
บทท่ี 4  
 
 

ผลการทดลอง 
 
 
1. การสกัดพืชสมุนไพร 
        ในการสกัดสารสําคัญจากผงสมุนไพรเขืองแขงมา ไดแบงวิธีการสกัดออกเปน 2 กลุม คือ การ
สกัดตามความมีข้ัวของตัวทําละลาย โดยใชเอธิลอะซิเตท, เอธานอล และนํ้า เรียงตามลําดับ และ
การสกัดดวยตัวทําละลายชนดิเดียว คือ สารสกัดเอธานอล และสารสกัดน้ํา 
 

ตาราง 4 ระยะเวลาในการสกดัและปริมาณสารสกัดท่ีได 

สารสกัด 
ระยะเวลาสกดั 

(ช่ัวโมง) 
ปริมาณของสารสกัดท่ีได 

(% w/w) 

สารสกัดซ่ึงสกัดตามความมีข้ัวของตัวทํา
ละลายตามลําดับ 
1. สารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท (S1) 

2. สารสกัดสวนเอธานอล (S2) 

3. สารสกัดสวนน้ํา (S3) 

 
 

16 
32 
8 

 
 

3.37 
10.77 
0.98 

สารสกัดซ่ึงสกัดดวยตัวทําละลายชนิดเดยีว 

1. สารสกัดเอธานอล (CT1) 

2. สารสกัดน้ํา (CT2) 

 
25 
8 

 
12.77 
1.72 
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2.  การศึกษาฤทธ์ิตานการอักเสบของสารสกัดในหนูขาว  
 
ตาราง 5 ผลของสารสกัดเขืองแขงมาตอความสามารถในการยับยั้งการบวมของอุงเทาหนูขาวเทียบ
กับยามาตรฐานแอสไพริน 

ระยะเวลาหลังฉีด carrageenin 
1 ช่ัวโมง 3 ช่ัวโมง 5 ช่ัวโมง หน ู

Dose 
(mg/kg) 

EV (ml) % EI EV (ml) % EI EV (ml) % EI 
กลุมที่ 1 
กลุมที่ 2 
กลุมที่ 3 
กลุมที่ 4 
กลุมที่ 5 
กลุมที่ 6 
กลุมที่ 7 

- 
300 
100 
400 
400 
400 
400 

0.27+0.01 
0.14+0.01*** 
0.25+0.04 
0.18+0.01** 
0.22+0.02 
0.26+0.02 
0.25+0.02 

- 
47.09 
8.40 
32.10 
19.05 
4.32 
7.20 

  0.76+0.02 
0.37+0.04*** 
0.52+0.02*** 
0.51+0.01*** 
0.52+0.02*** 
0.58+0.04*** 
0.63+0.04*** 

- 
50.88 
31.93 
33.55 
31.27 
23.83 
17.69 

0.78+0.02 
0.51+0.02*** 
0.65+0.01*** 
0.61+0.01*** 
0.57+0.03*** 
0.64+0.03*** 
0.69+0.06* 

- 
34.49 
17.26 
22.22 
26.56 
18.16 
11.04 

- คํานวณในคาของ mean + S.E.M. (n = 6) 

- กลุมท่ี 3 หนูตาย  1 ตัว หลังจากไดรับสารสกัด 1 ช่ัวโมง, n = 5 

- *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 เม่ือเทียบกับกลุมควบคุม (กลุมท่ี 1) 
เม่ือ  กลุมท่ี 1  กลุมควบคุม ไดรับ 5 % polysorbate 80 (Tween 80®) 

  กลุมท่ี 2  กลุมยามาตรฐาน ไดรับแอสไพริน 300 mg/kg โดยการปอน 
กลุมท่ี 3-5 กลุมตัวอยาง ไดรับสารสกัดท่ีสกัดตามความมีข้ัวของตัวทํา

ละลาย โดยเรียงลําดับดังนี้ คือ สารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท (S1)  

100 mg/kg, สารสกัดสวนเอธานอล (S2) 400 mg/kg และสาร
สกัดสวนน้ํา (S3) 400 mg/kg  โดยการปอน 

กลุมท่ี 6 กลุมตัวอยาง ไดรับสารสกัดเอธานอล (CT1) 400 mg/kg โดย
การปอน 

กลุมท่ี 7 กลุมตัวอยาง ไดรับสารสกัดน้ํา (CT2) 400 mg/kg โดยการ
ปอน 
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3. การศึกษาฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารสกัด 
3.1 ABTS Method 

  
ตาราง 6 ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารสกัดโดยวิธี ABTS 

สารสกัด % Inhibition 

ฤทธ์ิตาน
ออกซิเดชันของ
ตัวอยาง 1 g เทียบ
กับ Trolox (mg 

Trolox/g sample) 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g 

เทียบกับ Quercetin 
(mg Quercetin/g 

sample) 
สารสกัดซ่ึงสกัดตามความมีข้ัว
ของตัวทําละลายตามลําดับ 
1. สารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท (S1) 
2. สารสกัดสวนเอธานอล (S2) 
3. สารสกัดสวนน้ํา (S3) 

 
 
25.33 + 0.17 
34.30 + 0.40 
27.66 + 0.26 

 
 

88.41 + 0.60 
123.64 + 1.45 
107.56 + 1.01 

 
 

62.24 + 1.01 
86.34 + 0.99 
75.52 + 0.69 

สารสกัดซ่ึงสกัดดวยตัวทําละลาย
ชนิดเดยีว 
1. สารสกัดเอธานอล (CT1) 
2. สารสกัดน้ํา (CT2) 

 
 
30.00 + 0.38 
32.77 + 0.13 

 
 

