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6 คํ าแสด Bixa orellana Linn. Bixaceae ใบ
7 งิ้ว Bombax ceiba Linn. Bombacaceae เปลือกตน
8 ฝาง Caesalpinia sappan Linn. Caesalpiniaceae แกน
9 สมอดีงู Terminalia citrina Roxb. ex Flem. Combretaceae ผล
10 หนาดใหญ Blumea balsamifera (Linn.) DC. Compositae ใบ
11 หญาละออง Vernonia cinerea (Linn.) Less. Compositae ใบ
12 คว่ํ าตายหงายเปน Kalanchoe  pinnata  (Lamk.) Pers. Crassulaceae ใบ
13 พะยอม Shorea roxburghii G. Don Dipterocarpaceae เปลือกตน
14 น้ํ านมราชสีห Euphorbia hirta Linn. Euphorbiaceae ทั้งตน
15 ลูกใตใบ Phyllanthus amarus Schum. & Thonn. Euphorbiaceae ทั้งตน
16 สังวาลยพระอินทร Cassytha filiformis Linn. Lauraceae ทั้งตน
17 ฝายแดง Gossypium arboreum Linn. Malvaceae ใบ
18 สะเดาอินเดีย Azadirachta indica  A. Juss. Meliaceae เปลือกตน
19 สะเดาบาน Azadirachta indica A.Juss. var.siamensis Valeton Meliaceae เปลือกตน
20 มะกล่ํ าตาชาง Adenanthera  pavonina Linn. Mimosaceae ใบ
21 แกแล Maclura cochinchinensis  Corner Moraceae แกน
22 ขอย Streblus asper Lour. Moraceae เปลือกตน
23 พิลังกาสา Ardisia colorata Roxb. Myrsinaceae ผล
24 หวา Eugenia cumini  Druce Myrtaceae ใบ
25 กานพลู Eugenia caryophyllus Bullock & Harrison Myrtaceae ดอกตูม
26 เถาวัลยเปรียง Derris scandens (Roxb.) Benth. Papilionaceae เถา
27 เจตมูลเพลิงแดง Plumbago indica Linn. Plumbaginaceae ราก
28 กระชาย Boesenbergia pandurata Schltr. Zingiberaceae เหงา
29 ไพล Zingiber cassumunar Roxb. Zingiberaceae เหงา

3. วัสดุ
3.1  อาหารเลี้ยงเชื้อ บริษัทผูผลิต

MacConkey agar (MCA) Difco
Motility Medium Difco
Mueller Hinton Agar (MHA) Difco
Mueller Hinton Broth (MHB) Difco
Nutrient Agar (NA) Difco
Phenol Red Mannitol Broth Difco
Salmonella-Shigella (SS) Agar Difco
Triple Sugar Iron (TSI) Agar Difco
Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar Difco

3.2  ยาตานจุลินทรีย บริษัทผูผลิต
ampicillin (AM 10 µg /disc) Difco
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gentamicin (GM 10  µg /disc) Difco
nalidixic acid (NA 30  µg /disc) Difco
norfloxacin (NOR 10  µg /disc) Difco
trimethoprim - sulfamethoxazole Difco
(TMP-SMZ 25 µg /disc)

3.3  แผนยา ortho-nitrophenyl-beta-galactopyranoside (ONPG) Oxoid
3.4.  สารเคมี บริษัทผูผลิต

