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ปรญิญา วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 
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วิธีวิเคราะหส์ารอิโมดินจากสารสกดัเถาวลัยเ์หลก็ดว้ยเทคนิค HPLC ไดพ้ฒันาขึน้โดยใชค้อลมัน ์

XSelect CSH ชนิด C18 ขนาดอนภุาค 5 ไมโครเมตร ขนาด 4.6x250 มิลลิเมตร อณุหภมูิคอลมัน ์ 30 องศา
เซลเซียส สารละลายตวัพาเป็นสารละลายกรดฟอสฟลอรกิ ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.1 และ อะเซโทไนไทรลผ์สมกนั
แบบเกรเดียน อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวดัดว้ยโฟโตไดโอดแอเรยท่ี์ความยาวคลื่น 288 นา
โนเมตร อิโมดินใหพี้คท่ีเวลาประมาณ 10.8 นาที โดยใชเ้วลาวิเคราะห ์20 นาทีต่อการฉีดแต่ละครัง้ พบว่าวิธีมี
ความจ าเพาะเจาะจงกบัอิโมดินสามารถแยกออกจากพีคขา้งเคียงได้ ช่วงความเขม้ขน้ท่ีน าไปสรา้งเสน้กราฟ
มาตรฐานความสมัพนัธร์ะหว่างปรมิาณอิโมดินและพืน้ท่ีใตพี้ค พบว่าเป็นสดัสว่นโดยตรงตลอดช่วง 1 ถึง 10 
ไมโครกรมัตอ่มมิลลลิิตร มีคา่สมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ ์0.999 การทดสอบความถกูตอ้งของวิธีแสดงดว้ยค่ารอ้ยละ
การกลบัคืนของอิโมดินท่ี 3 ระดบัความเขม้ขน้ 1.8, 3.5 และ 5.5 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร เท่ากบัรอ้ยละ 101.99, 
102.44 และ 103.16 ตามล าดบั การทดสอบความแม่นของระบบดว้ยสารละลายมาตรฐาน 3 ตวัอย่าง มีค่ารอ้ย
ละของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธเ์ท่ากบั 0.14, 0.09 และ 0.12 ปรมิาณต ่าสดุของสารท่ีสามารถตรวจพบได้
เท่ากบั 0.008 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร และปรมิาณต ่าสดุของสารท่ีสามารถตรวจหาเชิงปรมิาณไดเ้ท่ากบั 0.02 
ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร การศึกษาปริมาณอิโมดินจากสารสกัดเถาวลัยเ์หล็กโดยใชต้วัท าละลายต่างชนิดกัน 
ไดแ้ก่ น า้, เมธานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 20-100, เอธานอลความเขม้ขน้รอ้ยละ 20-100, โพรพานอล และ 
บิวธานอล ดว้ยวิธีการหมกัเป็นเวลา 7 วนั พบว่าตวัท าละลายท่ีสกดัอิโมดินออกมาไดดี้ท่ีสดุคือ เอธานอลความ
เขม้ขน้รอ้ยละ 60  และสภาวะที่เหมาะของการสกดัดว้ยไมโครเวฟ คือก าลงัของไมโครเวฟ 600 วตัต ์จ านวนรอบ
การสกดั 3 รอบ และระยะเวลาในการสกดัรอบละ 30 วินาที 
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The HPLC system was developed in the chromatographic conditions of XSelect CSH, 5 

μ m C18 column, a size of 4.6x250 mm, a column maintained at 30oC, using 0.1% phosphoric acid 
solution and acetonitrile, mixed by a gradient system in the mobile phase, with a flow rate at 1.0 
mL/min and a PDA detector of 288 nm. The chromatogram showed an emodin peak at about 10.8 
minutes with a run-time of 20 minutes per injection.  The specificity and selectivity parameters were 
proved by a good separation of emodin from other compounds.  The concentration and the area 
under the curve were linear over a range of 1-10 μ g of emodin per mL with a correlation coefficient 
of 0.9999.  The accuracy of the method was assessed by percentage recoveries at three 
concentration levels, at 1.8, 3.5, 5.5 μ g/mL were 101.99, 102.44 and 103.16, respectively. The 
system precision was performed by three standard solutions had an %RSD of 0.14, 0.09 and 0.12. 
The limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) were 0.008 and 0.02 μ g/mL, 
respectively.  The emodin from Ventilago denticulata was studied in different solvents; water, 20-
100% methanol, 20-100% ethanol, 1-propanol and 1-butanol, by maceration for seven days. The 
results showed that using 60% ethanol as an extraction solvent provided the highest emodin content. 
In terms of the microwave-assisted extraction, the optimal conditions were microwave power of 600 
watts, a three-extraction cycle and 30 seconds of extraction time. 
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บทที ่1 
บทน า 

 

ภมิูหลงั 

เถาวลัยเ์หลก็ หรอื รางแดง มีช่ือวิทยาศาสตรค์ือ Ventilago denticulata Willd. จดัอยูใ่น
วงศพ์ทุรา (Rhamnaceae) เป็นสมนุไพรไทยไมเ้ลือ้ยท่ีมีเนือ้ไม ้ (woody climber) ใชล้  าตน้
เก่ียวพนักบัตน้ไมใ้หญ่ เถาหรอืล าตน้มีสีเทาถึงด า เปลือกล าตน้แตกเป็นเสน้มีลายแตกสแีดง 
สามารถพบไดท้ั่วไปในป่าแตล่ะภาคของประเทศไทย มีการน ามาใชเ้ป็นสมนุไพรชว่ยบ ารุงก าลงั 
บรรเทาอาการปวดกลา้มเนือ้ แกก้ระษัย ขบัปัสสาวะ ในต ารบัยาสมนุไพรมีการใชเ้ถาน ามาตม้กิน
เพื่อรกัษารดิสีดวงทวาร แกป้วดหลงัปวดเอว (จิราภรณ ์ ปาล,ี 2559) ซึง่ในปัจจบุนันีมี้ผลิตภณัฑ์
หลากหลายในทอ้งตลาดจากสมนุไพรเถาวลัยเ์หลก็ทัง้รูปแบบชาชงและแคปซลู มีการศกึษา
สารส าคญัท่ีพบในเถาวลัยเ์หลก็ โดยพบสารในกลุม่ anthraquinone หลายชนิดเช่น 
chrysophanol, physcion และ emodin (Molee et al., 2018) 

Emodin เป็น secondary metabolites กลุม่ anthraquinone พบมากในพืชวงศ ์
Fabaceae, Polygonaceae และ Rhamnaceae เช่น Ventilago spp. พบฤทธ์ิในการยบัยัง้เชือ้จลุ
ชีพหลายชนิด เช่น Helicobacter pylori ท่ีท าใหเ้กิดอาการปวดทอ้ง ทอ้งเสยี, ยบัยัง้ Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ท่ีดือ้ยาหลายชนิด, Mycobacterium tuberculosis 
ซึง่เป็นสาเหตขุองวณัโรค รวมถึง herpes simplex virus (HSV) ดว้ย นอกจากนีย้งัสามารถลดการ
อกัเสบ และลดเซลลม์ะเรง็โดยมีการทดลองกบัเซลลม์ะเรง็ปอด, เซลลม์ะเรง็ตบั, และเซลลม์ะเรง็
เตา้นม (Izhaki, 2002) โดยจากการศกึษาพบวา่เถาวลัยเ์หลก็มี emodin ในปรมิาณสงู และ
สามารถแยกจากสารอ่ืน ๆ ไดด้ีโดยการใชเ้ทคนิค HPLC  

การศกึษานีจ้งึมีวตัถปุระสงคเ์พื่อสกดัสาร emodin จากเถาวลัยเ์หลก็ มีวิธีวิเคราะหส์าร 
emodin ท่ีเหมาะสม มีความสะดวกรวดเรว็ เพื่อน าไปใชใ้นการพฒันาผลิตภณัฑส์มนุไพร และการ
ควบคมุคณุภาพผลติภณัฑจ์ากเถาวลัยเ์หลก็ตอ่ไป 

วัตถุประสงค ์

1. เพื่อหาวธีิการและตวัท าละลายท่ีเหมาะสมในการสกดั emodin จากเถาวลัยเ์หลก็ให ้
ไดส้ารสกดัท่ีมี emodin ปรมิาณสงู 

2. เพื่อพฒันาวิธีวิเคราะหห์าปรมิาณสาร emodin ดว้ยเทคนิค HPLC 
 



  2 

ขอบเขตการวิจัย 
1. พฒันาวิธีวิเคราะหห์าปรมิาณสาร emodin ดว้ย HPLC  
2. เปรยีบเทียบปรมิาณของ emodin ท่ีไดจ้ากตวัท าละลายท่ีใชส้กดั 5 ชนิด  

ดว้ยวิธี Maceration และวิเคราะหห์าปรมิาณ emodin ดว้ยเทคนิค HPLC 
2.1 น า้ 
2.2 20-100 % Ethanol 
2.3 20-100 % Methanol 
2.4 1-Propanol 
2.5 1-Butanol 

3. เปรยีบเทียบปรมิาณของ emodin ท่ีวิเคราะหป์รมิาณดว้ยเทคนิค HPLC  
จากวธีิสกดั 3 วิธี ไดแ้ก่ 

3.1 Maceration 
3.2 Ultrasonic-Assisted Extraction 
3.3 Microwave-Assisted Extraction 

4. เปรยีบเทียบปรมิาณของ emodin ท่ีใช ้Ethanol เป็นตวัท าละลายท่ีใชส้กดั  
ดว้ยวิธี Microwave-Assisted Extraction ภายใตต้วัแปรตา่ง ๆ ไดแ้ก่ 

4.1 Microwave power (watt) 
4.2 จ านวนรอบการสกดั (รอบ) 
4.3 เวลาท่ีใชส้กดั (วินาที) 

รูปแบบการวจิัย 

การวิจยัเชิงทดลอง (Experimental research) 

นิยามศัพทเ์ฉพาะ 

ปรมิาณสาร emodin หมายถึง ปรมิาณของ emodin ท่ีไดจ้ากการวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค 
HPLC ในหน่วย mg/Kg 
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กรอบแนวคดิการวิจัย 

 

ชนิดของตวัท าละลาย 
วธิกีารสกดั  

ปรมิาณสาร Emodin 

 

 
 
 

พฒันาวธิวีเิคราะหด์ว้ยเทคนิค HPLC 

Chromatographic condition 

 Mobile phase 
 Stationary phase 
 Flow rate 
 Column temperature 

 

System suitability 

การทดสอบความถูกตอ้ง 
ของวธิวีเิคราะห ์

 Specificity 

 Linearity 

 Accuracy 

 Precision 

 Robustness 

 LOD/LOQ 
 

 

สมมุตฐิานการวิจยั  
1. การสกดั emodin ดว้ยตวัท าละลายตา่งกนัจะไดป้รมิาณสารตา่งกนั 
2. การสกดั emodin ดว้ยวิธีสกดัตา่งกนัจะไดป้รมิาณสารตา่งกนั 

ประโยชนท์ีค่าดว่าจะไดรั้บ 

1. ไดว้ิธีท่ีเหมาะสมในการสกดัสาร emodin จากเถาวลัยเ์หลก็ 
2. ไดว้ิธีท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหห์าปรมิาณสาร emodin 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

ในการวิจยัครัง้นีผู้ว้ิจยัไดศ้กึษาเอกสารและงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่การ
สกดัสาร emodin และวิธีวิเคราะหห์าปรมิาณ emodin โดยไดน้ าเสนอตามหวัขอ้ตอ่ไปนี ้ 

1. เถาวลัยเ์หลก็ 
2. Emodin  
3. Maceration  
4. Ultrasonic-Assisted Extraction  
5. Microwave-Assisted Extraction  
6. การวิเคราะหป์รมิาณสารกลุม่ anthraquinone ดว้ยเทคนิค HPLC 

เถาวัลยเ์หล็ก  
 

 

ภาพประกอบ 1 ลกัษณะของเถาวลัยเ์หลก็  
1: พุม่ 2: ล  าตน้ 3: ล  าตน้ออ่น 4: เปลือก 5: ผลและเมล็ด 6: ใบ 

ท่ีมา: จิราภรณ ์ปาลี. (2559). สมนุไพรรางแดงกบัภมูิปัญญาทอ้งถ่ินบา้นป่าสกังาม 
ต าบลลวงเหนือ อ าเภอดอยสะเก็ด จงัหวดัเชียงใหม่: มหาวิทยาลยัราชภฏัเชียงราย. 
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วงศ ์   Rhamnaceae 

