
วธการทคลอง

2 .1  คุรุณ«ทุ

«นิดเครื่องมือ

เครึ๋อง เซใ4ตรินิไจ์

แบบ-รุน บรื«ทผู้ผลิต

เครึ๋องใดพเอช 
เคร ิ่องเ«ย ่า

เครือง«ง

เครืองนึ๋งฆ่าเ«อจุลินทรืยํ

High Performance 
Liquid Chromatography

กอองจอทรรศน่

1. Top bench ce n tr ifu g e  
Minor 35

2. R efrigerated  
c e n tr ifu g e  Model PR-Z

PHM 83 Autocal PH meter 
Vortex-Genic 
Model K-550 GE 
No. 18309
1. ทศนิยม 2 ตำแหน่ง 

Type 1507
2. ทศนิยม 4 ตำแหน่ง 

Type 1702
A utoclave madel HA-3D

Liquid Chromatograph 
LC-3A
Spectophotom eter d e te c te r  
SPD-1 ท่ี u v  254 nm.
Nikon UFX-II
พร้อมกล้อง Nikon FX-35A

MSE L td ., England

IEC L td ., England

Radiometer, Copenhagen 
S c ie n t i f i c  In d u str ie s , 
I n c .,  Bohemia, N.Y. 
11716, USA.
S a r to r iu s , Germany

S a r to r iu s , Germany

Hirayama Manufacturing 
C orporation, Japan 
Shimadzu, Japan

Nikon, Japan
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«นิดเครี๋องมือ แบบ-รุ่น บริษัทผ้ผอิต

เครืองระ เหยอารแบบหมุน RE111 A uchi., Sw itzerland
ตู้อบ - Memmert.1 Germany
ตู้,อบอูญญากาศ VT 5042 EK H eraeu s.1 Germany
V S J  % àคูยายเนอเยอ ISSCO., Thailand

2 .2  วัฝึดุและ เคมืกัโ๓1
2 .2 .1  ตัวอย่างพี«ที่ไซ้,ณการทดสอง (P la n t  M a te r ia l)

ตันไข่เน่า ( V ite x  g la b r a ta  R .B r .)  อายุ 7 ซี จากอำเภอ  
ขางเขน กรุงเทพมหานคร (ภาพท่ี 3 ลักษณะแสะคุณสมบัติตามภาคผนวกท่ี 1 . )  ส่านของ
พึขท่ี,ไข้ทดอองคือ ก.ขนส่วนของไข ( l e a f  p ie c e )  ข.ขันของอีพิเดอร, มอ (ep id erm al 
la y e r )  แอะ ค.ส่วนของตน (stem  s e c t io n )

2 .2 .2  อารใครมาไตกราฬพีเพ ึ๋อการวิเคราะห
2 .2 .2 .1  ใครมาไตกราพพืแผ่นบาง ( T h in - la y e r  chrom ato­

graphy, TLC) ไข ้สารซ ิอกาเจอ 2 «นิดคือ
(1 ) อารซ ิอกาเจอ เอ «เอ พ 2 5 4 ( S i l i c a  g e l  G .) 

A rt. 7739 ฉาบไว้บนแผ่นแก้วไสขนาด 10x20 ซม.แสะ 20x20 ซม.ความหนาของ«นซิอิกา 
ขระมาญ 0 .2 5  มม.