acetic anhydride Merck
ammonium hydroxide Merck
benzene Merck
chloroform Merck
cupper sulfate Merck
dimethylsulfoxide (DMSO) Merck
ethanol Merck
ethyl acetate   Merck
ferric chloride Merck
glacial acetic acid J.T.Baker
hydrochloric acid Riedel
n-hexane Merck
methanol Merck
petroleum ether J.T.Baker
silica gel No.Art. 7734 Kieselgel 60 Merck
sodium carbonate Merck
sodium chloride BDH
sodium hydroxide J.T.Baker
sulfuric acid J.T.Baker
TLC  Silica gel 60 GF254 Merck
สียอมกรัมประกอบดวย crystal violet, gram iodine, 95 % alcohol และ safranin
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4.  เครื่องมือและอุปกรณ
4.1  กระดาษ กรอง, Whatman No. 4
4.2  กระดาษกรอง  ขนาดรู 0.45 µm, Sartorius
4.3  กระดาษลิตมัส, Whatman
4.4  กระบอกฉีดยา
4.5  กลองจุลทรรศน, Olympus
4.6  โกรง
4.7  เครื่องแกวสํ าหรับทดลองทางจุลชีววิทยา
4.8  เครื่องเขยาหลอด (Vortex mixer), Scientific Industries
4.9  เครื่องชั่ง 2 ตํ าแหนง, Avery Berkel
4.10  เครื่องชั่ง 4 ตํ าแหนง, Sartorius
4.11  เครื่องบดสมุนไพร
4.12  เครื่องเปาลมรอน, National
4.13  เครื่องระเหยแหงแบบแชแข็ง ( Freez-dryer), FTS system, Inc.
4.14  เครื่องระเหยแหงแบบหมุนพรอมลดความดัน, Eyela, Rikakikai Co.,Ltd.
4.15  ชุดกรองเชื้อ, Millipore Cooperation, U.S.A.
4.16  เดสซิเคเตอร
4.17  ตูแชแข็ง, Sanyo
4.18  ตูบมเชื้อ (Incubator), Heraeus
4.19  ตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow), Issco International Scientific Co., Ltd.
4.20  ตูเย็น, Sanyo
4.21  ตูอบเครื่องแกว (Hot air oven ), บริษัทธเนศพัฒนาจํ ากัด
4.22  เตาแมเหล็ก (Stirring hot plate), Thermolyne Cooperation
4.23  ถวยกระเบื้องสีขาว
4.24  ปากคีบปลายแหลม
4.25  ผาขาวบาง
4.26  แผน disc ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 mm, Schleicher & Schuell
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4.27  ไมโครปเปต ขนาด 1-10 µl, 10-100 µl และ 100-1000 µl, Eppendorf
4.28  ไมพาย
4.29  สํ าลี
4.30  หมอเคลือบ
4.31  หมอน่ึงฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํ า (Autoclave), Tomy Seico Co., Ltd.
4.32  อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath), Eyela  Rikakikai Co., Ltd.
4.33  Multipoints inoculator
4.34  Pipette tip ขนาด 1-10 µl, 10-100 µl และ 100-1000 µl, Euro Lab
4.35  Glass separator
4.36  TLC tank
4.37  U.V. carbinet
4.38  Vernier caliper

วิธีการทดลอง

1.  การจํ าแนกเชื้อ Shigella ที่แยกไดจากผูปวย
นํ าเชื้อ Shigella spp. ที่แยกไดจากอุจจาระของผูปวยที่มารักษาที่โรงพยาบาลสงขลานครินทร

ในชวงเดือน มีนาคม พ.ศ. 2541 ถึง เดือนมกราคม พ.ศ. 2542  ซ่ึงเชื้อทั้งหมดไดรับการเพาะ
แยก และ วินิจฉัยขั้นตนโดยหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา ของโรงพยาบาลสงขลานครินทร มาเพาะ
เลี้ยงในอาหาร Nutrient agar  นํ าไปบมในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 35 OC เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง
จากน้ันคัดเลือกโคโลนีเด่ียว ๆ streak ลงบนอาหาร MacConkey agar (MCA), Salmonella-
shigella agar (SS) และ Xylose lysine deoxycholate agar (XLD) นํ าไปบมที่อุณหภูมิ
35 OC เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีบนอาหาร MCA และ SS ที่มีลักษณะใสไมมีสี
(nonferment lactose)  และโคโลนีสีแดงหรือชมพูออนบนอาหาร XLD นํ าไปเพาะเลี้ยงตอ ใน
อาหาร Triple sugar iron (TSI) agar และ Motility medium  บมที่อุณหภูมิ 35 OC  เปน
เวลา 18-24 ชั่วโมง   คัดเลือกโคโลนีที่ใหผล TSI  ดังน้ี alkaline slant /acid butt ไมสราง
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gas และ ไมสราง H2S และ ไมเคลื่อนที่ ใน Motility medium นํ าไปทดสอบเพื่อแยก species
โดยใชปฏิกิริยาชีวเคมี โดยทดสอบการ ferment น้ํ าตาล Mannitol และ ONPG
(Otho-nitrophenyl-beta-d-galactopyranoside) โดยวิธีของ Oxoid