ช่ือวิทยาศาสตร ์  Ventilago denticulata Willd. 
ช่ือไทย   รางแดง, เถารางแดง, เถาวลัยเ์หลก็, กอ้งแกบ 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร ์
 เถาวลัยเ์หลก็ หรอื รางแดง มีช่ือวิทยาศาสตรค์ือ Ventilago denticulata Willd. จดัอยูใ่น
วงศพ์ทุรา (Rhamnaceae) เป็นสมนุไพรไทยไมเ้ลือ้ยท่ีมีเนือ้ไม ้ (woody climber) ใชล้  าตน้
เก่ียวพนักบัตน้ไมใ้หญ่ เถาหรอืล าตน้มีสีเทาถึงด า เปลอืกล าตน้แตกเป็นเสน้มีลายแตกสีแดง ล า
ตน้ออ่นมีสีเขียว ผวิล าตน้เรยีบ ไม่มียาง ใบเป็นใบเดี่ยวเรยีงสลบั (Alternate) แผ่นใบรูปรหีรอืรูปไข่ 
ปลายใบแหลมหรอืเรยีวแหลม ฐานใบทัง้สองขา้งไม่เทา่กนั ขอบใบหยกัมนไม่มีหใูบ ดอกช่อ ผล
แหง้แก่แลว้ไมแ่ตกมีปีกเดียว ในแตล่ะผลมี 1 เมลด็ เมลด็สีน า้ตาล รูปรา่งกลม  สามารถพบได้
ทั่วไปในป่าแตล่ะภาคของประเทศไทย มีการน ามาใชเ้ป็นสมนุไพรช่วยบ ารุงก าลงั บรรเทาอาการ
ปวดกลา้มเนือ้ แกก้ระษัย ขบัปัสสาวะ ในต ารบัยาสมนุไพรมีการใชเ้ถาน ามาตม้กินเพื่อรกัษา
รดิสีดวงทวาร แกป้วดหลงัปวดเอว (จิราภรณ ์ปาลี, 2559) 

จากการศกึษาเม่ือน าเถาวลัยเ์หลก็มาสกดัดว้ย acetone พบ anthraquinones 11 ชนิด 
ไดแ้ก่ islandicin , chrysophanol, chrysophanol8-methyl ether, emodin, physcion, emodin-
6,8-dimethyl ether, xanthorin, calyculatone, 4,5-dihydroxynordigitolutein, และ 2-
hydroxyislandicin (Rao et al., 1983) และจากการสกดัแยกสว่นเถา ของเถาวลัยเ์หลก็ดว้ย
เทคนิคทางโครมาโตกราฟีพบ naphthalene derivatives และสารในกลุม่ anthraquinones ไดแ้ก่ 
chrysophanol, physcion และ emodin (Molee et al., 2018) 

Emodin 

 

ภาพประกอบ 2 สตูรโครงสรา้งของ Emodin 

ท่ีมา: NCBI. PubChem Database. Emodin, CID=3220. Retrieved from 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Emodin 
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Molecular Weight 270.24 g/mol 
Physical Description ของแข็ง เป็นผง ผลกึสีสม้ 

Solubility  Soluble in alcohol (Budavari, 1989; NCBI) 
เป็น secondary metabolites กลุม่ anthraquinone ในรูป aglycone สรา้งผา่น acetate 

mevalonate pathway พบมากในพืชวงศ ์ Fabaceae, Polygonaceae และ Rhamnaceae ใน
สว่นรากและเปลือกไม ้ จากการศกึษา emodin ท่ีพบใน Ventilago spp. ไดแ้ก่ Ventilago 
leiocarpa, Ventilago bombaiensis และ Ventilago denticulata (Rao et al., 1983) ในการ
ทดลองท่ีผา่นมามีการสกดั emodin จากพืชชนิดตา่ง ๆ ดว้ยวิธีแตกตา่งตามตาราง 1  

ตาราง 1 การสกดัสาร emodin 

ตวัอยา่ง การสกดั 
สารท่ี
ตอ้งการ 

ปรมิาณ 
emodin 

ท่ีมา 

Rheum emodi 
soxhlet extraction 

Methanol,  
one week 

aloe-
emodin, 

rhein, 
emodin 

0.43-
73 

µg/g 

(Tabin, 
Gupta, 

Bansal, & 
Kamili, 
2016) 

Cassia obtusifolia 
reflux extraction 

95% ethanol, 1 h. 

emodin, 
aloe-

emodin 
- 

(Xu et al., 
2012) 

Fagopyrum 
tataricum 

reflux extraction 
chloroform + 

H2SO4 
emodin 

3.65 
µg/g 

(Peng et al., 
2013) 

Rhubarb 
(Rheum palmatum L.,  

Rheum tanguticum Maxim. ex 
Balf., Rheum officinale Bail.) 

sonication 15 min 
80% acetone 

+ maceration 2 h 
สารทกุตวั 

< 2 
mg/g 

(Wang, Li, 
Jin, Qu, & 

Xiao, 2008) 
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ในต ารบัยาสมนุไพรไทยเถาวลัยเ์หลก็มีสรรพคณุหลากหลาย และมีการศกึษาฤทธ์ิทาง
เภสชัวิทยาของ emodin ดงันี ้ 

ตาราง 2 ฤทธ์ิทางเภสชัวทิยาของ emodin 

ฤทธิ์ทีศ่ึกษา ตัวอย่าง 

antimicrobial 

ยบัยัง้ Helicobacter pylori, Trichomonas vaginalis 
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), 

Mycobacterium tuberculosis 
Vibrio vulnificus 

antifungal ยบัยัง้การเกิด spore germination 

antiviral ยบัยัง้ herpes simplex virus (HSV) 

antitumor 
human lung squamous carcinoma cell line CH27 

human liver cancer cell line Hep G2 
breast cancer MDA-MB-453 cells 

anti-
inflammatory 

ลดการอกัเสบของหลอดลมในหนทูดลอง 
ลดการเกิดแผลเป็นนนูท่ีเกิดจากการบาดเจ็บ 

ท่ีมา: Izhaki, I. (2002). Emodin - A secondary metabolite with multiple ecological 
functions in higher plants. New Phytologist, 155, 205-217. doi:10.1046/j.1469-

8137.2002.00459.x 

Maceration 

เป็นวธีิการสกดัโดยน าผงสมนุไพรหมกักบัตวัท าละลายในภาชนะปิด ตัง้ทิง้ไวท่ี้
อณุหภมูิหอ้ง น ามาคนเป็นระยะ เม่ือสกดัสารไดห้มดแลว้น ามากรองแยกเอาสว่นสารสกดั เป็นวิธี
ท่ีง่ายและไมต่อ้งใชอ้ปุกรณเ์พิ่มเตมิ แตใ่ชเ้วลานานในการสกดั (Handa, Khanuja, Longo, & 
Rakesh, 2008) 
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Ultrasonic-Assisted Extraction  
ใชค้ลื่นเสียงความถ่ีสงูช่วยในการสกดัสาร เม่ือคลื่นเสียงผา่นเขา้ไปในของเหลวจะท าให้

เกิด cavitation เกิดภาวะความดนัสงู (compression) และความดนัต ่า (rarefaction) สลบักนัไป
ตามความถ่ี ท าใหเ้กิดฟองอากาศ (cavitation bubbles) ฟองอากาศจะดดูซบัพลงังานจนแตก
ออก (implosion) จดุท่ีฟองอากาศแตกออกจะมีความดนัและอณุหภมูิสงูมาก ท าใหต้วักลางเกิด
แรงเฉือน (shear force) และ micro-jetting  ช่วยใหก้ารสกดัมีประสิทธิภาพมากขึน้ ลดขนาด
อนภุาคของตวัอยา่ง เพิ่มพืน้ท่ีผวิ กรอ่นพืน้ผิวของสมนุไพร เพิ่มการซมึผา่นของตวัท าละลาย ท าให้
สารตา่ง ๆหลดุออกมาไดม้ากขึน้ มีขอ้ดีคือใชเ้วลานอ้ย ใชต้วัท าละลายปรมิาณนอ้ย ท าไดง้่ายและ
ใหส้ารสกดัปรมิาณมาก (Cseke, 2006; Handa et al., 2008) 

 

ภาพประกอบ 3 การเกิด Ultrasonic Cavitation  

ท่ีมา: Leong, T., Juliano, P., & Knoerzer, K. (2017). Advances in Ultrasonic and 
Megasonic Processing of Foods. Food Engineering Reviews, 9(3), 237-256. 

doi:10.1007/s12393-017-9167-5 

ปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่การสกดั (Azwanida, 2015; Chemat et al., 2017) 
1. พลงังาน (power) และ ความถ่ี (frequency) 

การใชพ้ลงังานสงูจะท าใหเ้กิดแรงเฉือนมากขึน้ และความถ่ีท่ีใชจ้ะสง่ผลตอ่ขนาดของฟองอากาศ
ยิ่งความถ่ีสงูจะไดฟ้องอากาศขนาดเลก็ การเกิด cavitation ลดลง ปกติแลว้จะใชใ้นช่วง 20 – 100 
KHz 
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2. ตวัท าละลาย 
การเลือกชนิดของตวัท าละลายใหด้ตูามคณุสมบตัิของสารท่ีเราจะสกดั แตส่มบตัิทาง

กายภาพบางอย่างของตวัท าละลายก็สง่ผลตอ่การเกิด cavitation ได ้ เชน่ ความหนืด (viscosity) 
แรงตงึผิว (surface tension) และความดนัไอ (vapor pressure) ถา้ตวัท าละลายมีความหนืดและ
แรงตงึผิวสงูจะใหเ้กิด cavitation ไดย้าก และถา้ตวัท าละลายความดนัไอสงูจะท าใหเ้กิด
ฟองอากาศจ านวนมากกว่าตวัท าละลายท่ีมีความดนัไอต ่า แตเ่ม่ือฟองอากาศแตกจะมีความ
รุนแรงนอ้ยกวา่อยา่งไรก็ตามความดนัไอของตวัท าละลายขึน้อยูก่บัอณุหภมูิในขณะนัน้ดว้ย 

3. อณุหภมูิ 
อณุหภมูิมีผลมากกบัสมบตัขิองตวัท าละลาย การเพิ่มอณุหภมูิสามารถลดความหนืดกบั

แรงตงึผิวได ้และท าใหค้วามดนัไอสงูขึน้ 

จากการศกึษาการปรบัเปลี่ยนตวัแปรท่ีสง่ผลตอ่การสกดัสารในกลุม่ polyphenols จาก 
Thymus serpyllum L. ดว้ยคลื่นเสียงความถ่ีสงู พบวา่การเปลี่ยนชนิดของตวัท าละลายสง่ผลตอ่
ปรมิาณสารในกลุม่ polyphenols ในสารสกดัมากท่ีสดุ และเม่ือเปรยีบเทียบปรมิาณสารในกลุม่ 
polyphenols กบัเทคนิค maceration พบวา่การใชค้ลื่นเสียงความถ่ีสงูช่วยในการสกดัท าใหไ้ด ้
สารในกลุม่ polyphenols มากกวา่ ในระยะเวลาการสกดัท่ีสัน้ลง (Jovanovic et al., 2017) 

Microwave-Assisted Extraction 

เป็นการใชค้ลื่นไมโครเวฟช่วยในการสกดัสารส าคญัจากสมนุไพร คลื่นไมโครเวฟเป็นคลื่น
แม่เหลก็ไฟฟา้มีความยาวคลื่นในช่วง 1 mm ถึง 1 m มีความถ่ีของช่วงคลื่นในชว่ง 300 MHz ถึง 
300 GHz (เครือ่งไมโครเวฟในทอ้งตลาดใช ้2450 MHz) ความรอ้นท่ีเกิดขึน้ในวสัดนุัน้เกิดจากการ
ดดูซบัคลื่นไมโครเวฟแลว้เปลี่ยนเป็นพลงังานความรอ้น เกิดจาก 2 กลไก ไดแ้ก่ dipole rotation 
และ ionic conduction 

Dipole rotation เป็นการเกิดความรอ้นกบัวสัดท่ีุมีสารประกอบมีขัว้เป็นองคป์ระกอบ 
โมเลกลุมีขัว้ เช่น น า้ จะจดัเรยีงตวัใหเ้ป็นไปในทิศทางเดยีวกบัสนามแม่เหลก็ไฟฟา้ แตท่ิศทางของ
สนามแมเ่หลก็ไฟฟา้เปลี่ยนสลบัไปมาหลายลา้นครัง้ตอ่วินาทีท าใหโ้มเลกลุของน า้หมนุสลบักนั 
เกิดการเคลื่อนท่ี และการเสียดสีระหวา่งโมเลกลุ จนเกิดพลงังานความรอ้นในท่ีสดุ 