(2 ) อารซ ิอ ิกาเจอ 60 เอฬ2 5 4 ( S i l i c a  Gel 60 
F2 5 4 ) A rt. 5554 ฉาบสำเร็จรูปแก้วบนแผ่นอลูมิเนียม มีความหนาของซิอิกา 0 .2  มม. 
เซีนผลิตก้m ที่ซอจากบริษัท E. Merck

2 .2 .2 .2  ใครมาาตกรา)พ ีของ1หอวแบบอมรรก»ะสูง (High
perform ance l iq u id  chrom atography, HPLC) ไ«คอลัมน Zorbax Ci8 ขนาด
4 .6  มม.X 25 ซม.
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ภาพที่ 3 ต ้น า « เน ่า ท ี่ฬ ้เป ็น พ ึ« ท ด ส อ ง
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2 .2 .2 .3  Sep-pak Cl 8 C artridge ภายทนบรรจุด้วย
o ctad ecy l s i la n e  boned phase packing (BONDAPAK Cl8) ผสิตจากบริษัท 
Waters A sso c ia te s  ประเทศสหรัฐอเมริกา เหมาะสมไนการท«แยกสารที่ม๊ความเป็นช้าสูง 
ออกจากสารปนเปอนที่มีความเป็นยั้วสูงเ«นกัน

2 .2 .3  สารเคมี (chem ical Reagents)

«อสารเคมี บริช้ทผูผสิต

สาร เคมีสำหรับพอกฆ่า1«อ(Surface s t e r i l a n t )
______________________________________________________ —๘

70 % เอซานอส องค์การเภสั«กรรม
คสอวอกช์{สารสะสายที่มีใชเคียมไสาปคสอไรค ์
(NaOCl)0 .525 % เป็นองค์ประกอบ)

สิเวอรับราเธอว(ประเทศไทย)

สารควบคมการ เ จริญเ คีบไต(Growth r e g u la to r ) 
2 , 4-D (2 , 4-dichlorophenoxy a c e t ic  acid ) Sigma Chemicals C o., บ .s . A.
BA (benzyladenine) Sigma Chemicals C o., U.S.A.

สาร เคมีทนการย็อม1 ซสค์พึ« ( s ta in in g  r ea g en t) 
ร-ไสดวอกชควิไนสิน (8 -h yd roxyq u in o lin e) Sigma Chemicals C o., U.S.A.
อะชิไตคารมน ( acetocarm ine) Sigma Chemicals C o., U.S.A.
อะซิไตออชอน ( a c e to o r c e in ) Sigma Chemicals C o., U.S.A.
กรดอะซิคีค (a c e t ic  acid ) Sigma Chemicals C o., U.S.A.
เอซานอส (ethanol) องค์การ เภสั«กรรม
กรดไสไตรคสอริก (MCI) Sigma Chemicals C o., U.S.A.
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ชึ๋อสารเคมี บริษัทผู้ผสิต

สารมาตรฐานกส่มเอคไดส1ตอ■ โรน
เปตา-เอคไดใชน (^-ecdysone) อนุเคราะห์จากรศ.ดร.อภิ«าต สุ«สำราญ
แอสทา-เอคได‘โชน (๙ -ecdysone) อนเคราะห์จากรศ.ดร.อภิชาต สุ«สำราญ
11 แฉสทา, 20-าดไฮดรอกชีเอคาดใชน อนุเคราะห์จากรศ. ดร. อภิชาต สุ«สำราญ
(11๙  , 20-dihydroxyecdysone)
มาคสเตอารน เอ (m akisterone A) Sigma Chemicals C o., U .s .A.
าทสาทดีน บ (polypodine B) อนุเคราะห์จากรศ.ดร.อภิชาต สุ«สำราญ
าทแแสเตอารน เอ (ponasterone A) อนุเคราะห์จากรศ.ดร.อภิชาต สุ«สำราญ

สารที่า«ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการสริาง
เปตา-เอคไดาชน
าคเสสเตอรอส (c h o le s te r o l) Sigma Chemicals C o., U .s .A.
เปตา-ชีาตสเตอรอส ( ^ - s i t o s t e r o l ) อนเคราะห์จากรศ.ดร.นดิน นิสอุบส
สติกมาสเตอรอส ( s t ig m a s te r o l) อนเคราะห์จากรศ.ดร.นดิน แสอุปส
เมาาาสนิก แอชิด (m evalonic acid ) Sigma Chemicals C o., U .s .A.
ทริทาตแทน (tryptophan) Sigma Chemicals C o ., U .s.A .

