
 

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 และตรวจสอบตามอนุกรมวิธานใหถูกตอง โดยทําการเก็บ
เหงาวานชักมดลูก (C. comosa Roxb.) ท่ีเปนพันธุพื้นเมืองของไทย จาก อ.แมริม จ.เชียงใหม 
 2. นําพืชมาลางทําความสะอาด หั่นเปนแผนบาง ๆ นําไปอบแหง ท่ีอุณหภูมิ 45-50 °C 
เปน เวลา 48 ช่ัวโมง บดใหเปนผงละเอียด ดวยเคร่ืองปนละเอียด แลวเก็บในภาชนะท่ีมีฝาปดสนิท  
3.2.2 การเตรียมสารสกัด 
 1. ทําการสกัดพืชดวยตัวทําละลาย 95% ethanol โดยใช Soxhlet ’s apparatus  สารสกัด
หยาบท่ีไดนําไปทําใหแหง โดยการระเหยตัวทําละลาย ภายใตความดันตํ่า บันทึกน้ําหนักสารสกัด  
ท่ีได และคํานวณรอยละของผลผลิต (%yield)  
 2. ทําการแยกสารสกัดหยาบดวยวิธี Liquid-Liquid extraction ดวยตัวทําละลาย 3 ชนิด 
โดยเรียงลําดับดังนี้ คือ เฮกเซน,  เอทิลอะซิเตต และ บิวทานอล ตามลําดับ  

การสกัดแยกสวนสารสกัดหยาบโดยวิธี Liquid-Liquid Extraction 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 4  แผนภมิูการสกัดแยกสวนของสารสกัดหยาบวานชักมดลูกดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ 

สกัดดวยเฮกเซน 3 คร้ัง 

สกัดดวยเอทิลอะซิเตต 3 คร้ัง 

สารสกัดหยาบวานชักมดลูก 

สารสกัดเฮกเซน:CH ช้ันน้ํา 

สารสกัดเอทิลอะซิเตต:CE ช้ันน้ํา 

ช้ันน้ํา :CA สารสกัดบิวทานอล:CB 

สกัดดวยบิวทานอล 3 คร้ัง 
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3.2.3 การทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดชั่น 
           การทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดช่ันท่ีใชในการทดสอบ มีวิธีท่ีมีกลไกแตกตางกัน ดังนี้ 

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

           (DPPH method)(65, 66) 
เติมสารละลาย DPPH ความเขมขน 167 µM ใน microplate 

 
เติมสารละลายตัวอยาง (sample) ท่ีละลายดวย absolute ethanol ปริมาณ 20 µl 

ผสมใหเขากันและเร่ิมจับเวลาทันที 
 

ท้ิงไว 30 นาที หลังจากนัน้นาํไปวัดคาดูดกลืนแสง (Absorbance, Ab)  
ท่ีความยาวคล่ืน 540 nm 

 
นําคาท่ีได คํานวณ % การยบัยั้ง (% inhibition) 

 
สรางกราฟแสดงความสัมพนัธระหวาง %  inhibition 

และความเขมขนของสารละลายตัวอยาง 
 

              คํานวณหาคาความเขมขนท่ีสามารถขจัด DPPH radical  
                ได 50 เปอรเซ็นต (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 ประกอบดวย absolute ethanol+สารละลาย DPPH 

            2. Negative control ประกอบดวย absolute ethanol 

3. Sample ประกอบดวย สารละลายตัวอยางหรือสารละลายมาตรฐาน+สารละลาย DPPH 

4. Blank ประกอบดวย สารตัวอยางหรือสารมาตรฐาน+absolute ethanol  
5. สารมาตรฐาน ไดแก 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 
 

เติมสารละลายตัวอยาง เขยาใหเขากันท้ิงไว 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 เขยาใหเขากัน 
 

เติมสารละลาย triton X-100 
 

เติมสารละลาย acetic acid pH 3.5 เขยาใหเขากัน 
 

เติมสารละลาย  TBA 0.2 % w/v เขยาใหเขากัน 
 

นําไป incubate ใน water bath 90°C  30 นาที 
 

Pipet ออกมา 20 µl  ใสใน microplate 
 

นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 nm  
โดยเคร่ือง DTX 880 multimode detector 

 
นําคาท่ีไดคํานวณ % การยับยั้ง (%  inhibition) 

