
บทท่ี 2

การทดลองและผลการทดลอง

2.1 พืชตัวอย่าง

เก็บลำต้นกำลังเสือโคร่ง จากกิ่งอำ๓ อศรีวิไล อำ๓ อบึงกาฬ จังหวัดหนองคาย ในเด ือน 

มกราคม 2536 นำลำต้นและใบกำล ังเส ือโคร่งมาเปรียบเท ียบล ักษณะกับต ้นกำล ังเส ือโคร่ง ( Z i z y p h u s  

a t t o p o e n s i s  Pierre) ซึ่งเก็บที'ท ้องทุ่งแสลงหลวงอยู่ระหว่างจังหวัดเพชรบูรณ ์และจังหวัดพิษณุโลก เมื่อ 

วันที่ 24 พฤษภาคม พ.ศ. 2504 ม ีหมายเลขกำกับเป ็น BKF 63407 ที่หอพรรณไม้ กรมปาไม ้ บางเขน 

กรุงเทพฯ พบว่าใบของกำลังเส ือโคร่งท ี่เก ็บจากจังหวัดหนองคายมีเล ันใบที่เห ็นช ัดเจน 3 เลัน เหมือน 

กับใบของกำลังเส ือโคร่งหมายเลขกำกับ BKF 63407 และตามก ิ่งก ้านย ังม ีหนามแหลมล ักษณะคล ้าย 

เล็บไก่เหมือนกันอีกด้วย ซ ึ่งเป ็นข้อม ูลท ี่ช ่วยสนับสน ุนว่าต ้นกำลังเส ือโคร่งท ี่นำมาจากจังหวัดหนองคาย 

คือ Z i z y p h u s  a t t o p o e n s i s  Pierre จากนั้นนำลำต้นกำล ังเส ือโคร่งมาตากให ้แห ้งล ับเป ็นช ิ้นเล ็กๆ บดให้ 

ละเอ ียดแล ้วจ ึงสก ัดด ้วยเมทานอล เอกเชน และคลอโรฟอร์มตามลำตับ นำสงสก ัดน ี้ไปหาองค ์ประกอบ 

ทางเคมีต่อไป

2.2 อ ุปกรณ ์และเครื่องม ือท ี่ใข ้สำหรับว ิเคราะห ์สา?

2.2.1 เครองระเหยส ุญญากาศแบบหม ุน (Rotary vacuum evaporator) ของบริษัท Tokyo 

Rikakikai ประเทศญ ี่ป ุน  สำหรับกล ั่นต ัวทำละลายท ี่มากเก ินพอแบบลดความต ัน

2.2.2 เครีองหาจุดหลอมเหลว (Fisher-Johns Melting point Apparatus) ของบริษัท Fisher 

Scientific ประเทศ สหรัฐอเมริกา

2.2.3 Fourier transform Infrared Spectrophotometer (IR) model IR-400 FT 1760X ของ 

บริษัท Perkin Elmer ประเทศ สหรัฐอเมริกา

2.2.4 Mass Spectrometer (MS) model JMS-DX-300 ของบริษัท Jeol ประเทศโนปุน

2.2.5 Fourier Transform Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR) model AC- 

F 200 ของบริษัท Bruker Spectro Spin ประเทศสวิสเซอร์แลนด์
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2.2.6 Gas Chromatrograp (GC) model GC-7AG ของบริษัท Shimadsu ประเทศญ ีป ุน

2.3 สารเคมี

2.3.า ต ัวทำละลาย ใช้คอมเมอร์เชียลเกรด ทำให้บริสุทธิ"ดวยการกลั่น ต ัวทำละลายที่ใช ้ 

ได้แก่ เฮกเชน คลอโรฟอร์ม เมทานอล แอชีโตน เอทิลแอชิเตต และอีเทอร์

2.3.2 ตัวดูดซับ ใช้'ชีลิกาเจล1ชนิด 60G Art. 7734 สำหรับคอลัมน์โครมาโทกราฟ และ 

ช ิล ิกาเจลชนิด 60G Art 7731 สำหรับคอลัมน์โครมาโทกราฟแบบรวดเร็ว ของบริษัท E. Merck 

Damstadt

2.3.3 TLC plastic sheets silica gel 60G โ254 สำหรับทำทินแลร์โครมาโทกราฟของบริษ ัท 

E. Merck Damstadt

2.4 เทคนิคต่างๆที่ใช้ในกา?ทดลอง

2.4.1 คอลัมน์โค?มาโทกราฟ (Column Chromatography)

ใช ้คอล ัมน ์แก ้วขนาดเล ้นผ ่านศนย ์กลางและความยาวขนาดต ่างๆ ท ี่เหมาะสมก ับ 

ปริมาณสิงสก ัดท ี่ต ้องการแยก โดยให้อัตราส่วนของสิงสกัดที่ต ้องการแยกต่อตัวดูดซับ ป ระมาณ  1:20- 

30 โดยนํ้าหนัก ชะคอล ัมน ์ด ้วยต ัวทำละลายท ี่ม ีสภาพข ั้วท ี่เหมาะสม

2.4.2 คอลัมน์โค?มาโทกราฟแบบรวดเร็ว (Quick Column Chromatography)

ใช้ Sinter Glass เบอร ์ 2 บรรจุซิสิกาเจลสูง 3.5 เชนติเมตร วิธี'นี้'ใช้ปัม'นาเพื่อ1ช่วย'ให้ 

ต ัวทำละลายไหลอย่างรวดเร็ว

2.4.3 ทินแลริโค?มาโทกราฟ (Thin-Layer Chromatography)

เตรียมโครมาโทเพลท (chromatoplate) โดยใช้ซิลิกาเจลชนิด 60G Atr.7731 เคลือบบน 

กระจกขนาด 5x20 เชนติเมตร หรือขนาด 20x20 เชนติเมตร หรือใช้โครมาโทเพลทสำเร็จรูป แต้มสาร 

ด้วยหลอดรูเล็ก (capillary tube) แล้ว develop ในขวดแก้วท ี่ม ีต ัวทำละลายอยู่ ปล ่อยให ้ต ัว ทำละลาย 

ชึมฃึ้นไปจนถึง solvent front นำโครมาโทเพลทไปตรวจหาตำแหน่งสารโดยใช้ไอโอดีน

2.4.4 กา?กลั่น

การกล ั่นม ี 2 แบบ คือ การกลั่นธรรมดา ใช ้กล ั่นแยกตัวทำละลายที่ม ีจ ุดเด ือดตำเช ่น 

เฮกเซน คลอโรฟอร์ม และการกล ั่นลดความต ัน ใช ้กล ั่นแยกต ัวทำละลายที่ม ีข ั้วและจุดเด ือดส ูง เช่น 

เมทานอล เพ ื่อให้ต ัวทำละลายเดือดท ี่อ ุณหภูม ิต ํ่าลง และป ้องก ันการสลายต ัวของสารท ี่ถ ูกแยกมากับ 

ต ัวทำละลายน ั้น
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2.5 กา?สกัด

นำลำต้นกำล้งเส ือโคร่งท ี่ตากแห้งและบดละเอ ียดหนัก 9.3 กิโลกรัม มาแช่ในฌทานอล 

จำนวน 30 ลิตร เปีนเวลา 3-4 ว ัน กรองสารละลายที่ได ้แล ้วนำไปกลั่นแยกเมทานอลออกจนเกือบหมด 