สวนการตรวจสอบทาง serology โดยการตรวจหา serogroup ทํ าโดยเขี่ยเชื้อที่ตองการ
ทดสอบลงบนสไลด ที่มีหยดนํ้ าเกลือหยดอยู ผสมใหเขากัน โดยใช loop ปายวนไปวนมา
ประมาณ 30 วินาที เพ่ือผสมเปนเน้ือเดียวกัน ถาสวนผสมระหวางเชื้อกับนํ้ าเกลือเขากันดีมีความ
ขุนและไหลไปพรัอมกันแลว  จึงคอย ๆ หยด antiserum ลงไป 1 loop เต็ม ผสมใหเขากันดี
โดยใช loop  และสังเกตการเกิดการจับกันเปนกอน หรือเกิด  agglutination ภายในเวลา
30-60 วินาที (นันทนา อรุณฤกษ, 2537) แตในการศึกษาครั้งน้ีไมไดทํ าการทดสอบแตนํ าผลจากที่
ไดรับการยืนยันจากกรมวิทยาศาสตรการแพทยมาเปนขอมูลแทน

2.  การทดสอบความไว ของ Shigella ตอยาตานจุลินทรีย โดยวิธี disc diffusion
ทดสอบตามวิธีมาตรฐานของ NCCLS (1993)

 2.1 วิธีการเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ
เพาะเลี้ยงเชื้อ Shigella spp. บนอาหาร Mueller Hinton agar (MHA) ที่อุณหภูมิ

35 OC  เปน เวลา 24  ชั่วโมง  จากน้ันใช loop แตะเชื้อที่เปนโคโลนีเด่ียว จํ านวน 3-5    โคโลนี
นํ ามาใสในหลอดทดลองซึ่งมีอาหาร Mueller Hinton broth (MHB) ปริมาตร 4 ml นํ าไปบมใน
ตูบมเชื้อ ที่อุณหภูมิ 35 OC  เปนเวลา 3-5 ชั่วโมง เพ่ือใหไดเชื้อที่กํ าลังเจริญในระยะ log phase
จากน้ันปรับปริมาณเชื้อดวย 0.85 % NaCl ไรเชื้อ ใหไดเชื้อ เทากับ 1.5 X 108  CFU/ml โดย
เทียบความขุนกับ McFarland standard No. 0.5

2.2  วิธีการทดสอบ
ใชไมพันสํ าลีไรเชื้อ จุมเชื้อ Shigella   spp. จาก ขอ 2.1 มาพอหมาด ๆ แลว streak

ใหทั่วผิวหนาอาหาร MHA โดย streak ในแนว 3 ระนาบ  โดยหมุนจานเพาะเชื้อในแนว 60
องศา เพ่ือใหเชื้อกระจายสมํ่ าเสมอกัน วางทิ้งไว 3- 5 นาที  เพ่ือใหผิวหนาอาหารแหง หลังจากนั้น
ใช forcep ลนไฟปลอยใหเย็น  คีบแผนยามาตรฐาน ไดแก ampicillin, gentamicin,
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nalidixic acid, norfloxacin และ TMP-SMZ วางบนผิวหนาอาหาร MHA โดยแตละแผนวาง
หางกัน ประมาณ 15-20 mm และหางจากขอบจานอาหารเพาะเชื้อ ประมาณ 15 mm นํ าจาน
เพาะเชื้อ ที่วางแผนยาแลวไปบมเพาะเชื้อในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ 35 OC  ประมาณ 16-18 ชั่วโมง

2.3  การอานผล
สังเกตวงใสรอบแผนยา (clear zone) และ วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส ดวย

Vernier caliper  นํ าคาที่ไดไปเปรียบเทียบกับตารางมาตรฐาน (Lorian, 1996) ซ่ึงจะแสดงผล
ออกมา 3 ลักษณะ

Susceptible (S) เชื้อมีความไวตอยาตานจุลินทรีย
Intermediate (I) เชื้อมีความไวปานกลางตอยาที่ทดสอบ
Resistant    (R) เชื้อด้ือยาที่ใชทดสอบ

3.  การสกัดสารจากพืชสมุนไพร
นํ าพืชสมุนไพรที่เก็บไดคัดสวนที่ใชแลวนํ ามาลาง ชั่ง สับเปนชิ้น เล็ก ๆ อบแหงที่อุณหภูมิ