 
สรางกราฟแสดงความสัมพนัธ ระหวาง %  inhibition 

และความเขมขนของสารละลายตัวอยาง 
 

                คํานวณหาคาความเขมขนท่ีสามารถยับยั้งการเกดิ 
               Lipid peroxidation ได 50 เปอรเซ็นต (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 ประกอบดวย liposome+absolute ethanol  

 2. Negative control ประกอบดวย phosphate buffer+absolute ethanol  

 3. Sample ประกอบดวย สารละลายตัวอยางหรือสารละลายมาตรฐาน+liposome 

 4. Blank ประกอบดวย สารละลายตัวอยางหรือสารละลายมาตรฐาน+phosphate buffer      

 5. สารมาตรฐาน ไดแก kaempferol, quercetin และ BHT 

 
3.2.3.3. ตรวจสอบสารองคประกอบท่ีมีฤทธ์ิตานออกซิเดช่ันของสารสกัดดวยวิธี Rapid   

            TLC screening method ดวย DPPH radical(68) 
โดยทําการตรวจสอบดวยวิธีโครมาโทกราฟผิวบาง และฉีดพนโครมาโทแกรมดวย

สารละลาย DPPH (0.2% ใน Methanol) ณ ตําแหนงของสารใดก็ตามท่ีมีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระจะ
ทําปฏิกิริยากับ DPPH radical ทําใหสีมวงของ DPPH หายไปจึงปรากฏการฟอกจางสีของสาร  
บนพื้นซิลิกาบนแผน TLC 

 
3.2.4 การตรวจสอบองคประกอบทางพฤษเคมีเบื้องตนโดยวิธีทางเคมี 
        3.2.4.1 การตรวจสอบสารกลุมอัลคาลอยด 
       ละลายสารสกัดตัวอยาง  0.2 กรัม ใน 2 N HCl ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  กรองแลวแบง
สารมาทดสอบดวย Reagent ตางๆดังนี ้
    - Mayer’s reagent             (positive = ตะกอนขาวขุน) 
  - Wagner’s reagent         (positive = ตะกอนสีเหลือง)  
  - Hager’s reagent             (positive = ตะกอนสีเหลือง)  
  - Dragendorff’s reagent (positive = ตะกอนสีสม) 
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        3.2.4.2 การตรวจสอบสารกลุมฟลาโวนอยด 
                    ละลายสารสกัดตัวอยาง  0.2 กรัม ในเมทานอล นําไประเหยแหงใน evaporating dish 
เหลือ ประมาณ 1-2 มิลลิลิตร ใสลวดแมกนีเซียมลงไปอังบนหมออังไอน้ําและหยด conc.HCl ลง
ไป 5-6 หยด สังเกตสีท่ีเกิดข้ึน (positive = สีแดงสม : flavone , สีแดงเลือดนก: flavonol , สีแดง
มวง: flavonone)  
 

        3.2.4.3 การตรวจสอบสารประกอบ ฟนอลิคและแทนนิน 

        นําสารสกัดสวนเอทานอลมาระเหยบนไอน้ําจนไดสารละลายขนเหนียว  เติมน้ํากล่ัน
รอน 25  มิลลิลิตร คนจนกระท่ังเย็น เติม 10% NaCl 2-3 หยด เพื่อ salt out สารท่ีไมใช Tannin 
ใหตกตะกอนแยกออก กรองดวย Buchner funnel จนไดน้ํายาใส แบงเปน 4 สวน สวนละ 2 
มิลลิลิตร ทดสอบดังนี้ 

       สวนท่ี 1 เติม 1% gelatin solution 4-5 หยด สังเกตการตกตะกอน 
  สวนท่ี 2 เติม 1% gelatin solution+10% NaCl 4-5 หยด สังเกตการตกตะกอน 
  สวนท่ี 3 เติมน้าํยา Ferric chloride 1% 3-4 หยด สังเกตสีและตกตะกอนท่ีเกิดข้ึน 
  สวนท่ี 4 ไมเติมน้ํายาใดๆ ใชเปนตัวเปรียบเทียบ 

        กรณีท่ีไมเกิดปฏิกิริยากบั Ferric chloride แสดงวาไมมี Tannin หรือ Phenolic 
        กรณีท่ีเกดิสีเขียวอมฟา หรือสีเขียวเขมเกือบดํา เม่ือเติม Ferric chloride และตกตะกอน 
gelatin ในน้ําเกลือดวย แสดงวามี Tannin กลุม Catechol 