Ionic conduction เป็นการเกิดความรอ้นท่ีเป็นผลมาจากผลของการเคลื่อนท่ีของโมเลกลุ
ในสารละลาย เม่ือเขา้ไปอยูใ่นสนามไฟฟา้ แตล่ะโมเลกลุซึง่มีประจไุฟฟา้จะถกูกระตุน้ และเรง่ใหมี้
การเคลื่อนท่ี ท าใหเ้กิดการเสียดสีกบัโมเลกลุอ่ืน ๆ และเกิดเป็นพลงังานความรอ้น จากนัน้ เกิด
การกระจายความรอ้นไปสูส่ว่นอ่ืน ๆ ตอ่ไป (Sparr Eskilsson & Björklund, 2000) 
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ภาพประกอบ 4 การเกิด Ionic conduction และ Dipole polarization 

ท่ีมา: Gude, V. G., Patil, P., Martinez-Guerra, E., Deng, S., & Nirmalakhandan, N. 
(2013). Microwave energy potential for biodiesel production. Sustainable Chemical 

Processes, 1(1), 5. doi:10.1186/2043-7129-1-5 

ในการสกดัแบบเดิมการถ่ายเทความรอ้นจะตอ้งผา่นพืน้ผิวภายนอกของสมนุไพร แตค่ลื่น
ไมโครเวฟจะสง่ตรงเขา้สูโ่มเลกลุ แลว้จึงเกิดการกระจายความรอ้นไปสูส่ว่นอ่ืน ๆ ตอ่ไป การเกิด
ความรอ้นแบบนีจ้ะเกิดขึน้ภายในเซลล ์แลว้คอ่ยแพรม่ายงัดา้นนอก 

  

 
 

ภาพประกอบ 5 ทิศทางของความรอ้นและการเคลื่อนท่ีของสารสกดั 

ท่ีมา: Tsukui, A., Santos Junior, H. M., Oigman, S. S., de Souza, R. O., Bizzo, H. 
R., & Rezende, C. M. (2014). Microwave-assisted extraction of green coffee oil and 

quantification of diterpenes by HPLC. Food Chem, 164, 266-271. 
doi:10.1016/j.foodchem.2014.05.039 
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การสกดัดว้ยไมโครเวฟมีขอ้ดีคือสามารถใหค้วามรอ้นแก่ตวัอยา่งไดอ้ยา่งรวดเรว็และ
ทั่วถึง ใชเ้วลานอ้ย ใชต้วัท าละลายปรมิาณนอ้ย ท าไดง้่ายและใหส้ารสกดัปรมิาณมาก แตใ่ชไ้ดก้บั
ตวัท าละลายบางชนิดเท่านัน้ และไม่เหมาะกบัสารท่ีไมท่นความรอ้น 

 
ปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่การสกดั (Chemat & Cravotto, 2013) 

1. ตวัท าละลาย 
การเลือกชนิดของตวัท าละลายท่ีจะใช ้ตอ้งสามารถสกดัสารท่ีตอ้งการออกมาไดด้ีและเกิด

ความรอ้นจากคลื่นไมโครเวฟได ้ ตวัท าละลายท่ีเกิดความรอ้นเมื่อไดร้บัคลื่นไมโครเวฟคือสามารถ
ดดูซบัพลงังานและเปลี่ยนแปลงเป็นความรอ้นได ้ คณุสมบตัิดงักลา่วแสดงไดด้ว้ยคา่ Dissipation 
factor (tan δ) 

Dissipation factor (tan δ) วดัความสามารถในการดดูซมึพลงังานไมโครเวฟและกระจาย
ความรอ้นไปยงัโมเลกลุรอบขา้ง โดย 

tan δ = ε՛՛/ ε՛ 
loss factor (ε՛՛)  เป็นคา่สมมตแิสดงถึงการสญูเสียพลลงังานไปในรูปความรอ้น 

Dielectric constant(ε՛) เป็นคา่คงท่ีเฉพาะตวัของสารแตล่ะชนิด สามารถบอกไดถ้ึง
ความมีขัว้  

ความหนืดสง่ผลตอ่ความสามารถในการดดูซมึพลงังานไมโครเวฟ โมเลกลุท่ีหนืดจะมีการ
เคลื่อนท่ีต ่าจดัเรยีงตวัไดย้ากสง่ผลใหค้วามรอ้นท่ีเกิดจาก dipole rotation ลดลงได ้ โดย
คา่พารามิเตอรท์างกายภาพของตวัท าละลายแตล่ะชนิด แสดงในตาราง 3  

ตาราง 3 คา่พารามิเตอรท์างกายภาพของตวัท าละลายท่ีนิยมใชใ้นการสกดัสารดว้ยคล่ืนไมโครเวฟ 

ตวัท าละลาย 
Dielectric constanta 

(ε՛) 

Dissipation 
factor 

(tan δ) (× 10-4) 

จดุเดือดb 
(ºC) 

ความหนืดc 
(cP) 

Acetone  20.7 5,555 56 0.30 
Acetonitrile  37.5  82  
Ethanol  24.3 2,500 78 0.69 
Hexane  1.89  69 0.30 
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ตาราง 3 (ตอ่) 
 

ตวัท าละลาย 
Dielectric constanta 

(ε՛) 

Dissipation 
factor 

(tan δ) (× 10-4) 

จดุเดือดb 
(ºC) 

ความหนืดc 
(cP) 

Methanol  32.6 6,400 65 0.54 
2-Propanol  19.9 6,700 82 0.30 
Water  78.3 1,570 100 0.89 
Ethyl acetate 6.02 5,316 77 0.43 
Hexane : Acetone 
(1:1) 

  52  

a Determined at 20°C, b Determined at 101.4 kPa, c Determined at 25°C 

ท่ีมา: Chemat, F., & Cravotto, G. (2013). Microwave-assisted extraction for 
bioactive compounds theory and practice. New York; Heidelberg; London: Springer. 

2. สดัสว่นของตวัท าละลายตอ่สมนุไพร 
ปรมิาตรของตวัท าละลายจะตอ้งมากพอท่ีสามารถท่วมผงสมนุไพรไดต้ลอดเวลาการสกดั 

เน่ืองจากตวัอยา่งสมนุไพรบางชนิดมีการพองตวัมากขึน้เม่ือแช่อยูใ่นตวัท าละลาย 

3. ระยะเวลาการสกดัและจ านวนรอบในการสกดั 
ในสมนุไพรบางชนิดการเพิ่มเวลาในการสกดัสามารถเพิ่มปรมิาณสารส าคญัได ้แตใ่ชเ้วลา

นอ้ยก็จะลดการสลายตวัของสารท่ีไวตอ่ความรอ้นหรอืปฏิกิรยิาออกซเิดชนัได ้ การเพิ่มจ านวนรอบ
ในการสกดัก็เช่นกนั แตโ่ดยทั่วไปเม่ือเพิ่มถึงระดบัหนึง่แลว้ปรมิาณสารสกดัก็จะคงท่ี  

4. Microwave power และอณุหภมู ิ
ก าลงัของไมโครเวฟท่ีเพิ่มขึน้จะท าใหอ้ณุหภมูิสงูขึน้ อณุหภมูิท่ีเพิ่มสงูขึน้จะท าใหต้วัท า

ละลายความหนืดลดลง ละลายสารไดด้ีขึน้ แตอ่าจท าใหส้ารบางชนิดสลายตวัได ้

 จากการทดลองการสกดัสารในกลุม่ phenolic จากใบของ Myrtus communis L. โดย
ศกึษาท่ีตวัแปรตา่ง ๆ กนั พบวา่ตวัแปรท่ีสง่ผลตอ่ปรมิาณสารในกลุม่ phenolic ท่ีสกดัได ้ ไดแ้ก่ 
Ethanol concentration (% v/v), Microwave power (W), ระยะเวลาท่ีใชส้กดั และสดัสว่นของตวั
ท าละลายตอ่สมนุไพร (Dahmoune, Nayak, Moussi, Remini, & Madani, 2015)  
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การวิเคราะหส์ารกลุ่ม Anthraquinone ด้วยเทคนิค HPLC 

HPLC เป็นเครือ่งมือท่ีใชส้  าหรบัแยกสารประกอบในตวัอยา่ง ประกอบดว้ย 2 เฟส คือ 
stationary phase กบั mobile phase  การแยกของสารขึน้อยูก่บัความชอบของสารกบัทัง้ 2 เฟส 
โดยสารท่ีถกูแยกออกมาไดนี้จ้ะถกูตรวจวดัดว้ย detector และบนัทกึเป็น chromatogram โดย
สามารถใชว้ิเคราะหไ์ดท้ัง้เชิงคณุภาพและเชิงปรมิาณ นิยมใชใ้นการวิเคราะหแ์ยกสารหลากหลาย
ชนิด เน่ืองจากมีประสทิธิภาพสงู ใชง้านง่าย ใชเ้วลานอ้ย ใหผ้ลท่ีถกูตอ้งและแม่นย าในการ
วิเคราะหส์ารกลุม่ anthraquinone มกัใช ้ column ชนิด C18 ปรบั pH ของเฟสเคลื่อนท่ีใหอ้ยู่
ในช่วงกรด และตรวจสอบปรมิาณสารดว้ย UV detector ดงัแสดงในตาราง 4 สามารถสรุปออกมา
ไดว้า่สาร emodin วิเคราะหโ์ดยใช ้C18 column และ detector ท่ีใชจ้ะอยูใ่นช่วง UV ซึง่สามารถ

หาความยาวคลื่น (λmax) ท่ีจะใชว้ิเคราะหส์าร emodin ในสารสกดัไดจ้ากการใช ้ PDA detector 
และ mobile phase ท่ีใช ้จะเป็น methanol หรอื acetonitrile เป็นสดัสว่นกบัน า้ในสภาวะกรดพวก 
acetic acid หรอื phosphoric acid และมีการใชท้ัง้ isocratic elution และ gradient elution ซึง่
สภาวะในการวิเคราะหต์อ้งมีการปรบัปรุงเพ่ือใหไ้ด ้system suitability ท่ีเหมาะสมตอ่ไป 

ตาราง 4 ตวัอยา่งการวิเคราะหส์ารกลุม่ Anthraquinones ดว้ยเทคนิค HPLC 

สารท่ีวิเคราะห ์ Chromatographic conditions ท่ีมา 

aloe-emodin 

emodin 

rhein 

Detector 254 nm 

C18 column (4.6 x 250 mm, Sunfire) 

Mobile phase: gradient elution methanol: 2% 
acetic acid 

Retention time ของ emodin 25 นาที 

(Tabin et al., 
2016) 

obtusifolin‐2‐
glucoside 

Aurantioobtusin 

Aloe‐emodin 

Rhein, Emodin 

Obtusifolin 

Chrysophanol 
Physcion 

Detector 278 nm 

C18 column (4.6 x 250 mm 5µm Lunar) 

Mobile phase : gradient elution acetonitrile : 0.1% 
aqueous phosphoric acid  
Retention time ของ emodin 16 นาที (range 2.6 – 
130 µg/mL) 

(Xu et al., 
2012) 
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ตาราง 4 (ตอ่) 
 

สารท่ีวิเคราะห ์ Chromatographic conditions ท่ีมา 

Emodin Detector 436 nm 

C18 column (4.6 x 250 mm, 5 µm  
Kromasil-ODS) 

Mobile phase: methanol : 0.1% aqueous phosphoric 
acid (85:15) 

Retention time ของ emodin11.6 นาที 

(Peng et al., 
2013) 

aloe-emodin 

rhein 

emodin 

chrysophanol 
physcion 

Detector 254 nm 

C18 UPLC column 

(2.1 x 50 mm, 1.7µm, Waters BEH) 

Mobile phase: Methanol :  0.1% aqueous 

phosphoric acid (31:69) 

Retention time ของ emodin 1.5 นาที 

(Wang et al., 
2008) 
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บทที ่3  
วธีิด าเนินการวจิัย 

อุปกรณเ์คร่ืองมือและสารเคมี 

1. สารเคมี 
1.1 ผงสมนุไพรเถาวลัยเ์หลก็ ผลิตภณัฑข์อง เวชพงศโ์อสถ 
1.2 น า้ Type I   
1.3 Methanol  ผลิตภณัฑข์อง Macron fine chemicals,HPLC Grade 
1.4 Ethanol  ผลิตภณัฑข์อง Carlo Erba, AR Grade 
1.5 1-Propanol  ผลิตภณัฑข์อง Sigma-Aldrich, AR Grade 
1.6 1-Butanol  ผลิตภณัฑข์อง Sigma-Aldrich, AR Grade 
1.7 Acetonitrile  ผลิตภณัฑข์อง Fisher Chemicals, HPLC Grade 
1.8 Phosphoric acid ผลิตภณัฑข์อง Merck, AR Grade 

