธ์ิทางเภสัชวทิยา โดยสารสกดัส่วนใหญ่จะมีการออกฤทธ์ิ ส าคญั (Active ingredient) หลายกลุ่ม 
เช่น ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) ฤทธ์ิลดการอกัเสบ (Anti-inflammatory) และลดปริมาณ
น ้ าตาลในเลือด (Hypoglycemic) เป็นตน้ วนัดี กฤษณพนัธ์ (2536, ออนไลน์) กล่าวถึง การศึกษา
สารส าคญัท่ีอยู่ในส่วนต่างๆ ของสมุนไพรไดมี้พฒันามาอยา่งต่อเน่ืองและกา้วหน้าอยา่งรวดเร็ว  เช่น 
การพบกลุ่มสารแอลคาลอยด์ (Alkaloids) หรือไกลโคไซด์ (Glycosides) จะเป็นจุดเร่ิมตน้ในการพฒันา
ยารักษาโรคหรืออุตสาหกรรมเคมีอ่ืนๆ เพื่อใหไ้ดส้ารก่ึงสังเคราะห์หรือสารสังเคราะห์หลากหลายชนิด 
นอกจากน้ีการดดัแปลงสูตรโครงสร้างของสารเคมีท่ีไดจ้ากสมุนไพรจะน าไปสู่การพฒันายาท่ีมีสมบติั
ดียิง่ข้ึนเพื่อใหไ้ดย้าท่ีมีประสิทธิภาพในการรักษาโรคสูงสุด  
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อจัฉรา แก้วน้อย และคณะ (2552) ได้ท าการศึกษาโดยพิสูจน์ฤทธ์ิสมุนไพรใบกฤษณาตา้น
เบาหวาน ไดท้ดสอบฤทธ์ิลดระดบัน ้ าตาลในเลือดของหนูปกติและหนูท่ีถูกเหน่ียวน าให้เกิดเบาหวาน
ของสมุนไพรใบกฤษณาท่ีสกดัดว้ยน ้ าร้อนและท าให้แห้งโดยความเยน็ พบวา่ใบกฤษณาท่ีสกดัดว้ยน ้ า
ร้อนสามารถลดระดบัน ้ าตาลในเลือดหนูเบาหวานได ้ และจากการศึกษาเบ้ืองตน้ของ สุชาดา มานอก 
และคณะ (2552) ไดศึ้กษาสารประกอบทางเคมีในใบกฤษณาและการออกฤทธ์ิ ไดท้  า การทดสอบฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radicals (DPPH) ของสารสกดัจากใบกฤษณา 
(Aquilaria subintegra Ding Hau) ท่ีสกดัโดยวธีิซีเควนเชียล (Sequential extraction) พบวา่ ใบกฤษณาท่ี
สกดัดว้ยตวัท าละลายเมทานอลออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดีท่ีสุด และถูกคดัเลือกเพื่อท าการศึกษาส่วนท่ี
แยกสกดั น ามาวเิคราะห์หาโครงสร้างของสารส าคญัออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 

การพฒันาพืชสมุนไพรเป็นวิธีหน่ึงท่ีช่วยแกปั้ญหาทางเศรษฐกิจของประเทศและยงัช่วยเหลือ
ในเร่ืองรายไดข้องเกษตรอีกทางหน่ึง เม่ือสมุนไพรบางชนิดไดรั้บศึกษาและการพฒันาเป็นยาและเป็นท่ี
นิยมใชก้นัอย่างแพร่หลาย ก็จะท าไห้สมุนไพรชนิดนั้นเป็นพืชเศรษฐกิจไดแ้ละสามารถลดการน าเขา้
บางส่วนนอกจากนั้นการน าสมุนไพรมาใช้เป็นยายงัสอดคลอ้งกบันโยบายของรัฐบาลในเร่ืองการให้
ประชาชนมีความสามารถในการพึ่งตนเองได ้

ผูว้ิจยั มีความสนใจศึกษาเก่ียวกบัการแยกหาส่วนสกดัท่ีออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม์ Dipeptidyl 
peptidase-IV (DPP-IV) จากใบกฤษณาสายพนัธ์ุ พันธ์ุ Aquilaria crassna pierre ex lecomte จากการ
คน้ควา้ขอ้มูลพบงานวจิยัท่ีคน้พบสารส าคญัจากใบกฤษณามีอยูห่ลายสายพนัธ์ุ ยกเวน้ในสายพนัธ์ุ พันธ์ุ 
Aquilaria crassna pierre ex lecomte ยงัไม่ผูศึ้กษาสารส าคญัในใบกฤษณาสายพนัธ์ุดงักล่าว และใน
งานวิจยัน้ีจึงมุ่งเน้นเพื่อแยกสารส าคญัท่ีมีฤทธ์ิในการตา้นเบาหวาน โดยท าการทดสอบในเอนไซม ์
DPP-IV จูลีโอโรเซนสต็อก (Julio Rosenstock, 2007) ได้กล่าวถึง แนวทางใหม่ในการรักษา
โรคเบาหวานชนิดท่ี 2 คือ การเพิ่ม Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) Receptor signaling โดยเพิ่ม 
Endogenous GLP-1 ผา่นการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP-IVโดยใชย้า Sitagliptin เป็นตวัยบัย ั้งเอนไซม ์DPP-IV 
ท่ีมีฤทธ์ิแรงและเลือกจ าเพาะต่อ DPP-IV ท าให้การท างานของเซลล์ตบัอ่อน (Inlet cells) ดีข้ึนโดยการ
เพิ่มการตอบสนองของแอลฟา และเบตาเซลลต่์อกลูโคส 

วตัถุประสงค์ของการวจิัย 
1. เพื่อศึกษาวธีิการสกดัสารส าคญัจากใบกฤษณาวธีิซีเควนเชียล (Sequential extraction) 
2. ศึกษาการแยกส่วนสกดัท่ีออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม ์DPP-IV  จากใบกฤษณาท่ีไดจ้ากการ 

สกดัแยกสารโดยวธีิซีเควนเชียล และการแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี 
3. ศึกษาส่วนสกดัออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม ์DPP-IV  จากใบ กฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria crassna  

pierre ex lecomte  
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ขอบเขตของการวจิัย 
1. ศึกษาการสกดัแยกสารโดยวธีิซีเควนเชียลจากใบกฤษณา 
2. ศึกษาการแยกสารท่ีออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม ์DPP-IV  จากใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria  

crassna pierre ex lecomte โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี 
3. พิสูจน์ฤทธ์ิของสารสกดัในแต่ละส่วนสกดัท่ีมีผลต่อการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP-IV  

 

ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจิัย 
1. ไดส้ารสกดัท่ีออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม ์DPP-IV จากใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria  

crassna pierre ex lecomte  
2. ไดท้ราบกลุ่มสารส าคญัท่ีอยูใ่นใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria crassna pierre ex  

lecomte 
3. ไดรู้้ถึงเทคนิคการวเิคราะห์กลุ่มสารโดยอาศยัการวเิคราะห์ดว้ยเคร่ืองมือทางสเปก         

โทรสโคปี 
4. เป็นขอ้มูลพื้นฐานท่ีเป็นประโยชน์ส าหรับผูท่ี้สนใจในการศึกษาเก่ียวกบัสารใบ 

กฤษณา 
5. รู้ถึงเทคนิคการสกดัดว้ยวธีิซีเควนเชียลและการแยกสารดว้ยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

 

นิยามศัพท์เฉพาะ 
วธีิซีเควนเชียล  หมายถึง  เป็นวธีิการหมกัสมุนไพรกบัตวัท าละลายจนเยือ่ของสมุนไพร    

อ่อนนุ่ม และตวัท าละลายสามารถแทรกซึมเขา้ไปละลายองค์ ประกอบภายใน  ผงสมุนไพรออกมาได ้
วธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี  หมายถึง การแยกสารใหบ้ริสุทธ์ิ โดยใชส้มบติัการกระจายตวั 

ของสารแต่ละชนิดระหว่างวฏัภาคท่ีแตกต่างกนั ปัจจุบนัเทคนิคทาง โครมาโทกราฟีท่ีใช้ในการแยก
องคป์ระกอบท่ีส าคญัจากพืชสมุนไพร 

กฤษณา  หมายถึง ไมก้ฤษณา หรือกฤษณา หรือตน้ไมห้อม ไม้กฤษณาท่ียงัเป็นตน้ไมอ้ยู ่ซ่ึงจะ
มีเน้ือไมเ้ป็นสีขาว แต่เม่ือเกิดบาดแผลแลว้ก็จะมีน ้ามนัสีด าเกิดข้ึน  

เอนไซม์ DPP-IV  หมายถึง  เอน็ไซมท่ี์อยูใ่นรูปของ 2 โมเลกุลคู่กนั (Dimeric) หรือ  4 โมเลกุล  
(Tetrameric) โดยท่ีปลายดา้นแอมีน ( Amine) ตรงต าแหน่ง N terminal จะอยูด่า้นเดียวกนัและติดกบัเซลล์เมม
เบรน (Cell membrane) โดยดา้นท่ีอยูติ่ดกบัเซลล ์   เมมเบรน จะมีประจุบวกซ่ึงจะท าให้จบักนัอยา่งแน่นหนา
กับประจุลบ จากฟอส โฟลิปิด (Phospholipid) เบรน เอนไซม์จะประกอบไปด้วยโดเมนท่ีมีลักษณะเป็น             
เบตาพร็อพเพลเลอร์ (Beta-propeller) จ านวน 8 อนั และโดเมนของ Alpha, Beta-hydrolase ซ่ึงระหวา่ง 2 
โดเมน 
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กรอบแนวคดิในการวจิัย 
 
การวจิยัคร้ังน้ีผูว้จิยัไดแ้บ่งขั้นตอนการด าเนินงานวิจยัดงัน้ี 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

ภาพที ่1 กรอบแนวคิดการวจัิย 

 

ตัวแปรต้น 

วธีิการสกดัสารที่ออกฤทธ์ิต้าน              
เอเอนไซม์ไดเพปทดิีลเพปทเิดสส่ี  
1. วิ ธีการสกัดสารส าคัญจากใบ

กฤษณา 
2 .  การแยกสารโดยวิ ธีคอลัมน์      

โครมาโทกราฟี  
4. การตรวจสอบสารสกัดในสาร

กลุ่มแอลคาลอยด ์
5. การทดสอบคุณภาพวิเคราะห์

สมบัติในการต้านเอนไซม์ได
เพปทิดีลเพปทิเดสส่ี     

6 .  การตรวจสอบสารสารก ลุ่ม           
ฟลาโวนอยด ์

 
 

ตัวแปรตาม 

ส่วนสกดัทีอ่อกฤทธ์ิต้านเอเอนไซม์ไดเพปทดิีลเพป        
ทเิดสส่ี 
1. ผลการแยกสกดัสารส าคญัจากใบกฤษณา 
2. ส่วนสกดัท่ีแยกไดใ้บกฤษณาโดยวธีิคอลมัน์              

โครมาโทกราฟี 
4. ผลการตรวจสอบสารสกดัในสารกลุ่มแอลคาลอยด ์   

จากส่วนสกดัท่ีแยกไดใ้บกฤษณา 
5. ผลการทดสอบคุณภาพวิเคราะห์สมบติัในการตา้น

เอนไซมไ์ดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ี จากส่วนสกดัท่ี
แยกไดใ้บกฤษณา 

6. ผลการตรวจสอบสารสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ จาก
ส่วนสกดัท่ีแยกไดใ้บกฤษณา 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง         

 
การท าวิจยัเร่ือง  ส่วนสกดัออกฤทธ์ิตา้นเอนไซมไ์ดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ี (ดีพีพี ส่ี) จากใบ 

กฤษณา (Aquilaria crassna pierre ex lecomte)  ผูว้ิจยัได้ท าการศึกษาเอกสาร และงานวิจยัท่ี
เก่ียวขอ้งในแต่ละหวัขอ้ต่อไปน้ี 

1. วธีิการสกดัสารส าคญัจากพืชสมุนไพร 
2. การตรวจสอบสารส าคญัทางพฤษเคมีเบ้ืองตน้ (Phytochemical screening) 
3. เทคนิคโครมาโทกราฟี (Chromatography) 
4. ไมก้ฤษณา 
5. สารส าคญัท่ีพบในใบกฤษณา 
6. สารกลุ่มแอลคาลอยด ์
7. สารกลุ่มฟลาโวนอยด ์
9. เทคนิคทางสเปกโทรสโกปี (Spectroscopy) 
10. โรคเบาหวานเบาหวาน (Diabetes Mellitus) 
11. เอนไซมไ์ดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ี (Dipeptidyl peptidas 4 (DPP 4)) 
12. งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง 

จากหวัขอ้ท่ีกล่าวมาขา้งตน้มีรายละเอียดของเน่ือหาดงัน้ี 
 

1. วธีิการสกดัสารส าคญัจากพชืสมุนไพร 
การสกดัสารส าคญัจากพืชสมนัไพรท าได้หลายวิธี โดยทัว่ไปการสกดัเบ้ืองตน้พบว่าจะ

สกดัด้วยวิธีการใดหรือใช้ตวัท าละลายใด ก็จะได้องค์ประกอบเป็นสารผสมหรือสารสกัดอย่าง            
หยาบ (Crude extract) ซ่ึงเป็นส่ิงท่ีสกดัออกมาจากสมุนไพรโดยใช้น ้ ายาสกดัหรือตวัท าละลาย 
(Solvent) สารสกัดอย่างหยาบน้ีเป็นของผสมขององค์ประกอบทางเคมีของสมุนไพร ซ่ึงจะมี
องค์ประกอบท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา (Pharmacologically active constituents) ซ่ึงมกัเรียกว่าสาร 
ส าคญั (Active constituents) และองค์ประกอบท่ีไม่มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา (Pharmacologically 
inactive constituents) ซ่ึงเรียกวา่ สารเฉ่ือย (Inert substances) ชนิดและสัดส่วนขององคป์ระกอบใน
สารสกดัจะแปรเปล่ียนไปตามสภาพของสมุนไพรท่ีใช้และสภาวะท่ีใช้ในสารสกดั วตัถุประสงค์
ของสารสกดัพืชสมุนไพร คือ เพื่อสกดัสารแยกสารส าคญัออกจากสมุนไพรให้ไดส้ารสกดัท่ีมีความ
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เข้มข้นของสารส าคัญสูง และเพื่อลดขนาด (Dose) ของการใช้สมุนไพรลงให้อยู่ในปริมาณท่ี
เหมาะสม 

การสกดัสารส าคญัสามารถแบ่งออกไดห้ลายวธีิข้ีนอยูก่บัชนิดของสารสกดั สมบติัของสาร
ท่ีทนต่อความร้อน ชนิดของตวัท าละลาย แต่ละวธีิมีขอ้ดีและขอ้จ ากดั วธีิท่ีใชใ้นการสกดัไดแ้ก่ 

1.  มาเซอเรชัน (Maceration) เป็นวธีิการสกดัสาระส าคญัจากพืชโดยวิธีการหมกัสมุนไพร
กบัตวัท าละลายซ่ึงเป็นวิธีซีเควนเชียล (Sequential extraction) โดยจะท าให้เน้ือเยื่อของสมุนไพร
อ่อนนุ่ม และตวัท าละลายสามารถแทรกซึมเขา้ไปละลายองคป์ระกอบภายในผงสมุนไพรออกมาได ้

การหมกัสมุนไพรควรท าในภาชนะท่ีมีฝาปิดสนิทในตวัท าละลายท่ีเหมาะสม ท าเป็น
เวลานาน 7 วนั หรือตามก าหนดในเภสัชต ารับ หรือจนกระทัง่สารหรือองค์ประกอบท่ีตอ้งการ
ละลายออกมาหมด ในขณะท่ีท าการหมกัควรมีการเขย่าหรือคนเป็นคร้ังคราวเพื่อเพิ่มอตัราเร็วของ
การสกัด เม่ือครบเวลาจึงกรอง แยกกาก (Marc) ออกจากตัวท าละลาย วิ ธีน้ีเหมาะสมกับพืช
สมุนไพรท่ีมีโครงสร้างหรือเน้ือเยื่อท่ีไม่แข็งแรงมากนกั เช่น ใบ ดอก ซ่ึงสามารถท าให้อ่อนนุ่มได้
ง่าย  จดัเป็นวิธีท่ีใชต้วัท าละลายท่ีนอ้ย และเน่ืองจากเป็นวิธีท่ีไม่ใชค้วามร้อนจึงเหมาะแก่การสกดั
สาร แต่วิธีน้ีมกัจะไม่สมบูรณ์เน่ืองจากไม่มีการเคล่ือนท่ีของตวัท าละลาย เม่ือสารละลายออกมาถึง
ระดบัหน่ึงจะเกิดความสมดุลขององคป์ระกอบภายในของพืชสมุนไพรและตวัท าละลายท่ีใช ้ท าให้
อตัราเร็วของสารสกดัชะงกัลง จึงไม่เหมาะส าหรับสกดัสารในกรณีท่ีตอ้งการสกดัจากพืชสมุนไพร
จนสมบูรณ์ 

2. เพอร์โคเลชัน (Percolation) เป็นวิธีการสกดัสารส าคญัจากพืชสมุนไพรโดยการปล่อย
ให้ตัวท าละลายไหลผ่านผงสมุนไพรอย่างช้าๆ พร้อมกับละลายเอาองค์ประกอบออกจากผง
สมุนไพรออกมา โดยการใชเ้คร่ืองมือท่ีเรียกวา่ เพอร์โคเลเตอร์ (Percolator) 

วธีิเพอร์โคเลชนั เป็นการน าผงสมุนไพรมาหมกัดว้ยตวัท าละลายก่อน 1 ชัว่โมง เพื่อให้พอง
ตวัเตม็ท่ีแลว้ค่อยๆ บรรจุผงสมุนไพรลงทีละชั้นในเพอร์โคเลเตอร์ มีลกัษณะเป็นคอลมัน์ (Column) 
ปลายปิดทั้งสองดา้น โดยดา้นบนจะกวา้งดา้นล่าง ดงัภาพท่ี 1 เพื่อความสะดวกในการบรรจุผง
สมุนไพร ส่วนปลายดา้นล่างเปิดเพื่อควบคุมอตัราการไหลของสารสกดั การสกดัวิธีน้ีจดัเป็นสาร
สกดัท่ีดีส าหรับการสกดัสารสมุนไพรแบบสมบูรณ์และไม่ตอ้งใชค้วามร้อน มีขอ้เสียคือ เปลืองตวั
ท าละลายและใชเ้วลาในการสกดันาน 
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ภาพที ่1  เคร่ืองมือเพอร์โคเลเตอร์ (Percolator) 

ท่ีมา : อรัญญา มโนสร้อย และคณะ (2012, ออนไลน์) 
 

 3. การสกดัแบบต่อเน่ือง (Continuous extraction) เป็นวิธีการสกดัท่ีคลา้ยกบัวิธีเพอร์โคเล
ชนั แต่ตอ้งใชค้วามร้อนและใชซ้อกซ์เลตเอกซ์แทรเตอร์ (Soxlet extractor) ซ่ึงเป็นระบบเปิด โดย
ตวัท าละลายจะมีจุดเดือดต ่าเม่ือไดรั้บความร้อนจากฮีทติงแมนเทิน (Heating mantle) หรือหมอ้องั
ไอน ้ า จะท าให้ตวัท าละลายระเหยข้ึนไปแลว้กลัน่ตวัลงมาในทิมเบอร์ (Thimble) จะท าให้ตวัท า
ละลายไหลซ ้ าอีกไปเร่ือยๆ จนกระทัง่องค์ประกอบท่ีอยู่ในพืชสมุนไพรถูกสกดัออกมา ซ่ึงตวัท า
ละลายท่ีสกดัไดจ้ะถูกเก็บไวใ้นแชมเบอร์ (Extracting chamber)  

การสกัดวิธีน้ี เหมาะส าหรับสกัดหาองค์ประกอบสารท่ีทนต่อความร้อนและตัวใช้             
ตวัท าละลายนอ้ย มีขอ้เสียคือ ไม่เหมาะส าหรับสกดัหาองคป์ระกอบสารท่ีไม่ทนต่อความร้อน 

 
ภาพที ่ 2 ซอกซ์เลตเอกซ์แทรกเตอร์ (Soxlet extractor) 

ท่ีมา : Oleoresins.melbia (2011, ออนไลน์) 
 

4. การสกดัน า้มันหอมระเหย (Extraction of volatile oil) มีอยูห่ลายวธีิ ซ่ึงจะตอ้งเลือกตาม
ความเหมาะสมของพืชท่ีใช ้ซ่ึงสามารถแบ่งไดด้งัน้ี 
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การกลัน่ (Distillation) จะมีอยู่ 3 วธีิดั้งนี ้
การกลั่นโดยใช้น ้า (Water distillation) ใชก้บัพืชแห้งซ่ึงไม่ท าลายเม่ือตม้ เน่ือง จากพืชจะ

แช่อยูใ่นน ้ าเดือดทั้งหมดตลอดระยะเวลาการกลัน่ทั้งหมด เหมาะส าหรับการกลัน่น ้ ามนัจากเปลือก
ไม ้

 

 

 

 

 
 

ภาพที ่3 การกลัน่โดยใชน้ ้า (Water distillation) 
ท่ีมา : Omegamanjournal.wordpress.com (2012, ออนไลน์) 

การกลั่นโดยใช้น ้าและไอน ้า (Water and steam distillation)ใชก้บัพืชสดและแห้ง ซ่ึงอาจ
ถูกท าลายไดง่้ายเม่ือถูกตม้ เช่น กานพลู บดจนเป็นผง เติมน ้าใหท้่วมผา่นไอน ้าเขา้ไป ท าให้ไดท้ั้งน ้ า
และน ้ามนัออกมา  

 
 

ภาพที ่ 4 การกลัน่โดยใชน้ ้าและไอน ้า (Water and steam distillation) 
ท่ีมา : Melting-rahmani.blogfa (2012, ออนไลน์)  

การกลัน่โดยใช้ไอน า้ (Steam distillation) วธีิน้ีใชก้บัพืชสด เช่น สาระแหน่ โดยน าพืชสด
มาวางบนตะแกรง แลว้ผา่นไอน ้าเขา้ไปโดยตรง โดยไม่มีการหมกัพืช 

 

http://melting-rahmani.blogfa.com/post-29.aspx
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ภาพที ่ 5  การกลัน่โดยใชไ้อน ้า (Steam distillation) 
  ท่ีมา : ซานดร้า โคสเตอร์ (Sandra Koster , ออนไลน์) 

 

การบีบหรือการอัด (Expression) ใช้ในการสกดัน ้ ามนัหอมระเหย เน่ืองจากวิธีน้ีใช้กลัน่
ไม่ได ้เพราะพืชจะท าลายไดง่้ายเม่ือถูกความร้อน  

วิธีเอนฟอยเรนซ์ (Enfleurage) ใชใ้นการสกดัน ้ ามนัหอมระเหย ของกลีบดอกไมต่้างๆซ่ึง
จะท าใหเ้ก็บความหอมไดดี้  

การสกัดโดยใช้ตัวท าละลาย (Extraction with solvent) รัตนา อินทานุปกรณ์ (2550, น.82, 
85-90)  พบวา่ วธีิน้ีสารจะถูกแบ่งออกจากกนั โดยอาศยัสมบติัของการละลายของสารแต่ละชนิด ซ่ึง
ตวัท าละลายท่ีนิยมใชม้ากท่ีสุด คือ ปิโตรเลียมอีเทอร์ เมทานอล และแอลกอฮอล์ เป็นตน้ ซ่ึงวิธีน้ีจะ
เป็นการควบคุมอุณหภูมิใหอ้ยูใ่นช่วง 50 องศาเซลเซียส  
 

 สมบัติของตัวท าละลาย  
 สมบัติของตัวท าละลายท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการสกัดจะต้องสามารถซึมเข้าในพืช
สมุนไพรหรือวตัถุดิบได้เร็ว สามารถแทนท่ีตัวละลายได้ดีและก่อให้เกิดความสมดุลโดยเร็ว         
ตวัท าละลายท่ีใชใ้นการสกดัสามารถแยกได ้3 ประเภท ดงัน้ี 

ตัวท าละลายชนิดมีขั้ ว (Polar) ตัวท าละลายชนิดน้ีมีค่าคงท่ีไดอิเล็กทริก (Dielectric 
constant) สูงสามารถละลายในน ้าได ้เช่น แอลกอฮอล ์อะซิโทน 

ตัวท าละลายชนิดไม่มีขั้ว (Non-polar) จะมีความเฉ่ือยในการท าปฏิกิริยาเคมี และมีค่าคง
ไดอิเล็กทผริกต ่า โดยทัว่ไปไปไม่ละลายน ้า เช่น ปิโตรเลียมอีเทอร์ เบนซีน เฮกเซน 

สารประกอบอนุพนัธ์คลอรีน เป็นตวัท าละลายท่ีมีจุดเดือดต ่ามาก ไม่ละลายน ้ า หนกักวา่ตวั
ท าละลายมีขั้ว หรือตวัท าละลายไม่มีขั้ว 
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ตวัท าละลายอาจเรียงล าดบัสภาพขั้วจากนอ้ยไปมากไดด้งัน้ี 
ไซโคลเฮกเซน (Cyclohexane)                  นอ้ย 
คาร์เททระคลอไรด ์(Carbontetrachloride)  
เบนซีน (Benzene)  
อีเทอร์ (Ether)  
คลอโรฟอร์ม (Chloroform)  
แอซิโทน (Acetone)  
เอทิล แอซิเตด (Ethyl acetate)  
เอทานอล (Ethanol)  
เมทานอล (Methanol)  
น ้า (Water)  
กรด/เบส (Acid/Bases)                มาก 
       ความมีขั้วของสารละลาย 

 
ตวัท าละลายท่ีนิยมใชใ้นการเตรียมสารสกดั ไดแ้ก่ น ้ า แอลกอฮอล์ หรือสารสะลายผสม

ของสารละลายทั้ง 2 ชนิดน้ี นอกจากน้ีอาจใช้กรด เบส เติมลงในตวัท าละลายเพื่อปรับความเป็น
กรด-ด่างของตัวท าละลายให้เหมาะสมอย่างยิ่งข้ึน  ส่วนตัวท าละลายชนิดอ่ืนๆ เช่น อีเทอร์ 
คลอโรฟอร์ม มีใชบ้างกรณี 

นอกจากน้ีตวัท าละลายสกดัชนิดต่างๆ ท่ีกล่าวมา และตวัท าละลายอินทรีย์อาจใช้ในการ
สกดัพืชสมุนไพรได ้เช่น เฮกเซน และปิโตรเลียมอีเทอร์ ใชใ้นการสกดัสมุนไพรขั้นตน้เพื่อขจดัสาร
พวกไขมนัออกไปก่อนท่ีจะท าการสกดัสารส าคญั แต่ตอ้งระเหยเอาตวัท าละลายเหล่าน้ีออกไปจน
หมดก่อนท าการสกดัขั้นตอนต่อไป ตวัท าละลายเหล่าน้ีนิยม ใช้สกดัองค์ประกอบท่ีมีขั้ว (Polar 
compound) เช่น ไขมนั (Lipids) สเตียรอยด ์(Steroids) เทอร์พีนอยด ์(Terpenoids) เป็นตน้ 

คลอโรฟอร์ม และอีเทอร์ จดัเป็นตวัท าละลายท่ีมีขั้ว ปานกลาง ใชส้กดัองคป์ระกอบท่ีไม่มี
ขั้ว ไปจนถึงสารท่ีมีขั้วปานกลาง 

เมทานอล (Methanol) เป็นตวัท าละลายท่ีใชใ้นการสกดัสารท่ีมีขั้ว เช่นเดียวกบัแอลกอฮอล ์ 
แต่นิยมใชแ้อลกอฮอลม์ากกวา่ เพราะราคาถูกกวา่และมีความเป็นพิษนอ้ยกวา่ 
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 การเลอืกตัวท าละลาย 
หลงัจากการท าการเตรียมตวัอยา่งพืชสมุนไพรส าหรับการสกดัแลว้ควรเลือกตวัท าละลายท่ี

เหมาะสมกบัชนิดของสารท่ีตอ้งการสกดั โดยตวัท าละลายควรมีสมบติัดงัน้ี 
1. มีความสามารถในการละลายสารส าคญัมากท่ีสุดและไม่ละลายหรือละลายองคป์ระกอบ

อ่ืนๆ ได้น้อย เน่ืองจากสารส าคัญส่วนใหญ่เป็นสารประกอบอินทรีย์ ซ่ึงจะมีโครงสร้างท่ี
สลับซับซ้อนต่างกันและมีอยู่ในพืชทั้ งท่ีอิสระและรวมตัวกับสารอ่ืนๆ ในสภาพเกลือหรือ
สารประกอบเชิงซ้อน ดงันั้นจึงควรพิจารณาถึงสภาพหรือรูปแบบของสารส าคญัท่ีตอ้งการสกดั 
นอกจากความมีขั้วของสารส าคญัแลว้ ในการเลือกตอ้งเลือกส่ิงท่ีเหมือนกนัย่อมละลายในกนัและ
กนั (Like dissolved like) เช่น สมบติัความมีขั้ว ควรเลือกตวัท าละลายท่ีมีขั้ว 

2. ความคงตวัดี และหาง่าย ราคาถูก ไม่เป็นพิษต่อร่างกาย 
3. ไม่ระเหยง่ายหรือยากเกินไป 
4. สภาพของพืชสมุนไพรท่ีท าการสกดั เช่น เมล็ด เป็นส่วนท่ีมีไขมนัอยู่มาก ควรท าการ

สกดัไขมนัออกก่อนโดยสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรียท่ี์ไม่ขั้ว เช่น ปิโตรเลียมอีเทอร์ เป็นตน้ แลว้จึง
น าพืชไปสกดัต่อดว้ยตวัท าละลายท่ีเหมาะ 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
 การท าสารสกดัให้เข้มข้น 

การสกดัสารอย่างหยาบจะมีปริมาณมากหรือน้อย ท าให้น าไปแยกองค์ประกอบไดไ้ม่มี
ประสิทธิภาพ จึงตอ้งน าสารมาท าใหเ้ขม้ขน้ก่อน โดยมีวธีิการต่างๆ ดงัน้ี 

การระเหย (Free evaporation) เป็นการน าตวัอยา่งออกจากตวัท าละลาย โดยใชค้วามร้อน
จากหมอ้องัไอน ้ า (Water bath) หรือแผ่นความร้อน (Hot plate) วิธีน้ีมีขอ้เสียคือท าให้สารสกดั
สลายตวัไดเ้น่ืองจากอุณหภูมิสูงเกินไป  

การกลั่นในภาวะสุญญากาศ (Distillation in vacuo) รัตนา อินทานุปกรณ์ (2550, น.101) 
พบว่า วิธีน้ีท่ีนิยมมากท่ีสุด โดยระเหยเอาตวัท าละลายออกจากสารสกดัโดยการกลัน่ท่ีอุณหภูมิต ่า 
พร้อมทั้งลดความดนัลงใหเ้หลือเกือบเป็นสุญญากาศซ่ึงใชป้ั้มเป็นสุญญากาศ (Vacuum pump) หรือ
เรียกวา่ เคร่ืองระเหยแหง้สุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) ดงัภาพท่ี 6  
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ภาพที ่ 6  เคร่ืองระเหยแหง้สุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) 

ท่ีมา : Monstermarketplaceika (2012, ออนไลน์) 

 การท าให้แห้ง (Drying) เป็นการท าให้ตวัท าละลายออกจากสารสกดัจนแห้ง ท าให้ไดส้าร
สกดัออกมาในสภาพท่ีแขง็และก่ึงแขง็ ซ่ึงท าไดห้ลายวธีิ เช่น การใชค้วามเยน็ (Freeze dryer) 
 แอลตราฟิลเทรชัน (Ultrafiltration) เป็นการท าให้สารสกัดด้วยน ้ าเข้มข้นโดยใช้แผ่น         
เยือ่บางๆ (Membrane) มีน ้าหนกัมวลโมเลกุล (Molecular mass) สูงกวา่ 5,000 
 

2. การตรวจสอบสารส าคญัทางพฤษเคมเีบือ้งต้น (Phytochemical screening) 
เป็นการตรวจสอบทางเคมีเบ้ืองตน้ของสารสกดัในพืช เพื่อเป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้วา่มีสารเคมี

กลุ่มใดบา้งท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา เช่น กลุ่มแอลคาลอยด์  กลุ่มไกลโคไซด์ เป็นตน้ ท าให้สามารถ
วางแผนการสกดัแยกตามสมบติัทางเคมีของสารกลุ่มนั้นได ้

การตรวจสอบทางเคมีเบ้ืองตน้ของสารกลุ่มต่างๆ ในพืชควรเป็นวิธีท่ีง่าย เร็ว และค่อน   
ขา้งจ าเพาะกบักลุ่มสารเคมีท่ีตอ้งการ มี 2 วธีิ ดงัน้ี 

1. การตรวจสอบโดยใชทิ้นเลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin Layer Chromatography, TLC) 
ก่อนท าการตรวจสอบตอ้งเตรียมสารสกดัให้เหมาะสม ซ่ึงมกัจะมีปัญหาในเร่ืองการเลือก

ตวัท าละลาย เน่ืองจากสารประกอบในพืชมีมากมายหลายชนิดและมีสมบติัแตกต่างกนั การเลือกตวั
ท าละลายท่ีจะใหไ้ดส้ารกลุ่มท่ีตอ้งการจึงท าไดย้าก นอกจากน้ีอาจมีปัญหาเร่ืองการท่ีสารหลายชนิด
ปนกนัอยู่ เกิดการจบักนัอย่างหลวมๆ ท าให้การละลายของสารแตกต่างออกไปจากสมบติัในการ
ละลายสารแต่ละชนิด ดงันั้นจึงเป็นการยากท่ีจะหาตวัท าละลายท่ีสมบูรณ์สามารถสกดัสารไดทุ้ก
ชนิด ส่วนใหญ่นิยมใช้แอลกอฮอล์หรือส่วนผสมของแอลกอฮอล์และน ้ าความเขม้ขน้ร้อยละ 80 
เน่ืองจากสามารถละลายไดท้ั้งสารท่ีมีขั้ว และไม่มีขั้ว แมว้่าจะไม่ใช่ตวัท าละลายท่ีดีท่ีสุดของทุก
กลุ่ม แต่ก็สกดัไดม้ากและมีจ านวนมากพอท่ีจะตรวจสอบเบ้ืองตน้ 

http://cf.mp-cdn.net/1a/cb/018adea3542df65000b9e6b1897d.jpg
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วิธีการสกดัแบบง่ายๆท าได้โดยน าผงยาท่ีตอ้งการตรวจสอบมาเติมสารละลายผสมของ
แอลกอฮอล์และน ้ าความเขม้ขน้ร้อยละ 80 จนท่วมผงยา ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 3-7 วนัเขยา่บ่อยๆหรือใน
กรณีท่ีกลุ่มสารนั้นทนต่อความร้อน อาจน าไปท าการควบแน่นซ ้ าหลายคร้ัง หรือเรียกว่าการท า       
รีฟลกัซ์ (Reflux) บนหมอ้องัไอน ้ าจนเดือด 1 ชัว่โมง ก่อนน ามาตรวจสอบควรน าน ้ ายาสกดัมาผา่น
กระดาษกรองหรือส าลี 

2. การตรวจสอบดว้ยปฏิกิริยาสีหรือการเกิดตะกอน 
รัตนา อินทานุปกรณ์ (2550, น.64-64)  กล่าวถึงการใช้ปฏิกิริยาทางเคมีง่ายๆซ่ึงจะให้ผล

เป็นสีต่างๆ หรือเกิดการขุ่น หรือเกิดตะกอน ซ่ึงวิธีการตรวจสอบเบ้ืองตน้น้ี จดัเป็นวิธีง่ายๆรวดเร็ว 
มีความไว (Sensitivity) สูง แต่ไม่จ  าเพาะเจาะจงกบักลุ่มสารเคมีท่ีตอ้งการ อาจเกิดผลบวกอ าพราง 
(False- Positive Reaction) เน่ืองจากสารประกอบอ่ืนท่ีให้ผลเช่นเดียวกบัสารตวัอย่าง หรืออาจ
เกิดผลลบอ าพราง (False-Negative Reaction) เน่ืองจากสารประกอบอ่ืนท่ีไม่ให้ผลเช่นเดียวกบัสาร
ตวัอย่าง สาระส าคญัแต่ละชนิดจะไวต่อน ้ ายาตรวจสอบไม่เท่ากนั จึงตอ้งระมดัระวงัเร่ืองปริมาณ
น ้ายาตรวจสอบท่ีใช ้ 

 
ตารางที ่1 การใช้ทนิเลเยอร์โครมาโทกราฟีในการตรวจสอบกลุ่มสารต่างๆ 

สารประกอบ 
(Compound) 

ตัวดูดซับ 
(Adsorbent) 

ระบบตัวท าละลาย 
(Solvent system) 

น า้ยาตรวจสอบ 
(Detection agent) 

น ้ามนัหอมระเหย  ซิลิกาเจล 
 

โทลูอีน : เอทิลแอซีเทต 
(Toluene: Ethyl acetate) 
93 : 7 

วานิลลิน : กรดซลัฟิวริก 
(Vanillin : Sulphuric acid) 
ใหสี้แดง เหลือง น ้าตาล หรือ 
น ้าเงิน 

แอลคาลอยด์  ซิลิกาเจล 
 

เมทานอล : คลอโรฟอร์ม 
(Methanol: Chloroform)  
85 : 15 
โทลูอีน : เอทิลแอซีเทต : 
ไดเอทิลเอไมด์ 
(Toluene: Ethyl acetate: 
Diethylamine)  
70 : 20 : 10 

ดราเจนดอร์ฟ รีเอเจนต ์ 
(Dragentdroff”s reagents)     
ใหสี้ส้ม 
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ตารางที ่1  (ต่อ) การใช้ทนิเลเยอร์โครมาโทกราฟีในการตรวจสอบกลุ่มสารต่างๆ 

สารประกอบ 
(Compound) 

ตัวดูดซับ 
(Adsorbent) 

ระบบตัวท าละลาย 
(Solvent system) 

น า้ยาตรวจสอบ 
(Detection agent) 

ฟลาโวนอยด์ 
 

ซิลิกาเจล 
 

คลอโรฟอร์ม : แอซี
โทน : กรดฟอร์มิก  
(Chloroform: Acetone: 
Formic acidd)  
75 : 16.5 : 8.5 
โทลูอีน : คลอโรฟอร์ม 
(Toluene: Chloroform)  
9 : 11 

เนเชอรัล โปรดกัส์ (ไดฟีนิลบอริ
ลออกซีเอทิลลามีน)-พอลิเอทิลีน
ไกลคอล 
Diphenylboryloxyethylamine-
polyethylene glycol ส่องดว้ย
แสงอลัตร้าไวเลต (UV) 365 นา
โนเมตร เร่ืองแสงสีเหลือง ส้ม 
เขียว 

แทนนิน 
 

ซิลิกาเจล 
 

คลอโรฟอร์ม : เม
ทานอล  
(Chloroform : 
Methanol)  
95 : 5 
เอทิลแอซีเทต : เม
ทานอล : น ้า 
(Ethyl acetate : 
Methanol: water)  
77 : 15 : 8 

กรดฟลูคลอโรซลัโฟนิก 
(Fluorosulfonic acid)  
ใหสี้แดง 

ท่ีมา : รัตนา อินทานุปกรณ์ (2550, น.77-79) 
 

 

3. เทคนิคโครมาโทกราฟี (Chromatography) 
 เป็นการแยกสารใหบ้ริสุทธ์ิ โดยใชส้มบติัการกระจายตวัของสารแต่ละชนิดระหวา่งวฏัภาค
ท่ีแตกต่างกนั ปัจจุบนัเทคนิคทางโครมาโทกราฟีท่ีใช้ในการแยกองค์ประกอบท่ีส าคญัจากพืช
สมุนไพร   มีดงัน้ี 
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 1.  โครมาโทกราฟีแบบกระดาษ (Paper chromatography) 
รัตนา อินทานุปกรณ์ (2550,น.128)  ได้กล่าวว่าโครมาโทกราฟีแบบกระดาษ  เป็น            

โครมาโทกราฟีของเหลว (Liquid chromatography) โดยมีกระดาษกรองเป็นตวัดูดซับ กลไกการ
แยกจะเกิดแบบเป็นส่วน (Partition) มากกว่าการดูดซับ เน่ืองจากเส้นใยเซลลูโลสของกระดาษมี
ความช้ืนเป็นแผ่นฟิล์มอยู่รอบๆ ความพรุนของกระดาษจะเป็นตวัก าหนดการเคล่ือนท่ีของตวัท า
ละลาย  กระดาษท่ีมีความพรุ่นนอ้ยหรือละเอียดมาจะเคล่ือนท่ีชา้ ท าให้เกิดการแยกท่ีดี ถา้กระดาษ 
มีความพรุนมาก ความสามารถในการแยกจะลดลง  

วธีิการเตรียมโครมาโทกราฟีกระดาษท าไดโ้ดยจดัเตรียมกระดาษกรองเพื่อใชเ้ป็นดูดซบัซ่ึง
กระดาษกรองจะถูกน ามาเก็บในสภาวะท่ีควบคุมความช้ืน เน่ืองจากการแยกดว้ยเทคนิคน้ี ส่วนใหญ่
ส่วนท่ีแยกจะอยูใ่นกระดาษกรองและวฎัภาคเคล่ือนท่ี  

สารตวัอยา่งท่ีจะท าการแยกองคป์ระกอบจะตอ้งเป็นสารท่ีละลายในตวัท าละลายท่ีระเหย
ได ้โดยการน าสารไปจุดหรือสปอต (Spot) ลงบนกระดาษกรองให้เป็นจุดหรือแถบ (Band) โดยใช้
หลอดแคปิลลาร่ี (Capillary tube) จากนั้นน าสารท่ีท าการจุดแลว้ไปใส่ในภาชนะท่ีท าดว้ยแก๊สมีฝา
ปิด โดยกระดาษจะถูกวางในลกัษณะท่ีสอดคลอ้งกบัการไหลของตวัท าละลาย ซ่ึงตวัท าละลายจะ
เคล่ือนท่ีไปตามแนวของกระดาษ ดงัภาพท่ี 7 

 
ภาพที ่ 7  การแยกสีของหมึกด าโดยวธีิโครมาโทกราฟีกระดาษ 
ท่ีมา : Suwannaramwittayakom (2012, ออนไลน์) 

 
 2. ทนิเลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin layer chromatography; TLC) 
 เป็นการแยกสารโดยการใช้วฎัภาคเคล่ือนท่ี ซ่ึงเป็นแผ่นเคลือบบนตวัดูดซับท่ีอาจจะเป็น
แกว้หรืออะลูมิเนียม เม่ือหยดสารผสมลงวฎัภาคคงท่ีแลว้จึงน าแผ่น TLC ท่ีไดไ้ปใส่ในแทงก์ ซ่ึง
มีวฎัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีเหมาะสมอยูเ่พื่อให้เกิดกระบวนการท่ีสารชะลา้งจะเคล่ือนท่ีผา่นไปบนวฎัภาค
เคล่ือนท่ี เรียกวา่ Development ขณะท่ีเกิดการ Development สารจะเกิดการแยกออกจากกนั 
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ข้อดีของทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin layer chromatography ; TLC) 
1.  ใชเ้วลาในการDevelop นอ้ย 
2.  ไม่มีเส้นใย (Fiber) ท าให ้band diffusion หรือ zone boarding นอ้ยลง ท าใหแ้ยกสารได้

ดี 
3.  มีความไวในการตรวจสอบมากกวา่ 
4.  ใช้สารตวัอย่างปริมาณน้อยก็สามารถแยกได้  จึงมีความไวในการตรวจสอบมากกว่า   

โครมาโทกราฟีแบบกระดาษ 

การแยกโดยเทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟีท่ีไดผ้ลดีจะตอ้งให้โครมาโทแกรมท่ีแต่ละจุด
แยกออกจากกนัอยา่งชดัเจนแสดงดงัภาพท่ี  8 

 

ภาพที ่ 8  ตวัอยา่งโครมาโทแกรมโดยใชเ้ทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี 
ท่ีมา : Chem.ucla.edu (2009, ออนไลน์ 

 การแยกสาร 
การแยกสารท าโดยการใชบี้กเกอร์หรือภาชนะท่ีมีขนาดพอเหมาะท่ีมีฝาปิด หรือใชก้ระจก

นาฬิกา ผสมตวัท าละลายท่ีตอ้งการใส่ลงไปในระดบัท่ีตวัท าละลายอยูต่  ่ากวา่จุดของสารละลาย
ตวัอยา่ง จากนั้นทิ้งจนกวา่ตวัท าละลายซึมผา่นจุดของสารตวัอยา่งจนถึงเส้นท่ีขีดบอกระดบัตวัท า
ละลาย น าแผน่ TLC ออกแลว้ปล่อยใหแ้หง้ 