โดยกล ั่นแบบลดความด ันแล ้วระเหยแห ้งบนอ่างน ํ้าเด ือด (ทำเช่นนี้ช ํ้าอีกหลายๆครั้ง จนกระท ั่งสาร 

ละลายมีสี'จาง) จะได ้ส ิ่งสก ัดในเมทานอลมีล ักษณะเหนียวข ้น สีน ํ้าตาลแดง หนัก 395 กรัม

นำส ิ่งสก ัดในเมทานอลมาละลายด ้วยเฮก เชนจำนวน 300 ลูกบาศก ์เชนต ิเมตร โดยการ 

กวนบนอ่างน ํ้าเด ือด กรองแยกสารละลายที่ได ้ แล้วนำไปกลั่นแยกเฮกเซน โดยกล ั่นแบบธรรมดา (ทำ 

ซ ํ้าจนสารละลายไม่ม ีส ี) จะได้สิ่งสกัดในเฮกเซน ม ีล ักษณะเหน ียวข ้น สีเขียวเข้ม หนัก 26.33 กรัม

นำสิ่งสกัดในเมทานอลที่เหลือจากการละลายด้วยเฮกเซน มาละลายด้วยคลอโรฟอร์มโดย 

ว ิธ ีเด ียวก ับการละลายด ้วยเฮกเชน จะได้ส ิ่งสกัดในคลอโรฟอร์มมีล ักษณะแข็ง ส ีเข ียวเข้ม หนัก 34.47 
กรัม และสิ่งสกัดในเมทานอลที่เหลือหนัก 323.38 กรัม 

ข ั้นตอนการสกัดสรุปได้ด ังแผนภาพที่ 1

แผนภาพที่ ไ ข ั้นตอนการสกัดลำต้นกำลังเส ือโคร่ง

ลำต้นกำลังเสือโคร่งแห้งบดละเอียด (9.3 กิโลกรัม)

เมทานอล

ลิงสกัดในเมทานอล 

(395 กรัม)

กากพืช

เฮกเซน

ลิงสกัดในเฮกเชน 

(26.33 กรัม)

สิ่งสกัดในเมทานอลที่เหลือ

คลอโรฟอร์ม

สิ่งสกัดในคลอโรฟอร์ม สิ่งสกัดในเมทานอลที่เหลือ

(323.38 กรัม)(34.47 กรัม)
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2.6 กา?แยกสาร

2.6.1 การแยกสา?จากสิ่งสกัดในเฮกเซน

นำสิ่งสกัดในเฮกเชนหนัก 26.33 กรัม ละลายด ้วยเฮกเซนจำนวนเล ็กน ้อย ผสมกับ 

ช ิล ิกาเจลจนร่วน บรรจุในคอลัมน์ท ี่ม ีช ิล ิกาเจลอยู่แล ้ว 503 กรัม ขนาดเล ้นผ ่านศ ูนย ์กลาง 4.5 เซนติเมตร 

ชะด ้วยต ัวทำละลายด ังน ี้ เฮกเซน , เฮกเซน-คลอโรฟอร์ม 1 คลอโรฟอร์ม 1 คลอโรฟอร์ม-เมทานอล และ 

เมทานอล ตามลำด ับ เก ็บสารละลายจากคอล ัมน ์คร ั้งละ 700 ล ูกบาศก ์เซนติเมตร แล้วนำไปกลั่น แยก 

ต ัวทำละลายออกจนเหล ือปริมาตร 20-30 ลูกบาศก์เซนติเมตร เทลงในขวดรูปกรวยขนาด 50 ล ูกบาศก ์ 

เซนติเมตร หล ังจากน ั้นตรวจสอบองค ์ประกอบในสารละลาย ด ้วยวิธ ีท ินแลร์โครมาโทกราฟ ตามข้อ

2.4.3 รวมส ่วนท ี่ให ้ผลเหมือนกันเข ้าด ้วยก ัน ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 2 ผลการแยกสารจากสิ่งสกัดในเฮกเซนด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟ

ตัวทำละลาย ลำดับส่วนที่ ล ักษณะสาร น ํ้าหน ัก (กรัม)

เอกเชน 1 น ั้าม ันส ีน ํ้าตาลเข ้ม 0.93

10% คลอโรฟอร์มในเฮกเซน 2-4 นํ้าม ันส ีเหลือง 0.51

5-6 นั้าม ันลืเหลือง 0.04

7-13 น ั้าม ันส ีเหล ืองล ้มปนตะกอน

ขาวเล็กน้อย 0.03

20% คลอโรฟอร์มในเฮกเซน 14-19 น ี้าม ันส ีเหล ืองปนตะกอนขาว 0.36

40% คลอโรฟอร์มในเฮกเซน 20-22 นํ้าม ันส ีเหลือง 0.72

23 น ํ้าม ันส ีเหล ืองปนตะกอน

ละเอ ียดส ีขาวเล ็กน ้อย 0.23

50% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 24-25 น ํ้าม ันส ีเหล ืองล ้มปนตะกอน

ขาว 0.89

26-28 น ํ้าม ันเหนียวหนืดส ีเข ียวเข ้ม

ปนตะกอน 7.63

60% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 29-31 น ํ้าม ันส ิเข ียวเข ้มอมน ํ้าตาล

ปนตะกอน 0.92

80% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 32-34 น ํ้าม ันส ิเข ียวปนตะกอนขาว 2.89



ดารางที 2 ผลการแยกสารจากสิงสกัดในเฮกเซนด้วยคอลัมน์โครมาโทกราทีเ (ต่อ)

ตัวทำละลาย ลำดับต่วนที่ ล ักษณะสาร น ํ้าหน ัก (กรัม)

คลอโรฟอร์ม 35-36 นํ้าม ันสีเข ียว Ô.26

37-38 น ํ้าม ันส ีเข ียวอม‘นาตาล 0.37

39-41 น ํ้าม ันส ีเข ียวข ี้ม ้าปนตะกอน

เล็กน้อย 0.42

5% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 42-43 นํ้าม ันเหนียวหนืดส ีเข ียวอม

นํ้าตาล 1.35

44 น ํ้าม ันส ีเข ียวข ี้ม ้าปนตะกอน

สีน ํ้าตาล 0.53

45-46 คราบสีเข ียวข ี้ม ้าปนตะกอน

สีน ํ้าตาล 0.29

47-48 นํ้าม ันส ีเข ียวเข ้มปนตะกอนสี

ขาว 1.86

25% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 49 น ํ้าม ันส ีน ํ้าตาล 0.13

50-51 คราบสีเหล ืองอมนํ้าตาลปน

ตะกอนสีน ํ้าตาล 0.37

50% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 52-57 น ํ้าม ันส ี'นาตาลปนตะกอน

สีน ํ้าตาล 0.91

เมทานอล 58-59 น ํ้าม ันส ี‘นาตาลปนตะกอน

สี‘นาตาล 1.12

2.6.1.1 การแยทสา?ลำดับต่วนที่ 26-28 จากคอลัมน์ใครมาโทกราทีเของสิงสกัดใน 

เฮกเซน

นำสารจากลำด ับต ่วนท ี่ 26-28 ซึ่งเป ็นนํ้าม ันเหนียวหนืดสีเขียวเข้มเกือบดำ 

ปนตะกอนหนัก 7.63 กรัมมาทำคอลัมน์โครมาโทกราทีเชํ้า โดยใช ้คอลัมน ์ขนาดเล ันผ ่านศ ูนย ์กลาง 2.8 

เซนติเมตร บรรจ ุช ิล ิกาเจลหนัก 150 กรัม ชะคอล ัมน ์ด ้วยต ัวทำละลายท ี่ม ีสภาพข ั้วจากน ้อยไปมาก 