116.66 + 1.47 
123.20 + 0.49 

 
 

81.74 + 1.01 
86.12 + 0.33 
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ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของตัวอยาง 1 g เทียบกับ Trolox 

(mg Trolox/g sample)
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ภาพ 8  ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารสกัด 1 กรัม เทียบกบั Trolox 

 

 
 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารสกัด 1 g เทียบกับ quercetin 

(mg quercetin/g sample)
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ภาพ 9 ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารสกัด 1 กรัม เทียบกบั Quercetin 

 
สารสกัดซ่ึงสกัดตามความมีข้ัวของตัวทําละลาย 
1. สารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท (S1) 
2. สารสกัดสวนเอธานอล (S2) 
3. สารสกัดสวนน้ํา (S3)                                                                                                                                    

สารสกัดซ่ึงสกัดดวยตัวทําละลายชนิดเดยีว 

1. สารสกัดเอธานอล (CT1) 
2. สารสกัดน้ํา (CT2)  
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3.2 Scavenging effect on nitric oxide assay 
 

ตาราง 7 Nitric oxide scavenging activity ของสารสกัด 
% Inhibition 

Concentration (μg/ml) Fraction 

0.1 1.0 5.0 12.5 25.0 50.0 

สารสกัดซ่ึงสกัดตามความมีข้ัวของ
ตัวทําละลายตามลําดับ 
1. สารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท (S1) 

2. สารสกัดสวนเอธานอล (S2) 

3. สารสกัดสวนน้ํา (S3) 

 
 
- 
- 
- 

 
 

1.27 
-2.14 
11.62 

 
 

4.24 
3.84 
21.53 

 
 

6.21 
4.96 
28.67 

 
 

8.40 
8.94 
37.87 

 
 

9.99 
11.68 
42.81 

สารสกัดซ่ึงสกัดดวยตัวทําละลาย
ชนิดเดยีว 
1. สารสกัดเอธานอล (CT1) 

2. สารสกัดน้ํา (CT2) 

 
 
- 
- 

 
 

-10.53 
36.45 

 
 

-8.27 
38.65 

 
 

-0.60 
39.78 

 
 

5.09 
37.27 

 
 

15.43 
37.90 

Standard 
1. Curcumin 

 
5.80 

 
24.71 

 
49.75 

 
60.77 

 
70.21 

 
77.40 
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ภาพ 10  Nitric oxide scavenging activity ของสารสกัด 

 



 39 

3.3 Scavenging effect on superoxide anion assay 
ตาราง 8 Superoxide anion scavenging activity ของสารสกัด 

% Inhibition 

Concentration (μg/ml) Fraction 

0.1 1.0 2.5 5.0 10.0 25.0 

สารสกัดซ่ึงสกัดตามความมีข้ัวของ
ตัวทําละลายตามลําดับ 
1. สารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท (S1) 
2. สารสกัดสวนเอธานอล (S2) 
3. สารสกัดสวนน้ํา (S3) 

 
 

15.63 
0.38 
8.03 

 
 

15.68 
2.44 
11.99 

 
 

24.39 
6.66 
16.28 

 
 

25.02 
12.71 
21.52 

 
 

28.89 
25.33 
30.06 

 
 

30.01 
31.20 
47.27 

สารสกัดซ่ึงสกัดดวยตัวทําละลาย
ชนิดเดยีว 
1. สารสกัดเอธานอล (CT1) 
2. สารสกัดน้ํา (CT2) 

 
 

1.12 
5.89 

 
 

2.84 
9.94 

 
 

6.26 
14.31 

 
 

8.70 
20.51 

 
 

13.91 
29.67 

 
 

30.65 
50.73 

Standard 
1. Rutin 
2. Vitamin C 

 
14.07 
7.30 

 
23.41 
19.54 

 
34.28 
30.31 

 
46.12 
47.44 

 
58.20 
72.70 

 
66.06 
85.44 
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ภาพ 11 Superoxide anion scavenging activity ของสารสกัด 
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4. การแยกและการทําใหบริสุทธ์ิควบคูกับการตรวจสอบฤทธ์ิตานออกซิเดชัน 
   

 4.1 ผลการแยกสารสกัดสวนเอธานอล 
        ทําการแยกสารสกัดสวนเอธานอล (คร้ังละ 500 mg) โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ (เสนผาน
ศูนยกลาง 2.5 cm) ดวย sephadex LH20 (60 g)   เร่ิมตนจากระบบตัวทําละลายของ methanol : 

H2O  70 : 30, 80 : 20, 90 :10 และ 100 % methanol  ตามลําดบั และทําการเก็บ fraction ละ 
50 ml  จํานวน 31 fraction และทําการรวม fraction โดยการตรวจสอบดวย TLC  ไดท้ังหมด 6 

fraction และนําไปวดัฤทธ์ิตานออกซิเดชันโดย ABTS Method 

 
Ethanol extract 

(1.52 g) 
             CC (dia. 2.5 cm), Sephadex LH20 60 g 
     70 % MeOH – 100 % MeOH 

     

LR-1                 LR-2                 LR-3                 LR-4                LR-5                 LR-6 
  (293.95 mg)       (250.81 mg)        (53.70 mg)        (44.79 mg)         (62.64 mg)       (1029.61 mg) 

 
ภาพ 12 แผนภูมิแสดงผลการแยกสารสกัดสวนเอธานอล 
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ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารท่ีไดจากการแยกสารสกัดสวนเอธานอลโดยวิธี ABTS 
 

ตาราง 9 ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารท่ีไดจากการแยกสารสกัดสวนเอธานอล 

Fraction % Inhibition 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g 

เทียบกับ Trolox (mg 
Trolox/g sample) 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g เทียบ
กับ Quercetin (mg 