         กรณีท่ีเกิดสีน้ําเงินเขมเม่ือเติม Ferric chloride และตกตะกอน gelatin ในน้ําเกลือดวย 
แสดงวามี Tannin กลุม Pyrogallol หรือ gallic tannin 

         กรณีท่ีเกิดสีเขียวหรือสีน้ําเงินกับ Ferric chloride แตไมตกตะกอน gelatin แสดงวาไมมี
Tannin แตมีสารประกอบ Phenolic ชนิดอ่ืนๆ  
 

        3.2.4.4 การตรวจสอบสารกลุม แอนทราควิโนนกลัยโคไซด 
    ตมสารสกัดเอทานอล 0.2 กรัม กับ dil. HCl 15  มิลลิลิตร บนหมออังไอน้ํา ท้ิงใหเย็น 
แลวกรอง นําสวนท่ีกรองไดสกัดดวย Chloroform  เก็บช้ัน Chloroform  เติมสารละลาย dil. 

NaOH  เขยา และสังเกตสีในช้ันดาง  (positive = เกิดสีชมพูในช้ันดาง) 
 

        3.2.4.5 การตรวจสอบสารกลุมสเตอรอลกลัยโคไซดหรือไตรเทอรพีน 
                 Liebermann Burchard’s reaction 
       ระเหยน้ํายาสกัดเอทานอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จนแหง ละลายตะกอนท่ีเหลือดวย 
Acetic anhydride 0.5 มิลลิลิตร และ Chloroform 0.5 มิลลิลิตร ถายใสหลอดทดลองท่ีแหงและ
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สะอาด เติมกรดกํามะถันเขมขน 1-2 มิลลิลิตร โดยใชหลอดหยดแตะขางหลอดทดลองใหการไหล
ลงไปขางหลอดชาๆ  สังเกตสีท่ีเกิดข้ึนระหวางช้ันของน้ํายาท้ังสองทันที  และสังเกตการ
เปล่ียนแปลงของสีในระยะเวลา 15 นาที และ 30 นาที  
 ถาปรากฏวาเร่ิมแรกมีสีแดงหรือน้ําตาลแดง แลวเปล่ียนเปนสีมวงจนสุดทายเปล่ียนเปน    
สีเขียว  หรือเขียวปนฟา แสดงวามีกลุม sterol  
 ถาสีเปล่ียนจากสีแดงหรือน้ําตาลแดงเปนสีมวงและคงอยู แสดงวาเปนกลุม triterpene 

 
3.2.5 การแยกสารและการทําใหบริสุทธ์ิ รวมกับการตรวจสอบฤทธ์ิตานออกซิเดชั่น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
รูปท่ี 5  แผนภมิูแสดงการแยกสารสกัดจากวานชักมดลูกโดยอาศัย Bioassay-guided isolation 

 

สารสกัดวานชักมดลูกจากเอทานอล 

สารสกัดช้ันเฮกเซน สารสกัดช้ันเอทิลอะซิเตต สารสกัดช้ันบิวทานอล สารสกัดช้ันนํ้า 

สกัดแยกสวน (liquid-liquid extraction) 

ทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดช่ัน 

Strong acivity: 
สารสกัดเอทิลอะซิเตต 

Weak activity: 
สารสกัดช้ันเฮกเซน, สารสกัดช้ันบิวทานอล, สารสกัดช้ันนํ้า 

แยกดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ 

สารบริสุทธิ ์

วิเคราะหโครงสรางเคมี 
ดวยวิธีทางสเปคโตรสโกป 

ทดสอบฤทธิ์ตานออกซิเดช่ัน 
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        3.2.5.1 เทคนิคทางโครมาโทกราฟ 
        1. โครมาโทกราฟผิวบาง (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. ฉีดพนดวยสารละลาย  anisaldehyde-sulphuric acid นําไป อบท่ี  
    อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 5-10 นาที 

     2. คอลัมนโครมาโทรกราฟ (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    :       โดยวธีิแบบแหง (dry packing) 

การบรรจุตัวอยาง    : นําตัวอยางละลายดวยตัวทําละลายในปริมาณเล็กนอยแลวนํามาผสมกบั   
 ซิลิกาเจลลโดยใชปริมาณซิลิกาเจลนอยท่ีสุด หลังจากนัน้นํามาบรรจุลง
 ในคอลัมน 

