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บทคดัย่อ 

 

สงิสกดัไดคลอโรมเีทนจากผลของพชืสองชนิดได้แก่ ผลดปีล ี(Piper retrofractum) และ

ผลชะพลู (Piper sarmentosum) นํามาแยกองคป์ระกอบทางเคมดีว้ยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี 

เช่น  ซลิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี แฟลชคอลมัน์โครมาโทกราฟี และ HPLC พบว่าสามารถ

แยกสารประกอบจากผลดปีลไีด้ 6 สาร ดงันี methyl piperate (FK1), (2E,4E,12E)-N-isobutyl-

eicosa-2,4,12-trienamide (FK2), pellitorine (FK3), guineensine (FK4), pipercide (FK5) และ 

hydrocinamic acid (FK6) รวมทงัสามารถแยกสารประกอบจากผลชะพลูได ้1 สาร piperlotine- 

C (FK7) โดยโครงสร้างทังหมดได้พิสูจน์ทราบด้วยวิธีทางสเปกโทรสโกปี  ร่วมกับการ

เปรยีบเทยีบขอ้มูลทเีคยมกีารรายงานมาก่อนหน้านี นอกจากนีไดห้าตําแหน่ง non-conjugated 

double bond ของสาร FK2 ผ่านปฏกิริยิาการแยกสลายดว้ยโอโซน หรอืโอโซโนไลซสิ 
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Abstract 

 

The dichloromethane extracts from fruits of Piper retrofractum and Piper 

sarmentosum were isolated using chromatography techniques such as silica gel column 

chromatography, flash column chromatography and HPLC. This led to the isolation of 6 

compounds from Piper retrofractum named   methyl piperate (FK1), (2E,4E,12E)-N-

isobutyl-eicosa-2,4,12-trienamide (FK2), pellitorine (FK3), guineensine (FK4), pipercide 

(FK5) and hydrocinamic acid (FK6) together with one compound from Piper sarmentosum 

named piperlotine C (FK7). Their structures were determined by spectroscopic methods 

as well as comparison with previous reports in the literature. Moreover, the non-

conjugated double bond position in compound FK2 was determined by ozonolysis. 
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กิตติกรรมประกาศ 

 

 การวจิยัและรายงานฉบบันีจะไม่สําเรจ็ลุล่วงไปไดด้ว้ยด ีหากไม่ไดร้บัความกรุณาอย่าง

สูง ขอขอบพระคุณอาจารย์ทปีรกึษา รองศาสตราจารย์ ดร .ปรชีา ภูวไพรศิรศิาล ทกีรุณาให้

ความช่วยเหลือ ให้คําปรึกษา ถ่ายทอดประสบการณ์ความรู้ต่าง ๆ ตลอดจนปรับปรุง

ขอ้บกพร่องในรายงานฉบบันี 

ขอขอบคุณพีฐิตา ยอดสวัสดิ  ทีให้ความรู้  คอยช่วยเหลือ รวมไปถึงถ่ายทอด

ประสบการณ์ความรู้เทคนิคการทดลองต่าง ๆ รวมไปถงึปรบัปรุงขอ้บกพร่องในเล่มงานวจิยันี 

สุดท้ายนี ผู้วิจยัขอขอบคุณกําลังใจจากเพอืน ๆ ในภาคเคมีทุกคนทีคอยช่วยเหลือและให้

กําลงัใจ และขอขอบคุณครอบครวัทสีนับสนุนในทุก ๆ เรือง และให้กําลงัใจผู้วจิยัเสมอมา ไม่

กดดนัในการเรยีน ทาํใหฉ้นัสาํเรจ็ลุล่วงในการเรยีนและการทํางานวจิยันไีปไดด้ว้ยด ี
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บทที 1 

บทนํา 

 

1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจของโครงการ 

พรรณพฤกษชาตวิงศ์พรกิไทย (Piperaceae) เป็นวงศ์ของพชืมดีอกกลุ่มใหญ่ทพีบได้

อย่างกวา้งขวางในทวปีเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ้โดยส่วนใหญ่สกุลทพีบทวัไปคอื Piper ทมีสีาย

พนัธุม์ากกว่า 1 พนัสปีชสีข์นึไป ชนิดของพชืทคีนทวัไปรูจ้กักนัดไีดแ้ก่ พรกิไทย พลู ชะพลู และ

ดปีล ีเป็นตน้ ซงึโดยสว่นมากพชืทกีล่าวมาขา้งต้นจะถูกนําไปใชส้าํหรบัประกอบอาหารหรอืเป็น

เครอืงเทศททีําให้มรีสเผด็รอ้นแทนพรกิ นอกจากนียงัมกีารศกึษาฤทธทิางชวีภาพต่าง ๆ ของ

พรรณพชืชนิดนี ดีปลี (Piper retrofractum Vahl.) มกีารรายงานว่าถูกนํามาใช้ในการป้องกัน

การเกดิแผลในกระเพาะอาหาร[1] นอกจากนียงัมกีารศกึษาฤทธทิางชวีภาพของดปีลใีนการต้าน

อนุมูลอิสระ(antioxidant) และฤทธยิบัยงัแอลฟากลูโคซิเดสทีใช้ในการบําบดัโรคเบาหวาน [2] 

ชะพลู (Piper sarmentosum Roxb.) มีการศึกษาฤทธิทางชีวภาพในการต้านการเกิดแผลใน

กระเพาะอาหารทถีูกชกันําจากความเครยีด (stress-induced gastric ulcers) โดยเทยีบกบัยาโอ

เมพราโซล (Omeprazole) ทเีป็นยาลดกรดหรอืลดแผลในกระเพาะอาหารดว้ย [3]  นอกจากนียงั

มีการรายงานว่า สารทีสกัดจากชะพลูมีฤทธิในการต้านเชือพลาสโมเดียม (antiplasmodial 

activity) ทกี่อใหเ้กดิโรคมาลาเรยี และฤทธติา้นเชอืวณัโรค (antituberculosis activity)[4] 

ปัจจุบนัมกีารค้นพบองค์ประกอบทางเคมใีนดปีลแีละชะพลูจํานวนมาก โดยส่วนใหญ่มี

โครงสรา้งเป็นสารประกอบแอลคลิเอไมด ์(Alkylamide) ซงึเป็นสารประกอบทมีฤีทธทิางชวีภาพ 

(bioactive compound) อย่างเช่น Piperine เป็นสารประกอบเอไมด์ทพีบมากทสีุดในพชืวงศ์นี

ซึงมงีานวจิยัได้ศึกษาประโยชน์และการนําไปใช้พบว่า Piperine มผีลสําเร็จในการทําเป็นยา

บําบดั และทสีําคญัสามารถเป็นเคมีบําบดัเพอืการเพิมคุณภาพของชีวปรมิาณสารออกฤทธิ 

(Bioavailability)[5] จะเห็นได้ว่าเริมมีการศึกษาและวิจัยเกียวกับองค์ประกอบและฤทธิทาง

ชวีภาพของสารประกอบทไีด้จากผลติภณัฑ์ธรรมชาตเิพอืมาใช้ประโยชน์ทางเภสชักรรม สาร

สกัดธรรมชาติล้วนแสดงศักยภาพในการนํามาพัฒนาเป็นสารเคมีทีมีความปลอดภัย มี

ประสทิธภิาพ ลดการใชส้ารเคมอีนัตราย แต่เนืองจากงานวจิยัทศีกึษาองคป์ระกอบทางเคมขีอง

