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บทที ่3 

วธีิการทดลอง 
 
3.1 วตัถุดิบสมุนไพร และผลติภัณฑ์สมุนไพร 

วตัถุดิบสมุนไพรจีนไดรั้บจากมงัคละโอสถ คลินิกการแพทยแ์ผนไทย-จีน ไดแ้ก่ 
3.1.1 Cortex Eucommiae (Duzhong) 
3.1.2 Herba Taxilli (Sangjisheng)  
3.1.3 Poria (Fuling)  
3.1.4 Radix Achyranthis Bidentatae (Niuxi)  
3.1.5 Radix Angelicae Pubescentis (Duhuo)  
3.1.6 Radix Angelicae Sinensis (Danggui)  
3.1.7 Radix Codonopsis (Dangshen) 
3.1.8 Radix et Rhizoma Asari (Xixin) 
3.1.9 Radix et Rhizoma Glycyrrhizae (Gancao)  
3.1.10 Radix Gentianae Macrophyllae (Qinjiao)  
3.1.11 Radix Paeoniae Alba (Baishao) 
3.1.12 Radix Rehmanniae Praeparata (Shudihuang)  
3.1.13 Radix Saposhnikoviae (Fangfeng) 
3.1.14 Ramulus Cinnamomi (Guizhi) 
3.1.15 Rhizoma Chuanxiong (Chuanxiong) 
3.1.16 ยาลูกกลอนต ารับตู๋หวัจ้ีเซิงไดรั้บจากมงัคละโอสถ คลินิกการแพทยแ์ผนไทย-จีน 

3.2 วสัดุ สารเคมี อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ 
3.2.1 สารเคมี 

1. 3,5-Dinitrobenzoic acid   Merck, Germany 
2. 5-(hydroxyl methyl) Furfural CRS  Tauto biotech, China 
3. 95% Ethanol   องคก์ารสุรา กรมสรรพสามิต ประเทศไทย 
4. Absolute ethanol    RCI Labscan,Thailand 
5. Acetone     RCI Labscan,Thailand 
6. Acetonitrile HPLC grade   RCI Labscan,Thailand 
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7. Ammonium glycyrrhizinate CRS   Tauto biotech, China 
8. Chloroform    RCI Labscan,Thailand 
9. Corn starch    CM Chemical & Lab supply, Thailand 
10. Diethyl ether    RCI Labscan,Thailand 
11. Ethyl acetate    RCI Labscan,Thailand 
12. Ethyl formate    RCI Labscan,Thailand 
13. Ferulic acid CRS   Union science, Thailand 
14. Formic acid    Merck, Germany 
15. Gelatin     BDH Laboratory, England 
16. Glacial acetic acid   Merck, Germany 
17. Hydrochloric acid   Merck, Germany 
18. Lactose     DMV-Fonterra Excipients, Germany 
19. Lead acetate    BDH Laboratory, England 
20. Magnesium stearate   Riedel-de Haen, Germany 
21. Methanol  HPLC grade   RCI Labscan,Thailand 
22. n-Butanol    RCI Labscan,Thailand 
23. n-Hexane    RCI Labscan,Thailand 
24. n-Propanol     RCI Labscan,Thailand 
25. Oleanolic acid CRS   Union science, Thailand 
26. Osthole CRS    Tauto biotech, China 
27. Paeoniflorin CRS   Tauto biotech, China 
28. Petroleum ether    RCI Labscan,Thailand 
29. Polyvinylpyrrolidone K30 (PVP K30) Union science, Thailand 
30. Polyvinylpyrrolidone K90 (PVP K90) Union science, Thailand 
31. Potassium hydroxide   Merck, Germany 
32. Prim-O-glucosylcimifugin CRS  Union science, Thailand 
33. Quercitin CRS    Union science, Thailand 
34. Sodium bicarbonate   Merck, Germany 
35. Sodium sulfate    Merck, Germany 
36. Sodium hydroxide   Merck, Germany 
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37. Strong ammonium TS   Merck, Germany 
38. Sulfuric acid    Merck, Germany 
39. Talcum     Ilshin industrial, China 
40. Toluene     RCI Labscan,Thailand 
41. Vanillin     Merck, Germany 

 
3.2.2    วสัดุอุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

1. เคร่ืองวดัความแขง็ของเมด็ยา  (Erweka TBH 100) 
2. เคร่ืองวดัขนาดอนุภาคโดยการแร่ง (Retsch AS200 basic) 
3. เตาเผา     (Carbolite CWF1100) 
4. Analytical balance   (OHAUS ARC 120, SARTORIUS ME 2155) 
5. Beaker     (Schott duran, Pyrex) 
6. Cylinder    (Pyrex, Witeg) 
7. Disintegration tester   (Pharmatest PTZ Auto 3) 
8. Erlenmeyer flask 
9. Evaporating dish 
10. Filter paper    (Whatman No. 1, 41) 
11. Freeze dryer   (Virtis Advantage) 
12. Friability test apparatus   (Pharmatest PTF 20E) 
13. Funnel 
14. Heating mantle  (ELECTROMANTLE EM 0500/C MR1, ISOPAD U2/102) 
15. High Performance Liquid Chromatography (Shimadzu) 

- Degasser Model DGU-20A5 
- Pump Model LC-20AD 
- Autosampler Model SIL-20AC 
- Column oven Model CTO-20A 
- Diode array detector Model SPD-M20A 
- Communication Bus Module Model CBM-20A 

16. Hot air oven    (BINDER ED240/E2) 
17. Hydrolic Tablet Machine  (Carver Laboratory press Model C) 
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18. Jolting volumeter   (Stampfvolumeter STAV 2003) 
19. Magnetic stirrer    (Fargo HMS-102) 
20. Micropipet   (GILSON MODEL PIPETMAN P20, P200, P1000) 
21. Microscope    (OLYMPUS CHS No. 1D0199) 
22. Moisture analysis   (Sartorius MA50, A&D MX-50) 
23. pH meter    (Inolab pH Level 2) 
24. Rotary evaporator  (Eyela N-1000) 
25. Single Punch Tablet Machine  (CMT 12) 
26. Slide and cover slit 
27. Sonicator    (Elma S30H Elmasonic) 
28. Soxhlet apparatus   (PYREX) 
29. Spray dryer    (Lab-PLANT SD-04) 
30. Stabilizer    (Espec Humidity cabinet LHL-112, LHU-112) 
31. Thin layer chromatography plate  (silica gel GF254) ชนิดแผน่อะลูมิเนียม ขนาด 

20x20 เซนติเมตร   (Merck, Germany) 
32. Thin layer chromatography tank 
33. UV viewer    (CAMAG) 
34. Vertex mixer    (Vortex Genie-2) 
35. Water bath 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

3.3 แผนการทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วตัถุดิบสมุนไพร 

ควบคุมคุณภาพตามเภสัชต ารับจีน 

ตรวจการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย ์โลหะหนกั และยา

ฆ่าแมลง 

การสกดั 

การสกดัแบบต่อเน่ืองดว้ยตวัท าละลายเอทานอล
โดยใชชุ้ด soxhlet 

รีฟลกัซ์ดว้ยน ้า 

ท าใหแ้หง้ 

สารสกดัน ้า สารสกดัเอทานอล 

แกรนูล ยาเมด็ 

ผลิตภณัฑสุ์ดทา้ย 

ควบคุมคุณภาพตามแนวทางการควบคุมคุณภาพผลิตภณัฑย์าจากสมุนไพร

ของส านกัคณะกรรมการอาหารและยา 

ตรวจการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย ์ ทดสอบความพึงพอใจโดยใชแ้บบสอบถาม 

พฒันาต ารับ พฒันาต ารับ 
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3.4 วธีิการทดลอง 

3.4.1 การประเมินคุณภาพสมุนไพรจีน 

สมุนไพรทั้ง 15 ชนิด น ามาประเมินคุณภาพวตัถุดิบอา้งอิงตามมาตรฐานท่ีระบุใน

เภสัชต ารับจีนปี 2005 โดยมีรายละเอียด ดงัน้ี 

3.4.1 .1 การตรวจเอกลกัษณ์ (Identification) 

ก. การตรวจเอกลกัษณ์ทางเภสัชเวท (Pharmacognostic identification) ไดแ้ก่  

 การตรวจเอกลกัษณ์ทางมหภาค (Macroscopical identification) ท าการตรวจสอบ

ลกัษณะท่ีปรากฏ, รูปร่าง, ขนาด, ลกัษณะการหกั, รอยต าหนิ, สี, กล่ิน และรส 

 การตรวจเอกลกัษณ์ทางจุลภาค (Microscopical identification) สมุนไพรท่ีน ามา

ตรวจสอบ มีดงัน้ี Duhuo, Sangjisheng, Duzhong, Fuling, Danggui, Chuanxiong, 

Gancao, Baishao และ Fangfeng 

วิธีท า เตรียมผงพืชสมุนไพรเพื่อตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยน า