 
 การตรวจสอบหลงัจากการ Developing 
 ในกรณีสารท่ีมีสีถูกแยกออกมา เห็นต าแหน่งของสารชดัเจน ถา้มีความเขม้มากพอและไม่มี
การกระจายจุดระหวา่งการท า Developing 
 กรณีสารท่ีไม่มีสีถูกแยกออกมา ต าแหน่งของสารสามารถหาไดด้งัน้ี 
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1.  การใช ้Ultraviolet lamp ถา้สารนั้นเป็น UV fluorescent compound สังเกตโดย
การเรืองแสงบนแผน่ TLC ในท่ีมืด 

2.  ตวัดูดซับท่ีมี Fluorescent indicate อยู่เคลือบบนแผน่ TLC ตวัดูดซับแบบ
ธรรมดาจะไม่เรืองแสง (Non-fluorescent compound) จะปรากฏเป็นจุดสีด าบนท่ีสว่าง
เน่ืองจาก UV lamp   

3.  ใช ้detecting agent เป็นตวัตรวจต าแหน่งสาร ไดแ้ก่ 
4.  Iodine vapour น าแผน่ TLC ใส่ในผลึกไอโอดีน จะเกิดสารประกอบเชิงซ้อน

กบัไอโอดีน ยกเวน้ หมู่แอลคิล (Alkyl group), แฮไลด์ (Halide), แอลคีน (Alkene) เกิดเป็น
ผลึกสีน ้าตาลหรือม่วงเกิดข้ึน น าออกแลว้วงจุดดว้ยดินสอ 

5.  ในกรณีตวัดูดซบัเป็น Inorganic adsorbents สามารถตรวจต าแหน่งไดโ้ดยการ
สเปรยก์รดซลัฟิวริกเขม้ขน้ หรือสารละลายกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ร้อยละ 10 ของสารละลาย 
เมทานอล แลว้น าแผน่ TLC ไปอบท่ีอุณหภมิู 110 องศาเซลเซียส จนปรากฏจุดสีด า แลว้วง
ต าแหน่งท่ีมีสารอยู ่

6.  ใช ้Detecting agent ท่ีเฉพาะสารแต่ละชนิด เช่น Ninhydrin ตรวจหา
สารประกอบจ าพวกกรดแอมิโน 
การตรวจสอบหลงัการ Developing คือ การพิจราณาต าแหน่งสารว่า วฎัภาคเคล่ือนท่ี

สามารถพาสารไปบนตัวดูดซับได้มากน้อยเพียงใด แล้วน ามาค านวณหาอตัราเร็วในการไหล       
(Rate of flow) เป็นค่า Rf 

 

 
 
 ประโยชน์ของทนิเลเยอร์โครมาโทกราฟี 
 สามารถใช้ไดก้บัการวิเคราะห์เชิงคุณภาพและปริมาณ แต่จะนิยมน ามาท าการวิเคราะห์ใน
เชิงคุณภาพมากกว่า ส่วนการวิเคราะห์ในเชิงปริมาณจะท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคท่ีเรียกว่า 
Preparative TLC นอกจากน้ียงัช่วยในการศึกษาและวิเคราะห์สาร ปฏิกิริยาและความบริสุทธ์ิของ
สาร ซ่ึงใชใ้นการศึกษาโครงสร้างของสารอินทรีย ์
 3. คอลมัน์โครมาโทกราฟี (Column chromatography) 

การแยกสารโดยอาศยัหลกัการละลายท่ีต่างกนัในใน  2 วฎัภาค คือ วฎัภาคคงท่ี (Stationary 
Phase) กบั วฎัภาคเคล่ือนท่ี (Mobile Phase) โดยสารในวฎัภาคคงท่ีจะท าหน้าท่ีดูดซับ (Adsorb)    

Rf    = 
ระยะทางท่ีสารตวัอยา่งเคล่ือนท่ี 

ระยะทางท่ีตวัท าละลายเคล่ือนท่ี 
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สารผสมดว้ยแรงไฟฟ้าสถิต สารท่ีใช้ท าวฎัภาคอยู่กบัท่ีจึงมีลกัษณะเป็นผงละเอียดมีพื้นท่ีผิวมาก
เช่น อะลูมินา (Alumina, Al2O3)  ซิลิกาเจล (Silica gel, SiO2) หรืออาจะใชว้สัดุท่ีสามารถดูดซบัไดดี้ 
เช่น ชอลก์ กระดาษ ซ่ึงสารท่ีท าหนา้ท่ีดูดซบัในวฎัภาคคงท่ี เช่น น ้ า ส่วนวฎัภาคเคล่ือนจะท าหนา้ท่ี    
ชะ (Elute) เอาสารผสมออกจากวฎัภาคคงท่ีให้เคล่ือนท่ีไปดว้ย การจะเคล่ือนท่ีไดม้ากหรือน้อย
ข้ึนอยู่กับแรงดึงดูดระหว่างในสารผสมกับตวัดูดซับในวฎัภาคคงท่ี ดังนั้นสารท่ีใช้เป็นวฎัภาค
เคล่ือนท่ีจึงไดแ้ก่ พวกตวัท าละลาย เช่น ปิโตรเลียมอีเทอร์ เฮกเซน คลอโรฟอร์ม เบนซีน เป็นตน้ 

ข้อดีของโครมาโทกราฟี 
  1.  สามารถแยกสารท่ีมีปริมาณนอ้ยได ้
  2.  สามารถแยกไดท้ั้งสารท่ีมีสี และไม่มีสี 
  3.  สามารถแยกสารผสมออกจากกนัได ้
  4.  สารท่ีมีค่า Rf เท่ากนัอาจแยกออกจากกนัได ้จะตอ้งเปล่ียนชนิดของตวัท าละลาย
หรืออตัราส่วนผสมของตวัท าละลาย หรือ เพิ่มความยาวกระดาษ 
 
 ตัวดูดซับ 

จะตอ้งเลือกสารใหเ้หมาะสมกบัสารประกอบท่ีตอ้งการแยก โดยสารท่ีประกอบนั้นจะตอ้ง
มีขั้วมากจะตอ้งใช้สารท่ีมีความดูดซับท่ีมีขั้วน้อย เพื่อเกิดการดูดซับบนสารดูดซับน้อย หรือมีขั้ว
นอ้ยจะตอ้งใชส้ารท่ีมีความดูดซบัท่ีมีขั้วมาก สารท่ีใชนิ้ยมใชก้นัโดยทัว่ไปคือ อะลูมินา (Al2O3) ซิลิ
กาเจล (SiO2) โดยเฉพาะ ซิลิกาเจลจะดีมากกบัสารทุกชนิด โดยเฉพาะสารท่ีมีฤทธ์ิเป็นกรดหรือเบส
ท่ีอ่อนมาก ส่วนอะลูมินาใชไ้ดดี้กบัสารท่ีเป็นเบส 

 สารชะล้าง 
การเลือกสารชะล้างตอ้งเลือกสารท่ีใช้พอเหมาะกบัความมีขั้วของสารท่ีตอ้งการแยก ซ่ึง

สารแต่ละชนิดมีอตัราเร็วในการเคล่ือนท่ีออกจากตวัดูดซับไม่เท่ากนั โดยทัว่ไปสารท่ีมีขั้วมากถูก
ดูดซับไดดี้กว่าจะเคล่ือนท่ีไดช้้ากว่า สารท่ีมีขั้วน้อยถูกดูดซับไดน้้อยกว่าจะเคล่ือนท่ีออกมาก่อน 
สารท่ีนิยมน ามาชะลา้งท่ีนิยมใชไ้ดแ้ก่ ปิโตรเลียมอีเทอร์ เฮกเซน เพนเทน ไซโคลเฮกเซน คาร์บอน
เททระคลอไรด ์อีเทอร์ปราศจากน ้า เอทานอล เมทานอล และ น ้า เป็นตน้ 

การแยกสารใหมี้ประสิทธิภาพมากข้ึน อาจใชส้ารชะลา้งตั้งแต่ 2 ชนิดข้ึนไปในการแยกสาร 
ในการเพิ่มขั้วของสารจะตอ้งค่อยเพิ่มอยา่งระมดัระวงัเพื่อป้องกนัการเกิดการแตกหรือแยก (Crack) 
ของคอลมัน์ แลว้จะส่งผลใหป้ระสิทธิภาพในการแยกลดลง    
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 อตัราการไหล 
อตัราการไหลของสารออกจากคอลมัน์จะมีผลต่อการแยกสาร เวลาท่ีใช้ในการแยกสาร

ผสมในคอลัมน์เป็นสัดส่วนโดยตรงกับจ านวนสมดุลท่ีเกิดข้ึนระหว่างวฎัภาคคงท่ีและวฏัภาค
เคล่ือนท่ี ฉะนั้นสารท่ีคลา้ยกนัอยูใ่นคอลมัน์นานพอก็สามรถแยกออกจากกนัได ้ดงันั้นสารท่ีอยูใ่น
คอลมัน์จึงข้ึนอยูก่บัอตัราการไหลของสารชะลา้ง  
 

 การเตรียมคอลมัน์  
การเตรียมคอลมัน์ เป็นส่ิงส าคญัอยา่งมากต่อการแยกสารวา่จะเกิดข้ึนดีหรือไม่ซ่ึงมีวธีิการ

เตรียมคอลมัน์ท าไดด้งัน้ี 
 1.  ยดึคอลมัน์ท่ีตอ้งการใชก้บัขาตั้งใหม้ัน่คงในแนวด่ิง ปิดปลายดา้นล่างเพื่อไม่ใหส้ารชะ
ลา้งไหลออกมาขณะเติมสารลงไป  
 2.  ใส่สารชะล้างลงไปในคอลมัน์เพียงเล็กน้อย จากนั้นใส่ส าลีหรือใยแก้วลงไปเพื่ออุด
ปลายตนัดา้นล่างของคอลมัน์ ใช้แท่งแกว้กดส าลีหรือใยแกว้เบาๆ เพื่อไล่เอาอากาศท่ีมีอยู่ในส าลี
หรือใยแกว้ออกใหห้มด  
 3.   บรรจุสารดูดซับท่ีต้องการลงในคอลัมน์ โดยเติมสารชะล้างเพิ่มจนมีความสูง
พอประมาณ ชัง่สารดูดซบัหรือซิลิกาเจลให้มีน ้ าหนกัประมาณ 25-50 เท่าของน ้ าหนกัสารท่ีถูกแยก
แลว้ท าเป็น Slurry โดยน าสารดูดซบัมาผสมกบัสารชะลา้งในอตัราส่วน 1: 10 คนเขา้กนัไม่ให้มี
ฟองอากาศ แลว้เทลงในคอลมัน์ ขณะเทตอ้งเปิดปลายดา้นล่างของคอลมัน์เพื่อให้สารชะลา้งไหล
ออกมาอยา่งชา้ๆ และใชห้ลอดหยดชะลา้งสารดูดซบัท่ีอยูติ่ดดา้นขา้งของคอลมัน์ทิ้งไวส้ักครู่ 
 4.  เติมสารชะลา้งลงไปในคอลมัน์เบาๆ และปล่อยให้สารชะลา้งไหลต่อไป พร้อมกบัเคาะ
ดา้นขา้งของคอลมัน์ดว้ยสายยางเบาๆ เพื่อใหค้อลมัน์แน่นข้ึน เรียบ และสม ่าเสมอ 
 

 การลงสารตัวอย่างลงในคอลมัน์ 
หลงัจากการเตรียมคอลัมน์แล้วเรียบร้อยให้ใส่ (Load) สารละลายตวัอย่างซ่ึงละลายใน

สารอินทรียท่ี์มีขั้วนอ้ยท่ีสุดท่ีสามารถละลายสารตวัอย่างไดแ้ละตอ้งมีปริมาณนอ้ยๆ ปล่อยให้สาร
ตวัอย่างค่อย ๆเคล่ือนท่ีผ่านตวัดูดซับ โดยค่อยๆ เปิดก๊อก และเติมตวัท าละลายน้อยเพื่อชะสาร
ตวัอย่าง จากนั้นจึงค่อยเพิ่มปริมาณตวัท าละลายข้ึนเพื่อให้เกิดการแยก เก็บสารละลาย (Eluate)          
ท่ีแยกออกจากคอลมัน์เป็นส่วนๆ ในภาชนะท่ีเหมาะสม และตรวจดูสารในแต่ละส่วนท าไดโ้ดยใช้
ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี ดงัภาพท่ี  9 
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ภาพที ่ 9  A  ลกัษณะการแยกสารดว้ยคอลมัน์โครมาโทรกราฟี 

B   การตรวจสอบท่ีแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีดว้ยวธีิทินเลเยอร์      
โครมาโทกราฟี 

ท่ีมา : Th.wikipedia.org และ Micromountain (2012, ออนไลน์) 
 

4. ไม้กฤษณา  
 เสริมสกุล พจนการุณ (2551, น. 1) กล่าววา่ ไมก้ฤษณาหรือไมห้อม เป็นไมใ้นสกุล เอควิลา
เรีย (Aquilaria) อยู่ในวงศ์ไทเมลลีอี (Thymelaeceae) ค  าวา่ Aquilaria มาจากภาษาลาติน และภาษา 
อคัคาเดียน คือ “Aquila” หรือ “Aquilae” ภาษาลาติน หมายถึง นกอินทรีย ์“ekle” ภาษาอคัคาเดียน
หมายถึง ด า เขม้ กลางวนั ในภาษาบาลี เรียกวา่ อครุ และตคร ในภาษาจีน เรียกวา่ ต่ิมเฮียง หมายถึง 
ไมห้อมท่ีจมน ้า ในภาษาองักฤษมีหลายช่ือเรียก เช่น อีเก้ิลวดู (Eagle wood) อะการ์วดู (Agar wood) 
คาร์ลมับกั หรือกะลมัพกั (Calambac) และมาเลเซีย เรียกว่า Gaharu เป็นตน้ ปัจจุบนัทัว่โลกมีไม้
กฤษณาทั้งหมด 16 สายพนัธ์ุกระจายอยูใ่นแถบเอเชียเขตร้อนตั้งแต่เอเชียเหนือเอเชียตะวนัออกเฉียง
ใตแ้ละเอเชียใตด้งัตารางท่ี 2   
 
ตารางที ่ 2   สายพนัธ์ุไม้กฤษณาและแหล่งทีพ่บไม้กฤษณา 

ช่ือสายพนัธ์ุ แหล่งทีพ่บ 
1.   เอควลิาเรีย สับอินทิกร้า  

(Aquilaria  Subintegra) 
ไทย 

2.   เอควลิาเรีย คลาสน่า  
(Aquilaria crassna) 

ไทย กมัพชูา ลาว เวยีดนาม 

ท่ีมา : เสริมสกุล พจนการุณ (2551, น. 7) 
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ตารางที ่ 2   (ต่อ) สายพนัธ์ุไม้กฤษณาและแหล่งทีพ่บไม้กฤษณา 
ช่ือสายพนัธ์ุ แหล่งทีพ่บ 
3.    เอควลิาเรีย มาลคัแคนซิส  

(Aquilaria  malaccensis) 
ไทย อินเดีย อินโดนีเซีย 

4.    เอควลิาเรีย อาปิคูลาตาร์ 
(Aquilaria apiculata) 

ฟิลิปปินส์ 

5.    เอควลิาเรีย ไบโลนิล  
(Aquilaria  baillonil) 

ไทย กมัพชูา ลาว เวยีดนาม 
 

7.    เอควลิาเรีย เบคคาเรียน 
(Aquilaria beccarian) 

อินโดนีเซีย 

8.    เอควลิาเรีย เบรช ไชยนัทา้  
(Aquilariabrachyantha) 

มาเลเซีย 
 

9.    เอควลิาเรีย คมัม่ิงเจียนน่าร์ 
(Aquilaria  cumingiana) 

อินโดนีเซีย มาเลเซีย ฟิลิปินส์ 

10.    เอควลิาเรีย ฟิลาเรีย 
(Aquilaria  filaria) 

นิวกินี จีน 

11.    เอควลิาเรีย แกรนดิฟลอร์ร่า 
(Aquilaria  grandiflora) 

จีน 

12.    เอควลิาเรีย ฮิลาตา้ 
(Aquilaria  hilata) 

อินโดนีเซีย มาเลเซีย 

13.    เอควลิาเรีย คะฮาร์เชีียน่า 
(Aquilaria  khasiana) 

อินเดีย 

14.    เอควลิาเรีย ไมโครคาร์ป้า 
(Aquilaria  microcarpa) 

อินโดนีเซีย มาเลเซีย 

15.    เอควลิาเรีย โรสตราตา้ 
(Aquilaria  rostrata) 

มาเลเซีย 

16.    เอควลิาเรีย ไซเนนซิส 
(Aquilaria  sinensis) 

จีน 
 

 
 ที่มา : เสริมสกุล พจนการุณ (2551, น. 7) 
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ส าหรับประเทศไทยพบสกุลไมก้ฤษณาทั้งหมด 7  ชนิด และไมก้ฤษณานอ้ยอีก 1 ชนิด  ดงั
ตารางท่ี  3  

 
ตารางที ่ 3 สกุลไม้กฤษณาและแหล่งทีพ่บในประเทศไทย 

ช่ือสายพนัธ์ุ แหล่งทีพ่บ 

1.   เอควลิาเรีย คลาสน่า  
(Aquilaria crassna) 

จนัทบุรี ตราด นครราชสีมา นครนายก 
ปราจีนบุรี (เขาใหญ่) 

2.   เอควลิาเรีย มาลคัแคนซิส  
(Aquilaria  malaccensis) 

ตรัง (เขาช่องและสีเกา) 

3.   เอควลิาเรีย เฮอตา  
(Aquilaria  hirta) 

นาราธิวาส (สุไงโกลก เวยีงสุคีริน และ
ภูเขาทอง) 

4.    เอควลิาเรีย ไซเนนซิส  
(Aquilaria  sinensis) 

เชียงราย 

5.   เอควลิาเรีย สับอินทิกร้า  
(Aquilaria  Subintegra) 

ปัตตานี (เขาลีเชา) นราธิวาส (เวยีงและ    
สุไงโกลก) 

6.   เอควลิาเรีย รโกซา 
(Aquilaria rugosa) 

ภาคเหนือ 

7.   เอควลิาเรีย ไบโลนิน 
(Aquilaria baillonil) 

รอยต่อระหวา่งประเทษพม่า ภาคตะวนั 
ออกเฉียงเหนือ 

8.   กฤษณา  
(Gyrinops vidalii P.H.OH) 

ประเทศลาว (เวยีงจนัทร์) เขตรักษาพนัธ์ุ
สัตวป่์าภูววั อ.บุ่งคลา้  
จ.หนองคาย 

ท่ีมา : เสริมสกุล พจนการุณ (2551, น. 8-14) 
 

นอกจากน้ีสายพนัธ์ุท่ีปลูกในประเทศไทยทั้งหมด  4 สายพนัธ์ุ ดงัตารางท่ี  4  
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ตารางที ่ 4 สายพนัธ์ุไม้กฤษณาทีป่ลูกและแหล่งทีพ่บในประเทศไทย 
 

ช่ือสายพนัธ์ุ แหล่งทีพ่บ 

1.    เอควลิาเรีย สับอินทิกร้า 
(Aquilaria subintegra) 

ภาคตะวนัออก คือ จงัหวดัตราด และบาง
พื้นท่ีของจงัหวดัจนัทบุรี 

2.    เอควลิาเรีย คลาสน่า 
(Aquilaria crassna Pierre ex Lec.) 

อุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ นครนายก 
ปราจีนบุรี 

3.    เอควลิาเรีย มาลคัแคนซิส 
 (Aquilariamalaccaensis) 

ภาคใต ้ประจวบคีรีขนัธ์ พทัลุง ตรัง ระนอง 
ปัตตานี 

4.    กฤษณานอ้ย  
( Gyrinops vidalii P.H.HO ) 

เเขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์าภูววั อ.บุ่งคลา้           
จ.หนองคาย ทางตอนบนของภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ 

ท่ีมา : เสริมสกลุ พจนการุณ (2551, น. 8-14) 

สมุนไพรทีใ่ช้ในงานวจิัย 
กฤษณา 

ช่ือวทิยาศาสตร์  Aquilaria crassna pierre ex lecomte 

วงศ ์   Thymelaeaceae 

ช่ือสามญั  - 

ช่ืออ่ืน  กฤษณา (ภาคตะวนัออก)  กายูการู กายูกาฮู (มาเลเซีย ปัตตานี)  

ไม้หอม (ภาคตะวนัออก ภาคใต้)  (บาลี)  อครุ , ตคร (จีน)         

ต่ิมเฮียง (ไมห้อมท่ีจมน ้ า)  (องักฤษ)  Eagle Wood, Lignum 

Aloes, Agarwood, Aloe Wood, Calambac, Aglia, Akyaw. 
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ภาพที ่ 10  ลกัษณะใบ ดอก และผลของ  1. Aquilaria crassna pierre ex lecomte 
ท่ีมา : Borraikrisana (2012, ออนไลน์)         

 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 
เสริมสกุล พจนการุณ (2551, น. 11-12) กล่าวถึง ลกัษณะทางพฤษศาสตร์ของไมก้ฤษณาวา่ 

เป็นไมย้ืนตน้ขนาดเล็ก สูงประมาณ 5 เมตร ล าตน้มีเปลือกเรียบ หรือค่อนขา้งเรียบ สีเทาปนขาว 
เปลือกล าตน้ชั้นในสีเหลืองอ่อน เหนียวใบรูปเรียวแหลมก่ึงรูปไข่ ฐานใบสอบหรือมน ขนาดแผ่น
ใบ 19 -27.5 × 7-10.5 แผน่ใบมีเน้ือใบคลา้ยแผน่กระดาษ ทอ้งใบมีขนประปรายจนถึงเกือบเกล้ียง 
กา้นใบยาว 5-10 มิลลิเมตร มีขนประปราย ช่อดอกออกเป็นกระจุก ออกตามซอกใบ กระจุกละ 8-20 
ดอก กา้นช่อดอกมีขนประปราย กา้นช่อดอกยาว 1-3 มิลลิเมตร ดอกย่อยสีขาว กา้นดอกย่อยยาว    
6-13 มิลลิเมตร มีขนนุ่มประปราย หลอดกลีบเล้ียงยาว 5-14 มิลลิเมตร ดา้นนอกมีขน เล็กนอ้ยจนถึง
เกล้ียง ดา้นในมีขนนุ่ม บริเวณฐานหลอด กลีบเล้ียงมีขนาด 3.5 × 1.2-2.5 มิลลิเมตร พบมีขนนุ่ม
บริเวณส่วนบน แต่ดา้นนอกเกล้ียง ขอบกลีบดอกมีขนอุย กลีบดอกเช่ือมติดกนัท่ีฐาน มีขนอุยปก
คลุม ขนาดกลีบดอก 1-1.5 มิลลิเมตร เกสรตวัผูไ้ม่มีกา้นชู อบัเรณูยาว 1.5-2 มิลลิเมตร รังไข่ไม่มี
กา้นชูยาว 2-3 มิลลิเมตร มีขนประปราย กา้นชูปลายเกสรตวัเมียยาว 0.5-1 มิลลิเมตรปลายเกสรตวั
เมียรูปกลม ขนาด 1 มิลลิเมตร ผลรูปรี เมล็ดรีแคบๆและมีขนประปรายปกคลุม รยางคเ์กล้ียง 

สรรพคุณ 
นนัทวนั บุญยะประภศัร และ อรนุช โชคชยัเจริญพร (25392) ไดก้ล่าวถึงสรรพคุณของเน้ือ

ไมก้ฤษณา ว่ามีรสขม หอม เป็นยาบ ารุงหวัใจ ใช้ปรุงเป็นยาหอมแกล้มหน้ามืดวิงเวียน ใชผ้สมใน
เคร่ืองหอม เช่น ธูปหอม น ้ าอบไทย เป็นยาใช้รักษาโรคปวดขอ้  น ้ ามนัจากเมล็ด รักษาโรคเร้ือน 
และโรคผวิหนงัได ้   
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การขยายพันธ์ุ 
เพาะเมล็ด 
ถิ่นกระจายพนัธ์ุ 
กระจายพนัธ์ุอยูใ่น คาบมลาย ูและในกมัพชูา 
การกระจายพนัธ์ุในประเทศไทย 
พบในจงัหวดัปัตตานี อ าเภอแวง้เขตรักษาพนัธ์ุสัตวป่์าฮาลา-บาลา จงัหวดันราธิวาส และ

พบทางภาคตะวนัออกโดยเฉพาะเขาสอยดาวจงัหวดัจนัทบุรี 
นิเวศวิทยา 
ข้ึนกระจายอยูท่ ั้งในป่าดิบแลง้ และป่าดิบช้ืน ในบริเวณท่ีดินร่วน ดินร่วนปนทราย ระบาย

น ้าดีเป็นสันดอน ท่ีระดบัความสูง 300 - 500 เมตร จากความสูงของระดบัน ้าทะเล  
 

5. สารส าคญัทีพ่บในใบกฤษณา 
 ส าหรับสารส าคญัแต่ละชนิดท่ีคน้พบในใบกฤษณาแต่ละสายพนัธ์ุดงัในตางรางดงัน้ี 
 

ตารางที ่5 โครงสร้างของสารประกอบทีค้่นพบจากกฤษณาในสายพนัธ์ุ Aquilaria agallocha 

Roxb.(Thymelaeaceae)  
สารประกอบ สายพนัธ์ุทีพ่บ แหล่งทีม่า 
β-agarofuran 
 

O

 

Aquilaria 
agallocha Roxb. 
(Thymelaeaceae) 

จอร์จบูชิ และ ฮานส์
วดูส์ (George Buchi 
and Hans Wuest, 
1979) 

benzylacetone 
 

O

 
 

Aquilaria 
agallocha Roxb. 
 [Agarwood oil] 
(Thymelaeaceae) 

ฮิโรอากิ ทาคิโมโต 
และคณะ (Hiroaki 
Takemoto et al., 
2008) 
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ตารางที่  5 (ต่อ) โครงสร้างของสารประกอบที่ค้นพบจากกฤษณาในสายพันธ์ุ Aquilaria agallocha 

Roxb.(Thymelaeaceae)  
สารประกอบ สายพนัธ์ุทีพ่บ แหล่งทีม่า 

4-butyl--agarofuran หรือ AF-5 

O

 

Aquilaria 
agallocha Roxb. 
(Thymelaeaceae) 

ยีจ่าง และคณะ       
(Yi Zhang et al., 
2004) 

calarene 
 

 

Aquilaria agallocha 
Roxb. 
[Agarwood oil] 
(Thymelaeaceae) 

ฮิโรอากิทาคิโมโต 
และคณะ (Hiroaki 
Takemoto et al., 
2008) 

dehydrojinkoh-eremol 
 

OH 
 

Aquilaria 
agallocha Roxb. 
(Thymelaeaceae) 
 

มะซะกะซุอิชิฮารา
และคณะ (Masakazu 
Ishihara et al., 1993) 
 

Benzylacetone 
 

O

 
 

Aquilaria 
agallocha Roxb. 
 [Agarwood oil] 
(Thymelaeaceae) 

ฮิโรอากิทาคิโมโต 
และคณะ (Hiroaki 
Takemoto et al., 
2008) 

4-butyl--agarofuran หรือ AF-5 
 

O

 
 

Aquilaria 
agallocha Roxb. 
(Thymelaeaceae) 

ยีจ่าง และคณะ (Yi 
Zhang et al., 2004) 
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ตารางที่  5 (ต่อ) โครงสร้างของสารประกอบที่ค้นพบจากกฤษณาในสายพันธ์ุ Aquilaria agallocha 

Roxb.(Thymelaeaceae)  
สารประกอบ สายพนัธ์ุทีพ่บ แหล่งทีม่า 
Calarene 
 

 
 

Aquilaria 
agallocha Roxb. 
[Agarwood oil] 
(Thymelaeaceae) 

ฮิโรอากิทาเคโมโตะ
(Hiroaki  Takemoto 
et al., 2008) 

ตารางที่  6  โครงสร้างของสารประกอบที่ค้นพบจากกฤษณาในสายพันธ์ุ Aquilaria malaccensis 

Lamk. (Thymelaeaceae) 
สารประกอบ สายพนัธ์ุทีพ่บ แหล่งทีม่า 

6-hydroxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl] 
chromone 
 

O

O

OH

HO

 
 

Aquilaria malaccensis 
Lamk. (Thymelaeaceae) 

เทนจิโคนิชิ  และ
คณะ(Tenji  Konishi 
et al., 2002) 
 

6-hydroxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl] 
chromone 
 

O

O

OH

HO

 
 

Aquilaria malaccensis 

Lamk. (Thymelaeaceae) 

เทนจิโคนิชิ  และ

คณะ(Tenji  Konishi 

et al., 2002) 

 

6-hydroxy-7-methoxy-2-(2-phenylethyl) 
chromone 
 

O

O

OMe

OH

 
 

Aquilaria malaccensis 
Lamk. (Thymelaeaceae) 

เทนจิโคนิชิ และคณะ
(Tenji  Konishi et al., 
2002) 
 



 
 

28 
    

ตารางที่  6 (ต่อ) โครงสร้างของสารประกอบที่ค้นพบจากกฤษณาในสายพันธ์ุ Aquilaria malaccensis 

Lamk. (Thymelaeaceae) 
สารประกอบ สายพนัธ์ุทีพ่บ แหล่งทีม่า 
6-hydroxy-2-[2-(4-hydroxyphenyl)ethyl] 
chromone 
 

O

O

OH

HO

 
 

Aquilaria malaccensis 
Lamk. 
(Thymelaeaceae) 

เทนจิโคนิชิ        
และคณะ(Tenji  
Konishi et al., 
2002) 
 

6-hydroxy-7-methoxy-2-(2-phenylethyl) 
chromone 
 

O

O

OMe

OH

 
 

Aquilaria malaccensis 
Lamk. 
(Thymelaeaceae) 

เทนจิโคนิชิ        
และคณะ(Tenji  
Konishi et al., 
2002) 
 

7-hydroxy-2-(2-phenylethyl)chromone 
 

O

O

OH

 
 

Aquilaria malaccensis 
Lamk. 
(Thymelaeaceae) 

เทนจิโคนิชิ        
และคณะ(Tenji  
Konishi et al., 
2002) 
 

6-methoxy-2-[2-(3-methoxy-4-
hydroxyphenyl) ethyl]chromone 
 

O

O

OMe

HO

MeO  
 
 

Aquilaria malaccensis 
Lamk. (Thymelaeaceae) 

เทนจิโคนิชิ        
และคณะ(Tenji  
Konishi et al., 2002) 
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ตารางที่  6  (ต่อ) โครงสร้างของสารประกอบที่ค้นพบจากกฤษณาในสายพันธ์ุ Aquilaria crassna 

Pierre ex Lec. (Thymelaeaceae) 
สารประกอบ สายพนัธ์ุทีพ่บ แหล่งทีม่า 
oxidoagarochromone A 
 

O

O

O

O

 
 

Aquilaria crassna 
Pierre ex Lec. 
(Thymelaeaceae) 

ตูร์ยากรูะและคณะ
(Toru  Yagura et 
al., 2005) 

oxidoagarochromone C 

 

O

O

O

O

MeO

OH  
 

Aquilaria crassna 
Pierre ex Lec. 
(Thymelaeaceae) 

ตูร์ยากรูะและคณะ
(Toru  Yagura  et 
al., 2005) 

AH6 
 

O

O

OMe

OMe

 
 

Aquilaria 
sinensis(Lour.) Gilg. 
(Thymelaeaceae) 

ตูร์ยากรูะและคณะ
(Toru Yagura  
et al., 2003),  
 

AH10 
 

O

O O

OH

O

O

OH

OH  
 

 
Aquilaria 
sinensis(Lour.) Gilg. 
(Thymelaeaceae) 

 
ตูร์ยากรูะและคณะ
(Toru Yagura  
et al., 2003) 
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ตารางที่  7  โครงสร้างของสารประกอบที่ค้นพบจากกฤษณาในสายพันธ์ุ Aquilaria sinensis (Lour.) 

Gilg. (Thymelaeaceae) 
สารประกอบ สายพนัธ์ุทีพ่บ แหล่งทีม่า 
ififlophenone-3,5-c-β-diglucoside 
 

O

OHMeO

OO

HO

HO OH

OH

O
OH

OH

OH

HO

 
 

Aquilaria sinensis 
(Lour.) Gilg. 
(Thymelaeaceae) 

ฮิเดอากิ ฮาร่า และ
คณะ (Hideaki 
Hara et al., 2008) 

iriflophenone-2-o--rhamnoside 
 

O

OHOHHO

O
O

HO

HO

HO  

Aquilaria sinensis 
(Lour.) Gilg. 
(Thymelaeaceae) 

ฮิเดอากิ ฮาร่า    
และคณะ  (Hideaki 
Hara et al., 2008) 

6,7-dimethoxy-2-[2-(4-methoxyphenyl) 
ethyl]chromone 
 

O

O

CH3O

CH3O

OCH3

 
 

Aquilaria 
sinensis(Lour.) Gilg. 
(Thymelaeaceae) 

ซูหยวน ฉี         
และคณะ        
(Shu-Yuan Qi  
et al., 2005) 
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ตารางที่  7  โครงสร้างของสารประกอบที่ค้นพบจากกฤษณาในสายพันธ์ุ Aquilaria sinensis (Lour.) 

Gilg.(Thymelaeaceae) 
สารประกอบ สายพนัธ์ุทีพ่บ แหล่งทีม่า 
genkwanin-5-o-β-primeveroside 
 

O

OMeO

O

OH

O

HO

HO OH

O

O

HO
HO

OH

 
 

Aquilaria 
sinensis(Lour.) Gilg. 
(Thymelaeaceae) 

ฮิเดอากิ ฮาร่า    
และคณะ (Hideaki 
Hara et al., 2008) 

 
6. สารกลุ่มแอลคาลอยด์  
 บุญชู ศรีตุลารักษ ์(2553, น. 2) ไดก้ล่าวถึง แอลคาลอยด์วา่มีรากศพัทม์าจากค าวา่ “Alkali” 
ซ่ึงหมายถึงสมบติัของสารท่ีมีสมบติัคลา้ยด่าง (Alkali-like) มีนกัวิทยาศาตร์ไดใ้ห้ความหมายของง
แตสารกลุ่มน้ีจ านวนมาก เร่ิมตั้งแต่ในปี พ.ศ. 2362 มีเภสัชกรช่ือ W.Meissner ไดใ้ห้ความหมายวา่ 
แอลคาลอยด์เป็นสารท่ีมีสมบติัคลา้ยด่างท่ีไดจ้ากพืช โดยในความหมายน้ียงัไม่สามารถแยกความ
แตกต่างระหวา่งแอลคาลอยดก์บัสารกลุ่มอ่ืนท่ีมีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบได ้ซ่ึงในปี พ.ศ. 2463 
อี. วินเทอร์สไตน์ และ จี.ไตร (E. Winterstein and G.Trie) ให้ค  านิยามไวใ้นหนงัสือช่ือ ได แอลคา
ลอยด์ “Die Alkaloide” ว่า แอลคาลอยด์เป็นสารท่ีไดจ้ากพืช โดยมีไนโตรเจนอยู่ใรดครงสร้างท่ี
ซบัซอ้นท่ีมีลกัษณะเป็นวง มีสมบติัคลา้ยด่างและมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา ต่อมาในปี พ.ศ. 2529 S. W. 
Pelletier ใหค้  าจ  ากดัความของแอลคาลอยดไ์วว้า่ แอลคาลอยดเ์ป็นสารอินทรียท่ี์มีไนโตรเจนท่ีอยูใ่น
สถานะออกซิเดชันเป็นลบในโครงสร้างท่ีเป็นวง โดยพบการกระจายตวัอย่างจ ากดัในส่ิงมีชีวิต 
ดงันั้นจึงพอสรุปไดว้า่ สารแอลคาลอยด์เป็นสารท่ีมีสมบติัเป็นด่าง ท่ีมีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบ
ในโครงสร้าง และมีฤทธ์ิทางเภสัชวทิยา 

แอลคาลอยด์เป็นกลุ่มสารท่ีพบมากในพืชชั้นสูง พบบา้งในพืชชั้นต ่า สัตว ์และจุลินทรีย ์
เป็นกลุ่มสารท่ีถูกน ามาใช้มากในการเป็นยารักษาโรค แอลคาลอยด์เป็นสารอินทรียท่ี์มีลกัษณะ
โดยรวมคือส่วนใหญ่มีสมบติัเป็นเบสและมีไนโตรเจน (Nitrogen) อยูใ่นโมเลกุล มีรสขม ไม่ละลาย
น ้า แต่ละลายไดดี้ในตวัท าละลายอินทรีย ์(Organic solvent) เป็นสารท่ีพบมากในพืชใบเล้ียงคู่ ท่ีพบ
ไดบ้่อยเช่น วงศ ์อะโปไซนาซีอี (Apocynaceae) พาพาเวอราซีอี (Papaveraceae) พาพิลออนนาซีอี 
(Papilionaceae) รูเบียซิอี (Rubiaceae) รูทาซีอี (Rutaceae) มีนิสเปอร์มาซีอี (Menispermaceae)        
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ลอรา ซี อี (Lauraceae)โซลานา ซี อี (Solanaceae)โลกา นิ เ อ ซี อี (Loganiaceae)เ บอ ร์ บี ไ รดา ซิ อี
(Berberidaceae) และ คอมโพสิตี (Compositae) พืชใบเล้ียงเด่ียวท่ีพบแอลคาลอยด์ เช่น วงศ ์ลิเลีย    
ซีอี (Liliaceae) และ อมาริลลิดาซิอี (Amaryllidaceae) 

ปริมาณแอลคาลอยดใ์นพืชแต่ละชนิดจะสร้างและสะสมปริมาณแอลคาลอยด์ต่างกนัข้ึนอยู่
กบัปัจจยัต่างๆ เช่น อายุของพืช อุณหภูมิ แสงสว่าง ฤดูกาล ความช้ืนในอากาศ ปริมาณน ้ าในดิน 
ความอุดมสมบูรณ์ของพื้นดิน ปริมาณน ้าฝน เป็นตน้ การสะสมจะมีอยูเ่กือบทุกส่วนของพืช เช่น ใบ 
เส้นใบ ขน ดอก ผล เมล็ด ราก เปลือก หวัใตดิ้น ช่องวา่งภายในเซลล ์(Vacuole)  

หนา้ท่ีของแอลคาลอยดท์  าหนา้ท่ีช่วยป้องกนัพืชจากสัตวแ์ละแมลงต่างๆ เน่ืองจากสารกลุ่ม
น้ีส่วนใหญ่มีรสขมและเป็นพิษ เป็นแหล่งสะสมไนโตรเจนในพืชเพื่อใชส้ร้างโปรตีน ช่วยควบคุม
การเจริญเติบโตของพืช เป็นตน้ (blog.eduzones, ออนไลน์) 

ตัวอย่างของแอลคาลอยด์ทีม่ีฤทธ์ิทางเภสัชวทิยา ได้แก่ 
ฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติมโตของเช้ือมาลาเรีย เช่น ควินิน (Quinine) ดงัภาพท่ี 19 จากเปลือก

ของตน้ชิงโคนา (Cinchona succirubra Pav.) ในวงศรู์เบียซีอี (Rubiaceae) ใช้รักษามาลาเลียจาก
เช้ือพลาสโมเดียมฟลาลซิพารัม (Plasmodium falciparum) 
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ภาพที ่ 11   โครงสร้างสารควนิิน (Quinine) 
ท่ีมา : รัตนา อินทรานุปกรณ์ (2550, น. 30) 

ฤทธ์ิระงับอาการปวด เช่น มอร์ฟีน (Morphine) ดังภาพท่ี 20 จากยางฝ่ิน (Papaver 
somniferum L.)ในวงศพ์าพาเวอราซีอี (Papaveraceae) ใชร้ะงบัการปวดในการผา่ตดัต่างๆ และกบั
ผูป่้วยมะเร็งระยะสุดทา้ย  
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ภาพที ่ 12   โครงสร้างสารท่ีพบในมอร์ฟีน (Morphine) 
ท่ีมา : รัตนา อินทรานุปกรณ์ (2550, น. 31) 

ฤทธ์ิขยายหลอดลม เช่น ทีโอฟิลลีน (Theophylline) ดงัภาพท่ี 21 จากยอดและใบของชา 
(Camellia sinensis O. Kunze) ในวงศที์อาซีอี (Theaceae) เป็นตน้ 
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ภาพที ่  13  โครงสร้างของทีโอฟิลลีน (Theophylline) 
ท่ีมา : รัตนา อินทรานุปกรณ์ (2550, น. 33) 

 
 
สารกลุ่มแอลคาลอยดส์ามารถแบ่งเป็นกลุ่มยอ่ยตามสูตรโครงสร้างพื้นฐาน ดงัภาพท่ี 22 ดงัน้ี 
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ภาพที ่14  โครงสร้างพื้นฐานของแอลคาลอยด์ : ไพริดีน (1), พิเพอริดีน (2), เพอโรลิดีน (3), เพอ 
โรล (4), อิมิดาโซล (5), พูรีน (6), เพอโรลิซิดีน (7), ควิโนลีน (8), ไอโซควิโนลีน (9), 
อะพอร์ฟีน (10), นอร์-ลูพิเนน (11), อินโดล (12), สเตียรอยด ์(13), โทรเพน (14) 

ท่ีมา : รัตนา อินทรานุปกรณ์ (2550, น. 35) 
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7. สารกลุ่มฟลาโวนอยด์ 
วิภพ สุทธนะ (2556, ออนไลน์) ไดก้ล่าวถึงสารกลุ่มฟลาโวนอยด์(flavonoids) วา่เป็นกลุ่ม

ของสารประกอบท่ีมีโครงสร้างพื้นฐานเป็นฟีนิลเบนโซไพโรน (phenylbenzopyrones)ซ่ึงมีโมเลกุล
ขนาดเล็กและมีโครงสร้างประกอบดว้ยการจดัเรียงตวัของคาร์บอน  15 ตวั (C6 - C3 – C6) เป็นวง
แหวน 3 วง ไดแ้ก่ วงแหวนเบนซีน (benzene ring) 2 วง (A and B) เช่ือมต่ออยูก่บัวงแหวนไพแรน 
(heterocyclic pyran ring) ซ่ึงอยูต่รงกลางของโครงสร้าง (C)8 (ดงัภาพท่ี 15)โดยสามารถแบ่งเป็น
กลุ่มยอ่ยตามต าแหน่งของหมู่ฟังก์ชนัซ่ึงแทนท่ีในโครงสร้างพื้นฐาน (ตารางท่ี 8) ไดเ้ป็น 7 กลุ่ม
ไดแ้ก่ 

1. ฟลาโวนอล (flavonols) เช่น เคอร์ซิติน (quercetin) แคมป์เฟอรอล (kaempferol) ไมริซิ
ติน (myricetin) 

2. ฟลาโวน (flavones) เช่น ลูติโอลิน (luteolin) อาพิจินิน (apigenin) ไครซิน (chrysin) 
3.ฟลาวาโนน (flavanones) เช่น เฮสเพอริติน (hesperetin) นารินจินิน (naringenin)             

อีริโอดิคทิออล (eriodictyol) 
4. ฟลาวานอล (flavanols) เช่น แคทิชิน (catechin) แกลโลแคทิชิน (gallocatechin) อีพิแคทิ

ชิน (epicatechin) อีพิแกลโลแคทิชิน (epigallocatechin) อีพิแคทิชิน-3-แกลเลต (epicatechin-3-
gallate) อิพิแกลโลแคทิชิน-3-แกลเลต (epigallocatechin-3-gallate) 

5. ฟลาวาโนนอล (flavanonols) เช่น แทกซิโฟลิน (taxifolin) 
6. ไอโซฟลาโวน (isoflavones) เช่น เดดซีน (daidzein) จีนิสตีน (genistein) ไกลซิตีน 

(glycitein) ฟอร์โมโนเนติน (formononetin) 
7. แอนโธไซยานิดิน (anthocyanidins) เช่น ไซยานิดิน(cyanidin), เดลฟินิดิน (delphinidin) 

มาลวดิิน (malvidin) พีลาร์โกนิดิน (pelargonidin) พีโอนิดิน (peonidin) พีทูนิดิน (petunidin) 
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ภาพที ่15 โครงสร้างพื้นฐานของฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) 
ท่ีมา : วภิพ สุทธนะ (2556น.567-582) 
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ตารางที่ 8 การจ าแนกชนิดของฟลาโวนอยด์โดยขึน้อยู่กบัต าแหน่งของหมู่แทนที่ 

สูตรโครงสร้าง 
ตวัอยา่ง 

ฟลาโวนอยด์ 
หมู่แทนท่ี 

5 6 7 3’ 4’ 5’ 

