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บทคัดย่อ 
 
 งานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีในสารสกัดจากส่วน
เหนือดินของตน้หญา้ยาง และศึกษาหาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพในสารสกดั โดยวิเคราะห์
หาเอกลกัษณ์ของสารบริสุทธ์ิจากขอ้มูลทางสเปกโทรสโกปี 

ผลการวิจยัพบว่า สารสกดัชั้นไดคลอโรมีเทนและสารสกดัชั้นเมทานอลของส่วนเหนือ
ดินของตน้หญา้ยาง มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งช่องปาก (KB cells) ระดบัปานกลาง และ
ความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ (Vero cells) ระดบัต ่า โดยท่ีสารสกดัชั้นเมทานอลมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญ
ของเซลลม์ะเร็งปากมดลูก (HelaS3 cells) ระดบัปานกลางดว้ย และการแยกสารบริสุทธ์ิโดยคอลมัน์
โครมาโทกราฟีของสารสกดัชั้นไดคลอโรมีเทน และสารสกดัชั้นเมทานอลของส่วนเหนือดินของ
ตน้หญา้ยาง สามารถแยกสารท่ีมีโครงสร้างสเตอริโอเคมีท่ีไม่เคยมีรายงานในกลุ่ม megastigmane 
ได้  3 ช นิ ด คื อ  (3R,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol-3-O-β-D-glucopyranoside (EH 5), 
(1S,5S,6S,7E,9S)-drummondol (EH 7) และ  (1S,5S,6S,7E,9S)-drummondol-9-O-β-D-glucopyranoside 
(EH 8)  และสารท่ีมีรายงานมาแลว้ 12 ชนิด โดยเป็นสารกลุ่ม megastigmane 5 ชนิด คือ blumenol A 
(ห รือ  vomifoliol) (EH 1), (6S)-dehydrovomifoliol (EH 2), (3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-
3,5,6,9-tetrol (EH 3 ) , (3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol-3-O-β-D-glucopyranoside 
(EH 4) และ (3S,5R,6R,7E) -3,5,6-trihydroxy-7-ene-9-oxo-megastigmane (EH 6) สารกลุ่ม diterpene  
2 ชนิ ด คือ ent-kaurane-3β,16β,17-triol (EH 9) และ 7,11,15-trimethyl-3-methylene-hexadecan-1,2-diol 
(EH 10) สารกลุ่ม triterpene 2 ชนิด คือ glut-5-en-3β-ol (EH 11) และ lupeol acetate (EH 15) สารกลุ่ม 
sterol 3 ชนิ ด คือ stigmast-4-en-3α,6β-diol (EH 12), β-sitosterol (EH 13) และβ-sitosterol-3-O-β-D-
glucoside (EH 14) โดยสารทั้งหมด 9 ชนิดได้แก่ EH 1, EH 2, EH 3, EH 4, EH 6, EH 9, EH 10, 
EH 11 และ EH 12 เม่ือน ามาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งช่องปาก และมะเร็ง      
ปากมดลูก พบวา่มีเฉพาะสารประกอบ EH 11 ท่ีแสดงฤทธ์ิการยบัย ั้งระดบัปานกลาง 
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ABSTRACT 
 

The aims of this research is to analyze the chemical constituents of extracts from the 
aerial part of Euphorbia heterophylla Linn. and to study for biological activities of the extracts. 
Structure identification of pure substances was based on spectroscopic data.  

From this study, it was found that the dichloromethane and methanol extracts were 
moderate cytotoxic against KB but less toxic to Vero cell lines. In addition the methanol extract 
showed moderate cytotoxic activity against HeLaS3 cell lines . The chromatographic separation of 
the dichloromethane and methanol extracts of the aerial part of E. heterophylla led to the isolation 
of three new megastigmanes comprising (3R,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol-3-O-
β-D-glucopyranoside (EH 5) , (1S,5S,6S,7E,9S)-drummondol (EH 7)  and (1S,5S,6S,7E,9S)-drummondol 
-9-O-β-D-glucopyranoside (EH 8)  together with twelve known compounds including             
5 megastigmanes which were identified as blumenol A (or vomifoliol) (EH 1),                         
(6S)-dehydrovomifoliol (EH 2), (3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol (EH 3) , 
(3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol-3-O-β-D-glucopyranoside (EH 4) , ( 3 S,5R,6R,7E) -
3 ,5,6-trihydroxy-7-ene-9-oxo-megastigmane (EH 6 ) , 2 diterpenes, named ent-kaurane-3β,16β,17-
triol (EH 9 )  and 7,11,15-trimethyl-3-methylene-hexadecan-1,2-diol (EH 10)  two triterpenes, 
named glut-5-en-3β-ol (EH 11)  and lupeol acetate (EH 15) and three sterol, stigmast-4-en-
3α,6β-diol (EH 12) , β-sitosterol (EH 13)  and β-sitosterol-3-O-β-D-glucoside  (EH 14) . Nine 
compounds (EH 1, EH 2, EH 3, EH 4, EH 6, EH 9, EH 10, EH 11 and EH 12) were evaluated 
for their cytotoxic activity against KB and HelaS3 cell lines, only compound   EH 11 exhibited 
moderate activity. 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
แม้การรักษาโรคต่างๆ ในยุคปัจจุบัน จะมีการน าตัวยาสังเคราะห์มาใช้กันอย่างแพร่หลาย  

หากแต่วตัถุดิบท่ีใชผ้ลิตตวัยาถึงเกือบคร่ึงหน่ึงลว้นมีแหล่งท่ีมาจากพืชสมุนไพร ทั้งท่ีอยู่ในสภาพ
สกดัเป็นสารบริสุทธ์ิ สารผสม หรือสารก่ึงสังเคราะห์ท่ีไดส้ารตั้งตน้มาจากพืชสมุนไพร เน่ืองจาก
พืชสมุนไพรซ่ึงมีสรรพคุณในการรักษาโรคภยันั้น มีสารส าคญัเป็นองคป์ระกอบอยู่มากมาย ดงัเช่น 
(1) ตน้บวับก [Centella asiatica (Linn.) Urban] ซ่ึงมีฤทธ์ิสมานแผล และตา้นการอกัเสบ มีสารส าคญั
ของ asiaticoside,  asiatic acid, madecassoside และ  madecassic acid (Vogel, De Souza, and D’Sa, 
1990) และ (2) ตน้ทับทิม (Punica granatum Linn.) ซ่ึงมีฤทธ์ิตา้นเช้ือจุลินทรีย ์ตา้นเช้ือมาลาเรีย 
และต้านอนุมูลอิสระ มีสารส าคัญของ ellagic acid, gallagic acid, punicalins และ punicalagins 
(Reddy et al., 2007)  

ทั้งเป็นท่ีน่าสนใจว่า ประเทศไทยยงัมีพืชสมุนไพรอีกหลายชนิดในกลุ่มวชัพืชท่ีถูกละเลย 
หากแต่กลบัมีสรรพคุณทางยาท่ีน่าสนใจหลายอย่าง โดยเฉพาะวชัพืชในสกุล Euphorbia ดงัเช่น      
(1) ตน้น ้ านมราชสีห์ (Euphorbia hirta Linn.) ซ่ึงมีฤทธ์ิตา้นจุลชีพชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ ยีสต ์แบคทีเรีย 
วณัโรค ไวรัส เช้ือรา และโปรโตซวั มีสารส าคญัในกลุ่มฟลาโวนอยด์ ไตรเทอร์พนี โพลีฟีนอล และ 
แทนนิน (นันทวัน  บุณยะประภัศร และอรนุช โชคชัยเจริญพร , 2541; Patil, Naikwade, and 
Magdum, 2009) (2) ต้นน ้ านมราชสีห์เล็ก (Euphorbia thymifolia Linn.) ซ่ึงมีฤทธ์ิต้านแบคทีเรีย 
ตา้นเช้ือรา ตา้นมาลาเรีย ตา้นออกซิเดชนั ยบัย ั้งเน้ืองอก ยบัย ั้งเช้ือไวรัส ความเป็นพิษต่อเซลล ์ และ
ฆ่าไรทะเล มีสารส าคญัในกลุ่มฟีนอลิก ไฮโดรไลซ์แทนนิน ฟลาโวนอยด ์และสเตียรอยด์ (นนัทวนั            
บุณยะประภัศร และอรนุช โชคชัยเจริญพร, 2541; Gupta, Srivastava, and Goyal, 2007) และ (3)   
ต้นเข้าค่า (Euphorbia sessiliflora Roxb.) ซ่ึงมีฤทธ์ิต้านจุลชีพ  มีสารส าคัญในกลุ่มไดเทอร์พีน 
(Sutthivaiyakit, Thapsut, and Prachayasittikul, 2000)     

จากความส าคัญดังกล่าวข้างตน้ ผูว้ิจยัจึงมีความประสงค์ท่ีจะด าเนินงานวิจัยวิเคราะห์หา
องคป์ระกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพของสารท่ีสกดัไดจ้ากพืชสมุนไพรไทยในสกุล Euphorbia 
โดยเฉพาะกบัตน้หญา้ยาง (Euphorbia heterophylla Linn.) เหตุเพราะเป็นวชัพืชท่ียงัมีการศึกษาวิจยั
ดา้นองคป์ระกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพไม่มากนกั อีกทั้งมีแนวโนม้วา่น่าจะเป็นแหล่งส าคญั
ของสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ เน่ืองจากเคยมีรายงานทางดา้นสรรพคุณการรักษาโรค ทั้งการถูกน ามา 
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ใช้รักษาหิด ขบัน ้ านม แกพ้ิษฝีภายในและภายนอก แกพ้ิษงู แกพ้ิษแมลง และแกโ้รคผิวหนังพุพอง
(เพ็ญนภา ทรัพยเ์จริญ , 2550) ทั้ งน้ีเพื่อท่ีจะน าผลงานวิจัยท่ีได้มาตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารทาง
วิชาการ อนัจะเป็นประโยชน์ต่อนักวิชาการท่ีท าวิจยัเก่ียวกบัพืชสมุนไพร และต่อการน าไปใช้เป็น
องคค์วามรู้พื้นฐาน เพื่อพฒันาตวัยารักษาโรคเป็นล าดบัต่อไป  

 

1.2  วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 การวิจยัคร้ังน้ีไดก้ าหนดวตัถุประสงคส์ าคญั ดงัน้ี 

1.2.1  เพื่อวิเคราะห์หาองคป์ระกอบทางเคมีในสารสกดั จากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง  
1.2.2  เพื่อศึกษาหาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพในสารสกดั จากส่วนเหนือดินของ   
          ตน้หญา้ยาง 

 

1.3  ค ำถำมกำรวิจัย 
 การวิจยัคร้ังน้ีไดก้ าหนดค าถามการวิจยัท่ีส าคญั ดงัน้ี 
1.3.1  สารสกดัจากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง มีองคป์ระกอบทางเคมีเป็นสารชนิดใดบา้ง  
1.3.2  สารสกดัในส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง มีคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพอยา่งไร  

 

1.4  สมมุติฐำนกำรวิจัย   
 การวิจยัคร้ังน้ีไดก้ าหนดสมมติฐานการวิจยั ดงัน้ี   
1.4.1  ส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง น่าจะมีองคป์ระกอบทางเคมีท่ีเหมือนหรือแตกต่างจาก 
           พืชชนิดอ่ืนในสกุลเดียวกนั 
1.4.2  สารสกดัในส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง น่าจะมีคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ  
          ท่ีมีสรรพคุณทางยาได ้

 

1.5 ขอบเขตของกำรวิจัย 
การวิจยัคร้ังน้ีไดก้ าหนดขอบเขตการท าวิจยัท่ีส าคญั ดงัน้ี 

 1.5.1 ตวัอยา่ง 
                    ตวัอยา่ง คือส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง เก็บจาก หมู่ 12 บา้นสะเดาพฒันา    

 ต าบลเทพรักษา อ าเภอสังขะ จงัหวดัสุรินทร์ น ้าหนกัรวม (ใบและล าตน้) 12.4   
 กิโลกรัม 
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1.5.2  เน้ือหาของการวิจยั 
(1)  การสกดัแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง  
(2)  การวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้ จากส่วน       

     เหนือดินของตน้หญา้ยาง  โดยการพิสูจน์เอกลกัษณ์ดว้ยเทคนิคขั้นสูงทางเคมี   เช่น  
       อินฟราเรดสเปกโทรสโกปี  นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี  และ  
                          แมสสเปกโทรเมตรี     

(3)  การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดั จากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง  
                    ในตวัท าละลายเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล  

1.5.3  ระยะเวลา 
           ระยะเวลาด าเนินการวิจยัรวม 12 เดือน   
 

1.6 ข้อจ ำกดัของกำรวิจัย   
ในขั้นตอนการน าสารสกดัมาแยกใหไ้ดส้ารบริสุทธ์ิ ดว้ยเทคนิคทางคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

อาจได้สารปริมาณน้อย ซ่ึงไม่เพียงพอต่อการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีของสาร ท าให้
จ าเป็นตอ้งแยกซ ้าเพื่อเพิ่มปริมาณสาร ส่งผลใหต้อ้งใชร้ะยะเวลาด าเนินการวิจยัเพิ่มมากขึ้นได ้
 

1.7 นิยำมศัพท์ 
 การวิจยัคร้ังน้ีไดก้ าหนดนิยามศพัท ์ดงัน้ี 

พืชสมุนไพร (Herb) หมายถึง พืชท่ีถูกน ามาใชป้ระโยชน์ส่วนใดส่วนหน่ึงหรือหลายส่วน 
เช่น ราก ล าตน้ ใบ ดอก และผล ซ่ึงอาจอยูใ่นสภาพสมุนไพรสดหรือแหง้ท่ียงัไม่ไดแ้ปรรูป  ทั้งท่ีใช้
เป็นอาหาร เช่น ผักพื้นบ้าน อาหารสมุนไพรต่างๆ ใช้เป็นยา เช่น ใบมะขามแขกใช้ทานเป็น           
ยาระบาย หรือใชป้ระโยชน์อ่ืนๆ เช่น ผลมะกรูดใช้สระผม ตะไคร้หอมใชไ้ล่ยงุ เป็นตน้ รวมทั้งเป็น
พิษต่อมนุษยแ์ละสัตวด์ว้ย 

องค์ประกอบทำงเคมี (Chemical Constituents) หมายถึง สารส าคัญท่ีเป็นสารออกฤทธ์ิ       
ท่ีให้สรรพคุณในการรักษาตามข้อบ่งใช้ และ /หรือสารท่ีพบมากและสารอ่ืนๆ ในพืชสมุนไพร         
ซ่ึงรวบรวมได้จากรายงานการวิจยั จากห้องปฏิบติัการทั้งในและต่างประเทศ โดยระบุกลุ่มของ
สารประกอบและช่ือของสารในแต่ละกลุ่ม     

สำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ (Bioactive Compounds) หมายถึงสารจากส่ิงมีชีวิตตามธรรมชาติ  
ท่ีมีผลต่อส่ิงมีชีวิตทั้งคน สัตว์ และพืช สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีดีต้องเป็นสารท่ีมีผลจ าเพาะ
เจาะจง เช่น มีฤทธ์ิจ าเพาะต่อเซลล์ของมะเร็งเต้านม มีฤทธ์ิจ าเพาะต่อเช้ือวณัโรค เป็นต้น และ     
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สารนั้นตอ้งไม่มีผลทางลบต่อร่างกายหรือมีผลขา้งเคียงน้อยมาก เพราะเม่ือสารนั้นถูกน ามาแปรรูป
ให้เป็นส่วนประกอบของยา ย่อมไม่ตอ้งการให้ยามีผลกบัส่วนท่ีดีของร่างกาย ยกเวน้ เช้ือโรค หรือ
ส่วนเกิน (มะเร็ง) ท่ีตอ้งการขจดัเท่านั้น ส าหรับสารใดก็ตามถา้มีผลขา้งเคียงท่ีไม่ตอ้งการ สารนั้น 
จะถูกจดัใหอ้ยูใ่นกลุ่มสารพิษ (toxic substance) 

สำรสกัดหยำบ (Crude Extract) หมายถึง สารสกัดเบ้ืองต้นจากสมุนไพรท่ียงัไม่ถึงขั้นเป็น    
สารบริสุทธ์ิ ซ่ึงเตรียมไดโ้ดยผ่านกรรมวิธีการสกดัท่ีไม่ยุ่งยากซับซ้อน สามารถน าไปใชป้ระโยชน์
ไดโ้ดยตรง หรือตอ้งผา่นกรรมวิธีการผลิตก่อนท่ีจะน าไปท าผลิตภณัฑ ์ 

สำรส ำคัญในพืช (Phytochemical) หมายถึง สารเคมีท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีพบในพืช ท าให้
พืชมีสี กล่ิน หรือสมบติัท่ีเป็นลกัษณะเฉพาะตวั โดยพืชแต่ละชนิดจะมีสารส าคญัหลายชนิด 

 

1.8 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 การวิจยัคร้ังน้ีเม่ือท าเสร็จสมบูรณ์ ประโยชน์ท่ีคาดวา่จะไดรั้บมีดงัน้ี 
 1.8.1  ท าใหส้ามารถทราบชนิดของสารบริสุทธ์ิ ท่ีเป็นองคป์ระกอบทางเคมีในสารสกดั 
                       จากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง 
 1.8.2  ท าใหส้ามารถทราบคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพในสารสกดั จากส่วนเหนือดิน 
                         ของตน้หญา้ยาง 
 1.8.3  ท าใหส้ามารถทราบชนิดของสารสกดัและสารบริสุทธ์ิ ท่ีจะน าไปใชพ้ฒันาดา้นตวัยา 
                         รักษาโรคไดเ้ป็นล าดบัต่อไป 
                          
    

 
 

 



บทที ่2 
วรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 

 
การวิจยัเร่ือง “องค์ประกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพจากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง” 

ผูว้ิจยัไดท้ าการศึกษาคน้ควา้ต ารา และบทความเอกสารทางวิชาการท่ีเก่ียวขอ้งกบัเร่ืองท่ีวิจยั ทั้งใน
ด้านความรู้พื้นฐานเก่ียวกับเร่ืองท่ีวิจัย ทฤษฎีท่ีรองรับเร่ืองท่ีวิจัย และผลการวิจัยท่ีเก่ียวข้อง        
เพื่อน ามาใชเ้ป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ และเป็นแนวทางในงานวิจยัโดยแบ่งเป็นประเด็นต่างๆ ดงัน้ี 

2.1 ความรู้พื้นฐานเก่ียวกบัพืชสมุนไพร 
2.2 ทฤษฎีเก่ียวกบัการหาสารส าคญัในพืชสมุนไพร 
2.3 ผลการวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง 
2.4 สรุป 

 

2.1 ความรู้พ้ืนฐานเกีย่วกบัพืชสมุนไพร 
  2.1.1 สารส าคัญในพืช 
  ความหลากหลายของพืชพรรณนานาชนิด ทั้งในดา้นรูปพรรณสัณฐาน และสรรพคุณต่างๆ 
อนัเป็นเอกลกัษณ์เฉพาะตวัของพืชแต่ละชนิดนั้น ลว้นมีผลมาจากสารส าคญัท่ีเป็นองคป์ระกอบทาง
เคมีภายในพืชหรือท่ีเรียกว่า “สารพฤกษเคมี” ซ่ึงพืชสร้างขึ้นมาตามธรรมชาติ ซ่ึงโดยทัว่ไปแลว้
สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ 
  (1) กลุ่มสารปฐมภูมิ พบในพืชชั้นสูงทัว่ไป เช่น คาร์โบไฮเดรต ไขมนั โปรตีน กรดอะมิโน 
และเอน็ไซม ์ซ่ึงพบไดใ้นพืชเกือบทุกชนิด  
  (2) กลุ่มสารทุติยภูมิ เป็นสารท่ีเกิดจากกระบวนการชีวสังเคราะห์ในพืช ซ่ึงพืชแต่ละชนิด
ต่างผลิตขึ้นมาเอง เพื่อเสริมสร้างสีสัน รสชาติ และกล่ิน ตลอดจนโครงสร้างเน้ือเยื่อต่างๆ ไดแ้ก่   
แอลคาลอยด ์สารกลุ่มฟีนอลิค เทอร์พีนอยด์ สเตอรอยด์ และกลยัโคไซดช์นิดอ่ืนๆ ไดแ้ก่ ไซยาโน-
เจนีติก กลยัโคไซด ์และสารกลุ่มกลูโคซิโนเลท เป็นตน้ (วนัดี กฤษณพนัธ์, 2544)   
  คาร์โบไฮเดรต เป็นสารอินทรียท่ี์ประกอบดว้ยคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน ถูกสร้าง
ขึ้นจากกระบวนการสังเคราะห์แสงของพืช ไดแ้ก่ น ้าตาล อนุพนัธ์ของน ้าตาล โพลีแซคคาไรด ์ 
  สารกลุ่มไขมัน แบ่งได้เป็น ไขมนัธรรมดา ไขมนัประกอบ และอนุพนัธ์ของลิพิด ไขมนั
ธรรมดา ไดแ้ก่ กลีเซอไรด์ชนิดต่างๆ และไข ส่วนไขมนัประกอบ ไดแ้ก่ ฟอสโฟลิพิด ไกลโคลิพิด 
และไลโพโปรตีน ส าหรับอนุพนัธ์ของลิพิดท่ีส าคญั ไดแ้ก่ กรดไขมนัชนิดอ่ิมตวั และชนิดไม่อ่ิมตวั  
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  โปรตีน เป็นสารท่ีประกอบด้วยกรดอะมิโนมาจับกัน ส่วนเอ็นไซม์เป็นคอลลอยด์ท่ีมี
โปรตีนเป็นส่วนประกอบ ท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาต่างๆ  
  สารกลุ่มแอลคาลอยด์ เป็นกลุ่มสารท่ีพบในพืชชั้นสูงเป็นส่วนใหญ่ มีรสขม ไม่ละลายน ้ า 
แต่ละลายได้ดีในตวัท าละลายอินทรีย ์มีฤทธ์ิเป็นด่าง มีไนโตรเจนอยู่ในโมเลกุล และมีฤทธ์ิทาง 
เภสัชวิทยาท่ีเด่นชดั สารกลุ่มน้ีแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ตามสูตรโครงสร้างทางเคมีคือ non-heterocyclic 
alkaloids ซ่ึงมีไนโตรเจนอยูน่อกวงแหวน และกลุ่ม heterocyclic alkaloids ซ่ึงมีไนโตรเจนอยูใ่นวงแหวน 
  สารกลุ่มฟีนอลิค ได้แก่ ฟีนอล กรดฟีนอลิค บาลซัม เบนโซอิน คูมารินส์ ฟลาโวนอยด ์ 
แทนนิน และสารควิโนน 
  สารกลุ่มเทอร์พีนอยด์  พบได้ทั้ ง monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes, triterpenes, 
และ tetraterpenes ส าหรับ  monoterpenes และ  sesquiterpenes ส่วนใหญ่พบเป็นส่วนประกอบ         
ในน ้ามนัหอมระเหยท่ีไดจ้ากพืช 
  สารกลุ่มสเตอรอยด์ อาจพบในรูปท่ีมีหมู่ไฮดรอกซีอิสระ และในรูปไกลโคไซด์ เช่น คาร์ดิแอ็ก
ไกลโคไซด ์ 
  ส าหรับสารส าคัญท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ ซ่ึงมีคุณประโยชน์ต่อมวลมนุษย์ทั้ งในด้านการ
ป้องกนัและรักษาโรคต่างๆ นั้นลว้นอยู่ในกลุ่มสารทุติยภูมิ ดงันั้นสารเคมีท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการ
ก าหนดสรรพคุณทางยาของพืชแต่ละชนิดจึงเป็นสารส าคญัในกลุ่มน้ีนัน่เอง  
   
  2.1.2 หญ้ายาง 
  พืชสมุนไพรท่ีน ามาใชใ้นการวิจยัคร้ังน้ีคือ “หญา้ยาง”  ซ่ึงมีสรรพคุณเป็นทั้งผกัและยามา
ตั้งแต่สมยัโบราณ โดยคนส่วนใหญ่จะรู้จกักนัในลกัษณะท่ีเป็นวชัพืชมากกวา่สมุนไพร  
 

 

ภาพประกอบ 1 พืชสมุนไพรหญา้ยาง 
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ส าหรับขอ้มูลเก่ียวกบัตน้หญา้ยางมีดงัน้ี (ดวงพร สุวรรณกุล และรังสิต สุวรรณเขตนิคม, 
2545; เทวีรัตน์ ศรีทอง, 2548; ธวชัชัย รัตน์ชเลศ และเจมส์ เอฟ. แมกซ์เวล., 2540; ธัญชนก จงรักไทย  
ศิริพร ซึงสนธิพร และกาญจนา พฤกษพนัธ์ 2556; เพญ็นภา ทรัพยเ์จริญ, 2550; สุรชยั มจัฉาชีพ, 2544) 

 ช่ือวิทยาศาสตร์ (Scientific name):  
Euphorbia heterophylla Linn. 
ช่ือสามัญภาษาไทย (Common name, Thai):  
หญา้ยาง ผกัยาง ใบต่างดอก เขยตาย ลูกเขยตายแม่ยายท าศพ  
ช่ือสามัญภาษาองักฤษ (Common name, English):  
Mexican fireplant, Painted spurge, Red milkweed, Wild poinsettia 
ข้อมูลทางอนุกรมวิธาน (Taxonomic information): 
วงศ ์(Family): Euphorbiaceae 
สกุล (Genus): Euphorbia 
ชนิด (Species): Euphorbia heterophylla  
ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ (Botanical characteristics) 
ตน้: เป็นพืชลม้ลุก อายฤุดูเดียว ตน้พุ่มทรงโปร่ง ล าตน้ตั้งตรงกลวงและอ่อน สูงประมาณ 

30-80 เซนติเมตร เปลือกล าต้นสีเขียว ผิวเรียบ มีขนปกคลุมโดยตลอด แตกก่ิงก้านสาขาไม่มาก     
ทุกส่วนของล าตน้มีน ้ายางสีขาวขุ่น   

 

                                                      ภาพประกอบ 2 ล าตน้ของตน้หญา้ยาง  
 
ใบ: มีหลายรูปร่างตั้งแต่ยาวรีจนถึงกลม ปลายใบเรียวแหลม โคนใบเรียวสอบมีสีเขียวอ่อน 

ขอบใบเรียบ มีจกัละเอียดแหลม หรืออาจหยกัเป็นฟันไม่สม ่าเสมอ ใบกวา้ง 1-5 เซนติเมตร และ 
ยาว 5-8 เซนติเมตร แผ่นใบมีขนปกคลุมประปรายจนถึงไม่มีขนเลย ใบเป็นใบเด่ียวสีเขียวเรียงเวียน
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ออกจากล าตน้แบบสลบั ยกเวน้ใบคู่ล่างสุดกบัคู่บนสุดท่ีออกจากล าตน้ในลกัษณะตรงขา้ม ส่วนกา้นใบ
มีสีม่วงแดงและมีขนขึ้นปกคลุม 

 

 

                                             ภาพประกอบ 3 ส่วนใบของตน้หญา้ยาง  
 
ดอก: ดอกออกเป็นช่อกระจุกแน่นท่ีปลายยอด กลีบเล้ียงโคนเช่ือมติดกนั ปลายแยกเป็น  5 แฉก 

ไม่มีกลีบดอก มีทั้งดอกตวัผูแ้ละดอกตวัเมียปะปนอยู่บนช่อเดียวกนั ซ่ึงถูกรองรับดว้ยแผ่นสีเขียว
คลา้ยใบหลายใบ ดอกยอ่ยตั้งอยูบ่นกา้นดอกสั้นๆ ดอกมีสีขาวอมเขียว  

 

 