เก ็บสารละลายจากคอล ัมน ์ครงละ 100 ลูกบาศก์เซนติเมตร เก ็บแต ่ละต ่วนเช ่นเด ียวกับข ้อ 2.6.1 ได้ผล 

ดังแสดงในตารางที่ 3
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ตา?างที่ 3 ผลการแยกสารลำดับส่วนที่ 26-28 จากคอลัมน์โครมาโทกราทีเของสิงสกัดในเฮกเชน

ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราทีเ

ตัวทำละลาย ลำดับส่วนที่ ล ักษณะสาร น ํ้าหม ัก (กรัม)

เฮกเชน 1-5 คราบ'นามันสีเหลือง น ้อยมาก

10% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 6-9 คราบน ํ้าม ันส ี เหลืองอ่อน น้อยมาก

10 คราบ'นามันสีเหลืองอ่อน น้อยมาก

30% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 11-12 คราบนํ้าม ันสีเหลือง น ้อยมาก

13-17 คราบสีขาว 0.004

50% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 18-20 คราบ'นํ้ามันสีเหลือง 0.024

60% คลอโรฟอร์มในเฮกเซน 21-23 คราบนํ้าม ันสีเหลือง 0.014

24-26 คราบ'นามันสีเหลือง 0.012

27 คราบนํ้าม ันส ีเหล ือง น ้อยมาก

28-29 คราบน ํ้าม ันส ี เหลือง เข้ม 0.003

30 คราบนํ้าม ันสีเหลืองเข ้ม 0.005

31 คราบส ีน ํ้าตาลอ ่อน 0.117

32-33 น ํ้าม ันส ีชมพ ูม ่วงปนตะกอน

ขาว 0.425

34-40 'นามันส ีเข ียวปนผลึกรูปเข ็ม 4.568

80% คลอโรฟอร์มในเฮกเซน 41-47 นํ้าม ันสี'นาตาลเข้ม 0202

คลอโรฟอร์ม 48-52 'พามันสิ'นา ตาล เข้ม 0.117

5% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 53-57 'นามันสีน ํ้าตาลเข้ม 0.131

58-59 น ํ้าม ันส ีน ํ้าตาลเข ้ม 0.181

60-62 น ํ้าม ันส ีน ํ้าตาลเข ้ม 0.167

20% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 63 คราบสีเข ียวแกมเหลือง 0.057

64 คราบสีเข ียวปนตะกอนสี

น ํ้าตาล 0.132

50% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 65-70 คราบสีเขียว 0.098
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2.6.2 กา?แยกสา?จากสิ่งสกัดในคลฉโรฟค?ม

นำสิ่งสกัดในคลอโ?ฟอ?มหนัก า0 ก?ม มาแยกโดยใช ้คอล ัมน ์ขนาดเล ็นผ ่านศ ูนย ์ 

กลาง 3.5 เชนติเมต? บ??จุช ิล ิกาเจลหนัก 250 ก?ม ชะคอลัมน ์ด ้วยตัวทำละลายท ี่ม ีสภาพขั้ว'จากน ้อย 

ไปมาก เก ็บสา?ละลายจากคอล ัมน ์ค?งละ 300 ลูกบาศก์เชนติเมต? เก ็บแต่ละส ่วนเช ่นเด ียวกับข ้อ

2.6.1 ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 4

ตา?างที่ 4 ผลการแยกสารจากสิ่งสกัดในคลอโรฟอร์มด้วยคอลัมน์โค?มาโทกราพีเ

ต ัวทำละลาย ลำดับส่วนที่ ล ักษณะสาร นํ้าหนัก (กรัม)

25% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 1 จ ุดนํ้าน ันใสไม่ม ีส ี น ้อยมาก

2-3 คราบนํ้าน ันใสไม่ม ีส ี น ้อยมาก

4-6 คราบ'นามัน'ใส1ไม่ม ีส ีปน

ตะกอนขาวเล ็กน้อย น ้อยมาก

30% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 7-11 คราบนํ้าม ันสีเหลือง น ้อยมาก

12-13 คราบนํ้าม ันสีเหลือง น ้อยมาก

14-15 คราบนํ้าม ันสีเหลือง น ้อยมาก

40% คลอโรฟอร์มในเฮกเซน 16-20 คราบนํ้าม ันส ีเหล ืองเข ้มปน

ตะกอนขาวเล ็กน้อย น้อยมาก

21 น ํ้าม ันส ีเข ียวข ี้ม ้าปนตะกอน 0.05

50% คลอโรฟอร์มในเฮกเซน 22-23 น ํ้าม ันส ีเข ียวอมน ํ้าตาล 0.15

24-25 นํ้าม ันส ีเข ียวอมเหลือง 0.03

26-39 น ํ้าม ันส ีเข ียวข ี้ม ้าปนตะกอน 0.28

60% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 40-43 น ํ้าม ัแส ีเข ียวข ี้ม ้าปนตะกอน

ขาว 0.01

44-46 คราบนํ้าม ันส ีเข ียวข ี้ม ้า 0.01

70% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 47 คราบนํ้าม ันสีเข ียวอมเหลือง 0.18

48-54 น ํ้าม ันส ีเข ียวอมเหล ืองปน

ตะกอน 0.47

80% คลอโรฟอร์มในเฮกเซน 55-59 นํ้าม ันส ีเหล ืองอมเข ียวปน

ตะกอนขาวคล้ายเล ็นใย 2.39
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ตารางท่ี 4 ผลการแยกสารจากสิ่งสกัดในคลอโรฟอร์มด้วยคอลัมน์โครมาโทกราทีเ (ต่อ)

ตัวทำละลาย ลำตับส่วนที่ ล ักษณะสาร น ํ้าหน ัก (กรัม)

คลอโรฟอร์ม 60-62 คราบนามันส ิเหล ืองอมเข ียว 0.08

63-64 คราบนํ้าม ันสิเหลือง 0.13

5% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 65 นํ้าม ันส ีเหล ืองอมนํ้าตาล 0.01

66 น ํ้าม ันส ีน ํ้าตาล 1.43

67-68 นํ้ามันส ี'นาตาลอมเขียว 0.96

69-70 น ํ้าม ันส ิเหล ืองปนตะกอน 1.14

71 คราบสีน ํ้าตาลอมเหลือง 0.15

72-73 น ํ้าม ันส ิเหล ืองอมนํ้าตาล 0.46

20% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 74-75 คราบนํ้าม ันส ีเหล ืองอม

•นา ตาล 0.22

76-78 น ํ้าม ันส ิเหล ืองปนตะกอนส ิ

น ํ้าตาล 0.38

50% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 79-83 น ํ้าม ันส ิเหล ืองปนตะกอนส ิ

น ํ้าตาล 0.53

เมทานอล 84-87 ตะกอนสิน ํ้าตาลเข ้ม 0.56

2.6.3 กา?แยกสารจากสิ่งสกัดในเมทานอล

นำสิ่งสกัดในเมทานอลหนัก 25 กรัม ละลายด ้วยเมทานอลนำเฉพาะส ่วนท ี่ละลาย 

มาแยกโดยใช้คอลัมน ์ขนาดเล ันผ ่านศ ูนย ์กลาง 8 เซนติเมตร (วิธีคอลัมน์โครมาโทกราทีเแบบรวดเร็ว) 