O

A C

5
6

7

3'
4'

5'
B

O

ฟลาวาโนน 

อีริโอดิคทิออล OH H OH OH OH H 

เอาเพอริดิน OH H OH OH OCH H 

นารินจินิน OH H OH H OH H 
 

O

OH  
ฟลาวานอล 

แคทิซิน H H H H H H 

แกสโลแคทิซิน H H H OH OH OH 

 

O

O  
ฟลาโวน 

อาพิจินิน OH H OH H OH H 

ไครซิน OH H OH H H H 

ลูติโอลิน OH H OH OH OH H 

 

O

O

OH

 
ฟลาโวนอล 

แคมป์เฟอรอล OH H OH H OH H 

ไมริซิติน OH H OH OH OH OH 

เอดร์ซิติน OH H OH OH OH H 
 

ท่ีมา : วภิพ สุทธนะ (2556 น.567-582) 
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ตารางที่ 8  (ต่อ)  การจ าแนกชนิดของฟลาโวนอยดโ์ดยข้ึนอยูก่บัต าแหน่งของหมู่แทนท่ี 

สูตรโครงสร้าง 
ตวัอยา่ง 

ฟลาโวนอยด์ 
หมู่แทนท่ี 

5 6 7 3’ 4’ 5’ 

O

O

OH

 

ฟลาวาโนนอล 

แทกซิโฟลิน OH H OH OH OH H 

O

O  

ไอโซฟลาโวน 

เดดซีน H H OH H OH H 

จีนิสตีน OH H OH H OH H 

ไกลซิดีน OH OCH OH H OH H 

ฟอร์โมโนเนติน H H OH H OCH H 

 

O

OH

HO

OH

OH

แอนโธไซยานิดิน 

เดลฟินิดิน OH H OH OH OH OH 

ไซยานิดิน OH H OH OH OH H 

มาลวดิิน OH H OH OCH OH OCH3 

ฟีโอนิดิน OH H OH OCH OH H 

พีลาร์โกนิดิน OH H OH H OH H 

พีทูนิดิน OH H OH OH OH OCH3 
 

ท่ีมา : วภิพ สุทธนะ (2556 น.567-582) 
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8. เทคนิคทางสเปกโทรสโกปี (Spectroscopy) 
เยน็หทยั แน่นหนา (2549, น. 175, 184-186) ไดก้ล่าวถึง เทคนิคทางสเปกโทรสโกปีวา่เป็น

เทคนิคท่ีใช้เคร่ืองมือท่ีเรียกว่า สเปกโทรโฟโทมิเตอร์ (Spectrophotometer) ในการวิเคราะห์สาร
ต่างๆ  ซ่ึงในการวเิคราะห์สารช่วยลดปัญหาต่างๆ เช่น ปริมาณสาร ถา้สารมีนอ้ยก็สามารถวิเคราะห์
ได ้เคร่ืองสเปกโทรโฟโทมิเตอร์ตอ้งมีแหล่งก าเนิดรังสีแม่เหล็กไฟฟ้า (Electromagnetic radiation) 
เป็นองคป์ระกอบ โดยแผรั่งสีแม่เหล็กไฟฟ้าไปยงัสาร เพื่อเกิดการดูดกลืนแสงหรือเปล่งแสงออกมา
จากสาร ซ่ึงสารแต่ละชนิดจะเปล่งรังสีออกมาข้ึนอยูก่บัสูตรโครงสร้างและองค์ประกอบของสาร 
ในงานวิจยัเล่มน้ีจะขอกล่าวถึงเทคนิคทางสเปกโทรสโกปีเพียง 1 ชนิด เท่านั้น คือ นิวเคลียร์แมก
เนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี หรือ MNR (Nuclearmagetic resonance spectroscopy หรือ MNR 
spectroscopy) 
 
 นิวเคลยีร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (NMR) 
 หลกัการของ NMR  
 ในทางฟิสิกส์อนุภาคท่ีมีประจุ จะหมุนรอบตวัเองท าให้เกิดสนามแม่เหล็กข้ึน ดังนั้ น
อะตอมประกอบดว้ยอิเล็กตรอนท่ีมีประจุลบจะเคล่ือนท่ีอยูร่อบๆ นิวเคลียส ส่วนภายในนิวเคลียส
ประกอบดว้ยโปรตอนท่ีมีประจุบวกกบันิวตรอนท่ีเป็นกลาง นิวเคลียสท่ีมีประจุบบวกจะเกิดการ
หมุนรอบตวัเองเกิดสนามแม่เหล็กข้ึนตามแนวแกนของนิวเคลียส ท าใหนิ้วเคลียสมีสมบติัคลา้ยแท่ง
แม่เหล็กท่ีแกนอยูใ่นระนาบเดียวกบัแกนของนิวเคลียส 

เคร่ืองสเปกโทรโฟโทมิเตอร์ส าหรับวดั NMR แต่ละยี่ห้อแตกต่างกันออกไปใน
องคป์ระกอบยอ่ย แต่องคป์ระกอบของเคร่ืองโดยหลกัจะมีเหมือนกนัดงัน้ี 

1.  แม่เหลก็ทีใ่ห้ความเข้มของสนามแม่เหลก็ภายนอก B0 
ตอ้งเป็นแม่เหล็กท่ีให้ความเขม้ของสนามแม่เหล็กแรงและสม ่าเสมอ เพราะเคร่ือง NMR  

จะแยกสัญญาณได้ดีหรือไม่ข้ึนอยู่กบัความแรงและคุณภาพของแม่เหล็ก แม่เหล็กท่ีใช้มีอยู่หลาย
แบบ คือ แม่เหล็กถาวร แม่เหล็กไฟฟ้า และแม่เหล็กท่ีท าจากขดลวดตวัน ายิ่งยวด แม่เหล็กถาวรให้
ความเขม้สนามแม่เหล็กน้อยและไวต่อุณหภูมิ แม่เหล็กถาวรให้ความเขม้สนามแม่เหล็กมากและ   
ไม่ไวต่ออุณหภูมิ   
 2.  เคร่ืองก าเนินไฟฟ้าสวปี (Sweep generator)  

เป็นขวดลวดคู่ท่ีท  าหน้าท่ีเปล่ียนความเขม้ของสนามแม่เหล็กภายนอก B0 ให้เปล่ียนไป
ในช่วงแคบๆ 
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3.  แล่งก าเนิดเคลือ่นความถี่วทิยุ (Radio frequency transmitter)  
เป็นขวดลวดท่ีอยูใ่นแนวตั้งฉากกบัเคร่ือง Sweep generator ใชผ้ลิตสนามแม่เหล็ก Bi ท่ีมี

ความถ่ีคงท่ี 
4.  เคร่ืองรับความถี่วทิยุ (Radio frequency receiver)  
เป็นขวดลวดท่ีล้อมรอบสารตัวอย่างท่ีท าหน้าท่ีรับสัญญาณการดูดกลืนพลังงานของ

แม่เหล็กไฟฟ้าช่วงคล่ืนวทิยจุากสารตวัอยา่ง 
5.  เคร่ืองบันทกึสัญญาณ (Recorder) 
จะรับสัญญาณจากเคร่ืองรับความถ่ีวิทยุ ซ่ึงมีค่าน้อยจึงตอ้งขยายสัญญาณก่อนบนัทึกผล 

โดยบนัทึกสัญญาณความถ่ีวิทยุให้อยูใ่นแนวแกน y  ส่วนแกน x เป็นความถ่ีท่ีมาจากเคร่ือง Sweep 
generator 

6.  ทีใ่ส่สารตัวอย่าง 
เป็นหลอดแก้วส าหรับใส่เคร่ือง NMR โดยเฉพาะ มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 5 

มิลลิเมตร หลอดตอ้งหมุนตลอดเวลาเพื่อใหส้ารตวัอยา่งไดส้ัมผสักบัสนามแม่เหล็กอยา่งทัว่ถึง สาร
ตวัอย่างท่ีนิยมใช้จะอยู่ในรูปของสารละลาย ดงันั้น ตวัท าละลายตอ้งไม่มีโปรตอน เช่น CDCl3, 
CD3OD และ ดิวเทอเรียม ( H21  , D) ตวัท าละลายสามารถเกิดสัญญาณเรโซแนนซ์ไดเ้ช่นเดียว       
กับโปรตอน แต่ปรากฏสัญญาณคนละต าแหน่ง  ส่ิงท่ีควรค านึงถึงคือ ในตวัท าละลายเล่าน้ีมี                 
ดิวเทอเรียมเพียงร้อยละ 98-99 ท่ีเหลืออยู่ในรูปของโปรตอน ดงันั้นสัญญาณท่ีเกิดข้ึนอาจเป็น
โปรตอนของตวัท าละลายก็ได ้

NMR สเปกโทรมิเตอร์ส่วนใหญ่แบ่งออกเป็น 2 แบบ ดงัน้ี 
1.  ให้ความถ่ีแม่เหล็กไฟฟ้าจากเคร่ืองก าเนิดความถ่ีวิทยุคงท่ีแลว้เปล่ียนความเขม้ของ

สนามแม่เหล็กภายนอก B0โดยเคร่ืองก าเนิดไฟฟ้า Sweep จนนิวเคลียสเกิดเรโซแนนซ์ 
2.  ให้ความเขม้ของสนามแม่เหล็กภายนอก B0คงท่ีแลว้เปล่ียนความถ่ีแม่เหล็กไฟฟ้าท่ีมา

จากเคร่ืองก าเนิดความถ่ีวทิยจุนนิวเคลียสเกิดเรโซแนนซ์ 

NMR สเปกโทรมิเตอร์ทั้ง 2 แบบใหเ้ปกตรัมของโปรตอนคลา้ยกนั ดงัภาพท่ี 16 
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ภาพที ่ 16 ส่วนประกอบเคร่ือง NMR สเปกโทรมิเตอร์ 

ท่ีมา : ธีรยทุธ วไิลวลัย ์และ วรวรรณ พุนธุมนาวนิ (2548, ออนไลน์) 
 

9. โรคเบาหวานเบาหวาน (Diabetes Mellitus) 
ธีราวุธ นามสว่าง (2553, ออนไลน์) ได้กล่าวถึง โรคเบาหวาน มาจากค าว่า Diabetes 

Mellitus (ไดอะบีติส เมลิตุส) ซ่ึงเป็นค ามาจากภาษาละติน มีรากศพัท์มาจาก ภาษากรีกและค าว่า 
Diabetes หมายถึงน ้ าพุ ส่วนค าวา่ Mellitus แปลวา่ น ้ าผึ้ง เม่ือน าสองค าน้ีมารวมกนัจึงมีความหมาย
วา่น ้าพุแห่งน ้าผึ้ง หรือโรคเบาหวาน คือ โรคซ่ึงผูป่้วยท่ีขาดการดูแลรักษา มกัถ่ายปัสสาวะบ่อย และ
มีปริมาณปัสสาวะมาก  
 ความหมายของโรคเบาหวาน 

เทพ  หิมะทองค า และคณะ  (2543, ออนไลน์) ได้ให้ความหมายของ โรคเบาหวาน 
หมายถึง ภาวะท่ีร่างกายขาดอินซูลินหรือน าอินซูลินไปใช้ไม่ได ้มีผลท าให้เกิดภาวะผิดปกติของ
การเผาผลาญคาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนั ท าให้น ้ าตาลในเลือดสูงกว่าปกติ และก่อให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงในระบบต่างๆ ของร่างกายคือ เกิดภาวะแทรกซ้อนอยา่งเฉียบพลนั เช่น ภาวะน ้ าตาล
ในเลือดสูง ภาวะน ้าตาลในเลือดต ่าและภาวะกรดจากสารคีโตนคัง่ในเลือดและเกิดภาวะแทรกซ้อน
เร้ือรัง เช่น ภาวะหลอดเลือดตีบแขง็ ความดนัโลหิตสูง จอตาเส่ือม ไตวาย เป็นแผลเร้ือรังและติดเช้ือ
ง่ายเป็นตน้ ฉะนั้นถา้เราสามารถควบคุมโรคเบาหวานไดด้ว้ยการดูแลตนเองโดยการควบคุมอาหาร 
การออกก าลังกาย การใช้ยาควบคุมและการปฏิบัติตนเองอย่าง เหมาะสม สามารถลด
ภาวะแทรกซอ้นได ้ 

สมาคมโรคเบาหวานสหรัฐอเมริกา (American Diabetes Association (ADA), 2008.) ได้
กล่าววา่ โรคเบาหวานเป็นกลุ่มโรคท่ีเกิดจากความผิดปกติของร่างกายมีภาวะระดบัน ้ าตาลในเลือด



 

 
 

41  

สูง (hyperglycemia) กว่าปกติ ซ่ึงเกิดจากการขาดฮอร์โมนอินซูลิน ท าให้ร่างกายไม่สามารถน า
น ้ าตาลในเลือดไปใชไ้ดต้ามปกติ จากบทความในหนงัสือไดอาเบทส์แคร์ (Diabetes care, 2010) 
กล่าววา่ น ้าตาลในเลือดท่ีสูงอยูเ่ป็นระยะเวลานานท าใหเ้กิดโรคแทรกซ้อนของอวยัวะต่างๆ เช่น ตา 
ไต ระบบประสาท โรคหลอดเลือดหวัใจ 

วิชัย เอกพลากร (2543,ออนไลน์) ได้กล่าวถึงข้อมูลการวิจยัสถานการณ์เก่ียวปัญหา
โรคเบาหวานและภาวะระดบัน ้ าตาลในเลือดสูงของทุกภาคในประเทศไทย ปี พ.ศ. 2543 พบวา่ มี
อตัราการเกิดโรคเบาหวานในประชากรท่ีมีอายุ 35 ปีข้ึนไป เท่ากบัร้อยละ 9.6 หรือ คิดเป็นจ านวน 
2.4 ลา้นคน  
 ประเภทของโรคเบาหวาน 

อภิรักษ์ วงศ์รัตนชัย (2547, ออนไลน์) ได้กล่าวถึง ระบบการแบ่งชนิดประเภทของ
โรคเบาหวานของคณะกรรมการระดบัชาติเบาหวานของแพทยส์หรัฐฯ (National Diabetes Data 
Group; NDDG) ไดรั้บการตีพิมพข้ึ์นในปีพ.ศ. 2522 ซ่ึงไดรั้บความเห็นชอบจากองคก์ารอนามยัโลก
ในปี พ.ศ. 2523 และถือเป็นเกณฑ์ในการประชมุคร้ังต่อมาขององค์การอนามยัโลก (WHO Study 
Group on Diabetes Mellitus) โดยแบ่งเบาหวานเป็น 2 ชนิดท่ีส าคญัคือ เบาหวานชนิดพึ่งอินซูลิน 
(IDDM, Type I DM) และ ชนิดไม่ตอ้งพึ่งอินซูลิน (NIDDM, Type II DM) ซ่ึงเป็นการแบ่งชนิดตาม
สาเหตุและกลุ่มความผิดปกติหลายๆ อยา่งทางคลินิกท่ีมีอาการร่วมกนั (น ้ าตาลในเลือดสูง) แต่เป็น
การแบ่งชนิดท่ีมองขา้มหลายประเด็น ท าให้มีการแบ่งเบาหวานออกเป็น 5 ชนิด (เบาหวานชนิดพึ่ง
อินซูลิน (IDDM), ไม่ตอ้งพึ่ งอินซูลิน (NIDDM), เบาหวานขณะตั้งครรภ์(Gestational DM), 
เบาหวานชนิดท่ีเกิดจากภาวะทุพโภชนา (Malnutrition-related DM), และชนิดอ่ืนๆ) โดยแบ่งตาม
อาการแสดงทางคลินิก และปัจจยัสาเหตุจากพนัธุกรรมและส่ิงแวดลอ้ม  

 
โรคเบาหวาน แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ 
1. บุญทิพย ์สิริธรังสี (2539, ออนไลน์) ไดก้ล่าวถึง โรคเบาหวานชนิดพึ่งอินซูลิน (Insulin 

dependent diabetes) หรือโรคเบาหวานในเด็ก โดยผูป่้วยท่ีเป็นโรคเบาหวานชนิดน้ีจะเกิดจากการท่ี
ร่างกายขาดอินซูลิน เน่ืองจากตบัอ่อนไม่สามารถสร้างอินซูลินไดห้รืออาจเน่ืองมาจากเบตาเซลล์ใน
ตบัอ่อนมีน้อยหรือไม่มีเลย พบในผูป่้วยอายุไม่เกิน 30 ปี ทั้งชายและหญิง อาการของโรคมกัเป็น
รุนแรง ส่วนใหญ่มีรูปร่างผอม น ้าหนกัตวัลดลงอยา่งรวดเร็ว  
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ภาพที ่17 กลไกการเกิดโรคเบาหวานชนิดท่ี 1 
ท่ีมา : กญัญาณฐั  เป่ียมงาม (ออนไลน์) 

2. เทพ หิมะทองค า และคณะ(2544, ออนไลน์) ได้กล่าวกึง โรคเบาหวานชนิดไม่พึ่ ง
อินซูลิน (Non - insulin dependent diabetes) มกัพบในคนอายุมากกวา่ 40 ปีข้ึนไป ส่วนมากเพศ
หญิงเป็นมากกวา่เพศชาย ในคนท่ีอว้นมาก นอกจากน้ีกรรมพนัธ์ุยงัมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรค
อย่างมาก ผูท่ี้มีประวติัสมาชิกในครอบครัว โดยเฉพาะญาติผูเ้ป็นเบาหวาน มีแนวโน้มท่ีจะเป็น
เบาหวานชนิดน้ีไดม้าก อาการท่ีเกิดข้ึนมีไดต้ั้งแต่ไม่แสดงอาการ แต่ตรวจพบโดยบงัเอิญหรือ มี
อาการแบบค่อยเป็นค่อยไปจนถึงขั้นแสดงอาการรุนแรง ตบัอ่อนของผูป่้วยเบาหวานประเภทน้ี  ยงั
สามารถผลิตอินซูลินไดต้ามปกติหรืออาจจะนอ้ยหรืออาจจะมากกวา่ปกติได ้แต่อินซูลิน ท่ีมีอยูอ่อก
ฤทธ์ิไดไ้ม่ดีจึงไม่ถึงกบัขาดอินซูลินไปโดยส้ินเชิงเหมือนคนท่ีเป็นเบาหวาน  ประเภทท่ี 1 ผูป่้วยจึง
ไม่เกิดภาวะกรดคัง่ในเลือดจากสารคีโทน ซ่ึงความแตกต่างของเบาหวาน ทั้ง 2 ประเภท   แสดงตาม
ตารางท่ี 9 ดงัน้ี 

 

 

 



 

 
 

43  

ตารางที ่9 การเปรียบเทียบความแตกต่างของโรคเบาหวานประเภทท่ี 1 และ ประเภทท่ี 2 

 โรคเบาหวานประเภทที ่1 โรคเบาหวานประเภทที ่2 
กลุ่มอาย ุ มกัเกิดกบัผูมี้อายนุอ้ยกวา่ 40 ปี มกัเกิดกบัผูมี้อายุนอ้ยกวา่ 40 ปี 

ข้ึนไป 
น ้าหนกัตวั ผอม อว้น 
การท างานของตบัอ่อน ไม่สามารถผลิตอินซูลินได ้ สามารถผลิตอินซูลินไดบ้า้ง 

ผลิตได้ปรกติแต่อินซูลินไม่มี
ประสิทธิภาพ 
เซลลร่์างกายต่อตา้นอินซูลิน 

การแสดงออกของอาการ เกิดอาการรุนแรง ไม่มีอาการเลย 
มีอาการเล็กนอ้ย 
อาการรุนแรง จนช็อกหมดสติ
ได ้

การรักษา เพิ่มปริมาณอินซูลินไหร่้างกาย อาจใชก้ารควบคุมอาหารได ้

ท่ีมา :  เทพ หิมะทองค า และคณะ (2544, น. 38) 

 

ภาพที ่ 18  กลไกการเกิดโรคเบาหวานชนิดท่ี  2 
ท่ีมา : กญัญาณฐั  เป่ียมงาม (ออนไลน์) 
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 พยาธิสภาพของเบาหวาน 
เบญจวรรณ เกิดแพร (2555, ออนไลน์) ได้กล่าวว่า การเป็นเบาหวานท าให้เกิดความ

ผิดปกติ โดยมีการเปล่ียนแปลงเกิดข้ึนท่ีหลอดเลือดทัว่ร่างกายเน่ืองจากระดบัน ้ าตาลในเลือดสูงท า
ให้มีน ้ าตาลไปเกาะท่ีเม็ดเลือดแดง ส่งผลให้มีการปลดปล่อยออกซิเจนจากเม็ดเลือดแดงสู่เน้ือเยื่อ
ลดลง เกิดการเปล่ียนแปลงของหลอดเลือดแดงตามมาทั้งหลอดเลือดขนาดใหญ่และหลอดเลือด
ขนาดเล็ก โดยท าให้เยื่อบุหลอดเลือดชั้นในไดรั้บอนัตรายต่อจากนั้นจะมีการซ่อมแซมเกิดข้ึน คือมี
การรวมตวัของเกล็ดเลือดเพื่ออุดรอยท่ีไดรั้บอนัตรายนั้น ท าให้หลอดเลือดเกิดการอุดตนั โป่งพอง
หรือสร้างหลอดเลือดท่ีไม่แขง็แรงข้ึนมาใหม่   
 อาการของโรคเบาหวาน 

สกุล มหารัตนวงศ์ (2548, น. 14) กล่าวถึง ผูป่้วยเบาหวานส่วนมากจะไม่ทราบว่าตนเอง
เป็นเบาหวาน เน่ืองจากส่วนใหญ่ไม่มีอาการผิดปกติ บางคร้ังจะตรวจพบเพียงระดบัน ้ าตาลในเลือด
สูงข้ึน จึงจะทราบว่าเป็นโรคเบาหวาน หรือบางคร้ังจะตรวจพบอาการของโรคเบาหวานได้
เน่ืองจากมีโรคแทรกซ้อนของเบาหวานเกิดข้ึนแลว้ ซ่ึงอาการส าคญัท่ีบอกไดว้า่ผูป่้วยมีโอกาสเป็น
โรคเบาหวานมีหลายอยา่ง เช่น 

1.  ปัสสาวะบ่อยและมีปริมาณมาก เน่ืองจากน ้ าตาลในเลือดสูง ไตซ่ึงท าหนา้ท่ีกรองของ
เสียจากร่างกายตอ้งท างานหนกัโดยการเพิ่มการกรองท่ีไตมากข้ึน ท าให้ปัสสาวะบ่อยและความถ่ี
ของปัสสาวะจะเพิ่มมากข้ึนตามปริมาณของน ้าตาลในเลือด  

2.  คอแหง้ กระหายน ้า เน่ืองจากร่างกายเสียน ้าไปกบัปัสสาวะ ร่างกายขาดน ้า จึงตอ้งชดเชย
ดว้ยการด่ืมน ้าบ่อยๆ  

3.  หิวบ่อย กินจุ เน่ืองจากร่างกายไม่สามารถใชพ้ลงังานจากกลูโคสไดแ้ละตอ้งปลดปล่อย
กลูโคสออกมากบัปัสสาวะ ท าใหมี้ความตอ้งการอาหารเพิ่มข้ึน ผูป่้วยจึงรู้สึกหิวบ่อยและกินอาหาร
ไดม้ากข้ึน  

4.  อว้น โรคเบาหวานชนิดไม่พึ่งอินซูลิน พบไดใ้นคนอว้นถึงร้อยละ 80 ส่วนใหญ่จะพบ
ในผูป่้วยท่ีเร่ิมเป็นเบาหวานในระยะแรก เม่ือเป็นเบาหวานเร้ือรัง ภาวะอว้นจะหายไปและจะซูบ
ผอมลง  

5.  น ้าหนกัลด ซูบผอม จากการขาดอินซูลินเร้ือรัง ท าให้ร่างกายเปล่ียนจากการใชพ้ลงังาน
จากกลูโคสมายอ่ยโปรตีนและไขมีนแทน ท าใหร่้างกายอ่อนเพลียและน ้าหนกัลด 

6.  มือชา เทา้ชา คลา้ยกบัการเป็นเหน็บ หรือมีอาการแสบร้อนจากปลายประสาทอกัเสบ
และเส้นเลือดท่ีไปเล้ียงประสาทส่วนปลายแขง็ตวัและตบัเล็กลง  



 

 
 

45  

7.  คนัอวยัวะเพศ โดยเฉพาะเพศหญิง จะพบอาการคนับริเวณอวยัวะเพศและช่องคลอดเป็น
อาการส าคญัท่ีพบบ่อยในผูป่้วยเพศหญิงท่ีเป็นวยักลางคนและมีโรคอว้นร่วมดว้ย   

8.  อาการคนัมีตุ่มหนองตามตวั อาจคนัโดยไม่มีผื่น บางรายผิวหนงัอาจเป็นตุ่มหนองหรือ
เป็นฝีข้ึนบ่อยเป็นๆ หายๆ  

9.  ตามวัคลา้ยกบัคนเป็นตอ้กระจก แต่ถ้าตรวจโดยละเอียดจะพบว่าเป็นโรคแทรกซ้อน
ของเบาหวานท่ีเกิดข้ึนท่ีตา 
 

 การควบคุมโรคเบาหวาน 
เทพ หิมะทองค าและคณะ(2544, ออนไลน์) กล่าวถึง เป้าหมายของการควบคุม

โรคเบาหวาน คือ การรักษาระดบัน ้ าตาลในเลือดของผูป่้วยให้ใกล้เคียงกับระดับคนทัว่ไป ซ่ึง
สามารถท าได ้3 วธีิ ดงัน้ี 

1. การควบคุมอาหาร เป็นเร่ืองท่ีส าคญัมากท่ีสุด เน่ืองจากโรคเบาหวานเป็นโรคท่ีมีความ
ผิดปกติของการเผาผลาญอาหารคาร์โบไฮเดรต ส่งผลให้ร่างกายมีระดับน ้ าตาลในเลือดสูงข้ึน 
ดงันั้นจึงเป็นเร่ืองจ าเป็นส าหรับผูป่้วยเบาหวานทุกคน ทั้งเบาหวานชนิดพึ่งอินซูลินและชนิดไม่พึ่ง
อินซูลิน ท่ีจะตอ้งจดัการหรือควบคุมอาหารดว้ยตนเองซ่ึงจะช่วยให้การควบคุมระดบัน ้ าตาลและ
ช่วยให้การท าหน้าท่ีของร่างกายเก่ียวกับการเผาผลาญคาร์โบไฮเดรตกลับคืนสู่ภาวะปกติหรือ
ใกลเ้คียงกบัปกติมากท่ีสุด ผูป่้วยตอ้งควบคุมอาหารโดยรับประทานอาหารตรงตามเวลา ควบคุม
น ้ าหนกัให้อยูใ่นเกณฑ์ปกติ อาหารท่ีผูป่้วยตอ้งไดรั้บคือ คาร์โบไฮเดรต ร้อยละ 50-60 โปรตีนร้อย
ละ 20 และไขมนัร้อยละ 30 ตอ้งจ ากดัน ้ าตาลหรืออาหารประเภท แป้ง ผลไมห้วาน หรือผลไมแ้ห้ง 
และควรแบ่งอาหารออกเป็นม้ือๆ ตามเวลาหรืออาจแบ่งอาหารออกเป็น อาหารหลกัวนัละ 3 คร้ัง คือ 
เชา้ กลางวนัและเยน็ ร่วมกบัอาหารเสริมม้ือเล็กๆ ก่อนนอน เพื่อป้องกนัภาวะน ้ าตาลในเลือดต ่าใน
กรณีท่ีไดรั้บยาลดน ้ าตาลในเลือด นอกจากน้ีการรับประทานอาหารจ านวนคร้ังละมากๆ จะท าให้
น ้ าตาลในเลือดเพิ่มมากกว่ารับประทานอาหารม้ือเล็กๆ ควรมีการแนะน าให้ผูป่้วยรับประทาน
อาหารท่ีมีเส้นใย ซ่ึงสามารถรับประทานไดไ้ม่จ  ากดัจ านวน ไดแ้ก่ ผกัใบเขียวทุกชนิด อาหารพวกน้ี
จะท าใหก้ารดูดซึมน ้าตาลชา้ลงและลดระดบัน ้าตาลในเลือดหลงัอาหารได ้ซ่ึงมีการแนะน าให้ผูป่้วย
เบาหวานรับประทานอาหารเส้นใย จ านวน 20-40 กรัมต่อวนั การควบคุมเบาหวานดว้ยอาหารนั้น
มกัจะใชเ้กณฑข์องการควบคุมใหร้ะดบัน ้าตาลในเลือดไม่สูงกวา่ 140 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร 

2. การออกก าลงักาย เป็นส่ิงท่ีตอ้งปฏิบติัอย่างเหมาะสมและสม ่าเสมอ โดยสามารถท าให้
ระดบัน ้าตาลลดต ่าลงได ้เน่ืองจากขณะออกก าลงักายจะตอ้งใชพ้ลงังานและแหล่งพลงังานท่ีส าคญั
ท่ีสุดของร่างกายคือ น ้ าตาล หากออกก าลงักายเพียงพอร่างกายจะใชน้ ้ าตาลในเลือดเพื่อเปล่ียนไป
เป็นพลงังานมากพอท่ีจะลดระดบัน ้ าตาลในเลือดได ้นอกจากน้ีการออกก าลงักายท าให้เน้ือเยื่อของ
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ร่างกายไวต่ออินซูลินมากข้ึน กล่าวคือ อินซูลินปริมาณเท่าเดิมแต่ร่างกายจะสามารถใช้น ้ าตาล
ไดม้ากข้ึนกว่าเดิม ท าให้ระดบัน ้ าตาลในเลือดลดลง การออกก าลงักายในผูป่้วยเบาหวานควรเป็น
การออกก าลงักายท่ีท าให้กลา้มเน้ือหลายๆ ส่วนไดเ้คล่ือนไหวออกแรงพร้อมๆ กนั และไม่ตอ้งใช้
แรงมาก เช่น การเดินเร็ว การวิ่งเหยาะๆ และการว่ายน ้ า เป็นตน้ การออกก าลงักายแต่ละคร้ังควร
เป็นคร้ังละประมาณ 20-45 นาที อยา่งนอ้ยสัปดาห์ละ 3 คร้ัง  

3. เบญจวรรณ เกิดแพร (2555, ออนไลน์) กล่าวถึง การใชย้า ซ่ึงอาจให้เป็นยารับประทาน
หรือยาฉีด แลว้แต่อาการของผูป่้วย โดยยารับประทาน จะออกฤทธ์ิกระตุน้ให้มีการหลัง่อินซูลิน
มากข้ึน ท าให้ มีการใช้กลูโคสมาก ข้ึนหรือมีฤทธ์ิย ับย ั้ งการสร้างน ้ าตาลจากขบวนการ 
Gluconeogenesis ลดการดูดซึมของน ้าตาล ในขณะท่ียาฉีดเป็นการให้เพื่อทดแทนอินซูลินท่ีขาดไป 
เน่ืองจากตบัอ่อนผลิตอินซูลินไม่ได ้โรคเบาหวานท่ีกล่าวมาทั้งสองชนิดมีความแตกต่างกนัดงันั้น
การรักษาจะแตกต่างกนั ในเบาหวานชนิดพึ่งอินซูลิน การใชย้ารับประทานจะไม่ไดผ้ลเน่ืองจากตบั
อ่อนไม่สามารถสร้างอินซูลินได้จึงตอ้งใช้ยาฉีด ในขณะท่ีเบาหวานชนิดไม่พึ่งอินซูลินถา้เป็นใน
ระยะแรก การควบคุมดว้ยอาหารอยา่งเดียวอาจไดผ้ลในการรักษา  
 หน้าที่ของอนิซูลิน 
 ซนัจิ (Sinji, ออนไลน์) ไดก้ล่าวถึง อินซูลิน (Insulin) มีความหมายมาจากภาษาละตินค าวา่ 
"insula" หรือ "island" ซ่ึงแปลวา่ "เกาะ" เพราะวา่อินซูลินสร้างข้ึนมาจาก "เกาะแลงเกอร์ฮานส์" 
(ซ่ึงเป็นกลุ่มเซลล์ชนิดหน่ึงในตบัอ่อน) คือฮอร์โมนชนิดหน่ึงท่ีท าหน้าท่ีควบคุมการเผาผลาญ
คาร์โบไฮเดรตของร่างกาย 

อินซูลิน หลัง่มาจากเบตาเซลล์ (β-cell) ของตบัอ่อน เพื่อเป็นการตอบสนองต่อระดบัของ
กลูโคสในเลือดท่ีสูงข้ึน เม่ืออินซูลินจบักบัตวัรับอินซูลิน (Insulin receptor) แลว้จะกระตุน้ตวัขนส่ง
กลูโคส ให้ไปแทรกตวัอยูท่ี่เซลล์เมมเบรน ของเซลล์ตบั เซลล์กลา้มเน้ือ และเซลล์ไขมนั เพื่อช่วย
น ากลูโคสเขา้สู่เซลล์ โรคเบาหวานเกิดจากการขาดอินซูลิน จะท าให้ระดบัของอินซูลินลดลง หรือ
ท าให้เกิดการตอบสนองของเซลล์ต่ออินซูลินลดลง เม่ือระดบัน ้ าตาลในเลือดจะสูง แต่เซลล์ไม่
สามารถน ากลูโคสเขา้สู่เซลล์ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ ท าให้ตอ้งใช้พลงังานจากแหล่งสะสม โดยก
ลยัโคเจนท่ีตบัจะถูกเปล่ียนมาเป็นกลูโคส เพื่อน าไปใชส้ร้างพลงังานใหแ้ก่เซลลท์ั้งหมดของร่างกาย 
เม่ือ    กลยัโคเจนจากเซลลต์บัหมดไป จะมีการใชก้รดไขมนัท่ีสะสมในเซลล์ไขมนัและกรดแอมิโน
ท่ีสะสมในเซลล์กลา้มเน้ือมาเป็นพลงังานสร้างกลูโคส แต่ อาจก่อให้เกิดอาการแทรกซ้อน คือ เกิด
ภาวะเบตาคีโต-แอซิโดซิส (β-ketoacidosis) ท่ีท าใหเ้สียชีวติได ้
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 การรักษาแบบใช้อนิเครติน (Incretin) 
อินเครติน เป็นฮอร์โมนท่ีได้มาจากทางเดินอาหาร มีฤทธ์ิ Insulinotropic คือสามารถ

กระตุน้ Insulin secretion ไดจึ้งมีช่ือว่า อินเครติน ไดแ้ก่ Glucogon-like peptide (GLP-1) และ 
Glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP) GLP-1 ออกฤทธ์ิโดยจบักบัตวัรับบนผิวเบตาเซลล์
ของตับอ่อน มีผลควบคุมระดับน ้ าตาลโดยเพิ่มการหลั่งของอินซูลิน ท าให้เบตาเซลล์กลับมา
ตอบสนองต่อกลูโคส ลดระดบัของกลูคากอน ลดอตัราเร็วของการท าให้กระเพาะอาหารว่าง และ
ลดความอยากอาหาร GLP-1 ถูกย่อยสลายได้อย่างรวดเร็วโดย Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) 
รายละเอียดดงัภาพท่ี 19 

 
ภาพที ่19  บทบาทและหนา้ท่ี GLP-1 และการควบคุมสมดุลของกลูโคสโดย DPP-4 ผา่น   

ทางการท าให ้GLP-1 หมดฤทธ์ิ 
ท่ีมา : ญาณิน ขมะณะรงค ์(2551, ออนไลน์) 
 

 การออกฤทธ์ิของยา sitagliptin phosphate 
Sitagliptin phosphate  ดงัภาพท่ี 15 ออกฤทธ์ิจ าเพาะในการยบัย ั้ง DPP-4 ท่ีใชส้ าหรับรักษา

โรคเบาหวานชนิดท่ี 2 จะท าให้ระดบัฮอร์โมนกลุ่มอินครีติน (Incretin) 2 ชนิด คือ Glucagon-like 
peptide-1 (GLP-1) และ Glucose-dependent insulinotropic peptide (GIP) เพิ่มข้ึนในเลือด ซ่ึง
ฮอร์โมนอินเครติน มีหนา้ท่ีควบคุมระดบัน ้ าตาลในเลือด โดยเพิ่มการหลัง่อินซูลินจากเบตาเซลล ์
ของตบัอ่อน และลดการหลัง่กลูคากอนจากแอลฟ่าเซลล์ของตบัอ่อน Sitagliptin phosphate ไดรั้บ
การรับรองจากองคก์ารอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา ให้ใชเ้ป็นยาเด่ียว (Monotherapy) หรือเป็น
ยาเสริมในการรักษาร่วมกบัยาอ่ืนอีก 2 ชนิด ซ่ึงไดแ้ก่  Metformin หรือ TZDs เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
ในการควบคุมระดบัน ้ าตาลในเลือดในผูป่้วยโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 ท่ียงัไม่สามารถควบคุมระดบั

http://www.doctor.or.th/taxonomy/term/6045
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น ้ าตาลในเลือดไดดี้พอดว้ยการควบคุมอาหารและการออกก าลงักาย ขนาดท่ีไดรั้บการรับรองคือ 
100 มิลลิกรัม กินวนัละคร้ัง ซ่ึงมีผลการศึกษาดงัน้ี 
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ภาพที ่ 20  โครงสร้างของ Sitagliptin phosphate 
ท่ีมา : ดูซอบ คิม และคณะ (Dooseop Kim et al,2007) 

แอสซีเนอร์ ฟีโนมีนอน และคณะ (Aschner phenomenon et al, 2006) พบวา่ประสิทธิภาพ
และความปลอดภยัของการใชย้า Sitagliptin วนัละคร้ังเป็นยาเด่ียว พบวา่การใช ้Sitagliptin เด่ียวๆ 
ขนาด 100 มิลลิกรัม และ 200 มิลลิกรัม วนัละคร้ัง เป็นเวลา 24 สัปดาห์ สามารถลด HbA1c, Fasting 
plasma glucose, Postprandial glucose และน ้ าหนกัตวัโดยเฉล่ียลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือ
เปรียบเทียบกบัยาหลอก อีกทั้ งยงัเพิ่มการท างานของเบตาเซลล์ แต่การให้ยาในขนาดท่ีต่างกัน 
พบว่าให้ผลการรักษาในการควบคุมระดบัน ้ าตาลในเลือดไม่แตกต่างกนัส่วนอตัราการเกิดภาวะ
ระดบัน ้าตาลในเลือดต ่า คลา้ยคลึงกบักลุ่มท่ีใชย้าหลอก ผูป่้วยจึงสามารถทนต่อยาไดดี้ 

ชาร์บอนเนล และคณะ (Charbonnel et al, 2006) เป็นระยะเวลา 24 สัปดาห์ในผูป่้วย
โรคเบาหวานชนิดท่ี 2 ท่ีไม่สามารถควบคุมระดบัน ้ าตาลไดดี้พอด้วยการใช้ Metformin (ขนาด
มากกวา่ 1500 มิลลิกรัมต่อวนั)  

โรเซนสต็อค (Rosenstock et al, 2006) พบวา่เม่ือเสริมยา Sitagliptin (ขนาด 100 มิลลิกรัม
ต่อวนั) ร่วมกบัยาทั้ง 2 ชนิดท่ีกล่าวมา แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างท่ีส าคญัของระดบั HbA1c ท่ี
ลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ โดยในกลุ่มท่ีได้รับยา Sitagliptin ร่วมกับยา Metformin และ 
Pioglitazone ซ่ึงผูป่้วยมี Mean baseline HbA1c อยูท่ี่ร้อยละ 8 และร้อยละ 8.1 พบวา่มีการลดลงของ
ระดบั HbA1c ร้อยละ 0.65  และร้อยละ 0.78 ในกลุ่มท่ีรักษาเสริมกบั Metformin และ Pioglitazone 
ตามล าดบั 

 
 

 

http://www.sciencemag.org/search?author1=Christopher+K.+Savile&sortspec=date&submit=Submit
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10. เอนไซม์ไดเพปทดิีลเพปทเิดสส่ี (Dipeptidyl peptidase 4)  
ฮนัน่ีบี ราสมูเซน (Hanne B. Rasmussen et al, 2003) กล่าวถึงการคน้พบเอนไซม ์DPP-4 

ถูกในปี พ.ศ. 2503  มีการศึกษาถึงโครงสร้างผลึก (Crystal structure) ของเอนไซม ์DPP-4 มาตั้งแต่
ตน้ปี พ.ศ. 2546  พบวา่อยูใ่นรูปของ 2 โมเลกุลคู่กนั (Dimeric) หรือ 4 โมเลกุล (Tetrameric) ซ่ึงจาก
ภาพท่ี 21 และภาพท่ี 22  จะเห็นวา่ท่ีปลายดา้นแอมีน ( Amine) ตรงต าแหน่ง N terminal จะอยูด่า้น
เดียวกนัและติดกบัเซลล์เมมเบรน (Cell membrane) โดยดา้นท่ีอยูติ่ดกบั เซลล์เมมเบรน จะมีประจุ
บวกซ่ึงจะท าให้จบักนัอยา่งแน่นหนากบัประจุลบ จากฟอสโฟลิปิด (Phospholipid) ของเซลล์เมม
เบรน เอนไซม์จะประกอบไปด้วยโดเมนท่ีมีลักษณะเป็นเบตาพร็อพเพลเลอร์ (Beta-propeller) 
จ านวน 8 อนัและโดเมนของ Alpha, Beta-hydrolase ซ่ึงระหวา่ง 2 โดเมนน้ี จะพบช่องวา่งขนาด 30-
45 องัสตรอมอยู ่โดยมีโมเลกุลของ  Val-yr อยูด่า้นในติดกบักรดแอมิโนส าคญั  3ของเอนไซมก์ลุ่ม 
Serine-protease ซ่ึงใชจ้บักบัซบัสเตรท ไดแ้ก่ Ser630, Asp708, และ His740 โดยสารตั้งตน้ และ
ผลิตภณัฑ ์จะผา่นเขา้ไปและออกทางรูเปิดทั้งสองดา้น ดา้นขา้งและดา้นล่างของเอนไซม ์ 

 

 
 

ภาพที ่21 ลกัษณะโครงสร้างของเอนไซม ์DPP-4 ซ่ึงติดกบั Cell membrane 
ท่ีมา : ฮนัน่ีบี ราสมูเซน (Hanne B. Rasmussen et al, 2003) 
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ภาพที ่22 โครงสร้างของเอนไซม ์DPP-4 และ Active site ท่ีช่องวา่งภายใน 
ท่ีมา : ฮนัน่ีบี ราสมูเซน (Hanne B. Rasmussen et al, 2003) 

DPP-4 เป็นเอนไซม์ท่ีมีขนาด 110 KDA โดยจะถูกหลัง่ ออกมาจากร่างกายซ่ึงถูกแยก 
(Differentiate) มาจากเซลล์เยื่อบุผิว หรือเซลล์อิพิโดธิเลียม (Epithelial cells) เซลล์เยื่อบุผนงัหลอด
เลือด หรือเซลล์ เอนโดธิเลียม (Endothelial cell) และเซลล์เม็ดเลือดขาว หรือเซลล์ลิมโฟไซต ์
(lymphocyte cell) ในรูปของมอนอเมอร์ (Monomer) ซ่ึงสามารถท างานไดก้็ต่อเม่ือมีการเกิดการ
ท างานรวมกนัเองระหวา่งเอนไซม ์2 โมเลกุล (Dimerization) ตวัเอนไซม์เองนั้นท าหน้าท่ีย่อยตดั
กรดแอมิโนออกเป็น 2 หน่วย ซ่ึงจะท าให้ Glucagon liked peptide-1(GLP-1) และGlucose 
insulinotropic polypeptide (GIP) ท าหน้าท่ีรักษาสมดุลของระดบัน ้ าตาลในเลือดโดยการกระตุน้
การหลัง่ฮอร์โมนอินซูลินเพื่อท าให้ GLP-1 และ GIP อยูใ่นสภาพท่ีไม่สามารถออกฤทธ์ิหรือท าให ้
GLP-1 และ GIP มีค่าคร่ึงชีวิตท่ีค่อนขา้งสั้น ดงัภาพท่ี  23  ดงันั้นการยบัย ั้งท่ีเอนไซม ์DPP-4 ซ่ึงท า
ใหฮ้อร์โมนดงักล่าวออกฤทธ์ิไดดี้และนานข้ึน  

 
ภาพที ่ 23  กลไกการท างานของสารยบัย ั้งเอนไซมไ์ดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ีในการลดระดบัน ้าตาล 

ท่ีมา : พาร์เมลา คสัเซอร์ และมาร์ค โกเรลล ์(Pamela Kushner and Mark Gorrell , 2010) 
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11. งานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
ส าหรับการศึกษาวจิยัเก่ียวกบักฤษณานั้นไดมี้ผูส้นใจท าการวจิยัไวห้ลายท่าน  อาทิเช่น 
เทนจิโคนิชิและคณะ (Tenji  Konishi et al., 2002)  ไดพ้บวา่สารประกอบ Chromone ชนิด