สารเคมีอึ๋นๆ ท่ี,!ชี’นอกจากท่ีกส่าวนี สั่งเอจากบริษัท Sigma Chemicals 
ประเทศสหรัฐอเมริกา บริษัท BDH Chemical Ltd. ประเทศอังกกษ บริษัท Fluka
ประ เ ทศสริต เ ซปิร์แสนด์ เ บ็นตัน

2 .3  อาหารเทาะ เสียงเนอเยือ
ทชีสูตรอาหาร MS บอง Murashige and Skoog (1962) (ภาคผนากที 3 )

2 .4  สกาวะมาตรราน,!น.ทารเทาะ1สีขงเนอเยือ ( T issue cu ltu re  co n d itio n )
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เพาะเล้ียงเนอเยื่อในห้องท่ีควบคุมอุเพหภูมิให้อยู่ใน?}วง 25 ± 2 °c  ไห้แสงด้วย 
หลอดพลูออเรสเซนด์ ความเซมแสง 2 ,000 ลักซ เซ็นเวลา 16 «วใมงต่อวัน

2 .5  การเตรียมอาหารแย็ง 1/2 MS.
ดูดสารอาหารจาก stock  ที่เตรียมไว’(ภาคผนวกท่ี 5) เซ็นคร่ึงหน๋ึงต่ออาหาร 1 

ลิตรยกเวนสารจำพวกวิตามิน ไส่ทนซ็กเกอร์ซนาด 2 ลิตรท่ีมีนำกล่ันประมา?พ 500 มิสลิลิตร 
จากนันเติมนำตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร คนไห้ละลาย นำไขซรับบริมาตรไห้ได้ 1 ลิตร
ทำการวัดค่าความเซ็นกรด-ต่างด้วยเครึ่องวัดพีเอซ ขรับให้ได้ pH 5 .6  ด้วยกรดเกลือ
(HC1) และไซเคียมไฮดรอกไซด์(NaOH) ก่ายไล่ภาซนะท่ีทนความร้อน เติมวุ้น 7 กรัม นำไป 
ต้มจนวุ้นละลายท่ัวกัน Iทไล่ซวดสำหรับเ พาะ เลี้ยงที่เตรียมไว้ นำไขอบฆ่า เ ซอด้าย เครึ่อง
น๋ึงฆ่าเซอจุลินทรีย (a u to c la v e ) ท่ีความดัน 15 ขอนด์ต่ปิตารางน้ํว อุเพหภูมิ 121‘’ซ เซ็น 
เวลา 20 นาที ทีงไว้ไห้เซ็นก่อนนำไปเพาะ เลียงเนอเยือ

2 .6  การเตรียมและพอกฆ่าเซอเนอเยื่อพีซ
ดัดตัวอย่างพี«ทดลองซนาดประมาเพ 6-8 นํ้วจากปลายยอด นำมาลี,างทำความ

สะอาดด้วยนำสะอาด ไซมีดดัดส่วนท่ีไม่ต้องการออก ทำความสะอาดอีกครงโดยการล้างหรือ
เซตด้วย เอธานอล 70% ดัดแยกไปออกจากกิ่ง(stem ) ดัดกิ่งให้มีซนาดเล็กลง ความยาว 
ประมาเพ 1 นาคร่ึง นำซนส่วนซองพี«ไปพอกฆ่าเซอไนนำกลั่น(ฆ่าเซอแล้ว) ท่ีมี คลอรอกซ์ 
10 % และทวีน-20 2 หยดต่อนำกล่ัน 100 มล. เซ็นเวลา 10 นาที และ คลอวอกซ 
5% ท่ีมีทวิน-.20 เซ็นเวลา 15 นาที ล้างซนส่วนพีซไห้สะอาดด้วยนำกล่ันท่ีฆ่าIซอแล้วอีก 3
ครัง ดัดส่วนในไห้มีซนาด 0 .5  ซม.X 0 .5  ซม. ลอกซ้ันอีพีเดอรัมิส (ep id erm is) ออก 
จากก่ิงท่ีพอกสะอาดแล้วตัดไห้มีซนาด 0 .5  ซม. x0.5  ซม. และดัดก่ิงให้เซ็นแว่นหนาประมาเพ
0 .2  ซม. นำซนซองเนอเยึอทัง 3 ส่วน วางบนอาหารแย็ง 1/2 MS ที่เตรียมไว้ และนำไป 
เพาะเลี้ยงไนห้องเพาะเลี้ยงเนอเยื่อ (ภาพท่ี 4)