บรรจุ ช ิล ิกาเจลสูง 4 เซนติเมตร ชะคอล ัมน ์ด ้วยต ัวทำละลายท ี่สภาพขั้วจากน ้อยไปมาก เก็บสาร 

ละลายจาก คอล ัมน ์ครั้งละ 500 ลูกบาศก์เซนติเมตร เก ็บแต่ละส ่วนเช ่นเด ียวกับช ้อ 2.6.1 ได้ผลตัง 

แสดงในตารางที่ 5
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ตารางที่ 5 ผลการแยกสารจากสิ่งสกัดในเมทานอลด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราทีเแบบรวดเร็ว

ต ัวทำละลาย ลำดับส่วนที่ ล ักษณะสาร น ํ้าหน ัก (กรัม)

50% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 1-4 ของแข็งสิเขียวเข้มเกือบดำ 0*896

คลอโรฟอร์ม 5 คราบนํ้าม ันส ีเหล ืองอมเข ียว 0.025

5% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 6 คราบสิขาว 0009

7-8 นํ้าม ันส ิเข ียวฃ ึ๋ม ้า 0.975

10% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 9 น ํ้าม ันส ิน ํ้าตาลอมเข ียวปน

ตะกอนสี'นาตาล 1.668

10 น ํ้าม ันส ิน ํ้า ตาลแดงปน

ตะกอนสิน ํ้าตาล 1.215

25% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 11-12 น ํ้าม ันส ิน ํ้าตาล 1.499

50% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 13-16 น ํ้าม ันเหน ียวหนืดส ิน ํ้าตาล

แดงปนตะกอนสิน ํ้าตาล 1.924

เมทานอล 17-20 น ํ้าม ันเหน ียวหน ืดส ีน ํ้าตาล

เข้มปนตะกอน 2.016

2.6.3.1 กา?แยกสารลำดับส่วนที่ 1-4 จากคอลัมน์โค?มาโทท?าฟืแไท[รวดเร็วของ 

สิ่งสกัดในเมทานอล

นำสารจากลำด ับส ่วนท ี่ 1-4 ซ ึ่งเป ็นของแข็งสิเข ียวเข้มเกือบดำหนัก 

0.896 กรัม มาทำคอลัมน์โครมาโทกราฟ โดยใช้คอลัมน์ขนาดเลันผ่านศูนย์กลาง 1.7 เซนติเมตร บรรจุ 

ซ ิล ิกาเจลหนัก 30 กรัม ชะคอล ัมน ์ด ้วยต ัวทำละลายท ี่ม ีสภาพข ั้วจากน ้อยไปมาก เก ็บสารละลายจาก 

คอล ัมน ์ครังละ 50 ล ูกบาศก์เซนติเมตร นำไประเหยบนอ ่างน ํ้าเด ือดจนเหล ือปริมาตรประมาณ 20 

ล ูกบาศก ์เซนต ิเมตร เก ็บแต่ละส่วนเช ่นเด ียวกับข ้อ 2.6.1 ได้ผลดังแสดงในตารางที่ 6
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ดารางที่ 6 ผลการแยกสารลำด ับส ่วนท ี่ 1-4 จากคอลัมน์โครมาโทกราทีเแบบรวดเร็วของสิงสกัดใน 

เมทานอลโดยคอลัมน์โครมาโทกราทีเ

ต ัวทำละลาย ลำดับส่วนที่ ล ักษณะสาร นํ้าหนัก' (กรัม)

10% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 1-14 คราบนํ้าม ันส ี เหลืองอ่อน 0019

25% คลอโรฟอร์มในเฮกเซน 15 คราบ‘นามันสีเหลืองอ่อน น ้อยมาก

16-17 คราบนํ้าม ันสีเหลือง 0.011

50% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 18-21 นํ้าม ันส ี เขียว:ขี้ม้า 0.186

22-23 นํ้าม ันส ีเข ียวข ี้ม ้าอมนาตาล 0.027

24-25 คราบน ํ้าม ันส ีเข ียวข ี้ม ้าอม

เหลือง 0.018

75% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 26-30 น ํ้าม ันส ีเข ียวปนตะกอน 0.094

31-37 น ํ้าม ันส ีเข ียวปนตะกอน 0.203

คลอโรฟอร์ม 38-41 คราบนํ้าม ันสีเหลือง 0.031

42 คราบนํ้าม ันสีเข ียวอมเหลือง 0.152

5% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 43-44 คราบนํ้าม ันส ีเหล ืองหม่น 0.044

10% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 45-49 คราบนํ้าม ันสี เหลือง 0.007

50% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม 50 คราบนํ้าม ันสีเหลือง 0.005
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2.7 การทำให้สา?บ?สุทธี่และข้อมูลทางสเปกโท?สโกปี

2.7.1 กา?ทำ ZAP-1 ให้ปริสุทธิไเละข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี

ZAP-1 แยกได้จากลำดับส่วนที่ 2-4 ซึ่งชะด้วย 10% คลอโรฟอร์มในเฮกเซน ใน 

การทำคอลัมน์โครมาโทกราพีเของสิ่งสกัดในเฮกเซน (ตารางที่ 2) เป ็นน ํ้าม ันล ืเหล ือง หนัก 0.51 กรัม 

ละลายได้ด ีในคลอโรฟอร์ม ไม่ละลายในเมทานอล ค่า Rf เป็น 0.653 (ชิลิกาเจล : 10% คลอโรฟอร์มใน 

เฮกเชน)

อ ินฟราเรดสเปกตรัม (NaCI) พบการด ูดกลืนท ี่ความถี่ (cm'1) ด ังน ี้ 2923 1 2854 (ร), 

1465 (กก), 1370 (ทก) และ 722 (พ) (รูปท่ี 10)

แก๊สโครมาโทแกรม (คอลัมน์ DB-1 1 อ ุณหภ ูม ิคอล ัมน ์ 250 °c 1 อ ุณหภูม ิเครื่องฉ ีด 

290 °c , อัตราการไหลของแก๊สไนโตรเจน 50 มิลลิลิตรต่อนาที) โดยเบโร์ยบเทียบ ZAP-1 กับ

ไฮโดรคาร์บอนโซ ่ตรงยาวมาตรฐานท ี่ม ีจำนวนคาร์บอนเป ็น 13 1 14 1 15 1 16 , 17 1 18 และ 19 อะตอม 

ตามลำด ับ พบว่าไฮโดรคาร์บอนโซ่ตรงยาวมาตรฐาน มีค ่า retention time (นาที) เป ็น 12.65 1 13.70 1 

14.65 1 15.66, 16.80, 18.30 และ 19.93 (รูปท่ี ท ,12) ส ่วน retention time ของ ZAP-1 แสดงในตารางที่ 7

ตารางที่ 7 retention time จากแก๊สโครมาโทแกรมของ ZAP-1 

retention time (นาที)

13.55

14.13

15.40

15.46

15.93

16.63

17.88

18.00
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2.7.2 กา?ทำ ZAP-2 ให้บริสุทธิใเละข้อมลทางสเปกโท?สโทป็

ZAP-2 แยกได้จากลำตับส่วนที่ 24 และ 25 ซึ่งชะด้วย 50% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน 

ในการทำคอลัมน์โครมาโทกราฟของสิงสกัดในเฮกเซน (ตารางที่ 2) ตกผลึกด้วยคลอโรฟอร์มผสม

เฮกเชน จะได้ของแข็งอลัณฐานสีขาวหนัก 60 มิลลิกรัม จุดหลอมเหลว 76-78 ° c  ละลายได้ด ีใน 

