
 

บทท่ี 3 
การทดลอง 

 
 
3.1 สารเคมี เคร่ืองมือและอุปกรณ 
สารเคมี 
 1. Absolute ethanol (Merk, Germany) 

 2. Acetic acid (Labscan LTD, Ireland) 

 3. Ammonia T.S. 

 4. Ammonium Hydroxide 

 5. 2,2′-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH, Wako Pure 

     Chemical Industries, Japan) 

 6. Bismuth nitrate 

 7. Butylated hydroxytoluene (BHT, Sigma chemical Co., USA) 

 8. Chlorofrom (Merk, Germany) 

 9. Cholesterol from lanolin (C2H46O, fluka chemie GMbH., Japan) 

 10. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma chemical Co., USA) 

 11. Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4, Sigma chemical Co., USA) 

 12. Ethyl acetate (Labscan LTD, Ireland) 

 13. Ferric chloride 

 14. Gelatin 

 15. Kaempferol (Sigma chemical Co., USA) 

 16. Mercuric chloride 

 17. Methanol (Labscan LTD, Ireland) 

 18. n-Hexane (Labscan LTD, Ireland) 

 19. Nitric acid 

 20. Octylphenoldecaethylene glycol ether (triton x-100) 

 21. Phosphatidylcholine (Epikulon 200, Degussa, Germany) 

 22. Picric acid 

 23. Potassium hydrogen phosphate (KH2PO4, Sigma chemical Co., USA) 
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 24. Potassium Iodide 

 25. Quercetin (Sigma chemical Co., USA) 

26. Silica gel 60  
-  No.1.07734.1000 (70-230 mesh) Merck, Germany 

-  No.1.09385.2500 (230-400 mesh) Merck, Germany 

27. Sodium chloride  

 28. Sodium sulphate anhydrous (Merk, Germany)   

 29. 2-Thiobarbituric acid 98% (TBA, Sigma chemical Co., USA) 

 
เคร่ืองมือและอุปกรณ 
 1. Erlenmeyer flask 

 2. Gas chromatography-Mass spectrometer 

  -GC 7890 Agilant, MSA 5973 (EI) 

  -Shimadzu GC-MS QP 2010 Plus 

 3. Heating mantle 

  -ELECTROMANTLE EM 0500/C MR1, ISOPSD U2/102 

 4. Microplate UV/VIS Spectrophotometer 

  -Beckman Coulter, DTX 800 multimode detector 

5. Micropipet 

 - GILSON MODEL PIPETMAN P20, P200, P1000. 

6. Nuclear Magnetic Resonance  

- Bruker Avance 400 FT-NMR spectrometer 

 7. pH meter 

  -Metrohm 

 8. Rotary evaporator 

 9. Round bottom flask 

 10. Soxhlet’s apparatus 

 11. TLC plate (silica gel GF254) ชนิด alumina sheet ขนาด 20x20 ซม. 
-Merck, Germany 

 12. TLC tank 

 13. Water bath (Memmert, Germany) 
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3.2 วิธีการทดลอง 
3.2.1 การเตรียมวัตถุดิบสมุนไพร 

1. การจัดเก็บพืช จําแนกพืช และตรวจสอบตามอนุกรมวิธานใหถูกตอง โดยทําการเก็บ
เหงาวานชักมดลูก (C. comosa Roxb.) ท่ีเปนพันธุพื้นเมืองของไทย จาก อ.แมริม จ.เชียงใหม 
 2. นําพืชมาลางทําความสะอาด หั่นเปนแผนบาง ๆ นําไปอบแหง ท่ีอุณหภูมิ 45-50 °C 
เปน เวลา 48 ช่ัวโมง บดใหเปนผงละเอียด ดวยเคร่ืองปนละเอียด แลวเก็บในภาชนะท่ีมีฝาปดสนิท  
3.2.2 การเตรียมสารสกัด 
 1. ทําการสกัดพืชดวยตัวทําละลาย 95% ethanol โดยใช Soxhlet ’s apparatus  สารสกัด
หยาบท่ีไดนําไปทําใหแหง โดยการระเหยตัวทําละลาย ภายใตความดันตํ่า บันทึกน้ําหนักสารสกัด  
ท่ีได และคํานวณรอยละของผลผลิต (%yield)  
 2. ทําการแยกสารสกัดหยาบดวยวิธี Liquid-Liquid extraction ดวยตัวทําละลาย 3 ชนิด 
โดยเรียงลําดับดังนี้ คือ เฮกเซน,  เอทิลอะซิเตต และ บิวทานอล ตามลําดับ  

