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บทคดัย่อ 
 

งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อแยกและพสิจูน์โครงสรา้งทางเคมขีองสารจากผลดปีล ีโดยน า
ผลดปีลมีาสกดัในเฮกเซนและเอทลิแอซเิทต น าสิง่สกดัเฮกเซนและเอทลิอะซเิตทมาแยกใหบ้รสิุทธิ ์
ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี พบว่าแยกได้สารที่เคยมขีอ้มูลการรายงานมาก่อนหน้าน้ี 7 ชนิด คอื  
N-[(2E,4E)-tetradecadienoyl]-piperidine (SB1), (2E) 1-(piperidin-1-yl)-tetradec-2-en-1-one 
(SB2), 1-[(2E,4E)-1-oxo-2,4-hexadecadienyl]-piperidine (SB3), piperlongimin B (SB4), methyl 
piperate (SB5), guineensine (SB6) และ piperine (SB7) โดยโครงสรา้งทัง้หมดไดพ้สิจูน์ทราบดว้ย
วธิทีางสเปกโทรสโกปี รว่มกบัการเปรยีบเทยีบขอ้มลูทีเ่คยมกีารรายงานมาก่อนหน้าน้ี 
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Abstract 
 

 This study aimed to isolate and identify the chemical structures of compounds from the 
fruits of Piper retrofractum Vahl. The fruits were extracted with hexane and ethyl acetate. The 
hexane and ethyl acetate crude extracts were purified by chromatographic techniques, leading 

to the isolation of 7 known compounds named N-[(2E,4E)-tetradecadienoyl]-piperidine (SB1), 
(2E) 1-(piperidin-1-yl)-tetradec-2-en-1-one (SB2), 1-[(2E,4E)-1-oxo-2,4-hexadecadienyl]-
piperidine (SB3), piperlongimin B (SB4), methyl piperate (SB5), guineensine (SB6) and 
piperine (SB7). Their structures were determined by spectroscopic methods as well as 
comparison with previous reports in the literature. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและมลูเหตุจงูใจของโครงการ 

ปัจจุบนัพชืสมุนไพรไดถู้กน ามาใชเ้ป็นยารกัษาโรคอย่างแพรห่ลายและมแีนวโน้มว่าจะเพิม่
มากขึน้ เน่ืองจากผูบ้รโิภคตระหนกัถงึอนัตรายและผลขา้งเคยีงจากการใชส้ารเคมี การใชส้มุนไพรมี
ความปลอดภยัสูงและที่ส าคญัสามารถลดค่าใช้จ่ายในการรกัษาลงได้ ดงันัน้การศึกษาและวจิยั
เกี่ยวกับองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิท์างชีวภาพต่าง ๆ ของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ จึงมี
ความส าคญัอย่างมากต่อการใชป้ระโยชน์และการพฒันาความกา้วหน้าทางยารกัษาโรคในปัจจุบนั 
เน่ืองจากท าใหค้น้พบสารทีม่ีประโยชน์มากมายจากธรรมชาต ิโดยเฉพาะในเรื่องของสารออกฤทธิ ์
ทางชวีภาพ (bioactive compound) ซึง่สารเหล่าน้ีมผีลขา้งเคยีงน้อยมากเมื่อเทยีบกบัสารทีไ่ดจ้าก
การสงัเคราะหท์างเคม ีส าหรบัการคน้หาสารออกฤทธิท์างชวีภาพตอ้งอาศยัวธิกีารทดสอบฤทธิแ์ละ
เทคนิคในการแยกสารใหบ้รสิุทธิเ์พื่อทีจ่ะไดท้ราบว่าองคป์ระกอบใดทีม่ฤีทธิท์างชวีภาพ นอกจากน้ี
อาจตอ้งมกีารปรบัปรุงโครงสรา้งของสารเพื่อใหม้ฤีทธิท์างชวีภาพทีด่ขี ึน้ ดว้ยเหตุน้ีผูว้จิยัจงึมคีวาม
สนใจในการศกึษาองคป์ระกอบทางเคมจีากพชื โดยพชืทีเ่ลอืกคอืดปีล ีเน่ืองจากดปีลมีสีรรพคุณทาง
ยามากมาย ในการแพทยแ์ผนโบราณ มกัใชแ้กอ้าการจุกเสยีดแน่นทอ้ง แกท้อ้งอดืทอ้งเฟ้อ ช่วยขบั
เสมหะ ลดอาการคนัคอ ลดอาการไอ แกอ้าการนอนไม่หลบั ช่วยใหเ้จริญอาหาร รกัษาโรคทางเดนิ
อาหารและล าไส ้ต้านเชือ้รา เป็นต้น1,2 นอกจากน้ีดปีลยีงัเป็นสมุนไพรและเครื่องเทศที่มศีกัยภาพ
และโอกาสในการผลติเพื่อการค้า มกีารส่งเสรมิใหป้ลูกมากขึน้ เน่ืองจากมคีวามตอ้งการจากตลาด
ภายในส าหรบัเป็นส่วนประกอบยาแผนโบราณ เครื่องเทศ และผลิตภณัฑ์ป้องกนัก าจดัศตัรูพชื 
ส าหรับอุตสาหกรรมยาแผนโบราณ ดีปลีใช้เข้าต ารับยาแทบทุกต ารับ ข้อมูลจากส านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา (อย.) พบวา่ดปีลมีจี านวนทะเบยีนยาแผนโบราณถงึ 1,134 ต ารบั3 และ
นอกจากน้ี ดปีลยีงัเป็นพชืสมุนไพรชนิดหน่ึงที่อยู่ในแผนพฒันาเพื่อเป็นสนิคา้ส่งออก แต่ปรมิาณ
ดปีลทีีผ่ลติไดใ้นปัจจุบนัยงัไม่เพยีงพอต่อความตอ้งการ ดงันัน้การศกึษาองคป์ระกอบทางเคมขีอง
ดปีล ีจงึมสีว่นส าคญัในการควบคุมคุณภาพของวตัถุดบิ ใหด้ปีลขีองไทยเป็นทีต่อ้งการของตลาดโลก 
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1.2 ลกัษณะทางพนัธศุาสตรข์องดีปลี 
 ดปีล ีมชีื่อวทิยาศาสตรว์่า Piper retrofractum Vahl เป็นพชืสมุนไพรชนิดหน่ึงที่จดัอยู่วงศ์ 
Piperaceae ซึ่งเป็นวงศ์เดียวกบัพริกไทย มีชื่อเรียกอื่น ๆ แตกต่างกนัตามท้องถิ่นเช่น ปานนุ 
ประดงขอ้ (ภาคกลาง) ดปีลเีชอืก (ภาคใต)้ เป็นตน้ มถีิน่ก าเนิดทีเ่กาะมลูคัคสั ประเทศอนิโดนีเซยี 
มาเลเซีย และภาคใต้ของประเทศไทย แหล่งผลิตดีปลีแหล่งใหญ่อยู่ที่ประเทศมาเลเซียและ
อนิโดนีเซยี4 ดปีลเีป็นไมเ้ถาเน้ือแขง็ ขึน้เลื้อยพนั ล าต้นค่อนขา้งกลมเรยีบ เปราะ หกัง่าย บรเิวณ
ขอ้มรีากส าหรบัยดึเกาะ แตกกิง่ก้านมาก ใบเป็นใบเดี่ยวออกเรยีวสลบัตามขอ้ใบ รูปไข่แกมขอบ
ขนาน กว้าง 3-5 เซนติเมตร ยาว 7-10 เซนติเมตร ผิวด้านหลงัใบเป็นมนั หลงัใบมีขนปกคลุม
เล็กน้อย โคนเบี้ยว ปลายแหลม ขอบเรียบ มีเส้นใบออกจากโคน 3-5 เส้น ก้านใบยาว 1-1.5 
เซนติเมตร ใบยอดกิ่งไม่มกี้าน ใบและเถามรีสเผด็ร้อน (รูปที่ 1.1) ดอกเป็นช่อตัง้ตรงขา้มกบัใบ 
ออกเป็นช่อจากง่ามใบ หรอืปลายยอด มดีอกย่อยเรยีงกนัอดัแน่นบนแกนช่อลกัษณะเป็นแท่งกลม
ยาวทรงกระบอก ปลายเรยีวมน ยาวประมาณ 1-2 น้ิว สเีขยีว เมื่อแก่มสีเีหลอืงอมแดง มขีนปกคลุม
เล็กน้อย ไม่มกี้านดอกย่อย ช่อดอกเพศผูแ้ละเพศเมยีอยู่ต่างต้นกนั ไม่มกีลบีเลี้ยงและกลบีดอก 
ก้านช่อดอกยาวเท่ากบัก้านใบ ช่อดอกเพศผู้ยาว 4-5 เซนติเมตร เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 3 
มลิลเิมตร กา้นดอกยาว 2-3.5 เซนตเิมตร มเีกสรเพศผู ้2-3 อนั ชอ่ดอกเพศเมยี ยาว 3-4 เซนตเิมตร 
เส้นผ่าศูนย์กลาง 1 มิลลิเมตร ผลสดอัดกันแน่นบนแกนช่อ ยาว 2.5-5 เซนติเมตร ขนาด
เสน้ผา่ศูนยก์ลาง 1 เซนตเิมตร โคนกวา้ง ปลายมน ผวิผลเรยีบ ผลยอ่ยขนาดเลก็จะตดิกนัเป็นแท่ง
หลอมรวมกนั แยกจากกนัไมไ่ด ้ผลมรีสเผด็รอ้น มสีเีขยีว เมื่อสุกจะเป็นสนี ้าตาลแกมแดง ผลย่อยมี
เมลด็เดยีว เมลด็มขีนาดเลก็มาก กลมและแขง็5
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รปูท่ี 1.1 ลกัษณะของตน้ ใบ ผลออ่น และผลแกข่องดปีล ี (Piper retrofractum Vahl) 