คลอโรฟอร์ม ละลายได้บ ้างในเฮกเซน ไม่ละลายในเอทิลแอชิเตตและเมทานอล ค่า Rf เป็น 0.653 

(ชิลิทาเจล : คลอโรฟอร์ม)

อ ินฟราเรดสเปกตรัม (KBr) พบการดูดกลืนท ี่ความถี่ (cm’1) ต ังน ี้ 3200-3500 (กก) 1 

2919,2849 (ร) 1 1468 (|าก) 1 1063 (กก) และ 724 (ทา) (รูปท่ี 14)

โปรตอนเอ็นเอ ็มอาร์สเปกตรัม (CDCI3) ปรากฏล ัญญาณท ี่ค ่า chemical shift (ร,ppm) 

ตังนี้ 088 (3H,t) 1 1.20 (ร) 1 1.58 (ทา) และ 3.64 (2H,t) (รูปท่ี 15)

คาร์บอน-13 เอ็นเอ็มอาร์สเปกตรัม (CDCI3) ปรากฏล ัญญาณท ี่ค ่า chemical shift 

(ร,ppm) ตังนี้ 14.05 1 22.61 1 25.66 , 29.36 , 29.61 1 31.85 1 32.74 และ 63.03 (รูปที่ 16)

แก๊สโครมาโทแกรม (คอลัมน์ OV-1 1 อ ุณหภ ูม ิคอล ัมน ์ 250 °c 1 อ ุณหภูม ิเครื่องฉ ีด 

290 °c 1 อัตราการไหลของแก๊สไนโตรเจน 50 มิลสิลิตรต่อนาที) โดยเปรียบเทียบ ZAP-2 ก ับแอลกอฮอล์ 

โซ ่ตรงยาวมาตรฐานท ี่ม ีจำนวนคาร์บอนเป ็น 14 1 16 1 18 1 20 1 22 และ 30 อะตอมตามลำต ับ  พบว่า 

แอลกอฮอล์โซ ่ตรงยาวมาตรฐาน มีค ่า retention time (นาที) เป็น 0.90 1 1.23 , 1.79 1 2.78 1 4.48 และ

36.07 (รูปที่ 17) ส ่วน retention time ของ ZAP-2 แสดงในตารางที่ 8

ดา?างที่ 8 retention time และพื้นที่ใต้พีคจากแก๊สโครมาโทแกรมของ ZAP-2

retention time (นาที) พื้นที่ใต้พีค %

5.04 4083 0.58

7.66 26950 3.84

12.60 119742 17.05

20.91 551611 78.53
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2.7.3 ทารทำ ZAP-3 ให้บริสุทธิ*'และข้อมูลทางสเปกโทรสโท71

ZAP-3 แยกได้จากลำดับส่วนที่ 32 และ 33 ซึ่งชะด้วย 60% คลอโรฟอร์มใน 

เฮภเชน ในการทำคอล ้ม ‘นโครมาโทกราฟชํ้าฃองลำดับส่วนที่ 26-28 จากสิงสกัดในเฮกเซน (ตาราง 

ท่ี 3) ตกผลึกด้วยคลอโรฟอร์มผสมเฮกเชน จะได้ของแข็งอล้ณฐานสืขาวหนัก 30 ม ิลล ิกร ัม จุดหลอม 

เหลว 65-67 °c ละลายได้ด ีในคลอโรฟอร์ม ไม่ละลายในเฮกเชน ค่า Rf เป็น 0.761 (ซิสิกาเจล : 

คลอโรฟอร์ม)

อ ินฟราเรดสเปกตรัม (KBr) พบการดูดกลืนท ี่ความถี่ (cm-1) ดังนี้ 3000-3500 (broad.s) 

1 2919,2849 (ร) 1 1705 (ร) และ 724 (m) (รูปท่ี 20)

เตรียมอนุ'พันธ์เมทิลเอสเทอร์ของ ZAP-3 ด้วย diazomethane แล้วว ิเคราะห ์ด ้วย GC- 

MS (คอลัมน์ DB-1 1 อ ุณ หภ ูม ิคอล ัมน ์ 250 °c 1 อุณหภูมิเครื่องฉีด 290 °c 1 อัตราการไหลของแก๊ส 

ไนโตรเจน 50 ม ิลสิล ิตรต่อนาที) ได้แก๊สโครมาโทแกรม (รูปท่ี 21) มีค ่า retention time (นาที) ดังแสดงใน 

ตารางที่ 9

ดา?างที่ 9 retention time และพื้นที่ใต้พีคจากแก๊สโครมาโทแกรมของ ZAP-3

retention time (นาที) พื้นที่ใต้พีค %

16.05 20161 0.53

19.44 313644 8.22

20.76 836214 21.92

21.87 40644 1.06

27.61 56856 1.49

30.08 412981 10.83

30.34 72962 1.91

33.05 277025 7.26

35.73 707241 18.54

38.90 639931 16.78

42.68 197727 5.18

47.45 100408 2.63

49.76 138902 3.64
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2.7.4 การทำ ZAP-4 ให้บ?สุทธิไเละข้ฉมูลทางสเปทโทรสโกfl

ZAP-4 แยกได้จากลำดับส่วนที่ 36 และ 37 ซึ่งชะด้วย 60% คลอโรฟอร์มในเฮกเซน 

ในการทำคอลัมน์โครมาโทกราฟซํ้าของลำดับส่วนที่ 26-28 จากสิงสลัดในเฮกเซน (ตารางที่ 3) ตกผลึก 

ด ้วยคลอโรฟอร์มผสมเฮกเชน จะได้ผลึกรูปเข็มใส ไม่มีสี หนัก 50 ม ิลส ิกร ัม จุดหลอมเหลว 153-155 °c 

ละลายได้ด ีในคลอโรฟอร์ม , เอทิลแอชิเตต ละลายได้บ ้างในเฮกเชน ค่า Rf เป็น 0.653 (ชิลิกาเจล : 

10% เมทานอลในคลอโรฟอร์ม)

อ ินฟราเรดสเปกตรัม (KBr) พบการด ูดกลืนท ี่ความถี่ (cm-1) ด ังน ี้ 3200-3600 (กา) 1 

2937,2867 (ร) 1 1643 (พ) ,1462 1 1380 (กา) 1 1056 (ทา) 1 970 (ทา) และ 802 (ทา) (รูปท่ี 35)

โปรตอนเอ็นเอ ็มอาร์สเปกตรัม (CDCI3) ปรากฏล ัญญาณท ี่ค ่า chemical shift (8,ppm) 

ดังนี้ 0.68-2.28 (ทา) , 3.50 (1H,m) , 5.09 (1 H,ทา)นละ 5.35 <2H,d) (รูปท่ี 36)

คาร์บอน-13 เอ ็นเอ็มอาร์สเปกตรัม (CDCI3) ปรากฏส ัญญาณท ี่ค ่า chemical shift 

(6,ppm) ดังนี้ 11.78-56.79 1 71.72 1 121.63 , 129.20 1 138.23 และ 140.68 (รูปท่ี 37)

แก๊สโครมาโทแกรม (คอลัมน์ OV-1 1 อ ุณหภ ูม ิคอล ัมน ์ 260 °c , อ ุณหภูม ิเครองฉ ีด 

290 °c 1 อัตรการไหลของแก๊สไนโตรเจน 50 มิลสิลิตรต่อนาที) โดยเปรยบเทียบ ZAP-4 ล ับสเตอรอยด ์ 