สมุนไพรมาหั่นหรือสับเป็นช้ินเล็ก อบให้แห้งท่ีอุณหภูมิประมาณ 40-60 องศา

เซลเซียส บดให้ละเอียดผ่านแร่งเบอร์ 60 น าไปเตรียมสไลด์แลว้ส่องภายใตก้ลอ้ง

จุลทรรศน์ 

ข. การตรวจเอกลกัษณ์ทางเคมี (Chemical identification) ไดแ้ก่  

 การตรวจสอบโดยใชป้ฏิกิริยาทางเคมี มีรายละเอียด ดงัน้ี 

- Sangjisheng : ตรวจหา Cardiac glycoside 

ชัง่ผงบดหยาบ 10 กรัม เติม 80 % เอทานอล 50 มล. น าไปรีฟลกัซ์ 30 นาที 

กรองเก็บสารละลาย แลว้น ามาท าใหแ้หง้บน water bath น าส่วนท่ีเหลือเติมน ้ าร้อน 

10 มล. กรองเก็บสารละลายท่ีได ้ น ามาท าการแยกสกดัดว้ยตวัท าละลายโดยใช ้

diethyl ether 15 มล. 4 คร้ัง ทิ้งชั้น diethyl ether เก็บชั้นน ้ า น ามาเติมสารละลาย 

lead acetate ท่ีอ่ิมตวัจนตกตะกอนสมบูรณ์ กรองเก็บสารละลายน ามาเติมเอทา

นอล 10 มล. แลว้เติมสารละลาย sodium sulfate ท่ีอ่ิมตวัเพื่อขจดั lead ion กรอง

เก็บสารละลาย น ามาท าการแยกสกดัดว้ยตวัท าละลายโดยใชค้ลอโรฟอร์ม 15 มล. 

3 คร้ัง น าชั้นคลอโรฟอร์มมาท าใหเ้ขม้ขน้โดยใช ้rotary evaporator จนเหลือ 1 มล. 
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หยดสารละลายเข้มข้นท่ีได้บนกระดาษกรอง รอจนแห้งแล้วหยดสารละลาย 

alkaline 3,5-dinitrobenzoic acid ลงบนกระดาษกรอง ตอ้งไม่ปรากฏสีม่วงแดง 

- Duzhong :  

แช่ผงยา 1 กรัมในคลอโรฟอร์ม 10 มล. นาน 2 ชัว่โมง น าไปกรอง แลว้น า

สารละลายไประเหยให้แห้งดว้ย rotary evaporator จากนั้นเติมเอทานอล 1 มล. 

ผลบวกท่ีไดจ้ะเกิด elastic film ข้ึน 

- Fuling ทดสอบ 2 วธีิ ดงัน้ี  

o วิธีท่ี 1 : ชัง่ผงยา 1 กรัม น าไปรีฟลกัซ์ดว้ย acetone 10 มล. แลว้กรองน า

สารละลายไประเหยให้แห้งดว้ย rotary evaporator จากนั้นน าส่วนท่ีเหลือมา

เติม glacial acetic acid 1 มล. แลว้เติม sulfuric acid 1 หยด ผลบวกจะเกิดสีแดง

อ่อนแลว้จะเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลอ่อน  

o วิธีท่ี 2 : น าผงยาเล็กนอ้ย เติม iodine potassium iodide TS 1 หยด ผลบวกจะ

เกิดสีแดงเขม้ 

- Qinjiao ทดสอบ 2 วธีิ ดงัน้ี 

o วิธีท่ี 1 : ชัง่ผงหยาบ 2 กรัม เติมตวัท าละลายผสมของ Chloroform: Methanol: 

Strong ammonium TS (75: 25: 5) 30 มล. หมกัทิ้งไว ้2 ชัว่โมง กรองเก็บ

สารละลาย แลว้ท าให้เขม้ขน้บน water bath ให้เหลือประมาณ 1 มล. จากนั้น

น ามาเติมสารละลาย hydrochloric acid (1 โมลาร์/ลิตร) 2 มล. ระเหยเอา

คลอโรฟอร์มออกดว้ย rotary evaporator รอให้เยน็แลว้กรองเก็บสารละลาย

แยกใส่หลอดทดลอง หลอดแรกให้เติม mercuric potassium iodide TS จะ

ปรากฏตะกอนสีขาวเหลืองอ่อน ส าหรับหลอดท่ี 2 ให้เติม potassium 

iodobismuthate TS จะปรากฏตะกอนสีน ้าตาลแดง 

o วิธีท่ี 2 : น าช้ินส่วนของสมุนไพรมาส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตความยาว

คล่ืน 366 นาโนเมตร จะปรากฏการวาวแสงสีขาวเหลืองหรือเหลืองทอง 

- Chuanxiong : 
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ชัง่ผง 1 กรัม เติม petroleum ether (30-60 องศาเซลเซียส) 5 มล. เขยา่ 10 

ชัว่โมง กรองเก็บ สารละลายน ามาท าให้แห้งดว้ย rotary evaporator เติม methanol 

1 มล. จากนั้นหยดสารละลาย 2 % 3,5-dinitrobenzoic acid ใน methanol 2-3 หยด 

ตามดว้ยสารละลายอ่ิมตวัของ potassium hydroxide ใน methanol 2 หยด จะ

ปรากฏสีม่วงแดง 

 การใชว้ธีิทางโครมาโตกราฟิผวิบาง มีรายละเอียดดงัน้ี 

- Duhuo :   

ชัง่ผงยา 2 กรัม เติม diethyl ether 10 มล. แลว้หมกัทิ้งไว ้1 คืน น ามากรอง 

แลว้น าสารละลายมาระเหยให้แห้งดว้ย rotary evaporator จากนั้นน าส่วนท่ีเหลือ

มาเติมคลอโรฟอร์ม 2 มล. แลว้น าไป spot บนแผน่ TLC โดยใชว้ฏัภาคคงท่ีเป็น 

silica gel 60 GF254,  วฏัภาคเคล่ือนท่ี ไดแ้ก่ n-hexane: toluene: ethyl acetate 

(2:1:1), petroleum ether: toluene: ethyl acetate (2:1:1) และ n-hexane: toluene: 

chloroform (2:1:1) แลว้น าแผ่น TLC ท่ีไดไ้ปส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตท่ี

ความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร 

- Sangjisheng : 

ชัง่ผงยา 5 กรัม เติม methanol: water (1:1) 60 มล. น าไปรีฟลกัซ์ 1 ชัว่โมง 

จากนั้นกรองขณะร้อนแลว้น าไประเหยตวัท าละลายออกดว้ย rotary evaporator ให้

เหลือประมาณ 20 มล. แลว้น ามาเติมน ้ า 10  มล. ตามดว้ยกรดซลัฟูริคเจือจาง 0.5 

มล. น าไปรีฟลกัซ์ 1 ชัว่โมง แลว้ท าการแยกสกดัดว้ยตวัท าละลายโดยใช้ ethyl 

acetate 30 มล. 2 คร้ัง รวมชั้น ethyl acetate แลว้น าไประเหยตวัท าละลายออกดว้ย 

rotary evaporator ใหเ้หลือประมาณ 1 มล. จากนั้นจึงน าไป spot บนแผน่ TLC โดย

ใชว้ฏัภาคคงท่ีเป็น silica gel 60 GF254 mixed with 0.5 % sodium hydroxide 

solution และวฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็น toluene ท่ีอ่ิมตวัดว้ยน ้ า: ethyl acetate: formic 

acid (5:4:1) แลว้น าแผน่ TLC ท่ีไดไ้ปส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาว

คล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร (ใช ้ quercitin CRS ใน ethyl acetate 0.5 มก./มล. 