50 OC   จนแหง บดใหละเอียดและชั่งน้ํ าหนัก จากน้ันนํ าผงแหงมาแบงเปน 2 สวน
สวนที่ 1  นํ ามาสกัดดวย alcohol โดยการแชเปนเวลา 7 วัน แลวกรองเอาสวนสกัดไป

ระเหยใหแหง ภายใตความดัน นํ ากากมาสกัดซ้ํ าอีก 2 ครั้ง  ระเหยแหงแลวรวบรวมสารสกัดแหง
ทั้งหมดมาชั่งน้ํ าหนัก จากน้ันเก็บสารสกัดแหงที่อุณหภูมิ -29 OC

สวนที่ 2  นํ ามาตมกับนํ้ ากลั่น ในหมอเคลือบจนเดือด เปนเวลา 30 นาที จากน้ันกรองสาร
ละลายผานผาขาวบาง สํ าลี และกรองอีกครั้งดวยกระดาษกรอง Whatman No. 4 ตามลํ าดับ นํ า
สารละลายใสที่ไดมาเค่ียวโดยใชไฟออน ๆ ดวยอุณหภูมิประมาณ 50 OC  จนกระทั่งไดสารสกัด
เขมขน นํ าสารสกัดที่ไดน้ีมาทํ าใหแหงดวยเครื่องระเหยแหงแบบแชแข็ง เก็บในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ
-29 OC

4.  การทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อ Shigella spp. ของสารสกัดพืชสมุนไพร  โดยวิธี disc
diffusion
ดัดแปลงจาก วิธี ของ NCCLS (1993)

4.1  วิธีการเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ
ทํ าการเตรียมเชื้อเชนเดียวกับวิธีในขอ 2.1
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4.2  วิธีการเตรียมสารสกัดเพื่อใชทดสอบ
ละลายสารสกัดที่ตองการทดสอบใหมีความเขมขน 100 mg/ml โดยที่ในสารสกัดดวย

alcohol จะละลายดวย dimethylsulfoxide (DMSO) สวนสารสกัดดวยนํ้ า จะละลายดวยนํ้ า
กลั่นไรเชื้อ  กรองสารละลายผานกระดาษกรองไรเชื้อ ขนาดรู 0.45 µm หลังจากนั้น  ดูดสารสกัด
มา 10 µl หยดลงบนแผน disc  ไรเชื้อ ที่วางบนแผนตะแกรงดังน้ี

แผนเปยก หลังหยดสารสกัดแลวนํ าไปทดสอบทันที
แผนแหง หลังหยดสารสกัดแลวนํ าไปผึ่งในตูอบ ที่อุณหภูมิ 40 OC  จนแผน disc

แหงจึงนํ าไปทดสอบ
แผนชุดควบคุม ใชตัวทํ าละลาย คือ DMSO และนํ้ ากลั่นไรเชื้อ แทนสารสกัด

4.3  วิธีการทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อ Shigella  spp.
ใชไมพันสํ าลีไรเชื้อ จุมเชื้อ Shigella  จากขอ 4.1 มาพอหมาด ๆ แลว streak  ใหทั่วผิว

หนาอาหาร MHA โดย streak เปน แนว 3 ระนาบ โดยหมุนจานเพาะเชื้อ ในแนว 60 องศา วาง
ทิ้งไว 3-5 นาที เพ่ือใหผิวหนาอาหารแหง  ใช forcep  ลนไฟทิ้งใหเย็น คีบแผน disc ที่ชุบสาร
สกัด และ แผน disc ที่เปนชุดควบคุม  วางบนผิวหนาอาหาร  จากน้ันนํ าไปบมเพาะเชื้อ ที่
อุณหภูมิ 35 OC เปนเวลา  18 ชั่วโมง ทํ าการทดสอบสารสกัดละ 2 ซ้ํ า

4.4  การอานผล
สังเกตการเกิดวงใส และวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสดวย Vernier caliper

5.  การทดสอบหาคา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ของสารสกัดพืช
สมุนไพรตอ Shigella spp. โดยวิธี  agar dilution
โดยทดสอบตามวิธีของ NCCLS (1993) โดยประยุกตใช multipoints inoculator ขนาด
0.001-0.003 ml/spot ในการหยดเชื้อ