ใหม่ทั้ งหมด 6 ชนิดจากสารสกัดอีเทอร์ของกฤษณา ซ่ึงได้แก่  6-methoxy-2-[2-(3-methoxy-4-
hydroxy phenyl) ethyl] chromone, 6,8-dihydroxy-2-(2-phenylethyl)chromone, 6-hydroxy-2-       
[2-(4-hydroxy phenyl) ethyl] chromone, 6-hydroxy-2-[2-(2-hydroxyphenyl)ethyl] chromone,       
7-hydroxy-2-(2-phenyl ethyl) chromone และ 6-hydroxy-7-methoxy-2-(2-phenylethyl) chromone 
โดยท าการแยกสารประกอบทั้ง 6 ชนิดดว้ยซิลิกาเจลคอลมัน์ซ่ึงใช้วฎัภาคเคล่ือนท่ีเป็น เฮกเซน : 
เอทิลแอซีเทตกบั เฮกเซน : แอซีโทนและไดท้  าการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของโครงสร้างสารทั้ง 6 ชนิด
โดยใชว้ธีิทางสเปกโทรสโกปีเช่น UV, IR และ NMR 

ตูร์ยากูระและคณะ (Toru  Yagura et al., 2003)ไดค้น้พบสารประกอบซ่ึงเป็นอนุพนัธ์ุของ
สารกลุ่มChromone ตวัใหม่ 4 ชนิดดงัน้ีคือ 5-hydroxy-6-methoxy-2-(2-phenylethyl)chromone (1), 
6-hydroxy-2-(2-hydroxy-2-phenylethyl)chromone(2),8-chloro-2-(2-phenylethyl)-5,6,7trihydroxy-
5,6,7,8-tetrahydrochromone(3), 6,7-dihydroxy-2-(2-phenylethyl)-5,6,7,8-tetrahydro chromone (4) 
ไดจ้ากไมก้ฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria sinensis โดยท าการสกดัไมก้ฤษณาดว้ยเมทานอลและน าสาร
สกดัท่ีไดม้าท าการสกดัซ ้ าดว้ยเฮกเซน เอทิลแอซีเทต และบิวทานอล ตามล าดบัจากนั้นจึงน าสาร
สกดัเฮกเซนมาท าการแยกดว้ยซิลิกาเจลคอลมัน์โดยใชว้ฎัภาคเคล่ือนท่ีคือ เฮกเซน : เอทิลแอซิเตด 
ในอตัราส่วน 9 : 1 จนถึง 1 : 1 ให้สารสกดัทั้งหมด 15 ส่วน (Fraction) โดยท่ีสารประกอบ 5-
hydroxy-6-methoxy-2-(2-phenylethyl) chromone แยกไดจ้ากส่วนท่ี 9 โดยใชว้ฎัภาคเคล่ือนท่ีเป็น 
คลอโรฟอร์ม : เอทิล แอซิเตด ในอตัราส่วน 19 : 1 ส่วนสารสกดัเอทิลแอซีเทตน ามาท าการแยกดว้ย 
ซิลิกาเจลคอลมัน์โดยใชว้ฎัภาคเคล่ือนท่ี คือ คลอโรฟอร์ม  : เมทานอล ในอตัราส่วน 9 : 1 ให้สาร
สกดัทั้งหมด 7 ส่วนแลว้จึงน าส่วนท่ี 4 มาท าการแยกซ ้ าดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีอีกคร้ังให้สาร
สกดัทั้งหมด 3 ส่วน คือ ส่วนท่ี 4.1-4.3 ซ่ึงสารประกอบ 6-hydroxy-2-(2-hydroxy-2-phenylethyl) 
chromone แยกจากไดส่้วนท่ี 4.2 โดยใชว้ฎัภาคเคล่ือนท่ีและอตัราส่วนดงัน้ี เฮกเซน : แอซิโทน ใน
อตัราส่วน 1 : 1 และคลอโรฟอร์ม : เมทานอล ในอตัราส่วน 14 : 1 จากนั้นท าการแยกดว้ยคอลมัน์ 
ODS โดยใชเ้มทานอลร้อยละ 60  ส่วนท่ี 4.3 เม่ือน ามาแยกดว้ยโครมาโทกราฟีบน ODS คอลมัน์ ซ่ึง
ใช ้วฎัภาคเคล่ือนท่ีเป็นเมทานอร้อยละ 40-100 ใหส้ารสกดัทั้งหมด 13 ส่วน คือ ส่วนท่ี 4.3.1-4.3.13
จากนั้นจึงน าส่วนท่ี 4.3.6 มาท าการแยกต่อด้วยซิลิกาเจลคอลัมน์ด้วย เฮกเซน: แอซีโทนใน
อตัราส่วน 1 : 2  แลว้จึงน าส่วนท่ีท าการแยกไดม้าท าให้บริสุทธ์ิยิ่งข้ึนดว้ยการแยกดว้ยคอลมัน์โคร
มาโทกราฟีอีกคร้ังโดยใชว้ฎัภาคเคล่ือนท่ีคือคลอโรฟอร์ม : แอซีโทน ในอตัราส่วน 8 : 1 และได
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เอทิล อีเทอร์ : เมทานอล (9:1) ซ่ึงจะให้สารประกอบ 8-chloro-2-(2-phenylethyl)-5,6,7-trihydroxy-
5,6,7,8-tetrahydrochromone และสารประกอบ 6,7-dihydroxy-2-(2-phenylethyl)-5,6,7,8-tetrahydro 
chromone ตามล าดบั  จากนั้นจึงไดท้  าการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของโครงสร้างสารทั้ง 4 ชนิดท่ีไดแ้ละท่ี
สังเคราะห์ข้ึนโดยใชว้ธีิทางสเปกโทรสโกปี  

เจน หลิว และคณะ (Jun Liu et al., 2008) ไดพ้บวา่สารประกอบชนิดใหม่ 8-chloro-5, 6, 7-
trihydroxy-2-(3-hydroxy -4-methoxyphenethyl)-5, 6, 7, 8-tetrahydro-4H-chromen-4-one จากสาร
สกดัเอทานอลของกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg และพิสูจน์เอกลกัษณ์ของสาร
ดว้ยวิธี IR, NMR และ HRESI-MS การทดสอบการออกฤทธ์ิแสดงให้เห็นผลในการต่อตา้น
เซลลม์ะเร็งในกระเพาะอาหารของมนุษย ์(SGC-7901) ในหลอดทดลองและให้ค่า IC50 เท่ากบั 14.6
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

แมนซิดี แคช (Manasi Dash et al., 2008) ไดท้  าการตรวจสอบหาสารส าคญัทางพฤกษเคมี
เบ้ืองตน้ (Phytochemical)ของสารสกดัน ้ าและสารสกดัเมทานอลซ่ึงไดจ้ากการสกดัใบและเปลือก
ไมข้องกฤษณาท่ีมีลกัษณะเป็นผงละเอียดนอกจากน้ียงัท าการทดสอบการตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีท าให้
เกิดโรค ตวัอย่างเช่น Shigella flexneri, Bacillus brevis, Pseudomonas aeruginosaและBacillus  
subtilisจากผลการทดสอบพบสารประกอบAlkaloids, Anthroquinones, Triterpenoids, Tannins, 
Fixed oils and fats และ Glycosides ในสารสกดัเมทานอล  ส่วนสารสกดัน ้ าพบสารประกอบ 
Saponins, Fixed oils and fats, Alkaloids และ Triterpenoids  สารประกอบแอลคาลอยด์พบใน
ปริมาณท่ีสูงในสารสกดัน ้ าจากเปลือกไมก้ฤษณาปริมาณร้อยละ 0.006 ส่วนสาร Saponin พบใน
ปริมาณสูงท่ีร้อยละ 0.169 จากใบท่ีท าให้เป็นผงแลว้  ส าหรับผงท่ีไดจ้ากเปลือกไมแ้ละใบกฤษณา
พบสารไกลโคไซด ์ร้อยละ 0.067 และ 0.036 ตามล าดบั  และผงท่ีไดจ้ากใบกฤษณาพบสารประเภท 
คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และกรดแอมิโน ในปริมาณสูงโดยมีปริมาณ 19.42,  24.37 และ 12.1 
มิลลิกรัมต่อกรัมตามล าดบัจากผลการทดสอบการตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดโรคพบวา่สารสกดั 
เมทานอลจากเปลือกไมก้ฤษณาใหผ้ลการยบัย ั้งเช้ือ B. Subtilis มากท่ีสุด โดยวดัพื้นท่ีโซนการยบัย ั้ง
ได ้19 มิลลิเมตรส่วนสารสกดัชนิดอ่ืนๆ ทั้งหมดแสดงการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียปานกลางให้พื้นท่ี
โซนการยบัย ั้งท่ี 14-18 มิลลิเมตรซ่ึงจากการศึกษาวิจยัโดยท าการตรวจสอบสารส าคญัทางพฤกษ
เคมีเบ้ืองต้นน้ีท าให้ทราบถึงประโยชน์ของต้นกฤษณาซ่ึงจะสามารถน าไปพฒันาวิจยัเก่ียวกับ
ทางดา้นยาต่อไปในอนาคต 
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หวั ฟู ได และคณะ (Hao-Fu Dai et al., 2009) ไดค้น้พบสารใหม่ช่ือ 2-(2-phenylethyl) 
chromone,5, 6, 7, 8-tetrahydroxy-2-( 3-hydroxy-4 -methoxyphenethyl)-5, 6, 7,8 -tetrahydro-4 H-
chromen-4-one (1) ท่ีแยกไดจ้ากกฤษณา Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg]. ซ่ึงท าการวิเคราะห์โดย
เคร่ืองมือทางสเปกโตมิเตอร์ ไดแ้ก่  MS และ NMR และท าการเปรียบเทียบขอ้มูลไดโ้ครงสร้างของ
สารดงัภาพท่ี  24 

1

MeO

OH

O

O

OH

OH

OH

OH

 
ภาพที ่24 โครงสร้างของสาร 2-(2-phenylethyl) chromone, 5,6,7, 8-tetrahydroxy-2-(3-hydroxy-4-

methoxyphenethyl)-5,6,7,8 -tetrahydro-4H-chromen-4-one (1) 
ท่ีมา :  หวั ฟู ได และคณะ (Hao-Fu Dai et al., 2009) 

ซองส์  หวง วงั และคณะ (Qing Huang Wang et al., 2010). ไดท้  าการสกดักา้นสดของ
กฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria sinensis ดว้ยสารละลายเอทานอล และท ามาท าการแยกสกดัท าให้พบ
สารใหม่ท่ีเป็นอนุพนัธ์ของ Benzenoid คือ named aquilarin A (1) และยงัพบสารท่ีทราบโครงสร้าง
อีก คือ balanophonin (2) และ (+)-lariciresinol (3) แสดงดงัภาพท่ี 25 ซ่ึงโครงสร้างของสารอธิบาย
โดยการศึกษาจากขอ้มูลทางกายภาพและสเปกตรัมสาร (2) และ (3) และสารประกอบ (2) และ (3) 
ยงัสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล ์SGC-7901 และ SMMC-7721 ได ้
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ภาพที ่25 โครงสร้งของสาร  named aquilarin A (1) , balanophonin (2) และ (+)-lariciresinol (3)  

   ท่ีมา : ซองส์  หวง วงั และคณะ (Qing-Huang Wang et al., 2010). 

จุย้ เฟย และคณะ (Jie Feng et al., 2011) ไดท้  าการศึกษาการแยกและวิเคราะห์ทางวิธี Bio-
assay guided ของการยบัย ั้งสาร α-glycosidase จากการแยกและวิเคราะห์ท าให้พบสารประกอบ
จ านวน 8 ตวัท่ีสามารถยบัย ั้งการท างานของ α-glycosidase โดยสาร 4 ตวั ท่ีสกดัแยกไดจ้ากร้อยละ 
70 ของเอทานอล จากใบกฤษณา (Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg)โดยวิธีการแยกส่วน 
(Fractionation) และการท าให้บริสุทธ์ิ (Purification) โดยท าการสกดัเร่ิมจากสารละลาย ปีโตรเลียม 
อีเทอร์  เอทิล แอซิเทต เอน-บิวทานอล และส่วนสกดัน ้ า ตามล าดบั  นอกจากน้ีในการแยกสารใหม่
ย ั้งมีฤทธ์ิยบัย ั้งอยู่ในระดบัปานกลาง aqui-larisinin (1), aquilarisin (2), hypolaetin 5-O-b-D-
glucuronopyranoside (3) และ aquilarixanthone (4)ซ่ึงเป็นสารท่ีแยกไดจ้ากสารละลาย เอน-บิว
ทานอล และสารประกอบท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง ได้แก่ mangiferin (5), iriflophenone 2-O-a-L-
rhamnopyranoside (6), iriflophenone 3-C-b-D-glucoside (7) และ iriflophenone 3,5-C-b-D-
diglucopyranoside (8) จากส่วนสกดัของเอทิลแอซิเทตซ่ึงมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งดีสุด จากนั้นจึงได ้ท า
การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของโครงสร้างสารโดยใช้วิธีทางสเปกโทรสโกปีไดแ้ก่ IR, UV, ESIMS, 
HRESIMS, 1D และ2D NMR  แสดงโครงสร้างดงัภาพ 26 
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ภาพที ่26   โครงสร้างของสาร aqui-larisinin (1), aquilarisin (2), hypolaetin 5-O-b-D-glucuronopy 
ranoside (3) aquilarixanthone (4), mangiferin (5), iriflophenone 2-O-a-L-rhamnopy 
ranoside (6), iriflophenone 3-C-b-D-glucoside (7) และ iriflophenone 3,5-C-b-D-
diglucopyranoside (8)  

ท่ีมา : จุย้ เฟย และคณะ (Jie Feng et al., 2011) 

กัญญา แช่ล้ี และคณะ (2555) ได้ท าการศึกษาการสกัดสารในผกัแขยง ((Limnophila 
aromatica Merr) โดยใชต้วัท าละลายต่างๆ ไดแ้ก่ สารละลายเฮกเซน เอทิล ออซิเทต และมเทานอล 
ตามล าดบั จากนั้นจึงน าสารสกดัหยาบในส่วนของเมทานอลม าท าการแยกหาสารโดยวิธีคอลมัน์
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โครมาโทกราฟี และท าการพิสูจน์โครงสร้างสารท่ีแยกได้จากผกัแขยงโดยใช้เทคนิคทางสเปก      
โทรสโกปี พบวา่ ไดส้าร Sigmasterol glycoside 

สุริสา ศรีสุวรรณ และคณะ (2557) ไดศึ้กษาการสกดัผลองุ่นป่าดว้ยตวัท าละลาย 3 ชนิด    
คือเอธานอล เมธานอลและน ้ า จากนั้นท าการระเหยตวัท าละลายดว้ย rotary evaporator ตรวจสอบ
สารพฤกษเคมีโดยวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ทั้งหมดดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu 
และ colorimetric aluminum chloride ตามล าดบั ผลการทดลอง พบวา่ ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโว
นอยด์ทั้งหมดในผลองุ่นป่าท่ีสกดัดว้ยเมธานอลมีค่าสูงกวา่ ท่ีสกดัดว้ยเอธานอลและนา้อย่างมีนยั
สาคญั เม่ือตรวจสอบฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัโดยวิธี DPPH  (IC50 = 13.8 µg/mL), ABTS (IC50 = 6.3 
µg/mL), FRAP (3.5 mM FeSO4/g) และ CUPRAC (1065 µg TE/g) สรุปไดว้า่ สารสกดัผลองุ่นป่า
ดว้ยเมธานอลมีฤทธ์ิการตา้นออกซิเดชนัสูงกว่าท่ีสกดัดว้ยเอธานอลและน ้ า โดยพบว่าปริมาณฟี
นอลิกมีความสัมพนัธ์โดยตรงกับฤทธ์ิต้านออกซิเดชันท่ีตรวจสอบด้วยวิธี FRAP ซ่ึงมีค่า
สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (r) เท่ากบั 0.998 การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นวา่ผลองุ่นป่าอาจจะเป็นผลไม ้    
ท่ีประกอบดว้ยสารพฤกษเคมีท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีดี 

ปิยนุช เจริญผล และคณะ (2558)ไดศึ้กษาระบบตวัทาละลายท่ีเหมาะสมของการสกดั เพื่อ
วเิคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกฟลาโวนอยด์ และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของใบดาวเรืองสดซ่ึงยงัไม่เคย
มีรายงาน โดยใชร้ะบบตวัทาละลายท่ีแตกต่างกนัทั้งหมด 12 ระบบ พบวา่ สารสกดัของระบบ       
ร้อยละ 10 ของ EtOH/EtOAcไดป้ริมาณสารสกดัมากท่ีสุดคือร้อยละ 54ซ่ึงสูงกวา่ระบบอ่ืนเป็น 13 
เท่า และการวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระโดยใช้วิธี 
Folin-CiocalteuColorimatric assay, วิธีAluminium chloride colorimetric assay และวิธีDPPH assay 
ตามลาดบัผลการทดลองพบว่า ระบบร้อยละ 60 ของ H2O/EtOH  มีปริมาณฟีนอลิก (56.1 
mgGAE/g crude extract, ร้อยละ10) ระบบร้อยละ 50 ของ H2O/EtOH ฟลาโวนอยด์ (8.52 mgQGE 
/g crude extract, ร้อยละ17) มากท่ีสุด และร้อยละ 40 ของ H2O/EtOH แสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ   
ท่ีดีท่ีสุด (IC50= 12.44±0.01ppm)ดงันั้นระบบตวัทาละลายท่ีเหมาะสมท่ีสุด มี 2 ระบบ คือร้อยละ 10 
EtOH:EtOAc (ไดป้ริมาณสารสกดัมากท่ีสุด) และระบบร้อยละ 40-60 ของ H2O/EtOH (แสดงค่า
ปริมาณฟินอลิกฟลาโวนอยด ์และฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีดีท่ีสุด)(Gallic acid คือ 5.80 ppm) 



บทที่ 3 
วธีิการด าเนินงานวจิัย 

 

ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 
 งานวจิยัน้ีไดใ้ชก้ลุ่มตวัอยา่ง คือ 
 ใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria crassna pierre ex lecomte และเอนไซมไ์ดเพปทิดีลเพปทิ
เดสส่ี (Dipeptidylpeptidas 4) 
 

วธิีด าเนินการวจิัย 
การเตรียมสารละลายทีใ่ช้ในการทดลอง 

การเตรียมสารละลาย Tris buffer  ความเข้มข้น 50 มิลลโิมลลาร์ 
- ชัง่ Tris (MW. 121.14)  น ้าหนกั 0.6057 กรัมละลายดว้ยน ้ากลัน่ ปรับใหไ้ดป้ริมาตร 

100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) ปรับ pH 7.5 ดว้ยกรด HCl 
การเตรียมสารละลายร้อยละ 10 DMSO 

- ดูดสารสะลาย DMSO จ านวน 10 มิลลิลิตรดวัยปิเปตตใ์ส่ลงในขวดปรับปริมาตร 
ขนาด 100 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรดว้ย Tris buffer  จนปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร 

การเตรียมเอนไซม์ DPP-IV 
- ปิเปตตเ์อนไซม ์DPP-IV มา 0.1 ไมโครลิตรจากหลอดเก็บเอนไซม ์ใส่ลงใน 

Enpendorf  แลว้เติมสารละลาย Tris-HCl buffer จ านวน 299 ไมโครลิตรเพื่อปรับปริมาตร 300 
ไมโครลิตรเก็บไวใ้นกระติกน ้าแขง็เพื่อรักษาสภาพ 

การเตรียมซัพสเตรท 
- ชัง่ซพัสเตรท H-Gly-Pro-AMC (MW. 410.3) มา 0.00021 กรัม ละลายในสารละลาย  

DMSO ปริมตร 500 ไมโครลิตร 
- ปิเปตตส์ารละลายมา 1ไมโครลิตร  ใส่ใน Enpendorf ปรับปริมาตรดว้ย Tris-HCl  

buffer ครบปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
การเตรียมสารสกดัสมุนไพรทีไ่ด้จากการแยกโดยวธีิคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

- ชัง่สารสกดัมา 1 มิลลิกรัม เติมสารละลาย DMSO 100 ไมโครลิตร 
- ดูดสารละลายมา  5 ไมโครลิตร เติมสารละลาย  DMSO  5  ไมโครลิตร  เติม  Tris- 

buffer  90 ไมโครลิตร 
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- ดูดสารละลายท่ีเตรียมไวข่า้งตน้ มาเติมลงในหลุม 96 well plate โดยเติมในแถวท่ี 1  
(แลว้เปล่ียนสารแต่ละส่วนสกดัเติมไปจนถึงแถวท่ี 10) ตั้งแต่ A-H โดยในแต่ละหลุมจะมีสารสกดั 
อยู ่10 µl แลว้เติม Tris-buffer จ  านวน 25  µl (เฉพาะแถว A-D ตั้งแต่แถวท่ี 1-10) enzyme DPP 4 
จ านวน 15 µl (เฉพาะแถว A-D ตั้งแต่แถวท่ี 1-10)  

*** แถว E-H ใหเ้ติม สารสะลาย Tris-buffer 40  µl ตั้งแต่แถวท่ี 1-10 
- แถวท่ี 11 ใหเ้ติมสารละลาย Januvia ความเขม้ขน้ 200 mM ลงในหลุม 96 well plate  

โดยในหลุมจะมีสารอยู ่10 µl แลว้เติม enzyme DPP 4 จ านวน 15 µl  แลว้เติม Tris-buffer จ  านวน 
25  µl (เฉพาะแถว A-D) enzyme DPP 4 จ านวน 15 µl (เฉพาะแถว    A-D)  

*** แถว E-H ใหเ้ติม สารสะลาย Tris-buffer 40  µl  
- แถวท่ี 12 ใหเ้ติมสารละลาย 10% DMSO ลงในหลุม 96 well plate โดยในหลุมจะมี 

สารอยู ่10 µl แลว้เติม enzyme DPP 4 จ านวน 15 µl  แลว้เติม Tris-buffer จ  านวน 25  µl (เฉพาะแถว 
A-D) enzyme DPP 4 จ านวน 15 µl (เฉพาะแถว A-D)  

*** แถว E-H ใหเ้ติม สารสะลาย Tris-buffer 40  µl  
- จากนั้นน าสารท่ีเตรียมไปวดัค่าการเรืองแสงท่ีความยาวคล่ืน 380  และ 460 นาโน 

เมตร แลว้น ามาเติมสารละลาย Substrate  จ  านวน  50  µl ลงในทุกหลุม และบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และท าการวดัค่าการเรืองแสงท่ีความยาวคล่ืน 380  และ 460 นาโน
เมตร น าค่าท่ีไดม้าค านวณ ร้อยละของการยบัย ั้งค่า enzyme DPP 4 

 

วธิีการสกดัสารจากใบของกฤษณา 
การเตรียมพชืสมุนไพรก่อนการสกดั 

- เก็บตวัอยา่งสมุนไพรใบกฤษณาท่ีไร่ฟ้าวารี จงัหวดัลพบุรี มาผึ่งลมใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ  
หอ้ง จากนั้นน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วนั ท าการชัง่น ้ าหนกัของใบกฤษณา
ก่อนบด และหลังบดแล้วอีกคร้ังหน่ึง จากนั้นท าการสกดัด้วยวิธี         ซีเควนเชียล (Sequential 
extraction) 

การสกดัดัวยตัวท าละลาย 
 การสกดัด้วยตัวท าละลายเฮกเซน 

- น าใบกฤษณาท่ีบดอะเอียดแลว้  3  กิโลกรัม  ใส่ลงในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร เติมตวัท า 
ละลายเฮกเซนจ านวน 10 ลิตร ลงไป แลว้ปิดฝาใหส้นิทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 

- กรองของเหลวท่ีไดโ้ดยใชก้รวยแกว้ แลว้เก็บของเหลวท่ีไดใ้ส่ขวดสีชาขนาด 2.5 ลิตร  
(สารสกดัส่วนท่ี 1) 
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- น ากากท่ีเหลือจากการกรองมาหมกัต่อดว้ยตวัท าละลายเฮกเซนจ านวน 8 ลิตร 
- กรองของเหลวท่ีไดอี้กคร้ังหน่ึง (สารสกดัส่วนท่ี 2) 
- น าของเหลวในส่วนท่ี 1 และ 2 มารวมกนั จากนั้นน าไประเหยเอาตวัท าละลายออกดว้ย 

เคร่ืองระเหยแหง้ระบบสุญญากาศแบบหมุน หลงัจากนั้นจึงท าสารสกดัตวัอยา่งใหแ้หง้สนิทดว้ย
การใชเ้คร่ืองระเหยแหง้ระบบสุญญากาศ อีกคร้ังหน่ึงจะไดส้ารสกดัดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน 

- เก็บสารสกดัท่ีไดเ้พื่อใชใ้นการวเิคราะห์ขั้นต่อไป 

การสกดัด้วยตัวท าละลายไดคลอโรมีเทน 
- น าใบกฤษณาท่ีบดอะเอียดแลว้  10 กิโลกรัม ท่ีผา่นการหมกัในตวัท าละลายเฮกเซน    

มาเติมตวัท าละลายไดคลอโรมีเทนจ านวน 10 ลิตร ลงไป แลว้ปิดฝาใหส้นิททิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
- กรองของเหลวท่ีไดโ้ดยใชก้รวยแกว้ แลว้เก็บของเหลวท่ีไดใ้ส่ขวดสีชาขนาด 2.5 ลิตร 

(สารสกดัส่วนท่ี 1) 
- น ากากท่ีเหลือจากการกรองมาหมกัต่อดว้ยตวัท าละลายไดคลอโรมีเทนจ านวน 8 ลิตร 
- กรองของเหลวท่ีไดอี้กคร้ังหน่ึง (สารสกดัส่วนท่ี 2) 
- น าของเหลวในส่วนท่ี 1 และ 2 มารวมกนั จากนั้นน าไประเหยเอาตวัท าละลายออกดว้ย 

เคร่ืองระเหยแหง้ระบบสุญญากาศแบบ หลงัจากนั้นจึงท าสารสกดัตวัอยา่งใหแ้หง้สนิทดว้ยการใช้
เคร่ืองระเหยแหง้ระบบสุญญากาศ อีกคร้ังหน่ึงจะไดส้ารสกดัดว้ยตวัท าละลายไดคลอโรมีเทน 

- เก็บสารสกดัท่ีไดเ้พื่อใชใ้นการวเิคราะห์ขั้นต่อไป 

การสกดัด้วยตัวท าละลายเมทานอล 
- น าใบกฤษณาท่ีบดอะเอียดแลว้  3 กิโลกรัม ท่ีผา่นการหมกัในตวัท าละลายไดคลอโร 

มีเทนมาเติมตวัท าละลายเมทานอลจ านวน 10 ลิตร ลงไป แลว้ปิดฝาใหส้นิททิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 
- กรองของเหลวท่ีไดโ้ดยใชก้รวยแกว้ แลว้เก็บของเหลวท่ีไดใ้ส่ขวดสีชาขนาด 2.5 ลิตร 

(สารสกดัส่วนท่ี 1) 
- น ากากท่ีเหลือจากการกรองมาหมกัต่อดว้ยตวัท าละลายเมทานอลจ านวน 8  ลิตร 
- กรองของเหลวท่ีไดอี้กคร้ังหน่ึง (สารสกดัส่วนท่ี 2) 
- น าของเหลวในส่วนท่ี 1 และ 2 มารวมกนั จากนั้นน าไประเหยเอาตวัท าละลายออกดว้ย 

เคร่ืองระเหยแหง้ระบบสุญญากาศแบบหมุน หลงัจากนั้นจึงท าสารสกดัตวัอยา่งให้แหง้สนิทดว้ย
การใชเ้คร่ืองระเหยแหง้ระบบสุญญากาศ อีกคร้ังหน่ึง จะไดส้ารสกดัดว้ยตวัท าละลายเมทานอล 

- เก็บสารสกดัท่ีไดเ้พื่อใชใ้นการวเิคราะห์ขั้นต่อไป 
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การศึกษาการแยกองค์ประกอบจากสารสกดัสมุนไพรด้วยวธิีคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
- เตรียมคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยการผสมซิลิกาเจลกบัตวัท าละลายซ่ึงมีขั้วนอ้ยกวา่ 

สารสกดัท่ีจะใชแ้ลว้เทลงในคอลมัน์ซ่ึงปลายคอลมัน์ถูกอุดดว้ยส าลีท่ีบริเวณเหนือก๊อกปิดเปิด  
จากนั้นท าหนา้ซิลิกาเจลใหเ้รียบและท าการปล่อยระดบัของตวัท าละลายใหเ้หลืออยูเ่หนือซิลิกาเจล
ประมาณ 1 เซนติเมตร 

- น าสารสกดัดว้ยตวัล าละลายเมทานอลซ่ึงมีฤทธ์ิในการตา้นอนุมูลอิสระมากท่ีสุดท่ีได ้
จากวธีิการสกดัขั้นตน้มาจ านวน 158.48 กรัม มาละลายดว้ยตวัท าละลายเมทานอล 

- ชัง่ซิลิกาเจล จ านวน 500 กรัม เทใส่ลงในสารตวัอยา่ง เขยา่หรือคนใหเ้ขา้กนักบัสาร 
ตวัอยา่ง 

- น าไประเหยเอาตวัท าละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยแหง้ระบบสุญญากาศแบบหมุน      
จนแหง้เป็นผง 

- เทสารตวัอยา่งลงในคอลมัน์โครมาโทกราฟี ท่ีท าการเตรียมไวข้า้งตน้แลว้ ท าการเกล่ีย 
สารตวัอยา่งใหผ้ิวเรียบเสมอเป็นหนา้เดียวกนั 

- สกดัสารตวัอยา่งออกมาโดยใหต้วัท าละลายละลายสารตวัอยา่งเคล่ือนผา่นชั้นซิลิกาเจล 
โดยค่อยๆ เปิดก๊อกและท าการเก็บส่วนต่างๆทุกๆ 100  มิลลิลิตร   

- ท าการเพิ่มอตัราการเคล่ือนท่ีของสารในคอลมัน์โดยใชส่้วนผสมของระบบตวัท า 
ละลายแบบเกรเดียนตอี์ลูชนั (Gradient elution) ส าหรับการเปล่ียนอตัราส่วนของวฎัภาคเคล่ือนท่ี
ควรเป็นไปตามล าดบัส่วนจาก 100 : 0 แลว้ท าการเพิ่มอตัราการเคล่ือนท่ีของสารข้ึนร้อยละ 5 จนถึง
อตัราส่วน 0 : 100 ซ่ึงอตัราส่วนท่ีใชเ้ป็น ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 

- ท าการไล่ระบบโดยใช ้ร้อยละของสาระละลายเมทานอล 
- น าส่วนต่างๆ ท่ีแยกไดม้าท าการระเหยตวัท าละลายออกใหเ้หลือประมาณ 10 มิลลิลิตร  

ดว้ยเคร่ืองระเหยแหง้ระบบสุญญากาศแบบหมุน และเก็บในขวดเก็บสารตวัอยา่ง (Vial) เพื่อใชใ้น
การวเิคราะห์ขั้นต่อไป 

การตรวจสอบหาสารส าคญักลุ่มแอลคาลอยด์ 
- น าแผน่ TLC โครมาโตแกรม  ท่ีท าการแยกในคร้ังท่ี 1 มาตรวจสอบหาสารกลุ่ม       

แอลคาลอยดด์ว้ยวธีิ Dragentdroff”s reagents โดยท าการพน่สารลงบนแผน่ TLC ท่ีเตรียมไว ้
-  ปล่อยใหแ้ผน่ TLC แหง้ แลว้ถา้ปรากฏเห็นแถบสีส้มบนแผน่ TLC แสดงวา่เป็นสาร 

กลุ่มแอลคาลอยด ์ 
- น าส่วนของสารสกดัท่ีพบสารกลุ่มแอลคาลอยดม์าท าการแยกต่อดว้ยวธีิคอลมัน์       
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โครมาโทกราฟีเพื่อแยกสารให้ไดส้ารบริสุทธ์ิต่อไป 

การตรวจสอบคุณภาพวเิคราะห์เบือ้งต้นของส่วนต่างๆ ด้วยวธิีทนิเลเยอร์โครมาโทกราฟี 
- น าสารสกดัท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยวธีิโครมาโทกราฟีมาท าการจุดโดยจุดเวน้ทีละ 5 ขวด 
- จุดสารโดยใชห้ลอคะปิลลารีขนาดเล็ก จุ่มลงในสาระลาย แลว้จุด สารลงแผน่ TLC ท่ี 

เตรียมไว ้ท าการจุดสารลงจุดละ 5 คร้ัง ท าเช่นน้ีกบัสารท่ีจุดเพื่อใหไ้ดส้ารท่ีมีความเขม้ขน้ใน
ปริมาณท่ีเท่ากนั 

- น าแผน่ TLC ท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 2 มาผา่นระบบปิดแทงก ์TLC โดยใชว้ฎัภาคเคล่ือนท่ี 
- น าออกมาจากระบบ  ทิ้งไวใ้หแ้หง้  แลว้น าแผน่ TLC ท่ีเตรียมไดไ้ปตรวจดูดว้ยแสงยวู ี  

ท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร 
- รวมแต่ละส่วนต่างๆ ท่ีใหแ้ถบการแยกเหมือนกนัเขา้ดว้ยกนัแลว้ระเหยตวัท าละลาย 

ออก จากนั้นจึงท าแต่ละส่วนต่างๆใหแ้หง้สนิทดว้ยเคร่ืองดว้ยเคร่ืองระเหยแหง้ระบบสุญญากาศ
แบบหมุน  

- เก็บส่วนต่างๆ ท่ีไดเ้พื่อใชใ้นการวเิคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารต่อไปโดยวธีิ 
ทางสเปกโทรสโกปีต่อไป 

การทดสอบคุณภาพวเิคราะห์สมบัติในการต้านเอนไซม์ไดเพปทดิีลเพปทเิดสส่ี
(Dipeptidyl peptidase-IV, DPP-IV) 

- น าสารสกดัส่วนต่างๆ ท่ีไดจ้ากการเตรียมขา้งตน้ เติมลงในหลุม 96 Well plate ของแถว  
1-10 (แนวนอน) และแถว A-H (แนวตั้ง) ของแต่ละสารสกดัส่วนต่างๆ ตามล าดบัแถวท่ี 11 เติมยา
ตา้นเบาหวาน (JanuviaTM หรือ Sitagliptin phosphate) และแถวท่ี 12 เติมสารละลาย DMSO ปริมาตร 
10 ไมโครลิตรของแต่ละหลุม (แสดงดงัภาคผนวก ค) 

- เติมสารละลาย Tris-HCl buffer ตามปริมาตรท่ีก าหนดดงัตารางท่ี (แสดงดงัภาคผนวก ค) 
- เติมเอนไซม ์DPP-IV ปริมาตร 15 ไมโครลิตรในแต่ละหลุม  
- น าไปบ่ม (Incubated) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมงแลว้น าเตม็  

Substrate ในปริมาตร 50 ไมโครลิตร จนครบทุกช่องใน 96 Well plate  
- น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง  Fluorescence microplate reader ท่ีความยาว 

คล่ืน 380 นาโนเมตร และวดัการเรืองแสงท่ี 460 นาโนเมตรทุก ๆ 15 นาทีเป็นเวลาทั้งหมด 1 ชัว่โมง 
- น าค่าการเรืองแสงท่ีได ้มาท าการค านวณค่าร้อยละของการยบัย ั้ง (%Inhibition) แลว้ 

น ามาเขียนกราฟเพื่อดูค่าความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าความเขม้ขน้ของสารสกดักบัร้อยละของการยบัย ั้ง
ของสารสกดั   
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การทดสอบหาสารฟลาโวนอยด์ (Flavonoid) 
- น าผลึกของสารสกดัล าดบัท่ี 319 และ 334-2 ท่ีไดจ้ากการแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมา      

โทรกราฟี มาละลายดว้ยร้อยละ 80 ของสารละลายเอทานอล จ านวน 10 มิลลิลิตร 
- จากนั้นน าสารละลายท่ีไดม้าแบงออกเป็น 3 หลอด โดยหลอดท่ี 1 ใหเ้ป็นหลอดควบคุม  

(Blank control) ส่วนหลอดท่ี 2 และ 3 ใหน้ ามาท าการทดสอบ 
- น าสารละลายหลอดท่ี 2 และ 3 ท่ีเตรียมไดจ้ากขา้งตน้มาท าการท าสอบโดย เติม 

สารละลายไฮโดรคลอริก เขม้ขน้ จ านวน 0.5 มิลลิลิตร และ เติมแมกนีเซียม จ านวน 1-2 แผน่ และ
สังเกตสี   

- เติมน ้ากลัน่ จ  านวน 2 มิลลิลิตรและเติมสารละลาย Octyl alcohol จ  านวน 1 มิลลิลิตร  
เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้ตั้งทิ้งไว ้และสังเกตการแยกชั้นและสีของสารละลาย Octyl alcohol กบัชั้นน ้า 

*** สังเกตสี 
- สีส้มถึงสีแดง   Flavone 
- สีแดงถึงแดงเลือดนก   Flavonol 
- สีแดงเลือดนกถึงแดงม่วง  Flavanone 
- Chalcone, Aurone   ไม่ใหสี้กบัการท าสอบน้ี 
*** สังเกตสีในชั้นของสารละลาย Octyl alcohol กบัชั้นน ้า 
- ถา้เป็น Aglycone                 สารละลาย Octyl alcohol  
- ถา้เป็น Glycosides                 น ้า 

 

เคร่ืองมอืทีใ่ช้ในงานวจิัย 
เตาอบ (Oven, ยีห่อ้ Memmert) 
เคร่ืองระเหยแหง้ระบบสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator with cooling system,  

ยีห่อ้ Buchi, รุ่น Rotavapor R-124) 
เคร่ืองชัง่น ้าหนกั ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Balance 4 position, ยีห่อ้ Ohaus, รุ่น E02140) 
เคร่ืองฉายยวู ี(UV light, ยีห่อ้ Cabinet II, รุ่น CM-10) 
เคร่ืองเขยา่ดว้ยคล่ืนความถ่ีเหนือเสียง (Ultrasonic bath, ยีห่อ้ Branson, รุ่น B2210           

E-DTH) 
เคร่ืองอลัตราไวโอเลตและวสิิเบิลสเปกโทรมิเตอร์ (UV-VIS spectrometer, ยีห่อ้  

Shimadzu, รุ่น UV-mini 1240) 
เคร่ืองระเหยแหง้ระบบสุญญากาศ(Freeze dry system, ยีห่อ้ Labconco, รุ่น Free zone 18) 
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เคร่ืองสเปกโทรโฟโทมิเตอร์ (Spectrophotometer, ยีห่อ้ Pharmacia, รุ่นPharmaciaLKB.  
NovaspecII) เคร่ืองเขยา่ (Auto vortex mixer, ยีห่อ้ Chiltern, รุ่น MT19) 

เคร่ืองนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ (Nuclear Magnetic Resonance (NMR)) 
เคร่ืองฟูเรสเซนต ์ไมโครเพลท รีดเดอร์ (Fluorescence microplate reader) ยีห่อ้ Gemini  

EM microplate reader 
บีกเกอร์ (Beaker) 
ขวดรูปกรวย (Erlenmeyer flask) 
กระบอกตวง (Measuring cylinder) 
ขวดกน้กลม (Round bottom flask) 
ชอ้นตกัสาร (Spatula) 
หลอดหยด (Dropper) 
เพลท (TLC Aluminium Sheets 20 X 20cm Si 60 F254) 
แคปิลารี (Capillary tube) 
ขวดเก็บสารตวัอยา่ง (Vial) 
ขวดวดัปริมาตร (Volumetric flask) 
ขวดน ้ากลัน่ (Wash bottom) 
อะลูมิเนียมฟลอยด ์(Aluminium foil) 
ส าลี (Cotton) 
คีมหนีบ (Forceps) 
ปิเปตต ์(Measuring pipette) 
กรวยกรอง (Funnel)   
กระดาษกรอง(Filter paper) 
หลอดทดลอง (Test tube) 
ตะแกรงวางหลอดทดลอง (Test tube rack) 
แท่งแกว้ (Stirring rod) 
หลอดเก็บเลือด (Microhaematocrit tubes) 
ไมโครปิเปตต ์(Micro pipette) 
คอลมัน์โครมาโทกราฟี (Column chromatography) ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 16.5 ซนติเมตร  

สูง 75 เซนติเมตร และขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 12.25 เซนติเมตร  สูง 75 เซนติเมตร  
กรรไกร (Scissors) 
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สารเคม ี
เฮกเซน (Hexane), Burdick&Jackson, A.R. grade, Chemex 
ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane), Burdick&Jackson, A.R. grade, Chemex 
เมทานอล (Methanol), Burdick&Jackson, A.R. grade, Chemex 
เอทิล แอซิเตด (Ethyl acetate), Burdick&Jackson, A.R. grade, Chemex 
เมทานอลดีส่ี (Methanol -D4), Merck, Chemex 
คลอโรฟอร์มดีหน่ึง (Chloroform-D1), Merck, Chemex 
ซิลิกาเจล (Siliga gel 60 Particle size 63-200 M), Merck  
ซบัสเตรท (Substrate), Aldrich, SM chemicals 
เอนไซมไ์ดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ี (DPP-IV), Merck, Chemex 
ยาตา้นเบาหวาน (JanuviaTMหรือ Sitagliptin Phosphate), Merck sharp & Dohme (Italia) S.p.A 

 

สถิติทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ข้อมูล 
 งานวิจยัน้ีสถิติท่ีใช้ในการวิเคราะห์ขอ้มูลไดแ้ก่ ค่าเฉล่ีย ค่าร้อยละ และค่าส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน 

 1. สูตรการหาค่าเฉล่ีย 

        X    =     
n

x  

  เม่ือ         X   แทน  ค่าเฉล่ีย 
          x  แทน  ผลรวมทั้งหมดของความถ่ี  คูณ  คะแนน 
         n แทน  ผลรวมทั้งหมดของความถ่ีซ่ึงมีค่าเท่ากบัจ านวนขอ้มูล  
 2. สูตรการหาค่าร้อยละ 

    P    =     
n

F 100  

   เม่ือ  P แทน    ร้อยละ 
     F แทน    ความถ่ีท่ีตอ้งการแปลค่าใหเ้ป็นร้อยละ 
     n แทน    จ  านวนความถ่ีทั้งหมด  
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 3. สูตรการหาส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

                       S  =     
 
)1(

2
2



 
nn

xxn
 

   เม่ือ  S แทน  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
     n แทน  จ านวนคู่ทั้งหมด 
     X แทน คะแนนแต่ละตวัในกลุ่มขอ้มูล 
          x  แทน  ผลรวมของความแตกต่างของคะแนนแต่ละคู่ 
 



บทที่ 4 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

 งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาการแยกสาระส าคญัของสารสกดัจากใบกฤษณาด้วย     
วิธีซีเควนเชียล ซ่ึงเป็นการแยกส่วนสกดัท่ีออกฤทธ์ิตา้นเอนไซมไ์ดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ี (DPP–4) 
โดยวิธีคอลมัน์โครมาโทรกราฟี ท่ีทดสอบส่วนสกดัออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม ์DPP–4 จากใบกฤษณา
สายพนัธ์ุ Aquilaria crassna pierre ex lecomte  โดยแสดงผลการศึกษาดงัน้ี 

 

ผลการศึกษาการสกดัตัวอย่างสมุนไพร 
 ตวัอย่างใบกฤษณา (Aquilaria crassna pierre ex lecomte) ท่ีเก็บจากไร่ฟ้าวารี จงัหวดั
ลพบุรี มาท าให้แห้งโดยใช้ตู ้อบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แล้วบดเป็นผงละเอียดจ านวน              
3  กิโลกรัม น ามาสกดัแยกโดยใช้สารละลาย เฮกเซนจ านวน 12 ลิตร เป็นเวลา 4 วนั ไดคลอโร
มีเทนจ านวน 12 ลิตร เป็นเวลา 7 วนั และเมทานอลจ านวน 10 ลิตรเป็นเวลา 4 วนั ท าการสกดัโดย
ใชว้ิธีซีเควนเชียล (Sequential extraction) และระเหยตวัท าละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยแห้งระบบ
สุญญากาศแบบหมุนภายใตค้วามดนั 150 – 300 มิลลิบาร์ ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส หลงัจากนั้น
จึงน าสารสกดัมาท าให้แห้งสนิทดว้ยเคร่ืองระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (Freeze dryer) ไดผ้ลการ
ทดลอง ดงัตารางท่ี 10 
 