                                 ภาพประกอบ 4 ส่วนดอกและผลของตน้หญา้ยาง    
 
ผล: เป็นผลแบบแห้ง ทรงกลม ไม่มีขน ผลอ่อนสีเขียวอ่อน ผลแก่สีน ้ าตาล ผลแก่จะแตก

ออกเป็น 3 กลีบ แต่ละกลีบมี 1 เมล็ด เมล็ดมีสีน ้ าตาลหรือด า รูปร่างกลม-รี ขนาดกวา้ง 1.8-2.0 
มิลลิเมตร ยาว 1.8-2.5 มิลลิเมตร ผิวเมล็ดขรุขระเป็นร่องรอบเมลด็ 1-2 เส้น มีสันขรุขระ มีลกัษณะเป็น
ปลายแหลมอยูข่า้งหน่ึง ท าใหเ้มลด็บุบเบ้ียว ขยายพนัธุ์โดยอาศยัเมลด็  

ราก: มีระบบรากแกว้แขง็หยัง่ลงไปในดินลึก 
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ถิ่นท่ีอยู่ (Habitat): 
เจริญเติบโตได้ในท่ีน ้ าไม่ท่วมขัง เจริญงอกงามในท่ีดินปนทราย เป็นวชัพืชในพื้นท่ี

เพาะปลูกพืชผกั พืชไร่ และพืชสวนทัว่ไป 
การแพร่กระจาย (Distribution) 
พบทัว่ไปตามพื้นท่ีรกร้าง ริมทาง ทุ่งนา ท่ีโล่งแจ้ง และพื้นท่ีเพาะปลูกบางแห่ง เป็นพืช

ต่างประเทศเข้ามาในประเทศไทยหลังสงครามโลกคร้ังท่ี 2 โดยพบคร้ังแรกท่ีสถานีทดลอง
เกษตรกรรมศรีส าโรง จังหวดัสุโขทัย ประมาณปี พ.ศ. 2492-2493 และแพร่พันธุ์อย่างรวดเร็ว      
จนกลายเป็นวชัพืชท่ีพบทัว่ไปในทุกภาคของประเทศ  

ฤทธิ์ทางชีวภาพ (Biological Activities) 
ฤท ธ์ิต้านการอัก เสบ  (anti-inflammatory activity) (Falodun, Okunrobo, and Uzoamaka, 

2006) ฤทธ์ิตา้นแบคทีเรีย (antibacterial activity) (Falodun, Agbakwuru, and Ukoh, 2003) ฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระ (antioxidant activity) (Okeniyi, Adedoyin, and Garba, 2013) ฤทธ์ิตา้น HIV (anti-HIV 
activity)  (Williams et al., 1995) ฤ ท ธ์ิ ต้ าน ม ะ เร็ ง  (anticancer activity) ฤท ธ์ิ ต้ าน จุ ลิ น ท รี ย ์
(antimicrobial activity) (Sundaram et al., 2010) ฤทธ์ิตา้นการจบัตวัเป็นกอ้นของเลือด (anticoagulant 
activity) (Unekwe, Ughachukwu, and Ogamba, 2006) และฤทธ์ิยบัย ั้งการเจ็บปวด (antinociceptive 
activity) (Vamsidhar et al., 2000) 

สรรพคุณทางยา (Medicinal Properties) 
เป็นยาระบาย (Erden et al., 1999) ขบัน ้ านม แก้พิษงู แก้พิษแมลง รักษาบาดแผล รักษาฝี

ภายในและภายนอก และรักษาโรคต่างๆ ไดแ้ก่ โรคหลอดลมอกัเสบ โรคผิวหนงัพุพอง โรคหิด โรคหืด 
โรคหูด และโรคไฟลามทุ่ง (เพญ็นภา ทรัพยเ์จริญ, 2550) 
    

2.2 ทฤษฎีเกีย่วกบัการหาสารส าคัญในพืชสมุนไพร  
  หลักทั่วไปของการคน้หาสารส าคัญชนิดต่างๆ โดยเฉพาะท่ีเป็นสารพฤกษเคมีในกลุ่ม     
สารทุติยภูมิซ่ึงมีฤทธ์ิทางชีวภาพจากพืชสมุนไพร คือการสกดัและแยกหาสารส าคญัในพืช ส่วนใหญ่ 
มกัเร่ิมตน้สกดัสารดว้ยตวัท าละลายท่ีมีขั้วนอ้ยมายงัตวัท าละลายท่ีมีขั้วมาก เช่น เฮกเซน (hexane), 
ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane), เอทิลอะซี เตท (ethyl acetate) และเมทานอล (methanol) 
ตามล าดับ หรืออาจสกัดโดยใช้แอลกอฮอล์ (เมทานอลหรือเอทานอล) แลว้น ามาสกัดแยกส่วน        
กบัตวัท าละลายตามล าดบัของความมีขั้ว  

โดยปกติแลว้ สังคมไทยนิยมใช้สมุนไพรในรูปแบบของยาตม้และยาดอง โดยใช้น ้ าและ
แอลกอฮอลเ์ป็นตวัสกดั ดงันั้นเพื่อให้สอดคลอ้งกบัรูปแบบการน าไปใช ้การสกดัแยกหาสารส าคญั 
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จึงควรเป็นรูปแบบสกดัหาสารส าคญั จากสารสกดัดว้ยตวัท าละลายท่ีมีขั้วมากเช่นแอลกอฮอลห์รือ
สารสกัดจากน ้ า หากแต่กลบัไม่ถูกน าไปใช้มากนัก เน่ืองจากการน าสารสกัดในตวัท าละลายท่ีมี    
ขั้วมากมาแยกให้ไดส้ารบริสุทธ์ิ แลว้ตรวจสอบเอกลกัษณ์ ตลอดจนหาสูตรโครงสร้างทางเคมีนั้น
ท าไดย้ากกวา่การสกดัหาสารส าคญัจากตวัท าละลายท่ีมีขั้วนอ้ย  

จากนั้นจึงเขา้สู่ขั้นตอนการน าสารสกดัดงักล่าวมาแยกให้ไดส้ารบริสุทธ์ิ ดว้ยเทคนิคทาง
คอลัมน์โครมาโทกราฟี  (column chromatography) โดยใช้ซิ ลิกา เจล (silica gel) และชะด้วยตัว            
ท าละลายอินทรียช์นิดต่างๆ ค่อยๆ เพิ่มขั้วของตวัท าละลาย แล้วเก็บสารละลายท่ีถูกแยกออกมา       
จากการพาของตัวท าละลายด้วยปริมาตรท่ีเหมาะสมเป็นส่วนๆ (fraction) จากนั้นน าแต่ละส่วนมา
ตรวจสอบกลุ่มสาร ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดแผ่นบาง (thin layer chromatography) และ      
ใชว้ิธีการตกผลึก (recrystallization) จนไดส้ารบริสุทธ์ิ 

ภายหลงัการสกดัและแยกจนไดส้ารบริสุทธ์ิแลว้ ให้วิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีของ
สารบนหลกัพื้นฐานท่ีว่า สารแต่ละชนิดจะแสดงข้อมูลทางสเปกตรัมชนิดต่างๆ เป็นเอกลกัษณ์
เฉพาะตวั โดยอาศยัเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี (spectroscopy) อนัไดแ้ก่  

(1) การวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารส าคญัในตวัท าละลาย ดว้ยอลัตราไวโอเลตสเปกโทรสโกปี 
(ultraviolet spectroscopy) เพื่อตรวจสอบว่าสารบริสุทธ์ินั้นเป็นสารอ่ิมตวัหรือไม่ และ
มีคอนจูเกชนัมากหรือนอ้ย 

(2) การวดัพลงังานท่ีเกิดจากการสั่นของโมเลกุล ดว้ยวิธีการทางอินฟราเรดสเปกโทรสโกปี   
(infrared spectroscopy) เพื่อหาชนิดของหมู่ฟังกช์นัท่ีมีในโมเลกุลของสารบริสุทธ์ิ 

(3)  การวดัระดบัพลงังานท่ีแตกต่างกนัของนิวเคลียส ภายใตอิ้ทธิพลของสนามแม่เหล็ก 
ด้วยนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (nuclear magnetic resonance 
spectroscopy) เพื่อก าหนดโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิ 

(4)  การให้โมเลกุลของสารส าคญัรับพลงังานมากพอท่ีเกิดการสูญเสียอิเล็กตรอน จนแตกตวั
เป็นไอออนและมีประจุบวก ซ่ึงหากมีพลงังานมากพอก็ยงัสามารถแตกตัวออกเป็น
ส่วนย่อยๆ จนไม่สามารถแตกตัวต่อไปได้อีก ด้วยวิธีการทางแมสสเปกโทรเมตรี 
(mass spectrometry) เพื่อหามวลโมเลกุลของสารบริสุทธ์ิ และเพื่อยืนยนัโครงสร้าง
ทางเคมี จากรูปแบบของการแตกโมเลกุลออกเป็นส่วนย่อยๆ (fragmentation pattern)    
ของสาร 

 
หลงัจากทราบสูตรโครงสร้างทางเคมีของสารแลว้ จึงตรวจสอบขอ้มูลทางสเปกโทรสโกปี     

โดยพิจารณาเปรียบเทียบค่าขอ้มูลท่ีไดเ้หล่าน้ีกบัค่าของสารในกลุ่มเดียวกนั หรือสารส าคญัตวัเดียวกนั
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กบัท่ีเคยมีรายงานมาก่อน หากขอ้มูลท่ีไดมี้ความสอดคลอ้งกบัสารชนิดใดก็สามารถสรุปไดว้่าเป็น
สารชนิดนั้น ส่วนกรณีท่ีค่าขอ้มูลท่ีไดไ้ม่ตรงกบัสารชนิดใดเลย ก็มีความเป็นไปไดท่ี้สารส าคญันั้น
จะเป็นสารท่ีไม่เคยมีรายงานการคน้พบมาก่อน (ตรีเพชร กาญจนภูมิ, 2552)   
 

2.3 ผลการวิจยัที่เกีย่วข้อง 
  ผลการสืบคน้งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งพบว่า พืชสกุล Euphorbia จดัอยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae       
มีการกระจายพนัธุ์อยู่ทั่วโลกประมาณ 2,000 ชนิด (Ernst et al., 2015; Shi, Su, and Kiyota, 2008) 
ส าหรับในประเทศไทยพบรวม 32 ชนิด (กรมอุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่า และพนัธุ์พืช , ส านักวิจยั   
การอนุรักษป่์าไมแ้ละพนัธุ์พืช, ส านกังานหอพรรณไม,้ 2557) และเน่ืองจากท่ีผ่านมา รายงานการวิจยั 
เก่ียวกบัองคป์ระกอบทางเคมีของตน้หญา้ยาง ซ่ึงมีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Euphorbia heterophylla 
Linn. มีเพียงช้ินเดียวเท่านั้น ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งสืบคน้งานวิจยัของพืชชนิดอ่ืนท่ีอยู่ในสกุลเดียวกนั 
เพื่อพจิารณาเทียบเคียงองคป์ระกอบทางเคมี และฤทธ์ิทางชีวภาพ  

 
Euphorbia heterophylla  
Vamsidhar และคณะ (2000) ได้ท าก ารศึกษาวิ จัย เร่ือง  “Antinociceptive Activity of 

Euphorbia heterophylla Roots” ผลการวิจัยพบว่า การทดสอบฤท ธ์ิการยังย ั้ งการเจ็บปวด 
(Antinociceptive) ในหนูทดลองจากรากของตน้หญา้ยาง พบสารสกดัชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน 
และเอทิลอะซีเตท มีฤทธ์ิการยบัย ั้งอาการเจ็บปวด 25%, 56% และ 31% ตามล าดับ โดยผลการ
ทดสอบสารสกดัทั้งหมด ให้ค่าทดสอบเป็นบวกส าหรับสารกลุ่มไตรเทอร์พีนอยด์ หรือสเตอรอยด ์
ซ่ึงแสดงสัมประสิทธ์ิของฤทธ์ิยบัย ั้งอาการเจ็บปวดในหนู อนัจะน าไปสู่การพฒันาเป็นยารักษาโรค
ต่อไป   

Fred-Jaiyesimi และ Abo (2010) ได้ท าการศึกษาวิจัยเร่ือง “Phytochemical and Antimicrobial 
Analysis of the Crude Extract, Petroleum Ether and Chloroform Fractions of Euphorbia 
heterophylla Linn Whole Plant” ผลการวิจยัพบว่า ผลการวิเคราะห์ทางพฤกษเคมีเบ้ืองตน้จากส่วน
เหนือดินของตน้หญา้ยาง แสดงเอกลกัษณ์ของกลุ่มสารอลัคาลอยด์ แทนนิน คาร์ดิแอคไกลโคไซด์ และ 
ซาโปนินไกลโคไซด ์ผลการทดสอบฤทธ์ิตา้นจุลชีพจากสารสกดัหยาบส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง  
แสดงสัมประสิทธ์ิการยบัย ั้งบนเซลล ์Staph albus, Proteus mirabilis, E. coli, Salmonella typhi และ 
Kleb. pneumonae   
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อรอุมา ภู่ประเสริฐ และอุทยั โสธนะพนัธุ์ (2544) ไดท้ าการศึกษาวิจยัเร่ือง “สารท่ี
มีฤทธ์ิทางชีวภาพจากล าตน้ของหญา้ยาง” ผลการวิจยัพบวา่ องคป์ระกอบทางเคมีจากล าตน้
ของ E. heterophylla ในส่วนสกดัชั้นคลอโรฟอร์ม พบสารบริสุทธ์ิ 2 ชนิด ไดแ้ก่ indole-3-
methyl carboxylate (1) และ methyl-4-coumarate (2) และในส่วนสกัดชั้ นเอทิลอะซีเตท   
พบสารบริสุทธ์ิ 1 ชนิด ไดแ้ก่ adenosine riboside (3)  
 
 
 
  
 
 
 

 

Euphorbia antiquorum 
 Akihisa และคณะ (2002) ไดท้ าการศึกษาวิจยัเร่ือง “Eupha-7,9(11),24-trien-3β-ol (“Antiquol C”) 
and Other Triterpenes from Euphorbia antiquorum Latex and Their Inhibitory Effects on  Epstein-

Barr Virus Activation” ผลการวิจยัพบว่า องค์ประกอบทางเคมีของพืช E. antiquorum ในสารสกัดชั้น
เอทิลอะซีเตท พบสารบริสุทธ์ิกลุ่มไตรเทอร์พีนอยด์ 7 ชนิด ได้แก่ euphol (4), antiquol C (5), 
antiquol B (6), euphorbol (7), lemmaphylla-7,21-dien-3β-ol (8), isohelianol (9) แ ล ะ  camelliol C 
(10) โดยผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพพบวา่ สารชนิดท่ี 1-4 และ 6 แสดงผลการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็ง 
100% ในอตัราส่วน 1000 mol/TPA บน EBV-EA (Epstein-Barr Virus Early Antigen)  
 

   
 
 

(1) (2) (3) 

(4) (5) (6) 
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Qi และคณะ (2014) ได้ท าการศึกษาวิจัยเร่ือง “Ingol-Type Diterpenes from Euphorbia 

antiquorum with Mouse 11β-Hydroxysteroid Dehydrogenase Type 1 Inhibition Activity” 
ผลการวิจัยพบว่า องค์ประกอบทางเคมีจากส่วนเหนือดินของพืช E. antiquorum ในสารสกัดชั้น
เอทิลอะซีเตท พบสารบริสุทธ์ิกลุ่มไดเทอร์พีนอยด์ 22 ชนิด ไดแ้ก่ euphorantin A (11), euphorantin B 
(12), euphorantin C (13), euphorantin D (14), euphorantin E (15), euphorantin F (16), euphorantin G 
(17), euphorantin H (18), euphorantin I (19), euphorantin J (20), euphorantin K (21), euphorantin L 
(22), euphorantin M (23), euphorantin N (24), euphorantin O (25), 3,12-diacetyl-7-angeloyl-8-
methoxyingol (26), 3,8,12-triacetyl-7-tigloylingol (27), 12-acetyl-7-angeloyl-8-methoxyingol (28), 
euphorantin P (29), euphorantin Q (30), euphorantin R (31) แ ล ะ  3,12-diacetyl-7-benzoyl-8-
nicotinylingol (32) โดยผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพพบว่า สารชนิดท่ี 11, 24 และ 32 มีฤทธ์ิการ
ยบัย ั้ง 11β-HSD1 มีค่า IC50 12.0, 6.1 และ 0.41 µM ตามล าดบั   

 

(7) (8) 

(9) (10) 
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            R1    R2          R3      R4 
(11)     Ac   Ang   Me     Ac 
(12)     Ac   Bz      Me     Ac 

            R1    R2          R3       R4 
(13)     Ac   Ang   Me      Ac 
 

            R1    R2       R3           R4 
(14)     Ac   A      Me         Ac 
(15)     Ac   B      Me         Ac 
(16)     Ac   Ac    Me         B 
(17)     Ac   C      Me         Ac 
(18)     Ac   Bz    Me         H 
(19)     H    Bz     Me         Ac 
(20)     H    Ang  Me          H 
(21)     B    Ac     Ac          Ac 
(22)     Ac  Ac     B            Ac 
(23)     Ac  H       MeBu    Ac 
(24)     H    Ac     MeBu    Ac 
(25)     Ac  H       Bz          H 
(26)     Ac  Ang   Me         Ac 
(27)     Ac  Tig    Ac          Ac 
(28)     H    Ang  Me          Ac 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            R1    R2          R3        R4 
(29)     Ac   A       Me      Ac 
(30)     Ac   B       Me      Ac 
(31)     Ac   Ac     Me      B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

             R1    R2           
(32)     Ac   Nic        
  

A = 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B = 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C = 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ang = 
 
 
 
 
 

Tig = 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MeBu = 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Bz = 
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Qi และคณะ (2018) ได้ท าการศึกษาวิจัยเร่ือง “Quorumolides A-C, Three Cembranoids 
from Euphorbia antiquorum” ผลการวิจยัพบว่า องค์ประกอบทางเคมีของพืช E. antiquorum ใน
สารสกัดชั้นเอทิลอะซีเตท พบสารบริสุทธ์ิ 3 ชนิด ได้แก่ quorumolide A (33), quorumolide B (34) 
และ quorumolide C (35)   

 

      
 
 

Euphorbia prolifera 
Wu, Sorg แ ล ะ  Hecker (1995) ไ ด้ ท า ก า ร ศึ ก ษ าวิ จั ย เ ร่ื อ ง  “New Myrsinol-Related 

Polyfunctional Pentacyclic Diterpene Esters from Roots of Euphorbia prolifera” ผลการวิจยัพบว่า 
ส่วนท่ี เป็นรากของพื ช E. prolifera ในสารสกัดชั้ นคลอโรฟอร์ม มีองค์ประกอบทางเคมีของ              
สารบริสุทธ์ิกลุ่มไดเทอร์พีนอยด์  5 ชนิด  ไดแ้ก่ euphorbia substance SPr 1 (36), euphorbia substance 
SPr 2 (37), euphorbia substance SPr 3 (38), euphorbia substance SPr 4 (39) แ ล ะ euphorbia 
substance SPr 5 (40)  

 

   
 

 
  
 
 
  

 

 (33)      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (34)      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (35)      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            R1     R2          R3         
(36)     H    H       H       
(39)     propionyl   Ac       Bz       
(40)     propionyl   Ac     isobutyryl       
 
 
 
 
 
 
 
 

(37) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(38) 
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Xu และคณะ (2011)   ไดท้ าการศึกษาวิจยัเร่ือง “Bioactive Myrsinol Diterpenoids from the 
Roots of Euphorbia prolifera” ผลการวิจยัพบว่า ส่วนท่ีเป็นรากของพืช E. prolifera ในสารสกัด   
ชั้นเอทิลอะซีเตท มีสารบริสุทธ์ิในกลุ่มไดเทอร์พีนอยด์ 19 ชนิด ไดแ้ก่ euphorbiaproliferin A (41), 
euphorbiaproliferin B (42), euphorbiaproliferin C (43), euphorbiaproliferin D (44), 
euphorbiaproliferin E (45), euphorbiaproliferin F (46), euphorbiaproliferin G (47), 
euphorbiaproliferin H (48), euphorbiaproliferin I (49), euphorbiaproliferin J (50), 14-deoxo-3-O-
propionyl-5,15-di-O-acetyl-7-O-benzoylmyrsinol-14β-acetate (51), euphorprolitherin C (52),      
14-deoxo-3-O-propionyl-5,15-di-O-acetyl-7-O-benzoylmyrsinol-14β-nicotinoate (53), proliferin C (54), 
proliferin A (55), proliferin B (56), euphorprolitherin B (57), euphorbia substance SPr 5 (58) และ 
premyrsinol-3-propanoate-5-benzoate-7,13,17-triacetate (59)   

  
 
 

   
  

                       
 
 

   
 

 
 

            R1     R2           R3         
(41)     iBu   Prop    iBu       
(42)     Bz    Bu       Bz       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            R1        R2                    
(43)     iBu      Ac          
(44)     Prop    Bz              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(45) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            R1        
(49)     Prop    
(50)     Bu         
 
 
 
 

            R1       R2       R3         
(46)     Prop   Ac    Bz       
(47)     Prop    Ac   Ac   
(48)     Ac       Bz   Bz       
     
 
 
 
 
 
 
 

Prop 
 
 
 
 

iBu 
 
 
 
 
 
 

Bu 
 
 
 
 

Bz 
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Xu และคณะ (2015) ได้ท าการศึกษาวิจัย เร่ือง “Characterization of Diterpenes from 
Euphorbia prolifera and Their Antifungal Activities against Phytopathogenic Fungi” ผลการวิจยัพบว่า    
ในสารสกัดชั้นเอทิลอะซีเตทของส่วนท่ีเป็นรากของพืช E. prolifera ซ่ึงมีฤทธ์ิต้านการเกิดเช้ือรา        
มีสารบริสุทธ์ิกลุ่มไดเทอร์พีนอยด์ 8 ชนิด ไดแ้ก่ prolifepene A (60), prolifepene B (61), prolifepene C 
(62), prolifepene D (63), prolifepene E (64), prolifepene F (65), 2α,5α,7β,15β-tetra-O-acetyl-3β-
O-propinoyl-14α-O-benzoyl-14-deoxomyrsinol (66) แ ล ะ  3β-O-propionyl-5α,10,15β-tri-O-acetyl-
14β-O-nicotinoyl-7-oxo-10,18-dihydromyrsinol (67)   

 

   
  
 

  
 
 
 
 
  

Euphobia neriifolia 
Zhao และคณะ (2014) ได้ท าการศึกษาวิจัยเร่ือง “Eurifoloids A-R, Structurally Diverse 

Diterpenoids from Euphorbia neriifolia” ผลการวิจยัพบว่า องค์ประกอบทางเคมีในส่วนใบของพืช 
E. neriifolia ในสารสกัดชั้ นเอทิลอะซี เตท มีสารบริสุทธ์ิกลุ่มไดเทอร์พีนอยด์ 18 ชนิด ได้แก่ 
eurifoloid A (6 8 ), eurifoloid B (6 9), eurifoloid C (70), eurifoloid D (71), eurifoloid E (72), 
eurifoloid F (73), eurifoloid G (74), eurifoloid H (75), eurifoloid I (76), eurifoloid J (77), eurifoloid K 
(78 ), eurifoloid L (79), eurifoloid M (80), eurifoloid N (81), eurifoloid O (82), eurifoloid P (83), 

(60) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(61) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            R1       R2       R3         
(62)     Bu     Ac    Nic       
(63)     Nic    Bz     Nic   
(64)     Prop  Ac     Nic       
(65)     Bu     Nic    Ac       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(66) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(67) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Prop 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Bu 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Bz 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ac 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nic 
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eurifoloid Q (84) และ eurifoloid R (85) โดยผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพพบว่า สารชนิดท่ี 72
และ 73 แสดงฤทธ์ิการตา้น HIV ซ่ึงมีค่า EC50 3.58 ± 0.31 (SI = 8.6) และ 7.40 ± 0.94 µM (SI = 10.3) 
ตามล าดบั  

     
 
 
 

 
 

           
    
 
 
 
 
 
 

                              
 

            R1       R2          R3         
(68)     H     Ang     Tig       
(69)     Ac    Ang     H   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            R1       R2                  
(70)     H      OH           
(71)     OH     H      
(72)     OAc   H      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            R                        
(73)     H                
(74)     Ac           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            R1       R2                  
(75)     H      CH2OAc           
(76)     H      CH2OH      
(77)     Ac    CHO      
(78)     Ac    CO2H      
(79)     Ac    CH3      
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (80)     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            R                        
(81)    OH                
(82)     H           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (83)     
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            R                        
(84)    H                
(85)    Tig           
 
 
 
 

Ang =              
 
Tig   =       
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Euphorbia sessiliflora 
Sutthivaiyakit และคณะ (2000) ไดท้ าการศึกษาวิจยัเร่ือง “Constituents and Bioactivity of 

the Tubers of Euphorbia sessiliflora” ผลการวิจยัพบว่า ส่วนหัวของพืช E. sessiliflora ในสารสกดั
ชั้นคลอโรฟอร์ม พบสารบริสุทธ์ิ 9 ชนิด ดงัน้ี ent-12-Hydroxy-12[R]-abieta-8(14),13(15)-dien-16,12-
olide (86), jolkinolide A (87), caudicifolin (88), jolkinolide B (89), ent-11α-hydroxyabieta-
8(14),13(15)-dien-16,12α-olide (90), cycloart-25-en-3β,24-diol (91), cycloart-23Z-en-3β,25-diol 
(92), 25-methoxy-cycloart-23E-en-3β-ol (93) และ cycloartan-3β,24,25-triol (94) โดยผลการทดสอบ
ฤทธ์ิทางชีวภาพพบว่า สารชนิดท่ี 87 มีฤทธ์ิการยบัย ั้ง M. catarrhalis ท่ีความเขม้ขน้ 50 µg/ml และ
สารชนิดท่ี  90 มีฤท ธ์ิการยับยั้ ง  B. cereus, B. subtilis, M. flavas, M.catarrhalis,  N. sicca และ        
C. albicans CBS 5763 ท่ี 12.5 µg/ml   
 

           
 
 

  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (86)     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

            R                        
(87)    CH3                
(88)    CH2OH           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (89)     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (90)     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (91) R= 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (92) R= 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (93) R= 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (94) R= 
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2.4 สรุป 
จากการศึกษาคน้ควา้ต ารา และบทความเอกสารทางวิชาการท่ีเก่ียวขอ้งกบัเร่ืองท่ีวิจยั ทั้งใน

ด้านความรู้พื้นฐานเก่ียวกับพืชสมุนไพร ทฤษฎีเก่ียวกับการหาสารส าคญัในพืชสมุนไพร และ
ผลการวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง ท าให้ทราบว่า การสกดัแยกสารส าคญัจากพืชสมุนไพร และการทดสอบฤทธ์ิ
ทางชีวภาพของสารสกัดท่ีได้จากพืชสมุนไพร มีความส าคญัและจ าเป็นยิ่งต่อการคน้หาชนิดของ
สารส าคญั ท่ีจะน ามาใช้ประโยชน์ในการป้องกันและรักษาโรค เพราะจะท าให้ไดผ้ลการป้องกัน
และรักษาท่ีมีประสิทธิผลมากกว่าการใช้พืชสมุนไพรโดยตรง และด้วยงานวิจยัท่ีศึกษาเก่ียวกับ
องค์ประกอบทางเคมีในพืชสมุนไพร ท่ีมีฤทธ์ิทางยาในกลุ่มวชัพืชยงัมีไม่มากนกั ดงันั้นการสร้าง
องค์ความรู้จากงานวิจยัเร่ือง “องค์ประกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพจากส่วนเหนือดินของ
ตน้หญา้ยาง” จึงเป็นหนทางหน่ึงท่ีจะท าให้สามารถทราบชนิดของสารส าคญัท่ีเป็นองคป์ระกอบทาง
เคมีในวชัพืชหญา้ยาง และทราบถึงขอ้มูลเบ้ืองตน้เก่ียวกบัชนิดของสารสกดัหรือสารส าคญั ท่ีมีฤทธ์ิ
ทางชีวภาพซ่ึงเป็นตวัก าหนดสรรพคุณทางยา อนัจะเป็นแนวทางในการพฒันาและสังเคราะห์ตวัยา
ไดเ้ป็นล าดบัต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