2 .7  วิธีและอาหารมาตรรานไนการซักนำและ เพาะ เลียงแคลสัส
ทำการซักนำและ เพาะ เลี้ยงแคลลัส (u n d iffe r e n tia te d  c e l l  mass) ที่เกิด 

จากส่วนต่างๆซองด้น นำเนอเยื่อที่เตรียมไว้ตามวิธีฃ้อ 2 .6  วางบนอาหารแข็ง 1/2 MS ท่ี
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stem p ie c e cu t in to  p ie c e s
d iam eter l e s s  than 0 .5  cm. ( th ic k n e ss  1-2 mm.)

p
Æ 2

c u ltu r e  on media

ภาพ) 4 r m n คนยทtill!นอIยึ๋อฒ ัทน่เน่าเฬ ึ๋ปี)ไ'าไปIVทะเฝืชงนนอ'ฑทรเผIค'ทะ),)

010757
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เติม 2.4-D  และ BA ทีความ!ช้มช้นทีเหมาะสม เพาะเสียงทนพ้อ'!ท*ทะเลียงเนอเยึ๋อ ติด 
ดามสังเกตระยะเวลา«องการเกิดแคลสัสและสักพก]ะแคลสัสตังแต่อายุบระมาก! 1 สับตาพาน 
ครบ 4 สับดาพ การเบาะเลียงแคลสัสแบบต่อเนื่องทำได้าดยตัดแบ่งแคลสัสออกจากชนเนื่อเนื่อ 
เติม าพัได้«นาดบอเหมาะ (0 .4 x 0 .4 ชม.) และก่ายแคลสัสลงในอาหารใหม่มุก 4 สัปดาห์ 
หรือแล้วแต่ช่างเวอาที่ทำการทดสอง

2 .8  การติดตามการเจริ!]!«องแคอสัอ
การหานำหนทสด ติดตามการเจริญ«องแคลสัสาดยการช่ังนำหนักแคลสัสสดในสภาพ 

บออดเชอด้วยเครืองชั่งทศนิยม 4 ตำแหน่ง และนำ«แแคลสัสกสับไบเพาะ เลียงต่อในอาหาร
เติม ติดตามการIท่ี)]«องนำหนักมุกสับดาห์

การหานำหนักแห้ง ติดตามการเจริญของแคลสัสาดยสุ่มตัวอย่าง 10 ขวดท่ีนำหนัก 
เริ่มต้นเท่ากัน ช่ังหานำหนักสด จากนันนำไบอบานด้อบแห้งจนนำหนักคงท่ี ติดตามการเจริญ
มุกสับดาห์

2 .9  การศึกพาเชลล์
2 .9 .1  รูบร่าง«องเชลล์

นำแคสสัสจากเนื่อเนื่อทัง 3 ส่วน อายุ 4 สับคาห์ มาส่องดูด้วย
กอ,องจุลทรรศน์«องบริษัท Nikon รุ่น UFX-II «นาดกำอัง«ยาย 10 20 40 แอะ 100 
เท่า

2 .9 .2  «นาด«องเชออ
การวัค«นาดใช้ occu la r  micrometer สวมติดกับกล้องจุลทรรศน์«อง 