ตารางที ่ 10  ปริมาณและร้อยละของสารสกดัหยาบและสีของสารละลาย เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน 
และเมทานอล ทีส่กดัแยกได้จากใบกฤษณาจ านวน 3.0 กโิลกรัม 

ตัวท าละลาย 
ลกัษณะของ 
สารสกดั 

น า้หนักของสารสกดั 
(กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(% Yield) 

เฮกเซน  
ไดคลอโรมีเทน  
เมทานอล 

เขียวน ้าตาล 
เขียวเขม้ 
เขียวน ้าตาล 

19.63 
7.61 

158.48 

0.65 
0.25 
5.28 

 
จากตารางท่ี  10 เม่ือน าสารสกัดหยาบใบกฤษณาท่ีสกัดได้จากตวัท าละลายเฮกเซน            

ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล มาค านวณร้อยละของสารสกดัหยาบ พบวา่ปริมาณร้อยละของสาร
สกดัเมทานอล ให้ค่าร้อยละของสารสกดั (%Yield) สูงท่ีสุดคือร้อยละ 5.282 รองลงมาคือสารสกดั
เฮกเซนคือร้อยละ 0.654 และสารสกดัไดคลอโรมีเทนคือร้อยละ 0.253 
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ผลการศึกษาการแยกองค์ประกอบจากสารสกดัสมุนไพรด้วยวธิคีอลมัน์ โครมาโทกราฟี 
จากการศึกษาการแยกองคป์ระกอบของใบกฤษณาจ านวน 3 กิโลกรัม โดยน ามาท าการสกดั

แยกดว้ยวิธีซีเควนเซียล ดว้ยสารละลายเฮกเซน จ านวน 10 ลิตร เป็นเวลา 4 วนั จากนั้นกรองเอา
สารละลายออก แลว้น ามาท าการระเหยเอาตวัท าละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยแห้งสุญญากาศแบบ
หมุน จากนั้นจึงท าการสกดัต่อดว้ยสารละลายไดคลอโรมีเทนและเมทานอล โดยท าเช่นเดียวกนักบั
วิธีขา้งตน้ จากนั้นท าการรวมน ้ าหนกัของสารสกดัหยาบในแต่ละตวัท าละลาย และน ามาทดสอบ
สมบติัการต้านเบาหวานโดยใช้เอนไซม์ไดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ี  (DPP–4) ได้ผลการทดลองดัง  
ตารางท่ี 11 

 
ตารางที ่ 11 ผลการทดสอบสมบัติการยบัยั้งเอนไซม์ DPP–4 ของสารสกดัจากใบกฤษณาทีท่ าการ

สกดัแยกด้วยตัวท าละลายเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล จ านวน 3 กโิลกรัม 

ตัวท าละลาย ร้อยละการยบัยั้งเอนไซม์ DPP–4 
เฮกเซน  
ไดคลอโรมีเทน  
เมทานอล 

9.18 
12.32 
19.24 

หมายเหตุ :  ส่วนของสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ 100 ppb 
   สารมาตรฐาน (Januvia) ความเขม้ขน้ 39.90 ppb 

จากตารางท่ี  11 พบว่าสารสกดัท่ีไดจ้ากการสกดัแยกดว้ยสารละลายเฮกเซน ไดคลอโร
มีเทน และเมทนอล เม่ือทดสอบสมบติัการตา้นเบาหวานโดยใชเ้อนไซมไ์ดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ี ให้
ค่าการยบัย ั้งเอนไซมไ์ดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ีท่ีร้อยละ 9.18,  12.32 และ 19.24 ตามล าดบั และพบวา่
สารสกดัท่ีสกดัจากตวัท าละลายเมทาอนล มีสมบติัในการตา้นเบาหวานโดยใชเ้อนไซม ์ไดเพปทิดีล
เพปทิเดสส่ีดีท่ีสุด จึงน ามาท าการศึกษาดว้ยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีต่อ 

 การสกดัแยกดว้ยวธีิขา้งตน้พบวา่สารสกดัท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายเมทานอลให้ค่าการยบัย ั้ง
เอนไซม ์DPP–4  มากท่ีสุดจึงน ามาท าการสกดัแยกต่อดว้ยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใชข้นาด
ของคอลมัน์ท่ีมีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 16.5 เซนติเมตร สูง 75 เซนติเมตร ใช้  ซิลิการเจล 60 ขนาด 
0.063–0.200 มิลลิเมตร ของเมิร์ก (Merck) จ  านวน 1200 กรัม เป็นตวัแพ็กลงในคอลมัน์ โดยใช้
สารละลายไดคลอโรมีเทนเป็นตวัท าละลาย จากนั้นน าสารสกดัหยาบจ านวน 158.48 กรัม มาผสม
ใหเ้ขา้กนักบัซิลิกาเจลจ านวน 500 กรัม แลว้ค่อยเทสารสกดัหยาบลงในคอลมัน์ท่ีเตรียมไวแ้ลว้เกล่ีย
สารสกดัให้เรียบ จากนั้นท าการชะสารออกจากคอลัมน์โดยใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารละลาย       

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
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ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนร้อยละ 100 : 0 – 0 : 100 ดงัตารางท่ี  12  โดยเก็บทีละ 100 
มิลลิลิตร แลว้น าสารละลายมาท าการจุดลงบนแผน่ TLC โดยเวน้ทีละ 5 ขวด แลว้น าไปหาวฏัภาค
เคล่ือนท่ีของสารโดยใช้ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน 1.0 : 0 เป็นตน้ไป น ามา
ตรวจสอบภายใตแ้สงยวูีท่ีความยาว คล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบน
แผน่ TLC และค่า Rf เพื่อรวมสารสกดัท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัไวด้ว้ยกนั จากการแยกสกดัสารโดยวิธี
คอลมัน์โครมาโทกราฟีท าให้ไดส้ารทั้งหมดจ านวน 12 ส่วน ดงัน้ี ส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 1 
อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่ง  ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (900 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 95 : 5 (1000 มิลลิลิตร) และร้อยละ 90 : 10 (800 มิลลิลิตร)  สารสกดัส่วนท่ี ASM 
2 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 85 : 15 
(2800 มิลลิลิตร) และร้อยละ 80 : 20 (400 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM 3 อยูใ่นช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ ร้อยละ 80 : 20 (2000 มิลลิลิตร) 
สารสกดัส่วนท่ี ASM 4 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน
ท่ีร้อยละ 80 : 20 (600 มิลลิลิตร) และร้อยละ 75 : 25 (500 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM 5 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 75 : 25 (2300 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 70 : 30 (2800 มิลลิลิตร) และร้อยละ 65 : 35 (810 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี 
ASM 6 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 65 : 
35 (2100 มิลลิลิตร) ร้อยละ 60 : 40 (2900 มิลลิลิตร) และร้อยละ 55 : 45 (1100 มิลลิลิตร) สารสกดั
ส่วนท่ี  ASM 7 อยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหว่างไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี     
ร้อยละ 55 : 45 (1700 มิลลิลิตร) ร้อยละ 50 : 50 (2800 มิลลิลิตร) และร้อยละ 45 : 55 (500 มิลลิลิตร) 
สารสกดัส่วนท่ี ASM 8 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน
ท่ีร้อยละ 45 : 55 (2300 มิลลิลิตร) และร้อยละ 40 : 60 (1700 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM 9 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 40 : 60 (1200 
มิลลิลิตร) และร้อยละ 35 : 65 (2800 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM 10 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ี
ระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 30 : 70 (2800 มิลลิลิตร) และร้อยละ 25 : 
75 (1200 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM 11 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน :   
เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 25 : 75 (1600 มิลลิลิตร) และร้อยละ 20 : 80 (2300 มิลลิลิตร) สาร
สกดัส่วนท่ี ASM 12 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี
ร้อยละ 20 : 80 (500 มิลลิลิตร) ร้อยละ 15 : 85 (2800 มิลลิลิตร) ร้อยละ 10 : 90 (2900 มิลลิลิตร) 
ร้อยละ 5 : 90 (2890 มิลลิลิตร) และร้อยละ 0 : 100 (3000 มิลลิลิตร) แสดงดงัตารางท่ี  13, 14  และ
ภาพท่ี  27 
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ตารางที ่ 12  ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสาร จ านวน 158.48 กรัม ใน
ส่วนของสารสกดัเมทานอลจากใบกฤษณาด้วยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (ลติร) 
100%     CH2Cl2 1 

5% MeOH : CH2Cl2 1 
10% MeOH : CH2Cl2 1 
15% MeOH : CH2Cl2 3 
20%       MeOH : CH2Cl2 3 
25%       MeOH : CH2Cl2 3 
30%       MeOH : CH2Cl2 3 
35%       MeOH : CH2Cl2 3 
40%       MeOH : CH2Cl2 3 
45% MeOH : CH2Cl2 3 
50%      MeOH : CH2Cl2 3 
55%      MeOH : CH2Cl2 3 
60%      MeOH : CH2Cl2 3 
65%      MeOH : CH2Cl2 3 
70%      MeOH : CH2Cl2 3 
75%      MeOH : CH2Cl2 3 
80%      MeOH : CH2Cl2 3 
85%      MeOH : CH2Cl2 3 
90%      MeOH : CH2Cl2 3 

100%    MeOH : CH2Cl2 3 
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ตารางที ่ 13  ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสาร จ านวน 158.48 กรัม ในแต่ละส่วนของ
สารสกดัเมทานอลจากใบกฤษณาด้วยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM 1   100%     CH2Cl2 900 
    5%        MeOH : CH2Cl2 1000 

   10%       MeOH : CH2Cl2 800 
ASM 2 15%       MeOH : CH2Cl2 2800 

   20%       MeOH : CH2Cl2 400 
ASM 3 20%       MeOH : CH2Cl2 2000 
ASM 4    20%       MeOH : CH2Cl2 600 
    25%       MeOH : CH2Cl2 500 
ASM 5    25%       MeOH : CH2Cl2 2300 
 30%       MeOH : CH2Cl2 2800 
    35%       MeOH : CH2Cl2 810 
ASM 6 35%       MeOH : CH2Cl2 2100 
 40%       MeOH : CH2Cl2 2900 
    45%       MeOH : CH2Cl2 1100 
ASM 7 45% MeOH : CH2Cl2 1700 
    50%       MeOH : CH2Cl2 2800 
    55%       MeOH : CH2Cl2 500 
ASM 8    55%       MeOH : CH2Cl2 2300 
    60%       MeOH : CH2Cl2 1700 
ASM 8    55%       MeOH : CH2Cl2 2300 
    60%       MeOH : CH2Cl2 1700 
ASM 9    60%       MeOH : CH2Cl2 1200 
    65%       MeOH : CH2Cl2 2800 
ASM 10    70%       MeOH : CH2Cl2 2800 
 75%       MeOH : CH2Cl2 1200 
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ตารางที ่ 13  (ต่อ )ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสาร จ านวน 158.48 ในแต่ละส่วนของ
สารสกดัเมทานอลจากใบกฤษณาด้วยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM 11    75%       MeOH : CH2Cl2 1600 
    80%       MeOH : CH2Cl2 2300 
ASM 12    80%       MeOH : CH2Cl2 500 

    85%       MeOH : CH2Cl2 2800 
    90%       MeOH : CH2Cl2 2900 

 95%       MeOH : CH2Cl2 2890 
   100%     MeOH : CH2Cl2 3000 

ตารางที ่ 14  น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนที่ ASM 1 – ASM 12 ทีแ่ยกได้จากใบ  
กฤษณาจ านวน 3  กโิลกรัม ในส่วนของเมทานอล 158.48 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โคร
มาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM 1 0.118 0.07 เหลืองเขม้ 
ASM 2 0.233 0.14 เหลืองอ่อน 
ASM 3 7.923 4.99 เขียวเขม้ (เหนียวหนืด) 
ASM 4 8.455 5.33 เขียวอ่อน 
ASM 5 – – น ้าตาลอมแดง (เหนียวหนืด) 
ASM 6 6.494 4.09 น ้าตาลเขม้อมเหลือง 
ASM 7 9.330 5.88 น ้าตาล 
ASM 8 2.947 1.85 น ้าตาล 
ASM 9 2.355 1.48 น ้าตาล 
ASM 11 5.005 3.15 น ้าตาลอ่อน 
ASM 12 1.596 1.00 น ้าตาลเขม้ 
รวม – –  
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                      A–1              A–2   A–3 

       
                       B–1          B–2    B–3 

ภาพที ่ 27  TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 158.48 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ
คอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารสกดัในส่วนเมทานอล ล าดบัท่ี ASM 1 – ASM 12 

   ตวัดูดซบั  Silica gel F254   
   วฏัภาคเคล่ือนท่ี     A–1, A–2, A–3 คือ CH2Cl2 : MeOH (90 : 10) 

        B–1, B–2, B–3 คือ CH2Cl2 : MeOH (90 : 10) 
       A–1, A–2, A–3 : ส่องดูภายใต ้ยวู ี254 นาโนเมตร   
      B–1, B–2, B–3 : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
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ผลการตรวจสอบหาสารส าคญักลุ่มแอลคาลอยด์ 
ผลจากการตรวจสอบหาสารส าคญักลุ่มแอลคาลอยด์ของสารสกดัเมทานอลจากใบกฤษณา

จ านวน 158.480 กรัม ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 1 – ASM 12 จากการสกดัแยกโดยวิธี
คอลมัน์โครมาโทกราฟี ซ่ึงท าการทดสอบดว้ยวธีิ Dragentdroff”s reagents ปรากฏผลดงัภาพท่ี  28 

 
 
ภาพที ่ 28  TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัเมทานอลจากใบกฤษณาจ านวน 159.48 กรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกดว้ยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารส่วนท่ี ASM 1 – ASM 12 หลงัจาก
การทดสอบดว้ยวธีิ  Dragentdroff”s reagents 

จากภาพท่ี  27  พบวา่สารสกดัส่วนท่ี ASM 7  ASM 8  ASM 9  และ ASM 10 ท่ีไดจ้ากการ
สกัดแยกโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ขนาดของคอลัมน์ท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 16.5 
เซนติเมตร สูง 75 เซนติเมตร ใช้ซิลิการเจล 60 ขนาด 0.063–0.200 มิลลิเมตร ของเมิร์ก (Merck) 
จ  านวน 1200 กรัม เป็นสารท่ีมีกลุ่มสารแอลคาลอยด์เป็นองค์ประกอบ จึงน ามาท าการแยกสกดัต่อ
ดว้ยวิธีเช่นเดียวกบัขา้งตน้ โดยใชค้อลมัน์ท่ีมีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 12.5 เซนติเมตร สูง 75 เซนติเมตร 
ใชซิ้ลิการเจล 60 ขนาด 0.063–0.200 มิลลิเมตร ของเมิร์ก (Merck) จ านวน 1000 กรัม เป็นตวัแพก็ลง
ในคอลมัน์ โดยใช้สารละลายไดคลอโรมีเทนเป็นตวัท าละลาย จากนั้นน าสารสกดัหยาบจ านวน 
25.02 กรัม มาผสมให้เขา้กนักบัซิลิกาเจลจ านวน 300 กรัม แลว้ค่อยเทสารสกดัหยาบลงในคอลมัน์
ท่ีเตรียมไวแ้ลว้เกล่ียสารสกดัให้เรียบ จากนั้นท าการชะสารออกจากคอลมัน์โดยใชว้ฏัภาคเคล่ือนท่ี
ของสารละลายไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด : เมทานอล ในอตัราส่วนร้อยละ 4.5 : 5.0 : 0.5 – 0 : 
0 : 100 ดงัตารางท่ี  15 โดยเก็บทีละ 50 มิลลิลิตร แลว้น าสารละลายมาท าการจุดลงบนแผน่ TLC 
โดยเวน้ทีละ 5 ขวด แลว้น าไปหาวฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารโดยใช้ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ใน
อตัราส่วน 1.0 : 0 เป็นตน้ไป น ามาตรวจสอบภายใตแ้สงยวูีท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโน

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
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เมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ TLC และค่า Rf เพื่อรวมสารสกดัท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัไว้
ดว้ยกนั จากการแยกสกดัสารโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีท าให้ไดส้ารทั้งหมดจ านวน 11 ส่วน 
ดงัน้ี ส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 1 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่ง  ไดคลอโรมีเทน : 
เอทิล แอซิเตด : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 4.5 : 5.0 : 0.5 (500 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี 
ASM (7–10) 2 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด : เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ีร้อยละ 4.5 : 5.0 : 0.5 (1000 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 3 อยูใ่นช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด : เมทานอล  ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 4.5 : 5.0 : 0.5 
(500 มิลลิลิตร) และร้อยละ 4.0 : 5.0 : 1.0 (1500 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 4 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด: เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 
4.0 : 5.0 : 1.0 (500 มิลลิลิตร) และร้อยละ 4.0 : 4.5 : 1.5 (1500 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM     
(7–10) 5 อยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหว่างไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด :  เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ีร้อยละ 4.0 : 4.0 : 1.5 (500 มิลลิลิตร) และร้อยละ 4.0 : 4.0 : 2.0 (4000 มิลลิลิตร) สาร
สกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 6 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด:      
เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี ร้อยละ 4.0 : 4.0 : 2.0 (350 มิลลิลิตร) ร้อยละ 3.5 : 4.0 : 2.5 (1950 
มิลลิลิตร) และร้อยละ 3.5 : 3.5 : 3.0 (1650 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 7 อยูใ่นช่วง   
วฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด: เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี ร้อยละ 3.5 : 3.5 
: 3.0 (1600 มิลลิลิตร) ร้อยละ 3.0 : 3.5 : 3.5 (1650 มิลลิลิตร) ร้อยละ 3.0 : 3.0 : 4.0 (750 มิลลิลิตร) 
และร้อยละ 2.5 : 3.0 : 4.5 (900 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 8 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ี
ระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด: เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี ร้อยละ 2.5 : 2.5 : 5.0 (500 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 2.0 : 2.5 : 5.5 (900 มิลลิลิตร) ร้อยละ 2.0 : 2.0 : 6.0 (750 มิลลิลิตร) ร้อยละ 1.5 : 
2.0 : 6.5 (1650 มิลลิลิตร) และร้อยละ 1.0 : 1.5 : 7.5 (1150 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 
9 อยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด: เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี    
ร้อยละ 1.0 : 1.5 : 7.5 (250 มิลลิลิตร) ร้อยละ 1.0 : 1.0 : 8.0 (1750 มิลลิลิตร) ร้อยละ 0.5 : 1.0 : 8.5 
(1150 มิลลิลิตร) และร้อยละ 0.5 : 0.5 : 9.0 (1900 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 10 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด: เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี ร้อยละ 
0.5 : 0.5 : 9.0 (500 มิลลิลิตร) และร้อยละ 0 : 0 : 10.0 (4400 มิลลิลิตร) และสารสกดัส่วนท่ี ASM 
(7–10) 11 อยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหว่างไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด : เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ี ร้อยละ 0 : 0 : 10.0 (0 : 0 : 3000 มิลลิลิตร) แสดงดงัตารางท่ี  16 , 17  และภาพท่ี  29 
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ตารางที ่ 15  ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารจ านวน 25.02 กรัม ในส่วน
ของสารสกดัส่วนที ่ASM 7 – ASM 10  

วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (ลติร) 
 5% : 50% : 45%      MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2 

10% : 50% : 40%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2 
15% : 45% : 40%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2 
20% : 40% : 40%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 4.5 
25% : 40% : 35%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2 
30% : 35% : 35%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 3 
35% : 35% : 30%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2 
40% : 30% : 30%        MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1 
25% : 30% : 25%        MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1 
25% : 25% : 50%       MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1 
20% : 25% : 55%       MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1 
20% : 20% : 60%       MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1 
15% : 20% : 65%       MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2 
15% : 20% : 70%       MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2 
10% : 15% : 75%       MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2 
10% : 10% : 80%       MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2 
  5% : 10% : 85%         MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2 
  5% : 5%  : 90%           MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2 

  0% : 0%  : 100%         MeOH : EtOAc : CH2Cl2 7.5 
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ตารางที ่ 16  ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารจ านวน 25.02 กรัม ในส่วนของสาร
สกดัส่วนที ่ASM 7 ASM 7 – ASM 10 ด้วยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่  
ปริมาตร 
(มิลลลิติร) 

ASM (7–10) 1 5% : 50% : 45%      MeOH : EtOAc : CH2Cl2 500 
ASM (7–10) 2 5% : 50% : 45%      MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1000 
ASM (7–10) 3 5% : 50% : 45%      MeOH : EtOAc : CH2Cl2 2000 

  10% : 50% : 40%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1500 
ASM (7–10) 4 10% : 50% : 40%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 500 

15% : 45% : 40%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1500 
ASM (7–10) 5 15% : 40% : 40%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 450 

20% : 40% : 40%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 4000 
ASM (7–10) 6 20% : 40% : 40%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 350 
 25% : 40% : 35%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1950 
 30% : 35% : 35%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1650 
ASM (7–10) 7 30% : 35% : 35%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1600 
 35% : 35% : 30%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1650 
 45% : 30% : 25%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 900 
ASM (7–10) 8 50% : 25% : 25%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 500 
 55% : 25% : 20%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 900 
 60% : 20% : 20%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 750 
 65% : 20% : 15%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1650 
 70% : 20% : 10%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1150 
ASM (7–10) 9 70% : 20% : 10%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 250 
 75% : 15% : 10%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1600 
 80% : 10% : 10%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1750 
 85% : 10% : 15%     MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1150 
 90% :  5%  : 5%       MeOH : EtOAc : CH2Cl2 1900 
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ตารางที ่ 16   (ต่อ) ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกัดแยกสารจ านวน 25.02 กรัม ในส่วนของ
สารสกดัส่วนที ่ASM 7 ASM 7 – ASM 10 ด้วยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่  
ปริมาตร 
(มิลลลิติร) 

ASM (7–10) 10 90% :  5%  : 5%       MeOH : EtOAc : CH2Cl2 500 
 100% : 0% : 0%       MeOH : EtOAc : CH2Cl2 4400 
ASM (7–10) 11 100% : 0% : 0%       MeOH : EtOAc : CH2Cl2 3000 

ตารางที ่ 17 น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนที่ ASM 1 – ASM 11 ทีแ่ยกได้จากสาร
จ านวน 25.02 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  ในส่วนของสารสกดัส่วนที ่    
ASM 7 – ASM 10 

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
(กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM (7–10) 1 0.057 0.24 เขียวอมเหลือง 
ASM (7–10) 2 0.105 0.45 เหลืองน ้าตาลเขียว 
ASM (7–10) 3 0.027 0.11 เหลืองอมน ้าตาลเขม้ 
ASM (7–10) 4 0.327 1.42 น ้าตาลอ่อน 
ASM (7–10) 5 0.997 4.33 น ้าตาลอ่อน 
ASM (7–10) 6 3.216 13.9 น ้าตาล 
ASM (7–10) 7 6.951 30.22 น ้าตาล 
ASM (7–10) 8 4.295 18.67 น ้าตาล 
ASM (7–10) 9 1.404 6.10 น ้าตาลเขม้ 
ASM (7–10) 10 0.544 2.36 น ้าตาลเขม้ 
ASM (7–10) 11 0.445 1.93 น ้าตาลเขม้ 
รวม 18.368   
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                 A–1                                  A–2                           A–3 
 

 
 

                      A–1                           A–2                              A–3 
 

ภาพที่  29  TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 25.02 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวิธี
คอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารสกดัในส่วนเมทานอล ล าดบัท่ี ASM (7–10) 1 – ASM 
(7–10) 11 จากส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 7 – ASM 10  
ตวัดูดซบั  Silica gel F254  
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A–1, A–2, B–1, B–2 คือ CH2Cl2 : MeOH (90 : 10) 

     A–3, B–3             คือ CH2Cl2 : MeOH (60 : 40) 
     A–1, A–2, A–3 : ส่องดูภายใต ้ยวู ี254 นาโนเมตร   
    B–1, B–2, B–3 : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 

จากภาพท่ี  29  เม่ือน าแผน่ TLC ท่ีผา่นการจุดสารสกดัล าดบัท่ี ASM (7–10) 1– ASM (7–
10) 11 ท่ีไดจ้ากการแยกสกดัโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี มาทดสอบหาสารกลุ่มแอลคาลอยด์ดว้ย
วธีิ Dragentdroff”s reagents ปรากฏแถบสีส้มบนแผน่ TLC ดงัภาพท่ี  30 
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ภาพที ่ 30  TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 25.023 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ

คอลมัน์โครมาโทกราฟี .ในส่วนของสารสกดัส่วน ASM (7–10) 1– ASM (7–10) 11
หลงัจากการทดสอบดว้ยวธีิ Dragentdroff”s reagents 

จากภาพท่ี  30 พบวา่มีแถบสีส้มปรากฏในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 5  ASM 
(7–10) 6  ASM (7–10) 7  ASM (7–10) 8  ASM (7–10) 9  และ ASM (7–10) 10 ตามล าดบั แสดงวา่
สารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 5  ASM (7–10) 6  ASM (7–10) 7  ASM (7–10) 8  ASM (7–10) 9  
และ ASM (7–10) 10 มีสารกลุ่มแอลคาลอยดเ์ป็นองคป์ระกอบ 
 

ผลการทดสอบสมบัติการยบัยั้งเอนไซม์ไดเพปทดิีลเพปทเิดสส่ี (DPP–4) 

จากการศึกษาการสกดัแยกสารจากใบกฤษณาจ านวน 3.0 กิโลกรัม ในส่วนของสารสกดั        
เมทานอลจ านวน 158.480 กรัม ด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี ได้ส่วนของสารสกัดทั้งหมด 12 
ส่วน คือ ASM 1 – ASM12 แลว้น าส่วนของสารสกดัแต่ละส่วนท่ีไดจ้ากการแยกมาท าการทดสอบ
สมบติัการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ใหค้่า ดงัตารางท่ี  18  ภาพท่ี  31 
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ตารางที ่18  ผลการทดสอบสมบัติการยบัยั้งเอนไซม์ DPP–4 ของสารสกดัเมทานอลจากใบกฤษณา
จ านวน 158.480 กรัม ทีแ่ยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั ร้อยละการยบัยั้งเอนไซม์ DPP–4 

ASM 1 – 
ASM 2 – 
ASM 3 – 
ASM 4 72.80 
ASM 5 – 
ASM 6 – 
ASM 7 12.24 
ASM 8 2.24 
ASM 9 9.36 
ASM 10 8.49 
ASM 11 – 
ASM 12 – 
Januvia 67.71 

หมายเหตุ :  ส่วนของสารสกดัส่วนท่ีASM 1 – ASM 12 ท่ีความเขม้ขน้ 100 ppb 
   สารมาตรฐาน (Januvia) ความเขม้ขน้ 39.90 ppb 
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ภาพที ่ 31   ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัเมทานอลจ านวน 158.480 กรัมจาก       
ใบกฤษณา จ านวน 3.0 กิโลกรัม ของส่วนสกดัท่ี ASM 1– ASM 12 เม่ือเทียบกบั        
สารมาตรฐาน (Januvia) 

จากภาพท่ี  31  พบวา่สารสกดัท่ีแยกไดจ้ากสารจ านวน 158.480 กรัม โดยวิธีคอลมัน์โครมา
โทรกราฟี พบวา่ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 4, ASM 7, ASM 8, ASM 9 และ ASM 10 ให้ค่า
การยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 72.80, 12.24, 2.42, 9.36  และ 8.49 ตามล าดบั ท่ีความเขม้ขน้ 
500 ppb เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.900 ppb ให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์
DPP–4  ท่ีร้อยละ 67.71   

ตารางที ่ 19  ผลการทดสอบสมบัติการยบัยั้งเอนไซม์ DPP–4 ของสารสกดัจ านวน 25.023 กรัม      
ทีแ่ยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  ของสารสกดัส่วนที่ ASM 7 – ASM 10  

ส่วนของสารสกดั ร้อยละการยบัยั้งเอนไซม์ DPP–4 

ASM (7–10) 1 – 
ASM (7–10) 2 88.10 
ASM (7–10) 3 92.95 
ASM (7–10) 4 96.76 
ASM (7–10) 5 – 
ASM (7–10) 6 89.11 
ASM (7–10) 7 77.01 
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ตารางที ่ 19  (ต่อ) ผลการทดสอบสมบัติการยบัยั้งเอนไซม์ DPP–4 ของสารสกดัจ านวน 25.023 กรัม      
ทีแ่ยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  ของสารสกดัส่วนที่ ASM 7 – ASM 10 

ส่วนของสารสกดั ร้อยละการยบัยั้งเอนไซม์ DPP–4 

ASM (7–10) 8 – 
ASM (7–10) 9 17.35 
ASM (7–10) 10 32.27 
ASM (7–10) 11 – 
Januvia 67.71 

หมายเหตุ :  ส่วนของสารสกดัส่วนท่ีASM 1 – ASM 12 ท่ีความเขม้ขน้ 100 ppb 
   สารมาตรฐาน (Januvia) ความเขม้ขน้ 39.90 ppb 

 

ภาพที ่ 32  ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัจ านวน 25.02 กรัม ของสารสกดัส่วน       
ท่ี ASM (7–10) 1 – ASM (7–10) 11 เม่ือเทียบกบัสารมาตรฐาน (Januvia) 

จากภาพท่ี 32 พบวา่สารสกดัท่ีแยกไดจ้ากสารจ านวน 25.023 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมา 
โทรกราฟี พบวา่ในของสารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 2, ASM (7–10) 3, ASM (7–10) 4, ASM (7–
10), ASM (7–10) 7, ASM (7–10) 9 และ ASM (7–10) 10 ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 
72.80, 12.24, 2.42, 9.36 และ 8.491  ตามล าดบั ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน 
(Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 ppb ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4  ท่ีร้อยละ 67.71 
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 จากการแยกสกดัสารในส่วนสกดัเมทานอลจ านวน 158.48 กรัม โดยวิธีคอลมัน์โครมาโทก
ราฟีท าให้ไดส้ารทั้งหมด 12 ส่วน คือ ASM 1 – ASM 12 เม่ือท าการทดสอบหาสารกลุ่มแอลคา
ลอยด์ดว้ยวิธี Dragendoff’s reagent พบวา่สารสกดัส่วนท่ี ASM 7 – ASM 10 มีสารกลุ่มแอลคา
ลอยดเ์ป็นองคป์ระกอบจึงน ามาท าการศึกษาการแยกสารจ านวน 25.02 กรัม ไดส้ารสกดัทั้งหมด 11 
ส่วน คือ ASM (7–10) 1 - ASM (7–10) 11 และท าการทดสอบเช่นเดียวกบัวิธีขา้งตน้ จากนั้นจึงท า
การสกดัแยกสารในส่วนสกดัแต่ละส่วนท่ีแยกไดจ้ากสารจ านวน 25.02 กรัม ดงัน้ี  

 ส่วนของสารสกดั ASM (7–10) 5  
การแยกสารสกดัในส่วนท่ี ASM (7–10) 5 จ านวน 0.94 กรัม ซ่ึงอยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ี

ระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด: เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 4.0 : 4.0 : 1.5 (500 
มิลลิลิตร) และร้อยละ 4.0 : 4.0 : 2.0 (4000 มิลลิลิตร) น ามาสกดัแยกดว้ยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
โดยใชข้นาดของคอลมัน์ท่ีมีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 50 เซนติเมตร ใชซิ้ลิการเจล 60 
ขนาด 0.063–0.200 มิลลิเมตร ของเมิร์ก (Merck) จ านวน 100 กรัม เป็นตวัแพก็ลงในคอลมัน์ โดยใช้
สารละลายไดคลอโรมีเทนเป็นตวัท าละลาย จากนั้นน าสารสกดัหยาบจ านวน 0. 94 กรัม มาผสมให้
เขา้กนักบัซิลิกาเจลจ านวน 15 กรัม แลว้ค่อยเทสารสกดัหยาบลงในคอลมัน์ท่ีเตรียมไวแ้ลว้เกล่ียสาร
สกดัใหเ้รียบ จากนั้นท าการชะสารออกจากคอลมัน์โดยใชว้ฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีของสารละลายไดคลอ
โรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนร้อยละ 100 : 0 – 0 : 0 : 100  ดงัตารางท่ี  20 โดยเก็บทีละ 15 
มิลลิลิตร แลว้น าสารละลายมาท าการจุดลงบนแผน่ TLC โดยเวน้ทีละ 5 ขวด แลว้น าไปหาวฏัภาค
เคล่ือนท่ี ของสารโดยใช้ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน 1.0 : 0 เป็นตน้ไป น ามา
ตรวจสอบภายใตแ้สงยวูีท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบน
แผน่ TLC และค่า Rf เพื่อรวมสารสกดัท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัไวด้ว้ยกนั จากการแยกสกดัสารโดยวิธี
คอลมัน์โครมาโทกราฟีท าให้ไดส้ารทั้งหมดจ านวน 11 ส่วน ดงัน้ี ส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 
(7–10) 5–1 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 
100 : 0 (45 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 5–2 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : 
เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (30 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM     (7–10) 5–3 อยูใ่นช่วงวฏั
ภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (15 มิลลิลิตร) ส่วน
ท่ี ASM (7–10) 5–4 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี
ร้อยละ 90 : 10 (60 มิลลิลิตร) และร้อยละ 85 : 15 (30 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM  (7–10) 5–5 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 85 : 15 (45 
มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 5–6 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอ   โรมีเทน : เมทานอล 
ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 85 : 15 (15 มิลลิลิตร) ร้อยละ 80 : 20 (90 มิลลิลิตร) และร้อยละ 75 : 25 (45 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
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มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 5–7 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 
ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 75 : 25 (45 มิลลิลิตร) ร้อยละ 70 : 30 (100 มิลลิลิตร) และร้อยละ 65 : 35 (75 
มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 5–8 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 
ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 65 : 35 (30 มิลลิลิตร) ร้อยละ 60 : 40 (100 มิลลิลิตร) และร้อยละ 55 : 45 (75 
มิลลิลิตร)  ส่วนท่ี ASM (7–10) 5–9 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 
ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 55 : 45 (15 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 5–10 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ี
ระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 50 : 50 (105 มิลลิลิตร) ร้อยละ 45 : 55 
(105 มิลลิลิตร) ร้อยละ 40 : 60 (105 มิลลิลิตร) และร้อยละ 35 : 65 (45 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM  (7–
10) 5–11 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน :  เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 35 : 
65 (45 มิลลิลิตร) ร้อยละ 30 : 70 (105 มิลลิลิตร) ร้อยละ 25 : 75 (105 มิลลิลิตร) ร้อยละ 20 : 80 
(105 มิลลิลิตร) ร้อยละ 15 : 85 (105 มิลลิลิตร) ร้อยละ 10 : 90 (105 มิลลิลิตร) ร้อยละ 5 : 95 (105 
มิลลิลิตร) และร้อยละ 0 : 100 (105 มิลลิลิตร) แสดงดงัตารางท่ี  21,  22    

ตารางที ่ 20  ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM (7–10) 5
จ านวน 0. 94  กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 
100%     CH2Cl2 100 
  10%       MeOH : CH2Cl2 100 
  15%       MeOH : CH2Cl2 100 
  20%       MeOH : CH2Cl2 100 
  25%       MeOH : CH2Cl2 100 
  30%       MeOH : CH2Cl2 100 
  35%       MeOH : CH2Cl2 100 
  40%       MeOH : CH2Cl2 100 
  45%       MeOH : CH2Cl2 100 
  50%       MeOH : CH2Cl2 100 

55%       MeOH : CH2Cl2 100 
60%       MeOH : CH2Cl2 100 
65%      MeOH : CH2Cl2 100 
70%      MeOH : CH2Cl2 100 
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ตารางที ่ 20  (ต่อ) ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM (7–10) 
5จ านวน 0. 94  กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 
75%      MeOH : CH2Cl2 100 
80%      MeOH : CH2Cl2 100 
85%      MeOH : CH2Cl2 100 
90%      MeOH : CH2Cl2 100 

100%    MeOH : CH2Cl2 100 

ตารางที่  21 ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM (7–10) 5  จ านวน        
0. 94 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั   วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM (7–10) 5–1 100%     CH2Cl2 45 
ASM (7–10) 5–2 100%     CH2Cl2 30 
ASM (7–10) 5–3 100%     CH2Cl2 15 
ASM (7–10) 5–4 10%       MeOH : CH2Cl2 60 

15%       MeOH : CH2Cl2 30 
ASM (7–10) 5–5 15%       MeOH : CH2Cl2 45 
ASM (7–10) 5–6    15%       MeOH : CH2Cl2 15 
    20%       MeOH : CH2Cl2 90 
    25%       MeOH : CH2Cl2 45 
ASM (7–10) 5–6 15%       MeOH : CH2Cl2 15 
    20%       MeOH : CH2Cl2 90 
    25%       MeOH : CH2Cl2 45 
ASM (7–10) 5–7 25%       MeOH : CH2Cl2 45 
 30%       MeOH : CH2Cl2 100 
    35%       MeOH : CH2Cl2 75 
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ตารางที่  21 (ต่อ)  ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM (7–10) 5  จ านวน        
0. 94 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั   วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM (7–10) 5–8 35%       MeOH : CH2Cl2 30 
    40%       MeOH : CH2Cl2 100 
   45%      MeOH : CH2Cl2 75 
ASM (7–10) 5–9 45%       MeOH : CH2Cl2 15 
ASM (7–10) 5–10    50%       MeOH : CH2Cl2 105 
 55%       MeOH : CH2Cl2 105 
    60%       MeOH : CH2Cl2 105 
ASM (7–10) 11    65%       MeOH : CH2Cl2 45 

 70%       MeOH : CH2Cl2 105 
 80%        MeOH : CH2Cl2 105 
 85%       MeOH : CH2Cl2 105 
    90%       MeOH : CH2Cl2 105 
    95%       MeOH : CH2Cl2 105 
    100%     MeOH : CH2Cl2 105 

 

 
ตารางที ่ 22   น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนที่ ASM (7–10) 5–1 – ASM (7–10) 5–

11 ทีแ่ยกได้จากสารสกดัจ านวน  0.94 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM (7–10) 5–1 0.071 7.53 เขียวอมน ้าตาล (หนืด) 
ASM (7–10) 5–2 0.012 1.27 น ้าตาล 
ASM (7–10) 5–3 0.005 0.53 น ้าตาล 
ASM (7–10) 5–4 0.164 17.83 น ้าตาลเขม้ 
ASM (7–10) 5–5 0.230 25.58 น ้าตาลเขม้ 
ASM (7–10) 5–6 0.174 18.47 น ้าตาล 
ASM (7–10) 5–7 0.011 1.167 น ้าตาล 
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ารางที ่ 22   (ต่อ) น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนที่ ASM (7–10) 5–1 – ASM (7–10) 
5–11 ทีแ่ยกได้จากสารสกดัจ านวน  0.94 กรัม โดยวธีิคอลัมน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM (7–10) 5–8 0.016 11.69 น ้าตาลเขม้ (หนืด) 
ASM (7–10) 5–9 0.000 0.01 น ้าตาลเขม้  
ASM (7–10) 5–10 0.012 1.27 น ้าตาลเขม้ 
ASM (7–10) 5–11 0.014 1.48 น ้าตาลอมเหลือง 
รวม 0.0709   

 
 ส่วนของสารสกดั ASM 1(7–10) 6 

การแยกสารสกดัในส่วนท่ี ASM(7–10) 6 จ านวน 3.05 กรัม ซ่ึงอยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ี
ระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด: เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี ร้อยละ 4.0 : 4.0 : 2.0 (350 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 3.5 : 4.0 : 2.5 (1950 มิลลิลิตร) และร้อยละ 3.5 : 3.5 : 3.0 (1650 มิลลิลิตร)  น ามา
สกัดแยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ขนาดของคอลัมน์ท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 
เซนติเมตร สูง 50 เซนติเมตร ใช้ซิลิการเจล 60 ขนาด 0.063–0.200 มิลลิเมตร ของเมิร์ก (Merck) 
จ  านวน 50 กรัม เป็นตวัแพ็กลงในคอลัมน์ โดยใช้สารละลายไดคลอโรมีเทนเป็นตวัท าละลาย 
จากนั้นน าสารสกดัหยาบจ านวน 3.05 กรัม มาผสมให้เขา้กนักบัซิลิกาเจลจ านวน 15 กรัม แลว้ค่อย
เทสารสกดัหยาบลงในคอลมัน์ท่ีเตรียมไวแ้ลว้เกล่ียสารสกดัให้เรียบ จากนั้นท าการชะสารออกจาก
คอลมัน์โดยใชว้ฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีของสารละลายไดคลอโรมีเทน  : เมทานอล ในอตัราส่วนร้อยละ 
100 : 0 – 0 : 0 : 100 ดงัตารางท่ี  23  โดยเก็บทีละ 15 มิลลิลิตร แลว้น าสารละลายมาท าการจุดลงบน
แผน่ TLC โดยเวน้ทีละ 5 ขวด แลว้น าไปหาวฏัภาคเคล่ือนท่ี ของสารโดยใชไ้ดคลอโรมีเทน :  เม
ทานอล ในอตัราส่วน 1.0 : 0 เป็นตน้ไป น ามาตรวจสอบภายใตแ้สงยวูี ท่ีความยาวคล่ือน 254 และ 
365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ TLC และค่า Rf เพื่อรวมสารสกดัท่ีมีลกัษณะ
เหมือนกันไวด้้วยกัน จากการแยกสกัดสารโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีท าให้ได้สารทั้งหมด
จ านวน 8 ส่วน ดงัน้ี ส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 6–1 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่ง
ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (195 มิลลิลิตร) และร้อยละ 95 : 5 (30 
มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 6–2 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน :         เม
ทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (120 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 6–3 อยูใ่นช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (165 มิลลิลิตร)  และร้อย

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
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ละ 90 : 10 (285 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 6–4 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโร
มีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 90 : 10 (75 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 6–5 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 90 : 10 (30 
มิลลิลิตร) และร้อยละ 85 : 15 (45 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 6–6 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ี
ระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 85 : 15 (120 มิลลิลิตร) และร้อยละ 80 : 
20 (15 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 6–7 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เม
ทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 80 : 20 (150 มิลลิลิตร) และร้อยละ 75 : 25 (120 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี 
ASM (7–10) 6–8 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อย
ละ 75 : 25 (60 มิลลิลิตร) ร้อยละ 70 : 30 (195 มิลลิลิตร) ร้อยละ 65 : 35 (195 มิลลิลิตร) ร้อยละ 60 : 
40 (165 มิลลิลิตร) ร้อยละ 55 : 45 (195 มิลลิลิตร) ร้อยละ 50 : 50 (180 มิลลิลิตร) ร้อยละ 45 : 55 
(195 มิลลิลิตร) ร้อยละ 40 : 60 (105 มิลลิลิตร) ร้อยละ 35 : 65 (90 มิลลิลิตร) ร้อยละ 30 : 70 (90 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 25 : 75 (120 มิลลิลิตร) ร้อยละ 20 : 80 (90 มิลลิลิตร) ร้อยละ 15 : 85 (90 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 10 : 90 (90 มิลลิลิตร) ร้อยละ 5 : 95 (90 มิลลิลิตร) และร้อยละ 0 : 100 (300 
มิลลิลิตร) แสดงดงัตารางท่ี  24 , 25 

ตารางที ่ 23 ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM 1(7–10) 6
จ านวน 3.05 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 
100%     CH2Cl2 200 

5%       MeOH : CH2Cl2 300 
10%       MeOH : CH2Cl2 500 
15%       MeOH : CH2Cl2 200 
20%       MeOH : CH2Cl2 200 
25%       MeOH : CH2Cl2 200 
30%       MeOH : CH2Cl2 200 
35%       MeOH : CH2Cl2 200 
40%       MeOH : CH2Cl2 200 
45%       MeOH : CH2Cl2 200 
50%       MeOH : CH2Cl2 200 
55%       MeOH : CH2Cl2 200 
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ตารางที ่ 23 (ต่อ)ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM 1(7–10) 
6จ านวน 3.05 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 
60%       MeOH : CH2Cl2 100 
65%      MeOH : CH2Cl2 100 
75%      MeOH : CH2Cl2 100 
80%      MeOH : CH2Cl2 100 
85%      MeOH : CH2Cl2 100 
90%      MeOH : CH2Cl2 100 

100%    MeOH : CH2Cl2 100 

ตารางที ่ 24  ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM (7–10) 6 จ านวน 3.05 
กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลื่อนที่ ปริมาตร (มิลลิลติร) 
ASM (7–10) 6–1 100%     CH2Cl2 195 
 5%      MeOH : CH2Cl2 30 
ASM (7–10) 6–2 5%      MeOH : CH2Cl2 120 
ASM (7–10) 6–3 5%      MeOH : CH2Cl2 165 
 10%      MeOH : CH2Cl2 285 
ASM (7–10) 6–4 10% MeOH : CH2Cl2 75 
ASM (7–10) 6–5 10%      MeOH : CH2Cl2 30 
 15% MeOH : CH2Cl2 45 
ASM (7–10) 6–6 15% MeOH : CH2Cl2 120 
 20% MeOH : CH2Cl2 15 
ASM (7–10) 6–7 20% MeOH : CH2Cl2 150 
 25% MeOH : CH2Cl2 120 
ASM (7–10) 6–8 25% MeOH : CH2Cl2 60 