5.1  วิธีการเตรียมเชื้อที่ใชทดสอบ
เลี้ยงเชื้อ Shigella  บนอาหาร MHA ที่ อุณหภูมิ 35 OC  เปนเวลา 24 ชั่วโมง ใช

loop เขี่ยเชื้อมา 4-5 โคโลนี ใสในอาหาร MHB ปริมาตร 4 ml นํ าไปบมเพาะเชื้อที่ อุณหภูมิ
35 OC  เปนเวลา 3-5 ชั่วโมง จากน้ันนํ ามาเจือจางดวย 0.85 % NaCl ไรเชื้อ ใหไดความขุนเทา
กับ McFarland standard No. 0.5 จากน้ันเจือจางตอดวยอัตราสวน 1 : 20  ดวย 0.85 %
NaCl ไรเชื้อ เพ่ือใหมี ปริมาณเชื้อ เทากับ 5 X 106  CFU/ml
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5.2  วิธีการเตรียมสารสกัด
เตรียม stock solution ของสารสกัดหยาบที่สกัดดวย alcohol โดยละลายดวย

DMSO ใหมีความเขมขน 400 mg/ml สวนสารที่สกัดดวยนํ้ า เตรียม stock solution ใหมี
ความเขมขน 40 mg/ml ดวยนํ้ ากลั่นไรเชื้อ จากน้ัน เจือจาง stock solution แบบลํ าดับสอง
(Serial 2-fold dilution) ในน้ํ ากลั่นไรเชื้อใหได 7 ความเขมขน โดยที่ในสารสกัดหยาบดวย
alcohol จะมีความเขมขนอยูระหวาง 400-6.25 mg/ml สวนสารสกัดหยาบดวยนํ้ า จะมีความเขม
ขนอยูระหวาง 40-0.625 mg/ml

เตรียม stock solution ของสารที่แยกเปน  fraction โดยละลายดวย DMSO ใหมี
ความเขมขน 100 mg/ml จากน้ันเจือจางสารสกัดแบบลํ าดับสอง (Serial 2-fold dilution) ในน้ํ า
กลั่นไรเชื้อ ใหได 7 ความเขมขน ซ่ึงอยูระหวาง 100-1.56 mg/ml

5.3  วิธีการทดสอบ
ดูดสารสกัดหยาบดวย alcohol และ สารจาก fraction ความเขมขนละ 200 µl ผสมให

เขากับอาหาร MHA หลอมเหลว 19.8 ml  สวนสารสกัดหยาบดวยนํ้ า ดูดมาความเขมขนละ
2 ml ผสมใหเขากับอาหาร MHA หลอมเหลว 18 ml เทอาหารที่ไดลงในจานเพาะเชื้อ ขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 9 cm จานละ 20 ml  ดังน้ันความเขมขนที่ทดสอบของสารสกัดหยาบดวย
alcohol และ น้ํ าอยูในชวง 4.0-0.0625 mg/ml สวนสารที่แยกเปน fraction อยูในชวง  1.0-
0.0156 mg/ml   ทิ้งไวใหวุนแข็งตัวทํ าความเขมขนละ 2 ซ้ํ า   จากน้ันดูดเชื้อที่เตรียมไวในขอ
5.1 มา 300 µl ใสในหลุมของ multipoints inoculator  จากน้ันใช multipoints inoculator
แตะเชื้อขึ้นมานํ าไปแตะบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปนชุดควบคุมและอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสารสกัดผสม
อยูที่ความเขมขนตาง ๆ โดยที่ชุดควบคุมจะใชตัวทํ าละลาย คือ DMSO และนํ้ ากลั่นไรเชื้อแทน
สารสกัด  โดยที่ความเขมขนของ เชื้อที่ทดสอบประมาณ 1x10 4 CFU/spot บมที่อุณหภูมิ 35oC
เปนเวลา 24 ชั่วโมง

5.4  การอานผล
สังเกตและบันทึกระดับความเขมขนตํ่ าสุด ของสารสกัดที่ไมมีเชื้อขึ้นเลย หรือมีจํ านวน