บทที ่3 
ระเบียบวธีิการวจิัย 

 
การวิจยัเร่ือง “องคป์ระกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพจากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง”  

เพื่อวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีในสารสกัด  และคุณสมบัติการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ               
ในสารสกดั มีระเบียบวิธีการวิจยั ดงัน้ี  

3.1  รูปแบบการวิจยั 
3.2  ตวัอยา่ง 
3.3  ขั้นตอนการด าเนินงานวิจยั 
3.4  เคร่ืองมือการวิจยั 
3.5  สถานท่ีท าการวิจยั 
3.6  การรวบรวมขอ้มูล 
3.7  การวิเคราะห์ขอ้มูล 
 

3.1 รูปแบบการวิจัย 
การวิจยัคร้ังน้ีมีลกัษณะเป็นการวิจยัเชิงทดลอง (Experimental Research) โดยผ่านวิธีการ

สกัดแยกสารบริสุทธ์ิ การวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้ และ           
การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัด แลว้น าขอ้มูลท่ีรวบรวมได้มาสังเคราะห์ เพื่อสรุปผล
การศึกษาตามขอบข่ายของการวิจยั 
 

3.2 ตัวอย่าง 
 ตัวอย่างท่ีใช้ในการวิจัยคร้ังน้ี  คือ ส่วนเหนือดินของต้นหญ้ายาง ท่ี เก็บจาก หมู่  12         
บ้านสะเดาพัฒนา ต าบลเทพรักษา อ าเภอสังขะ จังหวดัสุรินทร์ น ้ าหนักรวม (ใบและต้น) 12.4 
กิโลกรัม 
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3.3 ขั้นตอนการด าเนินงานวิจัย 
ผูวิ้จยัไดด้ าเนินการวิจยัตามขั้นตอนต่างๆ รวม 3 ขั้นตอน ดงัน้ี 
(1) การสกดัแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง    

และการตรวจสอบคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดั 
       (1.1) การเตรียมตวัอยา่งพืชท่ีน ามาวิเคราะห์ 

น าตน้หญา้ยางท่ีเก็บรวบรวมไดม้าคดัแยกเอาเฉพาะส่วนเหนือดิน (ใบและล าตน้) แลว้
น ามาลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้า และผ่ึงลมในท่ีร่มจนแหง้สนิท เพื่อป้องกนัการเจริญของเช้ือรา 

    (1.2) การสกดัสารส าคญัจากพืชดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์ 
          น าส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยางท่ีแห้งแลว้มาสับให้มีขนาดเล็ก บดให้ค่อนขา้งละเอียด    
ชัง่น ้ าหนกั บรรจุลงในถงัสแตนเลส แลว้สกดัโดยเติมตวัท าละลายอินทรียท่ี์ไม่มีขั้ว (เฮกเซน) จนท่วม 
ส่วนเหนือดินท่ีอุณหภูมิห้อง คนให้เขา้กนัแลว้ปิดฝาให้สนิทเพื่อป้องกนัการระเหย ท าการสกดัซ ้ า   
3 คร้ังเป็นเวลาคร้ังละ 7 วนั โดยกวนเป็นคร้ังคราว เม่ือแช่ครบก าหนดเวลาในแต่ละคร้ัง  น าสารสกดั 
ท่ีได้มากรองแยกเอากากออกผ่านกระดาษกรอง แลว้เก็บสารละลายใสท่ีสกัดได้รวมกันไวท้ั้ ง          
3  คร้ัง จากนั้นน าส่วนกากท่ีเหลือมาสกัดซ ้ า 3 คร้ัง โดยวิธีการสกัดแบบเดียวกัน  แต่เปล่ียนใช ้     
ตวัท าละลายท่ีมีสภาพขั้วสูงขึ้น ไดแ้ก่ ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล ตามล าดบั   

(1.3) การเตรียมสารสกดัหยาบ 
   น าสารละลายใสท่ีสกดัไดแ้ต่ละส่วนมาท าให้เขม้ขน้ โดยระเหยแห้งเอาตวัท าละลาย

ออกภายใตก้ารลดความดนั ดว้ยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator) จนกระทัง่    
ไดส้ารสกดัหยาบ (crude extract) ซ่ึงมีลกัษณะขน้เหนียว ชัง่น ้าหนกั 

(1.4) การตรวจสอบคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดั 
                      แบ่งสารสกัดหยาบท่ีเขม้ขน้ดังกล่าวในชั้นเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล     
มาทดสอบฤทธ์ิตา้นการเจริญของเซลลม์ะเร็งบางชนิด 

(1.5) การน าสารสกดัหยาบมาแยกใหไ้ดส้ารบริสุทธ์ิ  
                                - น าสารสกัดหยาบท่ีเขม้ขน้ในชั้นไดคลอโรมีเทนและเมทานอล มาสกัดแยก   
สารบริสุทธ์ิ ดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี ท่ีมีซิลิกาเจลเป็นตวัดูดซับบรรจุอยู่ในคอลมัน์แกว้ 
และมีระบบตวัท าละลายของเฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล ในสัดส่วนต่างๆ เป็นตวัพา 

                                   - รองรับสารละลายท่ีถูกแยกออกมาจากการพาของตวัท าละลาย ด้วยปริมาตร      
ท่ีเหมาะสมเป็นส่วนๆ จากนั้นน าแต่ละส่วนมาตรวจสอบกลุ่มสาร ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี    
ชนิดแผ่นบาง (Thin layer chromatography: TLC) โดยใช้วิธี colour detection ด้วยการป้ายน ้ ายา 
anisaldehyde sulfuric acid reagent แลว้ให้ความร้อน ร่วมกบัการตรวจสอบจุดทึบแสงภายใตแ้สง UV 
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ท่ีความยาวคล่ืนแสง 254 นาโนเมตร และตรวจสอบจุดเรืองแสงภายใตแ้สง UV  ท่ีความยาวคล่ืนแสง 
366 นาโนเมตร  
     - รวมสารท่ีผ่านการตรวจสอบว่าเป็นส่วนผสมของสารกลุ่มเดียวกันไวด้้วยกัน  
เป็นส่วนยอ่ยล าดบัต่างๆ แลว้น าส่วนยอ่ยท่ีสนใจมาแยกซ ้ าดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้
ตัวพาท่ีเป็นส่วนผสมของตัวท าละลายท่ีเหมาะสม (จากการตรวจสอบด้วย TLC) จนกระทั่งได ้            
สารบริสุทธ์ิ 

(2)  การวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได ้
                    น าสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได้ ระเหยแห้ง ตกผลึก และหาจุดหลอมเหลว (หากเป็นของแข็ง) 
และวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างทางเคมี ด้วยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปีขั้นสูง ได้แก่ อินฟราเรด 
สเปกโทรสโกปี แมสสเปกโทรสโกปี และนิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์ แลว้พิสูจน์หาเอกลกัษณ์
ของสารจากขอ้มูลทางสเปกโทรสโกปีท่ีได ้

(3)  สรุปผลการวิจยัและจดัท าเป็นรายงานการวิจยัฉบบัสมบูรณ์ 
 

3.4 เคร่ืองมือการวิจัย 
เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิจัยเพื่อเก็บรวบรวมข้อมูล ประกอบด้วยอุปกรณ์ สารเคมี และ

เคร่ืองมือต่างๆ ดงัน้ี 
อุปกรณ์ 

บีกเกอร์ กระบอกตวง กรวยกรอง ชอ้นตกัสาร แท่งแกว้คน ปิเปตต์ ลูกยาง ขวดรูปกรวย 
กระจกนาฬิกา หลอดทดลอง อลูมิเนียมฟอยล์  ถงัสแตนเลสส าหรับแช่สกดัพืชสมุนไพร อุปกรณ์     
ท่ีใชใ้นงานโครมาโทกราฟีแบบทินเลเยอร์และแบบคอลมัน์ 
เคร่ืองมือ 

- เคร่ืองชัง่แบบหยาบ 
- เคร่ืองหาจุดหลอมเหลว 
- เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าแบบละเอียด 4 ต าแหน่ง 
- เคร่ืองกลัน่แบบล าดบัส่วน 
- เคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน  
- เคร่ืองวดัการโพลาไรซ์ optical rotation โพลาริมิเตอร์ 
  (JASCO DIP 1020) 
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- เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ทางสเปกโทรสโกปี  
  ไดแ้ก่ Infrared Spectrophotometer (Perkin-Elmer 1760x FT-IR),  Mass Spectrometer  
  (Bruker Daltonics micro TOF) และ Nuclear Magnetic Resonance  Spectrometer  
  (Bruker AVANCE III HD 400 MHz)  

สารเคมี 
- ตวัท าละลายอินทรียท่ี์ท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยการกลัน่ ไดแ้ก่ เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และ    
   เมทานอล 
- สารดูดซบั ส าหรับการท าคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
  : Silica gel G60 ขนาด 60-200 m (70-230 mesh) 
  : Silica gel P60 ขนาด 40-63 m (230-400 mesh) 

                   : Lichrolut (RP-18; 40-63 m)  
  : Sephadex LH-20   

                - รีเอเจนตส์ าหรับตรวจสอบสารบนแผน่ Thin Layer Chromatography  
       : anisaldehyde sulfuric acid reagent  
                     (anisaldehyde: conc. H2SO4: H2O: ethanol ในอตัราส่วน 8: 12: 16: 392)  
                - ตวัท าละลายส าหรับการวิเคราะห์ Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer   
 

3.5 สถานที่ท าการวิจัย 
 หอ้งปฏิบติัการวิจยั ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัรามค าแหง  
 

3.6 การรวบรวมข้อมูล 
 ผูว้ิจยัด าเนินการเก็บรวบรวมขอ้มูลท่ีไดจ้ากขั้นตอนต่างๆ ดงัน้ี 
              - การแยกสารสกดัใหไ้ดส้ารบริสุทธ์ิ ดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี   
 - การทดสอบหาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัชั้นเฮกเซน สารสกดัชั้นไดคลอโรมีเทน  
                และสารสกดัชั้นเมทานอล  
 

3.7 การวิเคราะห์ข้อมูล 
 การวิเคราะห์ขอ้มูลเพื่อหาสูตรโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได ้จากขอ้มูลทาง 
สเปกโทรสโกปีแบบต่างๆ และวิเคราะห์ผลทดสอบการออกฤทธ์ิตา้นการเจริญของเซลล์มะเร็ง   
บางชนิด ของสารสกดัชั้นเฮกเซน สารสกดัชั้นไดคลอโรมีเทน และสารสกดัชั้นเมทานอล  



บทที ่4 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

 

4.1 ผลการสกดัและแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนเหนือดินของต้นหญ้ายาง 
จากการวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีในส่วนเหนือดิน (ใบและล าตน้) ของตน้หญา้ยาง ท่ีถูก

บดละเอียดและมีน ้าหนกัรวม 12.4 กิโลกรัม โดยผา่นขั้นตอนการสกดัดว้ยตวัท าละลายตามล าดบั  
สภาพขั้วจากต ่ามาหาสูง โดยใชเ้ฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล แลว้น าสารสกดัชั้นไดคลอโร-
มีเทน (dichloromethane extract) ท่ีมีลกัษณะเป็นของเหลวขน้เหนียวหนืดสีน ้าตาลอมเขียว น ้าหนกั 
60 กรัม และสารสกดัชั้นเมทานอล (methanol extract) ท่ีมีลกัษณะเป็นของเหลวขน้เหนียวหนืด          
สีน ้าตาลด า น ้าหนกั 492.50 กรัม มาแยกใหไ้ดส้ารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคทางคอลมัน์โครมาโทกราฟี  
ดงัแสดงในภาพประกอบ 5-13 

พบวา่สามารถแยกสารบริสุทธ์ิไดร้วม 15 ชนิด ซ่ึงเม่ือพิสูจน์เอกลกัษณ์เพื่อวิเคราะห์หา 
สูตรโครงสร้างทางเคมีของสาร ท าให้ทราบว่าเป็นสารกลุ่ม megastigmane 8 ชนิด กลุ่ม diterpene 2 ชนิด 
กลุ่ม triterpene 2 ชนิด และกลุ่ม sterol 3 ชนิด  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    ภาพประกอบ 5 แผนผงัการสกดัแยกสารจากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง 
 

ส่วนเหนือดินของต้นหญ้ายางท่ีบดละเอยีดและแห้ง 12.4 กก. 
 

สารสกดัชั้นเฮกเซน 
(Haxane extract); 130.2 กรัม 

 
 

กาก 
 

แช่ Haxane; 7 วนั 3 คร้ัง 
 
 

สารสกดัชั้นเมทานอล 
(MeOH extract); 492.50 กรัม 

 
 

กาก 
 

แช่ MeOH; 7 วนั 3 คร้ัง 
 
 

สารสกดัชั้นไดคลอโรมีเทน 
(CH2Cl2 extract); 60.00 กรัม 

 
 

กาก 
 

แช่ CH2Cl2; 7 วนั 3 คร้ัง  
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Crude CH2Cl2 Extract (EH-A- CH2Cl2)  
                                                                         60.00 g    

             CC, Silica gel 
                                                                                                      Hexanes- CH2Cl2 90:10 to CH2Cl2-MeOH 30:70 

                                                                                                                            21 fractions 
 

    Fr.1/28                                  Fr.9/28                                          Fr.15/28                        Fr.16-17/28                         Fr.21/28 
   (2.13 g)                                  (2.25 g)                                        (13.36 g)                           (3.26 g)                             (1.64 g)            

                 
                     CC, Silica gel                          
                     Hexanes- CH2Cl2 50:50 to CH2Cl2-MeOH 90:10                   

                                           21 fractions                                                                            
 

     Fr.1/9           Fr.2/9             Fr.4-7/9             Fr.10-11/9               Fr.21/9                        
   (7.0 mg)        (10.3 mg)      (528.6 mg)        (64.7 mg)           (50.3 mg)                   
                                CC, Silica gel                                 CC, Silica gel         
       Hexanes- CH2Cl2 8 86:14-70:30                                     Hexanes- EtOAc 98:2 -95:5 

                  4 fractions                                     12 fractions 
 

 Fr.1/42             Fr.2-3/42         Fr.4/42                Fr.1/14             Fr.7/14           Fr.9/14             Fr.10/14        Fr.12/14             
(13.1 mg)            (436.8 mg)         (1.2 mg)                (0.9 mg)             (2.4 mg)            (1.7 mg)               (6.4 mg)         (5.7 mg)            

                       CC, Silica gel                                                             Compound EH 11  
                                    Hexanes- CH2Cl2 8 80:20                                   
                                    7 fractions                                            
 
Fr.1/45               Fr.2/45             Fr.3/45              Fr.4/45             Fr.5/45           Fr.6/45         Fr.7/45           
(1.5 mg)               (7.7 mg)             (30.6 mg)            (38.6 mg)          (293.8 mg)         (17.1 mg)        (5.3 mg)              

                                                                                     CC, Silica gel                                                                                               
                                                                                                                         Hexanes- EtOAc 99.5:0.5 

                                           7 fractions     
 
 Fr.1/65             Fr.2/65              Fr.3/65              Fr.4/65             Fr.5/65           Fr.6/65          Fr.7/65           
 (5.3 mg)             (9.7 mg)               (2.5 mg)             (41.7 mg)           (147.4 mg)         (5.9 mg)         (18.6 mg)              

                                   Compound EH 15 
 
 

            ภาพประกอบ 6 แผนผงัการแยกสารบริสุทธ์ิ Compound EH 11 และ EH 15  
                                        จากสารสกดัชั้น CH2Cl2 ส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง  
 
 
                                                             

 Continue in Figure 8-9 Continue in Figure 10  Continue in Figure 7 
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Crude CH2Cl2 Extract (EH-A- CH2Cl2) (continued)       
                                                                         60.00 g    

             CC, Silica gel 
                                                                                                     Hexanes- CH2Cl2 90:10 to CH2Cl2-MeOH 30:70 

                                                                                                                           21 fractions 
 

    Fr.1/28                                  Fr.9/28                                          Fr.15/28                        Fr.16-17/28                         Fr.21/28 
   (2.13 g)                                  (2.25 g)                                        (13.36 g)                           (3.26 g)                             (1.64 g)            

                                                                                                          CC, Silica gel      Continue in Figure 8 -9             Continue in Figure 10 

                                                                                                     CH2Cl2 to CH2Cl2-MeOH 30:70       
                                                                                                                   10 fractions                                
 

                                                  Fr.1/35                   Fr.5-6/35                      Fr.7/35                      Fr.10/35                        
                                                 (9.2 mg)                  (1.89 g)                       (8.42 g)               (88.1 mg)          
                                                                                          CC, Silica gel         

                                                                       CH2Cl2-MeOH 98:2 – 90:10 
            9 fractions                   
                                        
                                    
                                 Fr.1/101                  Fr.7/101                    Fr.8/101                      Fr.9/101                        

    (20.2 mg)               (420.5 mg)                   (2.78 g)             (101.9 mg)          
                                                         Sephadex LH-20, MeOH      

        4 fractions                   
                                                                

                                                                                       Fr.1/115                   Fr.3/115                      Fr.4/115 
                            (225.2 mg)               (1.10 g)               (77.0 mg)           

         CC, Silica gel         
                                                                                                                                            Hexanes- EtOAc 70:30 -30:70 

              15 fractions 
 
Fr1/174                    Fr.5/174                  Fr.9-10/174               Fr.12/174                      Fr.13/174                  Fr.15/174                                     
(8.5 mg)                  (27.5 mg)             (36.9 mg)               (14.6 mg)                     (10.7 mg)                 (71.7 mg)     

                                                                               CC, Silica gel                                       CC, Silica gel     Compound EH 1 
         Hexanes- EtOAc 75:25-65:35            CH2Cl2-MeOH 98:2        

                                                              5 fractions                                        2 fractions 
 

               Fr.1-2/188                    Fr.4/188                     Fr.5/188                    Fr.1/193                      Fr.2/193                    
                (1.7 mg)                      (5.2 mg)                     (17.4 mg)       (3.9 mg)                     (7.4 mg)     
         Compound EH 6                                                                           Compound EH 2       
     
 

ภาพประกอบ 7 แผนผงัการแยกสารบริสุทธ์ิ Compound EH 1, EH 2 และ EH 6   
                                          จากสารสกดัชั้น CH2Cl2 ส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง  
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Crude CH2Cl2 Extract (EH-A- CH2Cl2) (continued)       
                                                                         60.00 g    

             CC, Silica gel 
                                                                                                     Hexanes- CH2Cl2 90:10 to CH2Cl2-MeOH 30:70 

                                                                                                                           21 fractions 
 
  Fr.1/28                                    Fr.15/28                                     Fr.16-17/28                                  Fr.21/28 
  (2.13 g)                                  (13.36 g)                                       (3.26 g)                                       (1.64 g)            

                                                                                                                                  
                                        CC, Silica gel       

                                                                                                     Hexanes- EtOAc 70:30 - 20:80        
                                                                                                                   18 fractions                   
  

                    Fr.1/7                       Fr.15/7                         Fr.16/7                             Fr.17/7                        Fr.18/7                                                        
                (16.3 mg)                  (210.3 mg)                         (161.1 mg)                    (52.8 mg)             (240.1 mg)                  
                                                                   
                                                                  CC, Silica gel      Continue in Figure 9            Continue in Figure 9              Continue in Figure 9                                              
                                                                  Hexanes- EtOAc 60:40                                                
                                                                  12 fractions                                                                                
                                          
            Fr.1/13                           Fr.5/13                            Fr.8/13                           Fr.12/13             
           (3.8 mg)                        (25.3 mg)                        (16.2 mg)                    (37.0 mg)         

                                        Recrystallized from  
                                            CH2Cl2-MeOH (6:4)                                                                                             

                                                                                                 
                                     solid                     filtrate                                     
                                     (12.2 mg)               (4.1 mg)                                                                                        

       Compound EH 9                    
                     
                                                        

                      ภาพประกอบ 8 แผนผงัการแยกสารบริสุทธ์ิ Compound EH 9  
                                                จากสารสกดัชั้น CH2Cl2 ส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Continue in Figure 10 
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Crude CH2Cl2 Extract (EH-A- CH2Cl2) (continued)       
                                                                         60.00 g    

             CC, Silica gel 
                                                                                                     Hexanes- CH2Cl2 90:10 to CH2Cl2-MeOH 30:70 

                                                                                                                           21 fractions 
 
           Fr.1/28                                Fr.15/28                                Fr.16-17/28                          Fr.21/28 
           (2.13 g)                              (13.36 g)                                   (3.26 g)                             (1.64 g)            

                                                                           
              CC, Silica gel         

                                        Hexanes- EtOAc 70:30 - 20:80        
                                                                                                     18 fractions                   
  

       Fr.1/7                     Fr.15/7                    Fr.16/7                        Fr.17/7                                              Fr.18/7                                                    
    (16.3 mg)              (210.3 mg)               (161.1 mg)             (52.8 mg)                             (240.1 mg)                  
                                      Sephadex LH-20, MeOH                                         Sephadex LH-20, MeOH                            Sephadex LH-20, MeOH                                                                    
                                                             4 fractions                            5 fractions                                                5 fractions      
                                                                                       

                      Fr.1/14         Fr.2-3/14         Fr.4/14          Fr.1/10     Fr.2-3/10     Fr.5/10          Fr.1/16      Fr.2-3/16      Fr.5/16                  
                    (14.0 mg)    (121.4 mg)     (7.8 mg)     (6.4 mg)   (41.4 mg)  (3.0 mg)     (58.6 mg)  (118.8 mg)  (2.2 mg)                    
             
                                                                                                                         CC, Silica gel                                                             

                                                                                             CH2Cl2-MeOH 96:4 
                                                                                                                            8 fractions 

                                                                                                                                      
                                                                  Fr.1/40                Fr.2/40                   Fr.6-7/40                 Fr.8/40                                                
                                                                 (2.3 mg)              (1.4 mg)                (124.3 mg)              (59.0 mg)                  
                                                                       CC, Silica gel                            
                                                               Hexanes- EtOAc 65:35 -55:45  

                                     11 fractions                   
                                                                            
                                                                           Fr.1/44                   Fr.6/44                       Fr.8-11/44               

                                                                                                        (2.8 mg)                   (12.2 mg)                         (51.1 mg)                 
                                                                                                 CC, Silica gel                          
                                                                            CH2Cl2-MeOH 98:2 – 97:3       

                             9 fractions                   
                                                                                                                  

                                                                                       Fr.1/63                  Fr.6/63               Fr.7/63              Fr.9/63               
                                                                                           (0.2 mg)                 (29.0 mg)               (2.4 mg)               (1.2 mg)                 

                                                                                                                                          Compound EH 7  
                          

ภาพประกอบ 9 แผนผงัการแยกสารบริสุทธ์ิ Compound EH 7  
                                                       จากสารสกดัชั้น CH2Cl2 ส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง 

   Continue in Figure 10  
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  Crude CH2Cl2 Extract (EH-A-CH2Cl2) (continued)       
                                                                         60.00 g    

             CC, Silica gel 
                                                                                                     Hexanes- CH2Cl2 90:10 to CH2Cl2-MeOH 30:70 

                                                                                                                           21 fractions 
 
             Fr.1/28                              Fr.15/28                                Fr.16-17/28                            Fr.21/28 
             (2.13 g)                             (13.36 g)                                   (3.26 g)                               (1.64 g)            
                                                                                                                                                                           Sephadex LH-20,                  

                                                                                                       CH2Cl2-MeOH 30:70 
                                            3 fractions                   

 
                                                                                                               Fr.1/126                     Fr.2/126                    Fr.3/126                              

                                                                                         (462.5 mg)                 (839.8 mg)                (309.3 mg)                  
              RP-C-18  

                                                                                MeOH- H2O 65:35 to MeOH 
                       5 fractions                   
                                                                            

                                                                                            Fr.1/127                     Fr.2/127                     Fr.5/127               
                                                                                                                           (21.6 mg)                     (176.8 mg)                     (13.1 mg)                 
                                                                                   Sephadex LH-20, MeOH      
                                                               5 fractions                   

                                                                                                                  

                                                                                            Fr.1/135                     Fr.3/135                     Fr.5/135                
                                                                                                                           (26.5 mg)                      (58.9 mg)                       (30.2 mg)                 
                                                                                                                                  CC, Silica gel                          
                                                                                                                                                            CH2Cl2-MeOH 94:6 

              4 fractions 
                                                                                                                      
                                                                                                                  Fr.1/137                   Fr.2/137                      Fr.4/137                          
                                                                                                                            (15.7 mg)                      (2.2 mg)                         (7.3 mg)                                

                                                                                                                             Compound EH 3  
 

ภาพประกอบ 10 แผนผงัการแยกสารบริสุทธ์ิ Compound EH 3  
                                                        จากสารสกดัชั้น CH2Cl2 ส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง 
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Crude MeOH Extract (EH-A-MeOH); 492.50 g                                                                 
                
                                                                                                    

                                                                                                               
 

        Fr.1/7                                   Fr.12-14/7                                  Fr.19/7                               Fr.20-21/7                                 Fr.22/7 
      (12.30 g)                                (16.59 g)                                   (15.23 g)                              (14.21 g)                                 (32.61 g)              
                                                                    Sephadex LH-20,  MeOH                                                 

                                              4 fractions               Continue in Figure 12                                                                                         
  
       Fr.1/57                     Fr.2/57                                    Fr.4/57                        
      (4.72 g)                                     (6.75 g)                                (1.16 g)  

                         RP-C-18  
                                              MeOH- H2O 10:90 to MeOH 

                                          5 fractions 
                                               

     Fr.1/58                                      Fr.2/58                                     Fr.3/58                                           Fr.5/58             
   (376.7 mg)                                        (3.75 g)                                         (1.25 g)                                            (242.1 mg)            
                                           Sephadex LH-20,  MeOH              CC, Silica gel                                                                                                                                                         
                                                8 fractions                         CH2Cl2-MeOH 96:4-80:20                
                                       11 fractions   
                                                                                    
     Fr.1/59               Fr.3-4/59                      Fr.8/59                Fr.1/61                      Fr.10/61                      Fr.11/61                                      
   (884.8 mg)                (1.23 g)                        (282.2 mg)             (40.8 mg)                       (21.4 mg)                      (640.8 mg)                        

                       CC, Silica gel                                   Compound EH 4      
                                              CH2Cl2-MeOH 92:8-90:10             
                                          8 fractions                                                                                                                                

                                    
                 Fr.1/63                                        Fr.3/63                                           Fr.5/63                                Fr.8/63                        
                 (29.6 mg)                                         (82.2 mg)                                             (61.3 mg)                               (449.2 mg)                                
                                                          CC, Silica gel                                       Sephadex LH-20,  MeOH                              
                                                                                    CH2Cl2-MeOH 92:8                3 fractions    
                                                                            4 fractions                                                                                                                                                                                                                                           
                   
                              Fr.1/68                           Fr.3/68                       Fr.4/68         Fr.1/67                            Fr.2/67                          Fr.3/67                        
                                (20.1 mg)                           (9.1 mg)                        (11.2 mg)        (6.2 mg)                            (12.9 mg)                          (19.5 mg)                                                    

                      Compound EH 8                  RP-C-18 
                                                                                                                                                                      MeOH- H2O 20:80              