การสกัดแยกสวนสารสกัดหยาบโดยวิธี Liquid-Liquid Extraction 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 4  แผนภมิูการสกัดแยกสวนของสารสกัดหยาบวานชักมดลูกดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ 

สกัดดวยเฮกเซน 3 คร้ัง 

สกัดดวยเอทิลอะซิเตต 3 คร้ัง 

สารสกัดหยาบวานชักมดลูก 

สารสกัดเฮกเซน:CH ช้ันน้ํา 

สารสกัดเอทิลอะซิเตต:CE ช้ันน้ํา 

ช้ันน้ํา :CA สารสกัดบิวทานอล:CB 

สกัดดวยบิวทานอล 3 คร้ัง 
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3.2.3 การทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดชั่น 
           การทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดช่ันท่ีใชในการทดสอบ มีวิธีท่ีมีกลไกแตกตางกัน ดังนี้ 

3.2.3.1. ความสามารถในการขจัด 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl radical   

           (DPPH method)(65, 66) 
เติมสารละลาย DPPH ความเขมขน 167 µM ใน microplate 

 
เติมสารละลายตัวอยาง (sample) ท่ีละลายดวย absolute ethanol ปริมาณ 20 µl 

ผสมใหเขากันและเร่ิมจับเวลาทันที 
 

ท้ิงไว 30 นาที หลังจากนัน้นาํไปวัดคาดูดกลืนแสง (Absorbance, Ab)  
ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 

 
นําคาท่ีได คํานวณ % การยบัยั้ง (% inhibition) 

 
สรางกราฟแสดงความสัมพนัธระหวาง %  inhibition 

และความเขมขนของสารละลายตัวอยาง 
 

              คํานวณหาคาความเขมขนท่ีสามารถขจัด DPPH radical  
                ได 50 เปอรเซ็นต (IC50) 

 
การคํานวณ %  inhibition 
%  inhibition = [(Ab. positive control-Ab. negative control)-(Ab. Sample-Ab. blank)]   x100 

  
                                  [(Ab. positive control-Ab. negative control)] 

 
        หมายเหตุ 
            1. Positive control ประกอบดวย absolute ethanol+สารละลาย DPPH 

            2. Negative control ประกอบดวย absolute ethanol 

3. Sample ประกอบดวย สารละลายตัวอยางหรือสารละลายมาตรฐาน+สารละลาย DPPH 

4. Blank ประกอบดวย สารตัวอยางหรือสารมาตรฐาน+absolute ethanol  
5. สารมาตรฐาน ไดแก kaempferol quercetin และ BHT 
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3.2.3.2. ความสามารถในการยับยั้งการเกิด Lipid peroxidation โดยใช Thiobarbituric  

           acid reactive substances (TBARS method) (58, 67) 

เติม liposome ลงในหลอดทดลอง 
 

เติมสารละลายตัวอยาง เขยาใหเขากันท้ิงไว 10 นาที 
 

เติมสารละลาย AAPH 0.07 M incubate ใน water bath 50°C  24 ช่ัวโมง 
 

Pipet ออกมา 80 µl เติมสารละลาย BHT 0.2 % w/v เขยาใหเขากัน 
 

เติมสารละลาย triton X-100 
 

เติมสารละลาย acetic acid pH 3.5 เขยาใหเขากัน 
 

เติมสารละลาย  TBA 0.2 % w/v เขยาใหเขากัน 
 

นําไป incubate ใน water bath 90°C  30 นาที 
 

Pipet ออกมา 20 µl  ใสใน microplate 
 

นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm  
โดยเคร่ือง DTX 880 multimode detector 