Quercetin/g sample) 
1. สารสกัดสวนเอธานอล 
2. LR-1 
3. LR-2 
4. LR-3 
5. LR-4 
6. LR-5 
7. LR-6 

34.52 + 0.70 
22.42 + 0.23 
29.88 + 0.28 
27.63 + 0.28 
23.81 + 0.17 
23.40 + 0.74 
23.70 + 0.36 

124.45 + 2.54 
79.67 + 0.83 
100.76 + 0.96 
102.88 + 1.06 
70.03 + 0.51 
83.52 + 2.64 
87.78 + 1.34 

86.89 + 1.73 
56.31 + 0.57 
70.60 + 0.65 
72.24 + 0.72 
49.40 + 0.35 
58.94 + 1.80 
61.93 + 0.92 

 
 
 

ฤทธิ์ตานออกซิเดชันของสารที่แยกไดเปรียบเทียบกับสาร

สกัดสวนเอธานอล (mg Trolox/g sample)
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ภาพ 13 แสดงฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารท่ีแยกไดเปรียบเทียบกับสารสกัดสวนเอธานอล  

(mg Trolox / g sample) 



 42 

ฤทธิต์านออกซิเดชันของสารท่ีแยกไดเปรียบเทียบกบัสารสกดั

สวนเอธานอล  (mg Quercetin/g sample)
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ภาพ 14 แสดงฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารท่ีแยกไดเปรียบเทียบกับสารสกัดสวนเอธานอล  

(mg quercetin / g sample) 
 
4.2 การแยกสารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท 
        ทําการแยกสารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท (แบงทํา 3 คร้ัง คร้ังละ 14 g) โดยวิธีคอลัมนโครมาโท  
กราฟ (เสนผานศูนยกลาง 9.5 cm) ดวย Silica gel (500 g, 70-230 mesh, cat. no. 7734, 

MercK)   เร่ิมตนจากระบบตัวทําละลายของ   n-Hexane : Ethylacetate 80 : 20 แลวเพิ่ม
อัตราสวนของ Ethylacetate ทีละ 10 % จนกระท่ัง Ethylacetate เทากับ 100 % และเพิม่
อัตราสวนของ methanol ทีละ 10 % จนเปน  100 % methanol  ตามลําดับ และทําการเกบ็ 
fraction ละ 500 ml  จํานวน 47 fraction และทําการรวม fraction โดยตรวจสอบดวย TLC  ได
ท้ังหมด 10 fraction และนําไปวัดฤทธ์ิตานออกซิเดชัน 
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Ethylacetate extract 
                     (42.00 g), แบงทํา 3 คร้ัง 

             CC (dia. 9.5 cm), Silica gel 500 g 
     n-Hexane : EtOAC 80 : 20  – 100 % MeOH 

     
LR-A1                    LR-A2                    LR-A3                     LR-A4                    LR-A5                

      (0.95748 g)            (1.94713 g)             (1.30738 g)              (4.29460 g)            (3.75313 g) 
     

LR-A6                    LR-A7                    LR-A8                     LR-A9                    LR-A10              
     (10.07242 g)            (2.78354 g)             (3.25972 g)              (0.85685 g)             (7.96406 g) 

 

ภาพ 15  แผนภูมิแสดงผลการแยกสารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท 
 

4.2.1 ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารท่ีไดจากการแยกสารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท 
4.2.1.1 ABTS Method 

 

ตาราง 10 ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารท่ีไดจากการแยกสารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท 

Fraction % Inhibition 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g 

เทียบกับ Trolox (mg 
Trolox/g sample) 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g เทียบ
กับ Quercetin (mg 

Quercetin/g sample) 
 1.  สารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท 
 2.  LR-A1                     
 3.  LR-A2                     
 4.  LR-A3                      
 5.  LR-A4                     
 6.  LR-A5 
 7.  LR-A6 
 8.  LR-A7 
 9.  LR-A8 
10. LR-A9 
11. LR-A10 

31.90 + 0.34 
0.53 + 0.29 
1.78 + 0.43 
4.05 + 0.07 
3.60 + 0.13 
5.41 + 0.17 
36.70 + 0.36 
34.36 + 0.17 
25.31 + 0.11 
24.37 + 0.46 
22.21 + 0.17 

94.70 + 0.95 
8.31 + 0.90 
8.22 + 0.91 
20.20 + 0.22 
15.28 + 0.35 
24.93 + 0.58 
122.39 + 1.15 
100.25 + 0.48 
86.47 + 0.36 
81.10 + 1.41 
71.11 + 0.51 

75.89 + 0.79 
3.37 + 0.75 
4.47 + 0.76 
13.15 + 0.18 
9.72 + 0.29 
17.06 + 0.48 
98.58 + 0.96 
80.56 + 0.40 
68.60 + 0.30 
64.23 + 1.17 
56.04 + 0.42 
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        4.2.1.2 Scavenging effect on nitric oxide assay 
 
        ตาราง 11 Nitric oxide scavenging activity ของสารท่ีไดจากการแยกสารสกัดสวน 
                        เอธิลอะซิเตท 

% Inhibition 

Concentration (μg/ml) Fraction 

1.0 5.0 12.5 25.0 50.0 

1.  สารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท 
 2.  LR-A1                     
 3.  LR-A2                     
 4.  LR-A3                      
 5.  LR-A4                     
 6.  LR-A5 
 7.  LR-A6 
 8.  LR-A7 
 9.  LR-A8 
10. LR-A9 