2. อปุกรณแ์ละเครือ่งมือ 
2.1 เครือ่งชั่งทศนิยม 7 ต าแหนง่ Mettler Toledo, XP2U, USA 
2.2 เครือ่งชั่งทศนิยม 5 ต าแหนง่ Mettler Toledo, XP205DR, USA 
2.3 High-performance liquid chromatography (HPLC) Acquity UPLC  

H-Class, Waters, UK 
2.4 Water bath Toho TTM-004P 
2.5 Ultrasonic bath Dentsply 104H 
2.6 Microwave Samsung, ME73MD, Malaysia 

วิธีการทดลอง 
พัฒนาวิธีวิเคราะหห์าปริมาณสาร emodin ด้วย HPLC  

1. การเตรยีม Emodin standard stock solution 
ชั่งสารมาตรฐาน emodin 1 mg ใสล่งใน volumetric flask ขนาด 10 mL และปรบั

ปรมิาตรดว้ย methanol (ความเขม้ขน้ 0.1 mg/mL) 
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2. การเตรยีมสารละลายตวัอยา่ง (Sample solution) 
 ชั่งผงเถาวลัยเ์หลก็ 5 g ใสใ่น glass-stopped flask ขนาด 250 mL เติม ethanol 

50 mL ตัง้ทิง้ไว ้7 วนั กรองผา่นกระดาษกรองดว้ย Buchner funnel เจือจางและปรบัปรมิาตรดว้ย 
methanol กรองผา่น membrane filter ขนาด 0.45 µm 

3. สภาวะท่ีใชใ้นการวิเคราะห ์
 อา้งอิงสรุปจากตาราง 4 ตวัอยา่งการวิเคราะหส์ารกลุม่ anthraquinone ดว้ย

เทคนิค HPLC 
Column  : XSelect CSH C18 (4.6 x 250 mm, 5 µm) 
Mobile phase  : 0.1% phosphoric acid : Acetonitrile  (gradient elution) 

ตาราง 5 แสดง mobile phase ระบบ gradient elution 

Time (min) Flow rate (mL/min) 0.1% Phosphoric acid (%) Acetonitrile (%) 
0 1.0 40 60 

13 1.0 40 60 

14 1.0 5 95 

19 1.0 5 95 

20 1.0 40 60 

 
Detector  : Photo Diode Array, 288 nm 

Injection Volume : 20 µL 

Column temperature : 30 oC 

 

4. การตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห ์(Method validation) 
(AOAC International, 2013; ICH, 2005) 

4.1 Linearity  
เตรยีมสารละลายมาตรฐาน Emodin ความเขม้ขน้ 6 ระดบัโดยปิเปต emodin 

standard stock solution (ความเขม้ขน้ 20 µg/mL) ปรมิาตร 1 mL ใสล่งใน volumetric flask 
ขนาด 20 mL และ 1, 2, 3, 4 และ 5 mL ใสล่งใน volumetric flask ขนาด 10 mL ปรบัปรมิาตร
ดว้ย methanol (ความเขม้ขน้ 1, 2, 4, 6, 8, และ 10  µg/mL ตามล าดบั) กรองผา่น membrane 
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filter ขนาด 0.45 µm ฉีดความเขม้ขน้ละ 6 ครัง้ น าขอ้มลูระหวา่งความเขม้ขน้และพืน้ท่ีใตพ้ีคมา
สรา้งกราฟเสน้ตรง และหาคา่สมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ ์

4.2 Specificity 
น าสารละลายตวัอยา่งและสารละลายมาตรฐานมาวิเคราะหเ์ทียบ retention 

time ของ emodin peak และวิเคราะห ์peak purity  
4.3 Accuracy 
ปิเปต emodin standard stock solution (ความเขม้ขน้ 20 µg/mL) ปรมิาตร 1, 

2 และ 3 mL ใสล่งใน volumetric flask ขนาด 10 mL ท่ีมีสารสกดัสมนุไพรจากขอ้ 2 อยู ่ 3 mL 
และปรบัปรมิาตรดว้ย methanol กรองผา่น membrane filter ขนาด 0.45 µm ฉีดความเขม้ขน้ละ 
3 ครัง้ค  านวณคา่ %recovery จะตอ้งอยูใ่นช่วง 92-105% 

4.4 Precision 
4.4.1 System Precision  
ฉีดสารละลายมาตรฐาน ความเขม้ขน้ 6 µg/mL 6 ครัง้ peak area ตอ้งมีคา่ 

%RSD ไม่เกิน 1.0% 
4.4.2 Method Precision 
ค านวณคา่ %RSD ของ %Recovery ของสารละลายทัง้ 3 ระดบัความ

เขม้ขน้จากการทดสอบในหวัขอ้ Accuracy  ตอ้งมีคา่ %RSD ไม่เกิน 2.0% 

4.5 Robustness 
ทดสอบความทนของวิธีวิเคราะหโ์ดยปรบัเปลี่ยนสภาวะของระบบ HPLC ดว้ย

สารละลายตวัอยา่ง โดยสภาวะท่ีเปลี่ยนแปลงตา่ง ๆ มีดงันี ้

4.5.1 อณุหภมูิของคอลมัน ์เป็น 29oC 30oC และ 31oC 
4.5.2 ปรมิาตรของสารละลายท่ีฉีด เป็น 18, 20 และ 22 µL 
4.5.3 อตัราการไหลของ mobile phase เป็น 0.95, 1.0 และ 1.05 mL/min 
4.5.4 ความเขม้ขน้ของ phosphoric acid ใน mobile phase เป็น 0.09%, 

0.1% และ 0.11% 
4.6 Limit of Detection (LOD) และ Limit of Quantitation (LOQ) 

4.6.1 Limit of Detection (LOD)  
คือปรมิาณความเขม้ขน้ต ่าสดุของ emodinท่ีวิเคราะหไ์ด ้ ตรวจวดัจาก 

signal to noise ratio ท่ี 3:1 
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4.6.2 Limit of Quantitation (LOQ) 
คือปรมิาณความเขม้ขน้ต ่าสดุของ emodinท่ีวิเคราะหป์รมิาณอยา่งถกูตอ้ง

ได ้ตรวจวดัจาก signal to noise ratio ท่ี 10:1 

 

การหาตวัท าละลายทีเ่หมาะสมในการสกัด 
1. เปรยีบเทียบปรมิาณของ emodin ท่ีไดจ้ากตวัท าละลายชนิดตา่ง ๆ โดยน าผง 

สมนุไพรเถาวลัยเ์หลก็ 5 g หมกัดว้ยตวัท าละลาย 50 mL เป็นเวลา 7 วนั ตวัท าละลายท่ีใชใ้นการ
ทดลองมีดงันี ้

1.1 น า้ 
1.2 20-100 % Ethanol 
1.3 20-100 % Methanol 
1.4 1-Propanol 
1.5 1-Butanol 

2. กรองสารละลายผา่นกระดาษกรองดว้ย Buchner funnel 
3. เจือจางและปรบัปรมิาตรดว้ย methanol 
4. วิเคราะหห์าปรมิาณ emodin ดว้ยเทคนิค HPLC  

 
การเปรียบเทยีบวิธีการสกัด 3 วิธี  

Maceration 
1. ชั่งผงเถาวลัยเ์หลก็ 5 g ใสใ่น glass-stopped flask ขนาด 250 mL 
2. เติม ethanol ปรมิาตร 50 mL หมกัเป็นเวลา 7 วนั  
3. กรองสารสกดัผา่นกระดาษกรองดว้ย Buchner funnel 
4. น าสารสกดัท่ีไดท้  าใหเ้ขม้ขน้ดว้ย Water bath 
5. เจือจางสารสกดัและปรบัปรมิาตรดว้ย methanol  
6. วิเคราะหห์าปรมิาณ emodin ดว้ยเทคนิค HPLC  

 
Ultrasonic-Assisted Extraction 
1. ชั่งผงเถาวลัยเ์หลก็ 5 g ใสใ่น glass-stopped flask ขนาด 250 mL 
2. เติม ethanol ปรมิาตร 50 mL น าไป sonicate 30 นาที  
3. กรองสารสกดัผา่นกระดาษกรองดว้ย Buchner funnel 
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4. น าสารสกดัท่ีไดท้  าใหเ้ขม้ขน้ดว้ย Water bath 
5. เจือจางสารสกดัและปรบัปรมิาตรดว้ย methanol ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 
6. วิเคราะหห์าปรมิาณ emodin ดว้ยเทคนิค HPLC  
 
Microwave-Assisted Extraction 
1. ชั่งผงเถาวลัยเ์หลก็ 5 g ใสใ่น glass-stopped flask ขนาด 250 mL 
2. เติม ethanol ปรมิาตร 50 mL ท าการ microwave เพื่อสกดัตามตาราง 6 
3. ถา้มีการสกดัหลายรอบใหร้นิเก็บสว่นใสแลว้เตมิ ethanol ปรมิาตร 50 mL ท า

การ microwave เพื่อสกดัท าการสกดัตามตาราง 6 ตอ่ไป 
4. รวบรวมสารละลายทัง้หมดกรองผา่นกระดาษกรองดว้ย Buchner funnel 
5. น าสารสกดัท่ีไดท้  าใหเ้ขม้ขน้ดว้ย Water bath 
7. เจือจางและปรบัปรมิาตรดว้ย methanol ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 
6. วิเคราะหห์าปรมิาณ emodin ดว้ยเทคนิค HPLC  

ตาราง 6 แสดงตวัแปรในการสกดัดว้ย microwave 

Microwave power (watt) 180 300 

จ านวนรอบการสกดั (รอบ) 1 3 5 1 3 5 

เวลาท่ีใชส้กดั (วินาที) 
30 
60 

30 
60 

30 
60 

30 
60 

30 
60 

30 
60 

Microwave power (watt) 450 600 

จ านวนรอบการสกดั (รอบ) 1 3 5 1 3 5 

เวลาท่ีใชส้กดั (วินาที) 
30 
60 

30 
60 

30 
60 

30 
60 

30 
60 

30 
60 

การเก็บรวบรวมข้อมูล 
ปรมิาณสาร emodin วิเคราะหจ์าก peak area ท่ีไดจ้ากเทคนิค HPLC เทียบกบัสาร

มาตรฐานท่ีจดัท าเป็น  standard curve 
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การวิเคราะหข้์อมูล 

1. ใช ้One-way ANOVA ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05 ดว้ยโปรแกรม Excel 
1.1 เปรยีบเทียบปรมิาณสาร emodin จากตวัท าละลายท่ีใชส้กดั 
1.2 เปรยีบเทียบปรมิาณสาร emodin จากวิธีท่ีใชส้กดั 3 วิธี 
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บทที ่4 
ผลการวิจัยและอภปิรายผลการวจิัย 

งานวิจยันีเ้ก่ียวขอ้งกบัการหาวิธีท่ีเหมาะสมในการสกดัสาร emodin จากสมนุไพร
เถาวลัยเ์หลก็ และวิเคราะหห์าปรมิาณดว้ยเทคนิค HPLC   

พัฒนาวิธีวิเคราะหห์าปริมาณสาร emodin ด้วย HPLC  
จากการศกึษาทดลองก่อนหนา้ในการวิเคราะหห์าปรมิาณ emodin ดว้ยเทคนิค HPLC 