 
นําคาท่ีไดคํานวณ % การยับยั้ง (%  inhibition) 

 
สรางกราฟแสดงความสัมพนัธ ระหวาง %  inhibition 

และความเขมขนของสารละลายตัวอยาง 
 

                คํานวณหาคาความเขมขนท่ีสามารถยับยั้งการเกดิ 
               Lipid peroxidation ได 50 เปอรเซ็นต (IC50) 
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การคํานวณ %  inhibition 
 
%  inhibition = [(Ab. positive control-Ab. negative control)-(Ab. Sample-Ab. blank)]  x100 

 
  [(Ab. positive control-Ab. negative control)] 

 
       หมายเหตุ 

 1. Positive control ประกอบดวย liposome+absolute ethanol  

 2. Negative control ประกอบดวย phosphate buffer+absolute ethanol  

 3. Sample ประกอบดวย สารละลายตัวอยางหรือสารละลายมาตรฐาน+liposome 

 4. Blank ประกอบดวย สารละลายตัวอยางหรือสารละลายมาตรฐาน+phosphate buffer      

 5. สารมาตรฐาน ไดแก kaempferol, quercetin และ BHT 

 
3.2.3.3. ตรวจสอบสารองคประกอบท่ีมีฤทธ์ิตานออกซิเดช่ันของสารสกัดดวยวิธี Rapid   

            TLC screening method ดวย DPPH radical(68) 
โดยทําการตรวจสอบดวยวิธีโครมาโทกราฟผิวบาง และฉีดพนโครมาโทแกรมดวย

สารละลาย DPPH (0.2% ใน Methanol) ณ ตําแหนงของสารใดก็ตามท่ีมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระจะ
ทําปฏิกิริยากับ DPPH radical ทําใหสีมวงของ DPPH หายไปจึงปรากฏการฟอกจางสีของสาร  
บนพื้นซิลิกาบนแผน TLC 

 
3.2.4 การตรวจสอบองคประกอบทางพฤษเคมีเบื้องตนโดยวิธีทางเคมี 
        3.2.4.1 การตรวจสอบสารกลุมอัลคาลอยด 
       ละลายสารสกัดตัวอยาง  0.2 กรัม ใน 2 N HCl ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  กรองแลวแบง
สารมาทดสอบดวย Reagent ตางๆดังนี ้
    - Mayer’s reagent             (positive = ตะกอนขาวขุน) 
  - Wagner’s reagent         (positive = ตะกอนสีเหลือง)  
  - Hager’s reagent             (positive = ตะกอนสีเหลือง)  
  - Dragendorff’s reagent (positive = ตะกอนสีสม) 
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        3.2.4.2 การตรวจสอบสารกลุมฟลาโวนอยด 
                    ละลายสารสกัดตัวอยาง  0.2 กรัม ในเมทานอล นําไประเหยแหงใน evaporating dish 
เหลือ ประมาณ 1-2 มิลลิลิตร ใสลวดแมกนีเซียมลงไปอังบนหมออังไอน้ําและหยด conc.HCl ลง
ไป 5-6 หยด สังเกตสีท่ีเกิดข้ึน (positive = สีแดงสม : flavone , สีแดงเลือดนก: flavonol , สีแดง
มวง: flavonone)  
 

        3.2.4.3 การตรวจสอบสารประกอบ ฟนอลิคและแทนนิน 

        นําสารสกัดสวนเอทานอลมาระเหยบนไอน้ําจนไดสารละลายขนเหนียว  เติมน้ํากล่ัน
รอน 25  มิลลิลิตร คนจนกระท่ังเย็น เติม 10% NaCl 2-3 หยด เพื่อ salt out สารท่ีไมใช Tannin 
ใหตกตะกอนแยกออก กรองดวย Buchner funnel จนไดน้ํายาใส แบงเปน 4 สวน สวนละ 2 
มิลลิลิตร ทดสอบดังนี้ 

