
บทที่ 3

การทดลอง

3.1 พืชตัวอย่าง
เปลือกต้นเปล้าใหญ่ Croton oblongifolius Roxb. ได้จากอำเภอภูเรือ จังหวัดเลย ใน 

เดือนเมษายน 2544 เม่ือได้ตรวจลอบเทียบกับลักษณะตัวอย่างพืชในหอพรรณไม้ท่ีกรมป่าไม้พบ 
ว่ามีลักษณะเหมือนกับต้นเปล้าใหญ่ หมายเลขกำกับ BKF 084729

3.2 วัสดุและเคร่ืองมือ
3.2.1 Gas Chromatograph-Mass spectrometer (GC-MS)

GC model 8000-MS model Trio 2000 ของบริษัท Fisons ประเทศอังกฤษ
3.2.2 Ultraviolet-Visible Spectrometer (UV-VIS)

ของบริษัท Hewlett Packard 8452 (A diode array spectrophotometer in 
chloroform)

3.2.3 Fourier Transform-Infrared spectrophotometer (FT-'IR)
model 410 ของบริษัท Nicolet Impact

3.2.4 Fourier Transform Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (FT-NMR)
model AC-F200 ของบริษัท Bruker ประเทศสวิสเชอร์แลนด์ และ model JNM- 
A 500 ของบริษัท Jeol ประเทศญ่ีป่น

3.2.5 Optical Rotation
polarimeter รุ่น 341ฃองบริษัท Perkin-Elmer

3.2.6 High Performance Liquid Chromatograph (HPLC)
model LC-3A ของบริษัท Shimadzu ประเทศญ่ีป่น

3.2.7 เครืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary vacuum evaporator)
ของบริษัท Buchi ประเทศสวิสเซอร์แลนด์

3.2.8 เครืองหาจุดหลอมเหลว (Fisher-John Melting Point Apparatus)
ของบริษัท Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา
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3.3 สารเคมี
3.3.า ตัวทำละลาย ใช้ตัวทำละลายคุณภาพช้ันอุตสาหกรรม ทำให้บริสุทธ้ิด้วยการกลั่น 

ตัวทำละลายท่ีใช้ได้แก่ เฮกเชน คลอโรฟอร์ม เมธานอล เอธานอล แอชีโตน เอธ ิลแอซิเตต และ 
อเธอร์

3.3.2 ตัวดูดซับ ใช้ชิลิกาเจลชนิด 60G Art 7734 และArt 9385 ลำหรับคอลัมน์โครมาโต
กราพีเ

3.3.3 TLC Plastic Sheets Silica Gel 60 F254 และ TLC Aluminium sheets Silica Gel 
60 F254 ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี

3.3.4 Sephadex LH-20 ของบริษัท Pharmacia Biotech AB. ประเทศสวีเดน
3.3.5 Xantine Oxidase (from microorganism) า00 units ของบริษัท Sigma
3.3.6 Allopurinol (4-Hydroxypyrazolo [3,4] pyrimidine) ของบริษัท Sigma
3.3.7 บทc Acid (2,6,8-Trihydroxypunne) Minimum 99% ของบริษัท Sigma
3.3.8 Xanthine (2,6-Dihydroxypurine) 99% ของบริษัท Sigma
3.3.9 Sodium Phosphate Buffer pH 7.5

3.4 การสกัด
นำเปลือกต้นเปล้าใหญ่แห้งและบดละเอียดน้ําหนัก 6 กิโลกรัม มาสกัดด้วยการแช'ใน 

เฮกเซน 10 ลิตร เอธิลแอซิเตต 10 ลิตร และเมธานอล 10 ลิตร ตามลำดับ กรองลารละลายท่ีได้ 
แล้วนำใปกล่ันแยกตัวทำละลายออกจนหมด โดยกล่ันแบบลดความดันแล้วระเหยแห้งบนอ่างนำ 
เดือดได้ ล่ิงลกัดในเฮกเซนมีลักษณะข้นเหนียวลีน้ําตาล ล่ิงลกัดในเอธิลแอซิเตตมีลักษณะข้น 
เหนียวสีน้ําตาลแดง และส่ิงสกัดในเมธานอลมีลักษณะข้นเหนียวสีน้ําตาลดำ
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แผนภาพท่ี 3 ข้ันตอนการสกัดสารจากเปลือกต้นเปล้าใหญ่

ผงเปลือกต้นฟล้าใหญ่แห้ง (6 กิโลกรัม)

เฮกเซน(10 ลิตร)

I “ ท
ส่ิงสกัดในเฮกเซน (30.5 กรัม) ส่ิงท่ีเหลือจากการสกัดด้วยเฮกเชน

เอธิลแอชิเตต(10 ลิตร)