เป็นสารละลายมาตรฐาน) 
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- Dangshen : 

ชัง่ผงยา 1 กรัม เติม methanol 25 มล. น าไปสกดัดว้ย sonicator 30 นาที แลว้

กรอง น าสารละลายไประเหยตวัท าละลายจนแห้งดว้ย rotary evaporator น าส่วนท่ี

เหลือเติมน ้ า 2 มล. แลว้น าไป spot บนแผน่ TLC โดยใชว้ฏัภาคคงท่ีเป็น silica gel 

60 GF254 และวฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็น n-butanol: glacial acetic acid: water (7:1:0.5) 

ตรวจสอบดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร และ

ใชน้ ้ายาฉีดพน่ 10 % sulfuric acid ในเอทานอล 

- Fuling : 

ชัง่ผงยา 3 กรัม เติม 95% เอทานอล 50 มล. น าไปรีฟลกัซ์ 1 ชัว่โมง แลว้

กรองน าสารละลายไประเหยตวัท าละลายออกดว้ย rotary evaporator ให้เหลือ

ประมาณ 1 มล. แลว้น าไป spot บนแผน่ TLC โดยใชว้ฏัภาคคงท่ีเป็น silica gel 

GF254 และวฏัภาคเคล่ือนท่ี ไดแ้ก่ n-hexane: ethyl acetate (4:1), n-hexane: ethyl 

acetate: methanol (4:0.5:0.5), n-hexane: chloroform: methanol (4:0.5:0.5) 

ตรวจสอบดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร และ

ใชน้ ้ายาฉีดพน่ 10 % sulfuric acid ในเอทานอล 

- Duzhong : 

ชัง่ผงยา 3 กรัม เติม 95% เอทานอล 50 มล. น าไปรีฟลกัซ์ 1 ชัว่โมง แลว้

กรอง น าสารละลาย ไประเหยตวัท าละลายดว้ย rotary evaporator ให้เหลือ

ประมาณ 1 มล. แลว้น าไป spot บนแผน่TLC โดยใชว้ฏัภาคคงท่ีเป็น silica gel 

และวฏัภาคเคล่ือนท่ี ไดแ้ก่ n-hexane: ethyl acetate (4:1), n-hexane: chloroform 

(4:1) ตรวจสอบดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร 

และใชน้ ้ายาฉีดพน่ 10 % sulfuric acid ในเอทานอล 

- Niuxi : 

ชัง่ผงยา 2 กรัม เติม 95% เอทานอล 20 มล. น าไปรีฟลกัซ์ 40 นาที กรองเก็บ

สารละลายแลว้น าสารละลายมาเติม hydrochloric acid 1 มล. จากนั้นน าไปรีฟลกัซ์

อีก 1 ชัว่โมง น าสารละลายท่ีไดไ้ประเหยตวัท าละลายออกดว้ย rotary evaporator 
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ให้เหลือประมาณ 5 มล. แลว้น ามาเติมน ้ า 10 มล. จากนั้นจึงสกดัดว้ย petroleum 

ether 20 มล. น าไปสารละลายในชั้น petroleum ether มาท าให้แห้งดว้ย rotary 

evaporator  แลว้ละลายส่วนท่ีเหลือในเอทานอล 2 มล. น าไป spot บนแผน่ TLC 

โดยใช้วฏัภาคคงท่ีเป็น silica gel GF254 และวฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็น choroform: 

methanol (40:1) ตรวจสอบดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 

นาโนเมตร และใช้น ้ ายาฉีดพ่น phosphomolybdic acid TS อบแผ่น TLC ท่ี

อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส (ใช ้oleanolic acid CRS ในเอทานอล  1 มก./มล. เป็น

สารละลายมาตรฐาน)  

- Danggui ทดสอบ 2 วธีิ ดงัน้ี 

o วิธีท่ี 1 : ชัง่ผงยา 0.5 กรัม เติม diethyl ether 20 มล. สกดัโดยใช ้sonicator 10 

นาที กรองเก็บสารละลายแลว้น ามาท าให้แห้งดว้ย rotary evaporator แลว้น า

ส่วนท่ีเหลือมาละลายในเอทานอล 1 มล. น าไป spot บนแผน่ TLC โดยใชว้ฏั

ภาคคงท่ีเป็น silica gel GF254 และวฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็น n-hexane: ethyl acetate 

(4:1) ตรวจสอบดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโน

เมตร 

o วิธีท่ี 2 : ชัง่ผงยา 3 กรัม เติมสารละลาย 1% sodium bicarbonate 50 มล. สกดั

โดยใช ้sonicator 10 นาที กรอง น าสารละลายมาปรับให้ได ้pH 2-3 ดว้ยกรด

ไฮโดรคลอริกเจือจาง แลว้น ามาท าการแยกสกดัดว้ยตวัท าละลายโดยใช้ diethyl 

ether 20 มล. 2 คร้ัง รวมชั้น diethyl ether มาท าให้แห้งดว้ย rotary evaporator 

แลว้เติม methanol 1 มล. น าไป spot บนแผ่น TLC โดยใช้วฏัภาคคงท่ีเป็น 

silica gel GF254  และวฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็น chloroform: ethyl acetate: formic 

acid (4:1:0.1) และ diethyl ether: ethyl acetate: formic acid (3:3:0.1) 

ตรวจสอบดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร 

(ใช ้ferulic acid CRS ในเมทานอล 1 มก./มล. เป็นสารละลายมาตรฐาน) 

- Gancao : 
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ชัง่ผงยา 1 กรัม เติม diethyl ether 40 มล. น าไปรีฟลกัซ์ 1 ชัว่โมง กรองเก็บ

ส่วนท่ีเหลือน ามาเติม methanol 30 มล. น าไปรีฟลกัซ์อีก 1 ชัว่โมง กรองเก็บ

สารละลาย น ามาท าให้แห้งดว้ย rotary evaporator จากนั้นเติมน ้ า 40 มล. สกดัดว้ย 

n-butanol 20 มล. 3 คร้ัง รวมชั้น n-butanol แลว้น ามาลา้งดว้ยน ้ า 50-60 มล. 3 คร้ัง 

โดยใชก้รวยแยก น าชั้น n-butanol ท่ีไดม้าระเหยให้แห้งดว้ย rotary evaporator น า

ส่วนท่ีเหลือมาเติม methanol 5 มล. น าไป spot บนแผน่ TLC โดยใชว้ฏัภาคคงท่ี

เป็น silica gel GF254 ท่ีฉาบดว้ย 1% sodium hydroxide และวฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็น 

ethyl acetate: formic acid: glacial acetic acid: water (15:1:1:2) ตรวจสอบดว้ยแสง

อลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร และใชน้ ้ ายาฉีดพ่น 10 

% sulfuric acid ในเอทานอล แลว้อบแผน่ TLC ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส (ใช ้

ammonium glycyrrhizinate CRS ในเมทานอล 2 มก./มล. เป็นสารละลาย

มาตรฐาน) 

- Baishao : 

ชัง่ผงยา  0.5 กรัม เติมเอทานอล 10 มล. เขยา่ 5 นาที กรองเก็บสารละลาย 

ระเหยให้แห้งดว้ย rotary evaporator น าส่วนท่ีเหลือมาเติมเอทานอล 1 มล. น าไป 

spot บนแผน่ TLC โดยใชว้ฏัภาคคงท่ีเป็น silica gel GF254  และวฏัภาคเคล่ือนท่ี

เป็น chloroform: ethyl acetate: methanol: formic acid (40:5:10:0.2) ตรวจสอบ

ดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร และใชน้ ้ ายาฉีด

พน่ 5 % vanillin ใน sulfuric acid แลว้อบแผน่ TLC ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 

(ใช ้paeoniflorin CRS ในเอทานอล 1 มก./มล. เป็นสารละลายมาตรฐาน) 

- Shudihuang : 

ชัง่ผงยา 1 กรัม เติมเอทานอล 10 มล. หมกัไว ้24 ชั่วโมง กรองเก็บ

สารละลาย น าไป spot บนแผน่ TLC โดยใช้วฏัภาคคงท่ีเป็น silica gel GF254  

และวฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็น petroleum ether (60-90 องศาเซลเซียส): ethyl acetate 

(1:1) ตรวจสอบดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร 
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(ใช ้5-(hydroxyl methyl) furfural CRS ในเอทานอล 0.5 มก./มล. เป็นสารละลาย

มาตรฐาน) 

- Fangfeng : 

ชัง่ผงยา 1 กรัม เติม acetone 20 มล. สกดัดว้ย sonicator 20 นาที กรองเก็บ

สารละลายมาท าให้แห้งดว้ย rotary evaporator น าส่วนท่ีเหลือมาเติมเอทานอล 1 

มล. น าไป spot บนแผน่ TLC โดยใชว้ฏัภาคคงท่ีเป็น silica gel GF254  และวฏัภาค

เคล่ือนท่ีเป็น chloroform: methanol (4:1) ตรวจสอบดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตท่ี

ความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร (ใช ้prim-O-glucosylcimifugin CRS ในเอ

ทานอล 1 มก./มล. เป็นสารละลายมาตรฐาน) 

- Chuanxiong :  

ชัง่ผงยา 1 กรัม เติม diethyl ether 20 มล. น าไปรีฟลกัซ์ 1 ชัว่โมง กรองเก็บ

สารละลายมาท าให้แห้งดว้ย rotary evaporator น าส่วนท่ีเหลือมาเติม ethyl acetate 

2 มล. น าไป spot บนแผน่ TLC โดยใชว้ฏัภาคคงท่ีเป็น silica gel GF254  และวฏั

ภาคเคล่ือนท่ีเป็น n-hexane: ethyl acetate (9:1) ตรวจสอบดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต

ท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร 

- Guizhi : 

ชัง่ผงยา 0.5 กรัม เติมเอทานอล 10 มล. แช่ไว ้20 นาที เขยา่เป็นระยะ กรอง

เก็บสารละลายน าไป spot บนแผน่ TLC โดยใชว้ฏัภาคคงท่ีเป็น silica gel GF254  

และวฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็น petroleum ether (60-90 องศาเซลเซียส): ethyl acetate 

(17:3) ตรวจสอบดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโน

เมตร และใชน้ ้ายาฉีดพน่ 5 % vanillin ใน sulfuric acid 

3.4.1.2 การตรวจหาปริมาณเถา้ (Determination of Ash) 

ก. ปริมาณเถา้รวม (Total ash)  

ชัง่ผงยาให้มีน ้ าหนกัแน่นอน 3-5 กรัม ลงในถว้ยกระเบ้ือง แลว้น าไปเผาในเตาเผา

ดว้ยอุณหภูมิ 500-600 องศาเซลเซียส จนไดเ้ถา้สีขาวปราศจากคาร์บอน ทิ้งไวใ้ห้เยน็ 

น าไปชัง่น ้ าหนกั แลว้ค านวณ % Total ash (ถา้เถา้เผาแลว้มีสีด า ให้เติมน ้ า 2 มล. แลว้ไป
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ท าใหแ้หง้บน water bath  แลว้น าไปเผาอีกคร้ังจนไดน้ ้าหนกัคงท่ี แลว้จึงน าไปค านวณ % 

Total ash) 

ข. ปริมาณเถา้ท่ีไม่ละลายกรด (Acid-insoluble ash) 

เติมกรดไฮโดรคลอริกเจือจางปริมาตร 25 มล. ลงในถว้ยกระเบ้ืองท่ีมีเถา้รวม ตม้

นาน 10 นาที กรองดว้ยกระดาษกรองชนิดท่ีปราศจากเถ้า ลา้งตะกอนดว้ยน ้ าร้อนจนน ้ า

ลา้งตะกอนเป็นกลาง น าเถา้ท่ีกรองไดพ้ร้อมกระดาษกรองใส่ลงในถว้ยกระเบ้ืองถว้ยเดิม 

ท าใหแ้หง้ แลว้น าไปเผาท่ีอุณหภูมิ 500-600 องศาเซลเซียส จนไดน้ ้ าหนกัคงท่ี ค  านวณ % 

Acid-insoluble ash 

3.4.1.3  การตรวจหาปริมาณน ้า (Determination of Water)  

ก. วิธี Drying in oven (วิเคราะห์ Duhuo, Duzhong, Dangshen, Fuling, Sangjisheng, 

Gancao, Qinjiao, Baishao, Shudihuang, Fangfeng, Chuanxiong และ Niuxi) 

ชัง่ผงยาใหไ้ดน้ ้าหนกัแน่นอน 2-5 กรัมลงในขวดชัง่ น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศา

เซลเซียส 5 ชัว่โมง แลว้ใส่ desiccators 30 นาที ชัง่น ้ าหนกั อบท่ีอุณหภูมิ 105 องศา

เซลเซียส ใส่ desiccators 30 นาที ท าจนไดน้ ้ าหนกัคงท่ี (ต่างกนั <5 มก.) ค  านวณ % loss 

on drying 

ข. วธีิ Toluene distillation (วเิคราะห์ Guizhi, Danggui และ Xixin) 

ใส่โทลูอีน 200 มล.และน ้า 2 มล. ลงในขวดกน้กลม กลัน่ 2 ชัว่โมง ท าให้เยน็ อ่าน

ปริมาตรน ้าท่ีกลัน่ได ้ชัง่ผงยาท่ีคาดวา่จะมีน ้ าประมาณ 2-3 มล. ใส่ในขวดกน้กลมขา้งตน้ 

แลว้เติม glass bead ตม้ไฟอ่อน ประมาณ 15 นาที จนโทลูอีนเร่ิมเดือด ให้มีอตัราการหยด 

2 หยดต่อวินาที จนกระทัง่คาดวา่น ้ าหมดแลว้ เพิ่มอตัราเป็น 4 หยดต่อวินาที ผา่นไปอีก

ระยะหน่ึง ลา้ง condenser ดว้ยโทลูอีน ตม้ต่อไปอีก 5 นาที ท าใหเ้ยน็ อ่านปริมาตรน ้ าและ

ค านวณร้อยละของปริมาณน ้าท่ีได ้

 3.4.1.4 การตรวจหาปริมาณสารสกดัดว้ยตวัท าละลาย (Determination of Extractive) 

ก. Ether-soluble extractives ของ Duhuo 

ชัง่ผงยาให้ไดน้ ้ าหนกัแน่นอน 4 กรัม น าไปไวใ้น desiccators แลว้ใช้ vacuum 

pump ดูดเอาอากาศภายในออกอย่างนอ้ย 30 นาที เก็บไวน้าน 48 ชัว่โมง แลว้น าไปรี-
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ฟลกัซ์ดว้ย diethyl ether 70 มล. นาน 4 ชัว่โมง จากนั้นกรอง แลว้ลา้งส่วนท่ีเหลือดว้ย 

diethyl ether เล็กนอ้ย รวม diethyl ether เขา้ดว้ยกนัน าไปปรับปริมาตรใน volumetric 

flask 100 มล. ดว้ย diethyl ether จากนั้นตวงมาอยา่งแน่นอน 50 มล. ใส่ในถว้ยระเหยท่ีรู้

น ้าหนกัแน่นอน ตั้งถว้ยระเหยทิ้งไวจ้นแหง้ น าไปใส่ใน desiccators 24 ชัว่โมง แลว้ชัง่จน

ไดน้ ้าหนกัคงท่ี ค  านวณ % Ether-soluble extractives 

ข. Ethanol-soluble extractives 

Dangshen ใช ้45 % เอทานอล 

Fuling, Sangjisheng, Danggui, Xixin, Gancao, Baishao ใช ้70% เอทานอล  

Duzhong ใช ้75 % เอทานอล 

Qinjiao, Fangfeng, Chuanxiong, Guizhi ใช ้95 % เอทานอล 

Niuxi ใช ้n-butanol ท่ิอ่ิมตวัดว้ยน ้า 

ชั่งผงยาน ้ าหนักแน่นอน 2-4 กรัม เติมตวัท าละลายแอลกอฮอล์ 50-100 มล. 

ปริมาตรแน่นอน ตั้งทิ้งไว ้1 ชัว่โมง แลว้น าไปรีฟลกัซ์ 1 ชัว่โมง ทิ้งไวใ้ห้เยน็ กรอง  น า

สารละลายมา 25 มล. ใส่ในถว้ยระเหยท่ีทราบน ้ าหนกัแน่นอน ท าให้แห้งบน water bath 

น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 3 ชัว่โมง ใส่ใน desiccators 30 นาที ชัง่จนได้

น ้าหนกัคงท่ี ค  านวณ % Ethanol soluble extractive 

ค. Water extractives ของ Shudihuang 

ชัง่ผงยาน ้ าหนกัแน่นอน 4 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ท่ีมีฝาปิดขนาด 250-300 มล. 