       สวนท่ี 1 เติม 1% gelatin solution 4-5 หยด สังเกตการตกตะกอน 
  สวนท่ี 2 เติม 1% gelatin solution+10% NaCl 4-5 หยด สังเกตการตกตะกอน 
  สวนท่ี 3 เติมน้าํยา Ferric chloride 1% 3-4 หยด สังเกตสีและตกตะกอนท่ีเกิดข้ึน 
  สวนท่ี 4 ไมเติมน้ํายาใดๆ ใชเปนตัวเปรียบเทียบ 

        กรณีท่ีไมเกิดปฏิกิริยากบั Ferric chloride แสดงวาไมมี Tannin หรือ Phenolic 
        กรณีท่ีเกดิสีเขียวอมฟา หรือสีเขียวเขมเกือบดํา เม่ือเติม Ferric chloride และตกตะกอน 
gelatin ในน้ําเกลือดวย แสดงวามี Tannin กลุม Catechol 

         กรณีท่ีเกิดสีน้ําเงินเขมเม่ือเติม Ferric chloride และตกตะกอน gelatin ในน้ําเกลือดวย 
แสดงวามี Tannin กลุม Pyrogallol หรือ gallic tannin 

         กรณีท่ีเกิดสีเขียวหรือสีน้ําเงินกับ Ferric chloride แตไมตกตะกอน gelatin แสดงวาไมมี
Tannin แตมีสารประกอบ Phenolic ชนิดอ่ืนๆ  
 

        3.2.4.4 การตรวจสอบสารกลุม แอนทราควิโนนกลัยโคไซด 
    ตมสารสกัดเอทานอล 0.2 กรัม กับ dil. HCl 15  มิลลิลิตร บนหมออังไอน้ํา ท้ิงใหเย็น 
แลวกรอง นําสวนท่ีกรองไดสกัดดวย Chloroform  เก็บช้ัน Chloroform  เติมสารละลาย dil. 

NaOH  เขยา และสังเกตสีในช้ันดาง  (positive = เกิดสีชมพูในช้ันดาง) 
 

        3.2.4.5 การตรวจสอบสารกลุมสเตอรอลกลัยโคไซดหรือไตรเทอรพีน 
                 Liebermann Burchard’s reaction 
       ระเหยน้ํายาสกัดเอทานอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จนแหง ละลายตะกอนท่ีเหลือดวย 
Acetic anhydride 0.5 มิลลิลิตร และ Chloroform 0.5 มิลลิลิตร ถายใสหลอดทดลองท่ีแหงและ
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สะอาด เติมกรดกํามะถันเขมขน 1-2 มิลลิลิตร โดยใชหลอดหยดแตะขางหลอดทดลองใหการไหล
ลงไปขางหลอดชาๆ  สังเกตสีท่ีเกิดข้ึนระหวางช้ันของน้ํายาท้ังสองทันที  และสังเกตการ
เปล่ียนแปลงของสีในระยะเวลา 15 นาที และ 30 นาที  
 ถาปรากฏวาเร่ิมแรกมีสีแดงหรือน้ําตาลแดง แลวเปล่ียนเปนสีมวงจนสุดทายเปล่ียนเปน    
สีเขียว  หรือเขียวปนฟา แสดงวามีกลุม sterol  
 ถาสีเปล่ียนจากสีแดงหรือน้ําตาลแดงเปนสีมวงและคงอยู แสดงวาเปนกลุม triterpene 

 
3.2.5 การแยกสารและการทําใหบริสุทธ์ิ รวมกับการตรวจสอบฤทธ์ิตานออกซิเดชั่น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
รูปท่ี 5  แผนภมิูแสดงการแยกสารสกัดจากวานชักมดลูกโดยอาศัย Bioassay-guided isolation 