ส่ิงสกัดในเอธิลแอชิเตต (102.3 กรัม) ส่ิงท่ีเหลือจากการสกัดด้วยเอธิลแอชเิตต

เมธานอล(10 ลิตร)

ส่ิงสกัดในเมธานอล (151.1 กรัม) ส่ิงท่ีเหลือจากการสกัดด้วยเมธานอล

3.5 การแยกสาร
3.5.1 การแยกสา?จากส่ิงสกัดในเฮกเซน

นำส่ิงสกัดในเฮกเชนหนัก 30.5 กรัม แยกด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโตกราหีเโดยใช้ 
คอลัมน์ขนาดเลันผ่าศูนย์กลาง 7.5 เซนติเมตร บรรจุด้วยชิลิกาเจล 40 กรัม ชะสารด้วยตัวทำ 
ละลายเฮกเซน และค่อย เๆพ่ิมเอธิลแอชิเตตจนถึง 100% ลามารถแยกสารประกอบได้จากส่ิงสกัด 
ในเฮกเซนใด้ 1 ชนิด ตกผลึกใน 5%เอธิลแอชิเตตในเฮกเชนมีลักษณะเป็นผลึกลีขาว จุดหลอม 
เหลว146-148 °c (สาร 1)

3.5.2 ทา?แยกสารจากส่ิงสกัดในเอธิลแอชิเตด
นำสิ่งสก ัดในเอธิลแอชิเตตหนัก 102.3 กรัม แยกด้วยวิธ ีคอลัมน์โครมาโตกราหีเ 

โดยใช ้คอลัมน ์ขนาดเส ้นผ ่าศ ูนย ์กลาง 7.5 เซนติเมตร บรรจุด้วยชิลิ.กาเจล 100 กรัม ซะสารด้วยตัว 
ทำละลายเฮกเซน และค่อยๆเพ ิ่มเอธ ิลแอชิเตต และเมธานอลจนถึง 100% สามารถทำการแยก 
สารประกอบใด ้จากส ิ่งสก ัดในเอธ ิลแอช ิเตตได ้ 3 ชนิดคือ สาร 2 มีล ักษณะข้นเหนียวโปร่งแลง แยก 
มาในส,วนที่ซะด้วย 30%เอธ ิลแอช ิเตตในเฮกเซน สาร 3 มีล ักษณะเหนียวโปร่งแลง แยกมาในส่วน 
ที่ซะด้วย 30%เอธ ิลแอ'ชิเตต'ในเฮกเซน และสาร 4 มีล ักษณะเป ็นม ีล ักษณะข้นเหนียวโปร่งแลง 
แยกมาในส่วนที่ชะด ้วย 40%เอธิลแต้ซ ิเตต'ในเฮกเชน



20

3.5.3 ทารแยกสารจาทส่ิงสกัดในเมธานอล
ส่ิงสกัดในเมธานอลหนัก 151.1 กรัม ไม่สามารถทำการแยกได้เน่ืองจากไม่ 

ละลายในตัวทำละลาย

3.6 การเตรียมสารตัวอย่างเพ่ือทดสอบฤทธ๋ึยับยงเอนไซม์แซนฑึนออกซิเดส
ละลายสารประกอบท่ีสกัดจากสมุนไพรท่ีได้จากข้อ 3.4 และสารตัวอย่างอ่ืนๆท่ีต้องการ 

ทดสอบใน 1% ไดเมธิลชัลฟอกไซด์ (Dimethyl sulfoxide: DMSO) ในน้ํากล่ันให้มีความเข้มข้น
0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นน้ีไม่ใช่ความเข้มข้นสุดท้าย ■ เน่ืองจากเม่ือมีการเติมสาร 
ละลายอ่ืนๆแล้วความเข้มข้นของสารตัวอย่างจะลดลงเหลือ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

3.7 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดยูรีกและกราฟมาตรฐาน
สารละลายมาตรฐานกรดยูรีก (Uric acid) เตรียมโดยนำสารละลายกรดยูรีกความเข้มข้น 

0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางให้มีความเข้มข้นต่างๆตามตารางท่ี 3

ดารางท่ี 2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดยูรีกท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ

ความเข ้มข ้นของกรดยูร ีก()UM) บโรมาณของกรดยูร ีก100 (J.M 
ท ี่ใข ้ (JJ.I)

น ํ้ากลั่น (Jil)

