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คำนำ 

 
 รายงานการว ิจ ัย เร ื ่อง การศึกษาองค4ประกอบทางเคมีจากชันของชันโรงขนเงิน 

Tetragonula pagdeni มีวัตถุประสงค4 เพื ่อศึกษาองค4ประกอบทางเคมีในชันของชันโรงขนเงิน 

Tetragonula pagdeni โดยใชEวิธีทาง chromatography สกัดและแยกสารรวมถึงคEนหาโครงสรEาง

ทางเคมีของสารบริสุทธิ์ที่แยกไดE เพื่อใชEเปVนขEอมูลในการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพ และเพื่อพัฒนาไปสู[

การนำไปใชEเปVนยารักษาโรคต[อไป นอกจากนี้ยังเปVนการส[งเสริมการใชEประโยชน4และเพิ่มมูลค[าใหEกับ

ชันของชันโรง ซึ่งเปVนหนึ่งในทรัพยากรธรรมชาติของภาคตะวันออก นอกจากน้ีผลการทดลองและ

ขEอเสนอแนะต[างๆ ในงานวิจัยน้ีจะสามารถนำไปใชEเพ่ือเปVนประโยชน4ในการพัฒนางานวิจัยท่ีเก่ียวขEอง

กับชันของชันโรงต[อไปไดEในอนาคต 
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            นายพัชรพล  ผดุงพัฒโนดม 
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บทคัดย่อ 
 
 ชันของชันโรง นับเป็นหนึBงในผลิตภัณฑ์ธรรมชาติทีB มีการนํามาใช้ประโยชน์อย่าง
กว้างขวาง โดยชนัโรงขนเงิน Tetragonula pagdeni เป็นสายพนัธุ์ทีBนิยมเลี [ยงในจงัหวดัจนัทบุรี 
การศกึษาวิจยัครั [งนี [ มีวตัถปุระสงค์เพืBอศกึษาองค์ประกอบทางเคมี และโครงสร้างทางเคมีของสาร
บริสุทธิS ทีBแยกได้จากชันของชันโรงชนิดนี [ จากผลการสกัดแยกสารสกัดหยาบจากชันด้วย 
methanol ด้วยเทคนิคทางโครมาโตกราฟฟี ได้แก่ vacuum liquid chromatography โดยการเพิBม
ความมีขั [วของวัฎภาคเคลืBอนทีB  (SiO2, hexane, ethyl acetate, methanol), classic column 
chromatography (SiO2, hexane:ethyl acetate, 2:3) และ  size exclusion chromatography 
(Sephadex LH-20, methanol) และ TLC (SiO2, hexane:ethyl acetate, 2:3) ได้สารเคมีทีB เป็น
องค์ประกอบหลักจํานวน � รายการ แต่จากการตรวจสอบโดยใช้ TLC (SiO2, hexane:ethyl 
acetate, 2:3) ร่วมกับผลการวิเคราะห์ด้วย 1H-NMR spectroscopy พบว่าสารเคมีทีBคาดว่าเป็น
องค์ประกอบหลกั ยงัคงมีสารอืBนปะปนอยู่ จึงต้องมีการแยกสารให้บริสทุธิSต่อไป โดยใช้ HPLC 
ก่อนทําการวิเคราะห์ด้วย 1H, 13C-NMR spectroscopy, Infrared spectrometry, UV-Visible 
spectrophotometry และ mass spectrometry เพืBอศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารทีB เป็น
องค์ประกอบหลกัตอ่ไป 
 

อาจารย์ทีBปรึกษาหลกั.............................................. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ง 

Senior Project Academic Year 2019 
: The study of chemical compounds from propolis of stingless bee Tetragonula pagdeni 
By 
1. Mr. Kudumpee Yeerong  ID 58210153 
2. Mr. Patcharapol Phadungpattanodom ID 58210190 
Advisors: 
 1. Dr. Naphatson  Chanthathamrongsiri 
 2. Assist.Prof.Dr. Boonyadist Vongsak 
 3. Dr. Samarwadee  Plianwong 

Abstract 
 
 This research focuses on the study of chemical components and structures of the 
isolated compounds from stingless bee propolis, Tetragonula pagdeni extract, which is 
one of the natural products in Chanthaburi, Thailand. The chemicals analysis starts from 
extraction of propolis crude extract by methanol and follow by separation and purify with 
chromatography techniques, including vacuum liquid chromatography with gradient 
mobile phase (SiO2, hexane, ethyl acetate, methanol), classic column chromatography 
(SiO2, hexane:ethyl acetate, 2:3), size exclusion chromatography (Sephadex LH-20, 
methanol) and Thin layer chromatography (SiO2, hexane:ethyl acetate, 2:3). The result 
shows the three main pre-purified fractions, which identity by using TLC (SiO2, 
hexane:ethyl acetate, 2:3) and 1H-NMR spectra (300MHz, CDCl3). Therefore, the next step 
for purification is HPLC and elucidation the chemical structure of all isolated compounds 
by spectrophotometric techniques, including 1H, 13C-NMR spectroscopy, infrared 
spectrometry, UV-Visible spectrophotometry and mass spectrometry. 
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กิตติกรรมประกาศ 

 
 โครงงานวิจัยทางเภสัชศาสตร4ฉบับนี้สำเร็จลงไดEดEวยดี เนื่องจากไดEรับความกรุณาอย[างสูง

จากอาจารย4 ภญ. ดร.นภัสสร ฉันทธำรงศิริ อาจารย4ที่ปรึกษางานวิจัย ที่กรุณาใหEคำแนะนำปรึกษา

แนะแนวทางในการศึกษาคEนควEา คอยแนะนำ ใหEความรูE ใหEความช[วยเหลือ ตลอดจนตรวจสอบ 

ปรับปรุง แกEไข ขEอบกพร[องต[างๆ ดEวยความเอาใจใส[อย[างยิ่ง ทำใหEโครงงานวิจัยนี้สำเร็จตามความ

คาดหมาย ผูEวิจัยตระหนักถึงความตั้งใจจริงและความทุ[มเทของอาจารย4 และขอกราบขอบพระคุณ

เปVนอย[างสูงไวE ณ ท่ีน้ี 

 ขอขอบพระคุณอาจารย4 ภก. ผศ. ดร.บุญดิศย4 วงศ4ศักดิ์ และ อาจารย4 ภญ. ดร.สมาวดี 

เปล่ียนวงษ4 อาจารย4ท่ีปรึกษาร[วม ท่ีใหEคำแนะนำและคำปรึกษาเพ่ิมเติม ในการแกEไขขEอบกพร[องต[างๆ 

ระหว[างการทำวิจัย 

 ขอขอบพระคุณเจEาหนEาที่ประจำหEองปฏิบัติการคณะเภสัชศาสตร4 บุคลากรคณะเภสัชศาสตร4 

และคณะเภสัชศาสตร4 มหาวิทยาลัยบูรพา ที่ใหEความช[วยเหลือในการทำงานวิจัยทุกๆ ดEาน และ

ขอขอบพระคุณท่ีไดEใหEทุนสนับสนุนงานวิจัย 

 อนึ่ง ผูEวิจัยหวังว[า งานวิจัยฉบับนี้จะมีประโยชน4อยู[ไม[นEอย จึงขอมอบส[วนดีทั้งหมดนี้ใหEแก[

เหล[าคณาจารย4 ที่ไดEประสิทธิ์ประสาทวิชา จนทำใหEผลงานวิจัยเปVนประโยชน4ต[อผูEที่เกี่ยวขEอง และ

สุดทEายขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา และเพื่อนๆ รวมถึงผูEเกี่ยวขEองทุกคน ที่คอยสนับสนุนและ

ใหEกำลังใจในการศึกษาเล[าเรียนรวมถึงการทำงานวิจัยเสมอมา 

         คณะผูEวิจัย 

            นายกุbcมพี   ย่ีรงค4 

            นายพัชรพล  ผดุงพัฒโนดม 

              5 พฤศจิกายน 2562 
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บทที่ 1 

บทนำ 

บทที$ 1 บทนาํ 

ความสำคัญและที่มาของปUญหา 

 การดำรงชีวิตมนุษย4ตEองอาศัยปpจจัยพ้ืนฐานท่ีมีอยู[ในส่ิงแวดลEอม ไดEแก[ อาหาร น้ำ ท่ีอยู[อาศัย 

และยารักษาโรค ซึ ่งลEวนเปVนสิ ่งที ่มีมาจากสิ ่งแวดลEอมทางธรรมชาติ มนุษย4กับสิ ่งแวดลEอมมี

ความสัมพันธ4เกี่ยวเนื่องกันอย[างใกลEชิด เนื่องจากสิ่งแวดลEอมเปVนสิ่งที่เอื้อประโยชน4ใหEมนุษย4ไดEรับ

ปpจจัยพ้ืนฐานดังกล[าว โดยเฉพาะการไดEมาซ่ึงยารักษาโรคจากผลิตภัณฑ4ธรรมชาติ  

 ชันของผึ้งและชันโรงสายพันธุ4ต[างๆ  นับเปVนอีกหนึ่งผลิตภัณฑ4ธรรมชาติที่มีการนำไปใชE

ประโยชน4อย[างกวEางขวาง โดยจากการทบทวนวรรณกรรมพบว[าสารสกัดจากชันประกอบดEวยสารใน

กลุ[ม flavonoids(2) phenolics(3) benzophenones(4) และ piperidinic alkaloids(5) ซึ่งมีฤทธิ์ทาง

เภสัชวิทยาต[าง ๆ ไดEแก[ ยับยั้งเอนไซม4 alpha glucosidase(3) ตEานอนุมูลอิสระ(6)  ตEานเซลล4มะเร็ง(7) 

เปVนตEน ชันโรงเปVนผึ้งสายพันธุ4หนึ่งที่ไม[มีเหล็กใน พบไดEประมาณ 400 สายพันธุ4ทั ่วโลก ในทวีป

อเมริกาพบมากกว[า 300 สายพันธุ4 ทวีปเอเชียภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใตEพบมากกว[า 60 สาย

พันธุ4(8) สำหรับประเทศไทยพบว[ามีการรายงานสายพันธุ4ของชันโรงโดยประมาณ 32 สายพันธุ4 พบการ

เลี้ยงชันโรงเพื่อการใชEประโยชน4อย[างจริงจังประมาณกว[า 10 กว[าป�ที่ผ[านมา โดยพบการเลี้ยงใน 2 

พื้นที่ คือ ทางภาคใตEใน จ.สงขลา และภาคตะวันออก จ.จันทบุรี โดยมีวัตถุประสงค4หลักในการผสม

เกสรดอกไมEและเก็บน้ำผ้ึงขายเปVนรายไดE(8) 

 จากขEอมูลการทบทวนวรรณกรรมเกี่ยวกับองค4ประกอบทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพจากชัน

ของชันโรง พบว[าชันของชันโรงขนเงิน Tetragonula pagdeni ซึ่งเปVนสายพันธุ4ที่นิยมเลี้ยงในจังหวัด

จันทบุรีมีความน[าสนใจในการนำมาศึกษาวิจัยเพื่อคEนหาสารสำคัญที่เปVนองค4ประกอบในชันเพ่ือ

นำไปสู[การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพและการพัฒนาเปVนผลิตภัณฑ4ต[างๆ รวมถึงยารักษาโรคต[อไปใน