 

สารสกัดวานชักมดลูกจากเอทานอล 

สารสกัดช้ันเฮกเซน สารสกัดช้ันเอทิลอะซิเตต สารสกัดช้ันบิวทานอล สารสกัดช้ันนํ้า 

สกัดแยกสวน (liquid-liquid extraction) 

ทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดช่ัน 

Strong acivity: 
สารสกัดเอทิลอะซิเตต 

Weak activity: 
สารสกัดช้ันเฮกเซน, สารสกัดช้ันบิวทานอล, สารสกัดช้ันนํ้า 

แยกดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ 

สารบริสุทธิ ์

วิเคราะหโครงสรางเคมี 
ดวยวิธีทางสเปคโตรสโกป 

ทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดช่ัน 
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        3.2.5.1 เทคนิคทางโครมาโทกราฟ 
        1. โครมาโทกราฟผิวบาง (Thin layer chromatography) 
เทคนิค      : one dimension ascending 

ตัวดูดซับ      : ซิลิกาเจล 60 F 254 (Merck) 

ความหนา       : 0.2 มิลลิเมตร 
ระยะทาง        : 5 เซนติเมตร 
การตรวจวัด       : 1. ภายใต UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาเมตร และ365 นาโนเมตร 

2. ฉีดพนดวยสารละลาย  anisaldehyde-sulphuric acid นําไป อบท่ี  
    อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 5-10 นาที 

     2. คอลัมนโครมาโทรกราฟ (Column chromatography) 
2.1. Vacuum column chromatography 

ตัวดูดซับ    : ซิลิกาเจล 60 (No.1.07734.1000) ขนาดอนุภาค 0.063-0.200 nm (70-  

                                    230 mesh ASTM) และซิลิกาเจล 60 (No.1.09385.2500)  
(บริษัท Merck) 

การบรรจุ    :       โดยวธีิแบบแหง (dry packing) 

การบรรจุตัวอยาง    : นําตัวอยางละลายดวยตัวทําละลายในปริมาณเล็กนอยแลวนํามาผสมกบั   
 ซิลิกาเจลลโดยใชปริมาณซิลิกาเจลนอยท่ีสุด หลังจากนัน้นํามาบรรจุลง
 ในคอลัมน 

การตรวจวัด            : นําแตละ fraction ตรวจวดัดวยโครมาโทกราฟแบบผิวบาง  ภายใตแสง 
  UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร หลังจากนั้นฉีดพนดวย      

สารละลาย anisaldehyde-sulphuric acid นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 oC  
5-10  นาที และฉีดพนดวย สารละลาย DPPH 

2.2. แฟลชคอลัมน (Flash column chromatography) 

ตัวดูดซับ                 :        ซิลิกาเจล 60 (No.1.07734.1000) ขนาดอนภุาค 0.063-0.200 nm (70-    

                                    230 mesh ASTM) และซิลิกาเจล 60 (No.1.09385.2500) ขนาด  
                                         อนุภาค 0.040-0.063  nm (230-400 mesh ASTM) (บริษัท merck) 

การบรรจุ                 :        โดยวิธีแบบเปยก (wet packing) 

การบรรจุตัวอยาง    : นําตัวอยางละลายดวยน้ํายาชะในปริมาณเล็กนอย แลวจงึนําไปบรรจุลง 
                                         ในคอลัมน  
การตรวจวัด            :        นําแตละ fraction ตรวจวัดดวยโครมาโทกราฟแบบผิวบาง(ตามขอ1.2.1)                            
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        3.2.5.2 การแยกสารสกัดชั้นเอทิลอะซิเตต 
                       นําสารสกัดช้ันเอทิลอะซิเตต หนักประมาณ 24 กรัม มาทําการแยกสารโดยอาศัย
เทคนิคVacuum column chromatography โดยใชซิลิกาเจล 60 (No.7734) เปนตัวดูดซับ แลว
ชะคอลัมนตามความมีข้ัวของตัวทําละลายโดยเรียงลําดับ ดังนี้ คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตต และ        
เมทานอล สามารถแยกไดเปน 100 fractions นําแตละ fractions ไประเหยตัวทําละลายภายใต
ความดันตํ่า เก็บรวบรวม fraction ท่ีใหผลของโครมาโทรกราฟผิวบางเหมือนกันเขาดวยกัน โดยใช
สภาวะตัวทําละลายผสมระหวางคลอโรฟอรม:เมทานอล อัตราสวน 9:1 ซ่ึงสามารถรวบรวมได 9 