พชืชนิดดปีลแีละชะพลูลว้นแต่เป็นงานวจิยัเก่าทถีูกตพีมิพเ์มอืหลายปีมาแลว้ ทาํใหด้ฉินัมคีวาม

สนใจทจีะศกึษางานวจิยันีเพอืเป็นการอพัเดทขอ้มลูใหท้นัปัจจุบัน หรอืเพอืคน้หาสารใหม่ๆ ทยีงั

ไม่เคยมกีารรายงานมาก่อน ในงานวจิยันีได้เลอืกศึกษาสารประกอบแอลคลิเอไมด์ในผลของ

ดปีลแีละชะพลู ซงึสารประกอบทสีนใจจะมลีกัษณะเป็นแอลคลิเอไมด์สายยาว จากการนําไป

พสิจูน์โครงสรา้งดว้ยเทคนิค NMR ถา้สารประกอบนีมพีนัธะคู่บรเิวณสายยาว (non-conjugated 

double bond) เทคนิค NMR ไม่สามารถวเิคราะหต์ําแหน่งของพนัธะคู่ไดอ้ย่างชดัเจน ทําใหใ้น

งานวจิยัไดท้ําการศกึษาโครงสรา้งทแีทจ้รงิของสารประกอบแอลคลิเอไมด์ทมีพีนัธะคู่โดยการทํา

ปฏกิริยิาแยกสลายดว้ยโอโซน (ozonolysis) ซงึมงีานวจิยัไดศ้กึษาตําแหน่งของพนัธะคู่ดว้ยวธินีี
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ก่อนหน้าแลว้โดยการตดัพนัธะคู่ใหก้ลายเป็นสารประกอบแอลดไีฮด์ [6] เมอืไดส้ารบรสิุทธแิละรู้

โครงสรา้งทแีน่นอนแลว้จงึนําสารเหล่านไีปทดสอบฤทธทิางชวีภาพต่อไป 

 

1.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร ์

1.2.1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องดีปลี 

ดีป ลี  (Long pepper, Indain long pepper) มีชื อ วิท ย าศ าส ต ร์ คื อ  Piper 

retrofractum Vahl. จัดอยู่ในพืชวงศ์ Piperaceae ซึงเป็นสมุนไพรเก่าแก่ทีมีแหล่ง

เพาะปลูกส่วนใหญ่อยู่ทปีระเทศอนิโดนีเซยีและมาเลเซยี  มลีกัษณะเป็นไมเ้ถาเนือแขง็ 

ขนึเลอืยพนั ลาํต้นค่อนขา้งกลมเรยีบ เปราะ หกัง่าย บรเิวณขอ้มรีากสําหรบัยดึเกาะ 

แตกกงิกา้นมาก ใบ เป็นใบเดยีวออกเรยีวสลบัตามขอ้ใบ รปูไขแ่กมขอบขนาน กวา้ง 3-

5 เซนตเิมตร ยาว 7-10 เซนตเิมตร ผวิดา้นหลงัใบเป็นมนั หลงัใบมขีนปกคลุมเลก็น้อย 

โคนเบียว ปลายแหลม ขอบเรียบ มีเส้นใบออกจากโคน 3-5 เส้น ก้านใบยาว 1-1.5 

เซนตเิมตร ใบยอดกงิไม่มกี้าน ใบและเถามรีสเผด็ร้อน  ดอกเป็นช่อตงัตรงขา้มกบัใบ 

ออกเป็นช่อจากง่ามใบ หรอืปลายยอด มดีอกย่อยเรยีงกนัอดัแน่นบนแกนช่อลกัษณะ

เป็นแท่งกลมยาวทรงกระบอก ปลายเรยีวมน ยาวประมาณ 1-2 นิว สเีขยีว เมอืแก่มสีี

เหลอืงอมแดง มขีนปกคลุมเลก็น้อย ไม่มกี้านดอกย่อย ช่อดอกเพศผูแ้ละเพศเมยีอยู่ต่าง

ต้นกนั ไม่มกีลบีเลยีงและกลบีดอก ก้านช่อดอกยาวเท่ากบัก้านใบ ช่อดอกเพศผูย้าว 4-

5 เซนตเิมตร เสน้ผ่าศูนย์กลางประมาณ 3 มม. ก้านดอกยาว 2-3.5 ซม. มเีกสรเพศผู้ 

2-3 อนั ช่อดอกเพศเมยี ยาว 3-4 เซนตเิมตร เสน้ผ่าศูนยก์ลาง 1 มม. ผลสดอดักนัแน่น

บนแกนช่อ ยาว 2.5-5 เซนติเมตร ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร โคนกว้าง 

ปลายมน ผวิผลเรยีบ ผลย่อยขนาดเล็กจะติดกนัเป็นแท่งหลอมรวมกัน แยกจากกัน

ไม่ได้ ผลมรีสเผด็ร้อน มสีเีขยีวเมอืสุกสนํีาตาลแกมแดง ผลย่อยมีเมลด็เดยีว เมล็ดมี

ขนาดเลก็มาก กลมและแขง็[7] 

  

รปูที 1.1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องใบ และผลดปีล ี(Piper retrofractum Vahl.)  

อา้งองิจาก http://www.phargarden.com/main.php?action=viewpage&pid=223 
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 1.2.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องชะพลู 

 ชะพลู (Wildbetal Leafbush) ชอืวทิยาศาสตร์คอื Piper sarmentosum Roxb. 

เป็นพืชในวงศ์ Piperaceae พบในเขตร้อนของทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ทาง

ตะวนัออกเฉียงเหนือของอนิเดยี และตอนใต้ของจนีไกลถงึหมู่เกาะอนัดามนั มลีกัษณะ

เป็นไม้ล้มลุกหรอืไม้พุ่มเตยี เป็นไม้พนัอาศยั หรอืเถาทอดเลอืยไปตามพืนดิน ปลาย

ยอดตงัขนึ  ลาํต้น สเีขยีวกลม มขี้อเป็นปม สูง 30-80 เซนตเิมตร มไีหลงอกเป็นต้น

ใหม่ได ้ใบมกีลนิหอมเฉพาะ ต้นและใบมรีสเผด็ซ่าเลก็น้อย ใบ เป็นใบเดยีว เรยีงสลบั 

กวา้ง 5-10 เซนตเิมตร ยาว 7-15 เซนตเิมตร สเีขยีวเขม้ ผวิใบเป็นมนัลนื แผ่นใบบาง 

หลงัใบและทอ้งใบเรยีบ ตวัใบรูปหวัใจ ตวัใบตามยอดรูปขอบขนาน โคนใบเบยีว ปลาย

ใบแหลม ตอนล่างของลําต้น ขอบใบเรยีบ ดา้นหลงัใบมขีนตามเสน้ใบ มเีสน้แขนงใบ 7 

เสน้ เหน็ชดัเจน ใบช่วงล่างใหญ่กว่าใบยอดกงิ ก้านใบยาว 1-3 เซนตเิมตร ดอก เป็น

ช่อออกตามซอกใบและตามปลายยอด ดอกขนาดเลก็อดัเรยีงกนัเป็นช่อรูปทรงกระบอก 

ตงัตรง ปลายมน คล้ายดอกดปีลแีต่สนักว่า ดอกย่อยแยกเพศ ช่อดอกตวัเมยียาว 6-8 

มลิลเิมตร ช่อดอกตวัผูย้าว กา้นช่อดอกยาว 1-2.5 เซนตเิมตร ดอกย่อยมขีนาดเลก็มาก

กลบีดอกสขีาว เสน้ผ่านศูนยก์ลาง 6 มลิลเิมตร ผล เป็นผลสดสเีขยีวเป็นกลุ่ม ลกัษณะ

กลม ผิวมนั อัดกันแน่นอยู่บนแกน เมล็ดมีขนาดเล็ก ชอบขนึตามทีชืนบริเวณโคน

ต้นไม้ใหญ่ หรือทีร่มรําไร ออกดอกและติดผลราวเดือนมีนาคมถึงกันยายน ใบ

รบัประทานเป็นผกั มเีบตาแคโรทนีสงู หรอืใชห้่อรบัประทานกบัเมยีงคาํ[8] 

 

  
รปูที 1.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องใบ และผลชะพลู (Piper sarmentosum Robx.) 