เติมน ้ า 100 มล. ปิดฝาน าไปใส่เคร่ืองเขยา่นาน 6 ชัว่โมง และตั้งทิ้งไว ้18 ชัว่โมง กรอง 

น าสารละลายมา 20 มล. ใส่ในถว้ยระเหยท่ีทราบน ้ าหนกัแน่นอน ท าให้แห้งบน water 

bath น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 3 ชัว่โมง ใส่ใน desiccators 30 นาที ชัง่จน

ไดน้ ้าหนกัคงท่ี ค  านวณ % water soluble extractives 

   3.4.1.5 การหาปริมาณน ้ามนัหอมระเหย (Determination of volatile oil) 

ชัง่ผงยาน ้ าหนกัแน่นอนโดยให้มีปริมาณน ้ ามนัหอมระเหยประมาณ 0.5-1 มล. ลงใน

ขวดกน้กลมแลว้เติมน ้าประมาณ 300-500 มล. น าไปกลัน่หาปริมาณน ้ ามนัหอมระเหยโดยใช้

ชุดกลัน่หาปริมาณน ้ ามนัหอมระเหยชนิดเบากวา่น ้ า หลงัจากกลัน่ไปแลว้ 5 ชัว่โมงจนไม่มี
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น ้ามนัหอมระเหยหยด รอใหเ้ยน็ แลว้อ่านปริมาตรน ้ ามนัหอมระเหย และค านวณร้อยละของ

ปริมาณน ้ามนัหอมระเหยท่ีได ้(มล./ก.) 

    3.4.1.6 การตรวจสอบการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย ์โลหะหนกั และยาฆ่าแมลง 

ส่งตรวจการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย ์โลหะหนกั และยาฆ่าแมลงท่ีศูนยว์ิทยาศาสตร์

การแพทยท่ี์ 10 เชียงใหม่ 

3.4.2 การสกดัต ารับยา Du huo ji sheng 

3.4.2.1 วธีิการตม้ตามแบบดั้งเดิม 

ชัง่ผงสมุนไพร Duhuo 9 กรัม และสมุนไพรอ่ืนอีก 14 ชนิด ชนิดละ 6 กรัม ใส่ลงใน

หมอ้ดินเผาหรือหมอ้สแตนเลสท่ีมีฝาปิด เติมน ้ าให้ท่วมตวัยาเล็กนอ้ย ตั้งทิ้งไวป้ระมาณ 30-

60 นาที เพื่อให้น ้ าซึมเขา้ตวัยาก่อน แลว้ตม้ให้น ้ าเดือดต่อไปอีก 1 ชัว่โมง เทเก็บส่วนท่ีเป็น

น ้ าตม้ไว ้ น ากากท่ีเหลือไปตม้อีกคร้ัง น าน ้ าตม้ทั้งสองคร้ังมารวมกนั แล้วกรองด้วยส าลี 

จากนั้นจึงน ามากรองดว้ยกระดาษกรองโดยใช ้vacuum pump น าสารละลายท่ีกรองไดม้าท า

ใหเ้ขม้ขน้ดว้ย rotary evaporator แลว้ค านวณ % yield ท่ีได ้

    3.4.2.2  วธีิรีฟลกัซ์ 

ก. ชัง่ผงสมุนไพร Duhuo 45 กรัม และสมุนไพรอ่ืนอีก 14 ชนิด ชนิดละ 30 กรัม น ามาผสม

รวมกนัในถุงพลาสติกแลว้เขยา่ 5 นาที เทสมุนไพรท่ีผสมแลว้ลงใน flask กน้กลมขนาด 

10 ลิตร เติมน ้ า 4.5 ลิตร ทิ้งไว ้30 นาที แลว้ให้ความร้อนดว้ย heating mentle รอจนน ้ า

เดือดแลว้ ตั้งให้เดือดต่อไปอีก 2 ชัว่โมง จากนั้นรอให้เยน็แลว้เทส่วนท่ีเป็นน ้ าออก น า

กากกลบัไปเติมน ้ า 4.5 ลิตร แลว้ตม้ต่ออีก 2 ชัว่โมง น าน ้ าท่ีตม้ไดท้ั้งสองคร้ังมารวมกนั 

แลว้กรองดว้ยส าลี จากนั้นจึงน ามากรองดว้ยกระดาษกรองโดยใช้ vacuum pump น า

สารละลายท่ีกรองไดไ้ปท าให้แห้งดว้ยเคร่ืองท าแห้งแบบพ่นโดยใช้อุณหภูมิ inlet 200 

องศาเซลเซียส, อุณหภูมิ outlet 85 องศาเซลเซียส และอตัราการไหล 2 รอบต่อนาที แลว้

ค านวณ % yield ท่ีได ้ 

ข. ท าตามขอ้ 3.4.2.2.ก. อีกคร้ัง แต่หลังจากกรองแล้วให้น ามาท าให้เขม้ขน้ด้วย rotary 

evaporator ใหเ้หลือประมาณ 600 มล. แลว้จึงไปท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ืองท าแห้งเยือกแข็ง ชัง่

น ้าหนกัผงแหง้ท่ีไดน้ ามาค านวณ % yield 
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 3.4.2.3 วธีิการสกดัแบบต่อเน่ืองดว้ยตวัท าละลาย (Continuous extraction) ดว้ย Soxhlet apparatus 

ชัง่ผงสมุนไพร Duhuo 45 กรัม และสมุนไพรอ่ืนอีก 14 ชนิด ชนิดละ 30 กรัม น ามา

ผสมรวมกนัในถุงพลาสติกแลว้เขยา่ 5 นาที น าผงผสมใส่ในถุงผา้ขาวบางน าไปสกดัดว้ย 

95% เอทานอล 4.5 ลิตร โดยใช้ชุด soxhlet เม่ือสกดัสมบูรณ์แลว้ น ามากรองดว้ยกระดาษ

กรองโดยใช ้vacuum pump น าสารละลายท่ีกรองไดม้าท าให้เขม้ขน้ดว้ย rotary evaporator 

จนไดส้ารสกดัเขม้ขน้ ชัง่น ้าหนกัสารสกดัเขม้ขน้ท่ีไดน้ ามาค านวณ % yield 

3.4.3 การทดสอบคุณสมบติัทางเคมีกายภาพของสารสกดัน ้าและเอทานอล 

3.4.3.1 ลกัษณะภายนอกและความเป็นกรด-ด่างของสารสกดัน ้าและเอทานอล 

สังเกตลกัษณะภายนอกของสารสกดั ไดแ้ก่ สี กล่ิน การดูดความช้ืน (ของแข็ง) ความ

หนืด (ของเหลว)  

การวดัความเป็นกรด-ด่างของสารสกดั ให้ชัง่สารสกดั 0.1 กรัม ละลายในน ้ า 10 มล. 

แลว้วดัโดยใช ้pH meter 

   3.4.3.2 ทดสอบการละลายของสารสกดัน ้าและเอทานอล 

ชัง่สารสกดั 0.1 กรัม น ามาละลายดว้ยตวัท าละลาย ไดแ้ก่ น ้ า เอทานอล โดยค่อยเพิ่ม

ปริมาตรของตวัท าละลาย หาค่าการละลายโดยประเมินเทียบกบัตาราง 4 

ตาราง 4  ค่าการละลายและนิยามศพัทท่ี์เก่ียวขอ้ง [11] 

นิยาม 
ปริมาตร (มล.) ของตวัท าละลายท่ีใชใ้นการละลายตวัถูก

ละลาย 1 กรัม 

Very soluble นอ้ยกวา่ 1 

Freely soluble 1-10 
Soluble 10-30 

Sparingly soluble 30-100 

Slightly soluble 100-1000 

Very slightly soluble 1000-10000 

Pracitically insoluble/ insoluble มากกวา่ 10000 
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  3.4.4  สภาวะการทดสอบสารสกดัต ารับตู๋หวัจ้ีเซิงโดยใชว้ธีิทางโครมาโทกราฟีผวิบาง 

สารตวัอยา่ง : สารสกดัท่ีไดจ้ากการตม้แบบดั้งเดิม (CB), สารสกดัน ้ าจากวิธีรีฟลกัซ์ (CR) 

และสารสกดัเข้มขน้ด้วยเอทานอลจากวิธีการสกดัแบบต่อเน่ืองด้วยตวัท า

ละลาย (CE) 

วฏัภาคคงท่ี : silica gel GF254 

วฏัภาคเคล่ือนท่ี : chloroform: methanol (3:2), chloroform: methanol (2:3), n-hexane: 
petroleum ether (1:1), toluene: ethyl acetate (4:1) และ ethyl acetate: 
methanol (4:1) 

การตรวจสอบ : แสงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 366 นาโนเมตร และ/หรือ

ใชก้ารฉีดพน่ดว้ย 10 % sulfuric acid ในเอทานอล 

  3.4.5  การทดสอบลกัษณะลายพิมพน้ิ์วมือโดยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

ของสารสกดัต ารับตู๋หวัจ้ีเซิง 

    3.4.5.1 การเตรียมตวัอยา่ง 

ชัง่ตวัอยา่งน ้าหนกัแน่นอนดว้ยเคร่ืองชัง่ 5 ต าแหน่ง ละลายดว้ยเมทานอลในขวดปรับ

ปริมาตร 5 มล. ปรับปริมาตรดว้ยเมทานอล แลว้น าไปสกดัดว้ย sonicator เป็นเวลา 30 นาที 

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แลว้กรองผา่นกระดาษกรองขนาดรูกรอง 0.45 ไมครอน เก็บไว้

ใน vial ขนาด 2 มล. 

