
 
บทที ่3 

 
วิธีการวิจัย 

 
การวิจัยนี้แบ่งการศึกษาออกเป็น 3 ตอน ได้แก่ การสกัด  การแยกสารสกัดและการศึกษา

โครงสร้างของสารที่แยกได้จากสารสกัดสมุนไพรกิ่งไข่เน่า 
  
อุปกรณ์/เครื่องมือและสารเคมี 
 

  วัสดุและสารเคมี  
   1. ตัวท าละลายอินทรีย์ต่างๆ ซึ่งท าให้บริสุทธิ์ด้วยการกลั่น  
   2. Absolute ethanol (Analytical grade; Clrlo Erba : 414608) 
   3. Dichloromethane  
   4. Ethyl acetate 
   5. Hexane 
   6. Methanol 
   7. สารดูดซับ 
    Silica gel ส าหรับ Column chromatography  
    -Silica gel (0.063-200 mm, Merck 1.07734) 
    -Silica gel (<0.063mm, Merck 1.07729) 
    Silica gel ส าหรับ quick column chromatography 
    -Silica gel (<0.063mm, Merck 1.07785) 
   8. Developing reagent (anisaldehyde: conc. H2SO4: H2 : Absolute 
ethanol ในอัตราส่วน (2: 3: 2: 90) 
  อุปกรณ์และเครื่องมือ 
   1.   หลอดก าเนิดแสงอัลตราไวโอเลต ท่ีความยาวคลื่น 254 และ 366 
nm  
   2.   เครื่องหาจุดหลอมเหลว   
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   3 .   Nuclear magnetic resonance spectrometer (Bruker Avance 
400) 
   4.   Rotary  evaporator (Buchi Rotavapor R-211) 
 

 
3.1  การสกัดสมุนไพรกิ่งไข่เน่า  
 ที่มาของ กิ่งไข่เน่า (Vitex glabrata) 
             พชืท่ีใชศึ้กษาในคร้ังน้ีน ามาจาก : ต. ดอนปรู  อ. ศรีประจันต์   จ. สุพรรณบุรี 
              เก็บในชว่งเดือน : เดือน ธันวาคม ปี 2552 

 

 

 

 

 

 

  

 
ภาพท่ี 1 รต้นไข่เน่าและขั้นตอนการสกัดแยก 
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3.1.1 การสกัดกิ่งไข่เน่าในชั้นเฮกเซน (Hexane) 
       น ากิ่งไข่เน่ามาท าความสะอาดเพื่อก าจัดสิ่งสกปรกออก  ผึ่งแดดให้แห้งแล้วน ามาสับ
ให้เป็นชิ้นเล็กๆ แล้วน าไป บดให้ละเอียด น้ าหนัก   4,028 กรัม  ท าการสกัด ด้วยเฮกเซน  
(Hexane จ านวน 4  ลิตร ให้ท่วม ปิดฝาขวดไว้ให้สนิทเพื่อป้องกันตัวท าละลายระเหยออก 
แช่สารเป็นเวลา 5 วัน โดยสกัดซ้ า 3 ครั้ง เมื่อแช่ครบก าหนดแล้วน าออกมากรองด้วยส าลี
เพื่อแยกเอาสารละลายออกมา และรวมกันทั้ง 3 ครั้ง 
3.1.2 การสกัดกิ่งไข่เน่าในชั้นเอตทิล อะซิเตต (Ethyl acetate) 
       ส่วนกากที่เหลือจากชั้นเฮกเซน  น ามาสกัดด้วยตัวท าละลาย  Ethyl acetate อีก โดย
สกัดซ้ า 3 ครั้ง ครั้งละ 4 ลิตร แล้วท าตามข้อ 3.1.1  
3.1.3 การสกัดกิ่งไข่เน่าในชั้นเมทานอล (Methanol) 
  ส่วนกากที่เหลือจากชั้นเอตทิล อะซิเตต  น ามาสกัดด้วยตัวท าละลาย Methanol โดย
สกัดซ้ า 3 ครั้งครั้งละ 4 ลิตร แล้วท าตามข้อ 3.1.1 น าสารละลายในแต่ละชั้นไประเหยตัว
ท าละลายออกให้หมดด้วยเครื่อง Vacuum Rotary Evaporator จะได้ส่วนสกัดหยาบของ
แต่ละชั้น ซึ่งเราเรียกว่า ครูด ( Crude) ได้แก่ Crude Hexane น้ าหนัก 13.51 กรัม Crude 
Ethyl acetate น้ าหนัก 31.46 กรัม และ Crude Methanol น้ าหนัก 125.72 กรัม ดังแสดง
ในแผนผังที่ 1 
                             ก่ิงไข่เน่าบดแห้ง 4,028 กิโลกรัม 
              Hexane (3×4L) 
  