อา้งองิจาก http://www.phargarden.com/main.php?action=viewpage&pid=221 
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1.3 งานวิจยัทีเกียวข้อง 

จากการสบืคน้รายงานองคป์ระกอบทางเคมขีองผลดปีล ีพบว่า มรีายงานทเีกยีวขอ้งกบั

ผลจํานวนมาก โดยพบว่าองคป์ระกอบทางเคมจีากผลดปีลเีป็นสารในกลุ่มเอคลิเอไมด์ โพลโีพ

รพานอยด ์(polypropanoids) และสารในกลุ่มกลูโคไซด ์ตวัอย่างเช่น  

Toshio และ คณะ (2003) ทําการศึกษาสารทีมีฤทธิในการป้องกันการเกิดแผลใน

กระเพาะอาหารจากผลดปีลี (Piper chaba) โดยในงานวจิยันีไดนํ้าผลดปีลมีาสกดัดว้ย 80% อะ

ซโิตน สามารถแยกสารประกอบเอไมด์ชนิดใหม่ จํานวน 4 สาร คอื piperchabamides A-D (1-

4) โดยมีโครงสร้างดงัรูปที 1.3 และนําสารทีมีการรายงานโครงสร้างแล้วอีก 10 สาร ได้แก่ 

piperine (5), piperanine (6), pipernonaline (7), dehydropipernonaline (8), 

pipperlonguminine (9), retrofractamide B (10), guineensine (11), N-isobutyl-(2E,4E)-

octadecadienamide (12), N-isobutyl-(2E,4E,14Z)-eicosatrienamide (13) แ ล ะ  methy- 

piperate (14) โดยนําสารทงัหมดมาทดสอบฤทธใินการป้องกันการเกดิแผลในกระเพาะอาหาร

พบว่า สารประกอบท ี5-10 และ 12-14 มฤีทธใินการป้องกนัการเกดิแผลในกระเพาะอาหารทถีูก

ชกันําโดยเอทานอล (ethanol-induced gastric lesions) ในหนูทขีนาดความเขม้ขน้ 25 มลิลกิรมั

ต่อกิโลกรมั ในขณะท ี5, 7, 8, 10, 12 และ 13 มฤีทธใินการป้องกันการเกิดแผลในกระเพาะ

อาหารทีถูกชักนําด้วยยาอินโดเมทาซิน (indomethacin-induced gastric lesions) ทีมีความ

เขม้ขน้เท่ากนั[1] 
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n =8: (2E, 4E, 12Z)-N-isobutyleicosa
-2,4-12-eicosatrienamide (13)
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O

O

N

methyl piperate (14)  
รปูที 1.3 โครงสรา้งสารประกอบเอไมด ์(1-14) จากผลดปีลโีดย Toshio และ คณะ (2003) 

Kubo และ คณะ (2013) ได้ทําการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากผลดีปลี (P. 

retrofractum) สามารถแยกสารชนิดใหม่ จํานวน 3 สาร คือ piperodione (1), (2E,12E)-

pipertrided-cadienamide (2) และ N-isobutyl-(2E,4E,10Z)-hexadeca-2,4,10-trienamided (3) 

ซงึมโีครงสร้างดงัรปูที 1.4 และได้นําสารทงั 3 ชนิด และ piperine มาทดสอบฤทธทิางชวีภาพ 

คอืneurotrophic activity พบว่ามเีพยีงสาร piperodione ทมีกีารเพมิประสทิธภิาพในการเจรญิ

ของนิวไรทข์อง NGF-mediated PC12 cells ในช่วงความเขม้ขน้ 0.1-10 ไมโครโมลาร์[9] 
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รปูที 1.4 โครงสรา้งสารประกอบเอไมด ์(1-3) จากผลดปีลโีดย Kubo และ คณะ (2013) 

 

Muharini และ คณะ (2015) ทําการศกึษาสารประกอบเอไมด์ชนิดใหม่จากผลดปีล ี(P. 

retroractum) โดยสามารถแยกสารชนิดใหม่จํานวน 3 สาร ได้แก่ (2E,14Z)-N-isobutyleicosa-

2,14-dienamide (1), dipiperamides F และ G (2 และ 3) มโีครงสรา้งดงัรปูที 1.5 นําสารทแียก

ไดม้าทดสอบฤทธใินการต้านเชอืรา (antifungal activity) และความเป็นพษิต่อเซลล์ (cytotoxic 

activity) พบว่า สารเหล่านไีม่แสดงฤทธใินการตา้นเชอืรา นอกจากน ีสาร dipiperamides F และ 

G (2 และ 3) แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งต่อมนําเหลือง L5178Y ในหนูโดยมีค่า IC50 

เท่ากบั 10.0, 13.9 ไมโครโมลาร ์ตามลําดบั [10] 
O

N
Hn

n = 8: (2E, 14Z)-N-isobutyleicosa-2,14-dienamide
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O

dipiperamide F  dipiperamide G  
รปูที 1.5 โครงสรา้งสารประกอบเอไมด ์(1-3) จากผลดปีลโีดย Muharini และ คณะ (2015) 
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Tang และ คณะ (2019) ได้ทําการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากผลดีปลี (Piper 

retrofractum) ซึงสามารถแยกสารประกอบเอไมด์ ได้  2 สาร  คือ  (E)-N-cinnamoyl-2-

methoxypiperidine (1) แ ล ะ (R)-1-(2-oxopyrrolidin-3-yl)-5,6-dihydropyridin-2(1H)-one (2) 

แยกสารประกอบเอไมด์กลู โคไซด์ จํานวน  4 สาร คือ retrofractosides A-D (3-6) และ 

สารประกอบฟินิลโพรพานอยกลูโคไซด์ จํานวน 2 สาร คอื retrofractosides E- F (7-8) ซึงมี

โครงสรา้งดงัรปูที 1.6 นําสารทงัหมดมาทดสอบฤทธใินการยบัยงัการเกาะกลุ่มของเกลด็เลอืดใน

หนูทถีูกชกันําดว้ยเปปไทด ์AYPGKF-NH2 พบว่า สารเหล่านไีม่แสดงฤทธใินการยบัยงัการเกาะ

กลุ่มของเกลด็เลอืดในหนูทถีูกชกันําดว้ยเปปไทด ์AYPGKF-NH2
 [11] 
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รปูที 1.6 โครงสรา้งสารชนิดใหม่ (1-8) จากผลดปีลโีดย Tang และ คณะ (2019) 
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องคป์ระกอบทางเคมแีละฤทธทิางชวีภาพของผลชะพลู 