fractions (CE1 ถึง CE9) ดังแสดงในตารางท่ี 3 หลังจากนั้นนําไปทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดช่ัน 
โดยวิธี Rapid TLC screening method ดวย DPPH radical 

 
ตารางท่ี 3  แสดงอัตราสวนและปริมาตรของตัวทําละลายท่ีใชในการแยกสารสกัด 

                                ช้ันเอทิลอะซิเตต โดย Vacuum column chromatography 

Fraction 
อัตราสวน (%)  

เฮกเซน:เอทิลอะซิเตต 
อัตราสวน (%) 

เอทิลอะซิเตต:เมทานอล 
ปริมาตร 

ของตัวชะ (ml) 
รวม 

fraction น้ําหนัก 

1-7 100:0 - 1400 
CE1 0.0223 

8-9 95:5 - 400 

10-11 85:15 - 400 
CE2 0.9462 

12-20 80:20 - 1900 

21-38 70:30 - 3900 CE3 1.3750 

39-50 60:40 - 2400 CE4 1.6311 

51-58 50:50 - 1600 CE5 2.4201 

59-70 30:70 - 2400 CE6 5.0926 

71-76 0:100 - 1600 CE7 3.0768 

77-84 - 95:5 1600 CE8 1.9977 

85-93 - 90:10 1000 
CE9 1.3032 

94-100 - 80:20 1000 
 
        3.2.5.3 การแยกสาร และทําสารใหบริสุทธ์ิ 
                        นํา  fraction CE2 น้ําหนัก 0.70 กรัม มาทําการแยกสารโดยใชเทคนิคแฟลชคอลัมน            
โครมาโทรกราฟ (CC) (เสนผานศูนยกลางคอลัมน 2.5 cm) ใชซิลิกาเจล 60 (No.7734) เปน      
ตัวดูดซับ และชะดวยตัวทําละลายผสมระหวาง เฮกเซนกับเอทิลอะซิเตต อัตราสวน 95:5 เม่ือนํามา
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ตรวจสอบดวยโครมาโทรกราฟ ผิวบาง  ซ่ึงสามารถรวบรวมสารได ท้ังหมด  8 fractions          

(CE2-1 ถึงCE2-8)  ดังแสดงในรูปท่ี 6 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 6  แผนภมิูแสดงการแยก fraction CE2 

 
        นํา fraction CE2-2 และ CE2-3 น้ําหนัก 0.2724 กรัม มาแยกตอดวยแฟลชคอลัมน        
โครมาโทกราฟ (เสนผานศูนยกลางคอลัมน 2.5 cm) โดยใชซิลิกาเจล 60 (No.9385) เปนตัว    
ดูดซับ และชะดวยตัวทําละลายผสมระหวาง โทลูอีน:คลอโรฟอรม:เอทานอล อัตราสวน 40:9:1

เม่ือนํามาตรวจสอบดวยโครมาโทรกราฟผิวบางและฉีดพนดวยสารละลาย anisaldehyde-

sulphuric acid สามารถรวบรวมสารไดท้ังหมด 5 fractions (CE-A1 ถึง CE-A5) ดังแสดงใน
รูปท่ี 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 7  แผนภมิูแสดงการแยก fraction CE2-2 และ CE2-3 
 