 30% MeOH : CH2Cl2 195 
 40% MeOH : CH2Cl2 195 
 45%       MeOH : CH2Cl2 165 
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ตารางที ่ 24  (ต่อ) ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM (7–10) 6 จ านวน 
3.05 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลื่อนที่ ปริมาตร (มิลลิลติร) 

 50%       MeOH : CH2Cl2 195 
  55%       MeOH : CH2Cl2 180 
 65% MeOH : CH2Cl2 195 
 65%       MeOH : CH2Cl2 105 
 70%       MeOH : CH2Cl2 90 
 75%       MeOH : CH2Cl2 120 
    80%       MeOH : CH2Cl2 90 
     85% MeOH : CH2Cl2 90 
  90%       MeOH : CH2Cl2 90 
 95%       MeOH : CH2Cl2 90 
 100%     MeOH : CH2Cl2 300 

ตารางที ่ 25 น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนที่ ASM (7–10) 6–1 – ASM (7–10) 6–8  
ทีแ่ยกได้จากสารจ านวน 3.05 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM (7–10) 6–1 0.026 0.84 น ้าตาลอมเขียว 
ASM (7–10) 6–2 0.030 0.98 น ้าตาลอมเหลือง 
ASM (7–10) 6–3 0.042 1.37 น ้าตาลเขม้ 
ASM (7–10) 6–4 0.004 0.13 น ้าตาลอมเหลือง 
ASM (7–10) 6–5 0.003 0.09 น ้าตาลอมเหลือง 
ASM (7–10) 6–6 0.016 0.53 น ้าตาลอมเหลือง 
ASM (7–10) 6–7 0.130 4.24 น ้าตาลเขม้ 
ASM (7–10) 6–8 2.369 77.44 น ้าตาลเขม้ 
รวม 2.620        - 
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 ส่วนของสารสกดั ASM (7–10) 7 
การแยกสารสกดัในส่วนท่ี ASM (7–10) 7 จ านวน 6.58 กรัม ซ่ึงอยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ี

ระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เอทิล แอซิเตด: เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี ร้อยละ 3.5 : 3.5 : 3.0 (1600 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 3.0 : 3.5 : 3.5 (1650 มิลลิลิตร) ร้อยละ 3.0 : 3.0 : 4.0 (750 มิลลิลิตร) และร้อยละ 
2.5 : 3.0 : 4.5 (900 มิลลิลิตร) น ามาสกดัแยกดว้ยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ขนาดของ
คอลมัน์ท่ีมีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 50 เซนติเมตร ใช้ซิลิการเจล 60 ขนาด 0.063–
0.200 มิลลิเมตร ของเมิร์ก (Merck) จ  านวน 200 กรัม เป็นตวัแพก็ลงในคอลมัน์ โดยใชส้ารละลาย
ไดคลอโรมีเทนเป็นตวัท าละลาย จากนั้นน าสารสกดัหยาบจ านวน 6.58 กรัม มาผสมให้เขา้กนักบัซิ
ลิกาเจลจ านวน 50 กรัม แลว้ค่อยเทสารสกดัหยาบลงในคอลมัน์ท่ีเตรียมไวแ้ลว้เกล่ียสารสกดัให้
เรียบ จากนั้นท าการชะสารออกจากคอลมัน์โดยใชว้ฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีของสารละลายไดคลอโรมีเทน 
: เมทานอล ในอตัราส่วนร้อยละ 100 : 0 – 0 : 0 : 100 ดงัตารางท่ี  26  โดยเก็บทีละ 15 มิลลิลิตร แลว้
น าสารละลายมาท าการจุดลงบนแผน่ TLC โดยเวน้ทีละ 5 ขวด แลว้น าไปหาวฏัภาคเคล่ือนท่ี ของ
สารโดยใชไ้ดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน 1.0 : 0 เป็นตน้ไป น ามาตรวจสอบภายใตแ้สง
ยวูีท่ีความยาวคล่ือน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ TLC และค่า Rf 
เพื่อรวมสารสกดัท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัไวด้้วยกนั จากการแยกสกดัสารโดยวิธีคอลมัน์โครมาโท 
กราฟีท าให้ไดส้ารทั้งหมดจ านวน 10 ส่วน ดงัน้ี ส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 7–1 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (30 
มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 7–2 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 
ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (45 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 7–3 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ี
ระหว่างไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (90 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM     
(7–10) 7–4 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 
: 5 (180 มิลลิลิตร) และร้อยละ 90 : 10 (105 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 7–5 อยูใ่นช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 90 : 10 (90 มิลลิลิตร) และร้อย
ละ 85 : 15 (135 มิลลิลิตร)  ส่วนท่ี ASM (7–10) 7–6 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโร
มีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 85 : 15 (75 มิลลิลิตร) ร้อยละ 80 : 20 (195 มิลลิลิตร) และ
ร้อยละ 75 : 25 (165 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 7–7 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอ
โรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 75 : 25 (60 มิลลิลิตร) ร้อยละ 70 : 30 (195 มิลลิลิตร) 
ร้อยละ 60 : 40 (195 มิลลิลิตร) และร้อยละ 55 : 45 (45 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 7–8 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 55 : 45 (135 
มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 7–9 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
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ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 55 : 45 (15 มิลลิลิตร) ร้อยละ 50 : 50 (195 มิลลิลิตร) และร้อยละ 45: 55 (120 
มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (7–10) 7–10 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 
ในอตัราส่วนท่ี ร้อยละ 45 : 55 (75 มิลลิลิตร) ร้อยละ 40 : 60 (180 มิลลิลิตร) ร้อยละ 35 : 65 (180 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 30 : 70 (180 มิลลิลิตร) ร้อยละ 25 : 75 (180 มิลลิลิตร) ร้อยละ 20 : 80 (180 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 15 : 85 (180 มิลลิลิตร) ร้อยละ 10 : 90 (180 มิลลิลิตร) ร้อยละ 5 : 95 (180 
มิลลิลิตร) และร้อยละ 0 : 100 (480 มิลลิลิตร) แสดงดงัตารางท่ี  27, 28 

ตารางที ่ 26  ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM (7–10) 7
จ านวน 6.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 
100%     CH2Cl2 200 
10%       MeOH : CH2Cl2 200 
15%       MeOH : CH2Cl2 200 
20%       MeOH : CH2Cl2 200 
25%  MeOH : CH2Cl2 200 
30%       MeOH : CH2Cl2 200 
35%       MeOH : CH2Cl2 200 
40%       MeOH : CH2Cl2 200 
45%       MeOH : CH2Cl2 200 
50%       MeOH : CH2Cl2 200 
55%       MeOH : CH2Cl2 200 
60%       MeOH : CH2Cl2 200 
65%      MeOH : CH2Cl2 200 
70%      MeOH : CH2Cl2 200 
75%      MeOH : CH2Cl2 200 
80%      MeOH : CH2Cl2 200 
85% MeOH : CH2Cl2 200 
90%  MeOH : CH2Cl2 200 
100%  MeOH : CH2Cl2 500 
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ตารางที่  27 ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM (7–10) 7  จ านวน 6.58 
กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM 1(7–10) 7–1 100%      CH2Cl2 30 

ASM 1(7–10) 7–2 100%     CH2Cl2 45 

ASM 1(7–10) 7–3 100%     CH2Cl2 90 
ASM 1(7–10) 7–4 5%       MeOH : CH2Cl2 180 

10%       MeOH : CH2Cl2 105 
ASM 1(7–10) 7–5 10%        MeOH : CH2Cl2 90 
 15%       MeOH : CH2Cl2 135 
ASM 1(7–10) 7–6 15%       MeOH : CH2Cl2 75 

 20%       MeOH : CH2Cl2 195 
25%        MeOH : CH2Cl2 165 

ASM 1(7–10) 7–7 25%       MeOH : CH2Cl2 60 
 30%       MeOH : CH2Cl2 195 
 35%       MeOH : CH2Cl2 180 
 40%       MeOH : CH2Cl2 195 
 45%       MeOH : CH2Cl2 45 
ASM 1(7–10) 7–8 45%       MeOH : CH2Cl2 132 
ASM 1(7–10) 7–9 45%       MeOH : CH2Cl2 15 
 50%       MeOH : CH2Cl2 195 

 55%       MeOH : CH2Cl2 195 
ASM 1(7–10) 7–10 55% MeOH : CH2Cl2 75 

 60% MeOH : CH2Cl2 180 
 65%       MeOH : CH2Cl2 180 
 65% MeOH : CH2Cl2 180 

 70%       MeOH : CH2Cl2 180 
 80% MeOH : CH2Cl2 180 

 85% MeOH : CH2Cl2 180 
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ตารางที่  27 (ต่อ) ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM (7–10) 7  จ านวน 
6.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

 90%       MeOH : CH2Cl2 180 
 95%       MeOH : CH2Cl2 180 
 100% MeOH : CH2Cl2 480 

ตารางที ่ 28  น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนที่ ASM (7–10) 7–1 – ASM (7–10)    
7–10 ทีแ่ยกได้จากสารจ านวน 6.58  กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM (7–10) 7–1 0.014 0.21 เหลืองอมเขียว 
ASM (7–10) 7–2 0.090 1.36 น ้าตาลอมเหลือง 
ASM (7–10) 7–3 0.047 0.71 น ้าตาลอมเหลือง 
ASM (7–10) 7–4 0.123 1.86 น ้าตาลเขม้ 
ASM (7–10) 7–5 0.078 1.12 น ้าตาลเขม้ 
ASM (7–10) 7–6 0.066 1.00 น ้าตาลเขม้ 
ASM (7–10) 7–7 0.272 4.13 น ้าตาลเขม้ (หนืด) 
ASM (7–10) 7–8 0.290 4.40 น ้าตาลเขม้ (หนืด) 
ASM (7–10) 7–9 0.766 11.64 น ้าตาลเขม้ (หนืด) 
ASM (7–10) 7–10 3.250 49.39 น ้าตาลเขม้ (หนืด) 
รวม 4.996   

 
จากการสกดัสารใหม่โดยใช้ใบกฤษณาจ านวน 10.50 กิโลกรัม โดยน ามาท าการสกดัแยก

ด้วยวิธีซีเควนเซียล ด้วยสารละลายเฮกเซน จ านวน 26 ลิตร เป็นเวลา 4 วนั จากนั้นกรองเอา
สารละลายออก แลว้น ามาท าการระเหยเอาตวัท าละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยแห้งสุญญากาศแบบ
หมุน จากนั้นจึงท าการสกดัต่อดว้ยสารละลายไดคลอโรมีเทนและเมทานอล โดยท าเช่นเดียวกนักบั
วธีิขา้งตน้ จากนั้นท าการรวมน ้ าหนกัของสารสกดัหยาบในแต่ละตวัท าละลาย เลือกสารสกดัหยาบ
เมทานอลจ านวน 169.58 กรัม มาท าการสกดัแยกต่อดว้ยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ขนาด
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ของคอลัมน์ท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 16.5 เซนติเมตร สูง 75 เซนติเมตร ใช้ซิลิการเจล 60 ขนาด 
0.063–0.200 มิลลิเมตร ของเมิร์ก (Merck) จ  านวน 1200 กรัม เป็นตวัแพก็ลงในคอลมัน์ โดยใชส้าร
ละลาย  าดคลอโรมีเทนเป็นตวัท าละลาย จากนั้นน าสารสกดัหยาบจ านวน 169.58 กรัม มาผสมให้เขา้
กนักบัซิลิกาเจลจ านวน 350 กรัม  แลว้ค่อยเทสารสกดัหยาบลงในคอลมัน์ท่ีเตรียมไวแ้ลว้เกล่ียสาร
สกดัใหเ้รียบ จากนั้นท าการชะสารออกจากคอลมัน์โดยใชว้ฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่ง ไดคลอโรมีเทน 
: เมทานอล ในอตัราส่วนร้อยละ 100 : 0 – 0 : 100 ดงัตารางท่ี  29  โดยเก็บทีละ 100 มิลลิลิตร แลว้
น าสารละลายมาท าการจุดลงบนแผน่ TLC โดยเวน้ทีละ 5 ขวด แลว้น าไปหาวฏัภาคเคล่ือนท่ีของ
สารโดยใชไ้ดคลอโรมีเทน  : เมทานอล ในอตัราส่วน 1.0 : 0 เป็นตน้ไป น ามาตรวจสอบภายใตแ้สง
ยวูีท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ TLC และค่า Rf 
เพื่อรวมสารสกดัท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัไวด้ว้ยกนั จากการแยกสกดัสารโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทก
ราฟีท าให้ไดส้ารทั้งหมดจ านวน 12 ส่วน ดงัน้ี ส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM  1 อยูใ่นช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (700 มิลลิลิตร) สาร
สกดัส่วนท่ี ASM  2 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี
ร้อยละ 100 : 0 (400 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM 3 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโร
มีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ ร้อยละ 100 : 0 (400 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM 4 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (700 
มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM 5 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 
ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (2300 มิลลิลิตร) และร้อยละ 95 : 5 (4200 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี 
ASM 6 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 
(3800 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี  7 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล 
ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (1000 มิลลิลิตร) และร้อยละ 90 : 10 (3000 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี 
ASM 2–8 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 90 : 
10 (1900 มิลลิลิตร) และร้อยละ 85 : 15 (2200 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM 9 อยูใ่นช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 85 : 15 (2800 มิลลิลิตร) สาร
สกดัส่วนท่ี ASM  10 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี
ร้อยละ 85 : 15 (5490 มิลลิลิตร) และร้อยละ 80 : 20 (2800 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM  11 อยู่
ในช่วง  วฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน :  \เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 80 : 20 (5650 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 75 : 25 (6200 มิลลิลิตร) ร้อยละ 70 : 30 (6400 มิลลิลิตร) ร้อยละ 65 : 35 (8000 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 60 : 40 (6000 มิลลิลิตร) ร้อยละ 55 : 45 (7000 มิลลิลิตร) ร้อยละ 50 : 50 (11800 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 45 : 55 (16700 มิลลิลิตร) ร้อยละ 40 : 60 (10000 มิลลิลิตร) และร้อยละ 35 : 65 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
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(100 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM  12 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เม
ทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 35 : 65 (4800 มิลลิลิตร) ร้อยละ 30 : 70 (5700 มิลลิลิตร) ร้อยละ 25 : 
75 (5000 มิลลิลิตร) ร้อยละ 15 : 85 (3100 มิลลิลิตร) ) ร้อยละ 10 : 90 (2000 มิลลิลิตร) และร้อยละ 
0 : 100 (4300 มิลลิลิตร) แสดงดงัตารางท่ี  30, 31 และภาพท่ี  33 

ตารางที ่ 29  ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที่ใช้สกดัแยกสาร จ านวน 169.58 กรัม ในส่วน
สกดัเมทานอลจากใบกฤษณา โดยวธีิคอลมัน์โครมาโท กราฟี  

วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (ลติร) 
100%     CH2Cl2 6 

5% MeOH : CH2Cl2 10 
10%       MeOH : CH2Cl2 5 
15%       MeOH : CH2Cl2 11 
20%       MeOH : CH2Cl2 8 
25% MeOH : CH2Cl2 14 
30%       MeOH : CH2Cl2 8 
35%       MeOH : CH2Cl2 8 
40%       MeOH : CH2Cl2 6 
45%       MeOH : CH2Cl2 7 
50%       MeOH : CH2Cl2 12 
55% MeOH : CH2Cl2 16 
60%       MeOH : CH2Cl2 11 
65%      MeOH : CH2Cl2 5 
70%  MeOH : CH2Cl2 6 
75%      MeOH : CH2Cl2    6 
80% MeOH : CH2Cl2 4 
85% MeOH : CH2Cl2 5 
90% MeOH : CH2Cl2 1.5 
95% MeOH : CH2Cl2 1.5 

100%  MeOH : CH2Cl2 1.3 
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ตารางที ่ 30  ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที่ ทีใ่ช้สกดัแยกสาร จ านวน 169.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์
โครมาโทกราฟีของสารสกดัเมทานอลจากใบกฤษณา ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั   วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 
ASM 1 100%     CH2Cl2 700 
ASM 2 100% CH2Cl2 400 
ASM 3 100%     CH2Cl2 400 
ASM 4 100% CH2Cl2 700 
ASM 5 100%     CH2Cl2 2300 
 5%         MeOH : CH2Cl2 4200 
ASM 6 5%         MeOH : CH2Cl2 3800 
ASM 7 5%         MeOH : CH2Cl2 1000 
 10%       MeOH : CH2Cl2 3000 
ASM 8 10% MeOH : CH2Cl2 1900 

 15%       MeOH : CH2Cl2 2000 
ASM 9 15% MeOH : CH2Cl2 2800 
ASM 9 15% MeOH : CH2Cl2    2800 
ASM 10 15%       MeOH : CH2Cl2 5490 
 20% MeOH : CH2Cl2 2800 
ASM 11 20%       MeOH : CH2Cl2 5650 

 25%       MeOH : CH2Cl2 6200 
 30% MeOH : CH2Cl2 6400 
  35%           MeOH : CH2Cl2 8000 
 40% MeOH : CH2Cl2 6000 
 45%       MeOH : CH2Cl2 7000 
 50% MeOH : CH2Cl2 118000 
 55%        MeOH : CH2Cl2 16700 
 60%        MeOH : CH2Cl2 10000 
 65% MeOH : CH2Cl2 100 
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ตารางที ่ 30 (ต่อ)  ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสาร จ านวน 169.58 กรัม โดยวธีิ
คอลมัน์โครมาโทกราฟีของสารสกดัเมทานอลจากใบกฤษณา ในแต่ละส่วนของสาร
สกดั 

ส่วนของสารสกดั   วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 
ASM 12  65%        MeOH : CH2Cl2 4800 

 70%        MeOH : CH2Cl2 5700 
 75%        MeOH : CH2Cl2 5000 
 80%        MeOH : CH2Cl2 3100 
 85%        MeOH : CH2Cl2 200 
 90%       MeOH : CH2Cl2 1500 
 95%       MeOH : CH2Cl2 1500 
 100%     MeOH : CH2Cl2 1300 

ตารางที ่ 31  น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนที่ ASM 2–1 – ASM 2–12 ทีแ่ยกได้ 
จากใบ กฤษณาจ านวน 11.50 กโิลกรัมในส่วนของเมทานอลจ านวน 169.58 กรัม      
โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM 1 0.035 0.02 น ้าตาลอ่อน 
ASM 2 0.114 0.06 เหลืองอ่อน 
ASM 3 1.188 0.70 น ้าตาลเขม้ 
ASM 4 0.337 0.19 ส้มเขม้ 
ASM 5 19.787 11.69 เขียวเขม้ 
ASM 6 9.034 5.33 เขียวอมเหลือง 
ASM 7 2.987 1.76 เขียวเขม้อมเหลือง 
ASM 8 6.614 6.64 เขียวเขม้ 
ASM 9 7.699 4.54 เขียวอมเหลือง 
ASM 10 23.412 13.83 น ้าตาลเขม้อมส้ม 
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ารางที ่ 31  (ต่อ) น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกัดส่วนที่ ASM 2–1 – ASM 2–12 ทีแ่ยกได้ 
จากใบ กฤษณาจ านวน 11.50 กโิลกรัมในส่วนของเมทานอลจ านวน 169.58 กรัม โดย
วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM 11 38.832 22.94 น ้าตาลเขม้ 
ASM 12 1.9420 1.147 เขียวอมน ้าตาล 
รวม 111.9863   

 

 
                              A–1                      A–2              A–3            A–4 

 
 

                                 A–1                      A–2           A–3              A–4 
 
ภาพที ่ 33 TLC โครมาโตแกรม ของสาร จ านวน 169.58 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์

โครมาโทกราฟี ของสารส่วนท่ี ASM 1 –  ASM  12 
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ตวัดูดซบั  Silica gel F254  
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A–1, B–1  คือ CH2Cl2 : Hexane (9.5:0.5)    

        A–2, B–2  คือ CH2Cl2 : MeOH  (9.9:0.1) 
  A–3, B–3  คือ CH2Cl2 : MeOH  (9.3:0.7) 
 A–4, B–4  คือ CH2Cl2 : MeOH  (9.25:0.75) 

     A–1, A–2, A–3, A–4 : ส่องดูภายใต ้ยวูี 254 นาโนเมตร   
     B–1, B–2, B–3, B–4 : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
 

 
 

ภาพที ่ 34  TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 169.48 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิ
คอลมัน์โครมาโทกราฟี ของสารส่วนท่ี ASM  1 – ASM 12 หลงัจากการทดสอบดว้ยวธีิ 
Dragentdroff”s reagents 

จากภาพท่ี  34  พบวา่วา่มีแถบสีส้มปรากฏในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM  (11) 10 และ 
ASM  (11) 11 ตามล าดบั แสดงวา่สารสกดัส่วนท่ี ASM 2 (11) 10 และ ASM 2 (11) 11  มีสารกลุ่ม
แอลคาลอยด์เป็นองคป์ระกอบ  จากนั้นจึงเลือกสารสกดัส่วนท่ี ASM 11 ท่ีไดจ้ากการสกดัแยกดว้ย
วิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ขนาดของคอลมัน์ท่ีมีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 16.5 เซนติเมตร สูง 75 
เซนติเมตร ใช้ซิลิการเจล 60 ขนาด 0.063–0.200 มิลลิเมตร ของเมิร์ก (Merck) จ  านวน 1200 กรัม 
เป็นสารท่ีมีกลุ่มสารแอลคาลอยด์เป็นองคป์ระกอบ จึงน ามาท าการสกดัแยกต่อดว้ยวิธีเช่นเดียวกบั
ขา้งตน้ โดยใช้คอลมัน์ท่ีมีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 12.5 เซนติเมตร สูง 75 เซนติเมตร ใช้ซิลิการเจล 60 
ขนาด 0.063–0.200 มิลลิเมตร ของเมิร์ก (Merck) จ านวน 800 กรัม เป็นตวัแพก็ลงในคอลมัน์ โดยใช้
สารละลายไดคลอโรมีเทนเป็นตวัท าละลาย จากนั้นน าสารสกดัหยาบจ านวน  35 กรัม มาผสมให้
เขา้กนักบัซิลิกาเจลจ านวน 150 กรัม  แลว้ค่อยเทสารสกดัหยาบลงในคอลมัน์ท่ีเตรียมไวแ้ลว้เกล่ีย
สารสกดัให้เรียบ จากนั้นท าการชะสารออกจากคอลมัน์ โดยใชว้ฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่ง ไดคลอโร

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
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มีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนร้อยละ 100 : 0 – 0 : 100 ดงัตารางท่ี  32  โดยเก็บทีละ 100 มิลลิลิตร 
แลว้น าสารละลายมาท าการจุดลงบนแผน่ TLC โดยเวน้ทีละ 5 ขวด แลว้น าไปหาวฏัภาคเคล่ือนท่ี
ของสารโดยใช ้ไดคลอโรมีเทน  : เมทานอล ในอตัราส่วน 1.0 : 0 เป็นตน้ไป น ามาตรวจสอบภายใต้
แสยวูท่ีีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ TLC และค่า Rf 
เพื่อรวมสารสกดัท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัไวด้ว้ยกนั จากการแยกสกดัสารโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทก
ราฟีท าให้ไดส้ารทั้งหมดจ านวน 12 ส่วน ดงัน้ี ส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM  (11) 1 อยูใ่นช่วงวฏั
ภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน :  เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (7 00 มิลลิลิตร) 
สารสกดัส่วนท่ี ASM  (11) 2 อยูใ่นช่วง วฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (1300 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM  (11) 3 อยู่ในช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ ร้อยละ 100 : 0 (1400 มิลลิลิตร) 
สารสกดัส่วนท่ี ASM (11) 4 อยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (5300 มิลลิลิตร) ร้อยละ 95 : 5 (600 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM  
(11) 5 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 
(3400 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM  (11) 6 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : 
เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (700 มิลลิลิตร) และร้อยละ 90 : 10 (3300 มิลลิลิตร) สาร
สกดัส่วนท่ี ASM (11) 7 อยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหว่างไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ีร้อยละ 90 : 10 (3800 มิลลิลิตร) และร้อยละ 85 : 15 (1000 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี 
ASM (11) 8 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 
85 : 15 (1400 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM  (11) 9 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโร
มีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 80 : 20 (8400 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM  (11) 10 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 80 : 20 (500 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 75 : 25 (2600 มิลลิลิตร) ร้อยละ 70: 30 (2900 มิลลิลิตร) ร้อยละ 65: 35 (4450 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 60 : 40 (5800 มิลลิลิตร) ร้อยละ 55: 45 (3200 มิลลิลิตร)ร้อยละ 50: 50 (2600 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 45 : 55 (1950 มิลลิลิตร) และร้อยละ 40: 60 (300 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM 
2 (11) 11 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่ง ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 40 : 
60 (1300 มิลลิลิตร) ร้อยละ 35 : 65 (4500 มิลลิลิตร) ร้อยละ 30 : 70 (2600 มิลลิลิตร) ร้อยละ 25 : 
75 (1900 มิลลิลิตร) ร้อยละ 20 : 80 (2700 มิลลิลิตร) ร้อยละ 15 : 85 (2400 มิลลิลิตร) และร้อยละ 10 
: 90 (1900 มิลลิลิตร) สารสกดัส่วนท่ี ASM  (11) 12 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโร
มีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 10 : 90 (700 มิลลิลิตร) ร้อยละ 5 : 90 (5900 มิลลิลิตร) 
และร้อยละ 0 : 100 (53200 มิลลิลิตร) แสดงดงัตารางท่ี  33, 34  และภาพท่ี  35 
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ตารางที ่ 32 ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ที่ใช้สกดัแยกสาร จ านวน 35 กรัม โดยวธีิ
คอลมัน์โครมาโท กราฟีของสารสกดัเมทานอลในส่วนสกัดที ่ASM 2 –11   

      วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (ลติร) 
100%     CH2Cl2 1 

5%         MeOH : CH2Cl2 1 
10%       MeOH : CH2Cl2 1 
15%       MeOH : CH2Cl2 3 
20%       MeOH : CH2Cl2 3 
25%       MeOH : CH2Cl2 3 
30%       MeOH : CH2Cl2 3 
35%       MeOH : CH2Cl2 3 
40%       MeOH : CH2Cl2 3 
45%       MeOH : CH2Cl2 3 
50%       MeOH : CH2Cl2 3 
55%       MeOH : CH2Cl2 3 
60%       MeOH : CH2Cl2 3 
65% MeOH : CH2Cl2 3 
70%      MeOH : CH2Cl2 3 
75%      MeOH : CH2Cl2 3 
80%      MeOH : CH2Cl2 3 
85%      MeOH : CH2Cl2 3 
90%      MeOH : CH2Cl2 3 
95%      MeOH : CH2Cl2 2 

100% MeOH : CH2Cl2 3 
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ตารางที ่ 33 ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารจ านวน 35 กรัม โดยวธีิคอลัมน์โคร
มาโทกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนที ่ASM 2 -11  

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM  (11) 1 100% CH2Cl2 700 

ASM  (11) 2  100%     CH2Cl2 400 

ASM  (11) 3 100%     CH2Cl2 400 
ASM  (11) 4 100%     CH2Cl2 700 
ASM  (11) 5 100%     CH2Cl2 2300 
 5%         MeOH : CH2Cl2 4200 
ASM  (11) 6 5%         MeOH : CH2Cl2 3800 

ASM  (11) 7 5%         MeOH : CH2Cl2 1000 
 10%       MeOH : CH2Cl2 3000 
ASM  (11) 8 10%       MeOH : CH2Cl2 1900 
 15%       MeOH : CH2Cl2 2000 
ASM  (11) 9 15%       MeOH : CH2Cl2 2800 
ASM  (11) 10 15%       MeOH : CH2Cl2 5490 
 20%       MeOH : CH2Cl2 2800 
ASM (11) 11 20%       MeOH : CH2Cl2 5650 

 25%       MeOH : CH2Cl2 6200 
 30%       MeOH : CH2Cl2 6400 
  35% MeOH : CH2Cl2 8000 
 40%       MeOH : CH2Cl2 6000 
 45%       MeOH : CH2Cl2 7000 
 50% MeOH : CH2Cl2 118000 
 55% MeOH : CH2Cl2 16700 
 60%        MeOH : CH2Cl2 10000 
 65%        MeOH : CH2Cl2 100 
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ตารางที ่ 33  (ต่อ) ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ที่ใช้สกดัแยกสารจ านวน 35 กรัม โดยวธีิคอลมัน์
โครมาโทกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนที ่ASM 2 -11  

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM  (11) 12 65%        MeOH : CH2Cl2 4800 
 70%         MeOH : CH2Cl2 5700 
 75%         MeOH : CH2Cl2 5000 
 80%         MeOH : CH2Cl2 3100 
 85% MeOH : CH2Cl2 200 
 90%        MeOH : CH2Cl2              4300 
 95%        MeOH : CH2Cl2 2000 
 100%      MeOH : CH2Cl2            3000 

ตารางที่  34 น ้าหนักและลักษณะภายนอกของสารสกัดส่วนที่ ASM 2 (11) 1 – ASM 2 (11) 12       
ที่แยกได้จากสารจ านวน 35 กรัม โดยวิธีคอลัมน์โครมาโท กราฟี  ในส่วนของ           
สารสกดัส่วนที ่ASM 2 (11)  

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM  (11) 1 0.122 0.34 เหลือง 
ASM  (11) 2 0.014 0.41 ขาวผสมเหลือง 
ASM  (11) 3 0.468 1.33 เขียวอมเหลือง 
ASM  (11) 4 0.149 0.42 น ้าตาลอมเหลือง 
ASM  (11) 5 0.418 1.37 น ้าตาลอมเหลือง 
ASM  (11) 6 0.580 1.65 น ้าตาลอมเหลืองเขม้ 
ASM  (11) 7 2.237 6.39 น ้าตาลเขม้ 
ASM  (11) 8 0.433 1.23 น ้าตาลอมเหลือง 
ASM  (11) 9 2.662 7.60 น ้าตาลเขม้อมแดง 
ASM  (11) 10 22.959 65.59 น ้าตาลอมแดง 
ASM  (11) 11 2.665 7.614 น ้าตาลเขม้อมแดง 
ASM  (11) 12 1.035 2.95 น ้าตาลอมแดง 
รวม 111.986   
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             A–1                  A–2                     A–3                          A–4 

 
 

               B–1                     B–2                         B–3              B–4 
ภาพที ่ 35  TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดั จ านวน 35 กรัมไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์

โครมาโทกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM  11 
ตวัดูดซบั  Silica gel F254  
 
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A–1, B–1  คือ CH2Cl2 : MeOH  (9.9 : 0.1)    

     A–2, B–2  คือ CH2Cl2 : MeOH  (9.7 : 0.3) 
     A–3, B–3  คือ CH2Cl2 : MeOH  (9.2 : 0.8) 
     A–4, B–4  คือ CH2Cl2 : MeOH  (8.9 : 1.1) 

     A–1, A–2, A–3, A–4 : ส่องดูภายใต ้ยวูี 254 นาโนเมตร   
     B–1, B–2, B–3, B–4 : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
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ภาพที่  36  TLC โครมาโตแกรม ของสารสกดัจ านวน 35 กรัมไดจ้ากการสกดัแยกดว้ยวิธีคอลมัน์
โครมาโทกราฟี  ของสารสกัดส่วนท่ี ASM 11 หลังจากการทดสอบด้วยวิธี  
Dragentdroff”s reagents 

จากภาพท่ี  36  พบวา่วา่มีแถบสีส้มปรากฏในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM  (11) 5  ASM  
(11) 6  ASM  (11) 7  ASM  (11) 8  ASM  (11) 9  ASM  (11) 10 และ ASM  (11) 11 ตามล าดบั 
แสดงวา่สารสกดัส่วนท่ี ASM  (11) 5  ASM  (11) 6  ASM  (11) 7  ASM  (11) 8  ASM  (11) 9  
ASM  (11) 10 และ ASM  (11) 11  มีสารกลุ่มแอลคาลอยดเ์ป็นองคป์ระกอบ 

จากการศึกษาการสกดัแยกสารจากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม โดยท าเช่นเดียวกบัวิธี
ข้างต้น และน าสารในส่วนสกัดเมทานอลจ านวน 169.480 กรัม มาท าการแยกสกัดสารโดยวิธี
คอลมัน์โครมาโทกราฟี ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด จ านวน 12 ส่วน คือ ASM 1 – ASM 12 และท า
การตวรจสอบหาสารกลุ่มแอลคาลอยด์โดยใชว้ิธีเดียวกบัวิธีขา้งตน้ พบวา่สารสกดัในส่วนท่ี ASM 
11 มีสารกลุ่มแอลคาลอยด์เป็นองคป์ระกอบ จึงน าส่วนของสารสกดัจ านวน 35 กรัม มาท าการแยก
สกดัสารโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี ไดส้ารสกดัทั้งหมด จ านวน 12 ส่วน คือ ASM (11) 1 – 
ASM (11) 12 จากนั้นจึงน าสารสกดัท่ีแยกไดจ้ากสาร จ านวน 169.580 และ 35 กรัม มาท าการ
ทดสอบสมบติัการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 โดยท าเช่นเดียวกบัสารท่ีสกดัไดจ้ากใบกฤษณาจ านวน 3.0 
กิโลกรัม ใหค้่า ดงัตารางท่ี  35 แสดงดงัภาพท่ี  36 
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ตารางที่  35  ผลการทดสอบสมบัติการยับยั้งเอนไซม์ DPP–4 ของสารสกัดจากใบกฤษณาจ านวน 
169.580 กรัม ทีแ่ยกด้วยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั ร้อยละการยบัยั้งเอนไซม์ DPP–4 

ASM 1 27.96 

ASM 2 23.12 

ASM 3 27.96 

ASM 4 31.77 

ASM 5 54.14 

ASM 6 24.11 

ASM 7 12.020 

ASM 8 – 

ASM 9 – 

ASM 10 – 

ASM 11 – 

ASM 12 – 

Januvia 67.71 
 

หมายเหตุ :  ส่วนของสารสกดัส่วนท่ีASM 1 – ASM 12 ท่ีความเขม้ขน้ 100 ppb 
   สารมาตรฐาน (Januvia) ความเขม้ขน้ 39.90 ppb 
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ภาพที่  37  ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์ DPP–4 ในส่วนสกดัเมทาอนลจ านวน 169.58 กรัม จากใบ
กฤษณาจ านวน 11.50 ของสารสกดัส่วนท่ี ASM 1– ASM 12 เม่ือเทียบกบัสารมาตรฐาน 
(Januvia) 

จากภาพท่ี  37 พบวา่สารสกดัท่ีแยกไดจ้ากสารจ านวน 169.580 กรัม โดยวิธีคอลมัน์โครมา
โทรกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 1,  ASM 2,  ASM 3, ASM 4, ASM 5, ASM 6 และ 
ASM 7 ให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 27.960, 23.120, 27.960, 31.770,  54.140,  24.110  
และ 12.020  ตามล าดบั ที่ความเขม้ขน้ 500 ppb เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความ
เขม้ขน้ 39.90 ppb ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4  ท่ีร้อยละ 67.71   

ตารางที่  36  ผลการทดสอบสมบัติการยับยั้งเอนไซม์ DPP–4 ของสารสกัดจ านวน 35 กรัม จากใบ
กฤษณาทีแ่ยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั ร้อยละการยบัยั้งเอนไซม์ DPP–4 

ASM  (11) 1 40.26 

ASM  (11) 2 77.46 
ASM  (11) 3 48.50 
ASM  (11) 4 52.52 
ASM  (11) 5 47.29 

ASM  (11) 6 66.96 

ASM  (11) 7 60.96 



 

 

109  

ตารางที่  36 (ต่อ)  ผลการทดสอบสมบัติการยับยั้งเอนไซม์ DPP–4 ของสารสกัดจ านวน 35 กรัม 
จากใบกฤษณาทีแ่ยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั ร้อยละการยบัยั้งเอนไซม์ DPP–4 

ASM  (11) 8 30.97 

ASM  (11) 9 57.13 

ASM  (11) 10 48.76 

ASM  (11) 11 – 

ASM  (11) 12 – 
Januvia 67.71 

หมายเหตุ :  ส่วนของสารสกดัส่วนท่ีASM 1 – ASM 12 ท่ีความเขม้ขน้ 100 ppb 
   สารมาตรฐาน (Januvia) ความเขม้ขน้ 39.90 ppb 
 

 

ภาพที่  38  ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัเมทาอนลจ านวน 35 กรัม จากใบกฤษณา
จ านวน 11.50 ของสารสกดัส่วนท่ี กASM (11) 1 – ASM (11) 12 เม่ือเทียบกบัสาร
มาตรฐาน (Januvia) 
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จากภาพท่ี 38  สารสกดัแยกไดจ้ากคอลมัน์โครมาโทรกราฟีคร้ังท่ี 2 ในของสารสกดัส่วนท่ี 
ASM (11) 1, ASM  (11) 2, ASM (11) 3, ASM (11) 4, ASM (11) 5, ASM (11) 6, ASM (11) 7, 
ASM (11) 8, ASM (11) 9  และ ASM (11) 10  ให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 40.260, 
77.460, 48.500, 52.520, 47.290, 66.960, 60.100, 30.970, 57.130 และ 48.760  ตามล าดบั ที่ความ
เขม้ขน้ 500 ppb เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 ppb ให้ค่าการยบัย ั้ง
เอนไซม ์DPP–4  ท่ีร้อยละ 67.710  

จากการแยกสกดัสารในส่วนสกดัเมทานอลจ านวน  169.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทก
ราฟีท าให้ไดส้ารทั้งหมด 12 ส่วน คือ ASM 1 – ASM 12 เม่ือท าการทดสอบหาสารกลุ่มแอลคา
ลอยด์โดยวิธี Dragendoff’s reagent พบวา่สารสกดัส่วนท่ี ASM 11 มีสารกลุ่มแอลคาลอยด์เป็น
องค์ประกอบ จากนั้นจึงน ามาท าการศึกษาการแยกสารสกดัในส่วนของเมทานอลจ านวน 169.58
กรัม ไดส้ารสกดัทั้งหมด 12 ส่วน โดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี มาท าการแยกสกดัสารในแต่ละ
ส่วนของสารสกดั ดงัน้ี  

 ส่วนของสารสกดั ASM 5  
การแยกสารสกดัในส่วนท่ี ASM 2–5 จ านวน 19.78 กรัม ซ่ึงอยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ี

ระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (2300 มิลลิลิตร) และร้อยละ 95 : 
5 (4200 มิลลิลิตร)น ามาสกดัแยกดว้ยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใชข้นาดของคอลมัน์ท่ีมีเส้น
ผ่านศูนยก์ลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 72 เซนติเมตร ใช้ซิลิการเจล 60 ขนาด 0.063–0.200 มิลลิเมตร 
ของเมิร์ก (Merck) จ  านวน 150 กรัม เป็นตวัแพก็ลงในคอลมัน์ โดยใช้สารละลายไดคลอโรมีเทน
เป็นตวัท าละลาย จากนั้นน าสารสกดัหยาบจ านวน 19.78 กรัม มาผสมให้เขา้กนักบัซิลิกาเจลจ านวน 
10 กรัม แลว้ค่อยเทสารสกดัหยาบลงในคอลมัน์ท่ีเตรียมไวแ้ลว้เกล่ียสารสกดัใหเ้รียบ จากนั้นท าการ
ชะสารออกจากคอลมัน์โดยใชว้ฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีของสารละลายไดคลอโรมีเทน : เมทานอล โดย
ใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีระหว่างไดคลอโรมีเทนกบัเอทิล แอซิเตด และเมทานอล ในอตัราส่วนร้อยละ 
100 : 0 – 0 : 0 : 100 ดงัตารางท่ี 37  โดยเก็บทีละ 100 มิลลิลิตร แลว้น าสารละลายมาท าการจุดลง
บนแผ่น TLC โดยเวน้ทีละ 5 ขวด แลว้น าไปหาวฏัภาคเคล่ือนท่ี ของสารโดยใช้ไดคลอโรมีเทน   
กบัเมทานอล ในอตัราส่วน 1.0 : 0 เป็นตน้ไป น ามาตรวจสอบภายใตแ้สง ยวูีท่ีความยาวคล่ือน 254 
และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผ่น TLC และค่า Rf เพื่อรวมสารสกดัท่ีมี
ลกัษณะเหมือนกนัไวด้้วยกนั จากการแยกสกดัสารโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีท าให้ได้สาร
ทั้งหมดจ านวน 19 ส่วน ดงัน้ี ส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM () 1 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่ง
ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (100 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM   (5) 2 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (100 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
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มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (5) 3 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (100 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (5) 4 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งได
คลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (100 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (5) 5 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (100 
มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (5) 6 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน :  เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (200 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (5) 7 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่ง  
ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 10 (200 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (5) 8 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (100 
มิลลิลิตร) และร้อยละ 95 : 5 (500 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (5) 9 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่ง
ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (200 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM  (5) 10 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (100 
มิลลิลิตร)ส่วนท่ี ASM  (5) 11 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (200 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM  (5) 12 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งได
คลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (100 มิลลิลิตร)  ส่วนท่ี ASM  (5) 13 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (400 
มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM  (5) 14 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (600 มิลลิลิตร) ASM  (5) 15 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโร
มีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (100 มิลลิลิตร) ASM  (5) 16 อยูใ่นช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (200 มิลลิลิตร) ASM  (5) 
17 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (300 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 90 : 10 (400 มิลลิลิตร) และร้อยละ 85 : 15 (100 มิลลิลิตร) ASM  (5) 18 อยู่
ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 85 : 15 (300 
มิลลิลิตร ASM  (5) 19 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน
ท่ีร้อยละ 85 : 15 (100 มิลลิลิตร) ร้อยละ 80 : 20 (500 มิลลิลิตร) ร้อยละ 75 : 25 (500 มิลลิลิตร) ร้อย
ละ 70 : 30 (400 มิลลิลิตร) ร้อยละ 65 : 35 (400 มิลลิลิตร) ร้อยละ 60 : 40 (400 มิลลิลิตร) ร้อยละ 55 
: 45 (500 มิลลิลิตร) ร้อยละ 50 : 50 (400 มิลลิลิตร) และร้อยละ 45 : 55 (300 มิลลิลิตร) แสดงดงั
ตารางท่ี  38, 39 
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ตารางที ่ 37  ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM 2–5 จ านวน 
19.78 กรัมโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 
100%  CH2Cl2 100 

10% MeOH : CH2Cl2 3000 
15%  MeOH : CH2Cl2 500 
20%       MeOH : CH2Cl2 500 
25%       MeOH : CH2Cl2 500 
30%       MeOH : CH2Cl2 500 
35%       MeOH : CH2Cl2 500 
40%       MeOH : CH2Cl2 500 
45%       MeOH : CH2Cl2 500 
50%       MeOH : CH2Cl2 500 
55%       MeOH : CH2Cl2 500 

100%     MeOH : CH2Cl2 500 

ตารางที ่ 38 ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM 2–5  โดยวิธีคอลมัน์
โครมาโทกราฟี จ านวน 19.78 กรัม ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM (5) 1 100%     CH2Cl2 100 
ASM (5) 2 100%     CH2Cl2 100 
ASM (5) 3 100%     CH2Cl2 100 
ASM (5) 4 100%      MeOH : CH2Cl2 100 
ASM (5) 5 100%      MeOH : CH2Cl2 200 
ASM (5) 6 100%      MeOH : CH2Cl2 200 
ASM (5) 7 100%      MeOH : CH2Cl2 200 
ASM (5) 8 100%      MeOH : CH2Cl2 100 
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ตารางที ่ 38 (ต่อ) ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM 2–5  โดยวธีิ
คอลมัน์โครมาโทกราฟี จ านวน 19.78 กรัม ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