    3.4.5.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน osthole 

ชัง่สารมาตรฐาน osthole น ้ าหนกัแน่นอนดว้ยเคร่ืองชัง่ 5 ต าแหน่ง ละลายดว้ยเมทา

นอลในขวดปรับปริมาตร 5 มล. ปรับปริมาตรดว้ยเมทานอล แลว้กรองผ่านกระดาษกรอง

ขนาดรูกรอง 0.45 ไมครอน เก็บไวใ้น vial ขนาด 2 มล. 

    3.4.5.3 สภาวะท่ีใช ้

เคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (Shimadzu) 
- Degasser Model DGU-20A5 
- Pump Model LC-20AD 
- Autosampler Model SIL-20AC 
- Column oven Model CTO-20A 
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- Diode array detector Model SPD-M20A 
- Communication Bus Module Model CBM-20A 

คอลมัน์ชนิด reversed phase C18 (Mightysil® 5 ไมครอน, 4.6x250 มิลลิเมตร, Kanto 

chemical Co., INC., Tokyo) 

อุณหภูมิของคอลมัน์ 40 องศาเซลเซียส 

การไหลแบบเกรเดียนของ acetonitrile (A) กบัน ้ า (B) จาก 30 % A ถึง 85 % A ภายใน 

60 นาที ดงัตาราง 5 และแบบไอโซเครติก 85 % A อีก 10 นาที ดงัตาราง 5 

อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 1 มล.ต่อนาที 

ปริมาตรของตวัอยา่งท่ีฉีด 10 ไมโครลิตร 

ความยาวคล่ืนท่ีวเิคราะห์ 320 นาโนเมตร 

ตาราง 5   การเปล่ียนแปลงอตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ีแบบเกรเดียน ท่ีเวลาต่างๆ 

เวลา (นาที) อตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ี (A: B) 

0 30: 70 

60 85: 15 

70 85: 15 

75 30: 70 

    3.4.5.4 สารตวัอยา่งท่ีน ามาวเิคราะห์ 

- น ายาลูกกลอนต ารับตู๋หัวจ้ีเซิงขนาดท่ีรับประทานต่อ 1 วนั มาสกดัดว้ยเอทานอลโดยใช ้

soxhlet extractor แลว้ท าให้เขม้ขน้ดว้ย rotary evaporator ไดเ้ป็นสารสกดัเอทานอลโดย

ใช ้soxhlet extractor ของยาลูกกลอนต ารับตู๋หวัจ้ีเซิง (CDJW) 

- สารสกดัท่ีไดจ้ากการตม้แบบดั้งเดิม (CB) 

- สารสกดัน ้าหลงัจากท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ืองท าแหง้เยอืกแขง็ (CRF) 

- สารสกดัเอทานอลจากวธีิการสกดัแบบต่อเน่ืองดว้ยตวัท าละลาย (CE) 

น าสารตวัอยา่งขา้งตน้เตรียมเป็นสารละลายตวัอยา่งตามวธีิในขอ้ 3.4.5.1 
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3.4.6  การพฒันาเภสัชภณัฑต์ ารับตู๋หวัจ้ีเซิง 

3.4.6.1 การพฒันายาแกรนูลจากสารสกดัน ้า 

ก. การพฒันาต ารับยาแกรนูล 

 การเตรียมแกรนูล 

น าสารสกดัน ้ าท่ีท าให้แห้งด้วยแคร่ืองท าแห้งเยือกแข็ง (CRF) มาละลายใน

น ้ าอุ่นท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แลว้ผสมกบั lactose ท่ีสัดส่วนต่าง ๆ กนั จนได้

กอ้นเปียก แลว้น าไปผา่นแร่งเบอร์ 12 ไดเ้ป็นแกรนูล อบให้แห้ง จากนั้นน าแกรนูลมา

ผา่นแร่งเบอร์ 16 จนไดแ้กรนูลท่ีตอ้งการ 

 การประเมินต ารับ 

ประเมินลกัษณะแกรนูลจากสี กล่ิน การละลาย 

ข. การผลิตยาแกรนูล 

 การด าเนินการผลิตยาแกรนูล 

วธีิการเตรียมแกรนูล 

1) ชัง่ CRF น ้าหนกัแน่นอนลงในโกร่ง 

2) หยดน ้ าอุ่น (อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส) ลงบน CRF คนผสมจน CRF เป็น

ของเหลว 

3) ค่อยๆเติม lactose ลงในขอ้ 2 ผสมให้เข้ากันด้วยวิธีเจือจางเชิงอนุกรมแบบ

เรขาคณิต (geometric dilution) จนไดก้อ้นเปียก (wet mass) 

4) น ากอ้นเปียกกดผา่นแร่งเบอร์ 12 จนไดแ้กรนูล 

5) น าแกรนูลไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนแห้ง (ปริมาณความช้ืนนอ้ยกวา่ 5 

%) 

6) น าแกรนูลท่ีแหง้แลว้มากดผา่นแร่งเบอร์ 16  จนไดแ้กรนูลท่ีตอ้งการ 

7) บรรจุแกรนูลลงในซองอะลูมิเนียมฟอยด์ ซองละ 12 กรัม ปิดผนึกซองดว้ยความ

ร้อน 

 การควบคุมคุณภาพยาแกรนูล 

1) ลกัษณะภายนอก สังเกตรูปร่าง สี กล่ิน ความแขง็ 
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2) การตรวจสอบน ้าหนกัท่ีหายไปเม่ือท าใหแ้หง้ (% loss on drying) 

วธีิการทดลอง 

ชัง่แกรนูลน ้ าหนกัประมาณ 1 กรัม ใส่ลงในถาดชัง่ของเคร่ืองวดัปริมาณ

ความช้ืน (moisture analyzer) กดสวิทซ์เร่ิมการท างาน เคร่ืองจะให้ความร้อน

จนกระทัง่น ้าหนกัแกรนูลลดลงจนคงท่ี ใหอ้่านค่าร้อยละของปริมาณความช้ืนท่ีได ้

(ท าซ ้ า 3 คร้ัง) 

3) คุณสมบติัการไหล ทดสอบ 2 วธีิ ดงัน้ี 

3.1)  การหามุมการไหล (repose angle) 

3.1.1) น ากรวยแก้วมายึดกับขาตั้ ง โดยให้มีระยะห่างจากปลายกรวยถึงพื้น

ประมาณ 10 ซม. 

3.1.2) ชัง่หาน ้าหนกักระดาษ โดยใชเ้คร่ืองชัง่วเิคราะห์ (w) 

3.1.3) ค านวณหาพื้นท่ีของแผ่นกระดาษส่ีเหล่ียม (a) แล้วค านวณหาพื้นท่ีของ

กระดาษ 1 กรัม (a/w) 

3.1.4) น ากระดาษไปวางไวใ้ตก้รวย 

3.1.5) ชัง่แกรนูล 50 กรัม แลว้เทลงไปในกรวย ปล่อยให้แกรนูลไหลอยา่งอิสระ

จากปลายกรวย ตกลงบนกระดาษ 

3.1.6) ใชดิ้นสอลากเส้นเป็นวงกลมตามแนวขอบนอกของกองแกรนูล 

3.1.7) ลดระดบัของปลายกรวยแกว้ลงมาจนอยูเ่หนือยอดของกองแกรนูลประมาณ 

¼ น้ิว แลว้วดัความสูงจากพื้นถึงปลายกรวยแกว้เป็นเซนติเมตร (h) 

3.1.8) ตดักระดาษตามเส้นท่ีลากไว ้น าไปชัง่โดยเคร่ืองชัง่วิเคราะห์ ค านวณพื้นท่ี

วงกลม 

3.1.9) พื้นท่ีของวงกลมคือ A = πr2 ดงันั้นค านวณ r = (A/π)1/2 เซนติเมตร 

3.1.10) ค านวณหา Repose Angle จากสูตร  

Tangent of Repose Angle =  

3.2) การหา % Compressibility ratio 

3.2.1) ชัง่แกรนูลใหมี้ปริมาตรประมาณ 50 มล. ใหไ้ดน้ ้าหนกัท่ีแน่นอน 
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3.2.2) ค่อย ๆ เทแกรนูลลงในกระบอกตวงขนาด 100 มล. 