พบวา่ใชเ้วลาในการวิเคราะหอ์ยา่งนอ้ย 25 นาที และยงัไมมี่วิธีท่ีจ าเพาะตอ่ emodin ในสมนุไพร
เถาวลัยเ์หลก็มาก่อน (ตาราง 4) การศกึษานีจ้งึไดมี้การพฒันาวิธีวิเคราะหใ์หมี้ความรวดเรว็ และ
จ าเพาะเจาะจงตอ่สาร emodin ในสารสกดัสมนุไพรเถาวลัยเ์หลก็ โดยใช ้gradient elution ท าให้
ลดระยะเวลาการวิเคราะหโ์ดยสามารถวิเคราะหพ์ีค emodin ไดท่ี้เวลา 10.6 นาที และปรบัเปลี่ยน
ความยาวคลื่นจากการทดลองก่อนหนา้ท่ี 254 nm, 278 nm และ 436 nm (ตาราง 4) จากผล 
UV/VIS Spectrum ท่ี 200-600 nm (ภาพประกอบ 6)  พบวา่ความยาวคลื่นท่ี emodin สามารถ
ดดูกลืนแสงไดม้ากท่ีสดุคือ 288 nm ท าใหว้ิธีวิเคราะหมี์ความไวตอ่ emodin มากขึน้ สภาวะท่ีใช้
ในการวิเคราะหค์ือคอลมันช์นิด XSelect CSH C18 (4.6 x 250 mm, 5 µm), Mobile phase คือ 
0.1% phosphoric acid และ acetonitrile  ในระบบ gradient elution ตามตารางท่ี 5, วดัคา่การ
ดดูกลืนแสงท่ี 288 nm, ฉีดสารเขา้เครือ่งปรมิาตร  20 µL ควบคมุอณุหมูิคอลมันท่ี์ 30 oC 
 

 
 

ภาพประกอบ 6 UV/VIS Spectrum ของพีค emodin ท่ี 200-600 nm จาก 1: สารมาตรฐาน, 2: 
สารสกดั 
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การทดสอบความถูกตอ้งของวธีิวิเคราะห ์
จากการฉีดสารละลายตวัอยา่งเพื่อตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ พบวา่สามารถ

แยกพีค emodin จากพีคขา้งเคียงไดอ้ยา่งชดัเจนโดยมีขอ้มลูโครมาโตแกรมดงันี ้(ภาพประกอบ 7) 
 Retention time ของพีค emodin เท่ากบั 10.6 นาที 

 Resolution ระหวา่งพีค emodin กบัพีคขา้งเคียง เท่ากบั 1.90 

 Tailing factor ของพีค emodin เท่ากบั 1.00  
 Theoretical plate ของพีค emodin เท่ากบั 15000 

 

 

ภาพประกอบ 7 โครมาโตแกรมส าหรบัตรวจสอบความเหมาะสมของระบบการวิเคราะห ์emodin 
ในสารสกดัเถาวลัยเ์หลก็ 

1. Specificity 
จากการน าสารละลายตวัอยา่งและสารละลายมาตรฐานมาวิเคราะหเ์ทียบ retention 

time ของ พีค emodin พบว่ามี retention time ตรงกนั โดยสารละลายตวัอยา่งและสารละลาย
มาตรฐานมี retention time ของพีค emodin เท่ากนัคือท่ี 10.6 นาที ดงัภาพประกอบ 8  และเม่ือ
น าสารละลายตวัอยา่งมาวิเคราะห ์ peak purity จากการใชเ้ครือ่งตรวจวดัคา่การดดูกลืนแสงชนิด 
Photo Diode Array โดยใชท้ฤษฎี Spectral contrast technique ซึง่เป็นการแปลงผลจากคา่การ
ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นตา่งๆ มาอยูใ่นรูปเวคเตอร ์ แลว้ใชค้า่ของมมุมาเปรยีบเทียบและ
ประเมินผล คา่ท่ีใชค้ือ spectral contrast angles, purity angle และ purity threshold โดย 
spectral contrast angles คือ การหาคา่มมุในรูปแบบเวกเตอรท่ี์กระท าทกุๆ ความยาวคลื่นท่ี
ตอ้งการและกระท าทกุพืน้ท่ีพีคท่ีเกิดขึน้, purity angle คือ คา่เฉลี่ยถ่วงน า้หนกัของ spectral 
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contrast angles ทัง้หมด และ purity threshold คือผลรวมของมมุท่ีเกิดจากปัจจยัตา่งๆ   เม่ือคา่ 
purity angle นอ้ยกวา่ purity threshold แสดงวา่พีคนัน้มีความบรสิทุธ์ิเป็นเนือ้เดียว ไม่มีพีคอ่ืน
เจือปน  และจากผลการทดลองพบว่า purity angle มีคา่เทา่กบั 0.174 ซึง่นอ้ยกวา่ purity 
threshold คา่เทา่กบั 0.284 แปลวา่พีคนัน้บรสิทุธ์ิ ดงัภาพประกอบ 9 จากการตรวจสอบทัง้ 2 
หวัขอ้แสดงวา่สภาวะท่ีใชใ้นการวิเคราะหมี์ความจ าเพาะเจาะจงกบั emodin 
 
 

 

ภาพประกอบ 8 โครมาโตแกรมของ 1:สารสกดัเถาวลัยเ์หลก็, 2: สารละลายมาตรฐาน emodin 

 

ภาพประกอบ 9  peak purity ของพีค emodin จากสารละลายตวัอยา่ง 
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2. Linearity 
จากการฉีดสารละลายมาตรฐาน emodin ความเขม้ขน้ 1, 2, 4, 6, 8, และ 10  µg/mL 

ความเขม้ขน้ละ 6 ครัง้ ท าซ า้ 3 วนั น าขอ้มลูระหวา่งความเขม้ขน้และพืน้ท่ีใตพ้ีคมาสรา้งกราฟ
มาตรฐาน  (ภาพประกอบ 10) พบวา่มีคา่สมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธเ์ทา่กบั 0.99985, 0.99998 และ 
0.99996 ตามล าดบั  ผลการทดสอบความเป็นเสน้ตรงทัง้ 3 วนัแสดงขอ้มลูตามตางราง 7 โครมา
โตแกรมของแตล่ะความเขม้ขน้แสดงดงัภาพประกอบ 11 
 

 

ภาพประกอบ 10 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของ emodin กบัพืน้ท่ีใตพ้ีค 

ตาราง 7 ผลการทดสอบความเป็นเสน้ตรง 

วนัท่ี 
ความเขม้ขน้ 

(µg/mL) 
พืน้ท่ีใตพ้ีค %RSD (%) สมการเสน้ตรง 

1 0.92 

1.84 

3.68 

5.51 

7.35 

9.19 

81347.74 

162987.13 

326215.67 

492419.56 

653280.30 

807359.36 

0.96 

0.22 

0.14 

0.14 

0.23 

0.09 

y = 88,160.13x + 2,068.70 
R² = 0.99986 
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ตาราง 7 (ตอ่) 
 

วนัท่ี 
ความเขม้ขน้ 

(µg/mL) 
พืน้ท่ีใตพ้ีค %RSD (%) สมการเสน้ตรง 

2 1.01 

2.01 

4.02 

6.03 

8.04 

10.05 

90473.37 
181277.22 
361965.97 
545820.61 
723070.26 
905769.11 

0.22 
0.21 
0.28 
0.09 
0.06 
0.40 

y = 90,091.33x + 249.56 
R² = 0.99998 

 
 

3 0.96 

1.93 

3.85 

5.78 

7.70 

9.63 

85395.73 
170807.43 
343220.44 

513390.44 
685228.30 

862471.43 

0.60 
0.62 
0.29 
0.12 
0.24 

0.13 

y = 89,485.05x - 1,689.05 
R² = 0.99996 

 
 

 
 

 

ภาพประกอบ 11 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน 6 ความเขม้ขน้ 1: 10 µg/mL, 2: 8 µg/mL, 3: 
6 µg/mL, 4: 4 µg/mL, 5: 2 µg/mL, 6: 1 µg/mL  
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3.  Accuracy 
จากการหา %Recovery ของสารละลายมาตรฐานท่ีเติมลงไปในสารละลายตวัอยา่ง ท่ี 3 

ระดบัความเขม้ขน้ 3.64, 5.48 และ 7.313 µg/mL ซึง่เตรยีมความเขม้ขน้ละ 3 ตวัอยา่ง พบวา่ 
%Recovery ในทกุระดบัความเขม้ขน้อยูใ่นเกณฑท่ี์ยอมรบัไดใ้นช่วง 92-105% และ %RSD นอ้ย
กวา่ 2.0% (ท่ีความเขม้ขน้ 1.0%) (AOAC International, 2013)  แสดงดงัตาราง 8   

ตาราง 8 ผลการทดสอบหวัขอ้ Accuracy 

ปรมิาณท่ีเติม 

(µg/mL) 
ปรมิาณท่ีตรวจพบ 

(µg/mL) 
%Recovery 

(%) 
Average %Recovery 

(%) 
%RSD 

(%) 

1.838 

1.873 

1.875 

1.875 

101.93 

102.01 

102.03 

101.99 

 
0.05 

3.675 

3.759 

3.757 

3.780 

102.27 

102.21 

102.83 

102.44 0.34 

5.513 

5.631 

5.737 

5.693 

102.15 

104.07 

103.26 

103.16 0.94 

 
4. Precision 

4.1 System Precision  
จากการฉีดสารละลายมาตรฐาน ความเขม้ขน้ 6 µg/mL  จ านวน 3 ตวัอยา่ง แตล่ะ

ตวัอยา่งฉีดซ า้ 6 ครัง้ พบวา่ %RSD ของพืน้ท่ีใตพ้ีคไม่เกิน 1.0% แสดงดงัตาราง 9 
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ตาราง 9 ผลการทดสอบ System precision 

ครัง้ท่ี พืน้ท่ีใตพ้ีค Emodin 

 
ตวัอยา่งท่ี 1 ตวัอยา่งท่ี 2 ตวัอยา่งท่ี 3 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

493178.27 

492659.53 

491657.27 

491461.21 

492836.79 

492724.31 

545024.37 

545676.37 

545667.63 

546340.23 

546140.78 

546074.30 

512778.21 

513618.16 

513019.92 

513472.90 

514515.55 

512937.89 

Mean 492419.56 545820.61 513390.44 

%RSD 0.14 0.09 0.12 

 
4.2 Method Precision 

ค านวณคา่ %RSD ของ %Recovery ของสารละลายทัง้ 3 ระดบัความเขม้ขน้จากการ
ทดสอบในหวัขอ้ Accuracy  ไดค้า่ %RSD เท่ากบั 0.05, 0.34 และ 0.94 ตามล าดบั (ตาราง 8) 
 

5. Robustness 
ทดสอบความทนของวิธีวิเคราะหโ์ดยปรบัเปลี่ยนสภาวะของระบบ HPLC ดว้ยสารละลาย

ตวัอยา่ง ประเมิณโดยการเปรยีบเทียบคา่ Resolution ระหวา่งพีค emodin และพีคขา้งเคยีง 
พบวา่มีคา่มากกวา่ 1.5 และมีคา่ tailing factor และ theoretical plate ไม่แตกตา่งกนัดงัตาราง 
10 
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ตาราง 10 แสดงผลการเปลี่ยนแปลงสภาวะในระบบ HPLC 

สภาวะ Area Resolution 
Tailing 
factor 

Theoretical 
plate 

อณุหภมูิของคอลมัน ์(oC) 29 

30 

31 

519388.22 

519815.20 

518079.30 

1.68 

1.63 

1.51 

0.98 

0.98 

0.98 

15011 

14846 

14804 

ปรมิาตรของสารละลาย 
ท่ีฉีด (µL) 

18 

20 

22 

467662.61 

519815.20 

570244.81 

1.64 

1.63 

1.60 

0.98 

0.98 

0.98 

15556 

14846 

14296 

อตัราการไหลของ 
mobile phase 

(mL/min) 

0.95 

1.0 

1.05 

522261.67 

519815.20 

498650.20 

1.66 

1.63 

1.61 

0.98 

0.98 

0.98 

15275 

14846 

14486 

ความเขม้ขน้ของ 
phosphoric acid 

ใน mobile phase (%) 

0.09 

0.10 

0.11 

522544.48 

519815.20 

523822.62 

1.62 

1.63 

1.62 

0.98 

0.98 

0.98 

14956 

14846 

14932 

 
6. Limit of Detection (LOD) และ Limit of Quantitation (LOQ) 

เม่ือค านวณขีดจ ากดัของการตรวจพบและขีดจ ากดัของการหาเชิงปรมิาณของ emodin 
ค านวณไดจ้าก Slope และ Y-intercept ของสมการเสน้ตรง 3 เสน้ แสดงรายละเอียดดงัตาราง 11 
ค านวณคา่ LOD ไดเ้ท่ากบั 0.07 µg/mL และ LOQ เท่ากบั 0.21 µg/mL  โดยจากการทดสอบฉีด
สารละลาย emodin พบวา่ LOD มีคา่เทา่กบั 0.008 µg/mL (S/N = 3.249) และ LOQ เท่ากบั 
0.02 µg/mL  (S/N = 10.904) 
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ตาราง 11 คา่ท่ีใชใ้นการค านวณขีดจ ากดัของการตรวจพบและขีดจ ากดัของการหาเชิงปรมิาณของ 
emodin 