 95%       MeOH : CH2Cl2 500 
ASM (5) 9 5%       MeOH : CH2Cl2 200 
ASM (5) 10 5%       MeOH : CH2Cl2 100 
ASM (5) 11 5%       MeOH : CH2Cl2 200 
ASM (5) 12 5%       MeOH : CH2Cl2 100 
ASM (5) 13 5%       MeOH : CH2Cl2 400 
ASM (5) 14 5%       MeOH : CH2Cl2 600 
ASM (5) 15 5%  MeOH : CH2Cl2 100 
ASM (5) 16 5%       MeOH : CH2Cl2 200 
 5%       MeOH : CH2Cl2 300 
ASM (5) 17 10%       MeOH : CH2Cl2 400 
 15%       MeOH : CH2Cl2 100 
ASM (5) 18 15%       MeOH : CH2Cl2 300 
ASM (5) 19 15%      MeOH : CH2Cl2 100 
 20% MeOH : CH2Cl2 500 
 25%  MeOH : CH2Cl2 500 
 30%      MeOH : CH2Cl2 400 
    35%      MeOH : CH2Cl2 400 
 40%         MeOH : CH2Cl2 400 
 45%         MeOH : CH2Cl2 500 
 50%          MeOH : CH2Cl2 400 
 55%          MeOH : CH2Cl2 300 
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ตารางที ่ 39  น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนที ่ASM (5) 1 – ASM (5) 19 ทีแ่ยกได้
จากสารจ านวน 19.780  กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี   

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM (5) 1 0.636 3.22 ไม่มีสี 
ASM (5) 2 0.849 4.30 เหลืองอมส้ม 
ASM (5) 3  0.355 4.09 เหลือง 
ASM (5) 4 0.808 1.80 เหลืองอมเขียว 
ASM (5) 5 0.366 1.85 เขียวอ่อน 
ASM (5) 6 0.722 3.66 เขียวอ่อน 
ASM (5) 7 0.228 1.57 เขียวอ่อน 
ASM (5) 8 0.285 1.44 เขียวอ่อน 
ASM (5) 10 0.643 3.26 เขียวเขม้ (หนืด) 
ASM (5) 11 0.075 3.57 เขียวเขม้ (หนืด) 
ASM (5) 12 9.563 48.42 เขียวเขม้ (หนืด) 
ASM (5) 13 3.243 16.42 เขียวเขม้ (หนืด) 
ASM (5) 14 0.299 1.51 เขียวเขม้ (หนืด) 
ASM (5) 15 0.060 0.30 เขียวอมน ้าตาล  
ASM (5) 16 0.062 0.31 เขียวอมน ้าตาล 
ASM (5) 16 0.062 0.31 เขียวอมน ้าตาล 
ASM (5) 17 0.063 0.31  เขียวอมน ้าตาล 
ASM (5) 18 0.120 0.60 เขียวอมน ้าตาล 
ASM (5) 19       0.333 1.68 เขียวอมน ้าตาล 
รวม 18.844   
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 ส่วนของสารสกดั  ASM 8  
การแยกสารสกดัในส่วนท่ี ASM 8 จ านวน 2.50 กรัม ซ่ึงอยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่ง

ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 90 : 10 (1900 มิลลิลิตร) และร้อยละ 85 : 15 
(2200 มิลลิลิตร) น ามาสกดัแยกดว้ยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใชข้นาดของคอลมัน์ท่ีมีเส้นผา่น
ศูนยก์ลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 72 เซนติเมตร ใช้ซิลิการเจล 60 ขนาด 0.063–0.200 มิลลิเมตร ของ
เมิร์ก (Merck) จ  านวน 150 กรัม เป็นตวัแพก็ลงในคอลมัน์ โดยใชส้ารละลายไดคลอโรมีเทนเป็นตวั
ท าละลาย จากนั้นน าสารสกดัหยาบจ านวน 2.50 กรัม มาผสมให้เขา้กนักบั ซิลิกาเจลจ านวน 5 กรัม 
แลว้ค่อยเทสารสกดัหยาบลงในคอลมัน์ท่ีเตรียมไวแ้ลว้เกล่ียสารสกดัให้เรียบ จากนั้นท าการชะสาร
ออกจากคอลมัน์โดยใชว้ฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีของสารละลายไดคลอโรมีเทน : เมทานอล โดยใชว้ฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทนกบัเอทิล แอซิเตด และเมทานอล ในอตัราส่วนร้อยละ 100 : 0 – 0 : 
0 : 100 ดงัตารางท่ี  40  โดยเก็บทีละ 100 มิลลิลิตร แลว้น าสารละลายมาท าการจุดลงบนแผน่ TLC 
โดยเวน้ทีละ 5 ขวด แลว้น าไปหาวฏัภาคเคล่ือนท่ี ของสารโดยใชไ้ดคลอโรมีเทนกบัเมทานอล ใน
อตัราส่วน 1.0 : 0 เป็นตน้ไป น ามาตรวจสอบภายใตแ้สง ยวูีท่ีความยาวคล่ือน 254 และ 365 นาโน
เมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ TLC และค่า Rf เพื่อรวมสารสกดัท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัไว้
ดว้ยกนั จากการแยกสกดัสารโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีท าให้ไดส้ารทั้งหมดจ านวน 12 ส่วน 
ดงัน้ี ส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM (8) 1 อยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหว่างไดคลอโรมีเทน :           
เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (300 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (8) 2 อยู่ในช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (100 มิลลิลิตร) และร้อย
ละ 95 : 5 (300 มิลลิลิตร ส่วนท่ี ASM (8) 3 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน :   เม
ทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (200 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (8) 4 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ี
ระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (500 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (8) 5 
อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (500 
มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (8) 6 อยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ีร้อยละ 90 : 5 (500 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (8) 7 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งได
คลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 90 : 5 (100 มิลลิลิตร) ร้อยละ 90 : 10 (500 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 85 : 15 (500 มิลลิลิตร) ร้อยละ 80 : 20 (1000 มิลลิลิตร) และร้อยละ 80 : 25 (500 
มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (8) 8 อยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ใน
อตัราส่วนท่ีร้อยละ 70 : 30 (500 มิลลิลิตร) และร้อยละ 65 : 35 (300 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM  (8) 9 
อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 65 : 35 (200 
มิลลิลิตร) ร้อยละ 60 : 40 (500 มิลลิลิตร) ร้อยละ 55 : 45 (500 มิลลิลิตร) ร้อยละ 50 : 45 (500 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
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มิลลิลิตร) และร้อยละ 45 : 55 (400 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM  (8) 10 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ี
ระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 45 : 55 (100 มิลลิลิตร) และร้อยละ 40: 
60 (500 มิลลิลิตร)  และร้อยละ 0 : 100 (500 มิลลิลิตร) แสดงดงัตารางท่ี  41, 42 

ตารางที ่ 40  ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM 8  จ านวน 
2.50 กรัมโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

       วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 
100%     CH2Cl2 400 

10%       MeOH : CH2Cl2 2500 
15%       MeOH : CH2Cl2 500 
20%       MeOH : CH2Cl2 1100 
25%       MeOH : CH2Cl2 1000 
30%       MeOH : CH2Cl2 500 
35%       MeOH : CH2Cl2 500 
40%       MeOH : CH2Cl2 500 
45%       MeOH : CH2Cl2 500 
50%       MeOH : CH2Cl2 500 
55%       MeOH : CH2Cl2 500 
60%       MeOH : CH2Cl2 500 

100%     MeOH : CH2Cl2 500 

ตารางที ่ 41  ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM 8  จ านวน 2.50 กรัม 
โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM (8) 1 100%     CH2Cl2 300 
ASM (8) 2  100%     CH2Cl2 100 

 5%     CH2Cl2 200 
ASM (8) 3 5%     CH2Cl2 500 
ASM (8) 4 5%      MeOH : CH2Cl2 500 
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ตารางที ่ 41  (ต่อ) ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM 8 จ านวน 2.50 
กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM (8) 5 5%      MeOH : CH2Cl2 500 

ASM (8) 6 5%       MeOH : CH2Cl2 500 

ASM (8) 8 30%      MeOH : CH2Cl2 500 

35%      MeOH : CH2Cl2 300 
ASM (8) 9 35%  MeOH : CH2Cl2 200 

 40%       MeOH : CH2Cl2 500 
45%       MeOH : CH2Cl2 500 

 50%       MeOH : CH2Cl2 500 

55%       MeOH : CH2Cl2 400 
ASM (8) 10  55%       MeOH : CH2Cl2 100 

60%       MeOH : CH2Cl2 500 
100%       MeOH : CH2Cl2 500 

ตารางที ่ 42 น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนที ่ASM (8) 1 – ASM (8) 10 ในส่วนที ่
ASM 8 จ านวน  2.50 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM (8) 1 0.013 0.54 เขียวอมเหลือง 
ASM (8) 2 0.071 2.87 เขียวอมเหลือง 
ASM (8) 3  0.081 3.23 เขียวเขม้ 
ASM (8) 4 0.155 6.20 เขียวอ่อน 
ASM (8) 5 1.244 49.78      น ้าตาลอมเหลือง 
ASM (8) 6 0.514 20.56 เขียวเขม้ 
ASM (8) 7 0.090 3.60 เขียวอมเหลือง 
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ตารางที ่ 42 (ต่อ) น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนที ่ASM (8) 1 – ASM (8) 10 ใน
ส่วนที ่ASM 8 จ านวน  2.50 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM (8) 7 0.090 3.60 เขียวอมเหลือง 
ASM (8) 8 0.056 2.26 เขียวอ่อน 
ASM (8) 9 0.028 1.14 เขียวอ่อน 
ASM (8) 10 0.077 3.10 เหลืองอ่อน 
รวม 2.332   

 จากตางรางท่ี 41 เม่ือน าส่วนสกดัท่ีแยกไดจ้ากขา้งตน้ไปท าการทดสอบความสามารถใน
การยบัย ั้งเอนไซม ์DDD-4 พบวา่ สารสกดัในส่วนท่ี ASM (8) 2, ASM (8) 3, ASM (8) 4, ASM (8) 
6 และ ASM (8) 7 ให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้ออยละ 48.813, 41.326, 28.490, 40.680 และ 
20.173  ตามล าดบั ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 
39.90 ppb ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4  ท่ีร้อยละ 67.71  ซ่ึงแสดงไดด้งัภาพท่ี  39 
 

 

ภาพที ่ 39  ร้อยละการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ในส่วนสกดัจ านวน 2.5 กรัม ของสารสกดัส่วนท่ี ASM 
(8) 1 – ASM (8) 10  เม่ือเทียบกบัสารมาตรฐาน (Januvia) 
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 ส่วนของสารสกดั  ASM 9  
การแยกสารสกดัในส่วนท่ี ASM 9 จ านวน 7.96 กรัม ซ่ึงอยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่ง

ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 85 : 15 (2800 มิลลิลิตร) น ามาสกดัแยกดว้ยวิธี
คอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ขนาดของคอลมัน์ท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 72 
เซนติเมตร ใชซิ้ลิการเจล 60 ขนาด 0.063–0.200 มิลลิเมตร ของเมิร์ก (Merck) จ  านวน 150 กรัม เป็น
ตวัแพก็ลงในคอลมัน์ โดยใชส้ารละลายไดคลอโรมีเทนเป็นตวัท าละลาย จากนั้นน าสารสกดัหยาบ
จ านวน 7.96 กรัม มาผสมให้เขา้กนักบัซิลิกาเจลจ านวน 5 กรัม แล้วค่อยเทสารสกดัหยาบลงใน
คอลมัน์ท่ีเตรียมไวแ้ลว้เกล่ียสารสกดัให้เรียบ จากนั้นท าการชะสารออกจากคอลมัน์โดยใช้วฏัภาค
เคล่ือนท่ี ท่ีของสารละลายไดคลอโรมีเทน : เมทานอล โดยใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีระหว่างไดคลอโร
มีเทนกบัเอทิล แอซิเตด และเมทานอล ในอตัราส่วนร้อยละ 100 : 0 – 0 : 0 : 100 ดงัตารางท่ี 43          
โดยเก็บทีละ 100 มิลลิลิตร แลว้น าสารละลายมาท าการจุดลงบนแผน่ TLC โดยเวน้ทีละ 5 ขวด แลว้
น าไปหาวฏัภาคเคล่ือนท่ี ของสารโดยใชไ้ดคลอโรมีเทนกบัเมทานอล ในอตัราส่วน 1.0 : 0 เป็นตน้
ไป น ามาตรวจสอบภายใตแ้สง ยวูีท่ีความยาวคล่ือน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ี
ปรากฏบนแผน่ TLC และค่า Rf เพื่อรวมสารสกดัท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัไวด้ว้ยกนั จากการแยกสกดั
สารโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีท าให้ไดส้ารทั้งหมดจ านวน 12 ส่วน ดงัน้ี ส่วนของสารสกดั
ส่วนท่ี ASM (9) 1 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี
ร้อยละ 100 : 0 (1600 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (9) 2 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโร
มีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 100 : 0 (800 มิลลิลิตร) และร้อยละ 95 : 5 (300 มิลลิลิตร 
ส่วนท่ี ASM (9) 3 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ี
ร้อยละ 95 : 5 (900 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (9) 4 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน 
: เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (700 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (9) 5 อยูใ่นช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 95 : 5 (600 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี 
ASM (9) 6 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 90 
: 10 (400 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (9) 7 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เม
ทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 90 : 10 (300 มิลลิลิตร) และร้อยละ 85 : 15 (300 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี 
ASM (9) 8 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 85 
: 15 (700 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM (9) 9 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เม
ทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 85 : 15 (1000 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM  (9) 10 อยูใ่นช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 85 : 15 (200 มิลลิลิตร) และร้อย
ละ 80 : 20 (800 มิลลิลิตร)  ส่วนท่ี ASM  (9) 11 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=604&sa=X&ei=PYnmT4iXO8i3rAfBzJDoCA&ved=0CAYQvwUoAQ&q=Merck+%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%81&spell=1
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เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 75 : 25 (1000 มิลลิลิตร) ส่วนท่ี ASM  (9) 12 อยูใ่นช่วงวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วนท่ีร้อยละ 70 : 30 (500 มิลลิลิตร)  ร้อยละ 
65 : 35 (500 มิลลิลิตร) ร้อยละ 60 : 540 (500 มิลลิลิตร) ร้อยละ 55 : 45 (300 มิลลิลิตร) ร้อยละ 50 : 
50 (400 มิลลิลิตร) ร้อยละ 45 : 55 (500 มิลลิลิตร) และร้อยละ 0 : 100 (500 มิลลิลิตร) แสดงดงั
ตารางท่ี  4 4, 45 

ตารางที ่ 43 ร้อยละและปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที่ ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM 9  จ านวน 
7.69 กรัมโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

       วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 
100%     CH2Cl2 2500 

10%       MeOH : CH2Cl2 3000 
15%       MeOH : CH2Cl2 1500 
20%       MeOH : CH2Cl2 2500 
25%       MeOH : CH2Cl2 1000 
30%       MeOH : CH2Cl2 1000 
35%       MeOH : CH2Cl2 500 
40%       MeOH : CH2Cl2 500 
45%       MeOH : CH2Cl2 500 
50%       MeOH : CH2Cl2 500 
55%       MeOH : CH2Cl2 500 

100%     MeOH : CH2Cl2 500 

ตารางที ่ 44 ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที่ ASM 9 จ านวน 7.96 กรัม โดย
วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM (9) 1 100%     CH2Cl2 1600 
ASM (9) 2  100%     CH2Cl2 800 

 5%     CH2Cl2 300 
ASM (9) 3 5%     CH2Cl2 900 
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ตารางที ่ 44 (ต่อ) ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM 9 จ านวน 7.96 
กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกดั 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM (9) 4 5%      MeOH : CH2Cl2 700 
ASM (9) 5 5%      MeOH : CH2Cl2 600 
ASM (9) 6 10%       MeOH : CH2Cl2 400 
ASM (9) 7 10%       MeOH : CH2Cl2 300 
 15%      MeOH : CH2Cl 300 
ASM (9) 8 15%      MeOH : CH2Cl2 700 
ASM (9) 9 15%  MeOH : CH2Cl2 1000 
ASM (9) 10  15%       MeOH : CH2Cl2 200 
 20%       MeOH : CH2Cl2 800 
ASM (9) 11  25%       MeOH : CH2Cl2 1000 
ASM (9) 1 100%     CH2Cl2 1600 
ASM (9) 2  100%     CH2Cl2 800 

 5%     CH2Cl2 300 
ASM (9) 3 5%     CH2Cl2 900 
ASM (9) 4 5%      MeOH : CH2Cl2 700 
ASM (9) 5 5%      MeOH : CH2Cl2 600 
ASM (9) 6 10%       MeOH : CH2Cl2 400 
ASM (9) 7 10%       MeOH : CH2Cl2 300 
 15%      MeOH : CH2Cl 300 
ASM (9) 8 15%      MeOH : CH2Cl2 700 
ASM (9) 9 15%  MeOH : CH2Cl2 1000 
ASM (9) 10  15%       MeOH : CH2Cl2 200 
 20%       MeOH : CH2Cl2 800 
ASM (9) 11  25%       MeOH : CH2Cl2 1000 
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ตารางที ่ 44 (ต่อ) ปริมาตรของวฏัภาคเคลือ่นที ่ทีใ่ช้สกดัแยกสารในส่วนที ่ASM 9 จ านวน 7.96 
กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี ในแต่ละส่วนของสารสกัด 

ส่วนของสารสกดั วฏัภาคเคลือ่นที่ ปริมาตร (มิลลลิติร) 

ASM (9) 12 30%       MeOH : CH2Cl2 500 
 35%       MeOH : CH2Cl2 500 
40%       MeOH : CH2Cl2 500 

 45%       MeOH : CH2Cl2 300 
50%        MeOH : CH2Cl2 400 
55%        MeOH : CH2Cl2 500 

100%       MeOH : CH2Cl2 500 

ตารางที ่ 45 น า้หนักและลกัษณะภายนอกของสารสกดัส่วนที่ ASM (9) 1 – ASM (9) 12 ในส่วนที ่
ASM 9 จ านวน 7.69 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี  

ส่วนของสารสกดั 
น า้หนัก 
 (กรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(%Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

ASM (9) 1 0.078 0.01 เหลือง 
ASM (9) 2 1.298 16.88 เขียวเขม้ 
ASM (9) 3  2.495 33.45 เขียวอมเหลือง 
ASM (9) 4 0.424 5.51 น ้าตาลเขม้ 
ASM (9) 5 0.073 0.96      น ้าตาลอมเหลือง 
ASM (9) 6 0.224 2.91 น ้าตาลอมเหลือง (หนืด) 
ASM (9) 7 0.032 0.42 น ้าตาลอมเหลือง (หนืด) 
ASM (9) 8 0.065 0.84 เหลือง 
ASM (9) 9 0.070 0.92 เหลือง 
ASM (9) 10 0.082 1.07 น ้าตาลอมเหลือง 
ASM (9) 11 0.407 5.30 เหลือง 
ASM (9) 12 
รวม 

0.785 
6.039 

10.21 
 

เหลือง 
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จากการแยกสกดัสารดว้ยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีของสารสกดัเมทานอลจ านวน 169.580 
กรัม จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม พบส่วนของสารสกดัท่ีเกิดผลึก และน ามาท าการแยกต่อ
เพื่อหาสารบริสุทธ์ิโดยใชว้ธีิ Preparative thin–layer chromatography (PLC) ดงัน้ี 

 
ผลกึผสม ASM  ล าดับที ่301–306 

ผลึกผสม ASM ล าดบัท่ี 301–306 จ านวน 0.1313 มิลลิกรัม ไดก้ารสกดัแยกดว้ยวิธีคอลมัน์
โครมาโทกราฟีดงัวธีิขา้งตน้ มีลกัษณะเป็นผลึกสีขาว แยกไดจ้ากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม  
ซ่ึงอยู่ในส่วนของสารสกัดล าดับท่ี ASM 10 โดยอยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีร้อยละ 85 ของ
สารละลายไดคลอโรมีเทน กบัร้อยละ 15 ของสารละลายเมทานอล วฏัภาคเคล่ือนท่ีในช่วงน้ีใช้
สารละลายทั้งหมด 5300 มิลลิลิตร แบ่งเป็นสารละลายไดคลอโรมีเทนจ านวน  4,505 มิลลิลิตร และ
เมทานอล 759 มิลลิลิตร และในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีร้อยละ 80 ของสารละลายไดคลอโรมีเทน กบั
ร้อยละ 20 ของสารละลายเมทานอล วฏัภาคเคล่ือนท่ีในช่วงน้ีใชส้ารละลายทั้งหมด 2600 มิลลิลิตร 
แบ่งเป็นสารละลายไดคลอโรมีเทนจ านวน 2080 มิลลิลิตร และเมทานอล 520 มิลลิลิตร ผลึกผสม 
ASM ล าดบัท่ี 301–306 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนร้อยละ 80 ของสารละลายไดคลอโรมีเทนกบัร้อย
ละ 20 ของสารละลายเมทานอล จากนั้นจึงน าผลึกผสม ASM ล าดบัท่ี 301–306  น ามาตรวจสอบ
ภายใตแ้สงยวูีท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ TLC 
และค่า Rf เพื่อรวมผลึกของสารสกดัมาท าการแยกต่อเพื่อให้ไดส้ารบริสุทธ์ิโดยใช้วิธี Preparative 
Thin–layer Chromatography (PLC) โดยท าการหาวฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารระหวา่งสารละลายได
คลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน 8.2 : 1.8 บนแผน่ TLC จากนั้นน าผลึกผสม ASM ล าดบัท่ี 
301–306 มาละลายดว้ยสารละลายเมทานอลเพียงเล็กนอ้ย แลว้น ามาโหลดสารลงในแผน่ PLC ท่ี
เตรียมไว ้ดงัภาพท่ี  40  รอจนสารละลายแห้งพอประมาณจึงน าแผ่น PLC ใส่ลงไปในแทง้ก์ท่ีมี
อตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งสารละลายไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน 82 : 18 
มิลลิลิตร จากนั้นน ามาตรวจสอบภายใตแ้สงยวูีท่ีความยาวคล่ือน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้
พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผ่น PLC ดงัภาพท่ี 41 ผลจากการท า PLC จะไดส่้วนของสารสกดั
ทั้งหมด 4  ส่วน คือ ASM F 1 (301–306) – ASM F 4 (301–306)  และขดูแต่ละส่วนออกมาแลว้
ละลายดว้ยสารละลายเมทานอล 100 มิลลิลิตร กรองแลว้น าไประเหยเอาสารละลายออกดว้ยเคร่ือง
ระเหยแหง้สูญญากาศแบบหมุน แลว้น ามาตรวจสอบดว้ยแผน่ TLC ดงัภาพท่ี  42 ตารางท่ี  45  
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                                              A                              B                          C 
ภาพที ่ 40  PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM 301–306  จ  านวน 0.1313 มิลลิกรัม 

จากสารสกดัเมทานอล จ านวน 169.580 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โคร
มาโทกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10 ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 

 A  :  แสงขาว    B  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี254 นาโนเมตร   
C  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 

 
 

 
A                            B 

 
ภาพที ่ 41  PLC ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM 301–306  จ  านวน 0.1313 มิลลิกรัม จากสารสกดั        

เมทานอล จ านวน 169.580 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟี    
ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10  หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั  PLC 
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A, B  คือ CH2Cl2 : MeOH  (82 : 18) มิลลิลิตร    

     A : ส่องดูภายใต ้ยวูี 254 นาโนเมตร     B : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
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                                          A–1                 A–2                   B–1                B–2 
 
ภาพที ่ 42  PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM 301–306  จ  านวน 0.1313 มิลลิกรัม 

จากสารสกดัเมทานอล จ านวน 169.580 กรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์       
โครมาโทกราฟี ในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั  Silica gel F254  
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A–1, A–2, B–1, B–2  คือ CH2Cl2 : MeOH  (8.2 : 1.8)     

     A–1, A–2  : ส่องดูภายใต ้ยวู ี254 นาโนเมตร     
     B–1,  B–2  : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร  

 

ตารางที ่ 46  น า้หนักและลกัษณะภายนอกของผลกึผสม ASM  ล าดับที ่301–306  จ านวน  0.1313 
มิลลกิรัม ทีแ่ยกสารสกดัเมทานอลจ านวน 169.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรก
ราฟี และแยกต่อด้วยวธีิ PLC 

ผลกึของสารสกดั 
น า้หนัก 
(มิลลกิรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(% Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

F (301–306) เร่ิมตน้ 0.022 17.51 เหลือง 

F 1  (301–306) 0.008 6.54 ขาว 
F 2 (301–306) 0.007 57.80 ขาว 
F 3 (301–306) 0.075 57.80 ขาว 
F 4 (301–306) 0.004 3.50 ขาว 
รวม 0.1288   



 

 

126  

จากภาพท่ี 42  พบวา่สาร ASM F 3 (301–306)  จ  านวน 0.0759 มิลลิกรัม เป็นสารท่ี
น่าสนใจ จึงน าไปแยกต่อดว้ยวิธี PLCโดยใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีระหว่างสารละลายไดคลอโรมีเทน :   
เมทานอล ในอตัราส่วน 85 : 15 มิลลิลิตร ดงัภาพท่ี  43  จากนั้นน ามาตรวจสอบภายใตแ้สงยวูีท่ี
ความยาวคล่ือน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ PLC ดงัภาพท่ี  44  
ผลจากการท า PLC จะไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 4  ส่วน คือ ASM F 3–1 (301–306)–3–1 – ASM  
F 3–4 (301–306)  แลว้น ามาตรวจสอบดว้ยแผน่ TLC ดงัภาพท่ี  45  ตารางท่ี  46 

 
 

 
                                               A                              B                           C 
 
ภาพที ่ 43  PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM (301–306)–3 จ านวน 0.0759 

มิลลิกรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารส่วนท่ี 
ASM 10  ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 

 A  :  แสงขาว    B  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี254 นาโนเมตร   
C  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
 
 
 
 



 

 

127  

 
A                                B 

 

ภาพที ่ 44  PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM (301–306)–3 จ านวน 0.0759 
มิลลิกรัม ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดั     
ส่วนท่ี ASM 10 หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั  PLC 
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A, B  คือ CH2Cl2 : MeOH  (85 : 15) มิลลิลิตร    

     A : ส่องดูภายใต ้ยวูี 254 นาโนเมตร       B : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
 
 

 
                                                   A–1             A–2                     B–1              B–2 
 

ภาพที ่ 45 TLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ล าดบัท่ี ASM (301–306)–3 จ านวน 0.0759 มิลลิกรัม 
ไดจ้ากการสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดั ส่วนท่ี ASM 10 
หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั  Silica gel F254  
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A–1, A–2, B–1, B–2  คือ CH2Cl2 : MeOH  (8.5 : 1.5)     

     A–1, A–2  : ส่องดูภายใต ้ยวู ี254 นาโนเมตร   
                B–1,  B–2  : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร  
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ตารางที ่ 47  น า้หนักและลกัษณะภายนอกของผลกึผสม F 3 (301–306) จ านวน 0.0759 มิลลกิรัม      
ทีไ่ด้จากการแยกด้วยวธีิ PLC 

ผลกึของสารสกดั 
น า้หนัก 
(มิลลกิรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(% Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

F 3 (301–306) เร่ิมตน้ 0.0042 5.53 เหลือง 

F 3–1 (301–306)  0.0130 17.12 ขาว 

F 3–2 (301–306)  0.0276 36.36 ขาว 
F 3–3 (301–306)  0.0152 20.02 รูปเขม็ขาว 
F 3–4 (301–306)  0.0036 4.74 ขาว 
รวม 0.0636   

 
จากภาพท่ี  45  พบวา่สาร ASM F 3– 2 (301–306) จ านวน 0.0152 มิลลิกรัม เป็นสารท่ี

น่าสนใจ จึงน าไปพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยเทคนิค NMR   

 
 ผลกึผสม ASM ล าดับที ่308––311 

ผลึกผสม ASM ล าดับท่ี 308–311 จ  านวน  0.0730 มิลลิกรัม ท่ีได้การสกัดแยกด้วยวิธี
คอลมัน์โครมาโทกราฟีดงัวิธีขา้งตน้ มีลกัษณะเป็นผลึกสีขาว แยกไดจ้ากใบกษฤณาจ านวน 10.50  
กิโลกรัม  ซ่ึงอยูใ่นส่วนของสารสกดัล าดบัท่ี ASM 10 โดยอยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีร้อยละ 85 ของ
สารละลายไดคลอโรมีเทน กบัร้อยละ 15 ของสารละลายเมทานอล วฏัภาคเคล่ือนท่ีในช่วงน้ีใช้
สารละลายทั้งหมด 5300 มิลลิลิตร แบ่งเป็นสารละลายไดคลอโรมีเทนจ านวน  4505 มิลลิลิตร และ
เมทานอล 759 มิลลิลิตร และในช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีร้อยละ 80 ของสารละลายไดคลอโรมีเทน กบั
ร้อยละ 20 ของสารละลายเมทานอล วฏัภาคเคล่ือนท่ีในช่วงน้ีใชส้ารละลายทั้งหมด 2600 มิลลิลิตร 
แบ่งเป็นสารละลายไดคลอโรมีเทนจ านวน  2080 มิลลิลิตร และเมทานอล 520 มิลลิลิตร ผลึกผสม 
ASM ล าดบัท่ี 308–311 อยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนร้อยละ 80 ของสารละลายไดคลอโรมีเทน กบัร้อย
ละ 20 ของสารละลายเมทานอล จากนั้นจึงน าผลึกผสม ASM ล าดบัท่ี 308–311 น ามาตรวจสอบ
ภายใตแ้สงยวูีท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ TLC 
และค่า Rf เพื่อรวมสารสกดัมาท าการแยกต่อเพื่อให้ไดส้ารบริสุทธ์ิโดยใช้วิธี PLC โดยท าการหา      
วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารระหวา่งไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน 8.5 : 1.5 บนแผน่ TLC 
จากนั้นน าผลึกผสม ASM ล าดบัท่ี 308–311 มาละลายดว้ยสารละลายเมทานอลเพียงเล็กน้อย แลว้
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น ามาโหลดสารลงในแผน่ PLC ท่ีเตรียมไว ้ดงัภาพท่ี  46 รอจนสารละลายแห้งพอประมาณจึงน า
แผน่ PLC ใส่ลงไปในแทง้ก์ท่ีมีอตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งสารละลายไดครอโรมีเทน : 
เมทานอล ในอตัราส่วน 85 : 15 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาตรวจสอบภายใตแ้สงยวูีท่ีความยาวคล่ืน 254 
และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ PLC ดงัภาพท่ี  47  ผลจากการท า PLC จะ
ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 3  ส่วน คือ ASM F 1(308–311) – ASM F 3 (308–311) และขดูแต่ละ
ส่วนออกมาแลว้ละลายดว้ยสารละลายเมทานอล 100 มิลลิลิตร กรองแลว้น าไประเหยเอาสารละลาย
ออกดว้ยเคร่ืองระเหยแห้งสูญญากาศแบบหมุน แลว้น ามาตรวจสอบดว้ยแผน่ TLC ดงัภาพท่ี 48       
ตารางท่ี 48  

 

 
                                                 A                           B                         C 
 
ภาพที ่ 46 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM 308–311 จ านวน 0.0730 มิลลิกรัม ไดจ้ากการ

สกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 2–10 ก่อนดูด
ซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 

 A  :  แสงขาว    B  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี254 นาโนเมตร   
C  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
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A                           B 

ภาพที ่ 47  PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM 308–311 จ านวน 0.0730 มิลลิกรัม ไดจ้ากการ
สกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10 หลงัดูด
ซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั  PLC 
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A, B  คือ CH2Cl2 : MeOH  (85 : 15) มิลลิลิตร    

     A : ส่องดูภายใต ้ยวูี 254 นาโนเมตร   B : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
 

  
                                                                    A–1           B–1                       
 
ภาพที ่ 48  TLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM 308–311 จ านวน 0.0730 มิลลิกรัม ไดจ้ากการ

สกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10 หลงัดูด
ซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั  Silica gel F254  
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A–1, A–2, B–1, B–2  คือ CH2Cl2 : MeOH  (8.5 : 1.5)     

     A–1 : ส่องดูภายใต ้ยวูี 254 นาโนเมตร        B–1 : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร  
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ตารางที ่ 48  น า้หนักและลกัษณะภายนอกของผลกึผสม ASM  ล าดับที ่308–311 จ านวน  0.730 
มิลลกิรัม ที่แยกได้จากสารสกดัเมทานอลจ านวน 169.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมา 
โทรกราฟี และแยกต่อด้วยวธีิ PLC 

ผลกึของสารสกดั น า้หนัก (กรัม) 
ร้อยละของสารสกดั 
(% Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

F (308–311) เร่ิมตน้ 0.0050 6.84 เหลือง 

F 1  (308–311) 0.0240 57.53 ขาว 

F 2 (308–311) 0.0430 58.90 ขาว 

รวม 0.0720   

 
จากภาพท่ี 43  พบวา่ ASM F 2 (308–311)  จ านวน 0.0430 มิลลิกรัม เป็นสารท่ีน่าสนในแต่

สารยงัไม่สะสะอาดจึงน าไปแยกต่อดว้ยวิธี PLC โดยใชว้ฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งสารละลายไดครอ
โรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน 80 : 20 มิลลิลิตร ดงัภาพท่ี 49  จากนั้นน ามาตรวจสอบภายใต้
แสงยวูท่ีีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ PLC ดงัภาพท่ี  
50 ผลจากการท า PLC จะไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 6  ส่วน คือ ASM F 2–1 (308–311)  – ASM 
F 2–6 (308–311)  แลว้น ามาตรวจสอบดว้ยแผน่ TLC ดงัภาพท่ี  51 ตารางท่ี  48  ปรากฏวา่จุดท่ี 4 
คือส่วนของสารสกดั ASM F2-4 (308–311) จ  านวน 0.0055 มิลลิกรัม เป็นสารท่ีน่าสนใน จึงน าไป
พิสูจน์เอกลกัษณ์โดยเทคนิค NMR   
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                                                 A                           B                        C 
 
ภาพที ่ 49 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM (308–311)–3 จ านวน 0.0430 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10 ก่อน
ดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 

   A  :  แสงขาว    B  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี254 นาโนเมตร   
C  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 

 

            
      A                      B 

 
ภาพที ่ 50 PLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM (308–311)–3 จ านวน 0.0430 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10     
หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั PLC  
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A, B  คือ CH2Cl2 : MeOH  (85 : 15) มิลลิลิตร    

     A : ส่องดูภายใต ้ยวูี 254 นาโนเมตร       B : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
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                                                   A–1                A–2                B–1                B–2 
 
ภาพที ่ 51  TLC โครมาโตแกรม ของผลึกผสม ASM (308–311)–3 จ านวน 0.0430 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกดว้ยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 10      
หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั  Silica gel F254  
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A–1, A–2, B–1, B–2  คือ CH2Cl2 : MeOH  (8.5 : 1.5)     

     A–1, A–2  : ส่องดูภายใต ้ยวู ี254 นาโนเมตร   
                B–1,  B–2  : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
 

 

ตารางที่  49  น า้หนักและลกัษณะภายนอกของผลกึผสม F 2  (308–311) จ านวน 0.0430 มิลลกิรัม  
ทีไ่ด้จากการแยกด้วยวธีิ PLC 

ผลกึของสารสกดั น า้หนัก (กรัม) 
ร้อยละของสารสกดั 
(% Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

F (308–311) เร่ิมตน้ 0.0044 10.23 เหลือง 
F 2–1  (308–311) 0.0043 10.00 ขาว 
F 2–2 (308–311) 0.0034 5.58 ขาว 
F 2–3 (308–311) 0.0023 3.02 ขาว 
F 2–4 (308–311) 0.0055 12.79 ขาว 
F 2–5 (308–311) 0.0023 5.34 ขาว 
F 2–6 (308–311) 0.0027 6.27 ขาว 
รวม 0.0249   
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 ผลกึ ASM ล าดับที ่334–2 
ผลึก ASM ล าดบัท่ี 334–2 จ  านวน  0.0512 มิลลิกรัม ท่ีไดก้ารสกดัแยกดว้ยวิธีคอลมัน์โคร

มาโทกราฟีดังวิธีข้างต้น มีลักษณะเป็นผลึกรูปเข็มสีขาว แยกได้จากใบกษฤณาจ านวน 10.50  
กิโลกรัม  ซ่ึงอยูใ่นส่วนของสารสกดัล าดบัท่ี ASM 11 โดยอยูใ่นช่วงวฏัภาคเคล่ือนท่ีร้อยละ 80 ของ
สารละลายไดคลอโรมีเทน กบัร้อยละ 20 ของสารละลายเมทานอล วฏัภาคเคล่ือนท่ีในช่วงน้ีใช้
สารละลายทั้งหมด 5100 มิลลิลิตร แบ่งเป็นสารละลายไดคลอโรมีเทนจ านวน 4080 มิลลิลิตร และ
เมทานอล 1020 มิลลิลิตร ผลึก ASM ล าดับท่ี 334–2 อยู่ในช่วงวฏัภาคเคล่ือนร้อยละ 80 ของ
สารละลายไดคลอโรมีเทน กบัร้อยละ 20 ของสารละลายเมทานอล จากนั้นจึงน าผลึก ASM ล าดบัท่ี 
334–2 น ามาตรวจสอบภายใตแ้สงยวูีท่ีความยาวคล่ือน 254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบ
ท่ีปรากฏบนแผน่ TLC และค่า Rf เพื่อรวมผลึกของสารสกดัมาท าการแยกต่อเพื่อให้ไดส้ารบริสุทธ์ิ
โดยใช้วิธี PLC โดยท าการหาวฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารระหว่างสารละลายไดคลอโรมีเทน : เม
ทานอล ในอตัราส่วน 8.5 : 1.5 บนแผน่ TLC จากนั้นน าผลึก ASM ล าดบัท่ี 334–2 มาละลายดว้ย
สารละลายเมทานอล เพียงเล็กนอ้ย แลว้น ามาโหลดสารลงในแผน่ PLC ท่ีเตรียมไว ้ดงัภาพท่ี  52  
รอจนสารละลายแห้งพอประมาณจึงน าแผ่น PLC ใส่ลงไปในแทง้ก์ท่ีมีอตัราส่วนของวฏัภาค
เคล่ือนท่ีระหวา่งสารละลายไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน 85 : 15 มิลลิลิตร จากนั้น
น ามาตรวจสอบภายใตแ้สงยูวีท่ีความยาวคล่ือน 254 และ 365 นาโนเมตร แล้วพิจารณาแถบท่ี
ปรากฏบนแผน่ PLC ดงัภาพท่ี  53  ผลจากการท า PLC จะไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 3 ส่วน คือ 
ASM F 1 (334–2) – ASM F 3 (334–2) และขดูแต่ละส่วนออกมาแลว้ละลายดว้ยสารละลายเมทา
นอล 100 มิลลิลิตร กรองแลว้น าไประเหยเอาสารละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยแห้งสูญญากาศแบบ
หมุน แลว้น ามาตรวจสอบดว้ยแผน่ TLC ดงัภาพท่ี  54  ตารางท่ี  49  ปรากฏวา่จุดท่ี 2 คือส่วนของ
สารสกดั ASM F 2 (334–2) จ านวน 0.0168 มิลลิกรัม เป็นสารท่ีน่าสนใจ จึงน าไปพิสูจน์เอกลกัษณ์
โดยเทคนิค NMR   
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                                             A                             B                                C 
ภาพที ่ 52  PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน  0.0512 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 11 ก่อน
ดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 

 A  :  แสงขาว    B  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี254 นาโนเมตร   
C  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 

 

 
   A                                  B 

 
ภาพที ่ 53  PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน  0.0512 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 11 หลงั
ดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั  PLC 
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A, B  คือ CH2Cl2 : MeOH  (85 : 15) มิลลิลิตร    

     A : ส่องดูภายใต ้ยวูี 254 นาโนเมตร     B : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
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                                                                        A–1              B–1                       
 
ภาพที ่ 54  TLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน  0.0512 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 11  หลงั
ดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั  Silica gel F254  
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A–1, A–2, B–1, B–2  คือ CH2Cl2 : MeOH  (8.5 : 1.5)     

     A–1 : ส่องดูภายใต ้ยวูี 254 นาโนเมตร  B–1 : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 

 

ตารางที ่ 50  น า้หนักและลกัษณะภายนอกของผลกึผสม ASM  ล าดับที ่334–2  จ านวน  0.0512 
มิลลกิรัม ที่แยกได้จากสารสกดัเมทาอนล จ านวน 169.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมา
โทรกราฟี และแยกต่อด้วยวธีิ PLC 

ผลกึของสารสกดั น า้หนัก (กรัม) 
ร้อยละของสารสกดั 
(% Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

F (334–2) เร่ิมตน้ 0.0180 35.15 เหลือง 

F 1  (334–2) 0.0136 26.56 ขาว 

F 2 (334–2) 0.0168 32.81 ขาว 

F 3 (334–2) 0.0025 4.88 ขาว 

รวม 0.0509   
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จากการแยกสารด้วยวิธี PLC ในคร้ังแรกของ ผลึก ASM ล าดบัท่ี 334–2 เร่ิมตน้ จ านวน 
0.0180 มิลลิกรัม ในส่วนเร่ิมตน้หลงัจากละลายสารออกมาแลว้ ปรากฎวา่สารเกิดผลึกรูปเข็มสีขาว
ข้ึนอีกคร้ัง จึงน าสารมาท าการแยกต่อเพื่อให้ได้สารบริสุทธ์ิโดยใช้วิธี PLCโดยท าการหาวฏัภาค
เคล่ือนท่ีของสารระหวา่งสารละลายไดคลอโรมีเทน : เมทานอล ในอตัราส่วน 8.5 : 1.5 บนแผ่น 
TLC จากนั้นน าผลึก ASM ล าดบัท่ี 334–2 มาละลายดว้ยสารละลายเมทานอล เพียงเล็กนอ้ย แลว้
น ามาโหลดสารลงในแผน่ PLC ท่ีเตรียมไว ้ดงัภาพท่ี  55  รอจนสารละลายแห้งพอประมาณจึงน า
แผน่ PLC ใส่ลงไปในแทง้ก์ท่ีมีอตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหวา่งสารละลายไดคลอโรมีเทน : 
เมทานอล ในอตัราส่วน 85 : 15 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาตรวจสอบภายใตแ้สงยวูีท่ีความยาวคล่ือน 
254 และ 365 นาโนเมตร แลว้พิจารณาแถบท่ีปรากฏบนแผน่ PLC ดงัภาพท่ี  56 ผลจากการท า PLC 
จะไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 4 ส่วน คือ ASM F 1 (334–2) เร่ิมตน้ – ASM F 2 (334–2) เร่ิมตน้ 
และขดูแต่ละส่วนออกมาแลว้ละลายดว้ยสารละลายเมทานอล 100 มิลลิลิตร กรองแลว้น าไประเหย
เอาสารละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยแห้งสูญญากาศแบบหมุน  แลว้น ามาตรวจสอบดว้ยแผ่น TLC 
ดงัภาพท่ี  57  ตารางท่ี  51  จากภาพท่ี  57  ปรากฏวา่จุดท่ี 4 คือส่วนของสารสกดั ASM F 4 (334–2)
เร่ิมตน้ จ านวน 0.0052 มิลลิกรัม เป็นสารท่ีน่าสนใจ จึงน าไปพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยเทคนิค NMR   

 
  

 
                                             A                              B                             C 
ภาพที ่ 55  PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน 0.0180 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 11     
ก่อนดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 

 A  :  แสงขาว    B  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี254 นาโนเมตร   
C  :  ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
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A                           B 

 
ภาพที ่ 56  PLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน 0.0180 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM 11   หลงั
ดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั  PLC 
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A, B  คือ CH2Cl2 : MeOH  (85 : 15) มิลลิลิตร    

     A : ส่องดูภายใต ้ยวูี 254 นาโนเมตร     B : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร 
 
 

 
                                                        A–1           A–2            B–1            B–2                     
 
ภาพที ่ 57  TLC โครมาโตแกรม ของผลึก ASM  ล าดบัท่ี 334–2 จ านวน 0.0180 มิลลิกรัม ไดจ้าก

การสกดัแยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนของสารสกดัส่วนท่ี ASM  11     
หลงัดูดซบัวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ตวัดูดซบั  Silica gel F254  
วฏัภาคเคล่ือนท่ี  A–1, A–2, B–1, B–2  คือ CH2Cl2 : MeOH  (8.2 : 1.8)     

     A–1 : ส่องดูภายใต ้ยวูี 254 นาโนเมตร  B–1 : ส่องดูภายใต ้ยวู ี365 นาโนเมตร  
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ตารางที่  51 น า้หนักและลกัษณะภายนอกของผลึกผสม ASM F (334–2) เร่ิมต้น จ านวน  0.0180
มิลลกิรัม ที่แยกได้จากสารสกดัเมทาอนล จ านวน 169.58 กรัม โดยวธีิคอลมัน์โครมา 
โทรกราฟี และแยกต่อด้วยวธีิ PLC 

ผลกึของสารสกดั 
น า้หนัก 
(มิลลกิรัม) 

ร้อยละของสารสกดั 
(% Yield) 