        หลังจากนั้นนํา fraction CE-A1, CE-A2 และ CE-A3 น้ําหนัก 0.1277 กรัม มาแยกตอดวย
คอลัมนโครมาโทกราฟ (เสนผานศูนยกลางคอลัมน 2.5 cm)โดยใชซิลิกาเจล 60 (No.9385) เปน
ตัวดูดซับ และชะดวยตัวทําละลายผสมระหวางโทลูอีน:คลอโรฟอรม:เอทานอล อัตราสวน 

CE2 

CE2-1 CE2-2 CE2-3 CE2-4 CE2-5 CE2-6 CE2-7 CE2-8 

CC, silica gel 60 
เฮกเซน:เอทิลอะซิเตต (95:5) 

CC, silica gel 60 
โทลูอีน:คลอโรฟอรม:เอทานอล (40:9:1) 

CE2-2 CE2-3 

CE-A1 CE-A2 CE-A3 CE-A4 CE-A5 
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60:10:1 เม่ือนํามาตรวจสอบดวยโครมาโทรกราฟผิวบางและฉีดพนดวยสารละลาย 
anisaldehyde-sulphuric acid สามารถรวบรวมสารได 6 fractions (CE-B1 ถึง CE-B6)        
ดังแสดงในรูปท่ี 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 8  แผนภมิูแสดงการแยก fraction CE-A1, CE-A2 และ CE-A3 
 
        จากการตรวจสอบดวยโครมาโทรกราฟผิวบางและฉีดพนดวยสารละลาย anisaldehyde-

sulphuric acid นํา fraction CE-B1 0.0376 กรัม มาทําการแยกตอโดยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
(เสนผานศูนยกลางคอลัมน 1.5 cm)โดยใชซิลิกาเจล 60 (No.9385) เปนตัวดูดซับและชะดวยตัว
ทําละลายผสมระหวาง เฮกเซน:เอทิลอะซิเตต:อะซิโตน อัตราสวน 90:5:2 ซ่ึงสามารถไดรวบรวม 3 

fractions คือ CE-B1-01 ถึง CE-B1-03 เม่ือนํามาตรวจสอบดวยโครมาโทกราฟผิวบางและฉีด
พนดวยสารละลาย anisaldehyde-sulphuric acid พบวา fraction CE-B1-O2 คอนขางจะเปน
สารบริสุทธ์ิ จึงไดนํามาทําการตกผลึก และไดสารบริสุทธ์ิ CC-I (7 mg) และนํา fraction CE-B2 

0.0152 กรัม มาทําการแยกสารบริสุทธ์ิดวยวิธี Preperative TLCโดยใชซิลิกาเจล GF254 ชนิด 
Aluminium sheet ขนาดความหนา 0.25 mm (20x20 cm, Merck) ชะดวยตัวทําละลายผสม 
ระหวาง เฮกเซน : เอทิลอะซิเตต : อะซิโตน อัตราสวน 8:1:1 ซ่ึงสามารถแยกสารบริสุทธ์ิ CC-I  (3 

mg)ได และนําสารบริสุทธ์ิท่ีไดตรวจสอบดวยโครมาโทรกราฟผิวบางและฉีดพนดวยสารละลาย 
anisaldehyde-sulphuric acid หลังจากนั้นนําสารบริสุทธ์ิท่ีไดทําการทดสอบฤทธ์ิตานออกซิ
เดช่ันท้ัง 2 วิธี คือ Lipid peroxidation โดยใช Thiobarbituric acid reactive substances 
(TBARS) และความสามารถในการกําจัด 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH) 

CE-A2 CE-A3 

CE-B1 CE-B2 CE-B3 CE-B5 CE-B6 

CE-A1 

CE-B4 

CC, silica gel 60 
โทลูอีน:คลอโรฟอรม:เอทานอล (60:10:1) 
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รูปท่ี 9  แผนภมิูแสดงข้ันตอนโดยรวมของการแยกสาร CC-I  จากสารสกัดช้ันเอทลิอะซิเตต 
                  ของวานชักมดลูก 