11. LR-A10 

1.27 
0.12 
-7.85 
-10.25 
-63.86 
-23.58 
33.12  
-10.83  
0.57 
-5.93  
-4.55 

4.24 
-1.74 
-2.88 
-8.94 
-50.56 
0.56 
32.08  
-12.77  
4.06 
-2.32  
-0.42 

6.21 
1.08 
-3.65 
-10.18 
-43.94 
1.50 
32.49  
-7.25 
5.28 
9.67 
2.34 

8.40 
2.31 
0.08 
-8.86 
-12.61 
2.75 
42.04  
-4.48  
6.42 
16.95 
9.84 

9.99 
3.18 
1.11 
-8.81 
8.34 
2.83 
37.25 
7.49  
10.56 
11.43  
14.88 
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        4.2.1.3 Scavenging effect on superoxide anion assay 
 
        ตาราง 12 Superoxide anion scavenging activity ของสารท่ีไดจากการแยกสารสกัดสวน       
                        เอธิลอะซิเตท 

% Inhibition 

Concentration (μg/ml) Fraction 

0.1 1.0 2.5 5.0 10.0 

1.  สารสกัดสวนเอธิลอะซิเตท 
 2.  LR-A1                     
 3.  LR-A2                     
 4.  LR-A3                      
 5.  LR-A4                     
 6.  LR-A5 
 7.  LR-A6 
 8.  LR-A7 
 9.  LR-A8 
10. LR-A9 

11. LR-A10 

15.63 
3.50 
-3.27 
-5.34 
7.39 
8.41 
14.98 
9.35 
3.38 
0.37 
1.15 

15.68 
6.47 
6.80 

-13.06 
16.42 
12.26 
17.12 
14.15 
6.96 
1.98 
3.02 

24.39 
6.40 
-6.06 
-9.57 
19.34 
17.55 
19.40 
20.68 
13.05 
4.92 
6.68 

25.02 
7.89 
-4.91 
10.60 
20.61 
20.22 
38.01 
26.74 
21.84 
12.84 
10.11 

28.89 
9.02 
-1.60 
-7.60 
29.70 
26.23 
52.24 
39.93 
34.28 
27.79 
24.47 

 
จากผลการวัดฤทธ์ิตานออกซิเดชัน พบวา fraction LR-A6 ใหฤทธ์ิท่ีสูงท่ีสุด จึงนํามาแยกตอ
เพื่อใหไดสารท่ีบริสุทธ์ิข้ึน 
 
4.3 การแยก fraction  LR-A6 

        ทําการแยกสาร LR-A6 (แบงทํา 3 คร้ัง คร้ังละ 3.00 g) โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ (เสน
ผานศูนยกลาง 4.5 cm) ดวย Silica gel (280 g, 70-230 mesh, cat. no. 7734, MercK)   

เร่ิมตนจากระบบตัวทําละลายของ n-Hexane : Ethylacetate 80 : 20 แลวเพิ่มอัตราสวนของ 
Ethylacetate ทีละ 10 % จนกระท่ัง Ethylacetate เทากับ 100 % และเพิ่มอัตราสวนของ 
methanol ทีละ 10 % จนเปน  100 % methanol  ตามลําดับ และทําการเก็บ fraction ละ 100 ml  

จํานวน 101 fraction และทําการรวม fraction โดยตรวจสอบดวย TLC  ไดท้ังหมด 11 fraction 

และนําไปวัดฤทธ์ิตานออกซิเดชัน 
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LR-A6 
                  (9.00 g) แบงทํา 3 คร้ัง 

             CC (dia. 4.5 cm), Silica gel 280 g 
     n-Hexane : EtOAC 80 : 20  – 100 % MeOH 

     
      LRA6-1            LRA6-2              LRA6-3             LRA6-4           LRA6-5               LRA6-6 
  (0.05883 g)        (0.54306 g)         (0.70259 g)        (2.20209 g)     (0.71796 g)          (0.45456 g) 
     

 LRA6-7                      LRA6-8                 LRA6-9                    LRA6-10                  LRA6-11              
  (2.70525 g)                 (0.23556 g)           (0.65262 g)                (0.15816 g)               (0.29642 g) 

ภาพ 16 แผนภูมิแสดงผลการแยก fraction  LR-A6 
         
4.3.1  ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารท่ีไดจากการการแยก fraction  LR-A6 
        4.3.1.1 ABTS Method 
 

ตาราง 13 ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารท่ีไดจากการแยก fraction  LR-A6 

Fraction % Inhibition 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g 

เทียบกับ Trolox (mg 
Trolox/g sample) 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g เทียบ
กับ Quercetin (mg 

Quercetin/g sample) 
1.  LR-A6 
2.  LRA6-1             
3.  LRA6-2               
4.  LRA6-3              
5.  LRA6-4            
6.  LRA6-5                
7.  LRA6-6 
8.  LRA6-7                            
9.  LRA6-8                  
10. LRA6-9                     
11. LRA6-10                   
12. LRA6-11              

36.64 + 1.21 
4.40 + 0.12 
8.85 + 0.07 
65.60 + 0.72 
25.56 + 0.88 
38.17 + 0.77 
20.75 + 0.39 
12.37 + 0.57 
11.56 + 0.25 
51.84 + 0.92 
31.00 + 0.46 
15.04 + 0.15 

154.99 + 4.65 
18.98 + 0.45 
32.46 + 0.24 
256.30 + 2.81 
101.70 + 3.42 
139.70 + 2.76 
83.00 + 1.51 
50.35 + 2.23 
43.34 + 0.91 
194.37 + 3.40 
112.81 + 1.64 
50.45 + 0.47 

106.85 + 3.20 
13.51 + 0.31 
22.71 + 0.16 

176.37 + 1.92 
70.28 + 2.34 
96.32 + 1.89 
57.45 + 1.04 
35.05 + 1.53 
30.19 + 0.62 
133.85 + 2.33 
77.86 + 1.12 
35.03 + 0.33 
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               4.3.1.2 Scavenging effect on nitric oxide assay 
 