      3 fractions                    
                                                                               Fr.1/70                           Fr.2/70                             Fr.3/70                        

       (5.8 mg)                             (2.2 mg)                               (2.9 mg)                    
              Compound EH 5   

ภาพประกอบ 11 แผนผงัการแยกสารบริสุทธ์ิ Compound EH 4, EH 5 และ EH 8  
                                           จากสารสกดัชั้น MeOH ส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง 

Dianion Chromatography 
H2O to MeOH 
22 fractions 

  Continue in Figure 13  
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Crude MeOH Extract (EH-A- MeOH) (continued) 
     492.50 g    

             Dianion Chromatography 
                                                                                                      H2O to MeOH  

                                                                                                                            22 fractions 
 

     Fr.1/7                                    Fr.12-14/7                                    Fr.19/7                                Fr.20-21/7                               Fr.22/7 
   (12.30 g)                                  (16.59 g)                                    (15.23 g)                                (14.21 g)                              (32.61 g)              

                                                                              
                  CC, Silica gel              Continue in Figure 13                                        
                  CH2Cl2 to CH2Cl2-MeOH 80:20 
                  12 fractions 
                                                                     

                Fr.1/35                              Fr.9/35                                            Fr.12/35                        
                                                    (24.3 mg)                                   (222.6 mg)                             (6.1 mg)  

                   CC, Silica gel                     Compound EH 14  
                                                                                                                            Hexanes-: CH2Cl2 30:70 to CH2Cl2 
                                                                                                                            8 fractions 

     
                                                                         Fr.1/43         Fr.4/43                         Fr.7-8/43                    
                                                                        (5.7 mg)                  (15.9 mg)                      (118.7 mg ) 

      CC, Silica gel                                                                           
Hexanes- EtOAc 85:15 -70:30               
6 fractions                

 

                                                Fr.1/49                                   Fr.3-4/49                                      Fr.6/49                             
                                                                                     (31.2 mg)                                 (59.5 mg)                                   (14.6 mg)                             

                                                                                                          CC, Silica gel                         
                                                                                                                                                             Hexanes- CH2Cl2 30:70 to CH2Cl2-MeOH 90:10   

                                                           6 fractions                
 
                                                                                          Fr.1/50                           Fr.2-4/50                          Fr.6/50       
                                                                                                        (2.7 mg)                          (19.5 mg)                       (13.4 mg)           

                                                                        CC, Silica gel                                          
                                                           CH2Cl2-MeOH 99.8:0.2-90:10 
                                                                                                                                            7 fractions                
                                                               

                                                                                                          Fr.1/54                            Fr.3/54                               Fr.7/54                                             
                                                                                     (0.8 mg)                          (6.8 mg)                             (5.9 mg) 

                                                                                                                                                        Compound EH 10 

 

ภาพประกอบ 12    แผนผงัการแยกสารบริสุทธ์ิ Compound EH 10 และ EH 14  
                                                    จากสารสกดัชั้น MeOH ส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง 
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 Crude MeOH Extract (EH-A- MeOH) (continued)     
     492.50 g    

             Dianion Chromatography 
                                                                                                     H2O to MeOH  

                                                                                                                           22 fractions 
 

         Fr.1/7                                Fr.12-14/7                                    Fr.19/7                               Fr.20-21/7                               Fr.22/7 
       (12.30 g)                             (16.59 g)                                     (15.23 g)                              (14.21 g)                               (32.61 g)              
 

                                                                                              CC, Silica gel                         
                       CH2Cl2 to CH2Cl2-MeOH 88:12 
                       19 fractions 
                                                                     

 Fr.1/12                                            Fr.6/12                                                       Fr.15/12                                                  Fr.19/12                        
                  (30.5 mg)                                            (41.7 mg)                                                   (379.8 mg)                                         (349.1 mg)  
                                                                                         Recrystallized from                                        CC, Silica gel                         

                                             CH2Cl2- MeOH (6:4)                                         CH2Cl2-MeOH 99:1-96:4 
                                     7 fractions 
                                                  

                                             solid                         filtrate         Fr.1/28                Fr.6/28                    Fr.7/28                              
                                                            (30.2 mg)                     (8.5 mg)     (17.2 mg)               (29.7 mg)               (57.9 mg) 
                               Compound EH 13                          Recrystallized  from 
                                                                                                                                              CH2Cl2-MeOH (6:4) 
                                
                                                                                                 solid                        filtrate                       
                                                                                           (2.5 mg)              (26.1 mg)      
                                                                                                                            Compound EH 12                                                     
 

ภาพประกอบ 13 แผนผงัการแยกสารบริสุทธ์ิ Compound EH 12 และ EH 13  
                                                   จากสารสกดัชั้น MeOH  ส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง 
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4.2 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 1 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 1  
สารประกอบ EH 1 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้ าหนัก 10.7 มิลลิกรัม ได้จากการน า  

สารสกดัชั้น CH2Cl2 (60.00 กรัม) มาผ่านกระบวนการแยกดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel  
โดยใช้ตัวพ าระบบ  Hexane-CH2Cl2 (90:10) จน ถึ ง  CH2Cl2-MeOH (30:70) ได้ส ารทั้ งหมด                   
21 ส่วนยอ่ย (Fr. 1-21/28) ดงัแสดงในภาพประกอบ 7  

น า Fr. 15/28 (13.36 กรัม) มาแยกด้วยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตวัพา
ระบบ  100% CH2Cl2จนถึง CH2Cl2-MeOH (30:70) ได้สารทั้ งหมด 10 ส่วนย่อย  (Fr. 1-10/35)          
น า Fr. 7/35 (8.42 กรัม) มาแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตัวพาระบบ 
CH2Cl2-MeOH (98:2-90:10) ไดส้ารทั้งหมด 9 ส่วนย่อย (Fr. 1-9/101) น า  Fr. 8/101 (2.78 กรัม) มาแยก
ด้วย Sephadex LH-20 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ตวัพาระบบ 100% MeOH ได้สารทั้งหมด        
4 ส่วนย่อย (Fr. 1-4/115) น า Fr. 3/115 (1.10 กรัม) มาแยกอีกคร้ังด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี         
บน  silica gel โดยใช้ตัวพาระบบ Hexane-EtOAc (70:30-30:70) ได้สารทั้ งหมด 15 ส่วนย่อย                     
(Fr. 1-15/174) เม่ือน า  Fr. 13/174 (10.7 มิล ลิกรัม ) มาพิ สูจน์ เอกลักษณ์ โดยอาศัยข้อมูลทาง 
สเปกโทรสโกปี พบวา่เป็นสารประกอบบริสุทธ์ิ EH 1 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 1  
สารประกอบ EH 1 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้าหนกั 10.7 มิลลิกรัม 
FTIR-spectrum แส ดงแถบ ดูดก ลืน แส ง ท่ี  max 3355 cm-1 (O-H stretching) ของห มู่ 

hydroxyl ท่ี max 2979, 2964, 2935 และ 2868 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กับ methylene ท่ี max 

1657 cm-1 (C=O stretching)  ของหมู่  carbonyl ท่ี  max  1590 cm-1 (C=C stretching)  ของ  alkene       
ท่ี  max 1431, 1370  และ 1329 cm-1 (C-H bending) ของ methyl กับ methylene ท่ี  max 1277, 1243, 
1179, 1120, 1070 และ 1020 cm-1 (C-O stretching) ของ alcohol ท่ี max 971, 913, 878, 845 และ 809 
cm-1 (C-H out of plane bending) ของ alkene 

Mass spectrum แ ส ด ง  pseudomolecular ion peak ท่ี  m/z 225.1489 [M+H]+ (calcd for 
C13H21O3, 225.1485) ดงันั้นสูตรโมเลกุลของสารประกอบ EH 1 คือ C13H20O3 

13C-NMR spectrum แสดงสัญญาณของคาร์บอนทั้งหมด 13 อะตอม ดงัแสดงในตารางท่ี 1
เม่ือพิจารณาร่วมกบั HSQC spectrum ระบุไดว้่าโครงสร้างน้ีประกอบดว้ย methyl carbon 4 อะตอม 
methylene carbon 1 อะตอม  methine carbon 4 อะตอม   quaternary carbon 2 อะตอม oxygenated 
tertiary carbon 1 อะตอม และ carbonyl carbon  1 อะตอม (δC 198.0) 
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1H-NMR spectrum ปรากฏสัญญาณท่ี δH 1.26 (d, J = 6.4 Hz), 0.98 (s), 1.04 (s) และ 1.86 (s) 
ก าหนดเป็น methyl proton ของต าแหน่ง H3-10, H3-11, H3-12 และ H3-13 ตามล าดบั ยืนยนัไดจ้าก 
HMBC spectrum ท่ีแสดง cross-peaks ระหว่าง H-10/C-8 (δC 135.7), C-9 (δC 68.0); H-11, H-12/C-1 
(δC 41.1), C-2 (δC 49.6), C-6 (δC 79.0) และ H-13/C-4 (δC 126.8), C-5 (δC 162.8), C-6 ตามล าดับ 
สัญญาณท่ี δH 5.75 (d, J = 15.7 Hz) และ 5.82 (dd, J = 15.7, 6.0 Hz) เป็น olefinic methine proton 
ของต าแหน่ง H-7 และ H-8 ตามล าดับ ยืนยันได้ทั้ งจาก HMBC spectrum ท่ีแสดง cross-peaks 
ระหว่าง H-7/C-6, C-8, C-9 และ H-8/C-6, C-7 (δC 129.0), C-9, C-10 (δC  23.7) รวมทั้ง 1H-1H COSY 
spectra ท่ีแสดง correlation จาก H-7 [δH 5.75 (d, J = 15.7 Hz)], H-8 [δH  5.82 (dd, J = 15.7, 6.0 Hz)], 
H-9 [δH 4.37 (quint, J = 6.0 Hz)] จนถึง H-10 [δH 1.26 (d, J = 6.4 Hz)] ดงัแสดงในภาพประกอบ 14 

 

 
 

 
 
 
การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง

สารประกอบ EH 1 อาศัยข้อมูล เพิ่ม เติมจาก 1H-1H COSY, HSQC และ HMBC ร่วมกับการ
เปรียบเทียบข้อมูล 1H และ 13C-NMR ท่ีมีรายงานไวข้องสารประกอบ blumenol A (Cutillo et al., 
2005) ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 1 

จากข้อมูลดังกล่าว ท าให้ทราบว่าสารประกอบ EH 1 มีโครงสร้างทางเคมีท่ีมี planar 
structure เหมือนสารกลุ่ม megastigmane ท่ีมีช่ือว่า blumenol A (Bercht et al., 1976; Cutillo et al., 
2005; Galbraith and Horn, 1973; Weiss, Koreeda, and Nakanishi, 1973) หรือ vomifoliol (Andersson 
and Lundgren, 1988; Bercht et al., 1976; Demole and Enggist, 1974; Hammami et al., 2004; 
Powell and Smith, 1981) ดงัแสดงในภาพประกอบ 14 

เม่ือเปรียบเทียบค่า optical rotation ของสารประกอบ  EH 1;  [α]D
23 +117.74 (c 1.07, 

CHCl3) และของสารประกอบ  vomifoliol ท่ี มีรายงานค่าไว้เท่ ากับ  [α]D
22+41 (c 0.01, CHCl3) 

(Hammami et al., 2004) พบเป็นค่า positive เหมือนกนั นั่นแสดงว่าสารประกอบ EH 1 มีโครงสร้าง 
สเตอริโอเคมีเป็น (6S, 7E, 9R) เหมือนกบัสารประกอบ vomifoliol 

ภาพประกอบ 14  1H-1H COSY Correlations ของสารประกอบ EH 1 

H-H COSY 
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ทั้งน้ี สามารถพิสูจน์โครงสร้างสเตอริโอเคมีไดจ้ากการเปรียบเทียบ Experimental ECD ของ
สารประกอบ  EH 1 [ให้ค่า positive cotton effect ท่ีความยาวคล่ืน 241 nm (241 +65.53) และ 
negative cotton effect ท่ีความยาวคล่ืน 318 nm (318 -3.93)] กับ Calculated ECD ท่ีมาจากวิธีการ
ค านวณ Electronic Circular Dichroism (ECD) บนพารามิเตอร์ single point energy, time-dependent 
density functional theory (TDDFT) method แ ล ะ  CAM-B3LYP/6-31G (2d,p) level  ซ่ึ ง พ บ ว่ า
สารประกอบ EH 1 มีสเตอริโอเคมีท่ีสอดคลอ้งกบัรูปแบบ (6S, 7E, 9R) ดงัแสดงในภาพประกอบ 15 

สรุปไดว้่า สารประกอบ EH 1 เป็นสารอนุพนัธ์กลุ่ม megastigmane ท่ีมีโครงสร้างสเตอริ-
โอเคมีเป็น (6S, 7E, 9R) โดยมีช่ือว่า blumenol A หรือ vomifoliol  ซ่ึงเคยมีรายงานการแยกจากตน้  
Echiochilon fruticosum (Hammami et al., 2004) และ Cannabis sativa L. (Bercht et al., 1976)  

 

 
สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 1  

 

 
 

ภาพประกอบ 15 การเปรียบเทียบ Experimental ECD กบั Calculated ECD ของสารประกอบ EH 1 
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ตารางท่ี 1 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H และ 13C-NMR ของสารประกอบ blumenol A 
 กบัสารประกอบ EH 1 และขอ้มูล HMBC ของสารประกอบ EH 1 

a, bInterchangeable signals. 
*(Cutillo et al., 2005) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Position 

blumenol A*  สารประกอบ EH 1 (CDCl3) 
δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type HMBC 

1 - 41.2, C  - 41.1, C - 
2 2.43 d (17.0) 

2.24 d (17.0) 
49.6, CH2  2.41 d (17.0) 

2.20 d (17.0) 
49.6, CH2 C-1, 3, 4, 

6, 11 
3 - 197.8, C  - 198.0, C - 
4 5.89 s 126.6, CH  5.87 br s 126.8, CH C-2, 5, 6, 13 
5 - 161.7, C  - 162.8, C - 
6 - 78.9, C  - 79.0, C - 
7 5.78 d (15.0) 131.7, CH  5.75 d (15.7) 129.0, CH C-6, 8, 9 
8 5.84 m 131.5, CH  5.82 dd (15.7, 6.0) 135.7, CH C- 6, 7, 9, 10 
9 4.41 m 70.2, CH  4.37 quint (6.0) 68.0, CH C-7, 8, 10 

10 1.30 d (6.5) 20.5, CH3  1.26 d (6.4) 23.7, CH3 C-8, 9 
11 1.10 s 24.6, CH3  0.98 sa 24.0, CH3

 b C-1, 2, 3, 6, 12 
12 1.03 s 22.8, CH3  1.04 sa 22.8, CH3

 b C-1, 2, 6, 11 
13 1.92 s 18.9, CH3  1.86 s 18.8, CH3 C-4, 5, 6 
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4.3 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 2 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 2  
สารประกอบ EH 2 ลักษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้ าหนัก 3.9 มิลลิกรัม โดยแยกจาก 

Fr.15/28 (13.36 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกได้ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีของสารสกัดชั้น 
CH2Cl2 (60.00 กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 7  

โดยเม่ือน า Fr. 15/28 มาแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตัวพา
ระบบ  100% CH2Cl2จนถึง CH2Cl2-MeOH (30:70) ได้สารทั้ งหมด 10 ส่วนย่อย  (Fr. 1-10/35)          
น า Fr. 7/35 (8.42 กรัม) มาแยกต่อด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตัวพาระบบ 
CH2Cl2-MeOH (98:2-90:10) ได้สารทั้ งหมด 9 ส่ วนย่อย  (Fr. 1-9/101) น า  Fr. 8/101 (2 .78 ก รัม )        
มาแยกดว้ย Sephadex LH-20 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช ้100% MeOH เป็นตวัพาระบบ ไดส้าร
ทั้งหมด 4 ส่วนยอ่ย (Fr. 1-4/115) น า Fr. 3/115 (1.10 กรัม) มาแยกอีกคร้ังดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟี      
บน  silica gel โดยใช้ตัวพาระบบ Hexane-EtOAc (70:30-30:70) ได้สารทั้ งหมด 15 ส่วนย่อย          
(Fr. 1-15 /174) เม่ือน า Fr. 12/174 (14.6 มิลลิกรัม) มาแยกต่อดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica 
gel โดยใช้ตัวพาระบบ  CH2Cl2-MeOH (98:2) ได้สารทั้ งหมด 2 ส่วนย่อย  (Fr.1-2/193) เม่ือน า          
Fr. 1/193 (3.9 มิลลิกรัม)  มาพิสูจน์เอกลักษณ์โดยอาศัยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี พบว่าเป็น
สารประกอบบริสุทธ์ิ EH 2 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 2  
สารประกอบ EH 2 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้าหนกั 3.9 มิลลิกรัม 
FTIR-spectrum แส ด งแถบ ดู ด ก ลื น แส ง ท่ี  max 3432 cm-1 (O-H stretching) ของห มู่ 

hydroxyl ท่ี  max 2963, 2929, และ 2976 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กับ  methylene ท่ี  max 
1717 และ 1662 cm-1 (C=O stretching) ของหมู่  carbonyl ท่ี max 1425, 1313 และ 1365 cm-1 (C=C 
stretching) ของ alkene และ (C-H bending) ของ methyl กบั methylene ท่ี max 1257, 1179 และ 1027 
cm-1 (C-O stretching) ของ alcohol ท่ี max 988, 915 และ 879 cm-1 (C-H out of plane bending) ของ 
alkene 

Mass spectrum แ ส ด ง  pseudomolecular ion peak ท่ี  m/z (257.0949) [M+Cl]- (calcd for 
C13H18ClO3, 257.0940) ดงันั้นสูตรโมเลกุลท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบ EH 2 คือ C13H18O3 

13C-NMR spectrum แสดงสัญญาณของคาร์บอนทั้งหมด 13 อะตอม ดงัแสดงในตารางท่ี 2 
เม่ือพิจารณาร่วมกับ  HSQC spectrum ระบุได้ว่าโครงสร้างสารน้ีประกอบด้วย methyl carbon           
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4 อะตอม  methylene carbon 1 อะตอม  methine carbon 3 อะตอม quaternary carbon 2 อะตอม 
oxygenated tertiary carbon 1 อะตอม  และ carbonyl carbon 2 อะตอม (δC 196.8 และ 197.2)  

เม่ือเปรียบเทียบ 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 2 กับ EH 1 พบมีค่าสัญญาณ
คลา้ยกัน ยกเวน้ท่ี δH 6.80 (d, J = 15.7 Hz), 6.44 (d, J = 15.7 Hz) และ 2.28 (s) ซ่ึงแสดงสัญญาณ 
low field กว่าของสารประกอบ EH 1 และก าหนดให้เป็นของ H-7, H-8 และ H3-10 ตามล าดับ      
โดยยืนยนัไดจ้าก HMBC spectrum ท่ีแสดง cross-peaks ระหว่าง H-7/C-1 (δC 41.4), C-5 (δC 160.2), 
C-6 (δC 79.2), C-8 (δC 130.3), C-9 (δC 197.2); H-8/C-6, C-7 (δC 144.9), C-9, C-10 (δC  28.3) 
และ  H-10/C-9 

การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง
สารประกอบ EH 2 อาศัยข้อมูล เพิ่ม เติมจาก 1H-1H COSY, HSQC และ HMBC ร่วมกับการ
เปรียบเทียบขอ้มูล 1H และ 13C-NMR ท่ีมีรายงานไวข้องสารประกอบ (+)-dehydrovomifoliol (Kai, 
Baba, and Okuyama, 2007) ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 2 

จากข้อมูลดังกล่าว ท าให้ทราบว่าสารประกอบ EH 2 มีโครงสร้างทางเคมีท่ีมี planar 
structure เหมือนกบัสารประกอบ dehydrovomifoliol  (Park et al., 2011)  

เม่ือเปรียบเทียบค่า  optical rotation ของสารประกอบ EH 2;  [α]D
25 +164.87 (c 0.39, 

MeOH) และของสารประกอบ (+)-dehydrovomifoliol ท่ีมีรายงานค่าไว้เท่ากับ  [α]D
28 +138.96         

(c 0.424, MeOH) (Kai, et al., 2007), [α]D
20+134.4 (c 0.11, MeOH) (Kim et al., 2004) แ ล ะ 

[α]D
20+219 (c 0.10, CHCl3) (Park et al., 2011) พบ เป็ น ค่ า  positive เห มื อนกัน  นั่ น แสดงว่ า

สารประกอบ EH 2 มีโครงสร้างสเตอริโอเคมีท่ีต าแหน่ง chiral carbon ของ C-6 เป็น (6S) เหมือนกบั
สารประกอบ (+)-dehydrovomifoliol  

สรุปไดว้า่ สารประกอบ EH 2 เป็นสารอนุพนัธ์กลุ่ม megastigmane ท่ีมีโครงสร้างสเตอริโอ
เคมีเป็น (6S) และมีช่ือวา่ (+)-dehydrovomifoliol หรือ (S)-dehydrovomifoliol (Park et al., 2011) 
หรือ (6S)-dehydrovomifoliol (Hao et al., 2013) ซ่ึงเคยมีรายงานการแยกจากตน้ Teucrium viscidum 
(Hao et al., 2013) และ Cucumis sativus (Kai, et al., 2007)    

     

 
 

สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 2 
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ตารางท่ี 2 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H และ 13C-NMR ของสารประกอบ  
(+)-dehydrovomifoliol กบัสารประกอบ EH 2 และขอ้มูล HMBC ของสารประกอบ EH 2 

 
Position 

(+)-dehydrovomifoliol*  สารประกอบ EH 2 (CDCl3) 
δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type HMBC 

1 - 42.6, C  - 41.4, C - 
2 2.59 d (18.3) 

2.28 d (18.3) 
50.4, CH2  2.47 d (17.3) 

2.31 d (17.3) 
49.5, CH2 C-1, 3, 4,  

6, 11, 12 
3 - 199.9, C  - 196.8, C - 
4 5.93 s 127.7, CH  5.93 br s 127.8, CH C-2, 6, 13 
5 - 164.2, C  - 160.2, C - 
6 - 79.8, C  - 79.2, C - 
7 6.99 d (15.7) 148.0, CH  6.80 d (15.7) 144.9, CH C- 1, 5, 6, 8, 9 
8 6.43 d (15.7) 131.4, CH  6.44 d (15.7) 130.3, CH C- 6, 7, 9, 10 
9 - 200.1, C  - 197.2, C - 
10 2.30 s 27.6, CH3  2.28 s 28.3, CH3 C- 9 
11 1.06 s 23.5, CH3  1.08 sa 22.9, CH3

 b C-1, 2, 6, 12 
12 1.01 s 24.7, CH3  1.00 sa 24.3, CH3

 b C-1, 2, 3, 6, 11 
13 1.89 d (1.5) 19.1, CH3  1.86 d (1.1) 18.6, CH3 C-4, 5, 6 
a, bInterchangeable signals. 
*(Kai, et al., 2007) 
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4.4 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 3 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 3  
สารประกอบ EH 3 ลักษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้ าหนัก 2.2 มิลลิกรัม โดยแยกจาก 

Fr.21/28 (1.64 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกได้ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีของสารสกัดชั้น 
CH2Cl2 (60.00 กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 10  

โดยเม่ือน า Fr.21/28 มาแยกด้วย sephadex LH-20 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ตัวพา
ระบบ CH2Cl2-MeOH (30:70) แยกสารได้ทั้ งหมด 3 ส่วนย่อย (Fr. 1-3/126) น า Fr. 2/126 (839.8 
มิลลิกรัม) มาแยกดว้ย reversed phase silica gel RP-18 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ตวัพาระบบ 
MeOH-H2O (65:35-100:0) ไดส้ารทั้งหมด 5 ส่วนย่อย (Fr. 1-5/127) น า Fr. 2/127 (176.8 มิลลิกรัม) 
มาแยกดว้ย sephadex LH-20 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ตวัพาระบบ 100% MeOH แยกสารได้
ทั้งหมด 5 ส่วนย่อย (Fr. 1-5/135) จากนั้นน า Fr. 3/135 (58.9 มิลลิกรัม) มาแยกอีกคร้ังดว้ยคอลมัน์
โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตวัพาระบบ CH2Cl2-MeOH (94:6) ไดส้ารทั้งหมด 4 ส่วนย่อย 
(Fr. 1-4/137) เม่ือน า Fr. 2/137 (2.2 มิลลิกรัม)  มาพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยอาศยัขอ้มูลทางสเปกโทร- 
สโกปี พบวา่เป็นสารประกอบบริสุทธ์ิ EH 3 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 3  
สารประกอบ EH 3 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้าหนกั 2.2 มิลลิกรัม  
FTIR-spectrum แสดงแถบดูดกลืนแสงท่ี  max 3367 cm-1 (br, O-H stretching) ของหมู่ 

hydroxyl  ท่ี max  2963, 2928 และ 2871 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กับ methylene ท่ี max 1711 
และ 1674 cm-1 (C=C stretching) ของ alkene ท่ี max 1454, 1378 และ 1365 cm-1 (C-H bending) ของ 
methyl กับ  methylene ท่ี  max 1261, 1145, 1050 และ 1032 cm-1 (C-O stretching)  ของ alcohol ท่ี 
max 978, 948, 907 และ 867 cm-1 (C-H out of plane bending) ของ alkene  

Mass spectrum แ ส ด ง  pseudomolecular ion peak ท่ี  m/z 267.1561 [M+Na]+ (calcd for 
C13H24O4Na, 267.1566) ดงันั้นสูตรโมเลกุลของสารประกอบ EH 3 คือ C13H24O4 

13C-NMR spectrum ปรากฏเส้นสัญญาณของคาร์บอนทั้ งหมด 13 อะตอม ดังแสดงใน
ตารางท่ี 3 เม่ือพิจารณาร่วมกับ HSQC spectrum ระบุได้ว่าโครงสร้างสารน้ีประกอบด้วย methyl 
carbon 4 อะต อม  methylene carbon 2 อะตอม  methine carbon 4 อ ะ ตอม  quaternary carbon            
1 อะตอม และ oxygenated tertiary carbon 2 อะตอม 

เม่ือเปรียบเทียบ 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 3 กับ  EH 1 พบมีลักษณะ
คล้ายกัน ยกเว้นท่ีสารประกอบ EH 3 มีสัญญาณท่ี δH 4.03 (dddd, J = 12.2, 12.0, 6.3, 3.4 Hz)         
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ซ่ึงก าหนดให้เป็นของ H-3 แสดงว่าต าแหน่ง C-3 มีหมู่แทนท่ีเป็นหมู่ไฮดรอกซิล รวมทั้งยงัปรากฏ
สัญญาณ high fields ท่ี δH 1.80 (dd, J = 12.2, 3.4 Hz) และ 1.67 (t, J = 12.2 Hz) ก าหนดให้เป็นของ 
H2-4 ยืนยนัได้จาก 1H-1H COSY spectrum ท่ีแสดง cross-peaks ระหว่าง H-2 [δH 1.55 (t, J = 12.0 Hz), 
1.50 (dd, J = 12.0, 3.4 Hz)]/H-3, H-3/H-4 และ  cross-peaks จาก H-7  [δH 6.00  (d, J = 15.8 Hz)],  
H-8 [δH 5.70 (dd, J = 15.8, 6.0 Hz)], H-9 [δH 4.35 (quint, J = 6.0 Hz)] จ น ถึ ง  H-10 [δH 1.25       
(d, J = 6.0 Hz)] ดังแสดงในภาพประกอบ 16 รวมทั้ งยงัมี HMBC spectrum ท่ีแสดง cross-peaks 
ระหว่าง H-3/C-1 (δC 39.4), C-2 (δC 45.0), C-4 (δC 44.5), C-5 (δC 76.6) และ H-4/C-2, C-3 (δC 64.0), 
C-5, C-13 (δC 26.3) นอกจากน้ียงัพบสัญญาณ high field  ท่ี δH 0.79 (s) และ 1.10 (s) ซ่ึงเม่ือเทียบกบั
สัญญาณโปรตอนของสารประกอบ EH 1 ก าหนดเป็นของ H3-12 และ H3-13 ตามล าดบั โดยยืนยนั
ได้จาก HMBC spectrum ท่ีแสดง cross-preaks ระหว่าง H-12/C-1, C-2, C-6 (δC 77.3), C-11 (δC 25.3) 
และ H-13/C-4, C-5, C-6  

การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง
สารประกอบ EH 3 อาศัยข้อมูล เพิ่ม เติมจาก 1H-1H COSY, HSQC และ HMBC ร่วมกับการ
เป รียบ เที ยบข้อมูล  1H และ 13C-NMR ท่ี มี รายงานไว้ของสารประกอบ  (3S,5R,6R,7E,9S)-
megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol  (Otsuka et al., 2003) ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 3 

เม่ือเปรียบเทียบค่า optical rotation ของสารประกอบ EH 3; [α]D
31 -26.84 (c 0.19, MeOH) 

และของสารประกอบ (3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol ท่ีมีรายงานค่าไวเ้ท่ากบั 
[α]D

22 -21.1 (c 0.38, MeOH) (Otsuka et al., 2003) และ  [α]D
26 -25.1 (c 0.99, MeOH) (Yu et al., 

2002) พบเป็นค่า negative เหมือนกัน นั่นแสดงว่าสารประกอบ EH 3 มีโครงสร้างสเตอริโอเคมี          
เป็น (3S, 5R, 6R, 7E, 9S) เหมือนกนั 

ทั้งน้ี สามารถพิสูจน์ยืนยนัสเตอริโอเคมีท่ีต าแหน่ง chiral carbon ได้จากการเปรียบเทียบ 
Experimental ECD ของสารประกอบ EH 3 และ Calculated ECD พบว่า สารประกอบ EH 3 ให้ค่า 
negative cotton effect ท่ีความยาวคล่ืน 207 nm (207 -25.61) ซ่ึงสอดคล้องกับสเตอริโอเคมี
รูปแบบ  (3S, 5R, 6R, 7E, 9S)  ดงัแสดงในภาพประกอบ 17 
 สรุปได้ว่า สารประกอบ EH 3 เป็นสารอนุพันธ์กลุ่ม  megastigmane ท่ี มีโครงสร้าง          
สเตอริโอเคมีเป็น (3S, 5R, 6R, 7E, 9S)  และมีช่ือว่า (3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-
tetrol (Otsuka et al., 2003) ห รื อ  (3S,5R,6R,9S)-3,5,6,9-tetrahydroxymegastigmane  (Yu et al., 
2002) ซ่ึงเคยมีรายงานการแยกจากตน้ Teucrium viscidum (Hao et al., 2013) และ Turpinia ternata  
(Yu et al., 2002)  
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ภาพประกอบ 16 1H-1H COSY Correlations ของสารประกอบ EH 3 
 

       
 
ภาพประกอบ 17 การเปรียบเทียบ Experimental ECD กบั Calculated ECD ของสารประกอบ EH 3 
 
 

 
 

สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 3 
 
 

H-H COSY 
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ตารางที่ 3 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H และ 13C-NMR ของสารประกอบ  
                 (3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol กบัสารประกอบ EH 3  
                 และขอ้มูล HMBC ของสารประกอบ EH 3 

 
 
Position 

3S,5R,6R,7E,9S- 
megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol* 

 
สารประกอบ EH 3 (CDCl3 + 3 drops CD3OD) 

δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type HMBC 
1 - 40.8, C  - 39.4, C - 

  2 1.65 t (12) 
1.45 ddd (12, 4, 2) 

46.6, CH2 
 

 
 

1.55 t (12.0) 
1.50 dd (12.0, 3.4) 

45.0, CH2 C-1, 3, 4, 6, 11, 12 

3 4.06 m 65.4, CH  4.03 dddd (12.2, 12.0, 6.3, 3.4) 64.0, CH  C-1, 2, 4, 5 
4 1.78 ddd (13, 5, 2)   

1.73 dd (11, 2)   
45.8, CH2  1.80 dd (12.2, 3.4) 

1.67 t (12.2) 
44.5, CH2 C-2, 3, 5, 13 

5 - 77.8, C  - 76.6, C - 
6 - 79.0, C  - 77.3, C - 
7 6.07 dd (16, 1) 131.2, CH  6.00 d (15.8) 129.8, CH C-6, 8, 9 
8 5.79 dd (16, 6) 136.2, CH  5.70 dd (15.8, 6.0) 134.9, CH C-6, 7, 9, 10 
9 4.34 quint d (6, 1) 69.6, CH  4.35 quint (6.0) 68.3, CH C-7, 8, 10 
10 1.27 d (6) 24.1, CH3  1.25 d (6.0) 23.6, CH3 C-8, 9 
11 1.22 s 27.6, CH3  1.17 sa 25.3, CH3

 b C-1, 2, 6, 12 
12 0.88 s 26.2, CH3  0.79 sa 26.5, CH3

 b C-1, 2, 3, 6, 11 
13 1.10 s 27.1, CH3  1.10 s 26.3, CH3 C-3, 4, 5, 6 

a, bInterchangeable signals. 
*(Otsuka et al., 2003) 
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4.5 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 4 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 4  
สารประกอบ EH 4 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้ าหนัก 21.4 มิลลิกรัม แยกไดจ้ากการ

น าสารสกัดชั้ น MeOH (492.50 กรัม)  มาผ่านกระบวนการแยกด้วย Dianion Chromatography     
โดยใช้ตวัพาระบบ 100% H2O จนถึง 100% MeOH ไดส้ารทั้งหมด 22 ส่วนย่อย (Fr. 1-22/7)   ดงัแสดง 
ในภาพประกอบ 11 

โดยเม่ือน า Fr. 12-14/7 (16.59 กรัม)  มาแยกดว้ย sephadex LH-20 คอลมัน์โครมาโทกราฟี 
โดยใช้ตวัพาระบบ 100% MeOH ได้สารทั้งหมด 4 ส่วนย่อย (Fr. 1-4/57) น า Fr. 2/57 (6.75 กรัม)  
มาแยกอีกคร้ังด้วย reversed phase silica gel RP-18 คอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ MeOH-H2O 
(10:90) จนถึง 100% MeOH เป็นตัวพาระบบ ได้สารทั้ งหมด 5 ส่วนย่อย (Fr. 1-5/58) น า Fr. 3/58 
(1.25 กรัม) มาท าให้บริสุทธ์ิยิ่งขึ้น โดยการท าคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตวัพา
ระบบ CH2Cl2-MeOH (96:4-80:20) แยกสารได้ทั้ งหมด 11 ส่วนย่อย (Fr. 1-11/61) เม่ือน า Fr.10/61 
(21.4 มิลลิกรัม) มาพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยอาศยัขอ้มูลทางสเปกโทรสโกปี พบว่าเป็นสารประกอบ
บริสุทธ์ิ EH 4 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 4  
สารประกอบ EH 4 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้าหนกั 21.4 มิลลิกรัม  
FTIR-spectrum แสดงแถบดูดกลืนแสงท่ี  max 3326 cm-1 (br, O-H stretching) ของหมู่ 

hydroxyl ท่ี  max 2965, 2927 และ 2876 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กับ  methylene ท่ี  max 

1713, 1652 และ 1564 cm-1 (C=C stretching) ของ alkene ท่ี  max 1447, 1371 และ 1310 cm-1(C-H 
bending) ของ methyl กับ methylene ท่ี max 1264, 1231, 1072 และ 1019 cm-1 (C-O stretching) ของ 
alcohol และ ether ท่ี max 991 และ 862 cm-1(C-H out of plane bending) ของ alkene 

Mass spectrum แ ส ด ง  pseudomolecular ion peak ท่ี  m/z 429.2133 [M+Na]+ (calcd for 
C19H34O9Na, 429.2091) ดงันั้นสูตรโมเลกุลของสารประกอบ EH 4 คือ C19H34O9 

13C-NMR spectrum ปรากฏเส้นสัญญาณของคาร์บอนทั้ งหมด 19 อะตอม เม่ือพิจารณา
ร่วมกับ  HSQC spectrum ระบุได้ว่าโครงสร้างสารน้ีประกอบด้วย methyl carbon 4 อะตอม  
methylene carbon 3 อ ะ ต อ ม  methine carbon 9 อ ะ ต อ ม  quaternary carbon 1 อ ะ ต อ ม  แ ล ะ 
oxygenated tertiary carbon  2 อะตอม [ในจ านวนน้ีเป็น glucosyl carbon 6 อะตอม (δC 102.2, 78.0, 
77.7, 75.0, 71.6 และ 62.6)] 
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เม่ือเปรียบเทียบ 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 4 กับ EH 3 พบว่ามีสัญญาณ
คล้ายกัน ยกเวน้มีการเพิ่มสัญญาณของ glucosyl group ท่ี δH 4.40 (d,  J = 7.8 Hz) และ δH 3.85-
3.13 โดยมีค่า chemical shift δH 4.40 (d, J = 7.8 Hz) เป็นลักษณะสัญญาณ anomeric proton H-1ʹ 
ของ glucosyl group รวมทั้ งมีข้อมูลจาก  1H-13C NMR long-range correlations spectrum แสดง
สัญญาณ cross-peaks ระหว่าง H-1ʹ/C-3 (δC 73.2), C-3ʹ (δC 78.0) ท่ีบ่งช้ีไดว้่ามีหมู่ glucosyl เกาะท่ี
ต าแหน่ง C-3 และจาก 1H-1H COSY spectrum ท่ีแสดงสัญญาณการเช่ือมต่อกันของโปรตอนของ
หมู่  glucosyl จาก H-1ʹ, H-2ʹ [δH 3.13 (t, J = 8.3 Hz)], H-3ʹ [δH 3.35 (t, J = 8.6 Hz)], H-4ʹ (δH 3.30), 
H-5ʹ (δH 3.28) และ H-6ʹ [δH 3.85 (dd, J = 11.9, 1.7 Hz), 3.67 (dd, J = 11.9, 5.4 Hz)] ตามล าดบั  

การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง
สารประกอบ  EH 4 อาศัยข้อมูลเพิ่ ม เติมจาก 1H-1H COSY, HSQC และ HMBC ร่วมกับการ 
เปรียบเทียบขอ้มูล 1H และ 13C-NMR ท่ีมีรายงานไวข้องสารประกอบ (3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-
ene-3,5,6,9-tetrol-3-O-β-D-glucopyranoside (Otsuka et al., 2003) ซ่ึ งมีค่าใกล้เคียงกัน  ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4 

จากรูปแบบ proton coupling constant ของ H-3 ท่ี  δH 4.18 ท่ีปรากฏสัญญาณเป็น dddd       
ดว้ยค่า J = 11.7, 11.7, 4.4, 4.3 Hz ท่ีบ่งช้ีวา่ต าแหน่ง H-3 มี orientation เป็น α และการเปรียบเทียบ
ค่า optical rotation ของสารประกอบ EH 4; [α]D

31 -14.27 (c 1.24, MeOH)  กับของสารประกอบ 
(3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol-3-O-β-D-glucopyranoside ท่ี มี รายงานค่ าไว้ เท่ ากับ 
[α]D

24 -38.0 (c 1.00, MeOH) (Otsuka et al., 2003) พบเป็นค่า negative เหมือนกัน นั่นแสดงว่า
สารประกอบ EH 4 มีโครงสร้างสเตอริโอเคมีเป็น (3S, 5R, 6R, 7E, 9S) เหมือนกนั 

สรุปได้ว่า สารประกอบ EH 4 เป็นสารอนุพนัธ์กลุ่ม megastigmane ท่ีมีโครงสร้างสเตอริ
โอเคมีเป็น (3S, 5R, 6R, 7E, 9S) และมีช่ือว่า (3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol-3-O-β-
D-glucopyranoside ซ่ึงเคยมีรายงานการแยกจากตน้ Glochidion zeylanicum (Otsuka et al., 2003) 
  

 
 

สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 4 
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ตารางท่ี 4 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H และ 13C-NMR ของสารประกอบ 
       (3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol-3-O-β-D-glucopyranoside 
     กบัสารประกอบ EH 4 และขอ้มูล HMBC ของสารประกอบ EH 4 

                  
 

Position 

(3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-
3,5,6,9-tetrol-3-O-β-D-

glucopyranoside* 
 

สารประกอบ EH 4 (CD3OD) 
δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type HMBC 

1 - 40.9, C  - 40.7, C - 
2 1.73 t (12.0) 

1.59 ddd (12.0, 4.0, 2.0) 
44.6, CH2  1.72 dd (12.0, 7.1) 

1.57 ddd (12.4, 4.0, 1.7) 
44.4, CH2 C-1, 3, 4, 6,  

11, 12 
3 4.19 tt (12.0, 4.0) 73.4, CH  4.18 dddd (11.7, 11.7, 4.4, 4.3) 73.2, CH   C-1ʹ, 2 
4 1.95 ddd (13.0, 4.0, 2.0) 

1.77 dd (13.0, 12.0) 
42.5, CH2  1.94 ddd (13.0, 3.9, 1.7) 

1.76 dd (11.8, 7.2) 
42.3, CH2 C-2, 3, 5,  

6, 13 
5 - 77.8, C  - 77.7, C - 
6 - 79.2, C  - 79.1, C - 
7 6.07 dd (16.0, 1.0) 131.0, CH  6.04 d (15.8) 131.0, CH C-6, 8, 9, 10 
8 5.79 dd (16.0, 6.0) 136.2, CH  5.77 dd (15.8, 6.2) 136.1, CH C-6, 9, 10 
9 4.34 quint d (6.0, 1.0) 69.2, CH  4.33 quint (6.3) 69.5, CH C-7, 8, 10 
10 1.27 d  (6.0) 24.0, CH3  1.26 d (6.4) 24.1, CH3 C-8, 9 
11 1.12 s 27.6, CH3  1.19 s b 26.2, CH3

 c
  C-1, 2, 6, 12 

12 0.88 s 26.3, CH3  0.83 s b 27.4, CH3
 c C-1, 2, 3, 6, 11 

13 1.22 s 27.2, CH3  1.14 s 27.1, CH3 C-3, 4, 5, 6 
1ʹ 4.41 d (8.0) 102.3, CH  4.40 d (7.8) 102.2, CH C-3, 3ʹ 
2ʹ 3.15 t (8.0) 75.2, CH  3.13 t (8.3) 75.0, CH C-1ʹ, 3ʹ 
3ʹ  78.2, CH  3.35 t (8.6)  78.0, CH C-2ʹ, 4ʹ, 5ʹ 
4ʹ  71.8, CH  3.30a 71.6, CH C-2ʹ, 3ʹ, 5ʹ, 6ʹ 
5ʹ  77.9, CH  3.28a 77.7, CH C-3ʹ, 4ʹ, 6ʹ 
6ʹ 3.86 dd (12.0, 2.0) 

3.68 dd (5.0, 2.0) 
62.8, CH2  3.85 dd (11.9, 1.7) 

3.67 dd  (11.9, 5.4) 
62.6, CH2 C-4ʹ, 5ʹ 

aOverlapped signals.   
b, cInterchangeable signals. 
*(Otsuka et al., 2003) 
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4.6 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 5 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 5   
สารประกอบ EH 5 ลักษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้ าหนัก 2.2 มิลลิกรัม โดยแยกจาก          

Fr. 12-14/7 (16.59 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกไดด้้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีของสารสกดัชั้น 
MeOH (492.50 กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 11  

โดยเม่ือน า Fr. 12-14/7 มาแยกดว้ย sephadex LH-20 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใชต้วัพา
ระบบ 100% MeOH ได้สารทั้ งหมด 4 ส่วนย่อย (Fr. 1-4/57) น า Fr. 2/57 (6.75 กรัม) มาแยกด้วย 
reversed phase silica gel RP-18 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ MeOH-H2O (10:90) จนถึง 100% 
MeOH  เป็นตวัพาระบบ ไดส้ารทั้งหมด 5 ส่วนย่อย (Fr. 1-5/58) น า Fr. 2/58 (3.75 กรัม) มาแยกต่อ
ด้วย sephadex LH-20 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ 100% MeOH เป็นตวัพาระบบ แยกสารได้
ทั้งหมด 8 ส่วนย่อย (Fr. 1-8/59) น า Fr. 3-4/59 (1.23 กรัม) มาแยกดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน 
silica gel โดยใช้ตวัพาระบบ CH2Cl2-MeOH (92:8-90:10) แยกสารได้ทั้งหมด 8 ส่วนย่อย (Fr. 1-8/63) 
จากนั้นน า Fr.5/63 (61.3 มิลลิกรัม) มาแยกต่อดว้ย sephadex LH-20 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้
ตัวพาระบบ 100% MeOH แยกสารได้ทั้ งหมด 3 ส่วนย่อย (Fr. 1-3/67)  น า Fr.2/67 (12.9 มิลลิกรัม)    
มาท าให้บริสุทธ์ิยิ่งขึ้น โดยน ามาแยกดว้ย reversed phase silica gel RP-18 คอลมัน์โครมาโทกราฟี 
โดยใช ้MeOH-H2O (20:80) เป็นตวัพาระบบ ไดส้ารทั้งหมด 3 ส่วนยอ่ย (Fr. 1-3/70) เม่ือน า Fr.2/70          
(2.2 มิลลิกรัม) มาพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยอาศยัขอ้มูลทางสเปกโทรสโกปี พบว่าเป็นสารประกอบ
บริสุทธ์ิ EH 5  

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 5   
สารประกอบ EH 5 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้าหนกั 2.2 มิลลิกรัม  
FTIR-spectrum แสดงแถบดูดกลืนแสงท่ี  max 3326 cm-1 (br, O-H stretching) ของหมู่ 

hydroxyl ท่ี  max  2963, 2922 และ 2878 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กับ  methylene ท่ี  max 
1646 cm-1 (C=C stretching) ของ alkene ท่ี  max 1452, 1418  และ 1369 cm-1 (C-H bending) ของ 
methyl กับ methylene ท่ี  max 1319, 1285, 1103, 1072, 1026 และ 1016 cm-1 (C-O stretching) ของ 
alcohol และ ether ท่ี max  985, 935 และ 884 cm-1(C-H out of plane bending) ของ alkene  

Mass spectrum แ ส ด ง  pseudomolecular ion peak ท่ี  m/z 429.2123 [M+Na]+ (calcd for 
C19H34O9Na, 429.2091) ดงันั้นสูตรโมเลกุลท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบ EH 5 คือ C19H34O9 

13C-NMR spectrum (100 MHz, CDCl3) ปรากฏเส้นสัญญาณของคาร์บอนทั้ งหมด 19 
อะตอม ดังแสดงในตารางท่ี 5 เม่ือพิจารณาร่วมกับ  HSQC spectrum ระบุได้ว่าโครงสร้างสารน้ี
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ประกอบด้วย methyl carbon 4 อะตอม   methylene carbon 3 อะตอม  methine carbon 9 อะตอม 
quaternary carbon 1 อะตอม และ oxygenated tertiary carbon 2 อะตอม [ในจ านวนน้ีเป็น glucosyl 
carbon 6 อะตอม (δC 101.8, 78.3, 78.2, 75.3, 71.7 และ 62.8)] 

เม่ือตรวจสอบสเปกตรัมของ 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) และ  13C-NMR ดังแสดงใน
ตารางท่ี 5 พบสัญญาณทุกต าแหน่งมีรูปแบบใกล้เคียงกับของสารประกอบ EH 4 ยกเวน้ท่ี C-3     
โดยสามารถระบุยืนยนัต าแหน่งการเช่ือมต่อของหมู่ glucopyranosyl กับ oxymethine carbon C-3 
จาก HMBC spectrum ท่ีแสดง cross-peaks ระหว่าง H-1ʹ[δH 4.41 (d, J = 8.0 Hz)]/C-3 (δC 75.5), C-2ʹ 
(δC 75.3), C-3ʹ (δC 78.3)  

การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง
สารประกอบ EH 5 อาศยัขอ้มูลเพิ่มเติมจาก 2D NMR spectra ดงัแสดงในตารางท่ี 5  
  จากข้อมูลดังกล่าว ท าให้ทราบว่าสารประกอบ EH 5 มีโครงสร้างทางเคมีคล้ายกับ
สารประกอบ EH 4   

จากรูปแบบ proton coupling constant ของ H-3 ท่ี δH 4.17 ท่ีปรากฏสัญญาณเป็น quint-
like ดว้ยค่า J = 3.5 Hz ท่ีบ่งช้ีว่าต าแหน่ง H-3 มี orientation เป็น β  และการเปรียบเทียบค่า optical 
rotation ของสารประกอบ EH 5; [α]D

23-14.22 (c 0.22, MeOH) กบัของสารประกอบ EH 4; [α]D
31 

-14.27 (c 1.24, MeOH) และส ารป ระกอบ  EH 3; [α]D
31 -26.84 (c 0.19, MeOH)  พบ เป็นค่ า 

negative เหมือนกัน นั่นแสดงว่าสารประกอบ EH 5 มีโครงสร้างสเตอริโอเคมีส่วน side chain 
เหมือนกบัสารประกอบ EH 4 และ EH 3  แต่ต่างกนัท่ีต าแหน่ง C-3 ของโครงสร้างหลกัเท่านั้น  

สรุปได้ว่า สารประกอบ EH 5 เป็นสารอนุพันธ์กลุ่ม megastigmane ท่ี มีโครงสร้าง           
สเตอริโอเคมีเป็น (3R, 5R, 6R, 7E, 9S) ดังนั้นสารประกอบ EH 5 จึงเป็นสารท่ีไม่เคยมีรายงานมาก่อน 
และใหช่ื้อวา่ (3R,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol-3-O-β-D-glucopyranoside   

 

 
 

สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 5 
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ตารางท่ี 5 ค่า chemical shift จาก 1H และ13C-NMR และขอ้มูล HMBC ของสารประกอบ EH 5 
 
Position 

สารประกอบ EH 5 (CD3OD) 
δH (J in Hz) δC, type HMBC 

1 - 38.6, C - 
2 1.90 dd  (14.4, 3.5) a 

1.66 dd (14.4, 3.5) 
42.1, CH2 C-1, 3, 4,  6, 11, 12 

3 4.17 quint-like (3.5) 75.5, CH   C-1, 2, 4, 5 
4 1.94 br sa 37.7, CH2 C-2, 3, 5, 6, 13 
5 - 76.4, C - 
6 - 80.1, C - 
7 6.16 d (15.9) 131.2, CH C-6, 9 
8 5.78 dd (15.9, 6.3) 135.7, CH C-6, 9, 10 
9 4.34 quint (6.3) 69.5, CH C-7, 8, 10 
10 1.26 d (6.3) 24.1, CH3 C-8, 9 
11 1.27 s   28.1, CH3 C-1, 2, 6, 12 
12 0.88 s  28.0, CH3 C-1, 2, 6, 11 
13 1.10 s 26.8, CH3 C-4, 5, 6 
1ʹ 4.41 d, (8.0) 101.8, CH C-3, 2ʹ, 3ʹ 
2ʹ 3.16 t (8.4) 75.3, CH C-1ʹ, 3ʹ 
3ʹ 3.37 t (8.9) 78.3, CH C- -1ʹ, 2ʹ, 4ʹ, 5ʹ 
4ʹ 3.30b 71.7, CH C-3ʹ, 5ʹ, 6ʹ 
5ʹ 3.28b  78.2, CH C-3ʹ, 6ʹ 
6ʹ 3.86 d (11.7) 

3.66 dd  (11.7, 4.7) 
62.8, CH2 C- 4ʹ, 5ʹ 

a, bOverlapped signals. 
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4.7 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 6 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 6  
สารประกอบ EH 6 ลักษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้ าหนัก 1.7 มิลลิกรัม โดยแยกจาก 

Fr.15/28 (13.36 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกได้ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีของสารสกัดชั้น 
CH2Cl2 (60.00 กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 7  

โดยเม่ือน า Fr. 15/28 มาแยกดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตวัพาระบบ 
100% CH2Cl2 จนถึง CH2Cl2-MeOH (30:70) ไดส้ารทั้งหมด 10 ส่วนย่อย (Fr. 1-10/35) น า Fr. 7/35 
(8.42 กรัม) มาแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตัวพาระบบ CH2Cl2-MeOH 
(98:2-90:10) ได้สารทั้ งหมด 9 ส่วนย่อย (Fr. 1-9/101) จากนั้นน า  Fr. 8/101 (2.78 กรัม) มาแยกด้วย 
Sephadex LH-20 คอลมัน์โครมาโทกราฟีโดยใช้ตัวท าละลาย 100% MeOH เป็นตัวพาระบบ ได้สาร
ทั้งหมด 4 ส่วนย่อย (Fr. 1-4/115) น า Fr. 3/115 (1.10 กรัม) มาแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน 
silica gel โดยใช้ตวัพาระบบ Hexane-EtOAc (70:30-30:70) ได้สารทั้งหมด 15 ส่วนย่อย (Fr. 1-15 
/174) จากนั้นน า Fr. 9-10/174 (36.9 มิลลิกรัม) มาท าให้บริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน 
silica gel โดยใชต้วัพาระบบ Hexane-EtOAc (75:25-65:35) ไดส้ารทั้งหมด 5 ส่วนย่อย (Fr. 1-5/188)  
เม่ือน า Fr. 1-2/188 (1.7 มิลลิกรัม) มาพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยอาศยัขอ้มูลทางสเปกโทรสโกปี พบว่า
เป็นสารประกอบบริสุทธ์ิ EH 6 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 6  
สารประกอบ EH 6 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้าหนกั 1.7 มิลลิกรัม 
FTIR-spectrum แสดงแถบดูดกลืนแสงท่ี max 3418 cm-1 (O-H stretching) ของหมู่ hydroxyl 

ท่ี max 2927 และ 2860 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กบั methylene ท่ี max 1715 และ 1675 cm-1 

(C=O stretching) ของหมู่  carbonyl ท่ี  max 1459, 1427, และ  1365 cm-1 (C=C stretching) ของ 
alkene และ  (C-H bending) ของ methyl กับ  methylene ท่ี  max 1259, 1179 และ 1049 cm-1 (C-O 
stretching) ของ alcohol ท่ี max 988 และ 913 cm-1 (C-H out of plane bending) ของ alkene 

Mass spectrum แส ด ง  pseudomolecular ion peak ท่ี  m/z (277.1198)  [M+Cl]- (calcd for 
C13H22ClO4, 277.1201) ดงันั้นสูตรโมเลกุลท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบ EH 6 คือ C13H22O4 

13C-NMR spectrum ปรากฏเส้นสัญญาณของคาร์บอนทั้ งหมด 13 อะตอม ดังแสดงใน
ตารางท่ี 6 เม่ือพิจารณาร่วมกับ HSQC spectrum ระบุได้ว่าโครงสร้างสารน้ีประกอบด้วย methyl 
carbon 4 อะตอม methylene carbon 2 อะตอม methine carbon 3 อะตอม quaternary carbon 1 อะตอม 
oxygenated tertiary carbon 2 อะตอม และ carbonyl carbon 1 อะตอม (δC 197.4) 
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เม่ือเปรียบเทียบสัญญาณ 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 6 กับ EH 3 พบว่ามี
ลกัษณะสัญญาณคลา้ยกนั ยกเวน้ไม่ปรากฎสัญญาณท่ี δH 4.35 (quint, J = 6.0 Hz) ท่ีพบในแบบของ
สารประกอบ EH 3 แต่มีการปรากฏของสัญญาณคาร์บอนท่ี δC 197.4 ของหมู่ carbonyl ท่ี C-9  และ
สัญญาณ singlet ท่ี δH 2.26 (H3-10) ยืนยนัได้จากขอ้มูล HSQC และ HMBC spectrum ท่ีแสดง cross-
peaks ระหว่ าง H-7 [δH 7.00 (d, J = 15.6 Hz)]/C-6 (δC 69.4), C-8 (δC 132.5), C-9 (δC 197.4); H-8   
[δH 6.26 (d, J = 15.6 Hz)]/C-6, C-7 (δC 142.3), C-9, C-10 (δC 28.3) และ  H-10 [δH 2.26 (s)]/C-8, C-9 
ซ่ึงบ่งช้ีว่าต าแหน่งของ carbonyl group ท่ี C-9 มีผลท าให้ค่า chemical shift ท่ี δH 7.00  (d, J = 15.6 Hz, 
H-7) และ 6.26 (d, J = 15.6 Hz, H-8) เกิดสัญญาณ down fields  

การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง
สารประกอบ EH 6 อาศัยข้อมูลเพิ่มเติมจาก 2D NMR ร่วมกับการเปรียบเทียบข้อมูล 1H และ            
13C-NMR ท่ีมีรายงานไว้ของสารประกอบ (3S,5R,6S,7E)-3,5,6-trihydroxy-7-megastigmen-9-one 
(Park et al., 2011) ซ่ึงพบวา่มีค่าคลา้ยกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 6 

จากข้อมูลดังกล่าว ท าให้ทราบว่าสารประกอบ EH 6 มีโครงสร้างทางเคมีท่ีมี planar 
structure ในส่วนโครงสร้างหลกัเหมือนกบัสารประกอบ EH 3 แต่ต่างกนัท่ีมี carbonyl group อยู่ท่ี
ต าแหน่ง C-9    
 เม่ือเปรียบเทียบค่า optical rotation ของสารประกอบ EH 6; [α]D

25 -20.00 (c 0.17, MeOH) 
และของสารประกอบ EH 3; [α]D

31 -26.84 (c 0.19, MeOH) ซ่ึงมีโครงสร้างหลักแบบเดียวกัน      
พบเป็นค่า negative เหมือนกัน นั่นแสดงว่าสารประกอบ EH 6 มีโครงสร้างสเตอริโอเคมีเป็น       
(3S, 5R, 6R, 7E) เหมือนกบัสารประกอบ EH 3  

สรุปไดว้า่ สารประกอบ EH 6 เป็นสารอนุพนัธ์กลุ่ม megastigmane ท่ีมีโครงสร้างสเตอริโอเคมี 
เป็น (3S, 5R, 6R, 7E) และมีช่ือว่า (3S,5R,6R,7E)-3,5,6-trihydroxy-7-ene-9-oxo-megastigmane ท่ีตรง
กับสารประกอบ (E)-4-(r-1 ,́t-2 ,́c-4ʹ-trihydroxy-2 ,́6 ,́6ʹ-trimethylcyclohexyl)but-3-en-2-one (Tan, Wilkins, 
and Holland,1989; Zhang et al., 2010)  ซ่ึงเคยมีรายงานการแยกจาก  New Zealand thyme honey 
(Tan, et al., 1989) และจากตน้ Gynostemma pentaphyllum (Zhang et al., 2010) 
 

 
 

สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 6 
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ตารางท่ี 6 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก1H และ 13C-NMR ของสารประกอบ  
                  (3S,5R,6S,7E)-3,5,6-trihydroxy-7-megastigmen-9-one กบัสารประกอบ EH 6  
                 และขอ้มูล HMBC ของสารประกอบ EH 6 

 
 
Position 

(3S,5R,6S,7E)-3,5,6-trihydroxy-7-
megastigmen-9-one* 

 
 สารประกอบ EH 6 (CDCl3) 

δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type HMBC 
1 - 36.1, C  - 35.1, C - 

  2 1.57 dd (12.8, 3.6) 
1.26 dd (12.8, 10.8) 

47.6, CH2  1.60 dd (12.8, 2.2) 
1.22 dd (12.8, 5.9) 

46.6, CH2 C-1, 3, 4, 11, 12 

3 3.75 m 64.3, CH   3.89 dddd (13.8, 5.1, 3.5, 1.6) 64.0, CH   
4 2.31 dd (14.4, 5.2) 

1.65 dd (14.4, 9.2) 
41.3, CH2  2.36 ddd (14.4, 5.1, 1.6) 

1.63 dd (14.4, 8.6)  
40.5, CH2 C-2, 3, 6, 13 

5 - 68.7, C  - 67.2, C - 
6 - 70.8, C  - 69.4, C - 
7 7.16 d (15.6) 145.2, CH  7.00 d (15.6) 142.3, CH C-6, 8, 9 
8 6.17 d (15.6) 133.6, CH  6.26 d (15.6) 132.5, CH C-6, 7, 9, 10 
9 - 199.9, C  - 197.4, C - 
10 2.28 s 27.4, CH3  2.26 s  28.3, CH3 C-7, 8, 9 
11 0.95 s 25.1, CH3  1.17 s a, b 29.3, CH3

 c C-1, 2, 6, 12 
12 1.18 s 29.7, CH3  0.95 s a 24.9, CH3

 c C-1, 2, 3, 6, 11 
13 1.17 s 20.0, CH3  1.17 s b 19.8, CH3 C-4, 5, 6 

a, cInterchangeable signals. 
bOverlapped signals. 
*(Park et al., 2011) 

สารประกอบ EH 6 และสารประกอบ (3S,5R,6S,7E)-3,5,6-trihydroxy-7-megastigmen-
9-one มีรูปแบบสเตอริโอเคมีต่างกนัเฉพาะท่ีต าแหน่ง C-6 โดยสารประกอบ EH 6 มี absolute 
configuration เป็น (6R) 
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4.8 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 7 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 7  
สารประกอบ EH 7 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้ าหนกั 2.4 มิลลิกรัม โดยแยกจาก Fr.16-

17/28 (3.26 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกไดด้ว้ยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีของสารสกดัชั้น CH2Cl2 

(60.00 กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 9 
โดยเม่ือน า Fr.16-17/28 มาแยกด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตัวพา

ระบบ Hexane-EtOAc (70:30-20:80) ได้สารทั้งหมด 18 ส่วนย่อย (Fr. 1-18/7) จากนั้นน า Fr. 16/7 
(161.1 มิลลิกรัม), Fr. 17/7 (52.8 มิลลิกรัม) และ Fr. 18/7 (240.1 มิลลิกรัม) มาแยกด้วย Sephadex 
LH-20 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใชต้วัพาระบบ 100% MeOH ไดส้ารทั้งหมด 4 ส่วนยอ่ย (Fr. 1-4/14), 
5 ส่วนย่อย (Fr. 1-5/10)  และ 5 ส่วนย่อย (Fr. 1-5/16) ตามล าดบั ซ่ึงเม่ือน า Fr. 2-3/14, 2-3/10 และ 
2-3/16 รวมกัน (281.6 มิลลิกรัม) แล้วแยกซ ้ า 3 คร้ังด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีบน silica gel         
โดยใช้ตัวพาระบบ CH2Cl2-MeOH (96:4) ได้สารทั้ งหมด 8 ส่วนย่อย (Fr. 1-8/40) น า Fr. 6-7/40 
(124.3 มิลลิกรัม) มาแยกต่อด้วยตัวพาระบบ Hexane-EtOAc (65:35-55:45) ได้สารทั้ งหมด 11 
ส่วนย่อย (Fr. 1-11/44) น า Fr. 8-11/44 (51.1 มิลลิกรัม) มาแยกต่อด้วยตวัพาระบบ CH2Cl2-MeOH 
(98:2-97:3) ได้สารทั้ งหมด  9 ส่วนย่อย (Fr. 1-9/63) ตามล าดับ เม่ือน า Fr. 7/63 (2.4 มิลลิกรัม)       
มาพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยอาศยัขอ้มูลทางสเปกโทรสโกปี พบวา่เป็นสารประกอบบริสุทธ์ิ EH 7 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 7  
สารประกอบ EH 7 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้าหนกั 2.4 มิลลิกรัม  
FTIR-spectrum แสดงแถบดูดกลืนแสงท่ี  max 3382 cm-1 (br, O-H stretching) ของหมู่ 

hydroxyl ท่ี  max  2969, 2928 และ 2877 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กับ  methylene ท่ี  max 

1701 cm-1 (C=O stretching) ของหมู่ carbonyl ท่ี max 1659  cm-1 (C=C stretching) ของ alkene ท่ี max 

1454, 1380, 1299 และ  1245 cm-1 (C-H bending) ของ methyl กับ  methylene ท่ี  max 1174, 1144, 
1041 และ 1008 cm-1 (C-O stretching) ของ alcohol และ ether ท่ี  max  980, 943, 887, 846, 801 และ 
765 cm-1 (C-H out of plane bending) ของ alkene  

Mass spectrum แสดง pseudomolecular ion peak ท่ี m/z 263.1257 [M+Na]+ (calcd for 
C13H20O4Na , 263.1254) ดงันั้นสูตรโมเลกุลท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบ EH 7 คือ C13H20O4 

13C-NMR spectrum ปรากฏเส้นสัญญาณของคาร์บอนทั้ งหมด 13 อะตอม ดังแสดงใน
ตารางท่ี 7 เม่ือพิจารณาร่วมกับ HSQC spectrum ระบุได้ว่าโครงสร้างสารน้ีประกอบด้วย methyl 
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carbon 3 อะตอม  methylene carbon 3 อ ะตอม  methine carbon 3 อ ะตอม  quaternary carbon             
1 อะตอม oxygenated tertiary carbon 2 อะตอม และ carbonyl carbon 1 อะตอม (δC 209.7) 

เม่ือเปรียบเทียบ 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 7 กับ EH 1 พบมีสัญญาณ
คล้ายกันท่ี δH 4.46 (quint, J = 6.3 Hz) ของ H-9, 2.75 (d, J = 16.9 Hz) และ 2.37 (d, J = 16.9 Hz) 
ของ H2-2, 1.32 (d, J = 6.4 Hz) ของ H3-10 และ 0.90 (s) ของ H3-12 ยกเวน้ท่ี δH 5.94 (dd, J = 15.9, 
5.0 Hz) ก าหนดเป็นของ H-8, 5.88 (d, J = 15.9 Hz) ของ H-7, δH 3.78 (d, J = 8.9 Hz) และ 3.73 
(dd, J = 8.9, 2.6 Hz) ของ H2-11 ท่ีค่า δH 2.75 (d, J = 17.1 Hz), 2.21 (d, J = 15.9 Hz) และ δH 1.07 (s) 
ปรากฏสัญญาณ high field เม่ือเทียบกบัสัญญาณโปรตอนของสารประกอบ EH 1 จึงระบุเป็นของ 
H2-4 และ H3-13 ตามล าดับ โดยยืนยนัไดจ้าก HMBC spectrum ท่ีแสดง cross-peaks ระหว่าง H-7/ 
C-1 (δC 45.7), C-5 (δC 83.7), C-6 (δC 80.5), C-8 (δC 134.9), C-9 (δC 68.3); H-8/C-6, C-7(δC 128.7), 
C-9, C-10 (δC 23.9); H-11/ C-1, C-2 (δC 50.9), C-5, C-6, C-12 (δC 17.9); H-4/C-2, C-3 (δC 209.7), 
C-5, C-6, C-13 (δC 21.4) และ H-13/C-3, C-4 (δC 50.6), C-5, C-6  

การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง
สารประกอบ EH 7 อาศยัขอ้มูลเพิ่มเติมจาก 2D NMR ร่วมกบัการเปรียบเทียบขอ้มูล 1H และ 13C- 
NMR ท่ีมีรายงานไว้ของสารประกอบ drummondol (Powell and Smith, 1981) ซ่ึงมีค่าคล้ายกัน        
ดงัแสดงในตารางท่ี 7 

จากข้อมูลดังกล่าว ท าให้ทราบว่าสารประกอบ EH 7 มีโครงสร้างทางเคมีท่ีมี planar 
structure เหมือนกบัสารประกอบ drummondol (Powell and Smith, 1981) 

เม่ือเปรียบเทียบค่า optical rotation ของสารประกอบ EH 7; [α]D
23 +15.37 (c 0.24, MeOH) 

ซ่ึงเป็นค่า positive และของสารประกอบ drummondol ท่ีมีรายงานค่าไวเ้ท่ากับ [α]D
23-21 (c 1.03, 

MeOH) เป็นค่า negative และรายงานสเตอริโอเคมี absolute configuration ท่ีต าแหน่ง C-1, C-5 และ 
C-6 เป็น  (1R, 5R, 6S) (Powell and Smith, 1981) พบว่ามีความไม่สอดคล้องกัน  นั่นแสดงว่า
สารประกอบ EH 7 กบั drummondol มีสเตอริโอเคมีในรูปแบบท่ีต่างกนั  

ทั้งน้ี สามารถพิสูจน์โครงสร้างสเตอริโอเคมี ได้จากการเปรียบเทียบ Experimental ECD 
ของสารประกอบ  EH 7 ซ่ึ งแสดง positive cotton effect (Δɛ225 +13.17 และ Δɛ289 +4.48) กับ 
Calculated ECD ดงัแสดงในภาพประกอบ 18 พบว่าสารประกอบ EH 7 มีสเตอริโอเคมีสอดคลอ้ง
กบัรูปแบบ (1S, 5S, 6S, 7E, 9S)  

สรุปไดว้่า สารประกอบ EH 7 เป็นสารอนุพนัธ์กลุ่ม megastigmane ท่ีมีโครงสร้างสเตอริ-
โอเคมีเป็น (1S, 5S, 6S, 7E, 9S) ดงันั้นสารประกอบ EH 7 จึงเป็นสารท่ีไม่เคยมีรายงานมาก่อน และ
ใหช่ื้อวา่ (1S,5S,6S,7E,9S)-drummondol  
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สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 7 

 
 

 
     
 ภาพประกอบ 18 การเปรียบเทียบ Experimental ECD กบั Calculated ECD ของสารประกอบ EH 7 
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ตารางท่ี 7 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H และ 13C-NMR ของสารประกอบ drummondol 
กบัสารประกอบ EH 7 และขอ้มูล HMBC ของสารประกอบ EH 7 

 
Position 

drummondol*  สารประกอบ EH 7 (CDCl3) 
δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type HMBC 

1 -  47.7, C  - 45.7, C - 
2 2.60 dd (18, 2) 

2.35 d (18) 
52.6, CH2  2.75 d (16.9) a 

2.37 d (16.9) 
50.9, CH2 C-1, 3, 4, 6, 11, 12 

3 - 206.9, C  - 209.7, C - 
4 2.61 s 53.1, CH2  2.75 d  (17.1) a 

2.21 d (15.9) 
50.6, CH2 C-2, 3, 5, 6, 13 

5 - 81.9, C  - 83.7, C - 
6 - 85.7, C  - 80.5, C - 
7 5.86 dd (15, 1) 124.1, CH  5.88 d (15.9) 128.7, CH C-1, 5, 6, 8, 9 
8 6.20 dd (15, 6) 140.0, CH  5.94 dd (15.9, 5.0) 134.9, CH C-6, 7, 9, 10 
9 4.45 m (6, 1) 68.0, CH  4.46 quint (6.3) 68.3, CH C-7, 8, 10 
10 1.33 d (6) 24.2, CH3  1.32 d (6.4) 23.9, CH3 C- 8, 9 
11 3.88  dd (8, 2) 

3.72  d (8) 
77.3, CH2  3.78 d (8.9) 

3.73 dd (8.9 2.6) 
76.4, CH2 C-1, 2, 5, 6, 12 

12 1.00 s 15.4, CH3  0.90 s 17.9, CH3 C-1, 2, 3, 6, 11 
13 1.20 s 18.9, CH3  1.07 s 21.4, CH3 C-3, 4, 5, 6 
aOverlapped signals. 
*(Powell and Smith, 1981) 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 58 

4.9 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 8 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 8  
สารประกอบ EH 8 ลักษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้ าหนัก 9.1 มิลลิกรัม โดยแยกจาก         

Fr. 12-14/7 (16.59 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกไดด้ว้ยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีของสารสกดัชั้น 
MeOH (492.50 กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 11  

โดยเม่ือน า Fr. 12-14/7 มาแยกดว้ย sephadex LH-20 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใชต้วัพา
ระบบ 100% MeOH ได้สารทั้ งหมด 4 ส่วนย่อย (Fr. 1-4/57) น า Fr. 2/57 (6.75 กรัม) มาแยกด้วย 
reversed phase silica gel RP-18 คอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ MeOH-H2O (10:90) จนถึง 100% 
MeOH เป็นตัวพาระบบ ได้สารทั้ งหมด 5 ส่วนย่อย (Fr. 1-5/58) จากนั้นน า Fr. 2/58 (3.75 กรัม)    
มาแยกต่อด้วย sephadex LH-20 คอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ 100% MeOH เป็นตัวพาระบบ  
แยกสารได้ทั้ งหมด 8 ส่วนย่อย  (Fr. 1-8/59) น า  Fr. 3-4/59 (1.23 กรัม) มาแยกด้วยคอลัมน์           
โครมาโทกราฟีอีกคร้ังบน silica gel โดยใช้ตวัพาระบบ CH2Cl2-MeOH (92:8-90:10) แยกสารได้
ทั้ งหมด 8 ส่วนย่อย (Fr. 1-8 /63) จากนั้ นน า Fr.3/63 (82.2 มิลลิกรัม) มาแยกซ ้ าโดยใช้คอลัมน์    
โครมาโทกราฟี  [silica gel, CH2Cl2-MeOH (92:8)]  แยกสารได้ทั้ งหมด 4 ส่วนย่อย (Fr. 1-4/68)  
เม่ือน า Fr.3/68  (9.1 มิลลิกรัม) มาพิสูจน์เอกลกัษณ์โดยอาศยัขอ้มูลทางสเปกโทรสโกปี พบว่าเป็น
สารประกอบบริสุทธ์ิ EH 8 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 8  
สารประกอบ EH 8 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้าหนกั 9.1 มิลลิกรัม 
FTIR-spectrum แสดงแถบดูดกลืนแสงท่ี  max 3352 cm-1 (br, O-H stretching) ของหมู่ 

hydroxyl ท่ี  max 2972, 2929 และ  2879 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กับ  methylene ท่ี  max 

1699 cm-1 (C=O stretching) ของหมู่  carbonyl ท่ี  max 1649 cm-1 (C=C stretching) ของ alkene ท่ี 
max 1452 และ 1376 cm-1 (C-H bending) ของ methyl กบั methylene ท่ี max 1306, 1247, 1153, 1071, 
1028 และ 1010 cm-1 (C-O stretching) ของ alcohol และ ether ท่ี max 927, 890 และ 847 cm-1 (C-H 
out of plane bending) ของ alkene  

Mass spectrum แ ส ด ง  pseudomolecular ion peak ท่ี  m/z 425.1822 [M+Na]+ (calcd for 
C19H30O9Na , 425.1779) ดงันั้นสูตรโมเลกุลท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบ EH 8 คือ C19H30O9 

13C-NMR spectrum ปรากฏเส้นสัญญาณของคาร์บอนทั้ งหมด 19 อะตอม ดังแสดงใน
ตารางท่ี 8 เม่ือพิจารณาร่วมกับ HSQC spectrum ระบุได้ว่าโครงสร้างสารน้ีประกอบด้วย methyl 
carbon 3 อะตอม  methylene carbon 4 อะตอม  methine carbon 8 อ ะตอม  quaternary carbon            
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1 อ ะตอม  oxygenated tertiary carbon 2 อ ะตอม  แล ะ  carbonyl carbon 1 อะตอม  (δC 213.1)         
[ในจ านวนน้ีเป็น glucosyl carbon 6 อะตอม (δC 102.8, 78.2, 78.1, 75.3, 71.7 และ 62.9)] 

เม่ือเปรียบเทียบ 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 8 กับ  EH 7 พบมีลักษณะ
สัญญาณคลา้ยกัน ยกเวน้มีการเพิ่มขึ้นของสัญญาณท่ีช่วง δH 3.18-4.34 ซ่ึงเป็นลักษณะสัญญาณ
โปรตอนของหมู่ glucosyl  ท่ีเกาะท่ีต าแหน่ง C-9 โดยยนืยนัไดจ้าก HMBC spectrum ท่ีแสดง cross-
peaks ระหวา่ง H-1ʹ [δH 4.34 (d, J = 7.8 Hz)]/C-9 (δC 78.0)  

การก าหนดค่ า chemical shift แต่ละต าแหน่ งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง
สารประกอบ EH 8 อาศยัขอ้มูลเพิ่มเติมจาก 2D NMR ร่วมกบัการเปรียบเทียบขอ้มูล 1H และ 13C- 
NMR ท่ีมีรายงานไวข้องสารประกอบ spionoside B (Calıs et al., 2002) ซ่ึงมีค่าคลา้ยกนั ดังแสดง
ในตารางท่ี 8 

จากขอ้มูลดังกล่าว ท าให้ทราบได้ว่าสารประกอบ EH 8 มีโครงสร้างทางเคมีท่ีมี planar 
structure เหมือนกบัสารประกอบ spionoside B  (Calis et al., 2002) 

เม่ือเปรียบเทียบค่า optical rotation ของสารประกอบ EH 8; [α]D
23 +4.08 (c 0.91, MeOH) 

ซ่ึงเป็นค่า positive และของสารประกอบ spionoside B ท่ีมีรายงานค่าไวเ้ท่ากับ [α]D
20-51.2 (c 2.0, 

MeOH) เป็นค่า negative และรายงานสเตอริโอเคมีเป็น (1R, 5R, 6S, 7E, 9S) (Calıs et al., 2002) 
พบว่ามีความไม่สอดคล้องกัน แต่มีความสอดคล้องกับของสารประกอบ EH 7; [α]D

23 +15.37        
(c 0.24, MeOH)  ดังนั้ นจึงสรุปว่าสารประกอบ EH 8 มีสเตอริโอเคมี เป็น (1S, 5S, 6S, 7E, 9S) 
เหมือนกบัสารประกอบ EH 7   

สรุปไดว้่า สารประกอบ EH 8 เป็นสารอนุพนัธ์กลุ่ม megastigmane ท่ีมีโครงสร้างสเตอริโอ- 
เคมีเป็น (1S, 5S, 6S, 7E, 9S) ดงันั้นสารประกอบ EH 8 จึงเป็นสารท่ีไม่เคยมีรายงานมาก่อน และให้
ช่ือวา่ (1S,5S,6S,7E,9S)-drummondol-9-O-β-D-glucopyranoside   

 
 

 
สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 8 
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ตารางท่ี 8 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H และ 13C-NMR ของสารประกอบ spionoside B 
กบัสารประกอบ EH 8 และขอ้มูล HMBC ของสารประกอบ EH 8 

 
Position 

spionoside B (DMSO-d6)*  สารประกอบ EH 8 (CD3OD) 
δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type HMBC 

1 -  48.0, C  - 47.0, C - 
2 2.63 dd (17.7,2.3) 

2.21 dd (17.7,2.3) 
52.1, CH2  2.77 d (17.1) 

2.19 d (17.1) 
51.6, CH2 C-1, 4, 5, 6, 11, 12 

3 - 209.0, C  - 213.1, C - 
4 2.70 d (17.7) 

2.27 dd (17.7,2.3) 
53.2, CH2  2.74 d (17.3) 

2.25 d (17.3) 
52.1, CH2 C- 3, 5, 6,11, 13 

5 - 86.1, C  - 85.4, C - 
6 - 81.1, C  - 81.3, C - 
7 6.21 d (15.5) 128.0, CH  5.89 d (15.7) 130.7, CH C-6, 8, 9 
8 5.88 dd (15.5, 6.4) 135.3, CH  6.05 dd (15.7, 6.4) 135.2, CH C-6, 7, 9, 10  
9 4.48 dq (6.4, 6.5) 72.3, CH  4.48 quint (6.4) 78.0, CH C-7, 8, 10, 1ʹ 
10 1.20 d (6.5) 22.5, CH3  1.34 d (6.4) 21.6, CH3 C-8, 9 
11 3.72  dd (7.5, 2.3) 

3.48  d (7.5) 
76.8, CH2  3.80 dd (8.9, 2.6) 

3.73 d (8.9) 
77.6, CH2 C-1, 2, 5, 6, 12 

12 0.82 s 15.5, CH3  0.96 s 18.3, CH3 C-1, 2, 6, 11 
13 1.05 s 19.4, CH3  1.06 s 21.9, CH3 C-4, 5, 6 
1ʹ 4.12 d (7.3) 100.0, CH  4.34 d (7.8 ) 102.8, CH C-9 
2ʹ 2.95a  73.5, CH  3.18 t (7.8) 75.3, CH C-1ʹ, 3ʹ, 6ʹ 

3ʹ 3.05 t (9.0) 77.0, CH  3.23b 78.1, CH C-2ʹ, 4ʹ 

4ʹ 2.99 t (9.0) 70.4, CH  3.23b  71.7, CH C-3ʹ, 5ʹ 

5ʹ 2.97a  77.3, CH  3.33c 78.2, CH C-3ʹ 

6ʹ 3.63a  
3.38 dd (11.8, 5.0) 

61.3, CH2  3.87 d (11.7) 
3.63 dd (11.7, 3.0) 

62.9, CH2 C-2ʹ, 5ʹ 

a, boverlapped signals. 
cobscured by the solvent signal. 
*(Calıs et al., 2002)       
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4.10 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 9 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 9  
สารประกอบ EH 9 ลกัษณะของแขง็สีขาว น ้ าหนกั 12.2 มิลลิกรัม โดยแยกจาก Fr.16-17/28 

(3.26 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกได้ด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีของสารสกัดชั้น CH2Cl2 (60.00 
กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 8   

โดยเม่ือน า Fr. 16-17/28 มาผ่านการแยกบน silica gel ดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีสองคร้ัง 
โดยใช้ตัวพาระบบ Hexane-EtOAc (70:30 - 20: 80) ได้สารทั้ งหมด 18 ส่วนย่อย (Fr. 1-18/7)          
น า Fr. 15/7 (210.3 มิลลิกรัม) มาแยกต่อด้วยตัวพาระบบ Hexane-EtOAc (60:40) ได้สารทั้งหมด     
12 ส่วนย่อย (Fr. 1-12/13) ตามล าดับ จากนั้นน า Fr. 5/13 (25.3 มิลลิกรัม) ตกผลึกใหม่ด้วยระบบ 
CH2Cl2–MeOH (6:4) แล้วพิ สูจน์ เอกลักษณ์โดยอาศัยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี พบว่าเป็น
สารประกอบบริสุทธ์ิ EH 9 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 9  
สารประกอบ EH 9 ลกัษณะของแข็งสีขาว น ้ าหนกั 12.2 มิลลิกรัม จุดหลอมเหลว 214-216 ºC 

[lit. mp = 220-222 ºC] (Li et al., 1990) 
FTIR-spectrum แสดงแถบดูดกลืนแสงท่ี max 3329, 3232 cm-1 (O-H stretching) ของหมู่ 

hydroxyl ท่ี max 2931 และ 2867 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กับ methylene ท่ี max 1449, 1384, 
1363, 1258 และ  1148 cm-1 (C-H bending) ของ methyl กับ  methylene ท่ี  max 1092, 1071, 1045 
และ 1025 cm-1 (C-O stretching) ของหมู ่hydroxyl  

Mass spectrum แ ส ด ง  pseudomolecular ion peak ท่ี  m/z 345.2402 [M+Na]+ (calcd for 
C20H34O3Na, 345.2397) ดงันั้นสูตรโมเลกุลท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบ EH 9 คือ C20H34O3 