บริษัท Nikon รุ่น UFX-II «นาดกำลัง«ยาย 20 และ 40 เท่า
2 .9 .3  าครามาชมภายในเชลล์

นำแคลสัสประมาก! 0 .02  กรัมแช่ในสารละลาย 8-hydroxyphenolene  
นาน 6 ช่ัวามง ล้างด้วยนำกลั่น ทำการตรึงสักพก!ะ«องาครามาชมด้วยกรดปิะชิติด-เอธานอล 
(1 :3 ) 6 ช่ัว'ไมง ดูดเชลล์หยดบนแผ่นสไลด์(1-2  หยด) ล้างกรดด้วยนำกล่ัน จับนำด้วยกระ 
ดาพช้าระ ยอมสาดยแช่เชลล์ในกรดาฮาดรคลอริก 1 นอ'ร‘มล อุ่นาดยลนด้วยตะเกียง
แอลกอฮอล์บระมาก! 15 นาที ใช้เข็มเขี่ยกลุ่มเชลล์ให้กระจาย หยดนำกล่ัน 2-3 ครังเบี๋อ
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ล้างกรดที่เหลือ สับ»ทออกด้วยกระดา«ชำระและหยด กรดอะชิติด 45% (1-2  หยด) ทั้งไว ้
30 นาห ชซกรดออก หยดส a ceto o rce in  หรอ acetocarm ine บิด cover s l i p  จาก 
บัน'ใช้กระดาพชำระพับบิดด้านซนฃองลไลค์ แล้วใช้มือกดบนกระดา«เบือให้เชลล์แยกจากกัน
โดยระวังอย่าใ»ใกระจกเลือน นำกระดา«ทบิดออก ค่อยๆเคาะบน cover s l i p  เพอให้ 
เชลล์กระจายออก ลนไพ และใช้กระดา«ชำระสับส่วนเกินชองลีออก นำไซส่องดด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ใช้กำลังขยาย 100 เท่า

2 .10 การเก็บตัวอย่าง
2 .1 0 .1  การเก็บตัวอย่างองค์บระกอบชองบืช

ตัดตัวอย่างส่วนของต้นและเบลือกของต้นไข่เน่า ให้มีขนาดยาวซระมาท* 
2 โทและ 1x2x0.2 น้ํา และตัดแยกในออกจากต้น ใส่ใ»»กาดสังกะสี อบใ»»ตู้’อบอุถ»หภูมิ 6 0 '’ช 
เซ»»เวลา 48 ชั่วโมง บันทึกนำหนัก แล้วใช้เบิ»»»0»าห»»กแ»ใ’งของสารตัวอย่าง

2 .1 0 .2  การเก็บตัวอย่างแคลสัส
แยกแคลสัสออกจากอาหารเพาะเลียง ใส่ใ»» p e tr id ish  ที่เตรียมไว้ 

อบแห้งในต้อบท่ีอุท*»»ภูบิ 6 0 '’ช บันทึกนำห»โก แล้ว'ใช้เบิ»»นำห»»กแห้งชองสารตัวอย่าง

2.11 การเตรียม anisaldéhyde reagent
เติม an isaldéhyde ( p-m ethoxybenzaldehyde) 2 มล. ในสารละลาย

ชองเอธานอลสัมบูรท! 98 มล. นำกล่ัน 2 มล. และกรดสัลฬูริคเข้มข้น 3 มล. ผสมให้เช้ากัน 
แล้วใส่ขวดลีชา เ ก็บาว้ท่ีอุท»หภูมิห้อง

2.12 การเตรียมตัวอย่างเบือการวิ เคราะห้ซริมาถ»เบตา-เอคาดโชน
2 .1 2 .1  สารสกัดจากองค์ซระกอบส่วนต่างๆชองต้นไข่เน่า