อนาคต 

วัตถุประสงคKของงานวิจัย 

1. เพ่ือสกัดและแยกสารเคมีท่ีเปVนองค4ประกอบในชันจากชันโรงขนเงิน Tetragonula pagdeni  

2. เพ่ือคEนหาโครงสรEางทางเคมีของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดEจากชันโรงขนเงิน Tetragonula pagdeni
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ประโยชนKที่คาดวZาจะได=รับ 

1. ทราบชนิดสารเคมีท่ีเปVนองค4ประกอบในชันของชันโรง Tetragonula pagdeni 

2. เพ่ือเปVนประโยชน4ในการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพ และการพัฒนาไปสู[ยารักษาโรค 

3. เพ่ือส[งเสริมการใชEประโยชน4และเพ่ิมมูลค[าใหEกับทรัพยากรธรรมชาติในภาคตะวันออก  

4. เพื่อเรียนรูEกระบวนการและขั้นตอนในการวิจัยเพื่อใชEเปVนพื้นฐานในการวิจัยอื่นๆ ต[อไปใน

อนาคต 

กรอบแนวคิด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เตรียมสารสกัดหยาบจากชันของชนัโรง 

แยกสารสำคัญด=วยวิธีทาง chromatography 

ศึกษาโครงสร=างทางเคมีของสารบริสุทธิ ์



บทที่ 2 

วรรณกรรมท่ีเก่ียวข=อง 

บทท่ี 2 วรรณกรรมท่ีเก่ียวขEอง 

1. ตัวอยZางที่ใช=ในการศึกษา 

 
   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 1.1 ข=อมูลท่ัวไปชันโรงขนเงิน 

 ช่ือวิทยาศาสตร4 : Tetragonula pagdeni Schwarz 

 ช่ืออ่ืน(9) : ผ้ึงจ๋ิว, ข้ีตังนี, ข้ีตึง, อุง, อีโลม, ต้ิง, ข้ีสูด 

 ช่ือวงศ4(10) : Order Hymenoptera, Family Apidae; Subfamily Meliponinae 

 1.2 ลักษณะทางชีววิทยาของชันโรง(8) 

 สZวนหัว (head) ประกอบดEวยตาประกอบ 1 คู[ ตาเด่ียว 3 ดวง มีหนวด 1 คู[ และมีกราม 1 

คู[ (mandibles) ท่ีแข็งแรง ซ่ึงชันโรงจะใชEประโยชน4ในการต[อสูE สรEางถEวยอาหารหรือตัวอ[อน มีขน

บริเวณตาเด่ียวเปVนขนแข็งแรง และขนละเอียด อวัยวะภายในส[วนหัวมีต[อมอยู[ 2 ชนิด ไดEแก[ ระบบ

ต[อมน้ำลาย (salivary gland system) ต[อมริมฝ�ปากล[าง (labial gland) มีท[อเป�ด (salivary duct) 

ไปท่ีฐานของล้ิน ทำหนEาท่ีผลิตสารคลEายน้ำมันเพ่ือใชEหล[อล่ืนส[วนของปาก ย[อยและแปรรูปอาหาร 

ภาพท่ี 2-1 ลักษณะภายนอกของชันโรงขนเงิน Tetragonula pagdeni 
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 สZวนอก (thorax) มีขนาดใหญ[ เปVนลักษณะเด[นของชันโรงทั่วไป ที่อกมีป�ก 2 คู[ ป�กคู[หนEา

ยื่นออกไปนอกลำตัวคลุมส[วนของทEองทั้งหมด มีขา 3 คู[ โดยขาคู[หลังยาวกว[าความยาวของลำตัวเพ่ือ

ตวัดรับชันผ้ึงท่ีปากไดE อกดEานบนมีแถบขน 

 สZวนท=อง (abdomen หรือ metasoma) มีต[อมไขผึ้ง (wax gland) อยู[ใตEผิวหนังของส[วน

ทEองดEานบน ซึ่งตรงขEามกับผึ้งรวงที่มีต[อมไขผึ้งอยู[ใตEทEอง มีต[อมน้ำพิษแต[ไม[มีน้ำพิษ ที่ส[วนทEองของ

ชันโรงมีเหล็กในแต[ไม[พัฒนาหรือทำหนEาที ่เปVนหลักไม[ไดE ส[วนทEองของชันโรงมีขนาดเล็กทำใหE

กระเพาะน้ำผ้ึงมีขนาดเล็กไปดEวย 

 1.3 วงจรชีวิตของชันโรงขนเงิน Tetragonula pagdeni(8) 

 จากการศึกษาชีววิทยาชันโรงขนเงิน Tetragonula pagdeni ของ อัญชลีและคณะ(8) พบว[า

ชันโรงขนเงินชนิดนี้มักอาศัยในโพรงธรรมชาติเหนือดิน โดยพบทั้งโพรงในตEนไมEและตามอาคาร

บEานเรือน โดยมีปากทางเขEารังเปVนท[อสั้น ๆ ถEวยตัวอ[อนและถEวยอาหารมีลักษณะเปVนกลุ[ม (cluster 

type) วงจรชีวิตมี 4 ระยะ คือ 1.ระยะไข[ใชEเวลา 7 วัน 2.ระยะหนอนใชEเวลา 19 วัน 3.ระยะดักแดEใชE

เวลา 22 วัน 4.ระยะตัวเต็มวัยมีอายุประมาณ 35 วัน โดยระยะไข[ ระยะตัวหนอน และระยะดักแดEจะ

อยู[ในถEวยตัวอ[อนที่จะถูกสรEางดEวยไขผึ้งและยางไมE โดยทั่วไปที่มีไข[อยู[ภายในจะมีสีเขEม หลังจากน้ัน

ผนังของถEวยซึ่งประกอบดEวยไขผึ้งและชัน จะถูกนำไปสรEางถEวยใหม[ จึงทำใหEสีของถEวยจางและผนัง

ถEวยน่ิมลง ดังน้ันสีของถEวยจึงสัมพันธ4กับการเจริญเติบโตของตัวอ[อนภายใน 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

2. ประโยชนKและฤทธิ์ทางชีวภาพของชันจากชันโรง 

 2.1 ข=อมูลการใช=ประโยชนKจากภูมิปUญญาท=องถ่ิน 

  ในอดีตนำชันมาใชEในการอุดภาชนะ อุดฐานพระ เพ่ือซ[อมแซมส[วนท่ีเสียหาย(11) การ

ใชEประโยชน4จากน้ำผึ้งของชันโรงโดยนำมาเปVนส[วนผสมของผลิตภัณฑ4ต[าง ๆ(11) เช[น สบู[ ยาสีฟpน 

ภาพท่ี 2-2 วงจรชีวิตของชันโรงขนเงิน Tetragonula pagdeni 
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เครื่องสำอาง เพื่อบำรุงผิวพรรณทั้งใบหนEาและร[างกาย บำรุงเสEนผม นอกจากนี้ ยังมีการใชEชันโรงใน

การผสมเกสรเพ่ือเพ่ิมผลผลิตของพืชเศรษฐกิจ เช[น มะระจีน(12) กาแฟ(13) สตรอเบอร4ร่ี(14) 

2.2 การศึกษาวิจัยเก่ียวกับฤทธ์ิทางชีวภาพจากชันโรง 

 ในการทบทวนวรรณกรรมพบว[ามีรายงานฤทธิ์ทางชีวภาพของการสกัดชันจาก

ชันโรง ไดEแก[ ฤทธิ์ตEานอนุมูลอิสระ(3,15) ฤทธิ์ตEานมะเร็ง(4,7,15) ฤทธิ์การฆ[าเชื้อแบคทีเรียและฤทธิ์ตEาน

การอักเสบ(15) และฤทธ์ิยับย้ังการทำงานของเอนไซม4 a-glucosidase(3) 

 2.2.1 ฤทธ์ิตEานอนุมูลอิสระ 

  จากการศึกษาของ Vongsak B., et al., 2015(3) พบว[าสารสกัดจากชันของชันโรง 

Tetragonula pagdeni, Lepidotrigona ventralis และ L. terminata  เมื่อทดสอบดEวย FRAP 

assay มีค[า IC50 อยู[ระหว[าง 61.14 ถึง 279.70 µmol FeSO4 equivalent/g เปรียบเทียบกับ 

ascorbic acid (positive control) ซึ ่งมีค[า IC50 เท[ากับ 7698.02±698.03 µmol FeSO4- 

equivalent/g เม ื ่อทดสอบดEวย ABTS assay (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid)) มีค[า IC50 อยู[ระหว[าง 59.52 ถึง 605.39 µg/mL เปรียบเทียบกับ ascorbic acid 

(positive control) ซึ่งมีค[า IC50 เท[ากับ 6.09±1.69 µg/mL เมื่อทดสอบดEวย DPPH assay มีค[า 

IC50 อยู[ระหว[าง 122.71 ถึง 1228.89 µg/mL เปรียบเทียบกับ ascorbic acid (positive control) 

ซ่ึงมีค[า IC50 เท[ากับ 7.33±0.85 µg/mL 
  จากการศึกษาของ Campos J., et al.,2015(15) พบว[าสารสกัดจากชันของชันโรง 

Tetragonisca fiebrigi เมื่อทดสอบดEวย ABTS assay มีค[า IC50 เท[ากับ 119.6±20.5 µg/mL และมี

ค[า maximum inhibition เท[ากับ 86.5±2.8% ที่ความเขEมขEน 500 µg/mL เปรียบเทียบกับ 

ascorbic acid (positive control) ซึ่งมีค[า IC50 เท[ากับ 1.3±0.2 µg/mL และมีค[า maximum 

inhibition เท[ากับ 99.5±0.2% ที่ความเขEมขEน 50 µg/mL เมื่อทดสอบการยับยั้ง AAPH-induced 

lipid peroxidation สารสกัดสามารถลดการเกิด malondialdehyde ไดE 35.9±2.4%  ที่ความ

เขEมขEน 125 µg/mL  

 2.2.2 ฤทธ์ิการฆ[าเช้ือแบคทีเรีย 

  จากการศึกษาของ Campos J., et al.,2015(15) พบว[าสารสกัดจากชันของชันโรง T. 

fiebrigi ที่ความเขEมขEนต่ำกว[า 50 µg/mL สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแกรมบวกและเช้ือ

แกรมลบ ดังนี ้ Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, 

Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae และ Pseudomonas 

aeruginosa โดยการทดลองน้ีใชEความเขEมขEนของสารสกัดต้ังแต[ 1.5±0.14 ถึง 15.50±0.29 mg/mL 
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 2.2.3 ฤทธ์ิตEานการอักเสบ 

  จากการศึกษาของ Campos J., et al.,2015(15) พบว[าสารสกัดจากชันของชันโรง T. 

fiebrigi สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม4 hyalurosidase โดยขึ้นกับความเขEมขEนของสารสกัด 

โดยที่ความเขEมขEนสูงสุดของสารสกัดที่ใชEทดสอบ (75 mg/mL) สามารถยับยั้งการทำงานของเอนไซม4

ไดE 43.06±3.06% 

 2.2.4 ฤทธ์ิยับย้ังการทำงานของเอนไซม4 a -glucosidase 

  จากการศึกษาของ Vongsak B., et al., 2015(3) พบว[าสารสกัดจากชันของชันโรง 

Tetragonula pagdeni, Lepidotrigona ventralis และ L. terminata  สามารถยับยั้งการทำงาน