จากการสบืค้นรายงานองค์ประกอบทางเคมขีองผลชะพลู พบว่า มรีายงานทเีกยีวขอ้ง

กับผลชะพลู 2 ฉบับ โดยพบว่าองค์ประกอบทางเคมีบางส่วนจากผลของชะพลูคล้ายกับ

องค์ประกอบทางเคมีจากผลดีปลีซึงเป็นสารในกลุ่มเอคิลเอไมด์ โพลีโพรพานอยด์  

(polypropanoids) และจากการสบืค้นเพมิเติมในส่วนของใบและรากชะพลู พบว่าองค์ประกอบ

ทางเคมีเป็นสารในกลุ่มเอคิลเอไมด์ โพลีโพรพานอยด์ เทอร์พีน (terprene) และ ลิกแนน 

(lignan) ตวัอย่างเช่น  

Chanprapai และ Chavasiri (2017) ได้ทําการวิจัยฤทธิการต้านจุลินทรีย์จากชะพลู 

(Piper sarmentosum Roxb.) ในการต้านการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยีและเชอืราในขา้ว โดย

ไดนํ้าส่วนของใบ ผล ลําต้นชะพลูมาสกดัดว้ยไดคลอโรมเีทน และเมทานอล สามารถแยกสารที

มกีารรายงานโครงสรา้งจํานวน 5 สาร จากใบ 1 สาร คอื myristicin (1) และจากผลชะพลูจาํนวน 

4 สาร คอื sarmentine (2), brachystamide B (3), brachyamide B (4) และ piperonal (5) ซงึมี

โครงสรา้งแสดงดงัรปูที 1.7 นอกจากนยีงัพบว่า นํามนัหอมระเหย (essential oils) ทสีกดัไดจ้าก

ใบชะพลูมีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็น myristicin หลังจากนันนักวิจัยได้นําสารทีแยกได้ไป

ทดสอบฤทธทิางชีวภาพ โดยแบคทีเรยีทนํีามาศึกษาม ี2 ชนิดคอื Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae (Xoo) และ pv. oryzicola (Xoc) ในสว่นของเชอืราม ี2 ชนิดคอื Rhizoctonia solani และ 

Bipolaris oryzae พบว่า myristicin และ brachyamide B มฤีทธใินการยบัยงัการเจริญเติบโต

ของเชอืรา R. solani และ B. oryzae ได้สูงทสีุดด้วย IC50 เท่ากบั 0.69 และ 0.12 มลิลโิมลต่อ

ลิตร ตามลําดับ ในขณะที brachyamide B และ piperonal มีประสิทธิภาพในการต้านเชือ

แบคทีเรยี Xoo ด้วย MIC/MBC เท่ากบั 7.62/1.90 มลิลิโมลต่อลิตร และ Xoc ด้วย MIC/MBC 

เท่ากบั 2.59/0.75 มลิลิโมลต่อลิตร ตามลําดบั สรุปได้ว่า นํามนัหอมระเหยมฤีทธใินการต้าน

เชอืจุลนิทรยีใ์นขา้วจากการทดสอบการยบัยงัการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยีและราในขา้ว[12] 
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รปูที 1.7 โครงสรา้งสาร (1-5) จากใบและผลของชะพลู โดย Chanprapai และ คณะ (2017) 

Rukachaisirikul และ คณะ (2004) ได้ทําการวิจยัองค์ประกอบทางเคมีและฤทธิทาง

ชีวภาพของผลชะพลู (Piper sarmentosum) โดยสามารถแยกสารประกอบเอไมด์ทงัหมด 8 

ชนิด pellitorine (1), guineensine (2), brachystamide B (3), sarmentosine (4), brachyamide 

B (5), 1-piperettyl pyrrolidine (6), 3’,4’,5’-trimethoxycinnamoyl pyrrolidine (7) แ ล ะ 

sarmentosine (8) สารประกอบลกิแนน 2 ชนิด (+)-asarinin (9) และ sesamin (10) สารประกอบ

อืนอีก  4 ชนิด  1-(3,4-methylenedioxyphenyl)-1E-tetradecene (11), methyl piperate (12), 

สารผสม E-sitosterol (13) และ stigmasterol (14) มีโครงสร้างดังรูปที 1.8 นอกจากนี

สารประกอบ 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10 และ 12 เป็นทสีารไม่เคยมงีานวจิยัรายงานมาก่อนในพชืชนิด

นี นักวจิยันําองค์ประกอบเคมทีงั 14 ชนิด มาทดสอบฤทธทิางชวีภาพในการต้านเชอืวณัโรค 

(antituberculosis activity) และยบัยงัเชอืพลาสโมเดยีมทกี่อใหเ้กดิโรคมาลาเรยี (antiplasmodial 

activity) พบว่าสารประกอบชนิด sarmentosine (4) และ 1-piperettyl pyrrolidine (6) มฤีทธทิาง

ชีวภาพทงัสองอย่างทีกล่าวข้างต้น ในขณะทีสารประกอบ pellitorine (1), guineensine (2), 

brachyamide B (5), sarmentosine (8) และ  1-(3,4-methylenedioxyphenyl)-1E-tetradecene 

(11) มฤีทธใินการตา้นเชอืวณัโรคเท่านนั[4] 
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รปูที 1.8 โครงสรา้งสารประกอบเอไมด ์(1-12) จากผลชะพลู โดย Rukachaisirikul และคณะ (2004) 
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Li และ คณะ (2007) ทําการศกึษาสารทมีฤีทธใินการต้านการเกาะกลุ่มของเกลด็เลอืด

จากใบชะพลู (Piper lolot) สามารถแยกสารประกอบเอไมด์ชนิดใหม่จํานวน 12 สาร คือ 

piperlotine A-L (1-12) ดงัรูปที 1.9 แล้วนําสารทแียกได้ไปทดสอบฤทธใินการยบัยงัการเกาะ

กลุ่มของเกล็ดเลือดเพอืป้องกนัการอุดตนัในหลอดเลอืดในกระต่าย  พบว่า piperlotine A (1), 

piperotine C (3), piperlotine D (4), piperotine E (5) มปีระสทิธภิาพในการยบัยงัการเกาะกลุ่ม

ของเกลด็เลอืด[13] 
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รปูที 1.9 โครงสรา้งสารประกอบเอไมด ์(1-12) ทสีกดัจากใบชะพลู โดย Li และ คณะ (2007) 

 

Tuntiwachwuttikul และ คณะ (2006) ได้ทําการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีจากราก

ชะพลู (Piper sarmentosum) สามารถแยกสารไดท้งัหมด 16 สาร โดยเป็นผลติภณัฑธ์รรมชาติ

ชนิดใหม่จาํนวน 3 สาร คอื sarmentosum A, B และ C (7-9) สารทมีกีารรายงานโครงสรา้งแลว้ 

จาํนวน 7 สาร คอื aromatic alkene (1), 1-allyl-2-methoxy-4,5-methylene-dioxybenzene (4), 

E-sitosterol (5), pyrrole amide (6), sarmentine (10), sarmentosine (13) และ pellitorine (14) 
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และสารทมีกีารรายงานโครงสรา้งแลว้ทแียกไดจ้ากชะพลูเป็นครงัแรก จาํนวน 6 สาร ไดแ้ก่ (+)-

sesamin (2), horsfieldin (3), two pyrrolidine amides (11 แ ล ะ  12), guineensine (15) แ ล ะ 

brachstamide B (16) ดงัรปูที 1.10 นําสารทแียกได้มาทดสอบฤทธทิางชวีภาพในการต้านเชอื 

พลาสโมเดียมทีก่อให้เกิดโรคมาลาเรีย (antiplasmodial activity) ฤทธิต้านแบคทีเ รีย 

(antimycobacterial activity) และฤทธิต้านเชือรา (antifungal activity) พบว่า สารประกอบเอ