    ดีปลีจดัเป็นสมุนไพรส าคญัที่มกีารน ามาใช้กนัอย่างยาวนาน ทัง้ใช้เป็นยาและประกอบ
อาหาร ซึง่ในประเทศไทยนิยมน าดปีลมีาเป็นเครื่องเทศส าหรบัปรุงอาหารประเภทแกงเผด็ แกงคัว่
ต่าง ๆ ดปีลเีจรญิเตบิโตไดด้ใีนพืน้ทีท่ี่ดนิร่วนซุย ชุ่มชื่นและอุดมสมบูรณ์ แต่กส็ามารถทนอากาศ
แหง้แลง้ไดด้ ีสามารถปลูกไดท้ัว่ไปเพยีงแค่ท าเสาหลกัใหย้ดึเกาะและหมัน่ดูแลในเรื่องของโรคหรอื
แมลงเลก็น้อย
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1.3 งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
 จากการศึกษางานวจิยัเกี่ยวกบัดปีล ี(Piper retrofractum Vahl) ที่ผ่านมาส่วนใหญ่จะพบ
องคป์ระกอบหลกัทางเคมเีป็นสารกลุ่ม amide และ dimeric alkaloids โดยมรีายละเอยีดดงัต่อไปน้ี 

Rao และคณะ (2009) แยกสารจากสิง่สกดัในส่วนรากดปีลดีว้ยเมทานอล พบสารกลุ่มใหม่
ในกลุ่ม dimeric alkaloids คอื chabamide F และ chabamide G และสารทีม่รีายงานมาแลว้ทัง้หมด 
3 ชนิด คอื piperine, guineensine และ brachystamide B6 (รปูที ่1.2) 

 

    

chabamide F      chabamide G  

 

piperine 

 

guineensine 

 

brachystamide B 

รปูท่ี 1.2 สารทีส่กดัไดจ้ากรากของดปีล ี(Piper retrofractum Vahl) โดย Rao และคณะ (2009) 
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Rao และคณะ (2011) แยกสารจากสิง่สกดัในส่วนรากดปีลดีว้ยเมทานอล พบสารกลุ่มใหม่
ในกลุ่ม dimeric alkaloids คอื chabamide H, chabamide I, chabamide J และ chabamide K (รปู
ที ่1.3) และสารทีม่รีายงานมาแลว้ทัง้หมด 11 ชนิด คอื chabamide, chabamide F, chabamide G, 
piperine, trichostachine, pellitorine, piplartine, 4,5-dihydropiperlongumine, guineensine, 
brachystamide B และ sesamin หลงัจากนัน้น าไปทดสอบฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็ปาก
มดลูก (HELA), เตา้นม (MCF-7), ตบั (HEPG2), ล าไสใ้หญ่ (HT-29) และล าไส ้(COLO-205) พบวา่ 
chabamide และ chabamide G มคีวามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ล าไส ้(COLO-205) มคีา่ IC50 เทา่กบั 
3.10 µg/mL และ 0.018 µg/mL ตามล าดบั7 

 

    

chabamide H     chabamide I 

      

chabamide J      chabamide K 

รปูท่ี 1.3 สารทีส่กดัไดจ้ากรากของดปีล ี(Piper retrofractum Vahl) โดย Rao และคณะ (2011) 
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Jiang และคณะ (2013) แยกสารจากสิง่สกดัในส่วนผลดปีลดี้วยเอทานอล พบสารใหม่ใน

กลุ่ม amide alkaloids 2 ชนิด คือ 3β, 4α-dihydroxy-1-(3-phenylpropanoyl)-piperidine-2-one 
และ  (2E, 4E,14Z)-6-hydroxyl-N-isobutyleicosa-2,4,14-trienamide ( รูปที่  1.4) จากนั ้นน าไป

ทดสอบฤทธิต์า้นไวรสัตบัอกัเสบบ ีพบวา่ 3β, 4α-dihydroxy-1-(3-phenylpropanoyl)-piperidine-2-
one มีประสิทธิภาพการยบัยัง้ไวรสัตับอักเสบบี มีค่า IC50 ต่อ HBsAg เท่ากับ 1.80 mM และ 
HBeAg เทา่กบั 0.21 mM8 

 

 

3β, 4α-dihydroxy-1-(3-phenylpropanoyl)-piperidine-2-one 

 

(2E, 4E,14Z)-6-hydroxyl-N-isobutyleicosa-2,4,14-trienamide 

รปูท่ี 1.4 สารทีส่กดัไดจ้ากผลของดปีล ี(Piper retrofractum Vahl) โดย Jiang และคณะ (2013) 
 

Luyen และคณะ (2014) แยกสารจากสิง่สกดัในส่วนใบดปีลดีว้ยเมทานอล พบสารใหม่ใน
กลุ่ ม  phenylpropanoid แล ะ  alkylglycoside คื อ  piperoside แล ะ  isoheptanol 2(S)-O-β-D-
xylopyranosyl (1→6)-O-β-D-glucopyranoside (รปูที ่1.5) และสารทีม่รีายงานมาแลว้ทัง้หมด 10 
ชนิด คือ 3,4-dihydroxyallylbenzene, 1,2-di-O-β-D-glucopyranosyl-4-allylbenzene, tachioside, 
benzyl-O-β-D-glucopyranoside, icariside F2, dihydrovomifoliol-3-O-β-D-glucopyranoside, 
isopropyl O-β-D-glucopyranoside, isopropyl primeveroside, n-butyl O-β-D-glucopyranoside, 
isoheptanol 2(S)-O-β-D-apiofuranosyl-(1→6)-O-β-D-glucopyranoside จากนัน้น าไปทดสอบ
ฤทธิก์ารยบัยัง้ α-glucosidase พบวา่ สารประกอบทีแ่ยกไดม้ฤีทธิย์บัยัง้ α-glucosidase ปานกลาง 
โดยเปอร์เซ็นต์ของการยบัยัง้เอนไซม์ของ benzyl-O-β-D-glucopyranoside และ icariside F2 คอื 
4.60 ± 1.74% และ 11.97 ± 3.30% ตามล าดบั9 
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Piperoside  isoheptanol 2(S)-O-β-D-xylopyranosyl 

(1→6)-O-β-D-glucopyranoside 

รปูท่ี 1.5 สารทีส่กดัไดจ้ากใบของดปีล ี(Piper retrofractum Vahl) โดย Luyen และ คณะ (2014) 
 

 Muharini และคณะ (2015) แยกสารจากสิง่สกดัในส่วนผลดีปลี พบสารกลุ่มใหม่ในกลุ่ม 
amide 3 ช นิ ด  คื อ  (2E,14Z)-N-isobutyleicosa-2,14-dienamide, dipiperamides F แ ล ะ 
dipiperamides G (รปูที ่1.6) และสารทีม่รีายงานมาแลว้ทัง้หมด 30 ชนิด คอื (E)-4-(isobutylamino)-
4-oxo-2-butenoic acid, 3,4-methylenedioxy cinnamaldehyde, piperonyl anhydride, piperine, 
isochavicine, piperanine, piperlonguminine, scutifoliamide A, dihydropiperlonguminine, 
pellitorine, pipericine, (2E,4E)-N-isobutyleicosa-2,4-dienamide, (2E,4E,12Z)-N-
isobutyloctadec-2,4,12-trienamide, (2E,4E,14Z)-N-isobutyleicosa-2,4,14-eicosatrienamide, 
Pipereicosalidine, retrofractamide A, retrofractamide C, retrofractamide B, guineensine, 
brachystamide B, dehydropipernonaline, pipernonaline, piperolein B, piperundecaline, 
piperchabamide C, nigramide F, chabamide, nigramide R, dipiperamide E แ ล ะ 
piperchabamide H หลงัจากนัน้น าไปทดสอบฤทธิต์้านเชื้อและความเป็นพษิ พบว่า Piperanine 
แสดงการยับ้ยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้รา Cladosporium cladosporioides ขณะที ่dipiperamides 
F, dipiperamides G, chabamide, nigramide R, dehydropipernonaline, pipernonaline, 
guineensine, brachystamide B, retrofractamide C, pellitorine และ pipericine มีฤทธิค์วามเป็น
พิษต่อเซลล์มะเร็งต่อมน ้าเหลือง (L5178Y) มีค่า IC50 เท่ากับ 10.0, 13.9, 11.6, 9.3, 8.9, 17.0, 
17.0, 16.4, 13.4, 28.3, และ 24.2 µM ตามล าดบั10 
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(2E,14Z)-N-Isobutyleicosa-2,14-dienamide 

    

Dipiperamide F    Dipiperamide G 

รปูท่ี 1.6 สารทีส่กดัไดจ้ากผลของดปีล ี(Piper retrofractum Vahl) โดย Muharini และคณะ (2015) 
 

จากการสบืคน้ขอ้มลูงานวจิยัทีผ่่านมาท าใหท้ราบว่า ดปีลมีฤีทธิท์างชวีภาพทีน่่าสนใจและ
มกัมีการรายงานสารชนิดใหม่อยู่เสมอ อีกทัง้ที่ผ่านมาพบว่าในประเทศไทยยงัไม่มีการศึกษา
องคป์ระกอบทางเคมจีากผลของดปีล ีท าใหผู้ว้จิยัสนใจทีจ่ะศกึษาองคป์ระกอบทางเคมีจากผลของ
ดีปลี โดยสกัดสารด้วยตัวท าละลายเฮกเซนและเอทิลอะซิเตท ท าให้บริสุทธิด์้วยเทคนิคทาง 
โครมาโทกราฟี และพสิูจน์โครงสร้างขององค์ประกอบทางเคมดี้วยขอ้มูลทางกายภาพและทาง  
สเปกโทรสโกปี ไดแ้ก่ นิวเคลยีรแ์มกเนตกิเรโซแนนซส์เปกโทรสโกปี และแมสสเปกโทรเมตร ีโดย
ผูว้จิยัคาดว่าจะพบสารชนิดใหม่ทีม่ฤีทธิท์างชวีภาพ เพื่อน าไปสู่การประยุกต์ใชใ้นทางเภสชัวทิยา
และทางการแพทยต์่อไป 

 
1.4 วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

1. สกดัแยกสารทีเ่ป็นองคป์ระกอบทางเคมจีากผลดปีล ี
2. แยกสารองค์ประกอบอินทรีย์ที่ได้จากการสกัดผลดีปลีให้บริสุทธิด์้วยเทคนิคทาง 

โครมาโทกราฟี 
3. พสิูจน์ทราบเอกลกัษณ์โครงสรา้งของสารบรสิุทธิท์ีแ่ยกไดจ้ากผลดปีลโีดยใชเ้ทคนิคทาง 