ของเอนไซม4 a-glucosidase โดยมีค[า IC50 ของสารสกัดจากชันของชันโรงขนเงิน Tetragounla 

pagdeni เท[ากับ 70.79±6.44 µg/mL เปรียบเทียบกับค[า IC50 ต่ำกว[าของ acarbose (positive 

control) เท[ากับ 155.82±6.69 µg/mL 

 2.2.5 ฤทธ์ิตEานมะเร็ง 

  จากการศึกษาของ Da Cunha, MG. et al., 2013(4) พบว[าสารสกัดจากชันของ

ชันโรง Melipona scutellaris สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล4มะเร็ง (Glioma (U251), 

Melanoma (UACC-62), Breast (MCF-7), Multidrug resistant ovarian (NCI/ADR-RES), 

Kidney (786-0), Lung (NCI-H460), Prostate (PC-3), Ovarian (OVCAR-3)) โดยมีค[า Total 

growth inhibition (TGI) อยู [ระหว[าง 10.90 ถึง 32.26 µg/mL และการยับยั ้งเซลล4ปกติ 

(keratinocytes (HaCaT), 3T3) ตEองใชEความเขEมขEนสูงกว[า 40 µg/mL เปรียบเทียบกับ 

Doxorubicin (positive control) ซึ่งมีค[า TGI สำหรับการยับยั้งเซลล4มะเร็งอยู[ระหว[าง 0.22 ถึง 

6.19 µg/mL และการยับย้ังเซลล4ปกติมีค[าเท[ากับ 0.96 µg/mL 

  จากการศึกษาของ Vongsak B., et al., 2016(7) พบว[าสารสกัดจากชันของชันโรง 

Tetragonula pagdeni, Lepidotrigona ventralis และ L. terminata  สามารถยับยั้งการแบ[งตัว

ของเซลล4มะเร็งในมนุษย4ไดE โดยสารสกัดจะยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล4 (Papilloma carcinoma 

(KB), Hepatocellular carcinoma (HepG2), Colon adenocarcinoma (Caco-2) และ 

Melanoma (SK-MEL-28)) โดยค[า IC50 อยู[ระหว[าง 33.38±3.30 ถึง 80.81±2.68 µg/mL ในขณะท่ี

การยับยั้งเซลล4ปกติของมนุษย4 (Fibroblast (Hs68)) ค[า IC50 เท[ากับ 228.75±10.64 µg/mL โดย

เปรียบเทียบกับ Doxorubicin (positive control) ซึ่งค[า IC50 ของการยับยั้งเซลล4มะเร็งอยู[ระหว[าง 

2.04±0.12 ถึง 54.66±1.89 µg/mL ในขณะที่การยับยั้งเซลล4ปกติของมนุษย4มีค[า IC50 เท[ากับ 

65.93±4.43 µg/mL 
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  จากการศึกษาของ Campos J., et al.,2015(15) พบว[าสารสกัดจากชันของชันโรง T. 

fiebrigi ที ่ความเขEมขEนสูงที ่ใชEในการทดลอง (500 µg/mL) สามารถลดการเจริญเติบโตของ 

erythroleukemia (K562) cell line ไดEถึง 67±2.5% 

3. การสกัดแยกสารสำคัญจากตัวอยZางชันของชันโรงที่พบในรายงานการวิจัย 

  จากการศึกษาของ Vongsak B., et al., 2015(3) ผูEวิจัยสกัดสารสกัดหยาบดEวยวิธี 

sonication (40oC, 20 นาที) โดยใชEตัวทำละลาย hexane แลEว centrifugation (2,000 x g, 20oC, 

5 นาที) เพื ่อนำ wax ออก แลEวสกัดตะกอนที ่เหลือดEวยตัวทำละลาย 80% ethanol ดEวยวิธี 

sonication (40oC, 30 นาที) แลEว centrifugation (3,000 x g, 20oC, 5 นาที) ไดEเปVน ethanol-

crude extract จากนั้นแยกสาร 2 ขั้นตอนดEวย column chromatography (SiO2, 20% ethyl 

acetate in hexane) และ thin-layer chromatography (SiO2, 50% ethyl actate in 

hexane),(SiO2, 100% dichloromethane) แลEววิเคราะห4ดEวย NMR spectroscopy จากการ

พิสูจน4เอกลักษณ4ดEวยขEอมูลทาง spectrometry พบว[าสารสำคัญท่ีแยกไดEคือ g-mangostin  และ a-

mangostin 

  จากการศึกษาของ Da Cunha MG., et al., 2013(4) ผูEวิจัยไดEสกัดสารสกัดหยาบ

ดEวยวิธี reflux (70oC, 30 นาที) โดยใชEตัวทำละลาย ethanol (1:7 w/v) แลEวนำไปกรอง ไดE 

ethanol-crude extract นำมา partition (hexane, chloroform และ ethyl acetate) จากน้ัน

แยกสารโดยวิธี HPLC (RP-18, gradient system;  water/acetic acid (19:1, v/v) และ 

methanol, flow rate 1mL/min) แลEววิเคราะห4สารสกัดดEวย Gas chromatography-mass 

spectrometry (60oC to 240oC, increasing at 3oC/min, Helium, flow rate 1 mL/min) จาก

การพิสูจน4เอกลักษณ4ดEวยขEอมูลทาง GC-MS พบว[าสารสำคัญที่แยกไดEคือ  2-propensaeure-3-

phenyl-trimethylsilylether และ 1,2-benzenedicarboxylic acid 

  จากการศึกษาของ Cisilotto J., et al., 2018(5) ผูEวิจัยไดEสกัดสารสกัดหยาบดEวยวิธี 

maceration (ที่อุณหภูมิหEอง, 30 วัน) โดยใชEตัวทำละลาย 70% ethanol แยกสารโดย UPLC (RP-

18, gradient system; 0.1% formic acid in water:acetronitrile, flow rate 0.3 mL/นาที) แลEว

วิเคราะห4ดEวย Liquid chromatography-mass spectrometry พบสารที่เปVนองค4ประกอบที่ไดEจาก

การวิเคราะห4ดEวย UPLC และ MS คือ lelobanonoline และ  norlobeline (piperidic alkaloids) 

  จากการศึกษาของ Kustiawan P., et al., 2015(16) ผูEวิจัยไดEสกัดสารสกัดหยาบดEวย

วิธี maceration โดยเขย[าตลอดเวลา (100 rpm, room temperature, 24 ชั่วโมง) โดยใชEตัวทำ

ละลาย 96% methanol แลEว partition ดEวย n-hexane และ ethyl acetate และแยกสารดEวย 

column chromatography (SiO2, gradient polarity system; hexane, dichloromethane, 

methanol), column chromatography (SiO2, gradient polarity system; hexane, ethyl 
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acetate, methanol), size exclusion (Sephadex LH-20 column, gradient polarity system; 

hexane:ethyl acetate) จากการแยกสารและการพิสูจน4เอกลักษณ4ทาง spectroscopy พบว[าสาร

องค4ประกอบท่ีแยกไดEคือ cardol 

  จากการศึกษาของ Umthong S., et al., 2011(17,18) ผูEสกัดสารสกัดหยาบดEวยวิธี 

maceration โดยเขย[าตลอดเวลา (100 rpm, 15oC, 20 ชั่วโมง) โดยใชEตัวทำละลาย 95% ethanol 

แลEวนำไป centrifugation (7,000 rpm, 15oC, 15 นาที) จากนั้น evaporation (40oC) นำสารมา 

partition (hexane และ dichloromethane)แยกสารดEวย column chromatography (SiO2, 

gradient polarity system; hexane, dichloromethane, methanol), Size exclusion 

(Sephadex LH-20, gradient polarity system; dichloromethane, methanol) และ TLC 

(SiO2, gradient polarity system; hexane, dichloromethane) 

  จากการศึกษาของ Charernsriwilaiwat N., et al., 2018(19) ผูEวิจัยสกัดสารสกัด

หยาบดEวยวิธี maceration ที ่อุณหภูมิหEอง โดยตัวทำละลาย ethanol นำไปทำใหEแหEงดEวย 

evaporation จากนั้นแยกสารสำคัญดEวย HPLC (C18, gradient system; acetonitrile:0.1% 

phosphoric acid) สารองค4ประกอบท่ีแยกไดEคือ a-mangostin 

  จากการศึกษาของ Rosli NL., et al., 2016(20) ผูEวิจัยสกัดสารสกัดหยาบดEวยวิธี 

maceration เขย[าตลอดเวลา (300 rpm, 37oC, 24 ชั ่วโมง) โดยตัวทำละลาย ethanol แลEว 

centrifugation (3,000 rpm, 10 นาที) ไดEเปVน ethanol-crude extract แยกสารดEวย HPLC (C18, 

gradient system; methanol:acetonitrile:water, flow rate 1.2 mL/min) ไดEสารบริสุทธิ์คือ 

caffeic acid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 

วิธีการดำเนินงานวิจัย 

บทท่ี 3 วิธีการดำเนินงานวิจัย 

1. เครื่องมือ วัสด/ุเครื่องแก=ว และสารเคม ี

 1.1 ชันของชันโรงในงานวิจัย 

- ชันของชันโรงขนเงิน (Tetragonula pagdeni) จากแหล[งต[างๆ ไดEแก[ นาขEาว, 

สวนดอกไมE 1 จ.นนทบุรี, สวนดอกไมE 2 จ.นนทบุรี, สวนสมุนไพร จ.จันทบุรี, สวน

สEมโอ จ.จันทบุรี, ป«าชายเลน จ.จันทบุรี 

 1.2 วัสดุ 

- กระดาษกรอง no.1 (filter paper) WhatmanÒ 

- กรวยกรอง (funnel) ขนาดเสEนผ[านศูนย4กลาง 7 cm 

- บีกเกอร4 (beaker) 150 mL, 250 mL, 500 mL, 1,000 mL 

- แท[งแกEวคนสาร (stirring rod) ขนาด 8 น้ิว 

- ขวดรูปชมพู[ (erlenmeyer flask) 250 mL, 500 mL 

- หลอดหยด (dropper) + จุกยาง silicone 2 mL 

- กระบอกตวง (cylinder) 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL 

- กระจกนา®ิกา (watch glass) เสEนผ[านศูนย4กลาง 10 mm 

- หลอดเซนตริฟ�วก4 (eppendorf) 

- หลอดแคป�ลลาร่ี (capillary tube) 

- กระดาษทรายละเอียด 

- โถวางแผ[น TLC (TLC tank) 

- TLC Silica gel 60 F254 

- พาสเจอร4ป�เปต (pasteur pipette) ความยาว 230 mm 

- คอลัมน4สำหรับ Vacuum liquid chromatography (VLC column) 

- Suction flask 500 mL 

- Glass column 500 mL 

- คอลัมน4สำหรับ Classic column chromatography (CC Column) เสEนผ[าน-

ศูนย4กลาง 2 น้ิว ยาว 70 cmSephadex LH-20 
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- กระดาษกรองหยาบ 

- ขวดสเปรย4 50 mL 

- คีม (Forcep) 

- Silica gel 60 for Flash column 

- vial 20 mL 

- ขวดแกEวรับ fraction ขนาด 100 mL 

- สำลี 

- ฟอยล4อะลูมิเนียม (foil) 