ตาราง 14 Nitric oxide scavenging activity ของสารท่ีไดจากการแยก fraction  LR-A6 

% Inhibition 

Concentration (μg/ml) Fraction 

1.0 5.0 12.5 25.0 50.0 

1.  LR-A6 
2.  LRA6-1             
3.  LRA6-2               
4.  LRA6-3             
5.  LRA6-4            
6.  LRA6-5                
7.  LRA6-6 
8.  LRA6-7            
9.  LRA6-8                  
10. LRA6-9                     
11. LRA6-10                   
12. LRA6-11              

33.12 
-6.63 
-17.63 
-5.97 
-7.42 
2.58 

-14.13 
-26.21 
3.29 
2.32 
-7.52 
-12.32 

32.08 
-5.71 
-20.51 
-4.18 
-3.65 
4.49 

-12.20 
-18.23 
6.40 
4.90 
-4.72 
-8.75 

32.49 
-3.12 
-19.43 
6.50 
1.02 
6.65 
-0.69 
8.97 
12.24 
5.52 
0.12 
-5.23 

42.04 
-1.55 
-24.50 
6.40 
2.87 
8.71 
-0.80 
28.93 
15.54 
6.54 
1.85 
-2.12 

37.25 
-0.41 
-51.27 
14.42 
5.74 
12.06 
6.83 
29.98 
16.34 
8.52 
2.27 
-0.12 
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            4.3.1.3 Scavenging effect on superoxide anion assay 
 

ตาราง 15 Superoxide anion scavenging activity ของสารท่ีไดจากการแยก fraction  LR-A6 

% Inhibition 

Concentration (μg/ml) Fraction 

1 2.5 5 10 100 

1.  LR-A6 
2.  LRA6-1             
3.  LRA6-2               
4.  LRA6-3             
5.  LRA6-4            
6.  LRA6-5                
7.  LRA6-6 
8.  LRA6-7            
9.  LRA6-8                  
10. LRA6-9                     
11. LRA6-10                   
12. LRA6-11              

14.98 
-0.62 
1.46 
6.31 
1.62 
31.44 
-2.40 
-3.00 
12.54 
5.85 
-1.17 
7.96 

17.12 
7.57 
12.26 
9.34 
3.64 
33.12 
4.06 
-8.64 
10.43 
2.42 
4.07 
1.35 

19.40 
20.72 
14.89 
5.02 
8.32 
35.37 
-11.50 
1.55 
12.91 
11.36 
5.29 
3.47 

38.01 
13.29 
16.04 
11.60 
12.86 
37.93 
-10.72 
2.50 
25.65 
18.73 
7.18 
-5.83 

52.24 
-9.84 
24.18 
44.95 
19.05 
55.01 
-25.24 
30.24 
20.96 
34.75 
-14.00 
-42.22 

 
จากผลการวัดฤทธ์ิตานออกซิเดชัน พบวา fraction LRA6-3 ใหฤทธ์ิท่ีสูงท่ีสุด จึงนํามาแยกตอ
เพื่อใหไดสารท่ีบริสุทธ์ิข้ึน 
 
4.4 การแยก fraction LRA6-3 

        ทําการแยกสาร LRA6-3 (คร้ังละ 200 mg) โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ (เสนผาน
ศูนยกลาง 2.0 cm) ดวย Silica gel (60 g, 70-230 mesh, cat. no. 7734, MercK)  เร่ิมตนจาก 
100 % n-Hexane, n-Hexane : Ethylacetate 90 : 10 แลวเพิ่มอัตราสวนของ Ethylacetate ที
ละ 10 % จนกระท่ัง Ethylacetate เทากบั 100 %  และเพิ่มอัตราสวนของ methanol ทีละ 10 % 

จนถึง  100 % methanol  ตามลําดับ และทําการเก็บ fraction ละ 50 ml  จํานวน 66 fraction 

และทําการรวม fraction โดยตรวจสอบดวย TLC  ไดท้ังหมด 12 fraction และนําไปวดัฤทธ์ิตาน
ออกซิเดชัน 
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LRA6-3 
                (200.00 mg), แบงทํา 3 คร้ัง 

             CC (dia. 2.0 cm), Silica gel 60 g 
     100 % n-Hexane, n-Hexane : EtOAC 90 : 10  – 100 % MeOH 

     
     LRA6-3-01       LRA6-3-02         LRA6-3-03       LRA6-3-04      LRA6-3-05        LRA6-3-06 
      (4.05 mg)         (20.21 mg)          (46.27 mg)       (184.14 mg)      (40.27 mg)         (37.86 mg) 
  
     
     LRA6-3-07      LRA6-3-08         LRA6-3-09       LRA6-3-10      LRA6-3-11        LRA6-3-12 
     (3.83 mg)         (7.59 mg)            (34.70 mg)        (71.34 mg)       (29.23 mg)         (42.53 mg) 

 
ภาพ 17 แผนภูมิแสดงผลการแยก fraction  LRA6-3 
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        4.4.1 ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารที่ไดจากการแยก fraction  LRA6-3 
                4.4.1.1 ABTS Method 

 
ตาราง 16 ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารท่ีไดจากการแยก fraction  LRA6-3 

Fraction % Inhibition 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g 

เทียบกับ Trolox (mg 
Trolox/g sample) 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g เทียบ
กับ Quercetin (mg 