สเปกโทรสโกปี 
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1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รบั 
1. ทราบถงึองคป์ระกอบทางเคมขีองผลดปีล ี
2. ไดส้ารชนิดใหมท่ีม่ฤีทธิท์างชวีภาพ 



23 
 

 

บทท่ี 2 
การทดลองและผลการทดลอง 

 
2.1 พืชตวัอย่าง 
 ผลดปีลทีีใ่ชใ้นการทดลองครัง้น้ี ซือ้มาจากรา้นเจา้กรมเป๋อ ถนนจกัรวรรด ิเขตสมัพนัธวงศ ์
กรงุเทพมหานคร เมือ่เดอืนสงิหาคม พ.ศ. 2560 จ านวน 4 กโิลกรมั 
 

2.2 เครื่องมือและอปุกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง  
1. คอลมัน์ (column) 
2. ขวดรปูชมพู ่(erlenmeyer flask) 
3. ขวดกน้กลม (round bottom flask) 
4. บกีเกอร ์(beaker) 
5. หลอดทดลอง (test tube) 
6. หลอดหยดสาร (dropper) 
7. แทง่แกว้คนสาร (glass rod) 
8. กระบอกตวง (cylinder) 
9. กรวยแกว้ (glass funnel) 
10. หลอดคะปิลลาร ี(capillary tube) 
11. กระดาษกรอง (filter paper) 
12. ขาตัง้และแคลมป์ (stand & clamp) 
13. ไมโครปิเปต (micropipette) 
14. แผน่ทนิเลเยอรโ์ครมาโทกราฟี (thin-layer chromatography) 
15. เครือ่งชัง่ไฟฟ้า 4 ต าแหน่ง (analytical balance 4 digit) 
16. เครือ่งใหค้วามรอ้น (hotplate) 
17. เครือ่งระเหยสญุญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) 
18. เครื่องนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรมเิตอร์ (nuclear magnetic resonance 

spectrometer: NMR) 
19. เครือ่งแมสสเปกโทรมเิตอร ์(mass spectrometer) 
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20. เ ค รื่ อ ง ไฮ เพอร์ฟอร์ แมนซ์ ลิค วิด โค รมา โทกรา ฟี  (high performance liquid 
chromatography: HPLC) 

21. เครือ่งแฟลชคอลมัน์โครมาโทกราฟี (flash column chromatography) รุน่ Isolera 
22. UV lamp ใชต้รวจสอบสารทีด่ดูกลนืแสงในช่วง UV บนแผน่ TLC ช่วงความยาวคลื่นทีใ่ช ้

คอื 254 นาโนเมตร 
 

2.3 สารเคมี 
1. ตวัท าละลาย ไดแ้ก่ เฮกเซน (hexane) ไดคลอโรมเีทน (dichloromethane) เอทลิแอซเิทต 

(ethyl acetate) เ มทานอล  (methanol) เ อทานอล  (ethanol) แอซิ โ ทน  (acetone) 
คลอโรฟอรม์ด ี(CDCl3) และน ้า milli Q 

2. ซลิกิาเจล เบอร ์7734 ส าหรบัคอลมัน์โครมาโทกราฟี (open column chromatography) 
3. เซฟาเดก็ซ ์(sephadex LH-20) 
4. ตวัท าปฏกิรยิา anisaldehyde 

 
2.4 ขัน้ตอนการทดลอง 

1. คน้ควา้เอกสารขอ้มลูทีเ่กีย่วขอ้ง จดัหาผลดปีลแีละสารเคม ี
2. น าผลดปีลมีาหัน่ใหเ้ป็นชิน้เลก็ ๆ จากนัน้สกดัดว้ยเฮกเซน ไดคลอโรมเีทน และเอทลิแอซิ

เทต ตามล าดบั 
3. น าสารสกดัที่ได้ไปแยกให้บริสุทธิด์้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี เช่น ซิลิกาเจล

คอลัมน์โครมาโทกราฟี (silica gel column chromatography), เซฟาเด็กซ์คอลัมน์ 
โครมาโทกราฟี  (sephadex LH-20 column chromatography), ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ ์
ลิควิดโครมาโทกราฟี (high performance liquid chromatography: HPLC) และ
แฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี (flash column chromatography) เป็นต้น พร้อมศึกษา
หาวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีเ่หมาะสม ตรวจสอบความบรสิุทธิด์ว้ยแผน่ TLC หากสารทีไ่ดย้งัไม่
บรสิทุธิ ์ใหท้ าการแยกซ ้าโดยการเปลีย่นวฏัภาคเคลื่อนที ่

4. พสิจูน์ทราบโครงสรา้งของสารบรสิทุธิท์ีแ่ยกได ้โดยอาศยัขอ้มลูทางสเปกโทรสโกปี ไดแ้ก่ 
นิวเคลยีรแ์มกเนตกิเรโซแนนซส์เปกโทรสโกปี (NMR) และแมสสเปกโทรเมตร ี(MS) น า
ขอ้มลูทีไ่ดไ้ปเปรยีบเทยีบกบัขอ้มลูของสารทีท่ราบสตูรโครงสรา้งแลว้ 

5. วเิคราะหข์อ้มลู สรปุผล และเขยีนรายงาน
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2.5 เทคนิคท่ีใช้ในการทดลอง 

2.5.1 ทิน-เลเยอรโ์ครมาโทกราฟี (Thin-Layer Chromatography: TLC) 
เป็นเทคนิคอย่างง่ายที่ใชต้รวจสอบความบรสิุทธิข์องสาร โดยใช ้TLC aluminum 

sheets silica gel 60 F254 ตดัใหม้ขีนาดพอเหมาะ แลว้ท าการก าหนดระยะทางที่จะใหต้วั
ท าละลายเคลื่อนที่ แต้มสารละลายของสารที่ต้องการตรวจสอบบนจุดเริม่ต้นด้วยหลอด
คะปิลลารขีนาดเลก็ใหม้รีะยะห่างระหว่างจุดประมาณ 0.5 เซนตเิมตร น าแผ่น TLC ไปจุ่ม
ในภาชนะปิดทีบ่รรจุดว้ยกระดาษกรองและมตีวัท าละลายทีเ่หมาะสมบรรจุอยู่ ปล่อยใหต้วั
ท าละลายชะสารใหเ้คลื่อนที่ไปบนแผ่น TLC จนถึงจุดสูงสุดที่ขดีไว ้ทิ้งใหแ้ผ่น TLC แหง้ 
แล้วน าไปตรวจหาต าแหน่งของสาร โดยส่องด้วยแสง UV ที่มีความยาวคลื่น 254  
นาโนเมตร หรอืน าไปจุ่มในตวัท าปฏิรยิา anisaldehyde แล้ววางบนเครื่องให้ความร้อน 
(hotplate) อุณหภูมิ 80-100 องศาเซลเซียส นาน 1-2 นาที แล้วบันทึกต าแหน่งของจุด
ดงักล่าว 

ก. การเตรยีมภาชนะส าหรบั develop ใชข้วดแกว้ทรงสีเ่หลีย่มผนืผา้พรอ้มฝาปิดที่
สะอาดและมขีนาดพอเหมาะทีจ่ะใส่แผ่น TLC ใส่กระดาษกรองทีม่คีวามสูงและความกวา้ง
พอดกีบัขนาดของภาชนะใหแ้นบตดิกบัผวิดา้นใน รนิตวัท าละลายที่เหมาะสมลงไปใหสู้ง
จากก้นภาชนะประมาณ 1 เซนติเมตร ปิดฝาภาชนะแล้วปล่อยให้ตวัท าละลายซึมเปียก
กระดาษกรองทัง้แผน่ เพือ่ใหภ้ายในภาชนะอิม่ตวัดว้ยไอของตวัท าละลาย 

ข. การแต้มสาร น าแผ่น TLC มาขีดเส้นด้วยดินสอเพื่อก าหนดระดับสูงสุดที่
ต้องการให้ตัวท าละลายซึมขึ้นไปด้านบน และขีดก าหนดระดบัด้านล่างตรงต าแหน่งที่
ตอ้งการแตม้สาร จากนัน้ใชห้ลอดคะปิลารจีุ่มลงไปในสารละลายทีต่อ้งการทดสอบ แลว้แตม้
สารนัน้บนแผ่น TLC ที่ระดบัเริ่มต้นที่ใช้ดินสอขดีไว้ ให้เป็นจุดวงกลมเล็ก  ๆ เส้นผ่าน
ศูนยก์ลางไมเ่กนิ 2 มลิลเิมตรและแต่ละจุดหา่งกนัไมน้่อยกวา่ 0.5 เซนตเิมตร หลงัจากทีจุ่ด
สารทีแ่ตม้แหง้สนิทแลว้ จงึน าไป develop ในขัน้ต่อไป 

ค. การ develop น าแผ่น TLC ทีแ่ตม้สารเรยีบรอ้ยแลว้จุ่มในภาชนะแกว้ทีบ่รรจุตวั
ท าละลายทีเ่หมาะสม และภายในภาชนะนัน้ตอ้งอิม่ตวัดว้ยไอของตวัท าละลายเรยีบรอ้ยแลว้ 
ทัง้น้ีระดบัของจุดสารบน TLC ควรอยู่เหนือระดบัสารละลายในภาชนะเลก็น้อย จากนัน้ปิด
ฝาภาชนะแลว้ปล่อยใหต้วัท าละลายซมึขึน้มาจนถงึระดบัสูงสุดทีใ่ชด้นิสอขดีไว ้แลว้จงึน า
แผน่ TLC ออกจากภาชนะและปล่อยใหต้วัท าละลายระเหยจนแผน่ TLC แหง้ 



13 
 

 

ง. การตรวจหาต าแหน่งของสาร น าแผน่ TLC ไปสอ่งกบัแสง UV เพือ่วเิคราะหก์าร
ดดูกลนืแสง UV ของสาร ในกรณีทีส่ารไมส่ามารถดดูกลนืแสง UV ใหน้ าแผน่ TLC ไปจุ่มใน
ตัวท าปฏิกิริยา anisaldehyde แล้ววางให้ความร้อนบนเครื่องให้ความร้อน (hotplate) 
ต าแหน่งทีม่สีารจะปรากฏใหเ้หน็ 
 
2.5.2 ซิลิกาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี (Silica Gel Column Chromatography) 