- ขวดดูแรน (DuranÒ laboratory bottle) 50 mL, 1,000 mL 

- Buchner funnel 

 1.3 อุปกรณ4 

- เคร่ืองช่ัง (balance) 2 ตำแหน[ง รุ[น MS3002S และ 4 ตำแหน[ง รุ[น MS204 

(METTLER TOLEDOÒ, Switzerland) 

- เคร่ืองโซนิเคเตอร4 (sonicator) รุ[น WiseCleanÒ  WUC-D22H (Wisd. 

laboratory instrument, Germany)   

- อ[างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (Memmert, Germany) 

- TLC UV cabinet รุ[น CAMAGÒ UV Cabinet4 (CAMAG, Switzerland) 

- เคร่ืองระเหยดEวยการลดความดันแบบหมุน (rotary evaporator) รุ[น v-750 

(Buchi, Switzerland) 

- เคร่ืองทำแหEงแบบเยือกแข็ง (freeze dryer) รุ[น LabconcoÒ FreeZone 4.5 

Liter Benchtop Freeze Dryers (LABCONCO, United States) 

- เคร่ืองปp°นเหว่ียง (centrifuge) รุ[น MPW-260R (MPW, Poland) 

- ปp±มลม (pump) รุ[น DOA-P504-BN (GAST, China) 

- ตูEดูดควัน (Fume hood) รุ[น EASY LABÒ (S.K.POWERABLE, Thailand) 

- เคร่ืองกวนสารพรEอมใหEความรEอน (Hot plate & stirrer) รุ[น C-MAG HS7 

 1.4 สารเคมี 

- Distilled water 

- Methanol (AR grade) Scharlau (Barcelona, Spain) 
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- Ethyl acetate (AR grade) ScharlauÒ (Barcelona, Spain) 

- Dichloromethane (AR grade) CHEMLAB (Zedelgem, Belgium) 

- Hexane (AR grade) J.T.BakerÒ (Avantor, United States) 

- Glacial acetic acid (QReC, New Zealand) 

- Concentrated H2SO4 

2. วิธีการดำเนินการทดลอง 

 2.1 การสกัดสารสกัดหยาบจากชันของชันโรงขนเงิน Tetragonula pagdeni  
  2.1.1 ชั่งตัวอย[างชันจากแต[ละแหล[งใหEมีน้ำหนักประมาณ 25 g บันทึกน้ำหนัก

แน[นอน ลดขนาด และใส[ลง erlenmeyer flask ขนาด 500 mL 

  2.1.2 กำจัด wax โดยสกัดตัวอย[างชันดEวยตัวทำละลาย hexane ปริมาตร 250 mL 

ดEวยการ sonicate ท่ีอุณหภูมิหEอง นาน 15 นาที 

  2.1.3 แยกตะกอนกับสารสกัด hexane ดEวยการปp°นเหวี่ยง ดEวยความเร็ว 4,000 

rpm. นาน 5 นาที แลEวเก็บตะกอน และการสกัดแยกออกจากกัน 

  2.1.4 สกัดตะกอนซ้ำอีก 1-2 ครั้งดEวยสารละลาย hexane ปริมาตร 250 mL เพ่ือ

กำจัด wax จากตัวอย[างจนหมด 

  2.1.5 สกัดตะกอนที่เหลือจากการกำจัด wax แลEวดEวย methanol ปริมาตร 250 

mL ดEวยการ sonicate ท่ีอุณหภูมิ 40oC นาน 30 นาที 

  2.1.6 แยกตะกอนกับสารสกัด methanol ดEวยการปp°นเหวี่ยง ดEวยความเร็ว 4,000 

rpm. นาน 5 นาที เก็บช้ันสารละลาย 

  2.1.7 สกัดตะกอนที่เหลือดEวย methanol ปริมาตร 250 mL ซ้ำจนสารละลายมีสี

จางลงจนเกือบไม[มีสี ระเหยตัวทำละลาย methanol ไดEเปVน methanol-crude extract จากนั้นช่ัง

น้ำหนักสารท่ีไดE 

 

ช่ังตัวอย[างชัน 25 g ลดขนาดและใส[ลงใน erlenmeyer flask 500 mL 

 

กำจัด wax โดยเติม hexane 250 mL แลEว sonicate (อุณหภูมิหEอง, นาน 15 นาที) 

 

ปp°นเหว่ียงตัวอย[างท่ี 4,000 rpm, นาน 5 นาที 

 

สารสกัด hexane       ตะกอน 
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ภาพท่ี 3-1 ข้ันตอนการเตรียมสารสกัดหยาบของชันจากชันโรงขนเงิน Tetragonula pagdeni 

สกัดตะกอนโดยเติม methanol 250 mL แลEว sonicate (40oC, นาน 30 นาที) 

 

ปp°นเหว่ียงตัวอย[างท่ี 4,000 rpm, นาน 5 นาที 

 

สารสกัด methanol (supernatant)      

 

 

 

 

สารสกัด methanol (supernatant) 

 

 

รวมสารสกัด ระเหยแหEงดEวย rotary evaporator 

ช่ังน้ำหนักสาร และคำนวณ %yield 

 

  

 2.2 หาระบบสำหรับการแยกสารสกัดด=วยวิธี Thin-layer chromatography (TLC) 

  2.2.1 เตรียมตัวอย[างที่ใชEในการทำ TLC จากสารสกัดในขEอ 2.1.7 โดยละลายดEวย 

ethyl acetate และ methanol 

  2.2.2 เตรียมระบบตัวทำละลายใน TLC tank ดังน้ี 

  Stationary phase : SiO2 60 F254 on aluminum sheet ขนาด 6.5x6.5 cm 

  Mobile phases : 2 ระบบได Eแก[  hexane:ethyl acetate (3:2) และ 

dichloromethane:methanol (9:1) 

  2.2.3 นำสารสกัดหยาบจากขEอ 2.2.1 มา spot บนแผ[น TLC (รูปที่ 3-2) โดยใชE

หลอดแคป�ลลารีขนาดเล็กดูดสารละลายตัวอย[าง spot ลงบน แผ[น TLC ขนาด 6.5x6.5 cm โดยใหE

แต[ละจุดห[างจากขอบดEานขEางและ spot ขEางเคียง 0.5 cm 

  2.2.4 นำแผ[น TLC ที่ spot สารเสร็จแลEว และตัวทำละลายระเหยจนแหEงแลEว วาง

ลงใน TLC tank ท่ีบรรจุตัวทำละลาย (mobile phase) ท่ีเตรียมไวE โดยมีกระดาษกรองใหE TLC tank 

อ่ิมตัวดEวยไอระเหยของ mobile phase 

ตะกอนนำมาสกัดซ้ำดEวย 

methanol 250 mL 

สกัดตะกอนซ้ำจนสาร

สกัด methanol ไม[มีสี 



 13 

TP1 TP2 TP3 TP4 TP5 TP6 

TLC 1 แผ[น ประกอบดEวย 6 จุด 

จุด TP1 คือสารสกัดจากแหล[ง นาขEาว 

จุด TP2 คือสารสกัดจากแหล[ง สวนดอกไมE 1 

จุด TP3 คือสารสกัดจากแหล[ง สวนดอกไมE 2 

จุด TP4 คือสารสกัดจากแหล[ง สวนสมุนไพร 

จุด TP5 คือสารสกัดจากแหล[ง สวนสEมโอ 

จุด TP6 คือสารสกัดจากแหล[ง ป«าชายเลน 

ภาพท่ี 3-2 การเตรียม TLC plate สำหรับตรวจสอบองค4ประกอบ 

  2.2.5 รอจน mobile phase เคลื่อนที่มาถึง solvent front ที่กำหนดไวE หลังจาก

นั้นนำแผ[น TLC ออกจาก TLC tank รอใหEแหEง และทำการสังเกตspot บน TLC chromatogram 

ดEวยวิธีต[อไปน้ี 

   1) สังเกตสีดEวยตาเปล[า ทำการวงตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 

   2) สังเกตภายใตEแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 nm ทำการวง

ตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 

   3) นำแผ[น TLC มาสเปรย4ดEวย anisaldehyde-H2SO4 reagent แลEวใหE

ความรEอนท่ี 120oC สังเกตสีและวง spot ท่ีพบ 

   4) คำนวณหาค[า Rf ของแต[ละ spot โดยค[า Rf สามารถคำนวณไดEจาก 

   Rf = ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี/ระยะทางท่ี mobile phase เคล่ือนท่ี 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
  
  

 2.3 แยกตัวอยZางด=วยวิธี Vacuum liquid chromatography (VLC) 

  2.3.1 เตรียมสารสกัดที่สนใจ คือ TP6 โดยการผสมสารสกัดกับ SiO2 ทิ้งไวE 1 คืนใหE

แหEงใน vacuum desiccator และทำการเตร ียมคอลัมน4สำหรับการทำ VLC (SiO2, gradient 

polarity mobile phase; hexane, ethyl acetate, methanol) 

  2.3.2 เตรียม column ดEวย SiO2 และนำสารสกัดลงคอลัมน4แลEว ชะดEวย gradient 

polarity mobile phase ในขEอ 2.3.1 เริ ่มจากขั ้วนEอยไปขั ้วมาก โดยจะชะอัตราส[วนละ 2 คร้ัง  

คร้ังละ 200 mL 

  2.3.3 ระเหยสารสกัด เพื ่อนำตัวทำละลายออกดEวยการลดความดันดEวยเครื ่อง 

rotary evaporator ทำ TLC เพื่อรวม fraction ชั่งน้ำหนักสารที่ไดE โดย fraction ที่ไดEจาก VLC มี
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จำนวน 8 fractions ดังน้ี TP6/1 (7.3 mg), TP6/2 (131 mg), TP6/3 (142 mg), TP6/4 (377 mg), 

TP6/5 (52 mg), TP6/6 (478 mg), TP6/7 (490 mg), TP6/8 (121 mg) 

 

นำ TP6 เตรียมลงคอลัมน4 VLC 

 

ชะดEวย hexane 200 mL 

 

เก็บ fraction ท่ีไดEจาก VLC 

 

ชะดEวย hexane 200 mL อีกคร้ัง 

 

เก็บ fraction ท่ีไดEจาก VLC 

 

ชะดEวย gradient phase ท่ีกำหนดโดยเพ่ิมข้ัวข้ึนเร่ือยๆ จาก 100% hexane, hexane:ethyl 

acetate (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9), 100% ethylacetate และ ethyl 

acetate:methanol (9:1, 8:2, 7:3, 6:4 ,5:5) คร้ังละ 200 mL ทำซ้ำอัตราส[วนละ 2 คร้ัง 

 

นำ fraction ไประเหยแหEงดEวย rotary evaporator 

 

ทำ TLC เพ่ือรวม fraction ท่ีแยกไดE SP= SiO2, MP= hexane:ethyl acetate (2:3) 

 

  

 2.4 รวม fraction จาก VLC ด=วยวิธี TLC 

  2.4.1 เตรียมตัวอย[างท่ีใชEในการทำ TLC จากสารสกัดในขEอ 2.3.3 

  2.4.2 เตรียมระบบตัวทำละลายใน TLC tank ดังน้ี 

  Stationary phase : SiO2 60 F254 on aluminum sheet ขนาด 6.5x10 cm 

  Mobile phase : hexane:ethyl acetate (2:3) 

  2.4.3 นำสารสกัดมา spot บนแผ[น TLC โดยใชEหลอดแคป�ลลารีขนาดเล็กดูด

สารละลายตัวอย[าง spot ลงบน แผ[น TLC ขนาด 6.5x10 cm โดยใหEแต[ละจุดห[างจากขอบดEานขEาง 