การตรวจวัด            : นําแตละ fraction ตรวจวดัดวยโครมาโทกราฟแบบผิวบาง  ภายใตแสง 
  UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 และ 365 นาโนเมตร หลังจากนั้นฉีดพนดวย      

สารละลาย anisaldehyde-sulphuric acid นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 oC  
5-10  นาที และฉีดพนดวย 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                 :        โดยวิธีแบบเปยก (wet packing) 

การบรรจุตัวอยาง    : นําตัวอยางละลายดวยน้ํายาชะในปริมาณเล็กนอย แลวจงึนําไปบรรจุลง 
                                         ในคอลัมน  
การตรวจวัด            :        นําแตละ fraction ตรวจวัดดวยโครมาโทกราฟแบบผิวบาง(ตามขอ1.2.1)                            
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        3.2.5.2 การแยกสารสกัดชั้นเอทิลอะซิเตต 
                       นําสารสกัดช้ันเอทิลอะซิเตต หนักประมาณ 24 กรัม มาทําการแยกสารโดยอาศัย
เทคนิคVacuum column chromatography โดยใชซิลิกาเจล 60 (No.7734) เปนตัวดูดซับ แลว
ชะคอลัมนตามความมีข้ัวของตัวทําละลายโดยเรียงลําดับ ดังนี้ คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตต และ        
เมทานอล สามารถแยกไดเปน 100 fractions นําแตละ fractions ไประเหยตัวทําละลายภายใต
ความดันตํ่า เก็บรวบรวม fraction ท่ีใหผลของโครมาโทรกราฟผิวบางเหมือนกันเขาดวยกัน โดยใช
สภาวะตัวทําละลายผสมระหวางคลอโรฟอรม:เมทานอล อัตราสวน 9:1 ซ่ึงสามารถรวบรวมได 9 

fractions (CE1 ถึง CE9) ดังแสดงในตารางท่ี 3 หลังจากนั้นนําไปทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดช่ัน 
โดยวิธี Rapid TLC screening method ดวย DPPH radical 

 
ตารางท่ี 3  แสดงอัตราสวนและปริมาตรของตัวทําละลายท่ีใชในการแยกสารสกัด 

                                ช้ันเอทิลอะซิเตต โดย Vacuum column chromatography 

Fraction 
อัตราสวน (%)  

เฮกเซน:เอทิลอะซิเตต 
อัตราสวน (%) 

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 และทําสารใหบริสุทธ์ิ 
                        นํา  fraction CE2 น้ําหนัก 0.70 กรัม มาทําการแยกสารโดยใชเทคนิคแฟลชคอลัมน            
โครมาโทรกราฟ (CC) (เสนผานศูนยกลางคอลัมน 2.5 cm) ใชซิลิกาเจล 60 (No.7734) เปน      
ตัวดูดซับ และชะดวยตัวทําละลายผสมระหวาง เฮกเซนกับเอทิลอะซิเตต อัตราสวน 95:5 เม่ือนํามา



 51

ตรวจสอบดวยโครมาโทรกราฟ 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 มาแยกตอดวยแฟลชคอลัมน        
โครมาโทกราฟ (เสนผานศูนยกลางคอลัมน 2.5 cm) โดยใชซิลิกาเจล 60 (No.9385) เปนตัว    
ดูดซับ และชะดวยตัวทําละลายผสมระหวาง โทลูอีน:คลอโรฟอรม:เอทานอล อัตราสวน 40:9:1

เม่ือนํามาตรวจสอบดวยโครมาโทรกราฟผิวบางและฉีดพนดวยสารละลาย anisaldehyde-

sulphuric acid สามารถรวบรวมสารไดท้ังหมด 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 มาแยกตอดวย
คอลัมนโครมาโทกราฟ (เสนผานศูนยกลางคอลัมน 2.5 cm)โดยใชซิลิกาเจล 60 (No.9385) เปน
ตัวดูดซับ และชะดวยตัวทําละลายผสมระหวางโทลูอีน:คลอโรฟอรม:เอทานอล อัตราสวน 