3.2.3) เคาะกระบอกตวง 3 คร้ังกบัพื้น โดยให้กระบอกตวงสูงจากพื้น 1 น้ิว และ

การเคาะแต่ละคร้ังห่างกนั 2 วินาที อ่านค่าปริมาตรของแกรนูลในกระบอก

ตวงเป็นค่า bulk volume 

3.2.4) น ากระบอกตวงไปใส่ในเคร่ืองเคาะ (jolting volumeter) เคาะกระบอกตวง

จนครบ 500 คร้ัง แล้วอ่านปริมาตรของแกรนูลในกระบอกตวงเป็นค่า 

tapped volume 

3.2.5) ค านวณหาค่าของ bulk density และ tapped density จาก 

Bulk density = น ้าหนกัของแกรนูล/ Bulk volume 

Tapped density = น ้าหนกัของแกรนูล/ Tapped volume 

3.2.6) ค านวณค่า compressibility ratio จากสูตร 

 
4) การกระจายขนาดอนุภาค (particle size distribution) 

วธีิการทดลอง 

4.1) ชัง่น ้าหนกัแร่งเปล่าโดยใชแ้ร่งเบอร์ 20, 40, 60, 70, 100 และถาดรอง 

4.2) ประกอบแร่งตั้งแต่เบอร์ 20 ไล่ลงมาถึงถาดรอง 

4.3) เทแกรนูลน ้ าหนกั 100 กรัมแลว้ปิดฝา เขยา่ 10 นาที และความแรงในการเขยา่ 

(amplitude) เท่ากบั 50 

4.4) ชัง่น ้าหนกัแร่งและแกรนูลท่ีคา้งอยูบ่นแร่ง 

4.5) บนัทึกผล และหาขนาดเฉล่ีย 

4.6) สร้างกราฟการกระจายของขนาดอนุภาค 

5) ค่าความเป็นกรด-ด่าง 

ชัง่แกรนูล 2 กรัม ละลายในน ้า 25 มล. แลว้วดัค่า pH โดยใช ้pH meter 

6) การละลาย 

เทแกรนูล 12 กรัม ลงในน ้ าอุ่น (50 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 150 มล. 

บนัทึกผล 
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7) HPLC fingerprint 

ขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งและสภาวะการวิเคราะห์เหมือนกบัการวิเคราะห์

ลกัษณะลายพิมพน้ิ์วมือของสารสกดัต ารับตู๋หวัจ้ีเซิง โดยเตรียมตวัอยา่งให้มีความ

เขม้ขน้ประมาณ 10 มก./มล. และฉีดตวัอยา่งปริมาตร 20 มล. (n=3) 

8) การปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย ์

ส่งตรวจเช้ือจุลินทรียท่ี์ศูนยว์ทิยาศาสตร์การแพทยท่ี์ 10 เชียงใหม่ 

3.4.6.2 การพฒันายาเมด็จากสารสกดัเอทานอล 

ก. การพฒันาต ารับยาเมด็ 

 การพฒันาต ารับแกรนูลก่อนตั้งต ารับยาเมด็ 

วธีิการทดลอง 

1) เตรียมสารช่วยยดึเกาะต่าง ๆ ตามความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 

2) ชัง่สารสกดัเอทานอลน ้าหนกัแน่นอนใส่ลงในโกร่ง 

3) ชัง่แป้งขา้วโพด (corn starch) แลว้ผสมกบัสารสกดัเอทานอลให้เขา้กนัดว้ยวิธีเจือ

จางเชิงอนุกรมแบบเรขาคณิต (geometric dilution) 

4) ค่อย ๆ เทสารช่วยยดึเกาะท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 1 ลงไปผสมกนัจนไดเ้ป็นกอ้นเปียก 

5) น ากอ้นเปียกกดผา่นแร่งเบอร์ 12 ใหไ้ดแ้กรนูล 

6) อบแกรนูลท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เม่ือแห้งแลว้น ามาผา่นแร่งเบอร์ 16 จนได้

แกรนูลท่ีตอ้งการ 

 การประเมินต ารับแกรนูลก่อนตั้งต ารับยาเม็ด 

น าแกรนูลท่ีได้ไปตอกอดัเป็นเม็ดด้วยเคร่ืองตอกไฮโดรลิกท่ีแรงตอกต่างๆ 

แลว้วดัความแขง็ของยาเมด็ดว้ยเคร่ืองวดัความแขง็ ERWEKA® (n=3) 

 การพฒันาต ารับยาเมด็ 

ท าตามวิธีการทดลองเดียวกบัการพฒันาต ารับแกรนูลก่อนตั้งต ารับยาเม็ด เม่ือ

ไดแ้กรนูลแลว้ให้น าแกรนูลไปผสมกบั talcum 2 % ของแกรนูล เขยา่ในถุงพลาสติก 2 

นาที และผสมกบั magnesium stearate 1 % ของแกรนูล อีก 2 นาที แลว้จึงน าไปตอก

ดว้ยเคร่ืองตอกเมด็ยาสากเด่ียวแบบก่ึงอตัโนมติั 
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 การประเมินต ารับยาเมด็ 

1) ความช้ืนท่ีสูญเสียขณะท าใหแ้หง้ของยาเมด็ (% loss on drying) 

น ายาเม็ดมาบดให้ละเอียดในโกร่ง แล้ววดัปริมาณความช้ืนด้วย moisture 

analyzer ท าการทดลองซ ้ า 3 คร้ัง 

2) ความแขง็ของยาเมด็ 

วดัความแขง็ของยาเมด็ดว้ยเคร่ืองวดัความแขง็ ERWEKA® (n=3) 

3) ความกร่อนของยาเมด็ ใช ้Roche Friabilator ในการทดสอบ 

วธีิการทดลอง 

3.1) ชัง่น ้าหนกัเมด็ยา 20 เมด็ดว้ยเคร่ืองชัง่วเิคราะห์ 

3.2) น าไปใส่ Roche Friabilator ใหห้มุนจ านวน 100 รอบ 

3.3) น าเมด็ยามาปัดฝุ่ นออกแลว้น าไปชัง่ดว้ยเคร่ืองชัง่วเิคราะห์ 

3.4) ค านวณหาน ้าหนกัของเมด็ยาท่ีหายไป 

การประเมินผลความกร่อนของเม็ดยา ส าหรับเม็ดยาโดยทัว่ไปจะตอ้งมี

เปอร์เซ็นตค์วามกร่อนไม่เกิน 1.0 จึงจะยอมรับได ้แต่ถา้เม็ดยาเกิดการแยกเป็น

ชั้นหรือแยกตรงฝาขณะทดสอบจะถือว่าเม็ดยานั้นไม่ผ่านการทดสอบไม่ว่า

เปอร์เซ็นตค์วามกร่อนจะเป็นเท่าใดก็ตาม 

4) การแตกตวัของยาเมด็โดยใชเ้คร่ืองวดัการแตกตวั 

วธีิการทดลอง 

4.1) สุ่มตวัอยา่งเมด็ยามาจ านวน 6 เมด็ 

4.2) ใส่เมด็ยาลงไปในหลอดแกว้หลอดละ 1 เมด็ 

4.3) ใส่ disks ทบัเมด็ยาทั้ง 6 เมด็ 

4.4) ใส่ immersion fluid ลงไปในบีกเกอร์ ซ่ึงถา้ไม่มีการระบุใน monograph ก็ให้

ใชน้ ้าและควบคุมใหมี้อุณหภูมิ 37 ± 2 องศาเซลเซียส 

4.5) จุ่ม basket ท่ีมีเม็ดยาและ disk ทบัอยูล่งใน immersion fluid และ เปิดสวิทซ์ให้

เคร่ืองท างานยก basket ข้ึนและลง 
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การประเมินผล เม่ือครบก าหนดเวลาให้หยุดเคร่ืองแล้วยก basket 