Quercetin/g sample) 
1. LRA6-3 
2. LRA6-3-01        
3. LRA6-3-02          
4. LRA6-3-03        
5. LRA6-3-04     
6. LRA6-3-05 
7. LRA6-3-06 
8. LRA6-3-07       
9. LRA6-3-08       
10. LRA6-3-09        
11. LRA6-3-10       
12. LRA6-3-11        
13. LRA6-3-12  

50.02  + 0.34 
4.63 + 0.36 
8.85 + 0.11 
14.90 + 0.22 
44.53 + 0.62 
53.71 + 0.71 
70.47 + 0.47 
55.24 + 0.23 
55.02 + 0.23 
82.00 + 0.06 
85.03 + 0.26 
24.60 + 0.39 
19.67 + 0.13 

203.39 + 1.46 
9.64 + 1.53 
27.96 + 0.48 
52.20 + 0.93 
180.87 + 2.65 
219.16 + 0.73 
282.30 + 1.88 
237.45 + 2.48 
210.17 + 0.93 
336.58 + 0.27 
336.18 + 1.05 
95.86 + 1.70 
67.84 + 0.51 

134.96 + 0.91 
14.23 + 0.95 
25.77 + 0.30 
40.58 + 0.58 
120.98 + 1.65 
144.79 + 0.45 
183.88 + 1.17 
156.61 + 1.54 
138.65 + 0.58 
217.84 + 0.17 
217.28 + 0.66 
68.06 + 1.06 
49.85 + 0.32 
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                4.4.1.2 Scavenging effect on nitric oxide assay 
 

ตาราง 17 Nitric oxide scavenging activity ของสารท่ีไดจากการแยก fraction  LRA6-3 

% Inhibition 

Concentration (μg/ml) Fraction 

1.0 5.0 12.5 25.0 50.0 

1. LRA6-3 
2. LRA6-3-01        
3. LRA6-3-02          
4. LRA6-3-03        
5. LRA6-3-04     
6. LRA6-3-05 
7. LRA6-3-06 
8. LRA6-3-07       
9. LRA6-3-08       
10. LRA6-3-09        
11. LRA6-3-10       
12. LRA6-3-11     
13. LRA6-3-12 

-6.21 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

1.18 
-0.56 

- 
- 

-4.23 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

1.48 
-0.02 

- 
- 

5.42 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

5.06 
1.15 

- 
- 

6.01 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

6.84 
2.56 

- 
- 

13.42 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

12.09 
3.07 

- 
- 
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                4.4.1.3 Scavenging effect on superoxide anion assay 
         
        ตาราง 18 Superoxide anion scavenging activity ของสารท่ีไดจากการแยก fraction   
                       LRA6-3 

% Inhibition 

Concentration (μg/ml) Fraction 

1.0 2.5 5.0 10.0 100.0 

1. LRA6-3 
2. LRA6-3-01        
3. LRA6-3-02          
4. LRA6-3-03        
5. LRA6-3-04     
6. LRA6-3-05 
7. LRA6-3-06 
8. LRA6-3-07       
9. LRA6-3-08       
10. LRA6-3-09        
11. LRA6-3-10       
12. LRA6-3-11     
13. LRA6-3-12 

6.31 
-1.53 
-3.29 
8.07 
3.15 

-10.98 
-11.63 
-5.82 
-15.65 
0.04 
-7.52 
-15.58 
-3.26 

9.34 
-0.67 
-11.82 
-3.27 
-8.08 
-3.98 
-17.74 
-0.65 
-3.62 
-2.27 
-1.02 
-4.81 
-0.36 

5.02 
-1.99 
-7.28 
-5.53 
4.07 

-20.84 
-6.69 
12.02 
-9.17 
1.58 
-4.42 
5.21 
2.27 

11.60 
2.06 

-28.86 
-6.75 
-24.19 
-19.99 
-5.27 
13.84 
10.16 
15.39 
-28.23 
28.96 
8.35 

44.95 
24.52 
-69.95 
6.29 
-1.48 
-35.72 
24.40 
20.58 
31.39 
13.63 
2.75 
29.88 
9.47 

 
จากผลการวัดฤทธ์ิตานออกซิเดชัน พบวา fraction LRA6-3-09 และ 10 ใหฤทธ์ิท่ีสูงท่ีสุด และมี 
TLC pattern ท่ีใกลเคียงกัน จึงรวมและนํามาแยกในข้ันตอไป 
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4.5 การแยก fraction LRA6-3-09-10 

        ทําการแยกสาร LRA6-3-09-10 (แบงทํา 20 คร้ัง คร้ังละ 5 mg) ดวย Preparative HPLC 

(Inertsil® PREP-ODS column, 10 x 250 mm, UV 254 nm) flow rate 1.0 ml/min  ระบบ
ตัวทําละลาย 70 % Methanol และทําการเก็บ fraction ไดจํานวน 10 fraction และนําไปวดัฤทธ์ิ
ตานออกซิเดชัน 

 
LRA6-3-09-10 

                     (100.00 mg) แบงทํา 20 คร้ัง 
                    Inertsil® PREP-ODS column, 10 x 250 mm, uv 254 nm 

             70 % Methanol 

     
LR-001                    LR-002                    LR-003                     LR-004                    LR-005                

     (2.30 mg)                 (5.26 mg)               (11.48 mg)                 (5.68 mg)                (5.38 mg) 
 
     

LR-006                    LR-007                    LR-008                     LR-009                    LR-010              
     (5.46 mg)                 (5.56 mg)                 (14.2 mg)                (27.86 mg)               (5.64 mg) 

 
ภาพ 18  แผนภูมิแสดงผลการแยก fraction LRA6-3-09-10 
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        4.5.1  ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารที่ไดจากการแยก fraction  LRA6-3-09-10 
                4.5.1.1  ABTS Method 