เป็นเทคนิคการแยกสารโดยใชค้วามแตกต่างจากขัว้ของสาร โดยวฏัภาคน่ิงหรอืตวั
ดูดซับ (stationary phase) จะมีแรงดึงดูดกับสารชนิดต่าง  ๆ ด้วยความแรงต่างกัน  
ซลิกิาเจลมคีวามมขีัว้สูงจงึมแีรงดงึดูดกบัสารทีม่ขี ัว้สูงไดแ้ขง็แรงกว่าสารทีไ่ม่มขี ัว้ ดงันัน้ 
วฏัภาคเคลื่อนที่หรอืตวัท าละลาย (mobile phase) จงึชะสารต่างชนิดออกมาไม่พรอ้มกนั 
สารทีถู่กดดูซบัไวไ้ดด้ ี(สารทีม่ขี ัว้สงู) จะออกมาจากคอลมัน์ทีบ่รรจุซลิกิาไดช้า้กวา่สารทีถู่ก
ดดูซบัไดไ้มด่ ี(สารทีม่ขี ัว้ต ่า) 

ขนาดของคอลมัน์ทีใ่ชต้้องเหมาะสมกบัปรมิาณสารทีต่้องการแยก โดยตวัดูดซบัที่
ใชค้วรมปีรมิาณ 25-30 เท่าของปรมิาณสารตวัอย่าง ก่อนบรรจุสารตวัอย่างในคอลมัน์ต้อง
อุดปลายคอลมัน์ดว้ยส าล ีจากนัน้จงึใส่ตวัดูดซบัลงในคอลมัน์ โดยตวัดูดซบัทีใ่ชใ้นวธิน้ีี คอื 
ซลิกิาเจล บรรจุคอลมัน์ดว้ยวธิแีบบเปียกหรอืวธิ ีslurry กล่าวคอื บรรจุตวัท าละลายลงใน
คอลมัน์ประมาณหน่ึงในสามสว่นของคอลมัน์ ใสต่วัท าละลายในซลิกิาเจลแลว้คน (สว่นผสม
น้ีเรยีกวา่ slurry) เท slurry ผา่นกรวยแกว้ลงในคอลมัน์พรอ้ม ๆ กบัเปิดใหต้วัท าละลายไหล
ออกชา้ ๆ และใชส้ายยางเคาะดา้นขา้งของคอลมัน์ การไหลของตวัท าละลายและการเคาะ
จะช่วยใหซ้ลิกิาเจลอดัแน่น ทัง้ยงัป้องกนัการเกดิฟองอากาศ แต่ถา้มฟีองอากาศเกดิขึน้ให้
ใชท้ชิชู่ชุบอะซโิตนหุม้รอบ ๆ บรเิวณทีม่ฟีองอากาศ แล้วทิ้งไวร้ะยะเวลาหน่ึง การระเหย
ของตวัท าละลายทีม่จีุดเดอืดต ่าจะท าใหต้วัดูดซบัเยน็ลง เกดิการหดตวัและไล่ฟองอากาศ
ออกไป แต่ถา้ฟองอากาศอยูไ่มล่กึจากด้านบนอาจใชแ้ท่งแกว้คนตวัดดูซบัแรง ๆ พรอ้มกบั
เคาะด้านขา้งของคอลมัน์ให้ตวัดูดซบัลงมาอดัแน่นอกีครัง้หน่ึง ท าเช่นน้ีจนกระทัง่บรรจุ 
ซลิกิาเจลในระดบัที่ต้องการและระดบัของซลิกิาเจลไม่ลดลงอกี ใช้แท่งแก้วเกลี่ยผวิของ  
ซลิกิาเจลใหเ้รยีบ จากนัน้จงึปล่อยใหต้วัท าละลายลดลงจนเกอืบถงึระดบัเดยีวกบัซลิกิาเจล
แล้วปิดวาล์วคอลมัน์ บรรจุสารที่ต้องการแยกลงไป โดยสารตวัอย่างที่จะน าเขา้สู่คอลมัน์
ควรอยู่ในรปูสารละลายเขม้ขน้และมปีรมิาตรน้อย โดยใชปิ้เปตดูดสารตวัอย่างทัง้หมดใส่ที่
ดา้นบนของคอลมัน์ แลว้ปล่อยใหไ้หลลงไปจนปริม่ชัน้ตวัดูดซบัอกีครัง้หน่ึง ใชปิ้เปตดูดตวั
ท าละลายที่ใชช้ะสาร ใส่ลงไปทลีะน้อยเพื่อผลกัดนัใหส้ารตวัอย่างผ่านเขา้ไปในซลิกิาเจล 
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เมื่อตวัชะไหลลงจนปริม่ชัน้ซลิกิาเจลแลว้ จงึใส่ตวัชะเพิม่ทลีะน้อย สงัเกตสขีองตวัชะทีอ่ยู่
เหนือซิลิกาเจลจะค่อย ๆ จางลง ท าเช่นน้ีจนกระทัง่ตวัท าละลายใสไม่มสี ีแสดงว่าสาร
ทัง้หมดไดถู้กน าเขา้สูซ่ลิกิาเจลแลว้ จากนัน้จงึใสต่วัชะปรมิาณมากลงไป หรอืการบรรจุสาร
ตวัอย่างอกีวธิคีอืระเหยตวัท าละลายออกจากสารตวัอย่างใหเ้กอืบแหง้แล้วน าไปผสมกบั 
ซลิกิาเจล โดยใชซ้ลิกิาเจลปรมิาณน้อยที่สุด น าไปบดเพื่อใหเ้ป็นผงละเอยีดขนาดเท่ากนั 
แล้วน าไประเหยตัวท าละลายอีกครัง้เพื่อให้ของผสมแห้ง  จากนัน้บรรจุสารที่ผสมกับ 
ซิลิกาเจลลงในคอลมัน์ที่เตรียมไว้ ใช้ตัวท าละลายชนิดเดียวกนัจ านวนเล็กน้อยล้างผวิ
ดา้นขา้งในคอลมัน์ เตมิซลิกิาเจลเลก็น้อย เพื่อป้องกนัการกระทบกระเทอืนผวิหน้าของของ
ผสมขณะเติมตวัท าละลาย ตลอดการทดลองต้องระวงัไม่ให้ตวัท าละลายแห้งในคอลมัน์
เพราะถ้าตวัดูดซบัแหง้มนัจะหดตวัจากผนังคอลมัน์ เกดิช่องว่างใหอ้ากาศเขา้ไปแทรกได้
และท าใหเ้กดิรอยแตกแยกในชัน้ของซลิกิา จะมผีลท าใหป้ระสทิธภิาพในการแยกไมด่ไีด ้

 
2.5.3 เ ซ ฟ า เ ด็ ก ซ์ ค อ ลั ม น์ โ ค ร ม า โ ท ก ร า ฟี  (Sephadex LH-20 Column 
Chromatography) 
 เป็นเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีแบบเหลว ซึ่งเป็นการแยกสารใหบ้รสิุทธ์ตาม
ขนาดของโมเลกุล วฏัภาคน่ิงประกอบดว้ยอนุภาคเจลที่มรีูพรุนคล้ายฟองน ้า ยอมใหส้าร
โมเลกุลขนาดเลก็กว่ารูพรุนผ่านเขา้ออกเน้ือเจลได ้สารโมเลกุลใหญ่กว่ารูพรุนจะเขา้เจล
ไม่ได ้จงึถูกชะออกมาตามช่องว่างระหว่างอนุภาคเจลโดยวฏัภาคเคลื่อนที ่สารทีม่โีมเลกุล
ขนาดใหญ่จะออกจากคอลมัน์ไดก้่อนสารทีม่โีมเลกุลขนาดเลก็ทีต่อ้งเสยีเวลาผ่านเขา้ไปใน
อนุภาคเจล โดยสารที่ใช้เป็นวฏัภาคน่ิง คือ เซฟาเด็กซ์ (sephadex LH-20) การบรรจุ
คอลัมน์ท าเช่นเดียวกับเทคนิคซิลิกาเจลคอลัมน์โครมาโทกราฟี (silica gel column 
chromatography) 

 
2.5.4 ไฮ เพอร์ฟอร์แมนซ์ ลิค วิด โครมา โทกรา ฟี  (High Performance Liquid 
Chromatography: HPLC) 

เทคนิค high performance liquid chromatography (HPLC) เป็นเทคนิคการ
แยกองค์ประกอบของสารผสมโดยอาศยัความแตกต่างของอตัราการเคลื่อนที่ของแต่ละ
องค์ประกอบของสารผสมบนวฎัภาคน่ิง (stationary Phase) ภายใต้การพาของวฎัภาค
เคลื่อนที่ (mobile phase) ส าหรบัเครื่อง HPLC วฎัภาคน่ิง คือ สารที่อยู่ภายในคอลมัน์ 
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ส่วนวฎัภาคเคลื่อนที่ คอื ตวัท าละลายอนิทรยี์ผสม เมื่อสารที่ต้องการวเิคราะห์ผ่านเขา้สู่
เครื่อง HPLC สารดงักล่าวจะถูกพาเขา้สู่คอลมัน์โดยตวัท าละลายอนิทรยีผ์สม เพื่อใหเ้กดิ
การแยกสาร (separation) โดยอาศยัการท าปฏกิริยิา (interaction) ระหว่างสารทีอ่ยูภ่ายใน
คอลมัน์ (stationary phase) และความสามารถในการละลายของสารผสม โดยสารผสมตวั
ใดที่สามารถเขา้กนัได้ดกีบัวฎัภาคเคลื่อนที่จะถูกแยกออกมาก่อน ส่วนสารที่เขา้กนัได้ดี
กับวัฎภาคน่ิงจะถูกแยกออกมาที่หลัง นอกจากน้ีการแยกสารผสมมีความสมัพนัธ์กับ
น ้าหนักโมเลกุล โครงสรา้งของสาร และสมบตัทิางเคมขีองสารทีอ่ยู่ภายในคอลมัน์ สารแต่
ละชนิดจะผ่านเข้าสู่อุปกรณ์วดัสญัญาณ (detector) และสญัญาณที่บนัทึกได้จากเครื่อง
ตรวจวดัจะมลีกัษณะเป็นพคี เรยีกวา่ โครมาโทแกรม (chromatogram) ซึง่สารแต่ละชนิดจะ
มรีะยะเวลาทีอ่ยู่ในคอลมัน์ (retention time, RT) เฉพาะตวั สารทีจ่ะน ามาวเิคราะหโ์ดยใช้
เครื่อง HPLC จะตอ้งพจิารณาถงึความสามารถในการละลายของสารทีต่อ้งการวเิคราะหก์บั
ตวัท าละลายอนิทรยีผ์สมทีใ่ชก้่อน เพื่อป้องกนัการไม่ละลายเขา้ดว้ยกนัหรอืการตกตะกอน
ของตวัท าละลายผสมและไมใ่หเ้กดิการอุดตนัในระบบ ดงันัน้การฉีดสารตวัอยา่งเขา้สู่เครือ่ง 
HPLC จงึจ าเป็นตอ้งกรองดว้ย membrane Filter ขนาดเลก็วา่ 0.5 ไมครอนก่อนทุกครัง้ 