มาตรฐาน ได้แก่ cholesterol 1 campesterol 1 stigmasterol และ p-sitosterol พบว ่าสเตอรอยด ์มาตรฐาน 

มีค ่า retention time (นาที) เป็น 16.16 , 19.96 1 21.23 และ 24.26 (รูปท่ี 38) ส ่วน retention time ของ 

ZAP-4 แสดงในตารางที่ 10

ตารางที่ 10 retention time และพื้นที่ใต้พีคจากแก๊สโครมาโทแกรมของ ZAP-4

retention time (นาที) พื้นที่ใต้พีค %

20.22 62595 4.47

21.38 94980 73.84

24.39 273967 21.29

2.7.5 การทำ ZAP-5 ให้บ?สุทfiและข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี

ZAP-5 แยกได้จากลำดับส่วนที่ 29-31 ซึ่งชะด้วย 60% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน ใน 

การทำคอลัมา!โครมาโทกราฟของสิ่งสลัดในเฮกเชน(ตารางที่2) ตกผลึกด้วยคลอโรฟอร์มผสมเมทานอล 

จะได้ผลึกรูปเข ็มสิขาว เป ็นเงาวาว หนัก 20 ม ิลล ิกรัม จุดหลอมเหลว 216-218 °c ละลายได ้ด ีใน 

คลอโรฟอร์ม ละลายได้บ ้างในเมทานอล ไม่ละลายในเฮกเชน ค่า Rf เป็น 0.387 (ชิลิกาเจล:20% 

เอทิลแอซิเตตในคลอโรฟอร์ม)
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2934,2867 (ร) 1 1644 (พ) ,1454 1 1373 (ทา) , 1011 (เท) และ 879 (พ) (รูปท่ี 39)

โปรตอนเอ็นเอ ็นอาร์สเปกตรัม (CDCI3) ปรากฏส ัญญาณท ี่ค ่า chemical shift (ร,ppm) 

ดังนี้ 0.71-1.98 (ทา) 1 2.36 (1H,ทก) . 3.18 (1H,m) , 3.34-3.80 (AB quatet,2H) , 4.59 และ 4.68 (1 H,ร) 

(รูปท่ี 40)

คาร์บอน--13 เอ็นเอ็มอาร์สเปกตรัม (CDCI3) ปรากฏส ัญญาณ ท ี่ค ่า chemical shift 

(ร,ppm) ด ังน ี้ 14.69 , 15.24 , 15.95, 18 2 5 1 19.01 , 20.801 25.22 , 27.03 1 27.35 , 27.90 ,29.17 1 29.76 

, 33.90 , 34.28 , 37.13 1 37.30 , 38.96 1 38.79 1 40.90 1 42.68 1 47.33 , 48.77 1 50.40 1 55.29 , 60.51 1 

78.90 1 109.53 และ 150.35 (รูปท่ี 41)

DEPT-90 (ร,ppm) ปรากฏสัญญาณของ CH ท่ี 37.30 , 47.43 , 48.77 1 50.40 , 55.29 

และ 78.90 (รูปท่ี 42)

DEPT-135 (ร,ppm) ปรากฏส ัญญาณข ึ้น (up phase) ของ CH และ CH3 ท่ี 14.69 1 

15.24 1 15.95 1 19.01 1 27.90 1 37.30 1 47.73 1 48.77 1 50.40 1 55.29 และ 78.90 ปรากฏส ัญญาณ ลง 

(down phase) ของ CH2 ท่ี 18.25 1 20.80 , 25.22 1 27.03 1 27.35 1 29.17 , 29.76 1 33.90 1 34.22 1 38.78 1

60.51 และ 109.53 (รูปท่ี 43)

แมสสเปกตรัม พบไอออนเชิงโมเลกุล (M+) ท่ี 442 นอกจากน ี้ย ังพบช ิ้นส ่วนของ 

การแตกมวล (mass fragmentation) ทิลำดัญที กา/e (% relative intensity) ดังนี 427(3.1) 1 411(13.1) 1 

279(20.0) 1 234(17.2) 1 220(11.3) 1 207(28.8) 1 203(27.5) , 189(23.1) , 167(86.5) และ 149(100.0) (รูปท่ี 47)

2.7.6 กา?ทำ ZAP-6 ให้บูรสุทธิไเละข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี

ZAP-6 แยกได้จากลำดับส่วนท่ี 32-34 ซ่ึงชะด้วย 80% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน ใน 
การทำคอลัมน์โครมาโทกราทีเของส่ิงสกัดในเฮกเซน (ตารางท่ี 2) ลำดับส่วนท่ี 55-59 ซ่ึงชะด้วย 80% 
คลอโรฟอร์มในเฮกเชน ในการทำคอลัมน์โครมาโทกราฟของส่ิงสกัดในคลอโรฟอร์ม (ตารางท่ี 4) และ 
ลำดับส่วนท่ี 31-37 ซ่ึงชะด้วย 75% คลอโรฟอร์มในเฮกเชน ในการทำคอสัม,น์โครมาโทกราฟช้ําฃอง 
ลำดับส่วนท่ี 1-4 จากส่ิงสกัดในเมทานอล (ตารางท่ี 6) ตกผลึกด้วยคลอโรฟอร์มผสมเมทานอล จะได้ 
ผลึกรูปเข็มสีขาว เป็นเงาวาว หนัก 200 มิลลิกรัม จุดหลอมเหลว 276-278 °c (สลายตัว) ละลายได้ดี 
ในเมทานอล 1 DMSO 1 เอทิลแอชิเตต ละลายได้บ้างในคลอโรฟอร์ม ไม่ละลายในเฮกเชน ค่า Rf เป็น 
0.347 (ชิลิกาเจล : 20% เอทิลแอชิเตตในคลอโรฟอร์ม)

อ ินฟราเรดสเปกตรัม (KBr) พบการด ูดกลืนท ี่ความถี่ (cm"1) ดังนี้ 3100-3500 (broad,ทา)

, 3077 (พ) , 2942,2869 (ร) , 1688 (ร) ,1643 (ทก) , 1453 (ทา) 1 1375 (ท า) และ 885 (ทก ) (รูปที่ 48)
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โปรตอนเอ็นเอ ็มอาร์สเปกตรัม (CDCI3+DMSO) ปรากฏส ัญญาณ ท ี่ค ่า chemical shift 

(5,ppm) ดังนี 0.66-2.30 (m), 3.00 (า H,ทก) 1 3.17 (1H,m) 4.60(1 H,ร) และ 4.73 (า H,ร) (รูปที 49)

คาร์บอน-13 เอ ็นเอ็นอาร์สเปกตรัม (CDCI3+DMSO) ปรากฏส ัญ ญ าณ ท ี่ค ่า 'chemical 

shift (5,ppm) ดังนี้ 14.22 1 15.05 1 15.63 , 17.88 , 18.91 1 20.48 1 25.16 1 26.98 1 27.65 , 29.26 , 30.28 

, 31.89 1 33.99 , 36.57 1 36.77 , 37.81 , 38.40 , 40.36 1 42.01 , 46.47 1 48.88 1 50.16 , 55.02 , 55.62 1 

77.93 , 108.83 , 150.29 และ 177.73 (รูปท่ี 50)

DEPT-90 (6,ppm) ปรากฏสัญญาณของ CH ท่ี 37.81 , 46.47 , 48.88 1 50.16 , 55.02 

และ 77.93 (รูปที่ 51)