ส่วนสกัด Hexane                 กาก 
         13.51 กรัม           EtOAc (3×4L) 
     

                                                     ส่วนสกัด EtOAc                กาก 
           31.46 กรัม                                     MeOH (3×4 L) 

                                                                                           
     ส่วนสกัด MeOH                          กาก 

                                                                                                     125.72 กรัม 
                                                                                                                   ท้ิง 

แผนผังที่ 1 แสดงการสกัดสารจากก่ิงไข่เน่าด้วยตัวท าละลาย 3 ชนิด 
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3.2  การแยกส่วนสกัดหยาบ 
 

3.2.1 ส่วนสกัดหยาบชั้นเฮกเซน (Hexane extract) กิ่งไข่เน่า 

         น าส่วนสกัดหยาบเฮกเซนของ กิ่งไข่เน่า   น้ าหนัก 13.51 g มาท าการแยกด้วยวิธีคอลัมน์โคร

มาโท กราฟี  โดยใช้  silica  gel ขนาด 7734   เป็นตัวดูดซับและท าการแพ็คคอลัมน์ด้วย  100%  

Hexane  ท าการชะคอลัมน์ด้วยระบบตัวท าละลาย  100%  Hexane,  Hexane : CH2Cl2 และ โดย

ค่อยๆเพิ่มขึ้นทีละ  5% CH2Cl2จนถึง 100% CH2Cl2 และ 1% MeOH  ตามล าดับ ในขณะที่ท าการ

ชะคอลัมน์ต้องเก็บสารที่ไหลออกมาจากคอลัมน์ทุกๆ 100 mL โดยประมาณ แล้วท าการตรวจสอบ

ด้วย  TLC โดยใช้ระบบตัวท าละลายต่างๆ พบว่าสามารถแบ่งสารได้เป็น 6 2 fractions ย่อย และ

รวม fractions ได้ 17 fractions และได้สารกลุ่มที่เป็น ไตรเทอร์ปีน (triterpene) ซึ่งเป็นสารผสม   มี

ลักษณะเป็น amorphous solid  ได้แก่ beta – sitosterol (11) และ stigmasterol (12) 

  

3.2.2 ส่วนสกัดหยาบชั้นเอทิล อะซิเตต (Ethyl acetate extract) กิ่งไข่เน่า 

 น าส่วนสกัดหยาบเอตทิล อะซิเตตของกิ่งไข่เน่า น้ าหนัก 31.46 กรัม มาท าการแยกด้วยวิธี

คอลัมน์   โครมาโทกราฟี โดยใช้ silica  gel ขนาด 7734   เป็นตัวดูดซับและท าการแพ็คคอลัมน์

ด้วย 100% Hexane ท าการชะคอลัมน์ด้วยระบบตัวท าละลาย 80% Hexane, Hexane: EtoAc 

โดยค่อยๆเพิ่ม 10% EtoAc ตามล าดับ  ขณะที่ท าการชะคอลัมน์ต้องเก็บสารที่ไหลออกมาจาก

คอลัมน์ทุกๆ 100 mL โดยประมาณ แล้วจึงท าการตรวจสอบด้วย  TLC โดยใช้ระบบตัวท าละลาย

ต่างๆ พบว่าสามารถแบ่งสารได้เป็น 71 fractions ย่อย และรวม fractions ได้ 22 fractions  มี

ลักษณะเป็น amorphous solid ดังแสดงในแผนผังที่ 2 
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VG (S)-EA-11/31.46 g 

                                                                  Hexane : EtOAc: MeOH 

                                                                                                                                                                                               
Fr.1       Fr.2      Fr.3      Fr.4       Fr.5      Fr.6       Fr.7      Fr.8       Fr.9     Fr.10 ............ Fr.22 
 