ไมด์ชนิดใหม่ ไม่มีฤทธิทางชีวภาพทีกล่าวมาข้างต้น ในขณะที  sarmentine (10) และ 

sarmentosine (13) มฤีทธติา้นจุลชพีโดยมคี่า EC50 เท่ากบั 4.5 และ 3.9 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 

นอกจากนี aromatic alkene (1) และ (2E,4E,8E)-9-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-1-(1-pyrrolidinyl)-

2,4,8-nonatrien-1-one (11) มีฤทธิต้านแบคทีเรียโดยมีค่ า MIC เท่ากับ 25 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิต ร  และสารประกอบ sarmentine (10), brachyamide B (12), sarmentosine (13), 

pellitorine (14) และ brachystamide B (16) มีฤทธิต้านแบคทีเรียโดยมีค่า MIC เท่ากับ 50 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ในสว่นของสารประกอบทมีฤีทธใินการตา้นเชือราไดแ้ก่ brachyamide B 

(12) และ sarmentosine (13) โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 41.82 และ 32.82 ตามลําดบั [14] 
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รปูที 1.10 โครงสรา้งสารประกอบ (1-16) จากรากชะพลูโดย Tuntiwachwuttikul และ คณะ (2006) 
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 ปฏกิริยิาการแยกสลายดว้ยโอโซน (Ozonolysis) 

Dawid และ คณะ (2012) ไดท้ําการศกึษาโครงสรา้งและคุณลกัษณะทางประสาทสมัผสั

ของสารประกอบทมีรีสเผด็ฉุนและรสเปรยีวซ่าจากพรกิไทย (Piper nigrum L.) โดยนําพรกิไทย

สกดัด้วยเอทานอล พบว่าสามารถแยกสารประกอบเอไมด์ทมีีพนัธะคู่บรเิวณสายยาว (non-

conjugated double bond) และทําปฏกิริยิาโอโซโนไลซสิในการหาตําแหน่งพนัธะคู่บรเิวณสาย

ยาว โดยใช้เมทานอล (methanol) และเมทิลลีนคลอไรด์ (methylene chloride) (1:1) 18 

มลิลลิติร เป็นตวัทําละลาย  และใหส้ภาวะในการทําปฏกิริยิาอยู่ทอีุณหภูม ิ -78 องศาเซลเซียส 

หลงัจากททีําปฏกิริยิาเสรจ็จงึนําไปทดสอบดว้ยเทคนิคทางสเปกโทรสโกปี GC-MS เพอืพสิูจน์

โครงสรา้ง[6] 

 

1.4 วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

1. เพือศึกษาโครงสร้างของสารประกอบแอลคิลเอไมด์ในผลของดีปลี (Piper 

retrofractrum) และชะพลู (Piper sarmentosum) 

2. เพอืศึกษาโครงสร้างทางเคมขีองสารบริสุทธหิลังทําปฏิกิริยาการแยกสลายด้วย

โอโซน (ozonolysis) 

3. เพอืนําสารประกอบแอลคลิเอไมด์ทถีูกแยกและทําให้บรสิุทธไิปทดสอบฤทธทิาง

ชวีภาพ 

 

1.5 ประโยชน์ทีคาดว่าจะได้รบั 

1. ได้โครงสร้างของสารประกอบแอลคลิเอไมด์ในผลของดปีลี (Piper retrofractrum) 

และชะพลู (Piper sarmentosum) 

2. จากการทาํปฏกิริยิาการแยกสลายดว้ยโอโซน (ozonolysis) จะทราบตําแหน่งพนัธะ

คู่บรเิวณสายยาวทรีะบุดว้ยเทคนิค NMR ไม่ได ้ 

3. ได้สารประกอบแอลคลิเอไมด์ทถีูกแยกและทําให้บรสิุทธโิดยวธิีโครมาโทกราฟฟี

เพอืไปทดสอบฤทธทิางชวีภาพ 

 



 
 

บทที 2 

การทดลองและผลการทดลอง 

 

2.1 พืชตวัอย่าง 

ผลดปีลทีีใช้ในการทดลองซอืมาจากร้านเจ้ากรมเป๋อ ถนนจกัรวรรด ิเขตสมัพนัธวงศ์ 

กรุงเทพมหานคร และผลชะพลูทีใช้ในการทดลองเก็บมาจากอุทยาน 100 ปี จุฬาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั ซอยจุฬาลงกรณ์ 5 แขวงวงัใหม่ เขตปทุมวนั กรุงเทพมหานคร 

  

2.2 เครืองมือและอปุกรณ์ทีใช้ในการทดลอง 

1. คอลมัน์ (column) 

2. ขวดรปูชมพู ่(Erlenmeyer flask) 

3. ขวดกน้กลม (round bottom flask) 

4. บกีเกอร ์(beaker) 

5. หลอดทดลอง (test tube) 

6. หลอดหยดสาร (dropper) 

7. แท่งแกว้คนสาร (glass rod) 

8. กระบอกตวง (cylinder) 

9. กรวยแกว้ (glass funnel) 

10. หลอดคะปิลลาร ี(capillary tube) 

11. กระดาษกรอง (filter paper) 

12. ขาตงัและแคลมป์ (stand & clamp) 

13. ไมโครปิเปต (micropipette) 

14. แผ่นทนิเลเยอรโ์ครมาโทกราฟี (thin-layer chromatography) 

15. เครอืงชงัไฟฟ้า 4 ตําแหน่ง (analytical balance 4 digit) 

16. เครอืงใหค้วามรอ้น (hotplate) 

17. อ่างควบคุมอุณหภูม ิ(water bath) 

18. เครอืงระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) 

19. เครอืงนิวเคลยีรแ์มกเนตกิเรโซแนนซส์เปกโทรมเิตอร์ (nuclear magnetic 

resonance spectrometer: NMR) 

20. เครอืงไฮเพอรฟ์อรแ์มนซล์คิวดิโครมาโทกราฟี (High Performance Liquid 

Chromatography: HPLC) 

21. เครอืงแฟลชคอลมัน์โครมาโทกราฟี (flash chromatography) รุ่น Isolera 
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22. แก๊สโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรมเิตอร/์แมสสเปกโทรมเิตอร ์(Gas 

Chromatography-Mass Spectrometer/Mass Spectrometer: GC-MS/MS) รุ่น 

Agilent 7890GC/ 7000C GC/MS Triple Quad 

23. UV lamp ใชต้รวจสอบสารทดีดูแสงในช่วง UV บนแผ่น TLC ช่วงความยาวคลนืที

ใชค้อื 254 นาโนเมตร 

24. เครอืงผลติโอโซน (ozone generator) 

 

2.3 สารเคมี 

1. ตวัทําละลาย ได้แก่ เฮกเซน (hexane) ไดคลอโรมเีทน (dichloromethane) เอทลิแอซิ

เทต (ethyl acetate) เมทานอล (methanol) เอทานอล (ethanol) แอซิโทน (acetone) 

คลอโรฟอรม์ด ี(CDCl3) และนํา milli Q 

2. ซลิกิาเจล เบอร ์7734 สําหรบัคอลมัน์โครมาโทกราฟี (open column chromatography) 

3. เซฟาเดก็ซ ์(Sephadex LH-20) 

4. ตวัทาํปฏกิริยิา anisaldehyde 

5. โซเดยีมไฮดรอกไซด ์(sodium hydroxide) 

 

2.4 ขนัตอนการทดลอง 

1. ค้นคว้าสบืค้นข้อมูลงานวจิยัทเีกยีวข้องกบัสารประกอบแอลคลิเอไมด์ในผลของดปีลี 

(Piper refractum) และชะพลู (Piper sarmentosum) 