DEPT-135 (5,ppm) ปรากฏส ัญญาณข ึ้น (up phase) ของ CH และ CH3 ท่ี 14.22 1

15.05 , 15.63 , 18.91 1 27.65 , 37.81 , 46.47 1 48.88 1 50.16 1 55.02 และ 77.93 ปรากฏส ัญญาณ ลง 

(down phase) ของ CH2 ท่ี 17.88 , 20.48 , 25.16 1 26.98 1 29.26 1 30.28 1 31.89 , 33.99 1 36.77 1 38.40 

และ 108.83 (รูปที, 52)

แมสสเปกตรัม พบไอออนเชิงโมเลกุล (M+) ท่ี 456 นอกจากน ี้ย ังพบช ิ้นส ่วนของการ 

แตกมวล (mass fragmentation) ทีสำดัญที m i e  (% relative intensity) ดังนี 438 (4.6) 1 248 (33.6) 1 220

(26.1) . 207 (57.9) , 203 (29.0) และ 189(100.0) (รูปท่ี 56)

เตรียมอนุพ ันธ์ของ ZAP-6 เป ็นอน ุพ ันธ ์ acetate โดยนำ ZAP-6 30 ม ิลล ิกร ัม ร ีฟ ร ักช ์ 

กับ acetic anhydride โดยใช้ pyridine เป ็นต ัวทำละลาย ในเวลา 1 ชั่วโมง ทิ้งไว้ให้เย็น เทของผสมลงใน 

น ี้าผสมนํ้าแข ็ง กรองแยกของแข็ง แล้วนำของแข็งมาตกผลีกชํ้าด ้วยคลอโรฟอร์มผสมเมทานอล จะได้ 

ผลึกรูปเข ็มส ีขาวหนํก 20 ม ิลล ิกรัม (กำหนดให้เป็นสาร ZAP-6A) จุดหลอมเหลว 258 °c  (สลายตัว) 

ละลายได้ด ีในคลอโรฟอร์ม ละลายได้บ ้างในเมทานอล ไม่ละลายในเฮกเชน

อ ินฟราเรดสเปกตรัม (KBr) พบการด ูดกลืนท ี่ความถี่ (cm"1) ต ังน ี้ 3300-3500 (ร) , 

2946,2870 (ร) , 1736 (ร) 1 1694 (ร) ,1644 (m) , 1458 (m) 1 1373 (m) 1 1246 (ร) 1 1027 (m) และ 885 (m) 

(รูปท่ี 57)

โปรตอนเอ็นเอ ็มอาร์สเปกตรัม (CDCI3) ปรากฏส ัญญาณท ี่ค ่า chemical shift (8,ppm) 

ดังนี้ 0.83 (6H,ร) 1 0.84 (3H,ร) , 0.93 (3H,ร) 1 0.97 (3H,ร) , 1.69 (3H,ร) 1 2.04 (3H,ร) , 2.99 (1H,m) 1 4.47 

(1 H,ทา) 1 4.61 (1H,ร) และ 4.74 (1H,ร) (รูปท่ี 58)

คาร์บอน-13 เอ ็นเอ็มอาร์สเปกตรัม (CDCIg) ปรากฏส ัญ ญ าณ ท ี่ค ่า chemical shift 

(8,ppm) ดังนี้ 14.58 1 15.96 1 16.09 1 16.38 ,18.09 , 19.27 1 20.79 1 21.24 1 23.63 1 25.37 , 27.87 1 

29.62 , 30.50 1 32.09 1 34.17 1 36.97 1 37.05 , 37.73 1 38.35 1 40.63 , 42.35 1 46.87 1 49.20 1 50.33 1

55.35 1 56.32 1 80.89 , 109.66 , 150.33 1 170.99 และ 181.86 (รูปท่ี 59)

แมสสเปกตรัม พบไอออนเชิงโมเลกุล (M+) ท่ี 498 (รูปท่ี 60)
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2.7.7 การทำ ZAP-7 ให้ปริสุทธึ๋และข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี
ZAP-7 แยกได้จากลำดับส่วนที่ 47 และ 48 ซ่ึงชะด้วย 5% เมทานอลใน

คลอโรฟอร์ม ในการทำคอลัมน์โครมาโทกราพีของสิงสกัดในเฮกเชน (ตารางที่ 2) และลำดับส่วนที่ 
76-78 ซึ่งชะด้วย 20% เมทานอลในคลอโรฟอร์มในการทำคอลัมน์โครมาโทกราพีของสิงสกัดใน
คลอโรฟอร์ม (ตารางที่ 4) ตกผลึกด้วยเมทานอลร้อนจะได้ของแข็งอล้ณฐานสีขาว หนัก 270 มิลลิกรัม 
จุดหลอมเหลว 268-269 °c ละลายได้บ้างไนเมทานอลร้อน ไม่ละลายในเฮกเซน คลอโรฟอร์ม และ 
เอทิลแอชิเตต

อินฟราเรดสเปกตรัม (KBr) พบการดูดกลืนที่ความถี่ (cm-1) ด ัง น้ี 3300-3500 (ร) ,1632 
(ทา) 1 1462 1 1375 (ร) 1070 (ร) และ 892 (พ) (รูปท่ี 61) ซ ึ่งพบว่า น่าจะเป็นไกลโคไซด์ จึงทำการแยก 
สลายด้วยนํ้า โดยใช้ 10% H CI ในเอทานอล รีฟล้กซ์กับ ZAP-7 100 มิลลิกรัม เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง 
(ตรวจปฏิกิริยาด้วยการทำทินแลร์โครมาโทกราพี เพ่ือดูว่าปฏิกิริยาเกิดขึ้นสมบูรณ์หรือไม่) ปฏิกิริยาที่ 
เกิดขึ้นเป็นด ัง น้ี

. 1 10% HCI ในเอทานอล ร
glycoside------------ _ - ---------->  aglycone + นาตาล

รืฟล้กช์

แยกส ่วนของ aglycone และน ํ้าตาลออกจากก ันได ้โดยการกล ั่นระเหยเอทานอลแบบ 

ส ุญ ญ ากาศแบบหม ุนให ้เหล ือ เอทานอลเพ ียงเล ็กน ้อย เต ิมน ํ้าแล ้วสก ัดด ้วยอ ีเทอร ์ จะแยกได ้ aglycone 

อย ู่ในช ั้นอ ีเทอร ์ และน ํ้าตาลอย ู่ช ั้นน ํ้า

- การล ึกษ าส ่วน  aglycone

นำช ั้นอ ีเทอร ์มาเต ิม  anh. Na2 S0 4  กรองแยกสารละลายมาระเหยไล ่อ ีเท อร ์ จะได ้ 

ของแข ็งส ิขาว ตกผล ึกซ ํ้าด ้วยคลอโรฟอร ์มผสมเมทานอล จะได ้ผล ึกร ูปเข ็ม ส ิขาว (ZAP-7A) หน ัก 20 

ม ิลล ิก ร ัม  จ ุดหลอมเหลว 135-137 °c ละลายได ้ด ีในคลอโรฟอร์ม เอท ิลแอชิเตต ละลายได ้บ ้างใน  

เฮกเชน ค่า Rf เป ็น  0.662 (ชิลิกาเจล : 1 0 % เมทานธลในคลอโรฟอร์ม)

อ ินฟ ราเรดส เปกตร ัม  (KBr) พบการด ูดกล ืนท ี่ความถ ี่ (cm'1) ด ังน ี้ 3600-3200 (m) 1 

2937,2893 (ร) , 1638 (พ) ,1463 , 1381 (m) 1 1055 (m) 1 971 (m) และ 801 (m) (รูปที่ 62)