13C-NMR spectrum ปรากฏเส้นสัญญาณของคาร์บอนทั้ งหมด 20 อะตอม เม่ือพิจารณา
ร่วมกับ  HSQC spectrum ระบุได้ว่าโครงสร้างสารน้ีประกอบด้วย methyl carbon 3 อะตอม  
methylene carbon 9 อ ะ ต อ ม  methine carbon 4  อ ะ ต อ ม  quaternary carbon 3 อ ะ ต อ ม  แ ล ะ 
oxygenated tertiary carbon 1 อะตอม (δC 81.5)  

สารประกอบ EH 9 แสดงลักษณะสัญญาณของ 1H และ 13C-NMR spectrum คล้ายกับ
โครงสร้างหลกัของสารกลุ่ม ent-kaurane diterpenoid ดังแสดงในตารางท่ี 9 จากขอ้มูล 1H-NMR 
rasonances ปรากฎสัญญาณของ oxymethylene proton ท่ี δH 3.69 (d, J = 11.0 Hz) และ 3.58 (d, J = 
11.0 Hz) รวมทั้งสัญญาณ high field ของ oxymethine proton ท่ี δH 3.13 (dd, J =10.7, 5.6 Hz) และ
สัญญาณของ 3 methyl protons แบบ singlet ท่ี  δH 0.96, 0.91 และ 0.71 นอกจาก น้ี  13C-NMR 
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spectrum ยงัปรากฎสัญญาณของ oxymethylene carbon ท่ี δC 65.9, oxymethine carbon ท่ี δC 78.8 
และ oxygenated tertiary carbon ท่ี δC 81.5  

การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง
สารประกอบ EH 9 อาศัยข้อมูลเพิ่มเติมจาก 2D NMR ร่วมกับการเปรียบเทียบข้อมูล 1H และ            
13C-NMR ท่ีมีรายงานไว้ของสารประกอบ  ent-kaurane-3β,16β,17-triol (Li et al., 1990) ซ่ึงมีค่า
ใกลเ้คยีงกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 9 

จากข้อมูลดังกล่าว ท าให้ทราบว่าสารประกอบ EH 9 มีโครงสร้างทางเคมีท่ีมี planar 
structure เหมือนกับสารประกอบ ent-kaurane-3β,16β,17-triol (Dou et al., 2010; Li et al., 1990; Qiu 
et al., 2008; Wu et al., 1995)  

เม่ือเปรียบเทียบค่า optical rotation ของสารประกอบ EH 9; [α]D
31 -14.77 (c 0.09, MeOH) 

และของสารประกอบ ent-kaurane-3β,16β,17-triol ท่ีมีรายงานค่าไว้เท่ากับ [α]D
28 -38.89 (c 0.36, 

pyridine) (Li et al., 1990) พบเป็นค่า negative เหมือนกัน นั่นแสดงว่าสารประกอบ EH 9 ต้องมี   
สเตอริโอเคมีในรูปแบบท่ีเหมือนกบัสารประกอบ ent-kaurane-3β,16β,17-triol  

สรุปได้ว่า สารประกอบ EH 9 เป็นสารอนุพันธ์กลุ่ม ent-kaurane ซ่ึงเป็นสารประเภท 
diterpene ท่ี มี ช่ื อว่ า  ent-kaurane-3β,16β,17-triol ซ่ึ ง เคย มี รายงานการแยกจากต้น  Artemisia 
sacrorum (Li et al., 1990) และ Smallantus sonchifolius (Dou et al., 2010) 

 

 
 

สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 9 
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ตารางท่ี 9 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H และ 13C-NMR ของสารประกอบ  
ent-kaurane-3β,16β,17-triol กบัสารประกอบ EH 9 และขอ้มูล HMBC ของ   
สารประกอบ EH 9 

 
Position 

ent-kaurane-3β,16β,17-triol*  สารประกอบ EH 9 (CDC3+ 2 drops CD3OD) 
δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type HMBC 

1 1.64 dt (13.0, 5.0) 
0.77 dt (13.0, 5.0) 

39.1, CH2  1.75 dt (13.2, 3.5) 
0.82 dddd (12.2, 11.3, 6.8, 5.5)  

38.4, CH2 C-3, 5, 20 

2 1.76 m 
1.60 m 

28.3, CH2  1.59 m 
 

26.9, CH2 C-4, 10 

3 3.31 dt (11.0, 5.5) 78.2, CH  3.13 dd (10.7, 5.6) 78.8, CH C-1, 18, 19 
4 - 39.5, Ca  - 38.6, C - 
5 0.66 dd (12.0, 2.0) 55.5, CH  0.69 dd (11.7, 1.8) 54.8, CH C-1, 4, 10, 20 
6 1.42 m 

1.26 m  
20.7, CH2  1.52 m 

1.32 m  
20.0, CH2 - 

7 1.60 m 
1.42 m 

42.7, CH2  1.59 m 
1.42 m 

41.7, CH2 C-14 

8 - 44.8, C  - 44.3, C - 
9 0.86 d (8.2) 57.1, CH  0.91b  56.3, CH C-1, 5, 10, 15 
10 - 39.5, Ca  - 38.9, C - 
11 1.46 m 18.9, CH2  1.48 m 18.2, CH2  
12 1.76 m 

1.48 m 
26.9, CH2 

 
 1.49 m 

 
26.0, CH2 

 
 
 

13 2.35 m 46.1, CH  1.98 br s 45.1, CH  
14 1.92 dd (12.0, 4.0) 

1.86 d (12) 
37.8, CH2  1.87 br d (11.6) 

1.51 d (10.1) 
37.0, CH2 C-15, 16 

15 1.76 m 
1.58 m 

54.0, CH2  1.49 m 
1.38 m 

52.6, CH2 C-7, 9, 16 

16 - 81.7, C  - 81.5, C - 
17 4.22 dd (10.5, 4.5) 

3.94 dd (10.5, 4.5) 
66.6, CH2  3.69 d (11.0) 

3.58 d (11.0) 
65.9, CH2 C-13, 16 

18 1.08 s 29.0, CH3  0.91 sb 28.1, CH3 C-3, 4, 5, 19 
19 0.91 s 18.2, CH3  0.71 s 15.3, CH3 C-3, 4, 5, 18 
20 0.91 s 16.4, CH3  0.96 s 17.6, CH3 C-4, 5, 9, 10 
a, bOverlapped signals. 
*(Li et al., 1990) 
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4.11 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 10 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 10   
สารประกอบ EH 10 ลักษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้ าหนัก 6.8 มิลลิกรัม โดยแยกจาก      

Fr. 19/7 (15.23 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกได้ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีของสารสกัดชั้น 
MeOH (492.50 กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 12  

โดยเม่ือน า Fr. 19/7 (15.23 กรัม) มาแยกดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้
ตวัพาระบบ 100% CH2Cl2 จนถึง CH2Cl2-MeOH (80:20) ไดส้ารทั้งหมด 12 ส่วนย่อย (Fr. 1-12/35)          
จากนั้นน า Fr. 9/35 (222.6 มิลลิกรัม) มาแยกด้วยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel อีก 4 คร้ัง 
โดยใช้ตวัพาระบบของ Hexane-CH2Cl2 (30:70)  จนถึง 100% CH2Cl2 ได้สารทั้งหมด 8 ส่วนย่อย  
(Fr. 1-8/43) จากนั้นน า Fr. 7-8/43 (118.7 มิลลิกรัม) มาแยกดว้ยตวัพาระบบ Hexane-EtOAc (85:15-
70:30) ไดส้ารทั้งหมด 6 ส่วนยอ่ย (Fr. 1-6/49) น า Fr. 3-4/49 (59.5 มิลลิกรัม) มาแยกดว้ยตวัพาระบบ   
Hexane-CH2Cl2 (30:70) จนถึง CH2Cl2-MeOH (90:10) ได้สารทั้ งหมด 6 ส่วนย่อย  (Fr. 1-6/50)        
น า Fr. 2-4/50 (19.5 มิลลิกรัม) มาแยกซ ้ าด้วยตัวพาระบบ CH2Cl2-MeOH (99.8:0.2-90:10) ได้สาร
ทั้งหมด 7 ส่วนย่อย (Fr. 1-7/54) เม่ือน า Fr. 3/54 (6.8 มิลลิกรัม) มาพิสูจน์เอกลักษณ์โดยอาศัยข้อมูล
ทางสเปกโทรสโกปี พบวา่เป็นสารประกอบบริสุทธ์ิ EH 10 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 10   
สารประกอบ EH 10 ลกัษณะของเหลวหนืดไม่มีสี น ้าหนกั 6.8 มิลลิกรัม  
FTIR-spectrum แส ดงแถบ ดูดก ลืน แส ง ท่ี  max 3422 cm-1 (O-H stretching) ของห มู่ 

hydroxyl ท่ี max 2952, 2925 และ 2867 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กับ methylene ท่ี max 1733, 
1722 cm-1 (C=C stretching) ของ alkene ท่ี  max 1461,  1378, 1263 และ  1168 cm-1 (C-H bending) 
ของ methyl กับ methylene ท่ี max 1090 และ 1057 cm-1 (C-O stretching) ของหมู่ hydroxyl ท่ี max 
953, 905 และ 736 cm-1 (C-H out of plane bending) ของ alkene  

Mass spectrum แ ส ด ง  pseudomolecular ion peak ท่ี  m/z 335.2918 [M+Na]+ (calcd for 
C20H40O2Na, 335.2916) ดงันั้นสูตรโมเลกุลท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบ EH 10 คือ C20H40O2 

13C-NMR spectrum แสดงสัญญาณของคาร์บอนทั้งหมด 20 อะตอม เม่ือพิจารณาร่วมกบั 
HSQC spectrum ระบุได้ว่าโครงสร้างสารน้ีประกอบด้วย methyl carbon 4 อะตอม  methylene 
carbon 11 อ ะตอม  methine carbon 4 อ ะตอม  แล ะ  quaternary carbon 1 อ ะตอม  (โด ย เป็ น 
oxymethylene carbon 1 อะตอม และ oxymethine carbon 1 อะตอม) 
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สารประกอบ EH 10 ให้สัญญาณของ 1H-NMR rasonances ดังแสดงในตารางท่ี 10 โดย
ปรากฏค่าสัญญาณของ methyl proton ของ CH3-CH ท่ี δH 0.84 (d, J = 6.6 Hz), 0.84 (d, J = 6.6 Hz), 
0.83 (d, J = 6.0 Hz) และ 0.82 (d, J = 6.4 Hz) สัญญาณของ oxymethine proton ท่ี δH 4.18 (dd, J = 7.1, 
3.2 Hz) สัญญาณของ oxymethylene proton ท่ี δH 3.68 (dd, J = 11.2, 3.2 Hz) และ 3.51 (dd, J = 11.2, 
7.2 Hz) สัญญาณ broad singlet ของ terminal methylene proton ท่ี  δH 4.95 และ 5.11โดยมีข้อมูล 
HMBC spectrum ท่ีแสดง cross-peaks ระหว่าง H-17 (δH 4.95, 5.11)/C-1 (δC 65.6), C-2 (δC 74.9), 
C-3 (δC 148.6), C-4 (δC 32.9); H-16 (δH 0.84)/C-14 (δC 39.3), C-15 (δC 27.9), C-20 (δC 22.7);    
H-18 (δH 0.83)/C-6 (δC 36.7), C-7 (δC 32.6), C-8 (δC 37.4) แล ะ  H-19 (δH 0.82)/C-10 (δC 37.2),  
C-11 (δC 32.7), C-12 (δC 36.8)   

การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง
สารประกอบ EH 10 อาศยัขอ้มูลเพิ่มเติมจาก 2D NMR spectra ร่วมกับการเปรียบเทียบขอ้มูล 1H 
และ 13C-NMR ท่ีมีรายงานไวข้องสารประกอบ 7,11,15-trimethyl-3-methylene-hexadecan-1,2-diol 
(Urones et al., 1987)  ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 10 

สรุปได้ว่า สารประกอบ EH 10 คือ  7,11,15-trimethyl-3-methylene-hexadecan-1,2-diol      
ซ่ึงเป็นสารประเภท diterpene ท่ีมีหมู่ diol และ terminal olefin และเคยมีรายงานการแยกจากต้น 
Senecio gallicus (Urones et al., 1987) และ Eupatorium fortunei (Jiang et al., 2006) 

 

 
 

สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 10 
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ตารางท่ี 10 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H และ13C-NMR ของสารประกอบ 
  7,11,15- trimethyl-3-methylene-hexadecan-1,2-diol กบัสารประกอบ EH 10 
  และขอ้มูล HMBC ของสารประกอบ EH 10 

 
 
Position 

7,11,15-trimethyl-3-methylene-hexadecan- 
1,2-diol* 

 
 สารประกอบ EH 10 (CDCl3) 

δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type HMBC 
1 3.69 dd (11.23, 3.42) 

3.57 dd (11.23, 7.32) 
65.75, CH2  3.68 dd (11.2, 3.2) 

3.51 dd (11.2, 7.2) 
65.6, CH2 C-2, 3 

2 4.21 dd  (11.23, 3.42) 75.12, CH  4.18 dd  (7.1, 3.2) 74.9, CH C-1, 3, 4, 17 
3  148.86, C   148.6, C - 
4  33.07, CH2   32.9, CH2 C-2, 3, 17 
5  25.64, CH2   25.4, CH2  
6  36.89, CH2   36.7, CH2  
7  32.77, CH   32.6, CH  
8  37.50, CH2   37.4, CH2  
9  24.52, CH2   24.4, CH2  
10  37.48, CH2   37.2, CH2  
11  32.86, CH   32.7, CH  
12  37.36, CH2   36.8, CH2  
13  24.82, CH2   24.7, CH2  
14  39.45, CH2   39.3, CH2 C-15, 16, 20 
15  28.02, CH   27.9, CH C-4, 16, 20 
16 0.86 d (6.59) 22.63, CH3  0.84 d (6.6) a 22.6, CH3 C-14, 15, 20 
17 5.13 s 

4.98 s 
110.61, CH2   5.11 br s 

4.95 br s 
110.5, CH2 C-1, 2, 3, 4 

18 0.85 d (6.35) 19.77, CH3  0.83 d (6.0) 19.7, CH3 C-6, 7, 8 
19 0.84 d (6.35) 19.73, CH3   0.82 d (6.4) 19.6, CH3 C-10, 11, 12 
20 0.86 d (6.59) 22.72, CH3   0.84 d (6.6) a 22.7, CH3 C-14, 15, 16 
aOverlapped signals. 
*(Urones et al., 1987) 
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4.12 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 11 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 11  
สารประกอบ EH 11 ลกัษณะของแข็งสีขาว น ้ าหนัก 6.4 มิลลิกรัม โดยแยกจาก Fr.9/28 

(2.25 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกได้ด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีของสารสกัดชั้น CH2Cl2 (60.00 
กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 6  

โดยเม่ือน า Fr. 9/28 (2.25 กรัม) มาแยกต่อดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้
ตัวพาระบบ Hexane-CH2Cl2 (50:50) จนถึง CH2Cl2-MeOH (90:10) ได้สารทั้ งหมด 21 ส่วนย่อย  
(Fr. 1-21/9) น า Fr. 10-11/9 (64.7 มิลลิกรัม) มาแยกดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้
ตัวพาระบบ Hexane-EtOAc (98:2-95:5) แยกสารได้ทั้ งหมด 12 ส่วนย่อย (Fr. 1-12/14) เม่ือน า 
Fr.10/14 (6.4 มิลลิกรัม) มาพิสูจน์เอกลักษณ์โดยอาศัยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี พบว่าเป็น
สารประกอบบริสุทธ์ิ EH 11 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 11  
สารประกอบ EH 11 ของแข็งสีขาว น ้ าหนัก 6.4 มิลลิกรัม จุดหลอมเหลว 210-212 ºC            

[lit. mp = 210-212 ºC] (El-Seedi, 2005)   
FTIR-spectrum แส ดงแถบ ดูดก ลืน แส ง ท่ี  max 3286 cm-1 (O-H stretching) ของห มู่ 

hydroxyl ท่ี max 2917 และ 2848 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กบั methylene ท่ี max 1734 cm-1 

(C=C stretching) ของ alkene ท่ี max 1471, 1462, 1380, 1260 และ 1161 cm-1 (C-H bending) ของ 
methyl กับ methylene ท่ี max 1059 และ 1031 cm-1 (C-O stretching) ของหมู่ hydroxyl ท่ี max 874, 
800, 729, 658 และ 623 cm-1 (C-H out of plane bending) ของ alkene  

Mass spectrum แสดง pseudomolecular ion peak ท่ี m/z 427.3934 [M+H]+  (calcd for C30H51O, 
427.3927) ดงันั้นสูตรโมเลกุลท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบ EH 11 คือ C30H50O 

13C-NMR spectrum ใน CDCl3 ปรากฏเส้นสัญญาณของคาร์บอนทั้ งหมด 30 อะตอม            
ดงัแสดงในตารางท่ี 11 เม่ือพิจารณาร่วมกบั HSQC spectrum ระบุไดว้่าโครงสร้างสารน้ีประกอบดว้ย 
methyl carbon 8 อะตอม   methylene carbon 10 อะตอม  methine carbon 5 อะตอม  (โดยเป็น 
oxymethine carbon 1 อะตอม) และ quaternary carbon 7 อะตอม  

1H-NMR spectrum ใน CDCl3 แสดงสัญญาณ singlet ของ methyl proton 8 สัญญาณท่ี δH 
1.13, 1.11, 1.06, 1.02, 0.98, 0.96, 0.92 และ 0.83 ซ่ึงบ่งช้ีได้ว่าเป็นสารกลุ่ม triterpenoid รวมทั้งมี
สัญญาณ  broad triplet ของ cabinolic proton ท่ี δH 3.44 (J = 2.8 Hz) สัญญาณ  broad doublet ของ 
olefinic proton ท่ี δH 5.61 (J = 6.0 Hz) และสัญญาณของ olefinic carbon ท่ี δC 122.1 และ 141.5  
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การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง
สารประกอบ EH 11 อาศัยข้อมูลเพิ่มเติมจาก 2D NMR spectra ร่วมกับการเปรียบเทียบข้อมูล             
1H และ 13C-NMR ท่ี มีรายงานไว้ของสารประกอบ  glut-5-en-3β-ol  (El-Seedi, 2005)  ซ่ึงมีค่า
ใกลเ้คียงกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 11 
 สรุปได้ว่า สารประกอบ EH 11 คือ glut-5-en-3β-ol ซ่ึงเป็นสารประเภท triterpene และ   
เคยมีรายงานการแยกจากตน้ Artocarpus champeden (Achmad et al., 1996) 
 
 

 
 

สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 11 
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ตารางท่ี 11 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H และ13C-NMR ของสารประกอบ 
 glut-5-en-3β-ol กบัสารประกอบ EH 11 และขอ้มูล HMBC ของสารประกอบ EH 11 
 
Position 

glut-5-en-3β-ol*  สารประกอบ EH 11 (CDCl3) 
δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type HMBC 

1  23.56, CH2  1.52, 1.47 18.2, CH2  

2  18.13, CH2  1.85, 1.67 27.8, CH2  

3 3.45 t (3.0) 76.17, CH  3.44 br t (2.8) 76.3, CH C-1, 5  

4  39.25, C  - 40.8, C - 

5  141.58, C  - 141.5, C - 

6 5.60 d (5.6) 121.94, CH  5.61 br d (6.0)  122.1, CH C-4, 7, 8, 10 

7  27.74, CH2  2.00, 1.86 23.6, CH2  

8  42.96, CH  1.50 47.4, CH  

9  34.79, C  - 34.6, C - 

10  49.65, CH  2.09 49.6, CH - 

11  34.56, CH2  1.84, 1.67 27.8, CH2  

12  30.33, CH2  1.33 30.3, CH2  

13  37.77, C  - 37.8, C - 

14  40.75, C  - 38.9 C - 

15  32.04, CH2  1.47, 1.26 31.9, CH2  

16  35.94, CH2  1.53, 1.36 36.0, CH2  

17  30.04, C  - 30.1, C - 

18  47.40, CH  1.56 43.0, CH  

19  35.06, CH2  1.52, 1.36 35.0, CH2  

20  28.23, C  - 28.2, C - 
21  33.03, CH2  1.46, 1.23 33.1, CH2  

22  38.92, CH2  1.53, 0.91 38.9, CH2  

23 1.10 s 28.91, CH3  1.11 s a 25.4, CH3
c C-3, 4, 5, 24 

24 1.05 s 25.44, CH3  1.02 s a 28.9, CH3
c C-3, 4, 5, 6, 23 

25 0.85 s 16.17, CH3  0.83 s 16.2, CH3 C-8, 9, 10 

26 1.08 s 18.42, CH3  1.06 s  19.6, CH3 C-8, 13, 14, 15 

27 0.99 s 19.64, CH3  0.98 s 18.4, CH3 C-12, 13, 14, 18 

28 1.16 s 32.36, CH3  1.13 s 32.0, CH3 C-16, 17, 18, 22  

29 0.94 s 34.56, CH3  0.92 s b 34.5, CH3
 d C-19, 20, 21, 30 

30 0.98 s 32.04, CH3  0.96 s b 32.4, CH3
 d C-19, 20, 21, 29 

a-dInterchangeable signals.           *(El-Seedi, 2005) 
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4.13 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 12 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 12   
สารประกอบ EH 12 ลกัษณะของแขง็สีขาว น ้าหนกั 2.5 มิลลิกรัม โดยแยกจาก Fr. 20-21/7 

(14.21 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกได้ด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีของสารสกดัชั้น MeOH (492.50 
กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 13  

โดยเม่ือน า Fr. 20-21/7 มาแยกต่อด้วยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตวัพา
ระบบ  100% CH2Cl2 จนถึง CH2Cl2-MeOH (88:12) ได้สารทั้ งหมด 19 ส่วนย่อย  (Fr. 1-19/12)       
น า Fr. 15/12 (379.8 มิลลิกรัม) มาแยกดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใชต้วัพาระบบ 
CH2Cl2-MeOH (99:1-96:4) แยกสารได้ทั้งหมด 7 ส่วนย่อย (Fr. 1-7/28) น า Fr.6/28 (29.7 มิลลิกรัม) 
มาท าให้บริสุทธ์ิยิ่งขึ้นโดยตกผลึกใหม่ด้วยตวัท าละลายระบบ CH2Cl2–MeOH (6:4) แลว้พิสูจน์
เอกลกัษณ์โดยอาศยัขอ้มูลทางสเปกโทรสโกปี พบวา่เป็นสารประกอบบริสุทธ์ิ EH 12 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 12  

              สารประกอบ EH 12 ของแข็งสีขาว น ้ าหนัก 2.5 มิลลิกรัม จุดหลอมเหลว 245-247 ºC           
[lit. mp = 245-246 ºC] (Shi et al., 2008) 

FTIR-spectrum แสดงแถบดูดกลืนแสงท่ี max 3288 cm-1 (O-H stretching) ของหมู่ hydroxyl 
ท่ี  max 2930 และ  2862 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กับ  methylene ท่ี  max 1658 cm-1 (C=C 
stretching) ของ alkene ท่ี  max 1462, 1438, 1380, 1366, 1323, 1303, 1276, 1161 และ 1114 cm-1      
(C-H bending) ของ methyl กบั methylene ท่ี max 1088, 1056 และ 1034 cm-1 (C-O stretching) ของ
หมู่ hydroxyl ท่ี max 965, 931, 862 และ 843 cm-1 (C-H out of plane bending) ของ alkene  

Mass spectrum แ ส ด ง  pseudomolecular ion peak ท่ี  m/z 453.3703 [M+Na]+  (calcd for 
C29H50O2 Na, 453.3696) ดงันั้นสูตรโมเลกุลท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบ EH 12 คือ C29H50O2 

13C-NMR spectrum (100 MHz, CDCl3) ปรากฏเส้นสัญญาณของคาร์บอนทั้ งหมด 29 
อะตอม ดังแสดงในตารางท่ี 12 เม่ือพิจารณาร่วมกับ HSQC spectrum ระบุได้ว่าโครงสร้างสารน้ี
ประกอบด้วย methyl carbon 6 อะตอม methylene carbon 10 อะตอม methine carbon 10 อะตอม 
(โดยเป็น oxymethine carbon 2 อะตอม) และ quaternary carbon 3 อะตอม  
  1H-NMRspectrum (400 MHz, CDCl3) ปรากฏค่าสัญญาณของโปรตอนท่ีต าแหน่งต่างๆ  
ดงัแสดงในตารางท่ี 12 ซ่ึงมีรูปแบบชุดสัญญาณท่ีเป็นลกัษณะเฉพาะของสาร stigmast-4-en-3α,6β-
diol โดยปรากฏสัญญาณของ 6 methyl proton ท่ี δH 0.61 (s), 1.23 (s), 0.79 (d, J = 7.0 Hz), 0.80        
(d, J = 7.2 Hz), 0.84 (t, J = 7.5 Hz) และ 0.90 (d, J = 6.5 Hz) สัญญาณของ 2 oxymethine proton       
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2 ต าแหน่ง ท่ี δH 4.15 (ddd, J = 8.0, 6.1, 1.5 Hz) และ 4.21 (t, J = 2.7 Hz) และสัญญาณของ olefinic 
methine proton ท่ี δH 5.52 (br s)  

การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H และ 13C-NMR ของโครงสร้าง
สารประกอบ EH 12 อาศยัการเปรียบเทียบขอ้มูล 1H และ 13C-NMR ท่ีมีรายงานไวข้องสารประกอบ 
stigmast-4-en-3α,6β-diol (Shi et al., 2008)  ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 12 

สรุปไดว้่า สารประกอบ EH 12 คือ stigmast-4-en-3α,6β-diol ซ่ึงเป็นสารประเภท sterol
และเคยมีรายงานมาก่อนจากตน้ Chaetomorpha basiretorsa Setchell (Shi et al., 2008) 

 
 
 

 
 

สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 12 
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ตารางที่ 12 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H และ13C-NMR ของสารประกอบ 
                   stigmast-4-en-3α,6β-diol กบัสารประกอบ EH 12 และขอ้มูล HMBC  
                   ของสารประกอบ EH 12 
 
Position 

stigmast-4-en-3α,6β-diol*  สารประกอบ EH 12 (CDCl3) 
δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type HMBC 

1  37.1, CH2  1.67 dt (9.4, 4.3), 1.26 m 36.8, CH2 C-3, 5, 19 
2  29.5, CH2  1.92 dt (8.3, 3.0), 1.23 m 29.3, CH2 C-10 
3 4.25 s 74.5, CH  4.15 ddd (8.0, 6.1, 1.5) 68.0, CH C-5 
4 5.56  br s 128.9, CH  5.52 br s 128.7, CH  C-2, 6, 10 
5 - 147.9, C  - 147.7, C - 
6 4.19 br s  68.2, CH  4.21 t (2.7) 74.3, CH C-4, 8, 10 
7  40.1, CH2  1.89 dd (12.5, 3.2) 