นำตัวอย่างแห้’งส่วนใบ เซลือก และต้น ที่อบเตรียมไว้บดละเอียด
ห»โก 1 กรัม สกัดสารด้วย เอธานอล 95% 50 มล. โดยใช้ S oxh let Apparatus ให้ 
ความรอนด้วย h eatin g  mantle เซ็นเวลา 6 ชั่วโมง ระเหยเอาตัวทำละลายส่วนใหญ่ 
ออกด้วยเครึ๋องระเหยสารแบบหมุน หลังจาก»»»»»»าไปอบต่อใ»»ตู้อบสูญญากาศ ท่ีอุท»หภูมิ 40 °ซ 
จนนำห»โกคงท่ี ซกติจะใช้เวลาซระมาท» 12 กึง 24 ช่ัวโมงสำหรับตัวทำละลายซระมาท» 5-8
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ม?). สะลายกลบควยเมธานปิสสมบูรณ (a b so lu te  methanol) 4 ม?). นาไชIขย่า
ด ้ายเครืองเขย่า (v o rtex ) จากน้ันเซนตริพิวด์เอาตะกอนออก สาร?)ะสายท่ีได้’นำไช
วิเคราะน์ระ ดับของ Iซดา-เอคาดาชนได้าดยตรงหรือทำให้บริสุทธิบางส่วน

2 .1 2 .2  สารสกัดจากแคสสัสไข่เน่า
สารสกัดจากแคสสัสส่วนต่างๆ ท่ีผ่านการสกัดตามวิธีข้อ 2 .1 2 .1  แสะ 

อบจนนำหกักคงท่ี สะสายกสับด้วย เอธานอส 95% 4 มล. นำสารสะสาย 1 มส. เขย่ากับ
เสกเชน 2 มล. ด้วยเคริ่องเขย่านาน 1 นาที เชนตริฬิวด์ 10 นาที ดูดชนเฮกเชนออก ทำ 
ชำอีกครัง เพ่อกำจัดสารปนเบ้ํอนจำพวกไขมันแสะสารท่ี)ไค'วามIรนข้ัวตา ( Pim prikar1 G. 
D ., e t  a l , 1984) นำชันเอธานอสไชอบแห้งานดู้อชอุณหภูมิ 60° ช สะสายกสับด้วยนำ
กล่ัน 0 .5  มิลสิลิตร นำมาผ่านคอลัมน์ sep-pak Cl8 ท่ีเตรียมไว้พร้อมไว้ก่อนแล้วด้วย
การชะด้วยเมธานอส 5 มส. แสะนำกล่ัน 5 มส. เพี๋อกำจัดสารปนเปอนท่ีมิความเรนขั้วสง 
หลังจากทำการชะด้วยนำกลั่น 10 มส. เมธานอส 20% 10 มส. ชะต่อด้วย เมธานอส 80% 
10 มล. เก็บข้ัน เมธานอล 80% นำไปอบแห้งานตูอซ 60° ช สะลายกลับด้วยเมธานอส
สัมบูรณ์ 0 .5  มส.

2 .13  การวิเคราะน์ชมิดสารเบตา-เอคไดาชนด้วย TLC
หยดสารสกัดแสะสารมาดฐานเบตา-เอคไดาชน ซนแผ่นาครมาาฅกราฒีแผ่นบาง

ทีเคลือบด้ายชิลิกาเจล เอชเอพ2 5 4 แสะชิลิกาเจส 60 เอ)'1254 นำไชแยกในภาชนะแก้ว
ทีมิคสอารพอรํม-เมธานอล (3 :1 ) เชนตัวชะ สังเกตผลด้วยตาเชส่า ติดตามผลการแยก
เชองด้นาคยส่องด้ายแสงอุลตราไวาอเลต 254 นาานเมตร วงกลมแสดงตำแหน่งของสาร 
แล้วนำแผ่น TLC ท่ีได้ไชฉีดพ่น (spray) ด้าย anisaldehyde-EtOH-H2S04 แล้วอังให ้
ร้อนชนแผ่นให้ความร้อน (hot p la te )  สังเกตตำแหน่งและการเปลี่ยนแชสงสีของตัวอย่าง
เทียบกับสารมาตรฐานเบตา-เอคไดาชนภายใด้แสงพลูออเรสเชนตํ