 
2.6 การเตรียมวตัถดิุบและการสกดั 

2.6.1 การสกดัด้วยเฮกเซน 
น าผลดปีลทีี่หัน่เป็นชิน้เลก็ ๆ จ านวน 4 กโิลกรมั มาสกดัดว้ยเฮกเซน เป็นเวลา 2 

วนั จ านวน 2 ครัง้ ไดส้ิง่สกดัเฮกเซน (hexane crude extract) มลีกัษณะเป็นของเหลวหนืด
สนี ้าตาลเขม้ มนี ้าหนกั 144 กรมั 

 
2.6.2 การสกดัด้วยไดคลอโรมีเทน  

น ากากของผลดปีลทีีเ่หลอืจากการสกดัดว้ยเฮกเซนมาสกดัต่อดว้ยไดคลอโรมเีทน 
เป็นเวลา 2 วนั จ านวน 2 ครัง้ ไดส้ิง่สกดัไดคลอโรมเีทน (dichloromethane crude extract) 
มลีกัษณะเป็นของเหลวหนืดสนี ้าตาลเขม้ มนี ้าหนกั 200 กรมั
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2.6.3 การสกดัด้วยเอทิลอะซิเตท 
น ากากของผลดีปลีที่เหลือจากการสกัดด้วยไดคลอโรมีเทนมาสกัดต่อด้วย 

เอทลิแอซเิทต เป็นเวลา 2 วนั จ านวน 2 ครัง้ ไดส้ิง่สกดัเอทลิแอซเิทต (ethyl acetate crude 
extract) มลีกัษณะเป็นของเหลวหนืดสนี ้าตาลเขม้ มนี ้าหนัก 44.5 กรมั รายละเอยีดการ
สกดัไดส้รปุไวใ้นแผนภาพที ่2.1 

 

แผนภาพท่ี 2.1 ขัน้ตอนการสกดัผลดปีลดีว้ยเฮกเซน ไดคลอโรมเีทน และเอทลิแอซเิทต 
 
2.7 การแยกสารประกอบ 
 2.7.1 การแยกสารประกอบจากส่ิงสกดัเฮกเซน 

1. น าสิ่งสกัดผลดีปลีที่สกัดด้วยเฮกเซนมาระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่องระเหย
สญุญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) ไดส้ิง่สกดัน ้าหนกั 144 กรมั 

 2. น าสิง่ทีส่กดัไดม้าแยกดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใชซ้ลิกิาเจลเป็นตวัดูดซบั  
(silica gel column chromatography) แล้วชะด้วยตัวท าละลาย 100% เฮกเซน และค่อย ๆ เพิ่ม
ความมขีัว้ของตวัท าละลายด้วยเอทิลแอซิเทต จนถึง 100% เอทิลแอซิเทต น าสารละลายแต่ละ 
แฟรกชนัมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ระบบตวัท าละลายผสมที่เหมาะสมเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ 
จากนัน้รวมแฟรกชนัทีม่ลีกัษณะเหมอืนกนัเขา้ดว้ยกนั โดยจะไดส้ารละลายจากคอลมัน์ทัง้หมด 8 
แฟรกชนั (A-H) ดงัสรุปไวใ้นแผนภาพที ่2.2 
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 3. น าแฟรกชนั D มาแยกดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใชซ้ลิกิาเจลเป็นตวัดูดซบั 
ชะดว้ยตวัท าละลายผสม 50% ไดคลอโรมเีทน-เฮกเซน และค่อย ๆ เพิม่สดัสว่นของไดคลอโรมเีทน
ทลีะน้อยไปจนกระทัง่ถงึ 100% ไดคลอโรมเีทน จากนัน้เปลีย่นตวัชะเป็นตวัท าละลายผสมเอทลิแอ
ซิเทต-ไดคลอโรมเีทน จนถึง 100% เอทลิแอซิเทต โดยเก็บสารละลายจากคอลมัน์ได้ทัง้หมด 6  
แฟรกชัน (D1.1-D1.6) จากนัน้น าไประเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมา
ตรวจสอบดว้ย TLC โดยใชต้วัท าละลายทีเ่หมาะสมเป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่พบว่าแฟรกชนั D1.5 น่าจะ
มสีารทีน่่าสนใจ 

 4. น าแฟรกชนั D1.5 มาแยกต่อดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใชซ้ลิกิาเจลเป็นตวัดดู
ซบั ชะดว้ยตวัท าละลายผสม 80% ไดคลอโรมเีทน-เฮกเซน และค่อย ๆ เพิม่สดัส่วนของไดคลอโร
มีเทนทีละน้อยไปจนกระทัง่ถึง 100% ไดคลอโรมีเทน เก็บสารละลายจากคอลมัน์ได้ทัง้หมด 4  
แฟรกชัน (D2.1-D2.4) จากนัน้น าไประเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมา
ตรวจสอบดว้ย TLC โดยใชต้วัท าละลายทีเ่หมาะสมเป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่พบว่าแฟรกชนั D2.3 น่าจะ
มสีารทีน่่าสนใจ 

 5. น าแฟรกชนั D2.3 มาแยกต่อดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใช้เซฟาเดก็ซ์เป็นตวั
ดูดซับ  (sephadex LH-20 column chromatography) ชะด้วยตัวท าละลาย  1:1 เมทานอล - 
ไดคลอโรมเีทน โดยเก็บสารละลายจากคอลมัน์ได้ทัง้หมด 3 แฟรกชนั (D3.1-D3.3) จากนัน้น าไป
ระเหยตวัท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชนัมาตรวจสอบดว้ย TLC โดยใชต้วัท าละลายที่
เหมาะสมเป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่พบวา่แฟรกชนั D3.2 น่าจะมสีารทีน่่าสนใจ 

 6. น าแฟรกชนั D3.2 มาแยกต่อดว้ย flash column chromatography แบบ reversed phase 
ชะด้วยตวัท าละลายผสม 65% เมทานอล-น ้า และค่อย ๆ เพิม่สดัส่วนของเมทานอลทลีะน้อยไป
จนถงึ 100% เมทานอล ดว้ยอตัราการไหล (flow rate) 25 มลิลลิติรต่อนาท ีโดยเกบ็สารละลายจาก
คอลมัน์ไดท้ัง้หมด 6 แฟรกชนั (D4.1-D4.6) จากนัน้น าไประเหยตวัท าละลายออก น าสารละลายแต่
ละแฟรกชนัมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลายที่เหมาะสมเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ พบว่า 
แฟรกชนั D4.5 น่าจะมสีารทีน่่าสนใจ 

 7. น าแฟรกชนั D4.5 มาแยกต่อดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใช้เซฟาเดก็ซ์เป็นตวั
ดดูซบั ชะดว้ยตวัท าละลาย 1:1 เมทานอล-ไดคลอโรมเีทน โดยเกบ็สารละลายจากคอลมัน์ไดท้ัง้หมด 
4 แฟรกชัน (D5.1-D5.4) จากนัน้น าไประเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมา
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ตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตัวท าละลาย 100% ไดคลอโรมีเทน เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่า 
แฟรกชนั D5.2 น่าจะมสีารทีน่่าสนใจ 

8. น าแฟรกชนั D5.2 มาแยกต่อดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใชซ้ลิกิาเจลเป็นตวั
ดูดซบั ชะดว้ยตวัท าละลาย 100% เฮกเซน และค่อย ๆ เพิม่ความมขีัว้ของตวัท าละลายดว้ยตวัท า
ละลายอะซโิตน จนถงึ 20% แอซโิทน-เฮกเซน โดยเกบ็สารละลายจากคอลมัน์ไดส้ารสกดัทัง้หมด 4 
แฟรกชัน (D6.1-D6.4) จากนัน้น าไประเหยตัวท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชันมา
ตรวจสอบดว้ย TLC โดยใชต้วัท าละลายผสม 20% แอซโิทน-เฮกเซน เป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่พบว่า 
แฟรกชนั D6.2 น่าจะมสีารทีน่่าสนใจ 

 9. น าแฟรกชนั D6.2 มาแยกต่อดว้ยเทคนิค high performance liquid chromatography 
(HPLC) ชะด้วยตัวท าละลายระบบ 85-95% เมทานอล-น ้ า ด้วยอัตราการไหล (flow rate) 2 
มลิลลิติรต่อนาท ีโดยเกบ็สารละลายไดท้ัง้หมด 9 แฟรกชนั (D7.1-D7.9) จากพคีทีป่รากฎที ่retention 
time (RT) ต่าง ๆ กัน ดังน้ี 21.066, 28.236, 31.003, 33.484, 36.131, 45.144, 48.408, 54.168 
และ 59.012 นาที (ภาคผนวก) จากนัน้ท า TLC โดยใช้ตัวท าละลายผสม 20% เอทิลแอซิเทต- 
เฮกเซน เป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่พบว่าไดส้ารทีม่คีวามบรสิุทธิ ์8 ชนิด จงึน าไปหาสูตรโครงสรา้งของ
สารที่ไดจ้ากขอ้มูลสเปกโทรสโกปี โดย SB1, SB2, SB3 และ SB4 เป็นสารที่ทราบโครงสรา้งแลว้ 
และมสีารทีอ่ยูใ่นระหวา่งการวเิคราะหโ์ครงสรา้งอกี 4 ชนิด 
 
2.7.2 การแยกสารประกอบจากส่ิงสกดัเอทิลแอซิเทต 

1. น าสิง่สกดัผลดปีลทีีส่กดัดว้ยเอทลิแอซเิทตมาระเหยตวัท าละลายออกดว้ยเครื่องระเหย
สญุญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) ไดส้ิง่สกดัน ้าหนกั 44.5 กรมั 