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:คลอโรฟอรม: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 เม่ือนํามาตรวจสอบดวยโครมาโทรกราฟผิวบางและฉีดพนดวยสารละลาย 
anisaldehyde-sulphuric acid สามารถรวบรวมสารได 6 fractions (CE-B1 ถึง CE-B6)        
ดังแสดงในรูปท่ี 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 8  แผนภมิูแสดงการแยก fraction CE-A1, CE-A2 และ CE-A3 
 
        จากการตรวจสอบดวยโครมาโทรกราฟผิวบางและฉีดพนดวยสารละลาย anisaldehyde-

sulphuric acid นํา fraction CE-B1 0.0376 กรัม มาทําการแยกตอโดยคอลัมนโครมาโทกราฟ 
(เสนผานศูนยกลางคอลัมน 1.5 cm)โดยใชซิลิกาเจล 60 (No.9385) เปนตัวดูดซับและชะดวยตัว
ทําละลายผสมระหวาง เฮกเซน:เอทิลอะซิเตต:อะซิโตน อัตราสวน 90:5:2 ซ่ึงสามารถไดรวบรวม 3 

fractions คือ CE-B1-01 ถึง CE-B1-03 เม่ือนํามาตรวจสอบดวยโครมาโทกราฟผิวบางและฉีด
พนดวยสารละลาย anisaldehyde-sulphuric acid พบวา fraction CE-B1-O2 คอนขางจะเปน
สารบริสุทธ์ิ จึงไดนํามาทําการตกผลึก และไดสารบริสุทธ์ิ CC-I (7 mg) และนํา fraction CE-B2 

0.0152 กรัม มาทําการแยกสารบริสุทธ์ิดวยวิธี Preperative TLCโดยใชซิลิกาเจล GF254 ชนิด 
Aluminium sheet ขนาดความหนา 0.25 mm (20x20 cm, Merck) ชะดวยตัวทําละลายผสม 
ระหวาง เฮกเซน : เอทิลอะซิเตต : อะซิโตน อัตราสวน 8:1:1 ซ่ึงสามารถแยกสารบริสุทธ์ิ CC-I  (3 

mg)ได และนําสารบริสุทธ์ิท่ีไดตรวจสอบดวยโครมาโทรกราฟผิวบางและฉีดพนดวยสารละลาย 
anisaldehyde-sulphuric acid หลังจากนั้นนําสารบริสุทธ์ิท่ีไดทําการทดสอบฤทธ์ิตานออกซิ
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:คลอโรฟอรม:เอทานอล (60:10:1) 
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รูปท่ี 9  แผนภมิูแสดงข้ันตอนโดยรวมของการแยกสาร CC-I  จากสารสกัดช้ันเอทลิอะซิเตต 
                  ของวานชักมดลูก 

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:คลอโรฟอรม: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:คลอโรฟอรม: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) 
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        3.2.5.4 การตรวจสอบโครงสรางทางเคมีของสาร CC-I 
                        ทําการพิสูจนโครงสรางทางเคมีของสาร CC-I ดวยโปรตรอนนิวเคลียรแมกเนติค  
เรโซแนนซ สเปคโทรสโกป (1H-NMR), คารบอน -13 นิวเคลียรแมกเนติคเรโซแนนซ           
สเปคโทรสโกป (13C-NMR) และแกสโครมาโทกราฟ แมสสเปกโทรเมทรี (GC-MS) 
 
3.2.6 องคประกอบทางเคมีและฤทธ์ิตานออกซิเดชั่นของน้ํามันหอมระเหยจากวานชักมดลูก 
        3.2.6.1 การกล่ันน้ํามันหอมระเหย 
                       นําเหงาใตดินของวานชักมดลูกลางใหสะอาด ทําการลดขนาดโดยการหั่นใหมีขนาด
ประมาณคร่ึงนิ้ว จากนั้นสกัดน้ํามันหอมระเหยโดยวิธีการกล่ันดวยน้ํา เปนเวลา 6 ช่ัวโมง แยก
เฉพาะนํ้ามันหอมระเหยออก และใช sodium sulphate anhydrous กําจัดน้ําท่ีเหลือ 
        3.2.6.2 การตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของน้ํามันหอมระเหย 
                       ทําการตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของน้ํามันหอมระเหยดวย 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 การทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดช่ัน 
                       ทําการทดสอบฤทธ์ิตานออกซิเดช่ัน ซ่ึงมีกลไกแตกตางกัน 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 
 