2.14 การตรวจวิเคราะ))ชมิดและปริมาณสารกลุ่มเอคไดสเตอรอยด์ด้วยเทคมิค HPLC
การศึกพา เพ่อยืนยันว่าผลิตภัณท์จาก เ นอ Iย๋ึอพ่ชส่วนต่างๆ แสะ จากแคสสัส เ รนสาร

เบตา-1อคาตาชน ทำได้าดยเติมสารมาตรฐานIบตา-เอคไดาชนสงในสารละลายผลิตภัณข้ ช่ีง 
เตรียมได้ตามวิธีข้อ 2 .12 แล้วจึงนำมาตราจวิเคราะห เปรียบเทียบกับสารสะลายมาตรฐาน
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( in te r n a l standard) แอลพา-เอคาดาซน 11 แอลพา,20-าดาฮดรอกชีเอคาดาซน
มาคีสเตอารน เอ าพอี'ไนตีน บี และาพแนสเตอารน เอ ด้วยเครื่อง HPLC Shimadzu, 
l iq u id  Chromatographic LC-3 ท่ีมยนาดยองคอลัมน์เท่ากับ 4 .6  มม.X 25 ซม.
สารดูดซับท*เซ (absorbant) คือ Dupont Zorbax, ODS ตรวจสอบสารด้วยเครื่อง 
ตรวจสอบ (d e te c to r )  uv  monitor ท่ีความยาวคล๋ีน 254 นาไนเมตร

2.15 การตรวจวิเคราะห์«นิดแสะปริมาทแบดา-เอคาดาซน ไนองคืบระกอบยองด้นไย่เน่า
แสะแคสสัสไคยเทคนิค HPLC

วิเคราะห์ปริมาทแบตา-เอคาดไซนาดยเทคนิค HPLC ดัดแบสงจากวิธียอง I.D . 
Wilson แสะคท»(1982) เปรียบเทียบพนที่าต้กราฬกับสารสะสายมาตรฐานเบตา-เอคาดาซน 
หรีอมาคืสเตอารน เอ ( in te r n a l standard) สำหรับการวิเคราะห์สภาวะแสะระบบ
ยองการวิเคราะห์แปรผันตาม«นิดยองตัวอย่างที่ใซ้ไนการทดสอง ไดยา«ยนาดยองคอสัมห์ «นิด 
ยองตัวดูดซับแสะ เครืองตรวจสอบใครมาาตแกรมานระบบเดียวกัน กับการวิเคราะห์«นิดยอง
เอคาดสเตอรอยด้ตามยอ 2.14 ซึ๋งมีหสักการวิเคราะห์ 2 แบบคือ

แบบท่ี 1
ปริมาญเบตา-เอคาดาซนสำหรับส่วน«นอีพิเคอรัมิส เปอีอกและต้น รายงานเบน

ค่าเบอร์เซนต้ยองเบตา-เอคาดาซนต่อสารมาคืสเตอารน เอ
= พนท ี่า ต ้กราพยองเปตา-เอคาดาซน านาครุมาไดแกรม X 100 

พนที่าด้กราพยองมาดีสเตอารน เอ มาตรฐาน 
(หมายเหตุ การวิเคราะห์ปริมาทแบตา-เอคาดาซนทุกครัง า «ปริมาท«สารมาตรฐาน
มาดีสเตอารน เอ คงท่ี คือ 65 ไมาครกรัมต่อ 10 ไมใครลิตร)