 
ตาราง 19 ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารท่ีไดจากการแยก fraction  LRA6-3-09-10 

Fraction % Inhibition 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g 

เทียบกับ Trolox (mg 
Trolox/g sample) 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g เทียบ
กับ Quercetin (mg 

Quercetin/g sample) 
1. LRA6-3-09-10 
2. LR-001                     
3. LR-002                     
4. LR-003                      
5. LR-004                     
6. LR-005                
7. LR-006                     
8. LR-007                     
9. LR-008                      
10. LR-009                     
11. LR-010              

50.13 + 1.13 
8.56 + 0.13 
8.16 + 0.40 
36.70 + 0.33 
54.61 + 0.74 
44.52 + 1.34 
39.88 + 020 
49.82 + 182 
55.66 + 1.69 
49.11+ 1.27 
50.98 + 1.47 

317.07 + 6.88 
29.82 + 0.37 
32.63 + 1.28 
121.79 + 1.05 
179.89 + 2.33 
289.95 + 8.31 
128.65 + 0.63 
336.51 + 11.76 
368.38 + 10.80 
340.88 + 8.46 
169.57 + 4.70 

257.76 + 5.74 
21.73 + 0.31 
23.64 + 1.06 
98.09 + 0.88 
146.55 + 1.95 
234.96 + 6.94 
103.91 + 0.52 
273.52 + 9.82 
300.23 + 9.01 
276.97 + 7.06 
137.91 + 3.93 
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                4.5.1.2 Scavenging effect on nitric oxide 

 
ตาราง 20 Nitric oxide scavenging activity ของสารท่ีไดจากการแยก  

     fraction  LRA6-3-09-10 
% Inhibition 

Concentration (μg/ml) Fraction 

0.1 1.0 2.5 5.0 10.0 

1. LRA6-3-09-10 
2. LR-001               
3. LR-002                     
4. LR-003                      
5. LR-004                     
6. LR-005                
7. LR-006                     
8. LR-007                     
9. LR-008                      
10. LR-009                     
11. LR-010            

0.13 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

-8.92 
-3.24 
-5.04 

- 

1.05 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

-8.59 
-2.92 
-4.72 

- 

1.97 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

-4.64 
0.82 
-0.92 

- 

5.31 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

-2.69 
2.67 
0.97 

- 

9.62 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

8.16 
8.16 
6.56 

- 
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                4.5.1.3 Scavenging effect on superoxide anion 
 

ตาราง 21 Superoxide anion scavenging activity ของสารท่ีไดจากการแยก  
                             fraction  LRA6-3-09-10 

% Inhibition 

Concentration (μg/ml) Fraction 

0.1 1.0 2.5 5.0 10.0 

1. LRA6-3-09-10 
2. LR-001               
3. LR-002                     
4. LR-003                      
5. LR-004                     
6. LR-005                
7. LR-006                     
8. LR-007                     
9. LR-008                      
10. LR-009                     
11. LR-010            

1.35 
-3.74 
-9.65 
1.23 
3.26 
0.52 
1.02 
2.09 
3.01 
1.88 
-3.85 

-0.93 
-8.54 
-4.52 
-5.64 
-7.54 
2.25 
0.28 
2.17 
3.82 
2.61 
-1.58 

2.87 
-3.22 
-3.22 
-7.85 
-7.93 
3.01 
3.58 
3.88 
1.33 
1.25 
0.68 

16.49 
-11.63 
-1.87 
-12.19 
-2.14 
2.28 
4.84 
4.57 
6.45 
6.36 
1.24 

14.76 
-21.56 
-0.52 
-4.49 
-1.85 
6.35 
6.39 
12.59 
14.63 
17.68 
3.85 

 
จากผลการวัดฤทธ์ิตานออกซิเดชัน พบวา fraction LR-007, 008, 009 ใหฤทธ์ิท่ีสูงท่ีสุด และมี 
TLC pattern ท่ีใกลเคียงกัน จึงรวมและนํามาแยกในข้ันตอไป 
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4.6 การแยก fraction LR-007-8-9 

        ทําการแยกสาร LR-007-8-9 (45 mg) โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ (เสนผานศูนยกลาง 
1.2 cm) ดวย Silica gel (20 g, 230-400 mesh, cat. no. 9385, MercK)  ในระบบตัวทํา
ละลายของ Toluene : Chloroform : Acetone =  2.5 : 2.5 : 1 ทําการเก็บ fraction ละ 2 ml  

จํานวน 70 fraction และทําการรวม fraction โดยตรวจสอบดวย TLC  ไดท้ังหมด 5 fraction 

 
 

LR-007-8-9 
(45.00 mg) 

             CC (dia. 1.2 cm), Silica gel 20 g 
     Toluene : Chloroform : Acetone =  2.5 : 2.5 : 1 

     
        LR-B1                       LR-B2                    LR-B3                   LR-B4                       LR-B5                
     (4.91 mg)                  (7.80 mg)              (14.40 mg)               (7.01 mg)                (22.22 mg) 
        recrystrallized with chloroform 

           LR-B4-P 
           (6.94 mg) 

ภาพ 19 แผนภูมิแสดงผลการแยก fraction LR-007-8-9 
 
 

        จากผลการตรวจสอบดวย TLC พบวา fraction LR-B4-P คอนขางบริสุทธ์ิ และทําการรวม 
fraction LR-B1, B2, B3 เนื่องจากใหผลบวกกับการทดสอบดวย DPPH spraying reagent 

เปน LR-B1-2-3 และนํามาแยกตอเพื่อใหไดสารท่ีบริสุทธ์ิตอไป 

 
 
 
 
 
 
 
 