2. น าสิง่ทีส่กดัไดม้าแยกดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใชซ้ลิกิาเจลเป็นตวัดูดซบั  
(silica gel column chromatography) แล้วชะด้วยตัวท าละลาย 100% เฮกเซน และค่อย ๆ เพิ่ม
ความมขีัว้ของตวัท าละลายดว้ยเอทลิแอซเิทต จนถงึ 100% เอทลิแอซเิทต จากนัน้เปลีย่นตวัชะเป็น
ตัวท าละลายผสม 50% เมทานอล-เอทิลแอซิเทต จนถึง 100% เมทานอล น าสารละลายแต่ละ 
แฟรกชนัมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ระบบตวัท าละลายผสมที่เหมาะสมเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ 
จากนัน้รวมแฟรกชนัทีม่ลีกัษณะเหมอืนกนัเขา้ดว้ยกนั โดยจะไดส้ารละลายจากคอลมัน์ทัง้หมด 9 
แฟรกชนั (I-Q) ดงัสรุปไวใ้นแผนภาพที ่2.3 
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 4. แฟรกชนั J มผีลกึสเีหลอืงอ่อนเกดิขึน้ จงึน ามาตรวจสอบดว้ย TLC โดยใชร้ะบบตวัท า
ละลายผสมทีเ่หมาะสมเป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่พบวา่ไดส้ารทีม่คีวามบรสิทุธิ ์1 ชนิด จงึน าไปตรวจสอบ
สตูรโครงสรา้งของสารทีไ่ดจ้ากขอ้มลูสเปกโทรสโกปี ไดเ้ป็นสาร SB5 

 5. แฟรกชนั N มขีองแขง็สขีาวเกิดขึ้น จึงน ามาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ระบบตวัท า
ละลายผสมทีเ่หมาะสมเป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่พบวา่ไดส้ารทีม่คีวามบรสิทุธิ ์1 ชนิด จงึน าไปตรวจสอบ
สตูรโครงสรา้งของสารทีไ่ดจ้ากขอ้มลูสเปกโทรสโกปี ไดเ้ป็นสาร SB6 

 6. แฟรกชนั O มผีลกึใสสเีหลอืงอ่อนเกดิขึน้ จงึน ามาตรวจสอบดว้ย TLC โดยใชร้ะบบตวั
ท าละลายผสมที่เหมาะสมเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ พบว่าได้สารที่มีความบริสุทธิ ์1 ชนิด จึงน าไป
ตรวจสอบสตูรโครงสรา้งของสารทีไ่ดจ้ากขอ้มลูสเปกโทรสโกปี ไดเ้ป็นสาร SB7 

7. น าแฟรกชนั P มาระเหยตวัท าละลายออกดว้ยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุน ไดส้าร
หนัก 5.6290 กรมั น ามาแยกด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใช้เซฟาเด็กซ์เป็นตวัดูดซบั 
(sephadex LH-20 column chromatography) ชะด้วยตัวท าละลาย 100% เมทานอล โดยเก็บ
สารละลายจากคอลมัน์ไดส้ารสกดัทัง้หมด 6 แฟรกชนั (P1.1-P1.6) จากนัน้น าไประเหยตวัท าละลาย
ออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชนัมาตรวจสอบดว้ย TLC โดยใชต้วัท าละลายผสม 2% เมทานอล- 
ไดคลอโรมเีทน เป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่พบวา่แฟรกชนั P1.4 น่าจะมสีารทีน่่าสนใจ 

10. น าแฟรกชนั P1.4 มาแยกต่อดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใช้เซฟาเดก็ซ์เป็นตวัดูดซบั 
ชะด้วยตวัท าละลาย 50% เมทานอล-ไดคลอโรมเีทน โดยเก็บสารละลายจากคอลมัน์ได้สารสกดั
ทัง้หมด 3 แฟรกชนั (P2.1-P2.3) จากนัน้น าไประเหยตวัท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชนั
มาตรวจสอบดว้ย TLC โดยใชต้วัท าละลายผสม 2% เมทานอล-ไดคลอโรมเีทน เป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่
พบวา่แฟรกชนั P2.2 น่าจะมสีารทีน่่าสนใจ 

11. น าแฟรกชนั P2.2 มาแยกต่อดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใชซ้ลิกิาเจลเป็นตวั
ดูดซบั ชะดว้ยตวัท าละลาย 100% ไดคลอโรมเีทน และค่อย ๆ เพิม่ขัว้ดว้ยเมทานอล จนถึง 100% 
เมทานอล โดยเกบ็สารละลายจากคอลมัน์ไดส้ารสกดัทัง้หมด 4 แฟรกชนั (P3.1-P3.4) จากนัน้น าไป
ระเหยตวัท าละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชนัมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตวัท าละลาย
ผสม 15% เอทลิแอซเิทต-เฮกเซน เป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่พบวา่แฟรกชนั P3.2 น่าจะมสีารทีน่่าสนใจ 

13. น าแฟรกชนั P3.2 ไปแยกต่อดว้ย flash column chromatography ชะดว้ยตวัท าละลาย 
50% เมทานอล-น ้า จนถงึ 100% เมทานอล ดว้ยอตัราการไหล (flow rate) 25 มลิลลิติรต่อนาท ีโดย
เก็บสารละลายจากคอลมัน์ได้สารสกดัทัง้หมด 8 แฟรกชนั (P4.1-P4.8) จากนัน้น าไประเหยตวัท า
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ละลายออก น าสารละลายแต่ละแฟรกชนัมาตรวจสอบด้วย TLC โดยใช้ตวัท าละลายผสม 30%  
เอทลิแอซเิทต-เฮกเซน เป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ พบว่าแฟรกชนัดงักล่าวที่แยกมาถึงขัน้ตอนน้ียงัไม่
บรสิทุธิ ์และสามารถน าไปแยกต่อได ้แต่เน่ืองจากเวลาจ ากดัจงึท าใหไ้มส่ามารถท าการแยกต่อได้



21 

 

 

 

แผนภาพท่ี 2.2 ขัน้ตอนการแยกสารประกอบของผลดปีลจีากสิง่สกดัเฮกเซน
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แผนภาพท่ี 2.3 ขัน้ตอนการแยกสารประกอบของผลดปีลจีากสิง่สกดัเอทลิแอซเิทต



 

 

บทท่ี 3 
การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ 

  
 จากการทดลองพบวา่สามารถแยกสารบรสิทุธิท์ีม่กีารรายงานโครงสรา้งมาแลว้ 7 ชนิด จาก
สิง่สกดัเฮกเซนและเอทลิแอซเิทต ส าหรบัการพสิูจน์ทราบเอกลกัษณ์ทางโครงสรา้งสารบรสิุทธิท์ี่
แยกได้จะอาศยัขอ้มูลทางสเปกโทรสโกปีโดยเฉพาะอย่างยิง่การเปรยีบเทยีบขอ้มูลโปรตอน (1H 
NMR) และคารบ์อน (13C NMR) กบัสารทีเ่คยมกีารรายงานก่อนหน้าน้ี 
 สารที่แยกได้ส่วนใหญ่จะรายงานเป็นสารกลุ่ม alkylamide (รูปที่ 3.1) โดยทางซ้ายมอืมกั
พบ conjugated diene ต่อกบั amide หรอื alpha, beta unsaturated amide สว่นทางขวามอืมกัเป็น
วง piperidine  หรอื alkyl group เชน่ isobutyl 

 

 

alkyamide 
 

 

conjugated diene 
 

     
 

piperidine    isobutyl 
 

รปูท่ี 3.1 โครงสรา้งโดยทัว่ไปของสารทีแ่ยกได้
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3.1 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของสาร SB1 
สาร SB1 ลกัษณะทางกายภาพเป็นของเหลวหนืดไม่มีส ีจากข้อมูลสเปกตรมั 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) ดงัรปูที ่3.2 ปรากฏสญัญาณโปรตอนของ trans-conjugated diene ที ่H 7.23 
(1H, dd, J = 10.7, 15.0 Hz, H-3), 6.23 (1H, d, J = 15.0 Hz, H-2), 6.15 (1H, dd, J = 10.7, 15.0 

Hz, H-4) และ 6.04 (1H, m, H-5) สญัญาณโปรตอนของ methylene 16 สญัญาณที ่H  2.13 (2H, 
m, H-6), 1.47 (2H, m, H-7) และ 1.26-1.35 (12H, m, H-8-H-13) สญัญาณโปรตอนของ piperidine 

ที่  H 3.49,3.61 (4H, brs, H-1, H-5), 1.65 (2H, m, H-3) และ  1.57 (4H, m, H-2, H-4) และ

สญัญาณโปรตอนของหมู ่methyl ทีป่ลายโซ่ที ่H 0.88 (3H, t, J = 6.2 Hz, H-14) 

จาก 13C NMR (100 MHz, CDCl3) พบขอ้มลู chemical shift (รปูที ่3.3) ดงัน้ี c 166.2 (C-

1), 143.0 (C-3), 142.7 (C-5), 129.0 (C-4), 118.7 (C-2), 45.3 (C-1,C-5), 33.1 (C-6), 32.0 (C-

12), 29.0-29.7 (C-7-C-11), 25.4 (C-2,C-4), 24.8 (C-3), 22.8 (C-13), 14.2 (C-14) 
จากการเปรียบเทียบข้อมูล 1H NMR และ 13C NMR ของสาร SB1 กบัสาร N-[(2E,4E)-

tetradecadienoyl]-piperidine พบว่ามคีวามใกลเ้คยีงกนั และจากขอ้มลู HRESIMS พบไอออนพคีที ่
(m/z) 292.2631 [M+H]+ (จากการค านวณ C19H33NO ได ้291.2562) ท าใหส้รุปไดว้่าสาร SB1 คอื 
N-[(2E,4E)-tetradecadienoyl]-piperidine11 ซึง่มโีครงสรา้งดงัรปูที ่3.4 