2. นําผลดปีลหีนัเป็นชนิเลก็ ๆ จากนนัสกดัดว้ยเฮกเซนแลว้นํากากทไีดม้าสกดัดว้ยไดคลอ

โรมเีทน ในส่วนของผลชะพลูหนัเป็นชนิเลก็ ๆ จากนนัสกดัดว้ยเมทานอล นําส่วนสกดั

เมทานอลมาสกดัต่อดว้ยเฮกเซน และไดคลอโรมเีทน ตามลําดบั 

3. นําสารทีสกัดได้จากผลของดีปลีและชะพลูไปแยกสารกลุ่มแอลคิลเอไมด์และทําให้

บริสุทธิ (isolation and purification) โดยวิธีดังนี ซิลิกาเจลคอลัมน์โครมาโทกราฟี  

(silica gel column chromatography), เซฟาเด็กซ์คอลมน์โครมาโทกราฟี (sephadex 

LH-20 column chromatography), ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี  (high 

performance liquid chromatography) และ แฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี (flash 

column chromatography) เป็นตน้ 

4. วเิคราะห์โครงสร้างทางเคมขีองสารกลุ่มแอลคลิเอไมด์ทแียกได้ โดยอาศยัขอ้มูลทางส

เปกโทรสโกปี ไดแ้ก่ นิวเคลยีรแ์มกเนตกิเรโซแนนซ์สเปกโทรสโกปี (NMR) นําขอ้มูลที

ไดไ้ปเปรยีบเทยีบกบัขอ้มลูของสารททีราบสตูรโครงสรา้งแลว้ 
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5. นําสารกลุ่มแอลคลิเอไมดไ์ปทําปฏกิริยิาการแยกสลายดว้ยโอโซน (ozonolysis) จากนนั

วเิคราะห์โครงสร้างโดยวธิแีก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรสโกปี (GC-MS) เพอืหา

ตําแหน่งของพนัธะคู่ (isolated carbon-carbon double bond) ทแีน่นอน 

6. วเิคราะหข์อ้มลู สรุปผล และเขยีนรายงาน 

 

2.5 เทคนิคทีใช้ในการทดลอง 

2.5.1 ทิน-เลเยอรโ์ครมาโทกราฟี (Thin-Layer Chromatography: TLC) 

เป็นเทคนิคการวเิคราะหอ์งคป์ระกอบสารอย่างง่ายและรวดเรว็ โดยใชว้เิคราะห์

เชงิคุณภาพสําหรบัสารประกอบอนิทรยี์ทมีปีรมิาณน้อยเพอืหาจํานวนสารทอียู่ในสาร

ผสม ตรวจสอบความบรสิุทธขิองสาร หรือใช้สําหรบัหาตวัทําละลายทเีหมาะสมเพอื

นําไปใช้ในการแยกสารผสมทีมปีริมาณมากโดยวธิีคอลมัน์โครมาโทกราฟี เทคนิคนี

เกยีวขอ้งกบัการกระจายตวัของสารระหว่างวฏัภาคนิงซงึเป็นการดูดซบัทเีคลอืบอยู่บน

แผ่นแกว้ หรอืแผ่นพลาสตกิแขง็ ซงึในการทดลองจะใชว้ฏัภาคนิงเป็นซลิกิาเจลทเีคลอืบ

บนแผ่นอลูมินา (TLC aluminum sheets silica gel 60 F254) และวัฏภาคเคลือนทีที

เคลอืนผ่านตวัดดูซบั TLC จงึจดัเป็น solid-liquid adsorption chromatography  

ก. การเตรยีม TLC Chamber สําหรบัการ develop แผ่น TLC เลอืกใช้โถแก้ว

ขนาดเหมาะสมกบัแผ่น TLC ทจีะนํามา develop หลงัจากนนัใสก่ระดาษกรองทมีขีนาด

พอดกีบัรูปร่างภาชนะ เตมิตวัทําละลายทเีป็นเฟสเคลอืนทใีหร้ะดบัของตวัทําละลายสูง

จากก้นภาชนะไม่เกนิระดบัทขีดีไวบ้นแผ่น TLC โดยใหเ้สน้ทขีดีไวอ้ยู่เหนือระดบัตวัทาํ

ละลายเลก็น้อย ปิดฝาทสีะอาดใหส้นิท ตงัทงิไวใ้ห้ตวัทําละลายซึมกระดาษกรองทวัทงั

แผ่น เพอืใหภ้ายในภาชนะอมิตวัดว้ยไอของตวัทาํละลาย 

ข. การใส่สารตัวอย่างลงบนแผ่น TLC เริมจากนําแผ่น TLC ขีดเส้นกําหนด

ระดับด้านล่างตําแหน่งทีต้องการแต้มสารตัวอย่างโดยให้ระดับเส้นทีขีดสูงขึนมา

ประมาณ 0.9 เซนติเมตรของแผ่น TLC หลังจากนันใช้หลอดคาปิลลารีจุ่มลงใน

สารละลายตวัอย่าง แลว้แต้มสารตวัอย่างลงบนแผ่น TLC ทขีดีเสน้กําหนดไว ้โดยต้อง

ทําให้จุดทหียดสารละลายตวัอย่างมขีนาดเล็ก เสน้ผ่านศูนย์กลางไม่เกนิ 2-3 มลิเิมตร

และแต่ละจุดต้องห่างกันประมาณ 0.4 เซนติเมตร หลังจากนันจึงนําไป develop ใน

ขนัตอนต่อไป 

ค. การ develop นําแผ่น TLC ทถีูกแตม้ดว้ยสารละลายตวัอย่างเรยีบรอ้ยไปจุ่ม

ในภาชนะแก้ทีบรรจุตัวทําละลายทีต้องการจะใช้ และมีการอิมตัวด้วยไอของตัวทํา

ละลายในภาชนะ เมอืหย่อนแผ่น TLC ลงไปต้องมนัใจว่าตวัทําละลายไม่สูงเกินระดบั

เสน้ทขีดีไวห้รอืตําแหน่งทมีกีารแต้มสารละลายตวัอย่าง จากนนัปิดฝาภาชนะแลว้ตงัทงิ
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ไวใ้หต้วัทาํละลายซมึขนึมาจนเตม็แผ่นหรอืถงึระดบัสูงสุดทกีําหนด แลว้จงึนําแผ่น TLC 

ออกจากภาชนะ ปล่อยใหต้วัทาํละลายระเหยออกจากแผ่น TLC จนแหง้ 

ง. การตรวจหาตําแหน่งของสาร โดยใชว้ธิกีารอ่านแผ่น TLC ภายใตแ้สง UV ที

มีความยาวคลืน 254 นาโนเมตร เมอืนําแผ่น TLC ทีแห้งสนิทไปส่องแสง UV เพอื

วเิคราะหก์ารดูดกลนืแสงของสารตวัอย่าง แต่ในบางกรณีทสีารไม่สามารถดูดกลืนแสง

ได้จะต้องนําไปย้อมด้วยสารเคมีชนิดอืน ซึงในการทดลองใช้ตัวทําปฏิกิริยา 

anisaldehyde หลังจากนันนําแผ่นที TLC ทีย้อมแล้ววางบนเครืองให้ความร้อน 

(hotplate) สารทีไม่สามารถดูดกลืนแสงจะปรากฏสีออกมาทําให้สามารถวิเคราะห์

สารละลายผสมตวัอย่างได ้

 

2.5.2 ซิลิกาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี (silica gel column chromatography) 