               Fr.1 VG(S)-EA-11/1-4 (0.4177 g)                  Fr.13 VG(S)-EA-11/37-44 (0.2172 g) 
               Fr.2 VG(S)-EA-11/5 (1.3480 g)                     Fr.14 VG(S)-EA-11/45-48 (0.4309 g) 
               Fr.3 VG(S)-EA-11/6-7 (2.4661 g)                  Fr.15 VG(S)-EA-11/49-52 (0.1154 g) 
               Fr.4 VG(S)-EA-11/8-12 (0.8803 g)                Fr.16 VG(S)-EA-11/53-56 (0.3669 g) 
               Fr.5 VG(S)-EA-11/13 (0.0704 g)                   Fr.17 VG(S)-EA-11/57-60 (0.3642 g) 
               Fr.6 VG(S)-EA-11/14-16 (0.3136 g)              Fr.18 VG(S)-EA-11/61-63 (0.4428 g) 
               Fr.7 VG(S)-EA-11/17-20(0.5183 g)               Fr.19 VG(S)-EA-11/64-66 (1.968 g) 
             Fr.8 VG(S)-EA-11/21-24 (1.5591 g)            Fr.20 VG(S)-EA-11/67-68 (0.1177 g)                
               Fr.9 VG(S)-EA-11/25-26 (1.7832 g)             Fr.21 VG(S)-EA-11/69 (0.7447 g) 
             Fr.10 VG(S)-EA-11/27-28(0.0989 g)           Fr.22 VG(S)-EA-11/70-71 (0.8609g ) 
               Fr.11 VG(S)-EA-11/29-32(1.8280 g)   
             Fr.12 VG(S)-EA-11/33-36 (0.7584 g)  
 

แผนผังที่ 2 แสดงการแยกส่วนสกัดหยาบชั้น Ethyl acetate ของกิ่งไข่เน่า  
 
                        น า fractions ท่ี 19  VG (S)- EA-11/64-66 (1.968 กรัม) ชั้น Ethyl acetate 

น้ าหนัก 1.968 g และท าการแยกต่ออีก 4 ครั้ง ได้น้ าหนัก โดยใช้ silica gel ขนาด 7729  เป็นตัว

ดูดซับและท าการแพ็คคอลัมน์ด้วย 100% EtOAc  ท าการชะคอลัมน์ด้วยระบบตัวท าละลาย 90%  

EtOAc , EtOAc:MeOH โดยค่อยๆเพิ่ม 1% MeOH ตามล าดับ แล้วตรวจสอบด้วย TLC ระบบตัว

ท าละลายต่างๆ พบว่าสามารถแบ่งสารได้เป็น 8 fractions จากนั้นน า fractions ที ่4 ไปท าการ
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แยกต่อโดยใช้ silica gel ขนาด 7729 เป็นตัวดูดซับและท าการแพ็คคอลัมน์ด้วย 100% EtOAc  

ท าการชะคอลัมน์ด้วยระบบตัวท าละลาย 90%  EtOAc, EtOAc:MeOH โดยค่อยๆเพิ่ม 1% 

MeOH ตามล าดับ แล้วตรวจสอบด้วย TLC ระบบตัวท าละลายต่างๆ พบว่าสามารถแบ่งสารได้

เป็น 9 fractions จากนั้นน า fractions ที่ 4 ไปท าการแยกต่อโดยใช้ silica  gel ขนาด 7729 เป็นตัว

ดูดซับและท าการแพ็คคอลัมน์ด้วย 100% EtOAc  ท าการชะคอลัมน์ด้วยระบบตัวท าละลาย 91%  

EtOAc, EtOAc:MeOH โดยค่อยๆเพิ่ม 1% MeOH ตามล าดับ แล้วตรวจสอบด้วย TLC ระบบตัว

ท าละลายต่างๆ พบว่าสามารถแบ่งสารได้เป็น 1 fractions จากนั้นน า fractions ที่ได้ไปท าการ

แยกต่อโดยใช้ silica  gel ขนาด 7729 เป็นตัวดูดซับและท าการแพ็คคอลัมน์ด้วย 100% CH2Cl2 

ท าการชะคอลัมน์ด้วยระบบตัวท าละลาย 92% CH2Cl2, CH2Cl2:MeOH โดยค่อยๆเพิ่ม 1% 

MeOH ตามล าดับ แล้วตรวจสอบด้วย TLC ระบบตัวท าละลายต่างๆ พบว่าสามารถแบ่งสารได้

เป็น 6 fractions จากนั้นน า fractions ที4่ ไปท าการแยกต่อโดยใช้ RP-18 เป็นตัวดูดซับและท า

การแพ็คคอลัมน์ด้วย 100%MeOH ท าการชะคอลัมน์ด้วยระบบตัวท าละลาย 90% H2O, 

H2O:MeOH โดยค่อยๆเพิ่ม 10% MeOH แล้วตรวจสอบด้วย TLC ระบบตัวท าละลายต่างๆ พบว่า

สามารถแยกสารบริสุทธิ 3 ชนิดได้แก่ 20- hydroxyecdysone (2), ajugasterone C (13) และ 

pterosterone (14) 

 

3.2.3 ส่วนสกัดหยาบชั้นเมทานอล  (Methanol extract) กิ่งไข่เน่า 

 น าส่วนสกัดหยาบเมทานอลของกิ่งไข่เน่า  น้ าหนัก 125.72 กรัม มาท าการแยกด้วยวิธี

คอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ silica  gel ขนาด 7747  เป็นตัวดูดซับและท าการแพ็คคอลัมน์ด้วย  