สารดงักล่าวเคยมรีายงานวา่ แยกไดจ้ากตน้ Otanthus maritimus ซึง่มถีิน่ก าเนิดในประเทศ
กรซีและเป็นพชืในวงศ ์Asteraceae จากรายงานของ Christodoulopoulou และคณะ (2005) พบว่า
สารดงักล่าวมฤีทธิฆ์่ามด (Crematogaster scutellaris) และปลวก (Reticulitermes balkanensis)12 
ส าหรบัในการศกึษาครัง้น้ี เป็นครัง้แรกทีม่กีารแยกสารดงักล่าวไดจ้ากดปีล ี
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รปูท่ี 3.2 1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของ SB1 
 

 
รปูท่ี 3.3 1C NMR spectrum (100 MHz, CDCl3) ของ SB1 

 

SB1 

SB1 
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รปูท่ี 3.4 โครงสรา้งสาร SB1 
 

3.2 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของสาร SB2 
สาร SB2 ลกัษณะทางกายภาพเป็นของเหลวหนืดไม่มสี ีจากข้อมูลสเปกตรมั 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) ดงัรปูที ่3.5 ปรากฏสญัญาณโปรตอนของ trans-olefinic ที ่H 6.82 (1H, dt, J 
= 4.5, 15.0 Hz, H-3) และ 6.23 (1H, d, J = 15.0 Hz, H-2) สญัญาณโปรตอนของ methylene 20 

สัญญาณที่  H  2.18 (2H, m, H-4), 1.47 (2H, m, H-5) แ ล ะ  1.26-1.35 (16H, m, H-6-H-13) 

สัญญาณโปรตอนของ  piperidine ที่ H  3.48,3.59 (4H, brs, H-1, H-5), 1.65 (2H, m, H-3), 

และ 1.57 (4H, m, H-2, H-4) และสญัญาณโปรตอนของหมู ่methyl ทีป่ลายโซ่ที ่H  0.88 (3H, t, 
J = 6.2 Hz, H-14) 

จากการเปรยีบเทยีบขอ้มลู 1H NMR ของ SB2 กบั (2E) 1-(piperidin-1-yl)-tetradec-2-en-
1-one พบว่ามสีญัญาณใกล้เคยีงกัน และจากขอ้มูล HRESIMS พบไอออนพคีที่ (m/z) 294.2495 
[M+H]+ (จากการค านวณ C19H35NO ได ้293.2719) ท าใหส้รปุไดว้า่สาร SB2 คอื (2E) 1-(piperidin-
1-yl)-tetradec-2-en-1-one ซึง่มโีครงสรา้งดงัรปูที ่3.6 

สารดงักล่าวเคยมรีายงานว่า แยกไดจ้ากต้นดปีลี (Piper retrofractum Vahl) และพรกิไทย
ขาว (muntok pepper) จากรายงานของ Wiemann และคณะ (2017) พบวา่สารดงักล่าวมฤีทธิย์บัยัง้ 
acetylcholinesterase ซึง่มปีระโยชน์ส าหรบัการรกัษาโรคอลัไซเมอร1์4 
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รปูท่ี 3.5 1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของ SB2 

 

 

รปูท่ี 3.6 โครงสรา้งสาร SB2 
 
3.3 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของสาร SB3 

สาร SB3 ลกัษณะทางกายภาพเป็นของเหลวหนืดไม่มสี ีจากข้อมูลสเปกตรมั 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) ดงัรปูที ่3.7 ปรากฏสญัญาณโปรตอนของ trans-conjugated diene ที ่H 7.23 
(1H, dd, J = 10.0, 14.8 Hz, H-3), 6.25 (1H, d, J = 14.8 Hz, H-2), 6.17 (1H, dd, J = 10.0, 15.3 
Hz, H-4) และ 6.04 (1H, dt, J = 6.7, 15.3 Hz, H-5) สญัญาณโปรตอนของ methylene 20 สญัญาณ

ที ่H 2.13 (2H, m, H-6), 1.47 (2H, m, H-7) และ 1.26-1.35 (16H, m, H-8-H-15) สญัญาณโปรตอน

ของ piperidine ที ่H 3.49,3.61 (4H, brs, H-1, H-5), 1.65 (2H, m, H-3) และ 1.57 (4H, m, H-

2, H-4) และสญัญาณโปรตอนของหมู ่methyl ทีป่ลายโซ่ที ่H  0.88 (3H, t, J = 7.0 Hz, H-16) 

SB2 
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จากการเปรียบเทียบข้อมูล 1H NMR ของ SB3 กบั SB1 (รูปที่ 3.8) พบว่ามีสญัญาณที่
ใกล้เคยีงกนั ต่างกนัที่จ านวนของหมู่ methylene [(CH2)n] จากขอ้มูล HRESIMS พบไอออนพคีที่ 
(m/z) 320.2947 [M+H]+ (จากการค านวณ C21H37NO ได้ 319.2875) ท าให้ทราบว่า SB3 มีหมู่ 
methylene มากกว่า SB1 อยู่ 2 หน่วย และจากการเปรียบเทียบข้อมูล 1H NMR ของ SB3 กบั  
1-[(2E,4E)-1-oxo-2,4-hexadecadienyl]-piperidine พบว่ามคีวามใกล้เคยีงกนั ท าใหส้รุปได้ว่าสาร 
SB3 คอื 1-[(2E,4E)-1-oxo-2,4-hexadecadienyl]-piperidine13 ซึง่มโีครงสรา้งดงัรปูที ่3.9 

สารดงักล่าวเคยมีรายงานว่า แยกได้จากต้นดีปลี (Piper retrofractum Vahl) แต่ยงัไม่มี
รายงานการทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ 
 

 

รปูท่ี 3.7 1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของ SB3 
 

SB3 
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รปูท่ี 3.8 1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของ SB1 เทยีบกบั SB3 
 

 

รปูท่ี 3.9 โครงสรา้งสาร SB3 
 
3.4 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของสาร SB4 

สาร SB4 ลกัษณะทางกายภาพเป็นของเหลวหนืดไม่มสี ีจากข้อมูลสเปกตรมั 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) ดงัรูปที่ 3.10 ปรากฏสญัญาณโปรตอนของ trans-olefinic ที่ H 6.82 (1H, dt, 
J = 7.0, 15.0 Hz, H-3) และ 6.23 (1H, d, J = 15.0 Hz, H-2)] สญัญาณโปรตอนของ methylene 

24 สัญญาณที่  H  2.18 (2H, m, H-4), 1.45 (2H, m, H-5) และ  1.26-1.35 (20H, m,H-6-H-15) 

สญัญาณโปรตอนของ piperidine ที ่H  3.48,3.59 (4H, brs, H-1,H-5), 1.65 (2H, m, H-3) และ 

1.57 (4H, m, H-2,H-4) และสญัญาณโปรตอนของหมู่ methyl ที่ปลายโซ่ที่ H  0.88 (3H, t, J = 
6.2 Hz, H-16) 

SB1 

SB3 
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จากการเปรยีบเทยีบขอ้มูล 1H NMR ของ SB4 กบั SB2 (รูปที่  3.11) พบว่ามสีญัญาณที่
ใกล้เคยีงกนั ต่างกนัที่จ านวนของหมู่ methylene [(CH2)n] จากขอ้มูล HRESIMS พบไอออนพคีที่ 
(m/z) 344.2929 [M+Na]+ (จากการค านวณ C21H39NO ได้ 321.3032) ท าให้ทราบว่า SB4 มี 
methylene มากกว่า SB2 อยู่ 2 หน่วย และจากการเปรียบเทียบข้อมูล 1H NMR ของ SB4 กบั 
piperlongimin B พบว่ามีความใกล้เคียงกัน ท าให้สรุปได้ว่าสาร SB4 คือ piperlongimin B ซึ่งมี
โครงสรา้งดงัรปูที ่3.12 

สารดงักล่าวเคยมรีายงานว่า แยกได้จากต้นดปีล ี(Piper retrofractum Vahl) จากรายงาน
ของ Mishra และคณะ (2011) สารดงักล่าวมคีวามเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว (HL-60) มี
คา่ IC50 เทา่กบั 15 µg/mL15 

 

 

รปูท่ี 3.10 1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของ SB4 

 

SB4 
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รปูท่ี 3.11 1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของ SB2 เทยีบกบั SB4 
 

 

รปูท่ี 3.12 โครงสรา้งสาร SB4 
 

3.5 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของสาร SB5 
สาร SB5 ลกัษณะทางกายภาพเป็นผลกึสเีหลอืงอ่อน จากขอ้มูลสเปกตรมั 1H NMR (400 

MHz, CDCl3) ดงัรปูที ่3.13 ปรากฏสญัญาณโปรตอนของ trans-conjugated diene ที ่H 7.42 (1H, 
dd, J = 10.8, 15.2 Hz, H-3), 6.81 (1H, d, J = 15.2 Hz, H-5), 6.70 (1H, dd, J = 10.8, 15.2 Hz, 
H-4) และ 5.95 (1H, d, J = 15.2 Hz, H-2) สญัญาณโปรตอนของ 3,4-methylene dioxyphenyl ที่ 

H 6.99 (1H, d, J = 1.6 Hz, H-2), 6.91 (1H, dd, J = 1.6, 8.0 Hz, H-6), 6.78 (1H, d, J = 8.0 

Hz, H-5) และ 5.98 (2H, s, H-7) และสญัญาณโปรตอนของ methoxy ที ่H  3.75 (3H, s, OCH3-

8) 

SB2 

SB4 
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จาก 13C NMR (100 MHz, CDCl3) พบข้อมูล chemical shift (รูปที่ 3.14) ดังนี  ้c 167.7 

(C-1), 148.7 (C-3), 148.5 (C-4), 145.1 (C-3), 140.4 (C-5) 130.7 (C-1), 124.7 (C-4), 123.1 

(C-6), 120.1 (C-2), 108.7 (C-5), 106.1 (C-2), 101.5 (C-7), 51.6 (C-8) 

จากข้อมูล HMBC (ภาคผนวก) ของ H-2 (H 6.99) ของ 3,4-methylene dioxyphenyl 

แสดงความสมัพนัธก์บั trans-conjugated diene ที ่C-5 (c 140.4 ) และขอ้มลู HMBC ของ H-3 (H  

7.42) ของ trans-conjugated diene และ methoxy proton (H  3.75 (OCH3-8)) แสดงความสมัพนัธ์