สมการเสน้ตรง R2
 Slope Y-intercept 

1 0.99986 88160.13 2068.70 

2 0.99998 90,091.33 249.56 

3 0.99996 89,485.05 - 1,689.05 

mean 0.99993 89245.50 209.74 

SD 
  

1879.19 

 

การหาตวัท าละลายทีเ่หมาะสมในการสกัด 

เม่ือเปรยีบเทียบปรมิาณของ emodin ท่ีไดจ้ากตวัท าละลายชนิดตา่ง ๆ โดยน าผงสมนุไพร
เถาวลัยเ์หลก็ 5 g หมกัดว้ยตวัท าละลาย 50 mL เป็นเวลา 7 วนั ผลท่ีไดแ้สดงดงัตาราง 12 และ
แสดงในรูปกราฟดงัภาพประกอบ 12 ซึง่ตวัท าละลายท่ีสามารถสกดั emodin ไดด้ีท่ีสดุคือ 60% 
methanol (คา่ Dielectric constant = 49.81  ) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โครมาโตแกรมของการ
สกดัแสดงดงัภาพประกอบ 13 
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ตาราง 12 ปรมิาณ emodin ท่ีสกดัโดยตวัท าละลายชนิดตา่ง ๆ 

ตวัท าละลาย ปรมิาณ Emodin (mg/kg) Dielectric constant (ε) 

80% Ethanol 
60% Ethanol 
40% Ethanol 
20% Ethanol 

80% Methanol 
60% Methanol 
40% Methanol 
20% Methanol 

Water 
Methanol 
Ethanol 

1-Propanol 
1-Butanol 

618.13 

702.52 

343.48 

41.52 

548.50 

421.26 

108.89 

36.60 

10.32 

527.87 

460.96 

264.90 

161.81 

37.70 

49.81 

60.80 

70.82 

44.35 

54.54 

63.79 

72.25 

80.00 

33.10 

24.30 

20.10 

17.80 

 

 

ภาพประกอบ 12 ปรมิาณ emodin ท่ีสกดัโดยตวัท าละลายชนิดตา่ง ๆ 
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ภาพประกอบ 13 โครมาโตแกรมท่ีไดจ้ากการสกดัโดย 1: 80% Ethanol 2: 60% Ethanol 3: 40% 
Ethanol 4: 20% Ethanol 5: Ethanol 6: 80% Methanol 7: 60% Methanol 8: 40% Methanol 9: 

20% Methanol 10: Methanol 11: Water 12: 1-Butanol 13: 1-Propanol 

จากขอ้มลูคณุสมบตัิทางเคมีและฟิสกิสข์อง emodin ท่ีระบวุา่สามารถละลายไดด้ีใน 
alcohol จงึท าการทดลองโดยเริม่ท่ีใชต้วัท าละลายเป็น alcohol 4 ชนิด ไดแ้ก่ methanol, ethanol, 
1-propanol, 1-butanol และน า้ พบว่าสารสกดัท่ีไดจ้าก methanol มีปรมิาณ emodin สงูท่ีสดุ 
และ ethanol เป็นล าดบัถดัมา ซึง่สงูกวา่สารสกดัท่ีไดจ้าก 1-propanol และ 1-butanol อยา่งมาก 
ซึง่ปรมิาณของ emodin ท่ีสงูขึน้สมัพนัธก์บัคา่ dielectric constant ของตวัท าละลายท่ีเพิ่มขึน้ 
สอดคลอ้งกบัการทดลองก่อนหนา้ตามตาราง 1 ท่ีมีการสกดัสาร emodin จากพืชชนิดอ่ืน ๆ ตวัท า
ละลายท่ีใหป้รมิาณ emodin สงูคือ methanol แตจ่ากการทดลองจะเห็นไดว้า่น า้ท่ีมีขัว้สงูกลบั
สกดั emodin ออกมาไดป้รมิาณต ่ามากแสดงใหเ้ห็นวา่ปรมิาณ emodin ท่ีได ้ไม่ไดเ้พิ่มขึน้ตามคา่ 
dielectric constant ท่ีเพิ่มขึน้เสมอไป จงึท าการทดลองหาตวัท าละลายท่ีมีคา่ dielectric 
constant ท่ีเหมาะสม โดยใชน้ า้ผสมกบั methanol และ ethanol ในสดัสว่นตา่ง ๆ คือ 20-100% 
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methanol และ 20-100% ethanol คา่ dielectric constant ของตวัท าละลายผสมหาไดจ้ากสตูร 
(Alizadeh & Shamsipur, 1997) 
 

ε = ε1(100-w2)/100 + ε2w2/100 
 

เม่ือ  ε, ε1, ε2 คือ คา่ dielectric constant ของตวัท าละลายผสม, ตวัท าละลายชนิดท่ี 1 
และ ตวัท าละลายชนิดท่ี 2 ตามล าดบั, w2 คือสดัสว่นรอ้ยละของตวัท าละลายชนิดท่ี 2 ในตวัท า
ละลายผสม 
 

คา่ dielectric constant ของตวัท าละลาย และตวัท าละลายผสม และปรมิาณ emodin ท่ี
ไดจ้ากการสกดัแสดงดงัตาราง 12 ตวัท าละลายท่ีสกดัสาร emodin ออกมาไดด้ีท่ีสดุคือ 60% 
ethanol และเมื่อสรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งปรมิาณ  emodin และคา่  dielectric 
constant ของตวัท าละลายตา่ง ๆ พบวา่คา่ dielectric constant ท่ีเหมาะสมท่ีใหป้รมิาณ emodin 
จากการสกดั 300-700 mg/Kg อยูใ่นช่วง 30-50 (ภาพประกอบ 14) 
 

 

 

ภาพประกอบ 14 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งปรมิาณ  emodin และคา่  dielectric 
constant ของตวัท าละลาย 
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อยา่งไรก็ตามเม่ือน าผลการสกดัจากตวัท าละลายท่ีมีคา่ dielectric constant ใกลเ้คียง
กนัมาเปรยีบเทียบกนั (ภาพประกอบ 15) พบวา่ตวัท าละลายท่ีมีสว่นผสมของ ethanol ไดป้รมิาณ 
emodin มากกวา่ตวัท าละลายท่ีมีสว่นผสมของ methanol อาจกลา่วไดว้า่ คา่ dielectric 
constant ยงัไมส่ามารถอธิบายความสามารถในการสกดัสาร emodin ของตวัท าละลายไดอ้ยา่ง
ครอบคลมุ จากโครงสรา้งของ emodin (ภาพประกอบ 2) จะเห็นไดว้า่มีสว่นของโครงสรา้งท่ี
ละลายไดดี้ในน า้ท่ีมีขัว้สงูคอืสว่นของหมู ่-OH สว่น aromatic ring ตอ้งใชต้วัท าลายพวก organic 
solvent ท่ีมีขัว้ต  ่ากวา่ ดงันัน้การหาตวัท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการสกดัจึงอาจมีปัจจยัหรอื
แรงอ่ืนๆนอกจากคา่ dielectric constant มาเก่ียวขอ้ง เช่น แรง van der waal และ hydrophobic 
interaction 
 

 

ภาพประกอบ 15 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งปรมิาณ  emodin กบัตวัท าละลายผสม  20-
100% ethanol และ 20-100% methanol 

เปรียบเทยีบวิธีการสกัด 3 วิธี  
ท าการทดลองสกดัดว้ย ethanol โดยใชว้ิธีท่ีแตกตา่งกนั 3 วิธี ไดแ้ก่ Maceration (M), 

Ultrasonic-Assisted Extraction (S) และ Microwave-Assisted Extraction (W)  พบว่าวิธีท่ี
สามารถสกดั emodin ออกมาไดด้ีท่ีสดุคือน าไปสกดั Ultrasonic-Assisted Extraction ตามดว้ย 
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Microwave-Assisted Extraction แลว้  Maceration (SWM) ผลการสกดัแสดงดงัตาราง 13 และ 
ภาพประกอบ 16 

ตาราง 13 ปรมิาณ emodin ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ย Maceration, Ultrasonic-Assisted Extraction 
และ Microwave-Assisted Extraction โดยใช ้ethanol เป็นตวัท าละลาย 

วิธีการสกดั ปรมิาณ Emodin (mg/kg) 

M 

S 

W 

SM 

WM 

SWM 

WSM 

575.57 

641.51 

667.66 

614.56 

651.53 

671.89 

595.15 

 
 

 

ภาพประกอบ 16 ปรมิาณ emodin ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ย Maceration , Ultrasonic-Assisted 
Extraction และ Microwave-Assisted Extraction 
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จากวธีิการสกดัทัง้ 3 วิธีท่ีมีหลกัการแตกตา่งกนัไป Maceration (M), Ultrasonic-
Assisted Extraction (S) และ Microwave-Assisted Extraction (W) วิธี Maceration เป็นวธีิการ
สกดัโดยน าผงสมนุไพรหมกักบัตวัท าละลายในการทดลองนีใ้ชเ้วลา 7 วนั ตวัท าละลายจะคอ่ยๆ 
ท าการสกดั emodin ออกมา Ultrasonic-Assisted Extraction ใชค้ลื่นเสียงความถ่ีสงูลดขนาด
อนภุาคของสมนุไพร และ Microwave-Assisted Extraction โดยสมนุไพรจะดดูซบัคลื่นไมโครเวฟ
แลว้เปลี่ยนเป็นพลงังานความรอ้นคลื่นไมโครเวฟจะสง่ตรงเขา้สูโ่มเลกลุ แลว้จงึเกิดการกระจาย
ความรอ้นไปสูส่ว่นอ่ืน ๆ ช่วยในการพาสารออกมาสูต่วัท าละลาย จากผลการทดลองพบว่า 
Microwave-Assisted Extraction และ Ultrasonic-Assisted Extraction ท าใหไ้ดป้รมิาณ 
emodin มากกวา่การท า Maceration ซึง่ทัง้ 2 วิธีใชเ้วลาในการสกดัสัน้กวา่มาก และเมื่อทดลอง
การสกดัสาร emodin โดยใชว้ิธีและล าดบัการสกดัตา่งกนัอีก 5 วิธีไดแ้ก่ SM, WM, SWM, และ 
WSM พบวา่วธีิท่ีสกดัสารออกมาไดม้ากท่ีสดุคือ SWM ซึง่สอดคลอ้งกบัหลกัการในการสกดั การใช ้
Ultrasonic-Assisted Extraction เป็นล าดบัแรกจะช่วยเพิ่มขนาดของพืน้ท่ีผวิของผงสมนุไพร ท า
ใหต้วัท าละลายสมัผสักบัผงสมนุไพรมากขึน้ เม่ือสกดัตอ่ดว้ย Microwave-Assisted Extraction 
ท าใหส้ามารถสกดัสารออกมาไดม้ากกวา่ล าดบัวิธีการสกดัอ่ืน ๆ แตเ่ม่ือพิจารณาไปถึงระยะเวลาท่ี
ใชใ้นการสกดัดว้ยแลว้พบวา่การใช ้ microwave ช่วยในการสกดัก็ไดป้รมิาณ emodin ท่ีสงู
เช่นเดียวกนั โดยใชเ้วลาในการสกดัทัง้หมดเพียงแค ่ 60 วินาที จงึสมควรพฒันาวิธีสกดันีใ้หมี้
ประสิทธิภาพยิ่งขึน้ โดยสภาวะการสกดัในการทดลองนีใ้ช ้Microwave power 450 watt, จ านวน
รอบการสกดั 1 รอบ, และ ใชเ้วลา 60 วินาที ซึง่อาจจะยงัไมใ่ช่สภาวะของการสกดัท่ีดีท่ีสดุ จงึตอ้ง
ท าการทดลองปรบัเปลี่ยนตวัแปรท่ีสง่ผลตอ่การสกดัตอ่ไป 

Microwave-Assisted Extraction 

เม่ือปรบัเปลี่ยนตวัแปรท่ีใชใ้นการสกดัดว้ยไมโครเวฟ ไดแ้ก่ microwave power, จ านวน
รอบการสกดั และเวลาท่ีใชส้กดั พบว่าสภาวะท่ีสกดัสาร emodin ออกมาไดม้ากท่ีสดุคอื 
microwave power 600 watt สกดั 5 รอบ รอบละ 30 วินาที ผลการสกดั แสดงดงัตาราง 14 และ
ภาพประกอบ 17 
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ตาราง 14 ปรมิาณ emodin ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ย Microwave-Assisted Extraction โดยใช ้
ethanol เป็นตวัท าละลาย 

จ านวนรอบการสกดั 
(รอบ) 