100% CH2Cl2  ท าการชะคอลัมน์ด้วยระบบตัวท าละลาย  100%  CH2Cl2, 100% CH2Cl2:MeOH 
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โดยค่อยๆเพิ่มขึ้นทีละ 5% MeOH และสุดท้ายเป็น 50 % CH2Cl2:50% MeOH ตามล าดับ ในขณะ

ที่ท าการชะคอลัมน์ต้องเก็บสารที่ไหลออกมาจากคอลัมน์ทุกๆ 200 mL โดยประมาณ แล้วจึงท า

การตรวจสอบด้วย  TLC โดยใช้ระบบตัวท าละลายต่างๆ พบว่าสามารถแบ่งสารได้  46 fractions 

ย่อย และรวม fractions ได้ 14 fractions มีลักษณะเป็น amorphous solid  ดังแสดงในแผนผังที่ 

3 

VG (s)-M-9/125.72 g 

                                                      CH2Cl2 : MeOH 

                   
                       Fr.1   Fr.2   Fr.3   Fr.4   Fr.5   Fr.6   Fr.7   Fr.8  Fr.9  Fr.10  Fr.11 Fr.12..Fr.13  
              Fr.1 VG(S)-M-9/1 (1.479 g)   Fr.8 VG(S)-M-9/20-23 (5.6924 g)        
              Fr.2 VG(S)-M-9/2-3 (0.9697 g)                 Fr.9 VG(S)-M-9/24-27 (8.0670 g)  
 Fr.3 VG(S)-M-9/4-7 (0.1026 g)  Fr.10 VG(S)-M-9/28-31 (5.2439 g)  
              Fr.4 VG(S)-M-9/8-10 (0.2968 g)  Fr.11 VG(S)-M-9/32-35 (5.4806g)   
              Fr.5 VG(S)-M-9/11-13 (1.3300 g)  Fr.12 VG(S)-M-9/36-39 (15.7055 g)   
              Fr.6 VG(S)-M-9/14-17 (2.9403 g)  Fr.13 VG(S)-M-9/40-43 (31.2601 g)   
              Fr.7 VG(S)-M-9/18-19 (2.3542 g)  Fr.14 VG(S)-M-9/44-46  (11.3209g)                
                   

แผนผังที่ 3  แสดงการแยกส่วนสกัดหยาบชั้น Methanol ของกิ่งไข่เน่า 
 

ในการแยกคอลัมน์ของ Fractions ท่ี 8 VG (S)-M-9/20-23 ในชั้น Methanol น้ าหนัก 5.692 g 
และท าการแยกคอลัมน์ต่ออีก 2 ครั้ง ครั้งแรกได้น้ าหนัก 2.348 กรัม โดยใช้  silica  gel ขนาด 
7734 เป็นตัวดูดซับและท าการแพ็คคอลัมน์ด้วย  100%  CH2Cl2 ท าการชะคอลัมน์ด้วยระบบตัวท า
ละลาย  100% CH2Cl2, 100% CH2Cl2:MeOH โดยค่อยๆเพิ่มขึ้นทีละ 5% MeOH และสุดท้าย
เป็น 50%CH2Cl2:50% MeOH ตามล าดับ และครั้งที่ 2 ได้น้ าหนัก 638.1 mg แต่ครั้งที่ 2 ท าการ
แยกคอลัมน์ โดยใช้ RP-18 ใน H2O:MeOH แล้วตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ระบบตัวท าละลาย
ต่างๆ พบว่าสามารถแบ่งสารได้ 7 fractions และได้สารที่บริสุทธิ์ใน fractions ท่ี 4 มีลักษณะเป็น 
amorphous solid ชื่อว่า agnuside (8) 
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    ในการแยกคอลัมน์ของ Fractions ย่อย ท่ี 5 VG(S)-M-51/11-24  ท าในท านองเดียวกับ
ข้างต้น สามารถแบ่งสารได้เป็น 8 fractions และได้สารที่บริสุทธิ์ใน fractions ท่ี 4 และ 7 มี
ลักษณะเป็น amorphous solid ได้แก ่turkesterone (1) และ 20-hydroxyecdysone (2)   
 
3.3 การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดสมุนไพรกิ่งไข่เน่า 

 
 ได้ส่งสารสกัดที่ท าการกสดได้ไปทดสอบที่ รองศาสตราจารย์ ดร . นันทนา อรุณฤกษ์ 
ภาควิชาโอษฐวิทยา คณะทันตแพทย์ศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ  
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