Blank 0 1000
0 0 1000
10 100 900
20 200 800
30 300 700
40 400 600

นำสารละลายท ี่เตรียมได ้มาวัดค ่าการด ูดกลืนแลงท ี่ความยาวคล ื่น 290 นาโนเมตร เขียน 
กราฟแลดงความสัมพ ันธ ์ระหว่างความเข ้มข ้นของกรดยูร ีกและค่าการด ูดกล ืนแลง
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3.8 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังแชนทีนออกชิเดสของสารตัวอย่าง
ทำการทดสอบตามวิธีฃอง Gonzalez และคณะ [31] ดังน้ี (แผนภาพท่ี 4)

1. หลอด test ใส่สารตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร เติมโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์2.9 มิลลิลิตร ตามด้วย 
เอนไซม์แซนทีนออกซิเดล 0.1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิ 2 5 °c  15 นาที เติมแชน 
ทีน (สารต้ังต้น) 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิ 25°c 30 นาที เติม 1N HCI 
1 มิลลิลิตร แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแลงท่ี 290 นาโนเมตร
2. หลอด blank ใส่สารตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร เติมโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์2.9 มิลลิลิตร เขย่าให้ 
เข้ากันต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิ 25°c 15 นาที เติมแซนทีน(สารต้ังต้น) 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันต้ังท้ิง 
ไว้ท่ีอุณหภูมิ 2 5 °c  30 นาที เติม 1N HCI 1 มิลลิลิตร ตามด้วยเอนไซม์แซนทีนออกซิเดล 0.1 
มิลลิลิตร แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแลงท่ี290นาโนเมตร

‘ มีหลอดท่ีไม่ใส่สารตัวอย่างและ สารตัวอย่างทุกตัวทำ 2 ฃ้ําแล้วนำค่าเฉล่ียไปคำนวณ 
เปอร์เซนต์การยับย้ังแซนทีนออกซิเดลดามวิธีในหัวข้อ 3.9
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Test B lan k

สารตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร* 
+

สารตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร*
+

โซเดียม-ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 2.9 มิลลิลิตร โซเดียม-ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 2.9 มิลลิลิตร

เอนไซม์แซนทีนออกซิเดส 0.1 มิลลิลิตร

ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิ 25°c 15 นาที

ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิ 25°c 30 นาที

เต ิม  1 N HCI 1 ม ิล ล ิล ิต ร

ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิ 25°c 15 นาที

เติม สารละลายแซนทีน 2 มิลลิลิตร เติม สารละลายแซนทีน 2 มิลลิลิตร

ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิ 25°c 30 นาท

เติม 1N HCI 1 มิลลิลิตร

วัดค่าการดูดกลืนแลงท่ี 290 นาโนเมตร เติม เอนไซม์แซนทีนออกซิเดส 0.1 มิลลิลิตร

Y
วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 290 นาโนเมตร

แผนภาพท่ี 4 การทดสอบฤทธตับยงแชนทีนออกดูเดสของสารตัวอย่าง

ไม ่ใส ่สารต ัวอย ่างในหลอด non-test
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3.9 การแปรผล
นำค่าการดูดกลืนแลงที่อ่านได้ มาอ่านค่าความเข้มข้นกรดยูริกจากกราฟมาตรฐาน แล้ว 

คำนวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งแชนทีนออกซิเดส (% Inhibition) ได้ดังนี้

กำหนดให้

% Inhibition = (a-b) x100 
a

a = ความเข้มข้นของกรดยูริกจากปฏิกิริยาที่ไม่มีตัวยับยั้ง 
b = ความเข้มข้นของกรดยูริกจากปฏิกิริยาที่มีดัวยับยั้ง

3.10 การหาค่า IC50
เตรียมสารตัวอย่างให้มีความเข้มข้นเป็น 0, 100, 200, 300, 500 และ 1000 JLlg/ml ตาม 

ลำดับ นำมาทดสอบฤทธิ้ยับยั้งแซนทีนออกซิเดสในแต่ละความเข้มข้น คำนวณ % Inhibition เพ่ือ 
นำมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น (แกน X) และ ๐/๐เกhibition (แกน y) ลาก 
เล้นจากแกน y ที่ความเข้มข้น 50 % ตัดเล้นกราฟและตัดแกน X จะได้ค่า IC50 ของสารตัวอย่าง 
น้ันๆ


	บทที่ 3 การทดลอง
	3.1 พืชตัวอย่าง
	3.2 วัสดุและเครื่องมือ
	3.3 สารเคมี
	3.4 การสกัด
	3.5 การแยกสาร
	3.6 การเตรียมสารตัวอย่างเพื่อทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแซนทีนออกซิเดส
	3.7 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดยูริกและกราฟมาตรฐาน
	3.8 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งแซนทีนออกซิเดสของสารตัวอย่าง
	3.9 การแปรผล
	3.10 การหาค่า IC50