ออกมาพิจารณาลกัษณะเมด็ยาท่ีเหลืออยู ่ดงัน้ี 

- ถา้เมด็ยาทั้ง 6 เมด็แตกกระจายผา่นตะแกรงหมดถือวา่ ผา่นการทดสอบ 

- แต่ถา้มีเม็ดยา 1 หรือ 2 เม็ดท่ีแตกตวัไม่หมดยงัคงคา้งอยู่ บนตะแกรง ให้

น ามาทดสอบใหม่อีก 12 เมด็ โดยทดสอบเหมือนเดิมคร้ังละ 6 เมด็ 

เม่ือครบเวลาของแต่ละชุดแลว้ผลท่ีไดจ้ะตอ้งมีเม็ดยาไม่นอ้ยกว่า 

16 เมด็จากทั้งหมด 18 เมด็ท่ีแตกตวัอยา่งสมบูรณ์ภายในระยะเวลาท่ีก าหนด

จึงจะถือวา่ ผา่นการทดสอบ 

ข. การผลิตยาเมด็ 

 การด าเนินการผลิตยาเมด็ 

วธีิการทดลอง 

1) เตรียม 5 % w/v polyvinylpyrrolidone K90 ในเอทานอล เป็นสารช่วยยดึเกาะ 

2) ชัง่สารสกดัเอทานอลน ้าหนกัแน่นอนใส่ลงในโกร่ง 

3) ชัง่ corn starch แลว้ผสมกบัสารสกดัเอทานอลให้เขา้กนัดว้ยวิธีเจือจางเชิงอนุกรม

แบบเรขาคณิต (geometric dilution) 

4) ค่อยๆเทสารช่วยยดึเกาะท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 1 ลงไปผสมกนัจนไดเ้ป็นกอ้นเปียก 

5) น ากอ้นเปียกกดผา่นแร่งเบอร์ 12 ใหไ้ดต้วัหนอนยาว 

6) อบตวัหนอนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เม่ือแห้งแลว้น ามาผา่นแร่งเบอร์ 16 ได้

เป็นแกรนูล 

7) น าแกรนูลไปผสมกบั talcum 2 % โดยการเขยา่ในถุงพลาสติก 2 นาที 

8) จากนั้นน าแกรนูลในขอ้ 7 ไปผสมกบั magnesium stearate 1 % โดยการเขยา่ใน

ถุงพลาสติกอีก 2 นาที 

9) น าแกรนูลในขอ้ 8 ไปตอกดว้ยเคร่ืองตอกเมด็ยาสากเด่ียวแบบก่ึงอตัโนมติั 

10) บรรจุยาเมด็ลงในขวดแกว้สีชาท่ีมีสารดูดความช้ืนและปิดฝา 

 การควบคุมคุณภาพยาเมด็ 

1) ลกัษณะภายนอกของยาเมด็ ไดแ้ก่ รูปร่าง สี กล่ิน ความเป็นเน้ือเดียวกนั 
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2) การแปรผนัของน ้าหนกัเมด็ยา 

วธีิการทดลอง 

2.1) สุ่มตวัอยา่งเมด็ยามาทั้งหมด 20 เมด็ 

2.2) ชัง่น ้าหนกัเมด็ยาแต่ละเมด็ 

2.3) ค านวณหาค่าเฉล่ียของน ้าหนกัเมด็ยาหน่ึงเมด็ 

2.4) ค านวณหาค่าต ่าสุดและค่าสูงสุดของน ้ าหนักเม็ดยา โดยคิดจากน ้ าหนกัเฉล่ีย

ของเมด็ยาท่ีหาไดก้บัค่าเปอร์เซ็นตก์ารแปรผนัของเม็ดยาท่ีก าหนดดงัแสดง 

Weight Variation Tolerances for Uncoated Tablets 

Average Weight of Tablets (mg) 
Maximum Percentage Difference 

Allowed 

130 or less 10 

130 – 324 7.5 

More than 324 5 

 

2.5) เปรียบเทียบน ้าหนกัเมด็ยาแต่ละเมด็กบัช่วงน ้าหนกัมาตรฐานท่ีค านวณได ้

การประเมินผลการแปรผนัของน ้ าหนกัเม็ดยาจะเขา้ตามมาตรฐานของ

เภสัชต ารับประเทศสหรัฐอเมริกาก็ต่อเม่ือ 

- จะตอ้งมีเมด็ยาไม่เกิน 2 เมด็ ท่ีมีน ้าหนกัเกินค่าเปอร์เซ็นตท่ี์ก าหนด ซ่ึงค านวณจาก

น ้าหนกัเฉล่ียของเมด็ยาท่ีน ามาทดสอบ 

- จะตอ้งไม่มีเมด็ยาท่ีมีน ้าหนกัเกินมากกวา่สองเท่าของค่าเปอร์เซ็นตท่ี์ก าหนดนั้น 

3) ความหนาของเมด็ยา (Thickness)  

ใช ้micrometer วดัความหนาของเมด็ยาแต่ละเมด็จ านวน 20 เมด็ หาค่าเฉล่ีย 

4) ความช้ืนท่ีสูญเสียขณะท าใหแ้หง้ของยาเมด็ (% loss on drying) 

วิธีเดียวกับการหาความช้ืนท่ีสูญเสียขณะท าให้แห้งของยาเม็ดในการ

ประเมินต ารับยาเมด็ตามขา้งตน้ 
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5) ความแขง็ 

วธีิเดียวกบัการหาความแขง็ในการประเมินต ารับยาเมด็ตามขา้งตน้ 

6) ความกร่อน 

วธีิเดียวกบัการหาความกร่อนในการประเมินต ารับยาเมด็ตามขา้งตน้ 

7) เวลาในการแตกตวั 

วธีิเดียวกบัการหาเวลาในการแตกตวัในการประเมินต ารับยาเมด็ตามขา้งตน้ 

8) ค่าความเป็นกรด-ด่าง 

น ายาเม็ดมาบดในโกร่งให้เป็นผง น าผงยามา 1 กรัม ละลายในน ้ า 30 มล. 

แลว้วดัโดยใช ้pH meter (n=3) 

9) HPLC fingerprint ของยาเมด็ 

เตรียมตวัอยา่งให้มีความเขม้ขน้ประมาณ 10 มก./มล. (n=3) โดยบดเม็ดยา

ในโกร่งแลว้ชัง่ผงยาท่ีบดไดด้ว้ยน ้ าหนกัแน่นอนดว้ยเคร่ืองชัง่วิเคราะห์มาละลาย

ในเมทานอลแลว้ปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรดว้ยเมทานอล จากนั้นน าไป

สกดัดว้ย sonicator 30 นาที กรองผา่นกระดาษกรองขนาดรูกรอง 0.45 ไมครอน 

น าสารละลายท่ีกรองไดไ้ปทดสอบดว้ยเคร่ือง HPLC โดยใชส้ภาวะการทดสอบ

ตามขอ้ 3.4.5.3 

10) การปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย ์

ส่งตรวจเช้ือจุลินทรียท่ี์ศูนยว์ทิยาศาสตร์การแพทยท่ี์ 10 เชียงใหม่ 

3.4.7 การศึกษาความคงสภาพของยาแกรนูลและยาเมด็ต ารับตู๋หวัจ้ีเซิง 

วธีิการศึกษา 

แกรนูลสารสกดัน ้ าท่ีท าให้แห้งดว้ยเคร่ืองท าแห้งเยือกแข็งบรรจุใส่ซองลามิเนต

แลว้ปิดปากซองดว้ยความร้อน น าเขา้ตูค้วบคุมอุณหภูมิและความช้ืน ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 65 % และท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 75 % 

เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 1, 2 และ 3 เดือน น ามาตรวจสอบลกัษณะปรากฏภายนอก, ความช้ืนท่ี

สูญเสียขณะท าใหแ้หง้, ความเป็นกรด-ด่าง และ HPLC fingerprint 
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ยาเม็ดสารสกดัเอทานอลบรรจุใส่ขวดแกว้สีชาท่ีมีฝาปิด น าเขา้ตูค้วบคุมอุณหภูมิ

และความช้ืน ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 65 % และท่ีอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 75 % เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 1, 2 และ 3 เดือน น ามาตรวจสอบ

ลกัษณะปรากฏภายนอก, ความช้ืนท่ีสูญเสียขณะท าให้แห้ง, ความเป็นกรด-ด่าง, ความแข็ง, 

การแตกตวั และ HPLC fingerprint 

3.4.8 การทดสอบความพึงพอใจของเภสัชภณัฑต์ ารับตู๋หวัจ้ีเซิง 

ส ารวจความพึงพอใจของผูม้ารับบริการท่ีมงัคละโอสถ คลินิกการแพทยแ์ผนไทย-

จีน ต่อรูปแบบเภสัชภัณฑ์ต ารับตู๋หัวจ้ีเซิง ได้แก่ ลูกกลอน แกรนูล ยาเม็ด โดยใช้

แบบสอบถามแลว้น ามาวเิคราะห์ขอ้มูลดว้ยวธีิทางสถิติโดยใชโ้ปรแกรม SPSS 