แบบท่ี 2
รายงานเป็นค่าามาครกรัมยองเบตา-เอคาดาซน ซ๋ึงคำนวท«ได้จากเส้นกราพ

มาตรฐาน (ภาคผนวกท่ี 6 แสะ 7) เมึ๋อา«สารมาตรฐานเปตา-เอคาดาซน ฉีดเยาเครื่อง
HPLC ด้วยวิธีการแสะสภาวะ เย่นเดียวกับการวิเคราะห์ปริมาท«เบตา-เอคไดาซนานสารตัว
อย่าง า«กับตัวอย่างส่วนาบแสะแคลสัสจาก เนอเยี๋อต้นไย่เน่า
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2.16 การสกัดแยกเบตา-1อคาดาซนจาก เบลีอกด้นไย่ 1น่าเบื่อทำให้1บริลุทธิบางส่วน
นำเบลีอกด้นไย่เน่าที่อบแห้งและบดละเอียดแล้ว 600 กรัม มาสกัดแยกสารขน 

เปอนจำพวกไยมํนออกาคยแซ่านเฮกเซน 2 .5  ลิตร(แบ่งใส่ Erlenmeyer f la sk  ยนาด 5 
ลิฅร 2 ใน) เยย่าบน water bath อุณหภูมิ 6 0 “ซ เข็นเวลา 8 ยั่วใมง กรองย่ัน 
Iฮกเซนออก แสะสกัดด้วยเฮกIซนซำอีกดรัง Iปลีอกแห้งท่ีผ่านการสกัดด้วยเฮกIซนแส้วนำาข
ผ่งให้แห้งแส้ว-จึงนำมาสกัดต่อด้วยเอธานอส (กล่ัน 1 ครง) 3 ลิตร วิธีการเซ่นเดียวกับ 
เฮกเซนแต่เบื่มการสกัดเข็น 3 ครัง รวมยั่นเอธานอลจากการกรองทัง 3 ครัง ระเหยเอาตัว 
ทำละลายส่วนใหญ่ออกด้วยเครึ๋องระเหยสารแบบหมุน จนเหลีอเอธานอสบระมาณ 150 มส. 
เติมนำสงในสารสกัด 200 มส. และทำการสกัดสารเบตา-เอคาดใซนด้วยนอรัมอลบวหานอส 
คร่ังสะ 100 มล. ทำใน separatory funnel ยนาด 500 มล. รวม 5 คร่ัง นำย่ัน 
นอร์มอสบวหานอสมาวะเหยเอาตัวทำสะลายส่วนใหญ่ออก ด้วยเครี๋องระเหยสารแบบหมุน แสะ 
นำไบอบต่อในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 6 0 '’ซ จนแห้ง ย่ังหานำหนัก นำสารสกัดที่แห้งแล้วละลายด้วย
เมธานอส 15 มล. เติมซิลิกาเจส Art. 7729 คลุกผสมกับสารสกัดให้ท่ัว นำไขใส่ตอนบน 
คอลัมน์ยนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 .5  ซม.ท่ีบรรจุด้ายซีลิกา Art. 7734 บริมาณ 300 กรัมแสะ 
บิดผิวหน้าด้วยแมกนีเซียมซัลเหด สงบระมาณ 2 ซม. จากน์นบิดทับย่ันสารสกัดด้วยแมกนีเซียม 
ซัลเบต บระมาณ 1 ซม. ซะผ่านควยคลอา'รบอร์ม 500 มล. คลอารบอรั่ม-เมธานอส 
(95 :5 ) 500 มล. คลอารบอรม-เมธานอส (90:10) 500 มล. และคลอารบอร,ม-
เมธานอล(85:15) เก็บสารท่ีผ่านคอลัมน์ไปตรวจสอบสาว เบตา-เอคไดาซน เก็บส่วนท่ีมิสาร 
ไปวะเหยตัวทำสะลายส่วนใหญ่ออกด้วยเครืองระเหยแห้งแบบหมุน นำสารละลายเยมย้นเก็บ
ในห้องเข็นเบื่อให้ดกผลีท ย่ังนำหนักผลึกท่ีไค้
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