0.5 cm 

ภาพท่ี 3-3 ข้ันตอนการแยกตัวอย[างดEวยวิธี VLC 
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  2.4.4 นำแผ[น TLC ที่ spot สารเสร็จแลEว และตัวทำละลายระเหยจนแหEงแลEว วาง

ลงใน TLC tank ที่บรรจุตัวทำละลาย (mobile phase) ที่เตรียมไวE โดยมีกระดาษกรองเพื่อใหEเกิด

การอ่ิมตัวของตัวทำละลายใน TLC tank 

  2.4.5 รอจน mobile phase เคลื่อนที่มาถึง solvent front ที่กำหนดไวE หลังจาก

น้ันนำแผ[น TLC ออกจาก TLC tank และทำการสังเกต TLC chromatogram ดEวยวิธีต[อไปน้ี 

   1) สังเกตสีดEวยตาเปล[า ทำการวงตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 

   2) สังเกตภายใตEแสง UV chamber ที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 nm 

ทำการวงตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 

   3) นำแผ[น TLC มาสเปรย4ดEวย anisaldehyde-H2SO4 reagent แลEวใหE

ความรEอนท่ี 120oC สังเกตสีและวง spot ท่ีพบ 

   4) คำนวณหาค[า Rf ของแต[ละ spot  

โดย fraction ท่ีเลือกมาทำการแยก ในข้ันตอนต[อไปคือ TP6/4 

  

 2.5 แยกตัวอยZางด=วยวิธี Classic Column chromatography (CC) 

  2.5.1 เตรียม fraction TP6/4 ที่มี major compound และทำการเตรียมคอลัมน4

สำหรับการทำ CC โดยระบบท่ีใชEในการแยกสารสกัดมีดังน้ี 

  Stationary phase : SiO2 

  Mobile phase : hexane:ethyl acetate 2:3 

  2.5.2 หลังจากเตรียมสารสกัดลงคอลัมน4แลEว ทำการชะดEวย mobile phase อย[าง

ต[อเนื่อง โดยเก็บ fraction ที่ไดEครั้งละ 20 mL เก็บจนกว[าสารในคอลัมน4จะถูกชะออกมาจนหมด 

หรือ SiO2 กลายเปVนสีขาว 

  2.5.3 ระเหย fraction ที่ไดE เพื่อนำ mobile phase ออกดEวยดEวยเครื่อง rotary 

evaporator และชั่งน้ำหนัก fractions ที่ไดE มีจำนวน 8 fractions ดังนี้ TP6/9 (20.8 mg), TP6/10 

(29.7), TP6/11 (20.1 mg), TP6/12 (67 mg), TP6/13 (40.7), TP6/14 (20.4), TP6/15 (15.8) และ 

TP6/16 (5.4 mg) 
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ภาพท่ี 3-4 ข้ันตอนการแยกตัวอย[างดEวยวิธี CC 

 

 

เตรียม SiO2 ลงคอลัมน4 

 

เตรียม fraction TP6/4 โดยละลายดEวย mobile phase 

 

นำตัวอย[างลงคอลัมน4ท่ีเตรียม SiO2 ไวE 

 

ชะสารดEวย hexane:ethyl acetate (2:3) เร่ือยๆ จนสารออกมาหมดหรือซิลิกากลายเปVนสีขาว 

 

เก็บ fraction ลงขวดแกEวใส คร้ังละ 20 mL 

 

ระเหยแหEงดEวย rotary evaporator 

 

 

  

 2.6 รวม fraction จาก CC chromatography ด=วยวิธี TLC  

  2.6.1 เตรียมตัวอย[างที่ใชEในการทำ TLC จากสารสกัดในขEอ 2.5.3 โดยละลายดEวย 

ethyl acetate 

  2.6.2 เตรียมระบบตัวทำละลายใน TLC (SiO2, mobile phase; hexane:ethyl 

acetate 2:3)  

  2.6.3 นำสารสกัดมา spot บนแผ[น TLC โดยใชEหลอดแคป�ลลารีขนาดเล็กดูด

สารละลายตัวอย[าง spot ลงบน แผ[น TLC ขนาด 6.5x14 cm โดยใหEแต[ละจุดห[างจากขอบดEานขEาง 

0.5 cm 

  2.6.4 นำแผ[น TLC ที่ spot สารเสร็จแลEว และตัวทำละลายระเหยจนแหEงแลEว วาง

ลงใน TLC tank ที่บรรจุตัวทำละลาย (mobile phase) ที่เตรียมไวE โดยมีกระดาษกรองเพื่อทำใหEเกิด

การอ่ิมตัวของตัวทำละลายใน TLC tank 

  2.6.5 รอจน mobile phase เคลื่อนที่มาถึง solvent front ที่กำหนดไวE หลังจาก

น้ันนำแผ[น TLC ออกจาก TLC tank และทำการสังเกต TLC chromatogram ดEวยวิธีต[อไปน้ี 

   1) สังเกตสีดEวยตาเปล[า ทำการวงตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 

   2) สังเกตภายใตEแสง UV chamber ที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 nm 

ทำการวงตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 
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   3) นำแผ[น TLC มาสเปรย4ดEวย anisaldehyde-H2SO4 reagent แลEวใหE

ความรEอนท่ี 120oC สังเกตสีและวง spot ท่ีพบ 

   4) คำนวณหาค[า Rf ของแต[ละ spot  

เนื่องจากการแยกดEวยวิธี Column chromatography สังเกตจาก TLC plate พบว[า spot ที่ไดEมี

ความซับซEอน ไม[สามารถแยกสารใหEบริสุทธิ ์ไดE จึงทำการแยกสารต[อดEวยวิธี size exclusion 

chromatography โดย fraction ท่ีเลือกมาทำการแยกต[อคือ TP6/12 (67 mg) 

  

 2.7 แยกตัวอยZางด=วยวิธี size exclusion chromatography 

  2.7.1 เตรียม fraction TP6/12 โดยละลายดEวย methanol 

  2.7.2 เตรียมคอลัมน4สำหรับทำ size exclusion chromatography (stationary 

phase; Sephadex LH-20 column, mobile phase; methanol) 

  2.7.3 เก็บ fraction คร้ังละ 10 mL โดยเก็บต[อเน่ืองจนกว[าสารจะออกมาหมด 

  2.7.4 นำ fraction ที่ไดEไประเหยแหEงดEวย rotary evaporator แลEวชั่งน้ำหนักและ

ทำ TLC เพื ่อดูองค4ประกอบทางเคมีใน fractions ที ่แยกไดE โดย fraction ที่แยกไดEมีจำนวน 15 

fractions ด ั ง น ี ้  TP6/17 (0.5 mg), TP6/18 (1.5 mg), TP6/19 (1.1 mg), TP6/20 (0.8 mg), 

TP6/21 (1.0 mg), TP6/22 (3.2 mg), TP6/23 (17.1 mg), TP6/24 (17.4 mg), TP6/25 (3.2 mg), 

TP6/26 (1.2 mg), TP6/27 (0.3 mg), TP6/28 (1.2 mg), TP6/29 (0.4 mg), TP6/30 (1.2 mg), 

TP6/31 (0.8 mg) 

เตรียม Sephadex LH-20 ลงคอลัมน4ความยาว 150 cm 

 

เตรียม fraction TP6/12 โดยละลายดEวย methanol 

 

นำสารลงคอลัมน4ท่ีเตรียม Sephadex ไวE 

 

ชะสารดEวย methanol จนสารออกมาหมดหรือ Sephadex กลายเปVนสีขาว 

 

เก็บ fraction ลงขวดแกEวใส คร้ังละ 10 mL 

 

ระเหยแหEงดEวย rotary evaporator 

 

ช่ังน้ำหนัก และคำนวณ %yield 

ภาพท่ี 3-5 ข้ันตอนการแยกตัวอย[างดEวยวิธี size exclusion chromatography 
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 2.8 การตกผลึกตัวอยZาง 

  2.8.1 เติม methanol ลงไปเพ่ือใหEเกิด crystallization เปVนเวลา 24 ชม. 

  2.8.2 เก็บผลึก และช่ังน้ำหนักผลึกท่ีไดE 

 

เติม methanol ลงใน TP6/23 ท้ิงไวE 24 ชม. 

 

แยกตะกอนและสารละลายดEวยพาสเจอร4ป�เปต 

 

เก็บผลึก และช่ังน้ำหนัก 

 

  

 2.9 หาระบบท่ีเหมาะสมสำหรับการแยก TP6/24 ด=วยวิธี TLC  

  2.9.1 เตรียมตัวอย[างที่ใชEในการทำ TLC จากสารสกัดในขEอ 2.7.4 โดยละลายดEวย 

ethyl acetate 

  2.9.2 เตรียมระบบตัวทำละลายใน TLC tank ดังน้ี 

  Stationary phase : SiO2 60 F254 on aluminum sheet ขนาด 6.5x2.5 cm 

  Mobile phase : hexane:ethyl acetate (4:1, 3:2 และ 1:1), hexane:ethyl 

acetate with acetic acid (4:1, 3:2 และ 1:1) 

  2.9.3 นำสารสกัดจากขEอ 2.9.1 มา spot บนแผ[น TLC (รูปที่ 3-1) โดยใชEหลอด

แคป�ลลารีขนาดเล็กดูดสารละลายตัวอย[าง spot ลงบน แผ[น TLC ขนาด 6.5x2.5 cm โดย spot ห[าง

จากขอบ ขEางละ 0.5 cm 

  2.9.4 นำแผ[น TLC ที่ spot สารเสร็จแลEว และตัวทำละลายระเหยจนแหEงแลEว วาง

ลงใน TLC tank ที่บรรจุตัวทำละลาย (mobile phase) ที่เตรียมไวE โดยมีกระดาษกรองเพื่อใหEเกิด

การอ่ิมตัวของตัวทำละลายใน TLC tank 

  2.9.5 รอจน mobile phase เคลื่อนที่มาถึง solvent front ที่กำหนดไวE หลังจาก

น้ันนำแผ[น TLC ออกจาก TLC tank และทำการสังเกต TLC chromatogram ดEวยวิธีต[อไปน้ี 

   1) สังเกตดEวยตาเปล[า ทำการวงตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 

   2) สังเกตภายใตEแสง UV chamber ที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 nm 

ทำการวงตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 

   3) คำนวณหาค[า Rf ของแต[ละ spot 

โดย mobile phase ท่ีเลือกใชEคือ hexane:ethyl acetate 3:2 

ภาพท่ี 3-6 ข้ันตอนการตกผลึกตัวอย[าง 
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 2.10 แยกตัวอยZาง TP6/24 ด=วยวิธี TLC 

  2.10.1 เตรียม TP6/24 โดยละลายดEวย ethyl acetate 

  2.10.2 เตร ียมระบบตัวทำละลายใน TLC tank (SiO2, mobile phase; 

hexane:ethyl acetate 3:2) 

  2.10.3 นำสารสกัดจากขEอ 2.10.1 มา spot บนแผ[น TLC โดยใชEหลอดแคป�ลลารี

ขนาดเล็กดูดสารละลายตัวอย[าง spot ลงบน แผ[น TLC ขนาด 6.5x5 cm จนหมด (รูปที่ 3-7) โดย 

spot ห[างจากขอบ ขEางละ 0.5 cm 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

   