นอยมากประมาณ 1-3 โคโลนี หรือขึ้นแบบจาง ๆ เห็นไมชัดเปนคา   MIC

6.  การแยก fraction ของสารสกัดหยาบโดยวิธี Quick column chromatography
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นํ าสารสกัดหยาบที่ใหคา MIC ตํ่ าสุด ตอเชื้อ Shigella ทุกสายพันธุที่นํ ามาทดสอบ มาทํ าการ
แยกสารสกัดออกเปนสวน ๆ โดยวิธี Quick column chromatography โดยใช Silica gel 60
(No. 7734)  particle size 0.040-0.063 mm เปน stationary phase สวน mobile phase
จะเริ่มใชตัวทํ าละลาย ที่มีความมีขั้วตํ่ ากอน และเพิ่มความมีขั้วขึ้นไป ตามลํ าดับดังน้ี n-hexane,
n-hexane-ethyl acetate, ethyl acetate, ethyl acetate-methanol, methanol,
methanol-น้ํ ากลั่น จากน้ันนํ าแตละ fraction ไป spot ลงบนแผน Thin layer
chromatography   รวม fraction ที่ใหผลโครมาโทแกรมเหมือนกัน  นํ ามาระเหยใหแหง เก็บ
ไวในตูเย็น อุณหภูมิ 4 OC

7.  การทดสอบทางเคมีเบื้องตนของสารสกัดจากพืช (Phytochemical Screening Test)
โดยใชปฏิกิริยาทางเคมี
 (ดัดแปลงตามวิธีของวีณา จิรัจฉริยากูล, 2534  และ สงขลานครินทร, มหาวิทยาลัย, คณะเภสัช
ศาสตร, 2542)

7.1  Screening for alkaloids
นํ าสวนสกัดมา 25 ml ระเหยใหแหง นํ าสารสกัดที่ไดมาละลายใน 5% hydrochloric

acid  20 ml กรองเอาสารละลายมาแบงเปน 5 หลอดแลวทดสอบดังน้ี
หลอดที่ 1 ใชเปนชุดควบคุม
หลอดที่ 2 เติม Wagner’s reagent ผล positive จะไดตะกอนสีน้ํ าตาล
หลอดที่ 3 เติม Marme’s reagent ผล positive จะไดตะกอนสีขาว
หลอดที่ 4 เติม Mayer’s reagent  ผล positive จะไดตะกอนสีขาว-ครีม
หลอดที่ 3 เติม Dragendorff’s reagent ผล positive จะไดตะกอนสีสม

7.2  Screening for flavonoids  (Shinoda test)
7.2.1  นํ าสวนสกัดมา 20 ml ระเหยใหแหงบน water bath  จากน้ันทํ าใหเย็น  ทํ าการ

ลางไขมัน และ สี ของสวนสกัด โดยละลายสารสกัดดวย petroleum ether  หลาย ๆ ครั้ง  ริน
ออก จนกระทั่ง petroleum ether ไมมีสี (รวมสารละลายในชั้น petroleum ether  ระเหยแหง
เก็บไวตรวจสอบ sterols และ triterpenes)

7.2.2  สกัดกากจากขอ 7.2.1 ที่ลางไขมันและสีออกไปแลว ดวย 50 % ethanol  10
ml  กรอง แบงเปน 2 สวนเปนชุดควบคุม 1 สวน ชุดทดสอบ 1 สวน   ทดสอบสารกลุม



62

flavonoids โดยการนํ าสวนสกัด มาเติม magnesium ribbon   ชิ้นเล็ก ๆ ลงไป 2-3 ชิ้น ขนาด
ยาว   2-3 mm แลวหยด hydrochloric acid เขมขนลงไป 3-4 หยด ดูสีที่เกิดขึ้นภายใน 1-2
นาที ผล positive จะใหสีแดง  สม  เลือดหมู-มวง เขียว หรือ น้ํ าเงิน

7.3  Screening for anthraquinones  (ฺBorntrager’s test)
7.3.1  นํ าสวนสกัดมา 20 ml ระเหยใหแหง เติม 10% sulfuric acid 10ml ตมให

เดือด เปนเวลา 5 นาที กรองสารละลายออกมาทิ้งไวใหเย็น
7.3.2  นํ าสารละลายที่ไดมาสกัดกับ benzene 5 ml โดยเขยาเบาๆ  แยกชั้น benzene

ออกมา
7.3.3  นํ าสารละลายในชั้น benzene มาเติม 10% sodium hydroxide 1 ml เขยา

แลวปลอยใหแยกชั้น สังเกตสีที่เกิดขึ้นในชั้นดาง ผล positive ในชั้นดางจะมีสีชมพูถึงแดง
7.4  Screening for sterols และ triterpenes

7.4.1  ใชสารสกัดในชั้น  petroleum ether  ในขอ 7.2.1  มาละลายใน chloroform
15 ml  แบงออกเปน 2 สวน  โดยใชเปนชุดควบคุม 1 สวน