 เป็นเทคนิคทนีิยมใช้แยกองค์ประกอบของสารในผลิตภณัฑ์ธรรมชาติโดยใช้

ความแตกต่างของความมขีวัของสาร เมอืโมเลกุลของตวัถูกละลายในสารตวัอย่างผสม

ผ่านเขา้ไปในคอลมัน์จะถูกพาออกจากคอลมัน์ด้วยตวัทําละลายหรอืวฏัภาคเคลอืนท ี

(mobile phase) ในขณะทีตัวถูกละลายเคลือนทีจะเกิดการกระจายตัว (distribute) 

ระหว่างวฏัภาคเคลอืนท ีและตวัดูดซบัหรอืวฏัภาคนิง (stationary phase) โมเลกุลของ

สารตวัอย่างจะถูกดดูซบัทผีวิของวฏัภาคนิง ซงึในการทดลองใชซ้ลิกิาเจลทมีคีวามมขีวั

สงูจงึสามารถดูดซบักบัโมเลกุลสารทมีขีวัสูงดว้ยแรงดงึดูดทแีขง็แรงกว่าโมเลกุลสารทมีี

ขวัตํา และในขณะเดยีวกนัวฏัภาคเคลอืนทจีะแข่งขนัในการดงึโมเลกุลของสารเพือพา

สารออกจากคอลมัน์ เพราะฉะนนัสารต่างชนิดจะถูกดูดซบัไดแ้ตกต่างกนัทําใหว้ฏัภาค

เคลอืนทพีาสารออกจากคอลมัน์ไม่พรอ้มกนันําไปสู่การแยกของสารและถ้าตวัดูดซบัมี

พนืทผีวิมากจะมคีวามสามารในการดดูซบัไดด้ยีงิกว่าพนืทผีวิในการดดูซบัน้อย 

ก. การเตรยีมคอลมัน์ นําคอลมัน์ขนาดทเีหมาะสมกบัปรมิาณของสารทตีอ้งการ

แยก ใส่สําลตีรงปลายคอลมัน์ป้องกนัการรวัไหลของตวัดดูซบัหรอืซลิกิาเจล นําคอลมัน์

ติดตงัไว้ทฐีานยดึคอลมัน์โดยให้คอลมัน์ตงัตรงหรอืตงัฉากกบัพนื หลงัจากนันนําซิลิ

กาเจลใส่ลงในบกีเกอร์ปรมิาณสามส่วนของคอลมัน์แลว้จงึใส่ตัวทําละลายทตี้องการใช้

ลงไปแลว้คนซลิกิาเจลใหก้ระจายในตวัทําละลาย (ส่วนผสมนีเรยีกว่า slurry) จากนนัเท 

slurry ผ่านแท่งแกว้ลงในคอลมัน์ เปิดก๊อกใหต้วัทาํละลายไหลออกชา้ ๆ และใชส้ายยาง

เคาะดา้นขา้งคอลมัน์เพอืใหซ้ลิกิาเจลอดัแน่นกนัและป้องกนัการเกดิฟองอากาศภายใน

คอลัมน์ เมือบรรจุซิลิกาเจลในระดับทีต้องการแล้วจะต้องระวังให้ตัวทําล ะลายอยู่

ระดบัสงูกว่าผวิซลิกิาเจลเสมอเพอืป้องกนัการแหง้และแตกของเมด็ซลิกิา 

ข. การเตรยีมสารตวัอย่าง ในการทดลองจะใชว้ธิกีารโหลดสารแบบแหง้ โดยนํา

สารตัวอย่างผสมทีต้องการจะแยกละลายด้วยตัวทําละลายระบบทีใช้ในการเตรียม

คอลัมน์เพียงเล็กน้อยหรือปริมาณน้อยทีสุดทีทําให้สารตัวอย่างสามารถละลายได้ 
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หลงัจากนนันําซลิกิาเจลใสล่งไปในสารแลว้คนจนกว่าตวัทําละลายจะระเหยออกหรอืสาร

จะแหง้หยาบโดยสามารถนําไปจุ่มในอ่างนําควบคุมอุณหภูม ิ(water bath) เพอืทาํใหต้วั

ทําละลายระเหยเร็วขนึ เมอืสารแห้งสนิทจนมีลกัษณะเหมอืนผงซิลิกาเจลจึงสามารถ

นําไปโหลดลงคอลมัน์ 

ค. การโหลดสารลงคอลมัน์ หลงัจากทเีตรยีมสารทจีะนํามาโหลดแล้วจะเปิด

วาลว์คอลมัน์เพอืใหต้วัทําละลายลดลงถงึระดบัทสีงูกว่าผวิของตวัดดูซบัประมาณ 0.5-1 

เซนตเิมตร แล้วจงึปิดวาล์วคอลมัน์ นําสารตวัอย่างทเีตรยีมไว้ใส่ลงไปในคอลมัน์แล้ว

เปิดใหต้วัทําละลายไหลจนสารตวัอย่างลงไปอยู่ระดบัของเดยีวกบัตวัดูดซบั จงึค่อยชะ

สารทตีดิอยู่ขา้งคอลมัน์หรอืในภาชนะใหไ้หลลงสูต่วัดดูซบัทลีะน้อย เมอืสขีองตวัชะทอียู่

เหนือผวิซิลกิาเจลจางลงจนกระทงัเป็นสารละลายใสไม่มีส ีจงึใส่ตวัทําละลายปริมาณ

มากลงไปในคอลมัน์ ซงึขอ้ควรระวงัในการใช้ซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟีคอืไม่ควร

ทําใหซ้ลิกิารเจลแหง้เพราะจะเกดิการหดตวัจากผนังคอลมัน์ เกดิช่องว่างใหอ้ากาศเขา้

ไปแทรกและเกดิการแตกแยกในชนัซลิกิา สง่ผลใหป้ระสทิธภิาพในการแยกไม่ด ี

 

2.5.3 เซฟาเดก็ซ์คอลมัน์โครมาโทกราฟี (Sephadex LH-20 Column 

Chromatography) 

 เป็นเทคนิคในการแยกองค์ประกอบของสารโดยใช้ความแตกต่างของขนาด

โมเลกุล (size exclusion chromatography) โดยวฏัภาคนิงทปีระกอบไปด้วยเจลจะถูก

เชอืมเขา้ด้วยกนัเป็นโครงข่ายสามมติ ิอนุภาคเมด็เล็กทีมสีมบตัพิองตวัได้ทําให้เกิดรู

พรุนคลา้ยฟองนํา โดยสารโมเลกุลขนาดใหญ่กว่ารูพรุนไม่สามารถผ่านเขา้ไปภายในรู

พรุนได ้จงึถูกตวัทําละลายชะออกมาตามช่องว่างระหว่างเมด็เจลทําใหส้ารโมเลกุลใหญ่

ออกจากคอลมัน์ก่อนสารทมีโีมเลกุลขนาดเลก็เนืองจากสารโมเลกุลขนาดเลก็จะผ่านเขา้

ไปในรูพรุนของอนุภาคเจล โดยการเตรยีมคอลมัน์สามารถทําเช่นเดียวกบัเทคนิคซิลิ

กาเจลคอลัมน์โครมาไทกราฟี (silica gel column chromatography)  ในขณะทีการ

โหลดสารจะใชว้ธิโีหลดแบบเปียกหรอืใสส่ารละลายตวัอย่างลงไปในคอลมัน์เลย 

 

2.5.4 ไฮเพอรฟ์อรแ์มนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (High Performance Liquid 

Chromatography: HPLC) 