 2.10.4 นำแผ[น TLC ที่ spot สารเสร็จแลEว และตัวทำละลายระเหยจนแหEงแลEว วางลงใน 

TLC tank ที่บรรจุตัวทำละลาย (mobile phase) ที่เตรียมไวE โดยมีกระดาษกรองเพื่อใหEเกิดการ

อ่ิมตัวของตัวทำละลายใน TLC tank 

  2.10.5 รอจน mobile phase เคลื่อนที่มาถึง solvent front ที่กำหนดไวE หลังจาก

น้ันนำแผ[น TLC ออกจาก TLC tank และทำการสังเกต TLC chromatogram ดEวยวิธีต[อไปน้ี 

   1) สังเกตดEวยตาเปล[า ทำการวงตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 

   2) สังเกตภายใตEแสง UV chamber ที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 nm 

ทำการวงตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 

  2.10.6 ตัด TLC plate เฉพาะส[วนท่ีมีสาร (รูปท่ี 3-8) เปVนช้ินเล็กๆ ลงขวดแกEว 

โดย spot ท่ีตัดลงขวด ไดEมาท้ังหมด 3 spots ลงขวดแกEว spot ละขวด (TP6/34, TP6/35, TP6/36) 

  2.10.7 นำขวดแต[ละขวดมาแยกสารออกจากซิลิกาโดยเติม 20% methanol ใน 

dichloromethane 10 mL แลEว sonicate เปVนเวลา 15 นาที ท่ี 40oC 

ภาพท่ี 3-7 เตรียม TLC plate สำหรบัการขูด (TP6/24) 
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  2.10.8 กรองเก็บสารละลาย 

  2.10.9 นำ TLC plate ที่เหลือ ทำซ้ำตามขEอ 2.10.7 ถึง 2.10.8 จนสารละลายไม[มี

สี โดยเก็บสารละลายรวมกัน แลEวนำไประเหยแหEงดEวย rotary evaporator และชั่งน้ำหนัก คิด 

%yield 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ทำ TLC ของ TP6/24 (SiO2, mobile phase; hexane:ethyl acetate 3:2)  

 

ส[อง UV 254 nm แลEวตัดตาม spot บน TLC plate เปVนช้ินเล็กๆ ใส[ลงในขวดแกEว 

 

แยกสารออกจาก SiO2 โดยเติม 20% methanol in dichloromethane 10 mL 

 

 

sonicate 15 นาที ท่ี 40oC 

 

กรองเก็บสารละลาย   ซิลิกาท่ีเหลือ 

 

ระเหยแหEงดEวย rotary evaporator 

 

ช่ังน้ำหนัก และคำนวณ %yield 

สกัดดEวย 20% methanol ใน 

dichloromethane ซ้ำ  2 คร้ัง 

ภาพท่ี 3-8 การขูด TLC plate (TP6/24) 

ภาพท่ี 3-9 ข้ันตอนการแยกตัวอย[าง TP6/24 ดEวยวิธี TLC 
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 2.11 แยกตัวอยZาง TP6/26 ด=วยวิธี TLC 

  2.11.1 เตรียม TP6/26 โดยละลายดEวย ethyl acetate 

  2.11.2 เตร ียมระบบตัวทำละลายใน TLC tank (SiO2, mobile phase; 

hexane:ethyl acetate 2:3) 

  2.11.3 นำสารสกัดจากขEอ 2.11.1 มา spot บนแผ[น TLC โดยใชEหลอดแคป�ลลารี

ขนาดเล็กดูดสารละลายตัวอย[าง spot ลงบน แผ[น TLC ขนาด 6.5x20 cm จนหมด (รูปท่ี 3-10) โดย 

spot ห[างจากขอบ ขEางละ 0.5 cm 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

   

   

  2.11.4 นำแผ[น TLC ท่ี spot สารเสร็จแลEว และตัวทำละลายระเหยจนแหEงแลEว วาง

ลงใน TLC tank ที่บรรจุตัวทำละลาย (mobile phase) ที่เตรียมไวE โดยมีกระดาษกรองเพื่อใหEเกิด

การอ่ิมตัวของตัวทำละลายใน TLC tank 

  2.11.5 รอจน mobile phase เคลื่อนที่มาถึง solvent front ที่กำหนดไวE หลังจาก

น้ันนำแผ[น TLC ออกจาก TLC tank และทำการสังเกต TLC chromatogram ดEวยวิธีต[อไปน้ี 

   1) สังเกตดEวยตาเปล[า ทำการวงตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 

   2)สังเกตภายใตEแสง UV chamber ที่ความยาวคลื่น 254 และ 366 nm 

ทำการวงตำแหน[งของ spot ท่ีสังเกตไดE 

  2.11.6 ตัด TLC plate เฉพาะส[วนที่มีสาร (รูปที่ 3-11) เปVนชิ้นเล็กๆ ลงขวดแกEว

โดย spot ท่ีตัดลงขวด ไดEมาท้ังหมด 3 spots ลงขวดแกEว spot ละขวด (TP6/37, TP6/38, TP6/39) 

ภาพท่ี 3-10 เตรียม TLC plate สำหรบัการขูด (TP6/26) 
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ภาพท่ี 3-11 การขูด TLC plate (TP6/26) 

  2.11.7 นำขวดแต[ละขวดมาละลายดEวย 20% methanol in dichloromethane 

แลEว sonicate เปVนเวลา 15 นาที 

  2.11.8 กรองเก็บสารละลาย 

  2.11.9 นำ TLC plate ที่เหลือ ทำซ้ำตามขEอ 2.10.7 ถึง 2.10.8 จนสารละลายไม[มี

สี โดยเก็บสารละลายรวมกัน แลEวนำไประเหยแหEงดEวย rotary evaporator และชั่งน้ำหนัก คิด 

%yield 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ทำ TLC ของ TP6/26 (SiO2, mobile phase; hexane:ethyl acetate 2:3)  

 

ตัดสารตาม spot บน TLC plate เปVนช้ินเล็กๆ ใส[ลงในขวดแกEว 

 

แยกสารออกจากซิลิกาโดยเติม 20% methanol in dichloromethane 10 mL 

 

 

sonicate 15 นาที ท่ี 40oC 

 

กรองเก็บสารละลาย   ซิลิกาท่ีเหลือ 

 

ระเหยแหEงดEวย rotary evaporator 

 

ช่ังน้ำหนัก และคำนวณ %yield 

สกัดดEวย 20% methanol ใน 

dichloromethane ซ้ำ  2 คร้ัง 

ภาพท่ี 3-12 ข้ันตอนการแยกตัวอย[าง TP6/26 ดEวยวิธี TLC 
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 2.12 พิสูจนKเอกลักษณKด=วย TLC และ 1H-NMR spectroscopy (Nuclear magnetic 

resonance spectroscopy) 

  นำ TP6/32, TP6/33, TP6/34, TP6/36, TP6/37 ส[งตรวจพิสูจน4เอกลักษณ4 

 

 

 

 



บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

บทท่ี 4 ผลการวิจัย 

1. น้ำหนักสารสกัดหยาบที่สกัดได= 

 ในการศึกษาการสกัดนี้มีวัตถุประสงค4เพื่อสกัดสารที่มีในชันของชันโรงขนเงิน เพื่อนำมา

แยกสารสกัดต[อดEวยวิธีทาง chromatography โดยเปรียบเทียบน้ำหนักสารสกัด methanol-crude 

extract ในรูปของ %yield ซ่ึงไดEจากการคำนวณ ดังน้ี 

%yield = [(น้ำหนักสารสกัดหยาบท่ีไดE (g))/(น้ำหนักชันท่ีสกัดไดE (g))] x 100 

 

ตารางท่ี 4-1 ปริมาณสารสกัดและ %yield ของชันจากชันโรงขนเงินในแหล[งต[างๆ 

แหลZงของชัน น้ำหนักชัน (g) น้ำหนักสารสกัด (g) %yield 

นาข=าว (TP1) 24.89 9.85 39.57 

สวนดอกไม= 1 (TP2) 24.36 7.69 31.57 

สวนดอกไม= 2 (TP3) 25.28 12.72 50.32 

สวนสมุนไพร (TP4) 24.81 2.87 11.57 

สวนส=มโอ (TP5) 24.95 3.86 15.47 

ป�าชายเลน (TP6) 24.62 11.21 45.53 

 โดยจากผลการทดลอง (ตารางท่ี 4-1) พบว[า หลังจากทำการสกัดเอา wax ออก และเก็บ

ส[วน supernatant ปริมาณสารสกัดท่ีสกัดไดEในแต[ละสารสกัดมีปริมาณลดลงอย[างมาก 

 

2. ผลการเปรียบเทียบระบบที่ใช=ในการแยกสารสกัดหยาบเบื้องต=น 

 จากการตรวจสอบองค4ประกอบทางเคมีเบื้องตEนของสารสกัดหยาบจากชันของชันโรงขน

เงินดEวยวิธี TLC เพื่อเปรียบเทียบองค4ประกอบทางเคมีโดยการเปรียบเทียบ spot บน TLC plate 

(ภาพท่ี 4-1) เม่ือสังเกตผลดEวยการมองดEวยตาเปล[า สังเกตภายใตEรังสียูวี 254 และ 366 nm และการ

ใชEน้ำยาทดสอบ anisaldehyde-H2SO4 reagent (ตารางที่ 4-2) โดยรายงานตำแหน[งของสารแต[ละ

ชนิดดEวยค[า Rf ซ่ึงสามารถคำนวณไดE ดังน้ี 

Rf = ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี/ระยะทางท่ี mobile phase เคล่ือนท่ี
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ตารางท่ี 4-2 ผลการตรวจวิเคราะห4องค4ประกอบดEวย anisaldehyde-H2SO4 reagent 

น้ำยาทดสอบ สารเคมี ทดสอบ ผลการทดลอง

ด=วย TLC 

Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

p-anisaldehyde ใน 

glacial acetic acid และ 

97% sulfuric acid 

ฟ�นอลิก เทอร4พีน 

สเตียรอยด4 และ

น้ำตาล 

(+) ม[วง แดง  

น้ำเงิน 

หมายเหตุ (+) หมายถึง เกิดปฏิกิริยา 

 

 โดยการวิเคราะห4หาระบบที่เหมาะสมสำหรับการแยกองค4ประกอบทางเคมีเบื้องตEนดEวย

อัตราส[วนต[างๆ ดังนี้ hexane:ethyl acetate (4:1, 3:2, 2:3 และ 1:4), ethyl acetate:methanol 

(4:1, 3:2, 2:3 และ 1:4) และ 100% methanol พบว[า stationary phase ท่ีใชEคือ silica gel (SiO2) 

และmobile phase ที่เหมาะสมสำหรับการแยกสารสกัดหยาบที่ไดEคือ hexane:ethyl acetate ใน

อัตราส[วน 2:3 (ภาพที่ 4-2 และตารางที่ 4-3) ซึ่งจากการสังเกตพบว[า สารสกัดหยาบจากป«าชายเลน 

(TP6) แยกเปVน spot ของ major compound ท่ีชัดเจน และมีน้ำหนักสารที่สกัดไดE เท[ากับ 11.21 g 

ซ่ึงมากเพียงพอสำหรับการนำไปแยกดEวยวิธีทาง chromatography อ่ืนๆ ต[อไป 

 

 

 

 

 

 