 Microwave power 
(watt) 

เวลาท่ีใชส้กดั 
(วินาที) 

ปรมิาณ Emodin 
(mg/kg) 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

 180 

300 

450 

600 

180 

300 

450 

600 

180 

300 

450 

600 

180 

300 

450 

600 

180 

300 

450 

600 

180 

300 

450 

600 

30 

30 

30 

30 

60 

60 

60 

60 

30 

30 

30 

30 

60 

60 

60 

60 

30 

30 

30 

30 

60 

60 

60 

60 

364.58 

405.69 

483.19 

479.80 

438.24 

486.23 

503.18 

509.70 

479.36 

510.08 

538.60 

553.96 

523.89 

539.10 

541.30 

546.15 

498.33 

527.17 

543.50 

556.22 

531.36 

543.98 

544.51 

553.15 
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ภาพประกอบ 17 ปรมิาณ emodin ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ย Microwave-Assisted Extraction 

เม่ือพิจารณาตวัแปรแตล่ะตวัท่ีสง่ผลตอ่การสกดัสาร  emodin จากกราฟภาพประกอบ 18 
จะเห็นไดว้า่ท่ีจ านวนรอบและเวลาท่ีใชส้กดัตา่ง ๆ กนั เม่ือเพิ่ม microwave power จะท าใหไ้ด้
ปรมิาณของ emodin มากขึน้ และจากกราฟภาพประกอบ 19 ยิ่งมีจ านวนรอบการสกดัมากยิ่งได้
ปรมิาณ emodin  มากขึน้ และจากกราฟภาพประกอบ 20 เวลาท่ีใชใ้นการสกดั 60 วินาที ได้
ปรมิาณ emodin มากกวา่ 30 วินาที ท่ี microwave power และจ านวนรอบท่ีเท่ากนั 
 

 

ภาพประกอบ 18 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งปรมิาณ emodin กบั microwave power  
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ภาพประกอบ 19 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งปรมิาณ emodin กบั จ านวนรอบการสกดั 

 

 

ภาพประกอบ 20 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งปรมิาณ emodin กบั เวลาท่ีใชใ้นการสกดั 
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บทที ่5   
สรุปผลการวจิัยและข้อเสนอแนะ 

จากการพฒันาวิธีวิเคราะหห์าปรมิาณ emodin จากสารสกดัสมนุไพรเถาวลัยเ์หลก็ 
เน่ืองจากสารสกดัท่ีไดมี้สารอยูห่ลากหลายชนิด ดงันัน้ความเฉพาะเจาะจงตอ่ emodin ของวธีิ
วิเคราะหจ์งึมีความส าคญั จากการทดสอบความถกูตอ้งของวิธีพบว่าวิธีท่ีพฒันาขึน้มีความ
เหมาะสมของระบบโครมาโตกราฟี สามารถแยกพีค emodin ของจากพีคขา้งเคียงไดด้ี วิธี
วิเคราะหมี์ความจ าเพาะเจาะจง และพีค emodin มีความบรสิทุธ์ิซึง่ตรวจสอบไดจ้ากการท า 
Spectral contrast technique ผลการทดสอบความเป็นเสน้ตรงในช่วง 1-10 µg/mL ไดค้า่
สมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธม์ากกวา่ 0.999 แสดงถึงความสมัพนัธเ์ชิงเสน้ตรงของระบบตลอดช่วง
ความเขม้ขน้ท่ีท าการศกึษา การทดสอบความถกูตอ้งท่ี 3 ระดบัความเขม้ขน้ ไดค้า่รอ้ยละการ
กลบัคืนเท่ากบั 101.99, 102.44 และ 103.16 ตามล าดบั ซึง่อยูใ่นเกณฑท่ี์ยอมรบัไดใ้นช่วง 92 - 
105% และ %RSD ในแตล่ะระดบัความเขม้ขน้นอ้ยกวา่ 2.0% การทดสอบความเท่ียงพบวา่มี
ความเท่ียงของระบบ (system precision) และความเท่ียงของวิธี (method precision) เม่ือ
ค านวน %RSD จาก พืน้ท่ีใตพ้ีคไดไ้ม่เกิน 2% และจากการทดลองเปลี่ยนแปลงสภาวะตา่ง ๆ ของ
ระบบทัง้ อณุหภมูิของคอลมัน,์ ปรมิาตรของสารละลายท่ีฉีด, อตัราการไหลของ mobile phase, 
ความเขม้ขน้ของ phosphoric acid ใน mobile phase พบวา่คา่ resolution ระหวา่งพีค emodin 
กบัพีคขา้งเคียงมีคา่มากกวา่ 1.6 และพีค emodin ยงัมีความบรสิทุธ์ิ สามารถแยกจากพีค
ขา้งเคียงไดอ้ยา่งชดัเจน เม่ือทดสอบขีดจ ากดัของการตรวจพบและขีดจ ากดัของการหาเชิงปรมิาณ
ของ emodin มีคา่เทา่กบั 0.008 µg/mL และ 0.02 µg/mL  ตามล าดบั 

จากการทดลองหาตวัท าละลายท่ีเหมาะสมในการสกดัสาร emodin จากเถาวลัยเ์หลก็ 
พบวา่คา่ dielectric constant ของตวัท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีใหป้รมิาณ emodin จากการสกดั 
300-700 mg/Kg อยูใ่นช่วง 30-50 โดยตวัท าละลายท่ีดีท่ีสดุ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีความ
เช่ือมั่น 0.05 คือ 60 % ethanol มีคา่ dielectric constant เท่ากบั 49.81 ไดป้รมิาณ emodin 
เท่ากบั 702.52 mg/kg และเม่ือทดสอบเปรยีบเทียบวิธีการสกดั 3 วิธี ไดแ้ก่ Maceration, 
Ultrasonic-Assisted Extraction และ  Microwave-Assisted Extraction โดยใช ้ethanol เป็นตวั
ท าละลาย พบว่าวิธีท่ีสามารถสกดั emodin ออกมาไดด้ีท่ีสดุคือ Microwave-Assisted Extraction 
ไดป้รมิาณ emodin เท่ากบั 667.66 mg/Kg และเน่ืองดว้ยทัง้ 3 วิธี มีหลกัการท่ีใชใ้นการสกดั
ตา่งกนั เม่ือทดลองใชท้ัง้ 3 วิธีรวมกนัพบวา่วิธีท่ีสามารถสกดั emodin ออกมาไดด้ีท่ีสดุคือน าไป
สกดั Ultrasonic-Assisted Extraction ตามดว้ย Microwave-Assisted Extraction แลว้น าไป  
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Maceration ไดป้รมิาณ emodin เท่ากบั 671.89 mg/Kg จะเห็นไดว้า่ปรมิาณ emodin ท่ีไดไ้ม่
แตกตา่งจากการใชไ้มโครเวฟเพียงอยา่งเดียวท่ีใชเ้วลาสกดัเพียง 60 วินาที ดงันัน้เม่ือพิจารณา
ความคุม้คา่จงึพฒันาวิธีสกดันีใ้หมี้ประสทิธิภาพมากยิ่งขึน้โดยปรบัเปลี่ยนตวัแปรท่ีใชใ้นการสกดั
ดว้ยไมโครเวฟเพื่อใหไ้ดส้ภาวะในการสกดัดว้ยไมโครเวฟท่ีเหมาะสมท่ีสดุ ไดแ้ก่ microwave 
power, จ านวนรอบการสกดั และเวลาท่ีใชส้กดั พบว่าสภาวะท่ีสกดัสาร emodin ออกมาไดม้าก
ท่ีสดุคือ microwave power 600 watt สกดั 5 รอบ รอบละ 30 วินาที อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิท่ี
ความเช่ือมั่น 0.05 

จากการทดลองทัง้หมดนีส้ามารถสรุปไดว้า่ emodin สามารถใชเ้ป็น  marker ส าหรบั
ควบคมุคณุภาพของต ารบัสมนุไพรท่ีมีองคป์ระกอบของเถาวลัยเ์หลก็ โดยจากวิธีวิเคราะหท่ี์ได้
พฒันาขึน้พบวา่โครมาโตแกรมของสารสกดัจากสมนุไพรเถาวลัยเ์หลก็ดว้ย ethanol พีค emodin 
มีรูปรา่งที่ด ีไมซ่อ้นทบักบัพีคอ่ืนๆ แยกไดช้ดัเจน มีความไว (Sensitivity) ของวิธีวิเคราะหส์งู  จงึท า
การตรวจสอบความถกูตอ้งของวิธีวิเคราะห ์ เพื่อยืนยนัวา่วิธีสามารถน ามาวเิคราะหห์าปรมิาณ 
emodin ไดอ้ยา่งถกูตอ้ง นอกจากนีใ้นปัจจบุนั สารมาตรฐาน emodin ท่ีใชใ้นการวิเคราะหมี์ราคา
แพง การพฒันาหาตวัท าละลายและวิธีท่ีมีประสิทธิภาพในการสกดั เพื่อใหไ้ด ้emodin ปรมิาณสงู 
จะสามารถตอ่ยอดพฒันาเพื่อผลิตเป็นสารมาตรฐานมาใชใ้นการวิเคราะห ์ วิจยั และควบคมุ
คณุภาพผลติภณัฑส์มนุไพรท่ีมีเถาวลัยเ์หลก็เป็นสว่นประกอบตอ่ไป 

ข้อเสนอแนะ 
1. วิธีท่ีพฒันาขึน้มาไดไ้ปทดสอบวิเคราะหส์าร emodin ในต ารบัยาสมนุไพรท่ีมี 

สว่นประกอบของเถาวลัยเ์หล็ก และพืชสมนุไพรชนิดอ่ืนๆท่ีมี emodin  
2. พฒันาวิธีในการแยกสาร emodin ออกจากสารสกดัของสมนุไพรเถาวลัยเ์หลก็ให ้

มีความบรสิทุธ์ิสงู, มีปรมิาณมาก และพิสจูนเ์อกลกัษณ,์ คณุสมบตัิทางเคมีฟิสกิส ์ และความคง
สภาพของสาร emodin ท่ีแยกออกมาไดต้อ่ไป 
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ตาราง 15 ผลการทดสอบความเป็นเสน้ตรง เสน้ท่ี 1 

Conc. 
(µg/mL) 

0.92 1.84 3.68 5.51 7.35 9.19 

injection peak area 
1 82781.42 162879.59 327003.03 493178.27 656247.01 806952.95 
2 80908.72 163529.70 325792.51 492659.53 652813.75 807416.84 
3 80645.47 163030.94 326314.69 491657.27 652450.39 807676.18 
4 81678.53 162558.33 325846.17 491461.21 652501.02 806134.29 
5 81058.81 162697.21 325942.33 492836.79 652428.50 807912.08 
6 81013.46 163227.02 326395.28 492724.31 653241.15 808063.82 

Average 81347.74 162987.13 326215.67 492419.56 653280.30 807359.36 
%RSD 0.96 0.22 0.14 0.14 0.23 0.09 

 

 

ภาพประกอบ 21 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของ emodin กบัพืน้ท่ีใตพ้ีคของ
สมการเสน้ตรง เสน้ท่ี 1 

 

y = 88160.13x + 2068.70 
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ตาราง 16 ผลการทดสอบความเป็นเสน้ตรง เสน้ท่ี 2 

Conc. 
(µg/mL) 

1.01 2.01 4.02 6.03 8.04 10.05 

injection peak area 
1 90389.12 181148.58 360310.18 545024.37 722834.94 901771.52 
2 90631.11 181297.42 361776.68 545676.37 722596.02 903625.46 
3 90248.39 181439.80 361978.94 545667.63 723009.70 903297.84 
4 90249.53 181206.52 362314.64 546340.23 723023.67 907531.47 
5 90647.74 180698.35 361944.45 546140.78 723968.74 911585.98 
6 90674.31 181872.66 363470.90 546074.30 722988.49 906802.40 

Average 90473.37 181277.22 361965.97 545820.61 723070.26 905769.11 
%RSD 0.22 0.21 0.28 0.09 0.06 0.40 

 

 

ภาพประกอบ 22 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของ emodin กบัพืน้ท่ีใตพ้ีคของ
สมการเสน้ตรง เสน้ท่ี 2 

 

y = 90091.33x + 249.56 
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ตาราง 17 ผลการทดสอบความเป็นเสน้ตรง เสน้ท่ี 3 

Conc. 
(µg/mL) 