ลกัษณะของสารสกดั 

F (334–2) เร่ิมตน้ 0.0025 13.88 เหลือง 
F 1  (334–2) เร่ิมตน้ 0.0057 31.66 รูปเขม็ขาว 
F 2 (334–2) เร่ิมตน้ 0.0025 19.44 ขาว 
F 3 (334–2) เร่ิมตน้ 0.0016 8.88 ขาว 
F 3 (334–2) เร่ิมตน้ 0.0052 28.88 เหลือง 
รวม 0.0175   

 
ผลการทดสอบหาสารฟลาโวนอยด์ (Flavonids)      
 จากการศึกษาการทดสอบหาสารฟลาโวนอยด์ โดยวิธีของAluminum Chloride 
Colorimetric Method  ในผลึกของสารสกัดล าดบัท่ี 319-1 และ 334-2 ท่ีได้จากการแยกโดยวิธี
คอลมัน์โครมาโทรกราฟี จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม พบวา่ให้ผลดงัตารางท่ี 52  จะเห็น
ได้ว่า เม่ิอน าสารในหลอดท่ี 1 และ 2 มาเติมด้วยสารละลายไฮโดรคลอริก เข้มข้น จ านวน 0.5 
มิลลิลิตร เติมแมกนีเซียม จ านวน 1-2 แผน่ ปรากฏวา่สารละลายเกิดการเปล่ียนสีจากขาวขุ่น เป็น สี
เหลืองใส ดงัภาพท่ี 57 และ 58 จากนั้นท าการเติมน ้ ากลัน่ จ  านวน 2 มิลลิลิตร และสารละลาย Octyl 
alcohol จ  านวน 1 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนัแลว้ปล่อยให้เกิดการแยกชั้น พบวา่สารละลายมีการแยก
ชั้นระหวา่งชั้นสารละลาย Octyl alcohol กบัชั้น ้ า ปรากฏวา่ในชั้นของสารละลาย Octyl alcohol ท่ี
อยู่ชั้นบนสุด ให้สีส้ม ในผลึกของสารสกัดล าดับท่ี 319-1 และ 334-2 ท่ีได้จากการแยกโดยวิธี
คอลัมน์โครมาโทรกราฟี จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม ดังภาพท่ี 58 ง  และ  59 ง 
ตามล าดบั 
 
 
 

http://www.scribd.com/doc/12758927/Aluminum-Chloride-Colorimetric-Method
http://www.scribd.com/doc/12758927/Aluminum-Chloride-Colorimetric-Method
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ตารางที่  52 ผลการทดสอบหาสารฟลาโว ในผลกึของสารสกดัล าดับที ่319 และ 334-2 ทีไ่ด้จากการ
แยกโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กโิลกรัม 

ล าดับ 
การเกดิสี 

ช้ัน Octyl alcohol ช้ันน า้ 

ผลึก 319-1 
1 สีส้ม ใส 
2 สีส้ม ใส 

Blank control ขาวขุ่น 

ผลึก 334-2 
1 สีส้ม ใส 
2 สีส้ม ใส 

Blank control ขาวขุ่น 
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ภาพที ่58 ผลการทดสอบหาสารฟลาโว ในผลึกของสารสกดัล าดบัท่ี 319  ท่ีไดจ้ากการแยกโดย      
วธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม 

 

ผลึก 319-1 ท่ีละลายดว้ย 80% ethanol Conc.HCl 0.5 mL+ Mn 1-2แผน่ 

DI 2 mL + Octyl alcohol 1 mL ปล่อยใหแ้ยกชั้น 

 

ก ข 

ค ง 
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ภาพที ่59  ผลการทดสอบหาสารฟลาโว ในผลึกของสารสกดัล าดบัท่ี 334-2  ท่ีไดจ้ากการแยกโดย
วธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม 

 จากภาพท่ี  58 ง  และ  59 ง  ของผลึก 319-1 และ 334-2 ในชั้นของสารละลาย Octyl 
alcohol ท่ีอยูช่ั้นบนสุดให้สีส้มของสารสารละลาย ฉะนั้นจึงสามารถสรุปไดว้า่ผลึกของสารสกดั
ล าดบัท่ี 319-1 และ 334-2 ท่ีสกดัแยกไดจ้ากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัมโดยวธีิคอลมัน์โครมา
โทร กราฟี เป็นสารในกลุ่ม Flavone ชนิด Aglycone  

 

 

ผลึก 334-2 ท่ีละลายดว้ย 80% ethanol Conc.HCl 0.5 mL+ Mn 1-2 แผน่ 

DI 2 mL + Octyl alcohol 1 mL ปล่อยใหแ้ยกชั้น 

 

ก ข 

ค ง 



 

 

บทที่ 5 

สรุปอภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวจิัย  
 จากการศึกษาการแยกสาระส าคญัของสารสกดัจากใบกฤษณาดว้ยวิธีซีเควนเชียล ซ่ึงเป็น
การแยกส่วนสกดัท่ีออกฤทธ์ิตา้นเอนไซมไ์ดเพปทิดีลเพปทิเดสส่ี (DPP–4) โดยวิธีคอลมัน์โครมา
โทรกราฟี ท่ีทดสอบส่วนสกดัออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม์ DPP–4 จากใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria 
crassna pierre ex lecomte  โดยแสดงผลการศึกษาดงัน้ี 
 1. จากการศึกษาการสกดัใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria crassna pierre ex lecomte จ านวน              

3 กิโลกรัม ท่ีสกดัดว้ยวิธีซีเควนเชียล (Sequential extraction) ดว้ยสารละลาย เฮกเซน ไดคลอโร

มีเทน และ เมทานอล ตามล าดบั พบวา่สารสกดัใบกฤษณาในตวัท าละลายเมทานอลให้ร้อยละของ

สารสกัด สูงท่ีสุดคือร้อยละ 5.65 และเม่ือน ามาทดสอบสมบติัการยบัย ั้งเบาหวานด้วยเอนไซม ์

DPP–4 พบวา่ในสารสกดัเมทานอลใหค้่าการยบัย ั้งมากท่ีสุดร้อยละ 19.24  

2. จากการเลือกสารสกดัในส่วนของสารสกดัเมทานอล ท่ีมีสมบติัการยบัย ั้งเบาหวานดว้ย
เอนไซม์ DPP–4 มาท าการศึกษาการแยกสกดัสารดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีเพื่อศึกษาส่วนสกดั
ออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม ์DPP–4 จากใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria crassna pierre ex lecomte พบวา่ 

ส่วนสกดั ASM 4 ถึง ASM 10  ท่ีแยกไดจ้ากใบกฤษณาจ านวน 3.0 กิโลกรัม จากส่วนสกดั
เมทานอล จ านวน 158.48 กรัม จ านวน 0.00121 มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb ซ่ึงใหค้่าการยบัย ั้ง
เอนไซม ์DPP–4  ท่ีร้อยละ 72. 80 เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 ppb 
ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 67.71  

ส่วนสกดั ASM (7-10) 3 ถึง ASM (7-10) 10 จากส่วนสกดัเมทานอล จ านวน 158.48 กรัม 
ในส่วนสกดัผสมล าดบัท่ี ASM 7-10 จ านวน 25.02 กรัม  จ านวน  0.00129 มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 
500 ppb ซ่ึงให้ ค่าการยบัย ั้งเอนไซม์ DPP–4  ท่ีร้อยละ 96.76  เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน 
(Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 ppb ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 67.71  

ส่วนสกดั ASM 2-1 ถึง  ASM 2-7  ท่ีแยกไดจ้ากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม ในส่วน
สกดัเมทานอล จ านวน 169.58 กรัม จ านวน 0.00127 มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb ซ่ึงให้ค่าการ
ยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4  ท่ีร้อยละ 54.14 เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 
ppb ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 67.71  
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ส่วนสกดั ASM 2 (11) 1 ถึง ASM 2 (11) 10 จากส่วนสกดัเมทานอล จ านวน 169.58 กรัม 
ในส่วนสกดัล าดบัท่ี ASM 2-11 จ านวน 35 กรัม จ านวน  0.00121 มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb 
ซ่ึงให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4  ท่ีร้อยละ 77.46 เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความ
เขม้ขน้ 39.90 ppb ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 67.71  

ส่วนสกดั ASM 2 (8) ถึง ASM 2 (8) 7 ท่ีจากส่วนสกดัเมทานอล จ านวน 169.58 กรัม       
ในส่วนสกดัล าดบัท่ี ASM 2-8 จ  านวน 2.50 กรัม จ านวน  0.00121 มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500  
ppb ซ่ึงให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม์ DPP–4  ท่ีร้อยละ 48.81 เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia)       
ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 ppb ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 67.71 และจากการวิเคราะห์ดว้ย
เทคนิคทาง สเปกโทสโกปี NMR พบว่าเป็นสารในกลุ่ม แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ไกลโคไซด ์
(Alkaloid Flavonoid glycosides) 

3. จากการแยกสารสกดัโดยใช้เทคนิค Preparative Thin–layer Chromatography (PLC)  
เพื่อหาสารบริสุทธ์ิมาศึกษาสูตรโครงสร้างของสารโดยอาศยัเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี พบวา่ผลึก
ผสมล าดบัท่ี F 3–2 (301–306), F 2–4 (308–311) และผลึก F 3 (334–2) เม่ือผา่นการตรวจสอบ
เบ้ืองตน้ดว้ยวิธี Thin–layer Chromatography (TLC) พบวา่สารสกดัท่ีไดน่้าจะเป็นสารบริสุทธ์ิและ
เม่ือทดสอบสมบติัการยบัย ั้งเบาหวานดว้ยเอนไซม ์DPP–4 ของผลึกผสมล าดบัท่ี F 3–2 (301–306) 
และผลึก F 3 (334–2) จากส่วนเมทานอล จ านวน 169.58 กรัม ซ่ึงให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4    
ท่ีร้อยละ 21.31 และ 38.46  ตามล าดบั เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 
ppb ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 67.71 จากการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิคทางสเปกโทสโกปี 
NMR พบว่าเป็นสารในกลุ่ม แอลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ไกลโคไซด์ (Alkaloid flavonoid 
glycosides) และผลการทดสอบหาสารฟลาโวนอยด์โดยวิธีของสารอลูมิเนียมคลอไรด์ (Aluminum 
chloride colorimetric method) ของผลึก 319-1 และ 334-2 ในชั้นของสารละลาย Octyl alcohol ท่ีอยู่
ชั้นบนสุดให้สีส้มของสารสารละลาย ฉะนั้นจึงสามารถสรุปไดว้่าผลึกของสารสกดัล าดบัท่ี 319-1 
และ 334-2 ท่ีสกดัแยกได้จากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัมโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทรกราฟี  
เป็นสารในกลุ่ม Flavone ชนิด Aglycone  

 

อภิปรายผลการการวจิัย 
1. จากการศึกษาการสกดัใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria crassna pierre ex lecomte จ านวน 

3 กิโลกรัม ท่ีสกดัดว้ยวิธีซีเควนเชียล (Sequential extraction) ดว้ยสารละลาย เฮกเซน ไดคลอโร
มีเทน และ เมทานอล ตามล าดบั  พบวา่สารสกดัใบกฤษณาในตวัท าละลายเมทานอลให้ร้อยละของ
สารสกดั  สูงท่ีสุดคือร้อยละ 5.65 รองลงมาคือสารสกดัเฮกเซนคือร้อยละ 0.98 และพบวา่สารสกดั 



 145  

ไดคลอโรมีเทนคือร้อยละ 0.25 และเม่ือน ามาทดสอบสมบติัการยบัย ั้งเบาหวานดว้ยเอนไซม ์DPP–4 
พบว่าในสารสกดัเมทานอลให้ค่าการยบัย ั้งมากท่ีสุดร้อยละ 19.24 รองลงมาคือสารสกดัไดคลอโร
มีเทน ท่ีร้อยละ 12.32 และสารสกดัเฮกเซน ท่ีร้อยละ 9.18 ตามล าดบั 

2. จากการเลือกสารสกดัในส่วนของสารสกดัเมทานอล ท่ีมีสมบติัการยบัย ั้งเบาหวานดว้ย
เอนไซม์ DPP–4 มาท าการศึกษาการแยกสกดัสารดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีเพื่อศึกษาส่วนสกดั
ออกฤทธ์ิตา้นเอนไซม ์DPP–4 จากใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria crassna pierre ex lecomte พบวา่ 

ส่วนสกดั ASM 4, ASM 7, ASM 8, ASM 9, ASM 10 ท่ีแยกไดจ้ากใบกฤษณาจ านวน 3.0 
กิโลกรัม จากการแยกในส่วนสกดัเมทานอล จ านวน 158.48 กรัม จ านวน 0.00121, 0.00184, 
0.0157, 0.00122 , 0.00139  มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb ซ่ึงให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4    
ท่ีร้อยละ 72. 80, 12.24, 2.24, 9.36 และ 8.49 เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 
39.90 ppb ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 67.71  

ส่วนสกดั ASM (7-10) 2 ASM (7-10) 3, ASM (7-10) 4, ASM (7-10) 6, ASM (7-10) 6, 
ASM (7-10) 7, ASM (7-10) 9, ASM (7-10) 10 ท่ีไดจ้ากการแยกในส่วนสกดัเมทานอล จ านวน 
158.48 กรัม ในส่วนสกดัผสมล าดบัท่ี ASM 7-10 จ านวน25.02 กรัม  จ านวน  0.0124, 0.00129, 
0.00140, 0.00153, 0.00153, 0.00129, 0.00164 , 0.00159 มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb ซ่ึงให ้
ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4  ท่ีร้อยละ 88.10, 96.76, 89.11, 77.01, 17.35 และ 32.27 ตามล าดบั       
เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 ppb ให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ี
ร้อยละ 67.71  

ส่วนสกดั ASM 2-1, ASM 2-2, ASM 2-3, ASM 2-4, ASM 2-5, ASM 2-6,  ASM 2-7       
ท่ีแยกไดจ้ากใบกฤษณาจ านวน 11.50 กิโลกรัม ในส่วนสกดัเมทานอล จ านวน 169.58 กรัม จ านวน 
0.00112, 0.00134, 0.00157. 0.00131, 0.00127, 0.00163, 0.00152 มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb 
ซ่ึงให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4  ท่ีร้อยละ 27.96, 23.12, 27.96, 31.77, 54.14, 24.11 และ 12.02 
ตามล าดบั เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 ppb ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์
DPP–4 ท่ีร้อยละ 67.71  

ส่วนสกดั ASM 2 (11) 1, ASM 2 (11) 2 , ASM 2 (11) 3, ASM 2 (11) 4, ASM 2 (11) 5, 
ASM 2 (11) 6, ASM 2 (11) 7, ASM 2 (11) 8, ASM 2 (11) 9, ASM 2 (11) 10 ท่ีไดจ้ากการแยกใน
ส่วนสกดัเมทานอล จ านวน 169.58 กรัม ในส่วนสกดัล าดบัท่ี ASM 2-11 จ านวน 35 กรัม จ านวน  
0.00139, 0.00121 , 0.00136, 0.00147, 0.00156, 0.00157, 0.00169, 0.00123, 0.00146, 0.00139 
มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb ซ่ึงให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4  ท่ีร้อยละ 40.26, 77.46, 48.56, 
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52.52, 47.29, 66.96, 60.69, 30.97, 57.13 และ 48.76 ตามล าดบั เม่ือเทียบกบัยาตา้นเบาหวาน 
(Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 ppb ใหค้่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 67.71  

ส่วนสกดั ASM 2 (8) 2, ASM 2 (8) 3, ASM 2 (8) 4, ASM 2 (8) 6, ASM 2 (8) 7 ท่ีไดจ้าก
การแยกในส่วนสกดัเมทานอล จ านวน 169.58 กรัม ในส่วนสกดัล าดบัท่ี ASM 2-8 จ  านวน 2.50 
กรัม จ านวน  0.00121, 0.00125, 0.00132, 0.00142, 0.00127  มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500  ppb ซ่ึง
ให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4  ท่ีร้อยละ 48.81, 41.32, 28.49, 40.68  และ  20.17 เม่ือเทียบกบัยา
ตา้นเบาหวาน (Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 ppb ให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม ์DPP–4 ท่ีร้อยละ 67.71 
และจากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคทาง สเปกโทสโกปี NMR พบว่าเป็นสารในกลุ่ม แอลคาลอยด ์
ฟลาโวนอยดไ์กลโคไซด ์(Alkaloid Flavonoid glycosides) 

3. จากการแยกสารสกดัโดยใช้เทคนิค Preparative Thin–layer Chromatography (PLC)  
เพื่อหาสารบริสุทธ์ิมาศึกษาสูตรโครงสร้างของสารโดยอาศยัเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี พบวา่ผลึก
ผสมล าดบัท่ี F 3–2 (301–306) จ  านวน 0.0276 มิลลิกรัม ผลึกผสมล าดบัท่ี F 2–4 (308–311) จ  านวน 
0.0055 มิลลิกรัม และผลึก F 3 (334–2) เร่ิมตน้ จ านวน 0.0052 มิลลิกรัม เม่ือผา่นการตรวจสอบ
เบ้ืองตน้ดว้ยวิธี Thin–layer Chromatography (TLC) พบวา่สารสกดัท่ีไดน่้าจะเป็นสารบริสุทธ์ิและ
เม่ือทดสอบสมบติัการยบัย ั้งเบาหวานดว้ยเอนไซม ์DPP–4 ของผลึกผสมล าดบัท่ี F 3–2 (301–306) 
จ  านวน 0.00068 มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb ท่ีแยกได้จากใบกฤษณาในส่วนเมทานอล 
จ านวน 169.58 กรัม ซ่ึงให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม์ DPP–4  ท่ีร้อยละ 21.31 และผลึก F 3 (334–2) 
เร่ิมตน้ จ านวน 0.00032 มิลลิกรัม ท่ีความเขม้ขน้ 500 ppb ท่ีแยกไดจ้ากใบกฤษณาในส่วนเมทานอล 
จ านวน 169.58 กรัม ซ่ึงให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม์ DPP–4  ท่ีร้อยละ 38.46  เม่ือเทียบกบัยาตา้น
เบาหวาน (Januvia) ท่ีความเขม้ขน้ 39.90 ppb ให้ค่าการยบัย ั้งเอนไซม์ DPP–4 ท่ีร้อยละ 67.71    
จากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคทางสเปกโทสโกปี NMR พบวา่เป็นสารในกลุ่ม แอลคาลอยด์ ฟลาโว
นอยด์ไกลโคไซด์ (Alkaloid flavonoid glycosides) และผลการทดสอบหาสารฟลาโวนอยด์โดยวิธี
ของสารอลูมิเนียมคลอไรด์ (Aluminum chloride colorimetric method) ของผลึก 319-1 และ 334-2 
ในชั้นของสารละลาย Octyl alcohol ท่ีอยูช่ั้นบนสุดให้สีส้มของสารสารละลาย ฉะนั้นจึงสามารถ
สรุปไดว้่าผลึกของสารสกดัล าดบัท่ี 319-1 และ 334-2 ท่ีสกดัแยกไดจ้ากใบกฤษณาจ านวน 11.50 
กิโลกรัมโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทรกราฟี เป็นสารในกลุ่ม Flavone ชนิด Aglycone  
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ข้อเสนอแนะในการวจิัย 
จากการศึกษาถึงการแยกและสกดัสารในตวัท าละลายต่างๆ เพื่อน ามาวิเคราะห์สมบติัใน

การต้านเบาหวานโดยใช้เอนไซม์ DPP–4 และเลือกสารสกัดเมทานอลท่ีแยกโดยวิธีคอลัมน์                  
โครมาโทกราฟีแต่ละส่วนนั้น สามารถท่ีจะน าไปศึกษาหาองค์ประกอบทางเคมีท่ีออกฤทธ์ิต่อไป
ด้วยเคร่ืองมืออ่ืนๆ อาทิ เช่น NMR, IR และ MS เป็นตน้ เพื่อท าให้ทราบว่าเป็นโครงสร้าง
สารประกอบชนิดใด ซ่ึงจะสามารถน าไปพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์จากกฤษณาต่อไปไดอี้ก เน่ืองจากใน
ประเทศไทยนั้นมีความหลากหลายทางชีวภาพของพืชสมุนไพรหลากหลายชนิด ทั้งยงัมีสมุนไพร
จ านวนมากท่ียงัไม่ไดมี้การศึกษาและวจิยัเพื่อหาสารประกอบเคมีท่ีมีสมบติัต่างๆ อีกมากมาย 
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แผนภาพที ่1 การหมกัสกดัแยกสารจากใบของกฤษณาสายพนัธ์ุ  

Aquilaria crassna pierre ex lecomte 
 
 
 

 

 

ผงของใบกฤษณาสายพนัธ์ุ Aquilaria crassna pierre ex lecomte 

หมกัดว้ยตวัท าละลาย เฮกเซน (C6H14)  ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) และเมทานอล (CH3OH) 

Hau 

สารสกดัเฮกเซน สารสกดัไดคลอโรมีเทน สารสกดัเมทานอล 

ท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ืองระเหยแหง้สุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator  ) 

ท าการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระโดยวธีิ DPPH Assay 

เลือกตวัท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดีท่ีสุดมาท าการแยกส่วน

สกดัของสารต่อโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

สารสกดัหยาบเฮกเซน สารสกดัหยาบไดคลอโรมีเทน สารสกดัหยาบเมทานอล 
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 แผนภาพที ่ 2  การสกดัแยกสารโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนสกดัเมทานอล จ านวน 158.480 กรัม  

 

ท าการทดสอบสารท่ีมีสารกลุ่มแอลคาลอยดเ์ป็นองคป์ระกอบโดยวธีิการสเปร์ย Dragentdroff”s reagents 

น าสารสกดัของแต่ละส่วนของสารสกดัไปทดสอบฤทธ์ิการตา้นเบาหวานดว้ยเอน็ไซม ์DPP-4 

สารสกดัหยาบเมทานอล  

วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (0 : 100 – 100 : 0) 

ผา่นการทดสอบเบ้ืองตน้โดยวธีิ ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟ ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 12 ส่วน 

ASM 1 ASM 2 ASM 3 ASM 4 ASM 5 ASM 6 ASM 7 ASM 8 ASM 9 ASM 10 ASM 11 ASM 12 
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แผนภาพที ่ 3  การสกดัแยกสารโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนสกดัท่ี  จ  านวน 25.0 กรัม 

วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : แอทิล แอซิเทต: เมทานอล (45 : 50 : 5 – 0 : 0 : 100) 

ผา่นการทดสอบเบ้ืองตน้โดยวธีิ ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟ ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 11 ส่วน 

ASM 
(7-10) 1 

สารสกดัหยาบเมทานอล  

ASM 
(7-10) 2 

ASM 
(7-10) 3 

ASM 
(7-10) 4 

ASM 
(7-10) 5 

ASM 
(7-10) 6 

ASM 
(7-10) 7 

ASM 
(7-10) 8 

ASM 
(7-10) 9 

ASM 
(7-10) 

10 

ASM 
(7-10) 

11 

ท าการทดสอบสารท่ีมีสารกลุ่มแอลคาลอยดเ์ป็นองคป์ระกอบโดยวธีิการสเปร์ย Dragentdroff”s reagents 

น าสารสกดัของแต่ละส่วนของสารสกดัไปทดสอบฤทธ์ิการตา้นเบาหวานดว้ยเอน็ไซม ์DPP-4 
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แผนภาพที ่4  การสกดัแยกสารโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนสกดัท่ี  ASM (7-10) 5  จ  านวน 0.9420 กรัม 

 
 

วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (100 : 0 - 0 : 100) 

ผา่นการทดสอบเบ้ืองตน้โดยวธีิ ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟ ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 11 ส่วน 

ASM  
(7-10) 5-1 

สารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 5 

ASM  
(7-10) 5-2 

ASM  
(7-10) 5-3 

ASM  
(7-10) 5-4 

ASM  
(7-10) 5-5 

ASM  
(7-10) 5-6 

ASM  
(7-10) 5-7 

ASM  
(7-10) 5-8 

ASM  
(7-10) 5-9 

ASM  
(7-10) 5-10 

ASM  
(7-10) 5-11 
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แผนภาพที ่ 5  การสกดัแยกสารโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนสกดัท่ี  ASM (7-10) 6  จ านวน 3.0590 กรัม 

 

วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (100 : 0 - 0 : 100) 

ผา่นการทดสอบเบ้ืองตน้โดยวธีิ ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟ ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 8 ส่วน 

สารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 6 

6 

ASM  
(7-10) 6-1 

ASM  
(7-10) 6-2 

ASM  
(7-10) 6-3 

ASM  
(7-10) 6-4 

ASM  
(7-10) 6-5 

ASM  
(7-10) 6-6 

ASM  
(7-10) 6-7 

ASM  
(7-10) 6-8 
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แผนภาพท่ี  6  การสกดัแยกสารโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนสกดัท่ี  ASM (7-10) 7  จ  านวน 3.0590 กรัม 

 
   

วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (100 : 0 - 0 : 100) 

ผา่นการทดสอบเบ้ืองตน้โดยวธีิ ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟ ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 8 ส่วน 

สารสกดัส่วนท่ี ASM (7–10) 7  

ASM  
(7-10) 7-3 

ASM  
(7-10) 7-4 

ASM  
(7-10) 7-5 

ASM  
(7-10) 7-6 

ASM  
(7-10) 7-7 

ASM  
(7-10) 7-8 

ASM  
(7-10) 7-2 

ASM  
(7-10) 7-1 

ASM  
(7-10) 7-9 

ASM  
(7-10) 7-10 
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แผนภาพที ่ 7  การสกดัแยกสารโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนสกดัเมทานอล จ านวน 169. 580 กรัม 

 

สารสกดัหยาบเมทานอล 

วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (0 : 100 – 100 : 0) 

ผา่นการทดสอบเบ้ืองตน้โดยวธีิ ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟ ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 12 ส่วน 

ASM    

1 

ASM    

2 

ASM   

3 

ASM   

4 

ASM   

5 

ASM   

6 

ASM    

7 

ASM   

8 

ASM      

9 

ASM     

10 

ASM      

11 

ASM       

12 

ท าการทดสอบสารท่ีมีสารกลุ่มแอลคาลอยดเ์ป็นองคป์ระกอบโดยวธีิการสเปร์ย Dragentdroff”s reagents 

น าสารสกดัของแต่ละส่วนของสารสกดัไปทดสอบฤทธ์ิการตา้นเบาหวานดว้ยเอน็ไซม ์DPP-4 
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แผนภาพที ่  8  การสกดัแยกสารโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนสกดัส่วนท่ี ASM 2-11 จ  านวน 35 กรัม 

วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (0 : 100 – 100 : 

0) 

ผา่นการทดสอบเบ้ืองตน้โดยวธีิ ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟ ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 12 ส่วน 

ASM     
(11) 1 

ASM   
(11) 2 

ASM    
(11) 3 

ASM   
(11) 4 

ASM    
(11) 5 

ASM    
(11) 6 

ASM     
(11) 7 

ASM    
(11) 8 

ASM    
(11) 9 

ASM       
(11) 10 

ASM     
(11) 11 

ASM     
(11) 12 

12 

ท าการทดสอบสารท่ีมีสารกลุ่มแอลคาลอยดเ์ป็นองคป์ระกอบโดยวธีิการสเปร์ย Dragentdroff”s reagents 

น าสารสกดัของแต่ละส่วนของสารสกดัไปทดสอบฤทธ์ิการตา้นเบาหวานดว้ยเอน็ไซม ์DPP-4 

สารสกดัส่วนท่ี 11 
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แผนภาพที ่ 9  การสกดัแยกสารโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนสกดัส่วนท่ี ASM 2-5 จ  านวน 19.7800 กรัม 

 
 

วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (0 : 100 – 100 : 0) 

ผา่นการทดสอบเบ้ืองตน้โดยวธีิ ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟ ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 19 ส่วน 

ASM    
(5) 1 

ASM   
(5) 2 

ASM   
(5) 3 

ASM   
(5) 4 

ASM   
(5) 5 

ASM    
(5) 6 

ASM   
(5) 7 

ASM   
(5) 8 

ASM      
(5) 9 

ASM    
(5) 10 

สารสกดัส่วนท่ี  5 
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แผนภาพที ่  9  (ต่อ) การสกดัแยกสารโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนสกดัส่วนท่ี ASM 5 จ  านวน 19.7800 กรัม 

 
 

ผา่นการทดสอบเบ้ืองตน้โดยวธีิ ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟ ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 19 ส่วน 

ASM    
(5) 11 

ASM   
(5) 12 

ASM   
(5) 13 

ASM   
(5) 14 

ASM   
(5) 15 

ASM    
(5) 16 

ASM   
(5) 17 

ASM   
(5) 18 

ASM      
(5) 19 

วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (0 : 100 – 100 : 0) 

สารสกดัส่วนท่ี  5 
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แผนภาพที ่  10  การสกดัแยกสารโดยวธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟีในส่วนสกดัส่วนท่ี ASM  9  จ  านวน 7.9600 กรัม 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (0 : 100 – 100 : 0) 

วธีิคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

ผา่นการทดสอบเบ้ืองตน้โดยวธีิ ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟ ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 12 ส่วน 

ASM     
(9) 1 

ASM    
(9) 2 

ASM   
(9) 3 

ASM   
(9) 4 

ASM   
(9) 5 

ASM   
(9) 6 

ASM    
(9) 7 

ASM   
(9) 8 

ASM   
(9) 9 

ASM      
(9) 10 

ASM    
(9) 11 

ASM    
(9) 12 

12 

สารสกดัส่วนท่ี 9 



 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก  ข 
การแยกสารโดยวิธี PLC 



 

 
 
 
 
 

                                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภาพที ่ 11  การแยกสารโดยวธีิ PLC ของผลึกผสมล าดบัท่ี ASM 301-306 จ  านวน 0.1313 มิลลิกรัม 
 

ผลึกผสม ASM 301-306  จากสารสกดัจ านวน 169.580 กรัม 

แยกสารดว้ยวธีิ Preparative Thin-layer Chromatography (PLC) 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (82 : 18) มิลลิลิตร 

ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 4  ส่วน 

F1 (301-306)  

0.0086 mg 

F2 (301-306)  

0.0074 mg 

F3 (301-306)  

0.0759 mg 

 

F4 (301-306)  

0.0046 mg  

 

แยกต่อดว้ยวธีิ PLC 

สรัล
ลัก
ษณ์  
เพ็เง
หมื
อน 

137 

สรัล
ลัก
ษณ์  
เพ็เง
หมื
อน 

137 

สรัล
ลัก
ษณ์  
เพ็เง
หมื
อน 

สรัล
ลัก
ษณ์  
เพ็เง
หมื
อน 



 

 
 
 
 
 

                                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

แผนภาพที ่ 12  การแยกสารโดยวธีิ PLC ของผลึกผสมล าดบัท่ี ASM F3 (301-306) จ านวน 0.0759 มิลลิกรัม 

ผลึกผสม ASM F3 (301-306)  

จากสารสก าจ านวน 169.580 

กรัม แยกสารดว้ยวธีิ Preparative Thin-layer Chromatography (PLC) 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสาร ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (82 : 15) มิลลิลิตร 

ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 4  ส่วน 

F3-1 (301-306)   

0.0130 mg 

F3-2 (301-306)   

0.0276 mg 

F3-3 (301-306)    

0.0152 mg 

 

F3-4 (301-306)  

0.0036 mg  

 

พิสูจน์เอกลกัษณ์ NMR  

 



 
 
 
 
 
 

                                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

แผนภาพที ่ 13  การแยกสารโดยวธีิ PLC ของผลึกผสมล าดบัท่ี ASM 308-311  จ านวน 0.0759 มิลลิกรัม 
 

ผลึกผสม ASM 308-311  จากสารสกดัจ านวน 169.580 กรัม 

ท าการแยกสารดว้ยวธีิ Preparative Thin-layer Chromatography (PLC) 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารเป็น ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (85 : 15) มิลลิลิตร 

ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 4  ส่วน 

F1 (308-311)  

0.0240 mg 

F 2 (308-311)  

0.0430 mg 

 

แยกต่อด้วยวิธี PLC  



                                                                                           

 
 
 
 
 

                                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

แผนภาพที ่ 13 การแยกสารโดยวธีิ PLC ของผลึกผสมล าดบัท่ี ASM F2 (308-311) จ านวน 0.0430 มิลลิกรัม 

ผลึกผสม ASM F 2 (308-311)  

0.0430 mg 

จ านวน 0.0512  มิลลิกรัม 
ท าการแยกสารดว้ยวธีิ Preparative Thin-layer Chromatography (PLC) 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารเป็น ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (85 : 15) มิลลิลิตร 

ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 6  ส่วน 

F 2-1 (308-311)  

0.0043 mg 

F 2-3 (308-311)  

0.0013 mg 

F 2-5 (308-311)  

0.0023 mg 

 

พิสูจน์เอกลกัษณ์ NMR  

F 2-2 (308-311)  

0.0024 mg 

 

 F 2-6 (308-311)  

0.0027 mg 

 

F 2-4 (308-311)  

0.0055 mg 

 



 
 
 
 
 
 

                                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

แผนภาพที ่ 14 การแยกสารโดยวธีิ PLC ของผลึกล าดบัท่ี ASM 334-2 จ านวน 0.0512 มิลลิกรัม 

ผลึก ASM 334-2  จากสารสกดัจ านวน 169.580 กรัม 

ท าการแยกสารดว้ยวธีิ Preparative Thin-layer Chromatography (PLC) 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารเป็น ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (85 : 15) มิลลิลิตร 

ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 3  ส่วน 

F1 (334-2)  

0.0136 mg 

F 2 (334-2)  

0.0025 mg 

 

พิสูจน์เอกลักษณ์ NMR 

F 2 (334-2)  

0.0168 mg 

 



 
 
 
 
 
 

                                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภาพที ่ 15 การแยกสารโดยวธีิ PLC ของผลึกล าดบัท่ี ASM 334-2 เร่ิมตน้ จ านวน 0.0180 มิลลิกรัม 
 

ผลึก ASM 334-2  เร่ิมตน้  

ท าการแยกสารดว้ยวธีิ Preparative Thin-layer Chromatography (PLC) 

วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารเป็น ไดคลอโรมีเทน : เมทานอล (85 : 18) มิลลิลิตร 

ไดส่้วนของสารสกดัทั้งหมด 4  ส่วน 

F1 (334-2) 
 เริ่มต้น 

mg 

F 2 (334-2) 
 เริ่มต้น 

mg 
 

พิสูจน์เอกลกัษณ์ NMR 

F 2 (334-2)  
เริ่มต้น 
mg 

 

F 2 (334-2)  
เริ่มต้น 
mg 
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ภาคผนวก  ค 
การทดสอบสมบติัในการตา้นเอน็ไซม ์DPP-4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 

 
 

     173 
 

ล าดับการเติมสารสกดัส่วนต่างๆ และสารทีใ่ช้ในการทดสอบสมบัติในการต้านเอน็ไซม์ DPP-4 
 
1. การเติมสารสกดัส่วนต่างๆ  ยาตา้นเบาหวาน และร้อยละ 10 DMSO ใน 96 Well plate  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B             

C             

D             

E             

F             

G             

H             

 

หมายเหตุ สารสกดัส่วนต่างๆ  

ยาตา้นเบาหวาน (Januvia) 

ร้อยละ 10  DMSO  

 

2. การเติมสารละลาย Tris-HCl buffer ตามปริมาตรท่ีก าหนด ดงัตารางท่ี 1 

ตารางที ่1 ปริมาตรของสารละลาย Tris-HCl buffer ทีเ่ติมลงใน96 Well plate  

Sample type 
Tris-buffer 

ร้อยละ 10 DMSO in Tris-
buffer 

Tris-buffer 

Buffer 
(ไมโครลิตร) 

Enzyme 
(ไมโครลิตร) 

Inhibitor 
 (ไมโครลิตร) 

10% DMSO 
(ไมโครลิตร) 

Substrate 
(ไมโครลิตร) 

1.Control system 25 15 - 10 50 
2. Blank system  40 - - 10 50 
3. Sample  25 15 10 - 50 
4. Blank sample  40 - 10 - 50 
5. Januvia  25 15 10 - 50 
6. Blank Januvia  40 - 10 - 50 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A               

B               

C               

D               

E               

F               

G               

H               

 

หมายเหตุ สารสะลาย Tris-buffer 25  ไมโครลิตร 

สารสะลาย Tris-buffer 40  ไมโครลิตร 

ยาตา้นเบาหวาน 

ร้อยละ10  DMSO control  

 
3. การเติมเอนไซม ์DPP-4 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B             

C             

D             

E  

F 

G 

H 

 

หมายเหตุ เอนไซม ์DPP-4  15 ไมโครลิตร  

ไม่เติมเอน็ไซม ์DPP-4 

  

4. น าไปบ่ม ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้น ามาเติม Substrate ในปริมาตร 

50 ไมโครลิตร จนครบทุกช่องใน 96 Well plate  

NO  enzyme DPP-4 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B             

C             

D             

E             

F             

G             

H             

หมายเหตุ เติม Substrate  50 ไมโครลิตร  

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  ง 
การเตรียมสารละลาย 
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การเตรียมสารละลาย Dragendorff’s reagent 

สารละลาย Dragendorff’s reagent เป็นสารท่ีใช้ทดสอบเพื่อหากลุ่มสารแอลคาลอยด ์

โดยสารกลุ่มแอลคาลอยด์เป็นสารอินทรียท่ี์มีลกัษณะโดยรวมคือส่วนใหญ่มีสมบติัเป็นเบสและมี

ไนโตรเจน (Nitrogen) อยู่ในโมเลกุล มีรสขม ไม่ละลายน ้ า แต่ละลายไดดี้ในตวัท าละลายอินทรีย ์

(Organic solvent) เม่ือท าการทดสอบกบัสารท่ีเราตอ้งศึกษาโดยการพ่นลงแผน่ TLC พบวา่สารท่ีมี

กลุ่มสารแอลคาลอยดเ์ป็นองคป์ระกอบจะมีสีส้มปรากฏบนแผน่ท่ี TLC  

การเตรียมสารละลาย A 

ชัง่สารบิสมทั ไนเตรท (Bismuth nitrate, Bi(NO3)3)   จ  านวน  0.85  กรัม ละลายดว้ยน ้ า

กลัน่จ  านวน 40 มิลลิลิตร แลว้เติมสารละลายกรด แอซิติก (Acetic acid, CH3COOH) จ  านวน 10 

มิลลิลิตร 

การเตรียมสารละลาย B  

 ชัง่สารโพแทสเซียมไอโอไดด์ (Potassium iodide, KI) จ  านวน 16 กรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ 

จ  านวน 40 มิลลิลิตร 

การผสมสารละลาย A และ B  

 น าสารละลาย A และ B มาอยา่งละเท่าๆ กนั ผสมให้เขา้กนั จากนั้นจึงปิเปตต ์สารละลาย

มา 10 มิลลิลิตร แลว้เติมสารละลายกรด แอซิติก จ านวน 20 มิลลิลิตร และเติมน ้ ากลัน่จ  านวน 100 

มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1366&bih=581&sa=X&ei=fwRQUIO3OM2wiQetgIGoBA&ved=0CBsQBSgA&q=%E0%B8%9A%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%97+%E0%B9%84%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%97&spell=1


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  ง 
การทดสอบหาสารฟลาโวนอยด ์
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ผลึกของสารสกดั ASM ล าดบัท่ี  311 และ  334-2 

 

 

ละลายใน 80% ethanol จ านวน 10 มิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แบ่งสารละลายออกป็น  

อยา่งละ 3 หลอด 

ผลึก 319-1 ผลึก 334-2 

      

1 2 3 1 2 3 

Blank control Blank control 

เติม Conc. HCl 0.5 mL  +  Mn 1-2 แผน่ เติม Conc. HCl 0.5 mL  +  Mn 1-2 แผน่ 

เติม DI 2 mL + Octyl alcohol  1 mL เติม DI 2 mL + Octyl alcohol  1 mL 

 

เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้ตั้งทิ้งไว ้สังเกตการแยก

ชั้นและสีของ Octyl alcohol กบั ชั้นน ้า 

สงัเกตส ี สังเกตสี 

เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้ตั้งทิ้งไว ้สังเกตการ

แยกชั้นและสีของ Octyl alcohol  กบั ชั้น

น ้า 
การสังเกตสี 

- สีส้ม ถึง สีแดง   Flavone 
- สีแดง ถึง สีแดงเลือดนก  Flavanol 
- สีแดงเลือดคน ถึง แดงม่วง Flavanone  
- Chalcone, aurone   ไม่ให้สีกับวิธีการทดสอบ 
 

การสังเกตสีในช้ัน Octyl alcohol และช้ันน า้ 

- ถา้เป็น aglycone จะใหช้ั้น Octyl alcohol 

- ถา้เป็น glycoside จะห้ีในชั้นน ้า 



 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  ฉ 
การตรวจสอบเอกลกัษณ์ทางสเปคโทรสโกปี 
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[พิมพ์ค ำอ้ำงอิงจำกเอกสำร หรือบทสรุป

ของจดุที่นำ่สนใจ คณุสำมำรถจดั

ต ำแหนง่กลอ่งข้อควำมได้ทกุทีใ่น

เอกสำร ให้ใช้แท็บ 'เคร่ืองมือกลอ่ง

ข้อควำม' เพื่อเปลีย่นแปลงกำร

จดัรูปแบบของกลอ่งข้อควำมของค ำ

อ้ำงองิที่ดงึมำ] 
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 [พิมพ์ค ำอ้ำงอิงจำกเอกสำร หรือบทสรุป

ของจดุที่นำ่สนใจ คณุสำมำรถจดั

ต ำแหนง่กลอ่งข้อควำมได้ทกุทีใ่น

เอกสำร ให้ใช้แท็บ 'เคร่ืองมือกลอ่ง

ข้อควำม' เพื่อเปลีย่นแปลงกำร

จดัรูปแบบของกลอ่งข้อควำมของค ำ

อ้ำงองิที่ดงึมำ] 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  ช 
หนงัสือตอบรับบทความ 
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ประวตัผู้ิท าวจิยั 
 
ช่ือ   สรัลลกัษณ์  เพง็เหมือน  
เกดิเมื่อ   18 พฤศจิกายน 2529 
ทีอ่ยู่   85/1 หมู่ 6 ต  าบลบุ่งคลา้  อ าเภอเมือง จงัหวดัชยัภูมิ  36000 
ประวตัิการศึกษา   
ปัจุบนั  ก าลงัศึกษาอยูใ่นระดบัปริญญามหาบณัฑิต สาขาเคมี มหาวทิยาลยัราชภฏับา้น

สมเด็จเจา้พระยา 
2557 - 2559 ประกาศนียบตัรวชิาชีพครู มหาวทิยาลยัสวนดุสิต 
2548 - 2552 ระดบัปริญาตรี สาขาเคมีอุตสาหกรร มหาวทิยาลยัราชภฏับา้นสมเด็จเจา้พระยา 
ประสบการณ์   
ปัจจุบนั  ครูโรงเรียนปัญจดี  จ.ชยัภูมิ ต าแหน่ง ครูผูส้อน  ธุรการ ฝ่ายทะเบียนและวดัผล 
2555 – 2558 อาจารยป์ระจ าวทิยาลยัเทคโลยพีณิชยการสุโขทยั จ.กรุงเทพมหานคร 
กจิกรรมทางวชิาการ 
2557 ไดรั้บรางวลัท่ีปรึกษาโปรเจคดีเด่น โครงการประกวดส่ิงประดิษฐ์ ปตท. ประจ าปี 

2557  
2557 น านักเรียนในท่ีปรึกษาเข้าร่วมกิจกรรม โครงการประกวดส่ิงประดิษฐ์ ปตท. 

ประจ าปี 2557  
 ชิงถว้ยพระราชทานสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี ไดร้างวลั

รองชนะเลิศระดบัอาชีวศึกษา 2557  
เข้า ร่วมอบรมการคิดวิ เคราะห์และการแก้ไขปัญหาทางคณิตศาสตร์และ
วิ ท ย า ศ าส ต ร์  ข อ งส า นั ก ง า นคณะก ร ร มก า ร ส่ ง เ ส ริ ม อ า ชี ว เ อ ก ชน 
กระทรวงศึกษาธิการ 

2556 เขา้ร่วมกิจกรรมประกวดส่ือการสอนทกัษะวิชาชีพอาชีวศึกษาเอกชนคร้ังท่ี 28 
ประจ าปีการศึกษา 2556 ท่ีวทิยาลยัหมู่บา้นครู 

2555  ผา่นการฝึกอบรมณ์ ระบบบริหารคุณภาพ มาตรฐาน ISO 9001 และ ระบบบริหาร
จดัการส่ิงแวดลอ้ม ISO 14001 

2553  ผลงานวชิาการ เร่ือง Photocatalytic decolorization of dyes for nano-structures of 
titanium dioxide (TiO2) films 