กบั carbonyl carbon (c 167.7) ท าใหส้ามารถเชื่อมต่อหมู ่methoxy เขา้กบั diene โดยผา่นพนัธะ
เอสเทอร ์(ester bond) และเมื่อเปรยีบเทยีบขอ้มลูจากสเปกตรมั 1H NMR และ 13C NMR ของสาร 
SB5 กับสาร methyl piperate พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่าสาร SB5 คือ methyl 
piperate ซึง่มโีครงสรา้งดงัรปูที ่3.15 

สารดงักล่าวเคยมรีายงานว่า แยกได้จากต้นดปีล ี(Piper retrofractum Vahl) จากรายงาน
ของ Lee และคณะ (2007) สารดงักล่าวมฤีทธิย์บัยับ้เอนไซม ์monoamine oxidase-A (MAO-A) มี
ค่า IC50 เท่ากบั 3.6 µM นอกจากน้ียงัแสดงฤทธิย์บัยัง้การแข่งขนัอย่างมปีระสทิธภิาพกบั MAO-B 
(IC50: 1.6 µM) มากกวา่ MAO-A (IC50: 27.1 µM)16 

 

 

รปูท่ี 3.13 1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของ SB5 

SB5 
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รปูท่ี 3.14 13C NMR spectrum (100 MHz, CDCl3) ของ SB5 

 

 

รปูท่ี 3.15 โครงสรา้งสาร SB5 
 

3.6 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของสาร SB6 
สาร SB6 ลักษณะทางกายภาพเป็นของแข็งสีขาว จากข้อมูลสเปกตรมั 1H NMR (400 

MHz, CDCl3) ดงัรปูที ่3.16 ปรากฏสญัญาณโปรตอนของ trans-conjugated diene ที ่H 7.18 (1H, 
dd, J = 10.8, 15.0 Hz, H-3), 6.11 (1H, m, H-4) และ 6.06 (1H, m, H-5) สัญญาณโปรตอนของ 

trans-olefinic ที่  H 6.27 (1H, dd, J = 15.0 Hz, H-13), 6.03 (1H, dd, J = 10.8, 15.0 Hz, H-12) 

สญัญาณโปรตอนของ 3,4-methylene dioxyphenyl ที ่H 6.88 (1H, brs, Hz, H-2), 6.73 (2H, m, 

H-5, H-6) และ 5.92 (2H, s, H-7) สญัญาณโปรตอนของ isobutylamides ที ่H 3.15 (2H, t, J = 

7.0 Hz, H-1), 1.80 (1H, m, H-2) และ 0.91 (6H, d, J = 7.0 Hz, H-3, H-4) สญัญาณโปรตอน

ของ methylene 12 สญัญาณ ที ่H  2.15 (4H, m, H-6, H-11) และ 1.25-1.47 (8H, m, H-7-H-10) 

SB5 
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จาก 13C NMR (100 MHz, CDCl3) พบข้อมูล chemical shift (รูปที่ 3.17) ดังน้ี c 166.6 

(C-1), 148.0 (C-3), 146.7 (C-4), 143.1 (C-3), 141.3 (C-5), 132.6 (C-1), 129.5 (C-12,C-13), 

128.4 (C-4), 122.0 (C-2), 120.3 (C-6), 108.3 (C-5), 105.5 (C-2), 101.0 (C-7), 47.1 (C-1), 

33.0 (C-6), 32.9 (C-11), 28.9-29.5 (C-7-C-10), 28.8 (C-2), 20.5 (C-3,4) จ า ก ก า ร
เปรยีบเทยีบ 1H NMR ของ SB5 และ SB6 พบวา่มสีญัญาณของ 3,4-methylene dioxyphenyl และ 
trans-conjugated diene เหมอืนกนั ต่างกนัที ่SB6 จะปรากฏสญัญาณโปรตอนของ trans-olefinic 
และ isobutylamides 

จากการเปรยีบเทยีบขอ้มูล 1H NMR และ 13C NMR ของ SB6 กบั guineensine พบว่ามี
ความใกลเ้คยีงกนั และจากขอ้มูล HRESIMS พบไอออนพคีที่ (m/z) 406.2358 [M+Na]+ (จากการ
ค านวณ C24H33NO3 ได้ 383.2460) ท าให้สรุปได้ว่าสาร SB6  คอื guineensine ซึ่งมโีครงสรา้งดงั
รปูที ่3.18 

สารดงักล่าวเคยมรีายงานว่า แยกได้จากต้นดปีลี (Piper retrofractum Vahl)7,10,15,16 จาก
รายงานของ Park และคณะ (2002) สารดังกล่าวมีฤทธิฆ์่ายุงสายพันธ์ Culex pipiens pallens, 
Aedes aegypti และ Aedes togoi มคีา่ IC50 คอื 0.17 ppm, 0.89 ppm และ 0.75 ppm ตามล าดบั17 

 

 
รปูท่ี 3.16 1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของ SB6 

SB6 
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รปูท่ี 3.17 13C NMR spectrum (100 MHz, CDCl3) ของ SB6 

 

 

รปูท่ี 3.18 โครงสรา้งสาร SB6 
 

3.7 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของสาร SB7 
สาร SB7 ลกัษณะทางกายภาพเป็นผลกึใสสเีหลอืงออ่น จากขอ้มลูสเปกตรมั 1H NMR (400 

MHz, CDCl3) ดงัรูปที่ 3.19 ปรากฎสญัญาณโปรตอนของ trans-olefinic 4 สญัญาณ ที่ H  7.40 
(1H, dd, J = 10.0, 15.0 Hz, H-3), 6.76 (1H, d, J =15 Hz, H-5), 6.74 (1H, m, H-4) แ ล ะ  6.43 

(1H, d, J = 15, H-2) สญัญาณโปรตอนของ 3,4-methylene dioxyphenyl ที ่H  6.98 (1H, brs, H-

2), 6.89 (2H, d, J = 8.0 Hz, H-5,H-6) และ  5.97 (2H, s, H-7) และสัญญาณโปรตอนของ 

methylene 3 สัญญาณที่ H  3.52,3.62 (4H, brs, H-1, H-5), 1.66 (2H, m, H-3) และ 1.58 

(4H, m, H-2, H-4) และเมื่อเปรยีบเทยีบขอ้มลูจาก TLC และสเปกตรมั 1H NMR ของสาร SB7 

SB6 
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กบัสาร piperine พบวา่มคีวามใกลเ้คยีงกนัมาก จงึสรุปวา่สาร SB7 คอื piperine18 ซึง่มโีครงสรา้งดงั
รปูที ่3.20 

สารดังกล่าวเคยมีรายงานว่า แยกได้จากต้นดีปลี (Piper retrofractum Vahl)7,10,15 จาก
รายงานของ Shiyakov และคณะ (2019) สารดงักล่าวมฤีทธิต์้านอนุมูลอสิระ ต้านการอกัเสบ ต้าน
มะเรง็ แกท้อ้งรว่ง แกป้วด19 

 

 

รปูท่ี 3.19 1H NMR spectrum (400 MHz, CDCl3) ของ SB7 
 

 

รปูท่ี 3.20 โครงสรา้งสาร SB7

SB7 



 

 

บทท่ี 4 
สรปุผลการทดลอง 

 
จากการน าสิง่สกดัเฮกเซนและเอทิลแอซิเทตของผลดีปลีมาแยกให้บรสิุทธิด์้วยเทคนิค 

โครมาโทกราฟีพบว่า แยกได้สารที่เคยมขีอ้มูลการรายงานมาก่อนหน้าน้ี 7 ชนิด (รูปที่ 4.1) คอื  
N-[(2E,4E)-tetradecadienoyl]-piperidine (SB1), (2E) 1-(piperidin-1-yl)-tetradec-2-en-1-one 
(SB2), 1-[(2E,4E)-1-oxo-2,4-hexadecadienyl]-piperidine (SB3), piperlongimin B (SB4), methyl 
piperate (SB5), guineensine (SB6) และ piperine (SB7) โดยโครงสรา้งทัง้หมดไดพ้สิจูน์ทราบดว้ย
ขอ้มลูทางสเปกโทรสโกปี รว่มกบัการเปรยีบเทยีบขอ้มลูทีเ่คยมกีารรายงานมาก่อนหน้าน้ี 

สาร SB1 เป็นสารทีม่ขีอ้มลูว่าเคยแยกไดจ้ากตน้ Otanthus maritimus แต่ไมเ่คยมขีอ้มลูวา่
แยกไดจ้ากตน้ดปีล ีส่วนสาร SB2-SB7 เป็นสารทีม่ขีอ้มลูว่าเคยแยกไดจ้ากตน้ดปีลแีลว้ ดงันัน้สาร 
SB1 จงึเป็นสารทีแ่ยกจากตน้ดปีลไีดเ้ป็นครัง้แรก 
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รปูท่ี 4.1 โครงสรา้งของสารบรสิทุธิท์ีแ่ยกได ้

 
ข้อเสนอแนะ 

1. ในสิ่งสกัดเฮกเซนและเอทิลแอซิเทตมีสารอีกหลายชนิดที่ผู้วิจัยยังไม่ได้ท าการแยก
องคป์ระกอบ พสิจูน์ทราบโครงสรา้ง เน่ืองจากเวลาจ ากดั ดงันัน้ควรแยกในสว่นน้ีต่อไป 

2. ควรศกึษาองคป์ระกอบทางเคมใีนสิง่สกดัอื่น ๆ เชน่ ไดคลอโรมเีทน เมทานอล เป็นตน้ 
3. ในการทดลองน้ีผูว้จิยัเลอืกศกึษาองคป์ระกอบทางเคมจีากผลเทา่นัน้ ดงันัน้ควรมกีารศกึษา

องคป์ระกอบทางเคมจีากสว่นอื่นทีน่่าสนใจ เชน่ ราก ใบ เป็นตน้ 
4. อาจน าสารทีแ่ยกไดไ้ปทดสอบฤทธิท์างชวีภาพทีน่่าสนใจ 

SB7

กก
กก 

SB6

กก
กก 
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รปูท่ี 1 โครมาโทแกรมของสารทีแ่ยกไดจ้ากสิง่สกดัเฮกเซนทีค่วามยาวคลื่น 220 นาโนเมตร 

 

 
รปูท่ี 2 โครมาโทแกรมของสารทีแ่ยกไดจ้ากสิง่สกดัเฮกเซนทีค่วามยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
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รปูท่ี 3 สเปกตรมั HMBC ของ SB5

SB5 
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