1.12 dd (12.5, 5.9) 
39.1, CH2 C-5, 6, 9, 14  

8  30.5, CH  1.85 dd (11.5, 3.5) 30.2, CH C-6, 9, 13, 14 
9  54.5, CH  0.72 m  54.2, CH C-7, 8, 12, 19 
10 - 37.0, C  - 36.7, C - 
11  21.2, CH2  1.43 m, 0.91a 20.9, CH2 C-8, 9, 12, 13, 14 
12  39.8, CH2  1.99 dt (12.6, 3.3) 39.8, CH2  C-9, 11, 13, 14 
13 - 42.8, C  - 42.6, C - 
14  57.6, CH  1.06 m b, 0.95 m c 56.1, CH d  
15  24.4, CH2  1.50-1.58 m 24.2, CH2  
16  28.4, CH2  1.79 m, 1.23 m 28.2, CH2  
17  56.4, CH  1.06 m b, 0.95 m c 56.1, CH d  
18 0.71 s 12.3, CH3  0.61 s 12.0, CH3 C-12, 13, 14 
19 1.54 s 21.7, CH3  1.23 s 21.5, CH3 C-1, 9, 10 
20  36.5, CH  1.33 m 36.1, CH C-21 
21 1.23 s 19.0, CH3  0.90 d (6.5) a 18.7, CH3 C-17, 20, 22 
22  34.2 CH2  1.30 m, 1.00 m  33.9, CH2  
23  26.8 CH2  1.31 m, 1.15 m 26.1, CH2  
24  46.4, CH  0.91 m a 45.8, CH  
25  29.3, CH  1.62 m 29.1, CH C-23, 24, 28 
26 0.80-0.93 m 19.8, CH3  0.79 d (7.0) 19.8, CH3 C-24, 25, 27 
27 0.80-0.93 m 19.2, CH3  0.80 d (7.2) 19.0, CH3 C-24, 25, 26 
28  23.3, CH2  1.21 m 23.1, CH2  
29 0.80-0.93 m 12.5, CH3  0.84 t (7.5) 12.1, CH3 C-24, 28 
a-dOverlapped signals. 
*(Shi et al., 2008) 
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4.14 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 13 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 13  
สารประกอบ EH 13 ลกัษณะของแข็งสีขาว น ้ าหนกั 30.2 มิลลิกรัม โดยแยกจาก Fr. 20-21/7 

(14.21 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกได้ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีของสารสกัดชั้น MeOH 
(492.50 กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 13  

โดยเม่ือน า Fr. 20-21/7 (14.21 กรัม) มาแยกต่อด้วยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel 
โดยใชต้วัพาระบบ 100% CH2Cl2 จนถึง CH2Cl2-MeOH (88:12) ไดส้ารทั้งหมด 19 ส่วนย่อย (Fr. 1-19/12) 
น า Fr.6/12  (41.7 มิลลิกรัม) มาท าให้บริสุทธ์ิยิ่งขึ้ น โดยตกผลึกใหม่ด้วยตัวท าละลายระบบ 
CH2Cl2–MeOH (6:4) แล้วพิ สูจน์ เอกลักษณ์โดยอาศัยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี  พบว่าเป็น
สารประกอบบริสุทธ์ิ EH 13 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 13  
สารประกอบ EH 13 ของแข็งสีขาว น ้ าหนัก 30.2 มิลลิกรัม จุดหลอมเหลว 107-109 ºC    

[lit. mp 104-107 ºC] (Suriphon Singha, 2018) 
FTIR-spectrum แสดงแถบดูดกลืนแสงท่ี max 3416 และ 3277 cm-1 (O-H stretching) ของ

หมู่ hydroxyl ท่ี max 2956, 2934 และ 2866 cm-1 (C-H stretching) ของ methyl กบั methylene ท่ี max 

1642 cm-1 (C=C stretching)  ข อ ง  alkene ท่ี  max 1462, 1443, 1377, 1333, 1311, 1240, 1192 และ 
1133 cm-1(C-H bending) ของ methyl กับ methylene ท่ี  max 1052 และ 1022 cm-1 (C-O stretching) 
ของ alcohol ท่ี max 956, 925, 838, 801 และ 741 cm-1 (C-H out of plane bending) ของ alkene  

1H-NMR spectrum ใน  CDCl3 แสดงสัญญ าณ ท่ี  δH 0.65 (s), 0.79 (d, J =7.2 Hz), 0.81             
(d, J =7.0 Hz), 0.82 (t, J = 7.4 Hz), 0.89 (d, J = 6.5 Hz) และ 0.98 (s) ซ่ึงบ่งช้ีว่าเป็น side chain ของ
สารโครงสร้าง steroid รวมทั้งมีสัญญาณของ cabinolic proton ท่ี δH 3.50 (ddd, J = 15.7, 10.7, 4.6 Hz) 
และ olefinic proton ท่ี δH 5.32 (br d, J = 5.2 Hz) 

การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H-NMR ของโครงสร้างสารประกอบ 
EH 13 อาศัยการเปรียบเทียบกับข้อมูล 1H-NMR ท่ีมีรายงานไว้ของสารประกอบ  β-sitosterol 
(Suriphon Singha, 2018) ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 13 

เม่ือเปรียบเทียบขอ้มูล spectroscopic และลกัษณะทาง TLC ของสารประกอบ EH 13 กับ    
β-sitosterol ในงานวิจยัท่ีเคยแยกไดก่้อนหนา้น้ี (Suriphon Singha, 2018) พบมีความสอดคลอ้งกนั  

สรุปได้ว่า สารประกอบ EH 13 คือ β-sitosterol ซ่ึงเป็นสารประเภท sterol และมีรายงาน
การคน้พบในพืชหลายชนิด 
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สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 13 
 
 

ตารางท่ี 13 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H-NMR ของสารประกอบ β-sitosterol  
     กบัสารประกอบ  EH 13 

 
position 

β-sitosterol*  Compound EH 13 (CDCl3) 
δH (J in Hz)  δH (J in Hz) 

3 3.51 m  3.50 ddd (15.7, 10.7, 4.6) 
6 5.32 br d (5.2)  5.32 br d, (5.2) 
18 0.65 s  0.65 s 
19 0.98 s  0.98 s 
21 0.89 d (6.5)  0.89 d (6.5) 
26 0.80 d (7.0)  0.81 d (7.0) 
27 0.78 d (6.8)  0.79 d (7.2) 
29 0.81 t (7.3)  0.82 t (7.4) 

*(Suriphon Singha, 2018) 
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4.15 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 14 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 14  
สารประกอบ EH 14 ลกัษณะของแข็งสีขาว น ้ าหนัก 6.1 มิลลิกรัม โดยแยกจาก Fr. 19/7 

(15.23 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนย่อยท่ีแยกได้ด้วยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีของสารสกดัชั้น MeOH (492.50 
กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 12  

โดยเม่ือน า Fr. 19/7  มาแยกด้วยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตวัพาระบบ 
100% CH2Cl2 จนถึง CH2Cl2-MeOH (80:20) ได้สารทั้ งหมด 12 ส่วนย่อย  (Fr. 1-12/35) เม่ือน า 
Fr.12/35 (6.1 มิลลิกรัม) มาพิสูจน์เอกลักษณ์โดยอาศัยข้อมูลทางสเปกโทรสโกปี พบว่าเป็น
สารประกอบบริสุทธ์ิ EH 14 

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 14  
สารประกอบ EH 14 ลกัษณะของแข็งสีขาว น ้ าหนกั 6.1 มิลลิกรัม จุดหลอมเหลว 273-274 ºC 

[lit. mp = 265-268 ºC] (Juthamanee Youkwan, 2002) 
FTIR-spectrum แส ดงแถบ ดูดก ลืน แส ง ท่ี  max 3365 cm-1 (O-H stretching) ของห มู่ 

hydroxyl ท่ี  max 2957, 2930, 2868 แ ล ะ  2850 cm-1 (C-H stretching) ข อ ง  methyl กับ  methylene         
ท่ี  max 1639 และ 1570 cm-1 (C=C stretching) ของ alkene ท่ี  max 1462, 1367, 1255 และ 1164 cm-1   
(C-H bending) ของ methyl กบั methylene ท่ี max 1104, 1070, 1052 และ 1019 cm-1 (C-O stretching) 
ของ alcohol ท่ี max 960, 926, 800 และ 718 cm-1 (C-H out of plane bending) ของ alkene 

เม่ือเปรียบเทียบ 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 14 กับ EH 13 พบมีลักษณะ
สัญญาณคล้ายกัน ยกเวน้ช่วง chemical shift ท่ี δH 3.25 - 4.36 ซ่ึงเป็นชุดสัญญาณของ glucosyl 
group    

การก าหนดค่า chemical shift แต่ละต าแหน่งของ 1H-NMR ของโครงสร้างสารประกอบ  
EH 14 อาศยัการเปรียบเทียบกบัขอ้มูล 1H-NMR ท่ีมีรายงานไวข้องสารประกอบ β-sitosterol-3-O-
β-D-glucoside (Peshin and Kar, 2017) ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 14 

เม่ือเปรียบเทียบขอ้มูล spectroscopic และลกัษณะทาง TLC ของสารประกอบ EH 14 กับ
สารประกอบ β-sitosteryl glucopyranoside ในงานวิจัย ท่ี เคยแยกได้ก่อนหน้าน้ี  (Juthamanee 
Youkwan, 2002) พบมีความสอดคลอ้งกนั  

สรุปได้ว่า  สารประกอบ  EH 14 คือ β-sitosterol-3-O-β-D-glucoside (หรือ  β-sitosteryl 
glucopyranoside) ซ่ึงเป็นสารประเภท sterol และมีรายงานการคน้พบในพืชหลายชนิด 
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สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 14 
 
 

ตารางท่ี 14 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก1H-NMR ของสารประกอบ β-sitosterol-3-O-β-D-     
                   glucoside กบัสารประกอบ EH 14 
 
position 

β-sitosterol-3-O-β-D-glucoside *  Compound EH 14 (CDCl3+CD3OD) 
δH (J in Hz)  δH (J in Hz) 

3 2.98 m  3.52 m a 
6 5.35 t (3.6)  5.31 br d, (3.3) 
18 0.70 s  0.62 s 
19 0.94 s  0.95 s 
21 0.95 d, (6.5 )  0.87 d, (6.0 ) 
26 0.87 d, (7.0 )  0.78 d, (7.6 ) 
27 0.88 d, (7.0)  0.76 d, (8.2 ) 
29 0.97 t, (7.5 )  0.79 t, (7.6 ) 
1ʹ 4.20 d, (7.9 )  4.36 d, (7.6 ) 
2ʹ 2.89 dt (8.0, 4.5)  3.25 dd (7.2, 6.4) b 
3ʹ 3.27 dt (8.0, 4.5)  3.45 dd (7.2, 6.4) 
4ʹ 3.00 dt (8.0, 4.5)  3.27 dd (7.2, 4.5) b 
5ʹ 3.06 dt (8.0, 4.5)  3.49 m a 
6ʹ 4.55 dd (11.7, 2.5)  3.81 dd (11.9, 3.2) 
 4.40 dd (11.7, 5.2)  3.73 dd (11.9, 3.2) 
a, bOverlapped signals. 
*(Peshin and Kar, 2017) 
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4.16 ผลการวิเคราะห์หาสูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 15 
การแยกของสารประกอบบริสุทธิ์ EH 15  
สารประกอบ EH 15 ลกัษณะของแข็งสีขาว น ้ าหนัก 5.9 มิลลิกรัม โดยแยกจาก Fr.9/28 

(2.25 กรัม) ซ่ึงเป็นส่วนยอ่ยท่ีแยกไดด้ว้ยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีของสารสกดัชั้น CH2Cl2 (60.00 
กรัม) ดงัแสดงในภาพประกอบ 6  

โดยเม่ือน า Fr. 9/28  มาแยกด้วยคอลมัน์โครมาโทกราฟีบน silica gel โดยใช้ตวัพาระบบ 
Hexane-CH2Cl2 (50:50) จนถึง CH2Cl2-MeOH (90:10) ได้สารทั้ งหมด 21 ส่วนย่อย (Fr. 1-21/9)     
น า Fr. 4-7/9 (528.6 มิลลิกรัม) มาแยกดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟี 3 คร้ังบน silica gel โดยใชต้วัพา
ระบบ Hexane-CH2Cl2 (86:14-70:30) ได้สารทั้งหมด 4 ส่วนย่อย (Fr. 1-4/42) น า Fr. 2-3/42 (436.8 
มิลลิกรัม) มาแยกโดยใช้ตวัพาระบบ Hexane-CH2Cl2 (80:20) ไดส้ารทั้งหมด 7 ส่วนย่อย (Fr. 1-7/45)  
น า Fr. 5/45 (293.8 มิลลิกรัม) มาแยกซ ้ าดว้ยตวัพาระบบ Hexane-EtOAc (99.5:0.5) ไดส้ารทั้งหมด 
7 ส่วนย่อย (Fr. 1-7/65)  เม่ือน า Fr.6/65 (5.9 มิลลิกรัม)  มาพิสูจน์เอกลักษณ์โดยอาศยัขอ้มูลทาง 
สเปกโทรสโกปี พบวา่เป็นสารประกอบบริสุทธ์ิ EH 15             

 
การพสูิจน์เอกลกัษณ์สารประกอบ EH 15  
สารประกอบ  EH 15 ของแข็งสีขาว น ้ าหนัก 5.9 มิลลิกรัม จุดหลอมเหลว 191-193 ºC        

[lit. mp = 190-192 ºC] (Prachayasittikul et al., 2010) 
FTIR- spectrum แสดงแถบดูดกลืนแสงท่ี max 2937 และ 2855 cm-1(C-H stretching) ของ 

methyl กับ methylene ท่ี max 1730 cm-1 (C=O stretching) ของหมู่ carbonyl ท่ีmax 1641 cm-1 (C=C 
stretching) ของ alkeneท่ี max 1453, 1366, 1247, 1147 และ 1104 cm-1(C-H bending) ของ methyl 
กับ methylene ท่ี max 1023 และ 1013 cm-1 (C-O stretching) ของหมู่ ester ท่ี max  978, 901, 877, 
656, 627 และ 607 cm-1(C-H out of plane bending) ของ alkene  

Mass spectrum แ ส ด ง  pseudomolecular ion peak ท่ี  m/z 491.3796 [M+Na]+  (calcd for 
C32H52O2Na, 491.3852) ดงันั้นสูตรโมเลกุลท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบ EH 15 คือ C32H52O2 

13C-NMR spectrum ใน CDCl3 ปรากฎสัญญาณของคาร์บอนทั้งหมด 32 อะตอม เม่ือพิจารณา
ร่วมกับ  HMQC spectrum ระบุได้ว่าโครงสร้างสารน้ีประกอบด้วย methyl carbon 8  อะตอม 
methylene carbon 11 อะตอม methine carbon 6 อะตอม (โดยเป็น oxymethine carbon 1 อะตอม)  
quaternary carbon 6 อะตอม และ carbonyl carbon 1 อะตอม (δC 170.9) 

เม่ือเปรียบเทียบขอ้มูล spectroscopic ของ 1H และ 13C- NMR spectra ของสารประกอบ EH 15 
กับ lupeol acetate ท่ีเคยมีรายงานไว ้ดังแสดงในตารางท่ี 15 พบมีลักษณะของสัญญาณคล้ายกัน  
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โดยปรากฏสัญญาณ singlet ของ methyl proton ท่ี δH 2.02, 1.65, 1.00, 0.94, 0.82, 0.81, 0.80 และ 
0.76 ของ H-2ʹ, H-30, H-26, H-27, H-23, H-25, H-28 และ  H-24 ตามล าดับ สัญญาณของ vinyl 
proton ท่ี  δH 4.66 (br d, J = 2.2 Hz) และ 4.56  (br dd, J = 2.3, 1.3 Hz) ของ H-29a และ  H-29b 
สัญญาณของ cabinolic proton ท่ี δH 4.44 (dd, J = 10.4, 5.8 Hz) และ carbonyl carbon ท่ี δC 170.9  

การก าหนดค่า chemical shift ของ 1H และ 13C-NMR แต่ละต าแหน่งของโครงสร้าง
สารประกอบ EH 15 อาศัยการเปรียบเทียบกับข้อมูล 1H และ 13C-NMR ท่ี มีรายงานไว้ของ
สารประกอบ lupeol acetate (Prachayasittikul et al., 2010) ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 15 

สรุปไดว้่า สารประกอบ EH 15 คือ lupeol acetate ซ่ึงเป็นสารประเภท triterpene ซ่ึงเคยมี
รายงานการแยกจากต้น  Diospyros rubra (Prachayasittikul et al., 2010) และ Cycas vespertilio    
(Ng et al., 2015) 

 
 

 
 

สูตรโครงสร้างของสารประกอบ EH 15 
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ตารางท่ี 15 เปรียบเทียบค่า chemical shift จาก 1H และ13C-NMR ของสารประกอบ lupeol acetate 
 กบัสารประกอบ EH 15 
 
Position 

lupeol acetate*  สารประกอบ EH 15 (CDCl3) 
δH (J in Hz) δC, type  δH (J in Hz) δC, type 

1  38.3, CH2  - 38.4, CH2 
2  23.7, CH2   23.7, CH2 
3 4.44 dd (10.8, 5.8) 80.9, CH  4.44 dd (10.4, 5.8) 81.0, CH 
4 - 37.7, C  - 37.8, C 
5 0.76 dd (10.8, 5.8) 55.3, CH  0.77 dd (7.4, 4.9) 55.4, CH 
6  18.1, CH2   18.2, CH2 
7  34.2, CH2   34.2, CH2 
8 - 40.8, C  - 40.8, C 
9  50.3, CH   50.3, CH 
10 - 37.0, C  - 37.1, C 
11  20.9, CH2   20.9, CH2 
12  25.0, CH2   25.1, CH2 
13  38.0, CH   38.0, CH 
14 - 42.8, C  - 42.8, C 
15  27.4, CH2   27.4, CH2 
16  35.5, CH2   35.5, CH2 
17 - 42.9, C  - 43.0, C 
18 
19 
20 
21 
22 
23 

 
2.33 dt (11.1, 5.6) 
- 
1.82-1.93 m 
 
0.82 s 

48.0, CH 
48.2, CH 
150.9, C 
29.8, CH2 
39.9 CH2 

28.2, CH3 

  
2.35 ddd (16.5, 11.0, 5.4) 
- 
1.83-1.94 m 
 
0.82 s 

48.0, CH 
48.3, CH 
150.9, C 
29.8, CH2 

40.0, CH2 
27.9, CH3 

24 0.82 s 15.9, CH3  0.76 s 15.9, CH3 
25 0.82 s 16.1, CH3  0.81 s 16.1, CH3 
26 1.00 s 16.4, CH3  1.00 s 16.4, CH3 
27 0.91 s 14.5, CH3  0.94 s 14.5, CH3 
28 0.81 s 17.9, CH3  0.80 s 18.0, CH3 

29a 
29b 

4.66 br s 
4.54 br s 

109.3, CH2  4.66 br d (2.2) 
4.56 br dd (2.3, 1.3) 

109.3, CH2 

30 1.66 s 19.0, CH3  1.65 s 19.3, CH3 
3-O-acetyl 
1ʹ - 171.0, C  - 170.9, C 
2ʹ 2.01 s 21.3, CH3  2.02 s 21.2, CH3 

*(Prachayasittikul et al., 2010) 
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4.17 การพสูิจน์โครงสร้างสเตอริโอเคมีด้วยเทคนิคทางเคมีค านวณ 
ท าการ minimizations หา conformers ของโครงสร้างสารประกอบ EH 1, EH 3 และ EH 7 

ดว้ยโปรแกรม DataWarrior (Sander et al., 2015) และ generate conformers บนพารามิเตอร์แบบ 
random low energy ดว้ย MMFF94s force field น าผลท่ีไดท้ าการ optimize และค านวณ electronic 
excitation energy ดว้ยโปรแกรม Gaussian 09 revision D.01 (Frisch et al., 2013) 

ในขั้นตอนการ optimize โครงสร้างทั้งหมด ค านวณบนพารามิเตอร์แบบ hybrid density 
functional B3LYP/6-31G(d) level และหลงัจากนั้นค านวณ Electronic Circular Dichroism (ECD) 
ต่อดว้ยพารามิเตอร์ single point energy, time-dependent density functional theory (TDDFT) 
method และ CAM-B3LYP/6-31G(2d,p) level ใชรู้ปแบบโมเดลตวัท าละลายเป็น conductor-like 
polarizable continuum model (C-PCM) (Yanai, Tew, and Handy, 2004) ในตวัท าละลาย MeOH      
น าผลท่ีไดส้ร้างกราฟ ECD ดว้ยการ overlapping Gaussian functions บนโปรแกรม Gauss Sum 
(O'Boyle, Tenderholt, and Langner, 2008) 
 



บทที ่5 
สรุป อภิปราย และข้อเสนอแนะ 

 

สรุปการด าเนินงานวิจัย 
การวิจยัเร่ือง “องคป์ระกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางชีวภาพจากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง” 

มีวตัถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์หาองคป์ระกอบทางเคมีในสารสกดัจากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง 
และเพื่อศึกษาหาคุณสมบติัการออกฤทธ์ิทางชีวภาพในสารสกดัจากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง 
 การวิจยัคร้ังน้ีเป็นการวิจยัแบบทดลอง ดว้ยการน าตวัอยา่งคือส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง 
มาผ่านกระบวนการสกดัดว้ยตวัท าละลาย เฮกเซน ไดคลอโรมีเทน และเมทานอล ตามล าดบั และ
แยกสารบริสุทธ์ิดว้ยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี แลว้วิเคราะห์ขอ้มูลหาสูตรโครงสร้างทางเคมี
ของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกไดโ้ดยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี และวิเคราะห์ผลการทดสอบการออกฤทธ์ิ
ตา้นการเจริญของเซลลม์ะเร็งบางชนิด ของสารสกดัชั้นไดคลอโรมีเทน สารสกดัชั้นเมทานอล และ
สารบริสุทธ์ิท่ีแยกได ้ 

 

สรุปผลการวิจัย 
ผลการวิจยัองค์ประกอบทางเคมีจากส่วนเหนือดินของตน้หญา้ยาง พบว่าในสารสกดัชั้น 

ไดคลอโรมีเทนและเมทานอล สามารถแยกสารบริสุทธ์ิและพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีไดร้วม 15 ชนิด 
โดยเป็นสารท่ีมีโครงสร้างสเตอริโอเคมีท่ียงัไม่เคยมีรายงานในกลุ่ม megastigmane  3 ชนิดคือ 
(3R,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol-3-O-β-D-glucopyranoside (EH 5), (1S,5S,6S,7E,9S)-
drummondol (EH 7) และ (1S,5S,6S,7E,9S)-drummondol-9-O-β-D-glucopyranoside (EH 8)  และ   
สารท่ีเคยมีรายงานมาแลว้ 12 ชนิด เป็นสารกลุ่ม megastigmane 5 ชนิด คือ blumenol A (หรือ vomifoliol) 
(EH 1), (6S)-dehydrovomifoliol (EH 2), (3S,5R,6R,7E,9S)-megastigmane-7-ene-3,5,6,9-tetrol (EH 3), 
(3S,5R,6R,7E,9S)-megastigman-7-ene-3,5,6,9-tetrol-3-O-β-D-glucopyranoside (EH 4)  แ ล ะ 
(3S,5R,6R,7E)-3,5,6-trihydroxy-7-ene-9-oxo-megastigmane (EH 6) สารกลุ่ม diterpene 2 ชนิด คือ 
ent-kaurane-3β,16β,17-triol (EH 9) และ 7,11,15-trimethyl-3-methylene-hexadecan-1,2-diol  (EH 10) 
สารกลุ่ม  triterpene 2 ชนิด คือ glut-5-en-3β-ol (EH 11) และ lupeol acetate (EH 15) สารกลุ่ม 
sterol 3 ชนิด คือ stigmast-4-en-3α,6β-diol (EH 12), β-sitosterol (EH 13) และ β-sitosterol-3-O-
β-D-glucoside (EH 14)  
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ส าหรับผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ พบว่าสารสกดัชั้นไดคลอโรมีเทนแสดงฤทธ์ิยบัย ั้ง
การเจริญของเซลล์มะเร็งช่องปาก (KB cells) ได้ในระดับปานกลาง โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 57.30 
µg/mL และแสดงฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ (Vero cells) ในระดับต ่า โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 
159.44 µg/mL ส่วนสารสกดัชั้นเมทานอลแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งช่องปากได้ใน
ระดับปานกลาง โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 4.16±1.02 µM และแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งเซลล์มะเร็งปากมดลูก 
(HelaS3 cells) ได้ในระดับปานกลาง โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 14.48±5.17 µM และพบว่าสารสกัดชั้น    
เมทานอลส่วนใบและสารสกดัชั้นเมทานอลส่วนตน้ แสดงฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ปกติในระดบั
ต ่า โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 157.21 µg/mL และ 463.36 µg/mL ตามล าดบั และเม่ือน าสารบริสุทธ์ิท่ีแยก
ได้ในปริมาณเพียงพอ 9 ชนิดได้แก่ สารประกอบ EH 1, EH 2, EH 3, EH 4, EH 6, EH 9, EH 10, 
EH 11 และ EH 12 มาทดสอบฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งช่องปากและเซลล์มะเร็งปาก
มดลูก พบว่ามีเฉพาะสารประกอบ glut-5-en-3β-ol (EH 11) ท่ีแสดงฤทธ์ิการยบัย ั้งระดบัปานกลาง
โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 9.86±1.07 µM และ 9.72±0.58 µM ตามล าดบั 

 

อภิปรายผล 
 1. ปริมาณสารบางส่วนย่อยท่ีแยกไดมี้ปริมาณนอ้ย ท าให้ไม่สามารถแยกให้ไดส้ารบริสุทธ์ิ
และพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีได ้
 2. สารบริสุทธ์ิกลุ่ม megastigmane บางชนิดท่ีแยกได้มีปริมาณน้อย ไม่ เพียงพอต่อ         
การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ แต่ผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดแสดงผลในระดับ    
ปานกลาง ดงันั้นหากสารบริสุทธ์ิมีปริมาณมากพอต่อการทดสอบ อาจมีความเป็นไปไดว้า่จะมีฤทธ์ิ
ยบัย ั้งการเจริญของเซลลม์ะเร็งได ้
 3. สารบริสุทธ์ิบางชนิดท่ีแยกได ้แมมี้ปริมาณเพียงพอต่อการส่งทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ  
แต่เน่ืองจากเป็นสารท่ีมีการรายงานมามากแลว้ จึงไม่ไดมี้เป้าหมายส่งทดสอบฤทธ์ิในการวิจยัคร้ังน้ี 
 

ข้อเสนอแนะ 
1. ควรมีการวิจยัแยกองค์ประกอบทางเคมีในสารสกัดส่วนอ่ืนๆ เช่น ราก และผลของ

ตน้หญา้ยางเพิ่มเติม  
2. ควรท าการวิจยัโดยใช้พืชสมุนไพรท่ีมีปริมาณมาก เพราะจะท าให้ไดส้ารบริสุทธ์ิท่ีมี

น ้ าหนักมากพอต่อการน ามาทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ ทั้งน้ีเพื่อให้เป็นขอ้มูลพื้นฐาน    
ท่ีสมบูรณ์ของตน้หญา้ยาง 
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ภาพประกอบ 19 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 1 

 
ภาพประกอบ 20 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 1 
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ภาพประกอบ 21 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 2 

 

 
 

ภาพประกอบ 22 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 2 
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ภาพประกอบ 23 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 3 

 

 
ภาพประกอบ 24 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 3 
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ภาพประกอบ 25 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 4 

 

 
ภาพประกอบ 26 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 4 
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ภาพประกอบ 27 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 5 

 

 
ภาพประกอบ 28 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 5 
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ภาพประกอบ 29 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 6 

 
ภาพประกอบ 30 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 6 
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ภาพประกอบ 31 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 7 

 

 
 

ภาพประกอบ 32 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 7 
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ภาพประกอบ 33 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 8 

 

 
ภาพประกอบ 34 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 8 
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ภาพประกอบ 35 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 9 

 
ภาพประกอบ 36 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 9 
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ภาพประกอบ 37 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 10 

 
ภาพประกอบ 38 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 10 
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ภาพประกอบ 39 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 11 

 

 
ภาพประกอบ 40 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 11 
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ภาพประกอบ 41 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 12 

 
ภาพประกอบ 42 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 12 
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ภาพประกอบ 43 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 13 
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ภาพประกอบ 44 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 14 
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ภาพประกอบ 45 1H-NMR spectrum ของสารประกอบ EH 15 

 
ภาพประกอบ 46 J-modulated 13C NMR spectrum ของสารประกอบ EH 15 
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