 58 

4.7 การแยก fraction LR-B1-2-3 

        ทําการแยกสาร LR-B1-2-3 (27.00 mg) โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ (เสนผานศูนยกลาง 
1.2 cm) ดวย Silica gel (25 g, 230-400 mesh, cat. no. 9385, MercK)   ในระบบตวัทํา
ละลายของ n-Hexane : Ethylacetate 7 :3  ทําการเกบ็ fraction ละ 2 ml  จํานวน 45 fraction 

และทําการรวม fraction โดยตรวจสอบดวย TLC  ไดท้ังหมด 5 fraction 

 
LR-B1-2-3 
(27.00 mg) 

             CC (dia. 1.2 cm), Silica gel 25 g 
     n-Hexane : Ethylacetate 7 :3   

     
        LRB-01                    LRB-02                  LRB-03                  LRB-04                      LRB-05                
      (2.95 mg)                  (5.42 mg)               (7.89 mg)               (3.41 mg)                   (5.89 mg) 
             recrystrallized with chloroform 

      LRB-02-P 
      (5.42 mg) 

ภาพ 20 แผนภมิูแสดงผลการแยก fraction LR-B1-2-3 
 
         จากผลการตรวจสอบดวย TLC พบวา fraction LRB-02-P คอนขางบริสุทธ์ิ และทําการ
รวม fraction LRB-03, 04, 05 เนือ่งจากใหผลบวกกับการทดสอบดวย DPPH spraying 

reagent เปน LRB-03-04-05 และนํามาแยกในข้ันตอไป 
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4.8 การแยก fraction LRB-03-04-05 

        ทําการแยกสาร LRB-03-04-05 (17.19 mg) ดวยวิธี Preparative TLC โดยใช Silica gel 

GF 254 ชนิด Aluminium sheet ขนาดความหนา 0.25 mm (20 x 20 cm, Merck) ในระบบตวั
ทําละลายของ n-Hexane : Ethylacetate 7 : 3  band ท่ีตองการชะดวย Ethylacetate 

 
LRB-03-04-05 

(17.19 mg) 
             Prep TLC n-Hex : EtOAc = 7 : 3 

     
          LR-C1                       LR-C2                     
  (2.43 mg)                       (7.67 mg)               
      ⎜⎜⎜ 
  LRB-02-P 

 
ภาพ 21  แผนภูมิแสดงผลการแยก fraction LRB-03-04-05 

 
             จากผลการตรวจสอบดวย TLC โดยใชระบบตัวทําละลาย 2 ชนิด พบวา fraction LR-

C2 ให spot เดียวบน TLC  

 
5. การศึกษาฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารบริสุทธ์ิท่ีได 
  

ตาราง 22 ฤทธ์ิตานออกซิเดชันของสารบริสุทธ์ิท่ีได 

Fraction % Inhibition 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g 

เทียบกับ Trolox (mg 
Trolox/g sample) 

ฤทธ์ิตานออกซิเดชัน
ของตัวอยาง 1 g เทียบ
กับ Quercetin (mg 

Quercetin/g sample) 
1. LR-B4-P  
2. LRB-02-P  
3. LR-C2-P           

2.56 + 0.38 
61.98 + 0.91  
76.60 + 0.79 

30.01 + 2.46 
412.32 + 5.83 
506.40 + 5.11 

17.78 + 2.05 
336.85 + 4.86 
415.36 + 4.27 
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6. การตรวจสอบลักษณะทางกายภาพและทางสเปกโทรสโกป 
6.1 LR-B4-P  

- มีลักษณะเปนผงสีขาว  

- ผลการพิสูจนเอกลักษณดวย TLC Chromatography ใน DVS ของ  Chloroform : 

Methanol = 95 : 5 และ    n-Hexane : Ethylacetate = 7:3 พบวาไมปรากฏ spot ใด ๆ 
เม่ือสองภายใตแสง UV ท้ัง 254 และ 365 nm เม่ือสเปรยดวย anisaldehyde in H2SO4 

แลวนําไปอบที่ 105OC 5 นาที ให spot สีชมพู 
- IR Spectrum พบวามี C=O (1643.90 cm-1) 
 

6.2 LRB-02-P  
- มีลักษณะเปนผงสีเหลือง  
- ผลการพิสูจนเอกลักษณดวย TLC Chromatography ใน DVS ของ Chloroform : 

Methanol = 95 : 5  และ   n-Hexane : Ethylacetate = 7:3 เม่ือสองภายใตแสง UV 254 

ให spot ทึบ  เม่ือสเปรยดวย anisaldehyde in H2SO4 แลวนําไปอบที่ 105OC 5 นาที ให 
spot สีน้ําเงิน และเม่ือสเปรยดวย 1 % FeCl3 ใหสีน้ําเงิน 

- λmax 292 (in Methanol) 
- IR Spectrum พบวามี O-H (3331.77 cm-1) C-H (2923.78 cm-1) และ C=O (1644.07 

cm-1) 
 
6.3 LR-C2 

- มีลักษณะเปนผงสีเหลือง  
- ผลการพิสูจนเอกลักษณดวย TLC Chromatography ใน DVS ของ Chloroform : 

Methanol = 95 : 5  และ    n-Hexane : Ethylacetate = 7:3 เม่ือสองภายใตแสง UV 254 

ใหสีน้ําตาลทึบ  เม่ือสเปรยดวย anisaldehyde in H2SO4 แลวนําไปอบท่ี 105OC 5 นาที ให 
spot สีเหลือง และเม่ือสเปรยดวย 1 % FeCl3 ใหสีน้ําเงิน 

- λmax 291 (in Methanol) 
- IR Spectrum พบวามี O-H (3285.85 cm-1) C-H (2923.34 cm-1) และ C=O (1643.80 

cm-1) 
 