ระยะทางทีส่ารเคลื่อนที ่

ระยะทางที่ตัวทำละลายเคลื่อนที ่

จุดเริม่ตEน 

1.32 cm 

3.8 cm 

ภาพท่ี 4-1 การคำนวณค[า Rf ที่ไดEจาก TLC 
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ตารางท่ี 4-3 แสดงค[า Rf ของสารสกัดหยาบจากชันของชันโรงขนเงินแหล[งต[างๆ 

Rf สังเกตดEวยตาเปล[า UV 254 nm UV 366 nm 
Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

นาขEาว (TP1) 

1. 0.054 x P x x 

2. 0.333 x P x x 

3. 0.614 x P P ม[วง 

สวนดอกไมE 1 (TP2) 

1. 0.054 x P x x 

2. 0.175 x x x ชมพู 

3. 0.333 x P x x 

4. 0.386 x P x x 

5. 0.438 x x x เทา 

6. 0.596 x P P เทา 

7. 0.754 x x x ม[วง 

8. 0.824 x x x ม[วง 

สวนดอกไมE 2 (TP3) 

1. 0.578 x P P น้ำเงิน 

2. 0.666 x x x ม[วง 

3. 0.736 x x x ม[วง 

4. 0.807 x x x ม[วง 

 

ภาพท่ี 4-2 TLC ของสารสกัดหยาบจากแหล[งต[างๆ 

TP1 TP2 TP3 TP4 TP5 TP6 
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ตารางท่ี 4-3 (ตZอ) แสดงค[า Rf ของสารสกัดหยาบจากชันของชันโรงขนเงินแหล[งต[างๆ 

Rf สังเกตดEวยตาเปล[า UV 254 nm UV 366 nm 
Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

5. 0.877 x x x ม[วง 

สวนสมุนไพร (TP4) 

1. 0.122 x x x น้ำเงิน 

2. 0.385 x P x ม[วง 

3. 0.561 x P P น้ำเงิน 

4. 0.631 x x x สEม 

5. 0.684 x P x ม[วง 

6. 0.736 x x x ม[วง 

7. 0.807 x x x แดง 

8. 0.877 x x x ม[วง 

สวนสEมโอ (TP5) 

1. 0.140 x x x ม[วง 

2. 0.175 x x x ม[วง 

3. 0.281 x x x ม[วง 

4. 0.385 x x x ม[วง 

5. 0.438 x P P ม[วง 

6. 0.561 x x x ม[วง 

7. 0.684 x x x แดง 

8. 0.719 x x x ม[วง 

9. 0.789 x x x แดง 

10. 0.859 x x x ม[วง 

ป«าชายเลน (TP6) 

1. 0.140 x x x ม[วง 

2. 0.245 x x x ม[วง 

3. 0.385 x x x ม[วง 

4. 0.526 x P P ม[วง 

5. 0.649 x x x สEม 
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ตารางท่ี 4-3 (ตZอ) แสดงค[า Rf ของสารสกัดหยาบจากชันของชันโรงขนเงินแหล[งต[างๆ 

Rf สังเกตดEวยตาเปล[า UV 254 nm UV 366 nm 
Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

6. 0.684 x x x ม[วง 

7. 0.771 x x x ม[วง 

8. 0.842 x x x ม[วง 

 

3. ความบริสุทธิ์และน้ำหนักของสารสกัดจากการแยกด=วยวิธี VLC 

 โดยสารสกัดที่เลือกมาแยกดEวยวิธีการ VLC คือ TP6 ซึ่งมีน้ำหนักเริ่มตEนก[อนการแยกสาร

เท[ากับ 5.94 g โดยสารที่แยกไดEจะเปรียบเทียบดEวย %yield (ตารางที่ 4-4) และ TLC เพื่อดูความ

บริสุทธ์ิของสาร (ภาพท่ี 4-3 และตารางท่ี 4-5) 

 

ตารางท่ี 4-4 ปริมาณสารสกัดและ %yield ของสารสกัดท่ีแยกดEวยวิธี VLC 

fraction น้ำหนักสาร (mg) 

TP6/1 7.3 

TP6/2 131.0 

TP6/3 142.0 

TP6/4 377.0 

TP6/5 52.0 

TP6/6 3,478.0 

TP6/7 490.0 

TP6/8 121.0 

น้ำหนักรวม 4,801.3 mg 

%yield 80.84% 
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ตารางท่ี 4-5 แสดงค[า Rf ของสารท่ีสกัดดEวยวิธี VLC 

Rf สังเกตดEวยตาเปล[า UV 254 nm UV 366 nm 
Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

TP6/1 

1. 0.145 x x x ม[วง 

2. 0.467 x P P ม[วง 

3. 0.596 x P P ม[วง 

TP6/2 

1. 0.741 x x x ม[วง 

2. 0.806 x P P ม[วง 

3. 0.887 x P P น้ำเงิน 

TP6/3 

1. 0.612 x x P ม[วง 

2. 0.725 x P P ม[วง 

3. 0.806 x P P ม[วง 

4. 0.887 x x x ม[วง 

TP6/4 

1. 0.387 x x x ม[วง 

ภาพท่ี 4-3 TLC จากการแยกดEวยวิธี VLC 
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ตารางท่ี 4-5 (ตZอ) แสดงค[า Rf ของสารท่ีสกัดดEวยวิธี VLC 

Rf สังเกตดEวยตาเปล[า UV 254 nm UV 366 nm 
Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

2. 0.451 x x x ม[วง 

3. 0.564 x x x ม[วง 

4. 0.629 x P P ม[วง 

5. 0.725 x x x ม[วง 

6. 0.806 x x x ม[วง 

7. 0.887 x x x ม[วง 

TP6/5 

1. 0.129 x x x ม[วง 

2. 0.193 x P x ม[วง 

3. 0.29 x x x ม[วง 

4. 0.387 x P x ม[วง 

5. 0.467 x P x ม[วง 

6. 0.564 x x x ม[วง 

7. 0.629 x P P ม[วง 

8. 0.725 x x x ม[วง 

9. 0.838 x P x ม[วง 

10. 0.903 x x x ม[วง 

TP6/6     

1. 0.129 x x x ม[วง 

2. 0.274 x x x ม[วง 

3. 0.387 x x x ม[วง 

4. 0.467 x x x ม[วง 

5. 0.564 x x x ม[วง 

6. 0.629 x P P ม[วง 

7. 0.725 x x x ม[วง 

8. 0.838 x x x ม[วง 

9. 0.903 x x x ม[วง 
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ตารางท่ี 4-5 (ตZอ) แสดงค[า Rf ของสารท่ีสกัดดEวยวิธี VLC 

Rf สังเกตดEวยตาเปล[า UV 254 nm UV 366 nm 
Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

TP6/7 

1. 0.129 x x x ม[วง 

2. 0.274 x x x ม[วง 

3. 0.387 x x x ม[วง 

4. 0.467 x x x ม[วง 

5. 0.564 x x x ม[วง 

6. 0.629 x P P ม[วง 

7. 0.725 x x x ม[วง 

8. 0.838 x P P ม[วง 

9. 0.903 x x x ม[วง 

TP6/8 

1. 0.725 x x x น้ำเงิน 

2. 0.838 x P P ม[วง 

  

 จากการทำ TLC พบว[าสารมีความซับซEอน ไม[แยกออกจากกัน จึงเลือก fraction มาทำการ

แยกต[อ โดย fraction ที ่เลือกคือ TP6/4 (377 mg) เนื ่องจากมีน้ำหนักสารที่มากพอ และมีสาร 

major compound เปVนองค4ประกอบ 

 

4. ความบริสุทธิ์และน้ำหนักของสารสกัดจากการแยกด=วยวิธี CC 

 โดยสารสกัดที่เลือกมาแยกดEวยวิธีการ CC คือ TP6/4 ซึ่งมีน้ำหนักเริ่มตEนก[อนการแยกสาร

เท[ากับ 377 mg โดยสารที่แยกไดEจะเปรียบเทียบดEวย %yield (ตารางที่ 4-6) และ TLC เพื่อดูความ

บริสุทธ์ิของสาร (ภาพท่ี 4-4 และตารางท่ี 4-7) 
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ตารางท่ี 4-6 ปริมาณสารสกัดและ %yield ของสารสกัดท่ีแยกดEวยวิธี CC 

fraction น้ำหนักสาร (mg) 

TP6/9 20.8 

TP6/10 29.7 

TP6/11 20.1 

TP6/12 67 

TP6/13 40.7 

TP6/14 20.4 

TP6/15 15.8 

TP6/16 5.4 

น้ำหนักรวม 219.9 mg 

%yield 58.33% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anisaldehyde-H2SO4 reagent 

UV 254 nm 

ภาพท่ี 4-4 TLC จากการแยกสารดEวยวิธี CC 
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ตารางท่ี 4-7 แสดงค[า Rf ของสารท่ีสกัดดEวยวิธี CC 

Rf สังเกตดEวยตาเปล[า UV 254 nm UV 366 nm 
Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

TP6/9 

1. 0.344 x x x ชมพู 

2. 0.517 x x x ม[วง 

3. 0.827 x P P ม[วง 

4. 0.879 x P P ม[วง 

5. 0.931 x x x ม[วง 

TP6/10 

1. 0.172 x x x ม[วง 

2. 0.344 x x x ชมพู 

3. 0.517 x x x ม[วง 

4. 0.724 x P x สEม 

5. 0.775 x P P ม[วง 

6. 0.862 x P x ม[วง 

7. 0.879 x x x ม[วง 

8. 0.948 x x x ม[วง 

TP6/11 

1. 0.224 x x x ม[วง 

2. 0.362 x x x ชมพู 

3. 0.517 x x x ไม[มีสี 

4. 0.603 x P P เหลือง 

5. 0.689 x P x ม[วง 

6. 0.758 x P x ม[วง 

7. 0.827 x x x ม[วง 

8. 0.896 x x x ม[วง 

TP6/12 

1. 0.224 x x x ม[วง 

2. 0.362 x x x ชมพู 
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ตารางท่ี 4-7 (ตZอ) แสดงค[า Rf ของสารท่ีสกัดดEวยวิธี CC 

Rf สังเกตดEวยตาเปล[า UV 254 nm UV 366 nm 
Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

3. 0.448 x x x ม[วง 

4. 0.517 x x x เทา 

5. 0.603 x P P ม[วง 

6. 0.689 x P x ม[วง 

7. 0.758 x P x ชมพู 

8. 0.896 x x x ชมพู 

TP6/13 

1. 0.224 x x x ม[วง 

2. 0.362 x x x ชมพู 

3. 0.413 x P P ม[วง 

4. 0.448 x x x ม[วง 

5. 0.517 x P P เทา 

6. 0.603 x P x ม[วง 

7. 0.689 x P x ม[วง 

8. 0.758 x x x ม[วง 

9. 0.896 x x x ม[วง 

TP6/14 

1. 0.344 x x x ชมพู 

2. 0.396 x P x ม[วง 

3. 0.620 x x x ม[วง 

4. 0.724 x x x ม[วง 

5. 0.775 x x x ม[วง 

6. 0.810 x x x ม[วง 

7. 0.862 x P x ม[วง 

8. 0.931 x x x ม[วง 

TP6/15 

1. 0.396 x P P ม[วง 
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ตารางท่ี 4-7 (ตZอ) แสดงค[า Rf ของสารท่ีสกัดดEวยวิธี CC 

Rf สังเกตดEวยตาเปล[า UV 254 nm UV 366 nm 
Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