แก ๊สโครมาโทแกรม (คอล ัมน ์ OV-1 1 อ ุณ ห ภ ูม ิคอล ัมน ์ 260 °c 1 อ ุณ หภ ูม ิเค ร ื่องฉ ีด  

290 °c 1 อ ัต รการ1โหล'ของแก๊ส1ไนโตรเจน 4 5  ม ิลล ิล ิตรต ่อนาท ี) โดยเปรียบเท ียบ ZAP-7A ก ับส เตอรอยด ์ 

ม าต รฐาน  เช ่นเด ียวก ับ  ZAP-4 พบว ่า ZAP-7A มี retention time (นาที) เป ็น 21.81 , 22.75 และ 

26.15 และส เตอรอยด ์ม าตรฐานม ี retention time (นาที) เป ็น 16.06,21.56,23.23 และ 26.23 (รูปที่ 63)
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เตร ียมอน ุพ ันธ ์ของ ZAP-7 เป ็นอน ุพ ันธ ์ acetate โดยนำ ZAP-7 50 ม ิดล ิก ร ัม  ร ีฟ ร ัก ช ์ 

กับ acetic anhydride โดยใช้ pyridine เป ็นต ัวทำละลาย ใช ้เวลา 4 ชั่วโมง ท ิ้งไว ้ให ้เย ็น เทของผสมลงใน 

น ํ้าผสมน ํ้าแข ็ง กรองแยกของแข ็ง แล ้วนำของแข ็งมาตกผล ึกช ํ้าด ้วยคลอโรฟอร ์มผสมเมทานอล จะได ้ 

ผล ึกร ูปเข ็มใส แวววาว หน ัก 40 ม ิลล ิก ร ัม  (กำหนดให ้เป ็นสาร ZAP-7B) จ ุดหลอมเหลว 151-153 °c 

ละลายได ้ด ีในคลอโรฟอร ์ม  ละลายได ้บ ้างในเมทานอล ไม ่ละลายในเฮกเซน

อ ินฟ ราเรดส เปกตร ัม  (KBr) พบการด ูดกล ืนท ี่ความถ ี่ (cm"1) ต ังน ี้ 2959,2906 (ร) , 1754 

(ร) , 1645 (พ) 1 1222 (ร) และ 1041 (ร) (รูปที่ 65)

โปรตอนเอ ็น เอ ็มอาร ์ส เปกตร ัม  (CDCIg) ป รากฏส ัญ ญ าณ ท ี่ค ่า  chemical shift (ร,ppm) 

ต ังน ี้ 0.66-1.87 (m) 1 1.99 (3H,ร) , 2.01 (3H,ร) 1 2.03 (3H,ร) 1 2.06 (3H,ร) 1 3.45 (1 H,m) , 3.71 (1 H,ทา) ,

4.12 (2H,dd) 1 4.58 (1H,d) 1 5.03 (4H,m) , 5.10 (1H,m) และ 5.24 (2H,d) (รูปที่ 6 6 )

คาร ์บอน-13 เอ ็น เอ ็มอาร ์ส เปกตร ัม  (CDCIg) ป รากฏส ัญ ญ าณ ท ี่ค ่า  chemical shift 

(ร,ppm) ต ังน ี้ ท  .76-79.98 1 99.55 1 122.06 1 129.22 , 138.25 1 140.27 1 169.19 1 169.30 , 170.24 และ 

170.58 (รูปที่ 67)

แมสสเปกตร ัม  พบไอออนเช ิงโมเลก ุล (M+) ท่ี 498 , 496 และ 384 (รูปที่ 69)

2.7.8 การทำ ZAP-8  ให ้บ ุร ีส ุทธ ิใเละข ้อม ูลทางสเปกโท?สโทปี

ZAP-8  แยกได ้จากลำต ับล ้วนท ี่ 69 และ 70 ซ ึ่งซะด ้วย 5% เมทานอลในคลอโรฟอร ์ม  

ในการทำคอส ัม '14โครมาโทกราฟของล ิงสก ัดในคลอโรฟอร ์ม (ตารางที่ 4) ตกผล ึกด ้วยคลอโรฟอร ์มผสม 

เมทานอล จะได ้ผล ึกร ูปแท ่งส ืเหล ืองอ ่อน หน ัก 25 ม ิลล ิกร ัม  จ ุดหลอมเหลว 252-254 °c ละลายได ้ด ีใน  

เมทานอล 1 DMSO ละลายได ้บ ้างในคลอโรฟอร ์ม  ไม ่ละลายในเฮกเชน ค่า Rf เป ็น  0.587 (ชิล ิกาเจล : 

1 0 % เมทานอลในคลอโรฟอร์ม)

อ ินฟราเรดสเปกตร ัม  (KBr) พบการด ูดกล ืนท ี่ความถ ี่ (cm"1) ต ังน ี้ 3383 (ร) , 2741 (พ) , 

1701 (ร) ,1644 (m) และ 880 (m ) (รูปที่ 70)

โปรตอนเอ ็น เอ ็มอาร ์ส เปกตร ัม  (CDCIg+DMSO) ป รากฏส ัญ ญ าณ ท ี่ค ่า  chemical shift 

(ร,ppm) ต ังน ี้ 0.81-2.50 (m) , 2.01 (1 H,dd.J=4 7,8 6  Hz) , 4.14 (1H,d,J=8.6 Hz) , 4.51 (1 H,ร) , 4.62 (1 H,ร) 

และ 9.72 (1H,d,J=4.6 Hz) (รูปที่ 71)

คาร์บอน-13 เอ็นเอ็มอาร์สเปกตรัม (CDCIg+DMSO) ปรากฏสัญญาณที่ค่า chemical 
shift (ร,ppm) ตังน้ี 14.33 , 14.44 1 16.29 , 17.72 1 18.93 , 23.94 1 24.69 1 24.97 , 25.47 1 29.30 , 30.12 
, 31.86 1 33.74 , 36.53 1 37.50 , 40.37 1 41.41 1 42.21 1 46.56 1 47.42 , 48.65 1 49.53 , 55.35 , 61.82 1
72.35 , 79.83 1 109.95 1 150.10 , 177.80 และ 205.97 (รูปท่ี 72)
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DEPT-90 (5,ppm) ปรากฏส ัญ ญ าณ ของ CH ท่ี 37.50 1 46.56 1 48.65 , 49.53 1 61.82 ,

72.35 1 79.83 และ 205.97 (รูปที่ 73)

DEPT-135 (8,ppm) ปรากฏส ัญญาณ ขึ้น (up phase) ของ CH และ CHg ท่ี 14.33 , 
14.44 , 16.29 1 18.93 , 24.97 , 25.47 1 37.50 , 46.56 1 48.65 , 49.53 , 61.82 1 72.35 1 79.83 และ 205.97 
ปรากฏส ัญ ญ าณ ลง (down phase) ของ ฒ 2 ท่ี 17.72 , 23.94 1 24.69 1 29.30 1 30.12 , 31.86 1 33.74 , 
36.53 และ 109.95 (รูปท่ี 74)

แมสสเปกตร ัม  พบไอออนเช ิงโมเลก ุล (M+) ท่ี 470 นอกจากน ี้ย ังพบช ิ้นส ่วนของการ 

แตกมวล (mass fragmentation) ท ีสำค ัญท ี ทา/e (% relative intensity) ค ังน ี 452 (100.0) 1 248 (85.0) , 203 

(70.9) และ 189 (81.8) (รูปที่ 78)
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