7.4.2  Liebermann-Burchard test
นํ าสวนที่ 1 มาระเหยแหงเติม acetic anhydride 3 หยดในถวยกระเบื้อง คน

ใหละลายเขากัน เติม  sulfuric acid เขมขนจํ านวน 3 หยด สังเกตสีทันที  (เทียบกับสีเดิม)  ถา
มีกลุมสาร ที่มีสูตรโครงสรางเปน sterols จะใหสีน้ํ าเงินถึงสีเขียว แตถามีกลุมสารที่มีสูตรโครง
สรางเปน triterpenes จะใหสีแดงชมพูถึงสีมวงแดง

7.5  Screening for saponin glycosides
นํ าสวนสกัดมา 30 ml ระเหยใหแหง เติมน้ํ ารอน 20  ml คนใหเขากัน อุนบน water

bath 1-2 นาที กรองนํ าสารละลายมาทดสอบ
7.5.1  การทดสอบการเกิดฟอง (Froth test)

นํ าสวนสกัด 1 ml ใสในหลอดทดลอง   เติมน้ํ า 5 ml ปดจุกหลอด แลวเขยา
โดยแรงเปนเวลาประมาณ 30 วินาที สังเกตลักษณะของฟองที่เกิดขึ้นและเวลาที่ฟองยังคงอยู ถา
มี saponin glycosides  จะเกิดฟองที่คงตัวอยูนานกวา 30 นาที และฟองมีลักษณะคลายรังผึ้ง

7.5.2  Liebermann-Burchard test
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นํ าสวนสกัดมา 3 ml ใสในถวยกระเบื้อง ระเหยบนอางน้ํ ารอนใหแหง ทํ าใหเย็น
เติม petroleum ether เพ่ือละลายสีที่ติดมาออก แลวเอาคราบที่เหลือ (residue) มาละลายใน
chloroform นํ ามากรองแบงเปน 2 สวน

สวนที่ 1 เปนชุดควบคุม
สวนที่ 2 เติม acetic anhydride 3 หยด ผสมใหเขากัน แลวเติม sulfuric acid

เขมขน 3 หยดสังเกตสีที่เกิดขึ้น ถามีอะไกลโคนที่มีสูตรโครงสรางเปน steroid saponin จะใหสี
น้ํ าเงินถึงสีเขียวถา aglycone เปน triterpenoid saponin จะใหสีแดง ชมพูถึงสีมวงแดง

7.6  Screening for cardiac glycosides
ประกอบดวย 3 การทดสอบ เพ่ือตรวจหา unsaturated lactone ring, steroidal

nucleus และ deoxy sugar
7.6.1  การตรวจสอบ unsaturated lactone ring ทดสอบโดยใช Kedde ’s reagent

โดยแบงสวนสกัดมา  2-3 หยด ใสในถวยกระเบื้อง เติม Kedde ’s reagent  1-2 หยด ผสมให
เขากัน และเติมสารละลาย 5 % ของ potassium hydroxide ใน alcohol  1-2 หยด ผล
positive จะเกิดสีมวงแดง ทันที เม่ือทิ้งไวสักครู สีจะซีดหายไป  และ ทดสอบ โดยใช
Raymond ’s reagent  โดยแบงสวนสกัดมา 2-3 หยด  ใสในถวยกระเบื้อง  เติม Raymond ’s
reagent 1-2 หยด และเติมสารละลาย 5 % ของ potassium hydroxide ใน alcohol 1-2
หยด ผล positive จะเกิดสีมวงนํ้ าเงิน ทันที เม่ือทิ้งไวสักครู สีจะซีดหายไป

7.6.2  การตรวจสอบ steroidal nucleus  โดยการทํ า Liebermann-Burchard test
ทดสอบโดยการแบงสวนสกัดมา 3 ml ระเหยใหแหง ทํ าการทดสอบเหมือนการทดสอบสารกลุม
saponin สังเกตสีที่เกิดขึ้น ถามี aglycone ซ่ึงมีสูตรโครงสรางเปน steroid จะใหสีน้ํ าเงินถึงสี
เขียว