สารสกัดช้ันเอทิลอะซิเตต: CE 
Vacuum column chromatography 
เฮกเซน:เอทิลอะซิเตต:เมทานอล 

CE1 CE2 CE3 CE4 CE5 CE6 CE7 CE8 CE9 

CE2-1 CE2-2 CE2-3 CE2-4 CE2-5 CE2-6 CE2-7 CE2-8 

CE-A1 CE-A2 CE-A3 CE-A4 CE-A5 

Flash column chromatography 
เฮกเซน:เอทิลอะซิเตต (95:5) 

Flash column chromatography 
โทลูอีน:คลอโรฟอรม:เอทานอล (40:9:1) 

CE-B1 CE-B2 CE-B3 CE-B4 CE-B5 CE-B6 

CE-B1-01 CE-B1-02 CE-B1-03 

CC-I (3 mg) 

Flash column chromatography 
โทลูอีน:คลอโรฟอรม:เอทานอล (60:10:1) 

Flash column chromatography 
เฮกเซน:เอทิลอะซิเตต:อะซิโตน (90:5:2) Preperative TLC 

เฮกเซน:เอทิลอะซิเตต:อะซิโตน (8:1:1) 

recrystrallization 

CC-I (7 mg) 



 54

 
        3.2.5.4 การตรวจสอบโครงสรางทางเคมีของสาร CC-I 
                        ทําการพิสูจนโครงสรางทางเคมีของสาร CC-I ดวยโปรตรอนนิวเคลียรแมกเนติค  
เรโซแนนซ สเปคโทรสโกป (1H-NMR), คารบอน -13 นิวเคลียรแมกเนติคเรโซแนนซ           
สเปคโทรสโกป (13C-NMR) และแกสโครมาโทกราฟ แมสสเปกโทรเมทรี (GC-MS) 
 
3.2.6 องคประกอบทางเคมีและฤทธ์ิตานออกซิเดชั่นของน้ํามันหอมระเหยจากวานชักมดลูก 
        3.2.6.1 การกล่ันน้ํามันหอมระเหย 
                       นําเหงาใตดินของวานชักมดลูกลางใหสะอาด ทําการลดขนาดโดยการหั่นใหมีขนาด
ประมาณคร่ึงนิ้ว จากนั้นสกัดน้ํามันหอมระเหยโดยวิธีการกล่ันดวยน้ํา เปนเวลา 6 ช่ัวโมง แยก
เฉพาะนํ้ามันหอมระเหยออก และใช sodium sulphate anhydrous กําจัดน้ําท่ีเหลือ 
        3.2.6.2 การตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของน้ํามันหอมระเหย 
                       ทําการตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของน้ํามันหอมระเหยดวย GC-MS           
สภาวะในการวิเคราะห มีดังนี้ 
 
Instrument model   : Shimadzu GC-MS QP 2010 Plus 

Column    : DB-5 length 30.3 m film thickness   

         0.25 µm inner diameter 0.25 mm 

Carrier gas    : He 

Injector temperature   : 180 °C 

Detector    : Quadrupole, 70 eV 

Split ratio    : 1:5 

Flow rate     : 1.00 ml/min 
 

Column temperature program 

Rate (°C/min)     Temperature (°C)   Hold time (min) 

1.          -    60.0           0.00 

2.        0.5   130.0           3.00 

3.        5.0   200.0           1.00 

4.        10.0   230.0           3.00 
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        3.2.6.3 การทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดช่ัน 
                       ทําการทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดช่ัน ซ่ึงมีกลไกแตกตางกัน 2 วิธี คือ การยับยั้งการ
เกิด Lipid peroxidation โดยใช Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) และ
ความสามารถในการขจัด 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl radical (DPPH) โดยเปรียบเทียบ
กับสารมาตรฐาน quercetin, kaempferol และ BHT 
 