0.96 1.93 3.85 5.78 7.70 9.63 

injection peak area 
1 85498.39 170427.20 342668.39 512778.21 683285.07 863403.15 
2 85410.91 170830.51 344241.48 513618.16 687639.99 862266.90 
3 84843.52 169387.24 341850.48 513019.92 683639.94 860848.25 
4 85657.82 171865.88 343711.16 513472.90 685969.59 863943.89 
5 86150.98 172162.09 344282.85 514515.55 685001.38 862294.01 
6 84812.77 170171.63 342568.25 512937.89 685833.80 862072.38 

Average 85395.73 170807.43 343220.44 513390.44 685228.30 862471.43 
%RSD 0.60 0.62 0.29 0.12 0.24 0.13 

 

 

 

ภาพประกอบ 23 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งความเขม้ขน้ของ emodin กบัพืน้ท่ีใตพ้ีคของ
สมการเสน้ตรง เสน้ท่ี 3 

 

y = 89485.05x - 1689.05 
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ตาราง 23 ผลการทดสอบหวัขอ้ Limit of Quantitation (LOQ) 

injection Peak area 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

1355.72 
1255.50 
1276.70 
1284.03 
1266.93 

11191.33 
Average 1271.70 

RSD 4.16 

 

ตาราง 24 ผล peak area ของ emodin ท่ีสกดัโดย alcohol  4 ชนิด 

Solvent determination Wt. (g) Peak area 
Methanol 1 5.102 470422.39 

 
2 5.023 464034.76 

 
3 5.091 469816.90 

Ethanol 1 5.014 398611.86 

 
2 5.027 403670.67 

 
3 5.021 401305.72 

1-Propanol 1 5.084 242331.14 

 
2 5.040 241489.92 

 
3 5.014 239457.54 

1-Butanol 1 5.019 145443.62 

 
2 5.011 145165.53 

 
3 5.034 147634.82 
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ตาราง 25 ผล peak area ของ emodin ท่ีสกดัโดยตวัท าละลายผสม 

Solvent Determination Wt. (g) Peak area 
Water 1 5.128 3867.69 

 2 5.094 10318.09 
 3 5.016 8849.67 

Ethanol 1 5.032 416261.84 
 2 5.057 413987.26 
 3 5.080 416083.40 

80% EtOH 1 5.093 560804.80 
 2 5.035 555386.83 
 3 5.054 558263.36 

60% EtOH 1 5.074 612579.07 
 2 5.308 666247.93 
 3 5.125 666062.55 

40% EtOH 1 5.049 300162.88 
 2 5.023 306706.84 
 3 5.017 315576.81 

20% EtOH 1 5.046 34197.05 
 2 5.102 36985.70 
 3 5.248 38188.38 

Methanol 1 5.058 480640.10 
 2 5.125 478925.28 
 3 5.047 474153.36 

80% MeOH 1 5.044 495736.55 
 2 5.060 499124.40 
 3 5.112 493665.59 
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ตาราง 25 (ตอ่) 

Solvent Determination Wt.(g) Peak area 
60% MeOH 1 5.135 410250.82 

 2 5.041 361727.52 
 3 5.087 374066.79 

40% MeOH 1 5.135 97390.07 
 2 5.309 99582.85 
 3 5.023 99245.43 

20% MeOH 1 5.102 33469.45 
 2 5.047 29760.66 
 3 5.076 31440.34 

 

ตาราง 26 ผลการวิเคราะห ์One-way ANOVA ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05 เปรยีบเทียบปรมิาณสาร 
emodin จากตวัท าละลายท่ีใชส้กดั 

Anova: Single Factor     
Groups Count Sum Average Variance 

Methanol 3 0.153578 0.051193 2.44E-09 
Ethanol 3 0.132963 0.044321 4.95E-08 

Propanol 3 0.079469 0.026490 4.88E-09 
Butanol 3 0.048354 0.016118 1.29E-08 
Water 3 0.003096 0.001032 1.42E-07 
EtOH 3 0.138289 0.046096 7.36E-08 

80% EtOH 3 0.185438 0.061813 9.58E-09 
60% EtOH 3 0.210756 0.070252 6.65E-06 
40% EtOH 3 0.103045 0.034348 9.32E-07 
20% EtOH 3 0.012455 0.004152 2.38E-08 
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ตาราง 26 (ตอ่) 

Groups Count Sum Average Variance   
MeOH 3 0.158362 0.052787 2.04E-07 

  
80% MeOH 3 0.164549 0.054850 3.84E-07 

  
60% MeOH 3 0.126379 0.042126 5.71E-06 

  
40% MeOH 3 0.032667 0.010889 8.98E-08 

  
20% MeOH 3 0.010979 0.003660 3.41E-08 

  
ANOVA 

      
Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Between Groups 0.021875 14 0.001563 1636.638 3.01E-39 2.03742 

Within Groups 2.86E-05 30 9.55E-07 
   

Total 0.021904 44 
    

*Fcal > Fcrit , significant difference of sample variation 

 

ตาราง 27 ผล peak area ของ emodin ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ย Maceration, Ultrasonic-Assisted 
Extraction และ Microwave-Assisted Extraction โดยใช ้ethanol เป็นตวัท าละลาย 

Method Determination Wt. (g) Peak area 
M 1 5.07 70392 

 2 5.06 74435 
 3 5.01 73466 

SM 1 5.06 71331 
 2 5.11 74117 
 3 5 87587 

WM 1 5.07 87140 
 2 5.17 81433 
 3 5.03 79915 
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ตาราง 27 (ตอ่) 

Method Determination Wt. (g) Peak area 
SWM 1 5.03 76573 

 2 5.02 87679 
 3 5.14 90654 

WSM 1 4.99 79634 
 2 5 73390 
 3 5.02 70621 

S 1 5.12 67737 
 2 5 88761 
 3 5.01 85761 

W 1 5.01 86890 
 2 5.05 80840 
 3 5.05 84181 

M 1 5.07 70392 
 2 5.06 74435 
 3 5.01 73466 

 

ตาราง 28 ผล peak area ของ emodin ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ย Microwave-Assisted Extraction 
โดยใช ้ethanol เป็นตวัท าละลาย 

Microwave 
power (watt) 

จ านวนรอบ 
การสกดั (รอบ) 

เวลาท่ีใชส้กดั 
(วินาที) 

Determination Wt. (g) Peak area 

180 1 30 1 5.111 336952.95 

   
2 5.012 328889.69 

   
3 5.179 327340.47 
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ตาราง 28 (ตอ่) 

Microwave 
power (watt) 

จ านวนรอบ 
การสกดั (รอบ) 

เวลาท่ีใชส้กดั 
(วินาที) 

Determination Wt. (g) Peak area 

300 1 30 1 5.317 370049.00 
   2 5.258 393930.80 
   3 5.192 375578.95 

450 1 30 1 5.009 461143.42 

   
2 5.360 438090.66 

   
3 5.146 435622.08 

600 1 30 1 5.203 435272.32 

   
2 5.233 451872.64 

   
3 5.091 440978.84 

180 1 60 1 5.195 410391.99 

   
2 5.452 428847.82 

   
3 5.085 389880.06 

300 1 60 1 5.304 466601.53 

   
2 5.446 474115.09 

   
3 5.444 463249.11 

450 1 60 1 5.033 444323.89 

   
2 5.341 492211.34 

   
3 5.309 471189.56 

600 1 60 1 5.060 459661.68 

   
2 5.220 475266.15 

   
3 5.256 477222.72 

180 3 30 1 4.989 421609.52 

   
2 5.235 451711.52 

   
3 5.095 436056.53 
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ตาราง 28 (ตอ่) 

Microwave 
power (watt) 

จ านวนรอบ 
การสกดั (รอบ) 

เวลาท่ีใชส้กดั 
(วินาที) 

Determination Wt. (g) Peak area 

300 3 30 1 5.118 463708.15 
   2 5.235 478118.78 
   3 5.364 487935.36 

450 3 30 1 5.028 478539.84 

   
2 5.196 500088.87 

   
3 5.269 509936.28 

600 3 30 1 5.074 515128.82 

   
2 5.215 499256.80 

   
3 4.988 494672.58 

180 3 60 1 5.256 487337.71 

   
2 5.091 481840.61 

   
3 5.039 468252.22 

300 3 60 1 5.304 507231.78 

   
2 5.421 520386.92 

   
3 5.044 488539.05 

450 3 60 1 5.155 499898.93 

   
2 5.260 504178.36 

   
3 5.413 524202.31 

600 3 60 1 5.264 510944.67 

   
2 5.231 511201.90 

   
3 5.174 504342.18 

180 5 30 1 5.025 443615.19 

   
2 5.233 470092.16 

   
3 5.004 442600.69 
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ตาราง 28 (ตอ่) 

Microwave 
power (watt) 

จ านวนรอบ 
การสกดั (รอบ) 

เวลาท่ีใชส้กดั 
(วินาที) 

Determination Wt. (g) Peak area 

300 5 30 1 5.001 465346.48 
   2 5.066 498821.40 
   3 5.453 493763.69 

450 5 30 1 5.047 485167.88 

   
2 5.057 488007.07 

   
3 5.205 511056.23 

600 5 30 1 5.080 504114.54 

   
2 5.315 528876.40 

   
3 5.384 532668.61 

180 5 60 1 5.177 492056.64 

   
2 5.261 503952.44 

   
3 5.324 497758.08 

300 5 60 1 5.045 488185.63 

   
2 5.279 510814.26 

   
3 5.418 528650.57 

450 5 60 1 5.239 511694.16 

   
2 5.208 509428.22 

   
3 5.042 483447.98 

600 5 60 1 5.014 495185.75 

   
2 5.084 500623.60 

   
3 5.083 501996.45 
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ตาราง 29 ผลการวิเคราะห ์One-way ANOVA ท่ีระดบันยัส าคญั 0.05 เปรยีบเทียบปรมิาณสาร 
emodin ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ย Microwave-Assisted Extraction โดยใช ้ethanol เป็นตวัท า
ละลาย 

Anova: Single Factor 
     

Groups Count Sum Average Variance 
  

180 1 30 3 0.109374 0.036458 6.98E-07 
  

300 1 30 3 0.121707 0.040569 2.22E-06 
  

450 1 30 3 0.144957 0.048319 8.89E-06 
  

600 1 30 3 0.143939 0.047980 8.39E-07 
  

180 1 60 3 0.131472 0.043824 4.87E-07 
  

300 1 60 3 0.145869 0.048623 6.78E-07 
  

450 1 60 3 0.150954 0.050318 1.39E-06 
  

600 1 60 3 0.152910 0.050970 5.50E-09 
  

180 3 30 3 0.143808 0.047936 2.46E-07 
  

300 3 30 3 0.153024 0.051008 4.05E-08 
  

450 3 30 3 0.161581 0.053860 2.05E-07 
  

600 3 30 3 0.166187 0.055396 2.66E-06 
  

180 3 60 3 0.157166 0.052389 3.51E-07 
  

300 3 60 3 0.161729 0.053910 1.27E-07 
  

450 3 60 3 0.162389 0.054130 1.17E-07 
  

600 3 60 3 0.163846 0.054615 3.51E-08 
  

180 5 30 3 0.149500 0.049833 2.22E-07 
  

300 5 30 3 0.158152 0.052717 5.14E-06 
  

450 5 30 3 0.163050 0.054350 3.71E-07 
  

600 5 30 3 0.166866 0.055622 2.59E-08 
  

180 5 60 3 0.159409 0.053136 4.31E-07 
  

300 5 60 3 0.163194 0.054398 6.54E-08 
  

450 5 60 3 0.163353 0.054451 3.57E-07 
  

600 5 60 3 0.165945 0.055315 8.89E-09 
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ตาราง 29 (ตอ่) 

ANOVA 
      

Source of Variation SS df MS F P-value F crit 
Between Groups 0.001642 23 7.14E-05 66.94578 5.88E-29 1.756759 

Within Groups 5.12E-05 48 1.07E-06 
   

Total 0.001693 71 
    

*Fcal > Fcrit , significant difference of sample variation 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัตผู้ิเขียน 
 

ชื่อ-สกุล นางสาวปัณรส แช่มชมดาว 
วัน เดอืน ปี เกิด 12 ธนัวาคม 2532 
สถานทีเ่กิด กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 
วุฒกิารศึกษา ปรญิญาตร ี
ทีอ่ยู่ปัจจุบัน 20 ซอยงามวงศว์าน 23 แยก 21 ต าบลบางกระสอ อ าเภอเมือง จงัหวดั

นนทบรุ ี
ผลงานตพีมิพ ์ HPLC Analysis and Solvent Extraction of Emodin from Ventilago 

denticulata Willd   
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