2. 0.534 x P x ม[วง 

3. 0.689 x P P ม[วง 

4. 0.724 x x x ม[วง 

5. 0.810 x x x ม[วง 

6. 0.931 x x x ม[วง 

TP6/16 

1. 0.327 x P P ชมพู 

2. 0.396 x P P ม[วง 

3. 0.534 x x x ม[วง 

4. 0.810 x x x ม[วง 

5. 0.931 x x x ม[วง 

 

 จากการทำ TLC พบว[าสารมีความซับซEอนนEอยลง spot แยกออกจากกัน เห็น spot ของ

สารสำคัญ จึงเลือก fraction มาทำการแยกต[อ โดย fraction ที่เลือกคือ TP6/12 (67 mg) เนื่องจาก

มีน้ำหนักสารท่ีมากพอ และมี spot ของ major compound ท่ีแยกกันชัดเจน 

 

5. ความบริสุทธิ์และน้ำหนักของสารสกัดจากการแยกด=วยวิธี size exclusion 

chromatography 

 โดยสารสกัดที่เลือกมาแยกดEวยวิธีการ size exclusion chromatography คือ TP6/12 ซ่ึง

มีน้ำหนักเริ ่มตEนก[อนการแยกสารเท[ากับ 67 mg โดยสารที่แยกไดEจะเปรียบเทียบดEวย %yield 

(ตารางท่ี 4-8) และ TLC เพ่ือดูความบริสุทธ์ิของสาร (ภาพท่ี 4-5, 4-6 และตารางท่ี 4-9) 

 

ตารางท่ี 4-8 ปริมาณสารสกัดและ %yield ของสารสกัดท่ีแยกดEวยวิธี size exclusion 

fraction น้ำหนักสาร (mg) 

TP6/17 0.5 

TP6/18 1.5 

TP6/19 1.1 
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ตารางท่ี 4-8 (ตZอ) ปริมาณสารสกัดและ %yield ของสารสกัดท่ีแยกดEวยวิธี size exclusion 

fraction น้ำหนักสาร (mg) 

TP6/20 0.8 

TP6/21 1.0 

TP6/22 3.2 

TP6/23 17.1 

TP6/24 17.4 

TP6/25 3.2 

TP6/26 1.2 

TP6/27 0.3 

TP6/28 1.2 

TP6/29 0.4 

TP6/30 1.2 

TP6/31 0.8 

น้ำหนักรวม 50.9 mg 

%yield 75.97% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4-5 TLC จากการแยกสารดEวยวิธี size exclusion (1) 
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ตารางท่ี 4-9 แสดงค[า Rf ของสารท่ีสกัดดEวยวิธี size exclusion 

Rf สังเกตดEวยตาเปล[า UV 254 nm UV 366 nm 
Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

TP6/17 

1. 0.3 x x x ม[วง 

TP6/18 

1. 0.666 x x x ม[วง 

TP6/19 

1. 0.666 x x x ม[วง 

TP6/20 

1. 0.716 x P x ม[วง 

TP6/21 

1. 0.65 x P x ม[วง 

2. 0.716 x x x ม[วง 

TP6/22 

1. 0.65 x x x ม[วง 

2. 0.716 x P x ม[วง 

3. 0.85 x x x ม[วง 

ภาพท่ี 4-6 TLC จากการแยกสารดEวยวิธี size exclusion (2) 
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ตารางท่ี 4-9 (ตZอ) แสดงค[า Rf ของสารท่ีสกัดดEวยวิธี size exclusion 

Rf สังเกตดEวยตาเปล[า UV 254 nm UV 366 nm 
Anisaldehyde-

H2SO4 reagent 

TP6/23 

1. 0.65 x P x ม[วง 

2. 0.716 x P x ม[วง 

TP6/24     

1. 0.616 x P x เทา 

2. 0.7 x P x ม[วง 

3. 0.85 x x x ม[วง 

TP6/25 

1. 0.6 x P x x 

2. 0.683 x P x x 

TP6/26 

1. 0.6 x P x ชมพู 

TP6/27 

1. 0.616 x P x ม[วง 

2. 0.7 x P x เหลือง 

TP6/28 

1. 0.616 x x x ชมพู 

TP6/29 

1. 0.533 x P x ม[วง 

2. 0.85 x x x ชมพู 

TP6/30 

1. 0.683 x P x ชมพู 

TP6/31 

1. 0.733 x x x ม[วง 

 

 จากการทำ TLC พบว[าสารมีความซับซEอนนEอยลง spot แยกออกจากกัน เห็น spot ของ

สารสำคัญ จึงเลือก fraction มาทำการแยกต[อ โดย fraction ที่เลือกคือ TP6/23 (17.1 mg) และ 

TP6/24 (17.4 mg) เน่ืองจากมีน้ำหนักสารท่ีมากพอ และ spot แยกกันชัดเจน 
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6. น้ำหนักผลึกที่ได=จาก TP6/23 

 สารสกัด TP6/23 (17.1 mg) มีลักษณะเหมือนเปVนผงเล็กๆ สารสกัดจะละลายใน ethyl 

acetate และ dichloromethane จึงทำการตกผลึกดEวย methanol เพื่อเก็บผลึกของสารสกัด ช่ัง

นำหนัก (ตารางท่ี 4-10) และนำไปวิเคราะห4ดEวย 1H-NMR spectroscopy ต[อไป 

 

ตารางท่ี 4-10 น้ำหนักผลึกและ %yield 

Fraction น้ำหนักเร่ิมต=น (mg) น้ำหนักผลึก (mg) %yield 

TP6/32 17.1 15 87.72 

 

7. ความบริสุทธิ์และน้ำหนักของสารสกัดจากการแยกด=วยวิธี TLC 

 โดยสารสกัดที่เลือกมาแยกดEวยวิธีขูด TLC คือ TP6/24 และ TP6/26 ซึ่งมีน้ำหนักเริ่มตEน

ก[อนการแยกสารเท[ากับ 17.4 mg และ 1.2 mg โดยสารท่ีแยกไดEจะเปรียบเทียบดEวย %yield (ตาราง

ท่ี 4-11 และ 4-12) และนำไปวิเคราะห4ดEวย 1H-NMR spectroscopy ต[อไป 

ตารางท่ี 4-11 ปริมาณสารสกัด TP6/24 และ %yield ของสารสกัดท่ีแยกดEวยวิธีขูด TLC 

fraction น้ำหนักสาร (mg) 

TP6/33 10.2 

TP6/34 5.8 

TP6/35 2.5 

น้ำหนักรวม 18.5 mg 

%yield 106.32% 

 

ตารางท่ี 4-12 ปริมาณสารสกัด TP6/26 และ %yield ของสารสกัดท่ีแยกดEวยวิธีขูด TLC 

fraction น้ำหนักสาร (mg) 

TP6/36 0.8 

TP6/37 4.0 

TP6/38 7.2 

น้ำหนักรวม 12 mg 

%yield 1000% 
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8. ผลพิสูจนKเอกลักษณKด=วย TLC และ 1H-NMR spectroscopy (Nuclear magnetic 

resonance spectroscopy) 

 โดย fraction ที ่นำไปวิเคราะห4 NMR มีดังนี ้ TP6/32 (6A), TP6/33 (6B), TP6/34 (6C), 

TP6/36 (6D), TP6/37 (6E) ซ่ึงผลมีดังน้ี 

ภาพท่ี 4-8 1H-NMR ของสารสกัด TP6/32 (CDCl3) 

ภาพท่ี 4-7 1H-NMR ของสารสกัด TP6/33 (CDCl3) 
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ภาพท่ี 4-9 1H-NMR ของสารสกัด TP6/34 (CDCl3) 

ภาพท่ี 4-10 1H-NMR ของสารสกัด TP6/36 (CDCl3) 
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ภาพท่ี 4-11 1H-NMR ของสารสกัด TP6/37 (CDCl3) 



บทที่ 5 

สรุปและวิจารณKผลการวิจัย 

บทที่ 5 สรุปและวิจารณ4ผลการวิจัย 

 ในการศึกษาองค4ประกอบทางเคมีจากชันของชันโรงขนเงิน Tetragonula pagdeni ไดEเลือก

วิธีสกัดดEวยตัวทำละลาย methanol และทำการแยกสารดEวยวิธี thin-layer chromatography เพ่ือ

ดูลักษณะของสาร จากนั้นทำการแยกสารต[อดEวยวิธีทาง chromatography คือ vacuum liquid 

chromatography, column chromatography, size exclusion chromatography และทำการ

วิเคราะห4ผลดEวย NMR spectroscopy 

 ผลการศึกษาการสกัดดEวย methanol น้ันไดEสารสกัดในแต[ละแหล[งแตกต[างกัน ดังน้ี นาขEาว, 

สวนดอกไมE 1, สวนดอกไมE 2, สวนสมุนไพร, สวนสEมโอ และ ป«าชายเลน คิดเปVนรEอยละ 39.57, 

31.57, 50.32, 11.57, 15.47 และ 45.53 ตามลำดับ ซึ่งน้ำหนักที่ไดEแตกต[างกันนี้ อาจเกิดจากตัวทำ

ละลายท่ีใชEไม[เหมาะสมกับตัวอย[าง 

 ผลการศึกษาการตรวจสอบองค4ประกอบและหาตัวทำละลายในการสกัดเบื้องตEนดEวยวิธี 

thin-layer chromatography โดยการคำนวณระยะทางเคล่ือนท่ีสัมพัทธ4 (Rf) เพ่ือเปรียบเทียบและดู

ความแตกต[างของ spot จากการสังเกตดEวยตาเปล[า แสง UV 254 และ 366 nm และการฉีดพ[นดEวย 

anisaldehyde-H2SO4 reagent จากผลการทดลอง พบว[าสารสกัดที่ไดEจากแต[ละแหล[งตัวอย[าง มี

ความแตกต[างกันค[อนขEางมาก โดยในการทดลองนี้อาจเกิดขEอผิดพลาดจากการ spot สารมากเกินไป 

ทำใหEสารแยกออกจากกันไม[สมบูรณ4 อาจทำใหEสารสำคัญบางตัวสังเกตไดEไม[ชัดเจน 

 ผลการศึกษาการแยกสารดEวยวิธีทาง chromatography พบว[า สารสกัดที่ไดEมีความซับซEอน

อย[างมาก เนื่องจากการแยกสารดEวยวิธีทาง chromatography ที่ใชEมีทฤษฎีการแยกที่แตกต[างกัน 

แต[ก็ไม[สามารถแยกสารใหEมีความบริสุทธิ์ไดEดีพอ กล[าวคือ การแยกตามความมีขั้วดEวยวิธี vacuum 

liquid chromatography, column chromatography และการแยกตามขนาดของสารดEวยวิธี size 

exclusion chromatography ซึ่งไม[สามารถทำใหEสารเปVนสารบริสุทธิ์ไดEจากการตรวจวิเคราะห4ผล

ดEวยวิธี 1H-NMR spectroscopy โดยอาจจะตEองนำสารที ่สกัดไดEไปทำการวิเคราะห4ดEวย High 

performance liquid chromatography และทำการแยกสารสกัดเพิ่มเติมเพื่อใหEสารมีความบริสุทธ์ิ 

แลEวจึงทำการวิเคราะห4ดEวยวิธี NMR spectroscopy, Infrared spectrometry, UV-Visible 

spectrophotometry และ mass spectrometry เพ่ือหาสารสำคัญต[อไป
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