7.6.3  การตรวจสอบ deoxy sugar โดยการทํ า Keller-Kiliani test โดยการแบงสวน
สกัดที่ตองการทดสอบมา 1 ml ใสในหลอดทดลอง  เติม glacial acetic acid  เขมขน 1 ml
และสารละลาย 10 % ferric chloride 1-2 หยด ผสมใหเขากัน เอียงหลอดทดลอง     คอย ๆ
ริน  sulfuric acid เขมขนปริมาตร  1 ml  ลงไปตามผนังดานในของหลอดทดลอง ใหเกิดการ
แยกชั้น  สังเกตสีตรงรอยตอ ผล positive  ตรงรอยตอของสารละลายจะไดวงแหวนสีน้ํ าตาล
แดง

7.7  Screening for tannins และ phenolic compounds
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นํ าสวนสกัด 100 ml มาระเหยใหแหง  เติมน้ํ ากลั่นรอน 25 ml ลงไปละลายทิ้งใหเย็น
กรอง จากน้ันนํ าสวนสารละลายมาเติม 10 % sodium chloride 3-4 หยด ถามีตะกอนเกิดขึ้น
ใหกรองออก (เปน  non-tannin components) แบงสารละลายเปน 4 หลอด

หลอดที่ 1 เปนชุดควบคุม
หลอดที่ 2 เติม 1 % gelatin solution สังเกตการเกิดตะกอน ผล positive จะได

ตะกอนสีขาวขุน
หลอดที่ 3 เติม 1% ferric chloride  2-3 หยด สังเกตสีที่ได ผล positive จะไดสี

เขียวดํ า หรือ น้ํ าเงินดํ า
หลอดที่ 4 เติมน้ํ ายาอิ่มตัวของ bromine ในน้ํ า 2-3 หยด สังเกตการเกิดตะกอน  ผล

positive  จะไดตะกอนเบามีสีขาวอมเหลือง
การประเมินผล
1.  ถาไมเกิดสีกับ 1% ferric chloride แสดงวาไมมี tannins และ phenolic

compounds
2.  ถาไดสีเขียวดํ า เม่ือเติม 1% ferric chloride  และ ใหตะกอนตะกอนเบามีสีขาวอม

เหลืองกับนํ้ ายาอิ่มตัวของ bromine ในน้ํ า แสดง วามี tannins ชนิด  catechol
3.  ถาไดสีน้ํ าเงินดํ า เม่ือเติม 1 % ferric chloride และไมใหตะกอนกับ น้ํ ายาอิ่มตัว

ของ bromine ในน้ํ า  แสดงวามี tannins ชนิด  pyrogallol
4.  ถาไมเกิดตะกอนกับ 1% gelatin solution  แตเกิดสีกับ 1% ferric chloride

แสดงวาไมมี tannins แตมี phenolic compounds
7.8  Screening for lactone glycosides (coumarin  glycosides)

7.8.1  นํ าสารสกัดมาประมาณ 0.5 g ใสหลอดทดลอง  เติมน้ํ ากลั่นเล็กนอยเพื่อใหชื้น
7.8.2 ปดหลอดทดลองดวยจุกคอรก ซ่ึงมีที่แขวนกระดาษกรองชุบสารละลาย

10% sodium hydroxide  ไวพอหมาด ๆ แขวนอยู
7.8.3  นํ าหลอดทดลองมาแชในอางน้ํ าเดือด ประมาณ 15 นาที
7.8.4 เปดจุกคอรก นํ าแถบกระดาษกรองที่แขวนไวมาวางบนกระจกนาฬิกา นํ าไปวาง

ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 366 nm สังเกตสีบนแถบกระดาษกรองถามี
coumarins ชนิดที่ระเหยได ผลที่ไดจะเห็นแถบกระดาษกรองเรืองแสงสีเขียวอมเหลือง หรือสีฟา
(ถาเรืองแสงสีฟา จะเกิดขึ้นทันทีที่วางในแสงอัลตราไวโอเลต)
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7.9  Screening for iridoid glycosides
7.9.1  นํ าสารสกัดมา 0.5 g ใสในหลอดทดลอง เติม 2% sulfuric acid ลงไปใหทวม
7.9.2  เขยา  รินสารละลาย มา 1 ml เติม Iridoid’s reagent ปริมาตร 1 ml นํ าไปตม

ในอางน้ํ าเดือด เปนเวลา 1 นาที ผล positive จะเกิดสีเขียวถึงน้ํ าเงินหรือมีตะกอนดํ าเกิดขึ้น