  เป็นเทคนิคในการแยกองค์ประกอบของสารผสมโดยอาศัยความ

แตกต่างของอัตราการเคลือนทีของแต่ละองค์ประกอบของสารผสมบนวัฏภาคนิง 

(stationary phase) ภายใต้การพาของวฏัภาคเคลือนที (mobile phase) โดยสําหรับ

เทคนิคนี วฏัภาคนิงถูกบรรจุอยู่ในคอลมัน์ ส่วนวฏัภาคเคลอืนทคีอืตวัทําละลายอนิทรยี์

ผสม เมอืสารทีต้องการวเิคราะห์ผ่านเข้าสู่เครอืง HPLC สารดงักล่าวจะถูกพาเข้าสู่

คอลมัน์โดยมแีรงดนัจากปัม (pump) เป็นตวัช่วยในการทํางานของเครอืงทําให้ตัวทํา
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ละลายสามารถไหลได้อย่างต่อเนือง สําหรบัการแยกองค์ประกอบของสารจะเกิดใน

คอลมัน์เพอืให้เกิดการแยกสาร (separation) จะอาศยัการมอีนัตรกิรยิา (interaction) 

ระหว่างสารทเีข้ากนัได้ดีกบัวฏัภาคนิง และความสามารถในการละลายของสารผสม 

นอกจากนีการแยกสารผสมยงัมคีวามสมัพนัธ์กบันําหนักโมเลกุล โครงสร้างของสาร 

และสมบตัทิางเคมขีองสารทอียู่ในคอลมัน์ เช่น วฏัภาคนิงทใีชม้คีุณสมบตัคิวามมขีวัตาํ 

โมเลกุลสารทมีขีวัตําก็จะมีอนัตรกริยิาทดีกีว่าโมเลกุลสารทมีขีวัมาก ทําใหส้ารทขีวัตํา

ดงักล่าวออกมาจากคอลมัน์ช้ากว่าสารทมีขีวัสูง เป็นต้น หลงัจากทสีารแต่ละชนิดถูก

แยกเป็นส่วน ๆ จะเคลอืนทอียู่ภายในคอลมัน์ในเวลาต่างกนั และผ่านเขา้สู่อุปกรณ์วดั

สญัญาณ (detector) และแปรผลออกมาเป็นโครมาโทแกรม (Chromatogram) ซงึแต่ละ

สารจะมรีะยะเวลาทอียู่ในคอลมัน์ (Retention time, RT) เฉพาะตวั ในการวเิคราะหส์าร

ผสมตวัอย่างสามารถนําสารทรีูโ้ครงสรา้งทางเคมหีรอืสารมาตรฐานฉีดเขา้เครอืง HPLC 

แล้วเปรียบเทียบระยะเวลาทีสารอยู่ในคอลัมน์ระหว่างสารมาตรฐานและสารผสม

ตวัอย่าง เพอืยนืยนัว่าสารผสมตวัอย่างมสีารมาตรฐานผสมอยู่ ขอ้ควรระวงัของเทคนิค

นีคอืตวัทําละลายอนิทรยีผ์สมทใีชจ้ะต้องละลายสารตวัอย่างทจีะนําไปวเิคราะหไ์ด ้เพอื

ป้องกนัการตกตะกอนไม่ใหเ้กดิการอุดตนัในระบบ ดงันนัก่อนทจีะนําสารตวัอย่างเข้าสู่

เครอืงจาํเป็นจะตอ้งกรองดว้ย membrane filter ขนาดเลก็กว่า 0.5 ไมครอนก่อนทุกครงั

เพอืนําสว่นทไีม่ละลายหรอืมโีมเลกุลขนาดใหญ่ออกจากสารทจีะนําไปวเิคราะห ์

 

2.6 การเตรียมวตัถดิุบและการสกดั 

2.6.1 การสกดัผลดีปลี 

นํา 4 กโิลกรมัของผลดปีลทีหีนัเป็นชนิเล็ก ๆ มาสกดัด้วยเฮกเซนเป็นเวลา 2 

วนั จํานวน 2 ครงั จะได้ส่วนของสงิสกดัเฮกเซน (crude hexane extract) และกากที

เหลอื (residue) หลงัจากนันนํากากทีเหลอืมาสกดัด้วยไดคลอโรมเีทนเป็นเวลา 2 วนั 

จํานวน 2 ครงั จะไดส้่วนของสงิสกดัไดคลอโรมเีทน (crude dichloromethane extract) 

ดงัแสดงในแผนภาพที 2.1 นําสว่นนีไปแยกสารประกอบในหวัขอ้ 2.7.1 ต่อไป  
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2.6.3 การสกดัผลชะพลู 

นําผลชะพลูทหีนัเป็นชนิเล็ก ๆ (854 กรมั) มาสกดัด้วยเมทานอล จะได้ส่วน

ของสงิสกดัจากเมทานอล (crude methanol extract) หลงัจากนันนํามาสกดัซําด้วยเฮ

กเซน 3 ครงั จะได้ส่วนของสงิสกดัเฮกเซน (crude hexane extract) และสงิสกดัเมทา

นอล ซงึเป็นส่วนทจีะนําไปสกดัดว้ยไดคลอโรมเีทนอกีจํานวน 3 ครงั จะไดส้่วนของสงิ

สกดัเมทานอล และสงิสกดัไดคลอโรมเีทน (crude dichloromethane extract) ดงัแสดง

ในแผนภาพที 2.2 โดยจะนําสว่นนีไปทาํการแยกสารประกอบในหวัขอ้ 2.7.2 ต่อไป  

 
 

แผนภาพที 2.2 ขนัตอนการสกดัผลชะพลู (Piper sarmentosum) 

 

2.7 การแยกสารประกอบ 

2.7.1 การแยกสารประกอบจากผลดีปลี 

1. นําสงิสกดัจากผลดปีลทีสีกดัดว้ยไดคลอโรมเีทนมาระเหยใหแ้หง้ดว้ยเครอืง

ระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporation) ไดส้งิสกดั 50 กรมั 

2. นําสงิสกดัไดคลอโรมเีทน 50 กรมั มาแยกดว้ยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โคร

มาโท กราฟี (silica gel column chromatography) ด้วยระบบ 100% เฮกเซน แล้ว

ค่อยๆ เพมิขวัดว้ยเอทลิอะซเิทต จนมอีตัราส่วน 100% เอทลิอะซเิทต หลงัจากนนัค่อย 

ๆ เพมิขวัครงัสุดท้ายด้วยเมทานอลจนมอีตัราส่วน 100% เมทานอล นําสารละลายแต่

 

แผนภาพที 2.1 การสกดัผลดปีล ี(Piper retrofractum) 
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ละส่วนตรวจสอบดว้ยเทคนิค TLC โดยใชร้ะบบตวัทําละลายทเีหมาะสม พบว่าสามารถ

แยกสารออกมาได้ 10 แฟรกชนั (1-10) ดงัสรุปไว้ในแผนภาพที 2.3 และแฟรกชนั 3 

น่าจะมสีารทน่ีาสนใจ  

3. นําแฟรกชัน 3 มาแยกด้วยเทคนิคเซฟาเด็กซ์คอลัมน์โครมาโทกราฟี 

(Sephadex LH-20 column chromatography) ด้วยระบบตวัทําละลาย 50% ไดคลอโร

มเีทน-เมทานอล โดยสามารถแยกสารออกมาได้ 6 แฟรกชนั (A-F) ในส่วนของแฟรก

ชนั D และ E น่าจะมสีารทน่ีาสนใจ เพราะจากผล TLC พบว่า สารทงั 2 แฟรกชนัมี

ปรมิาณมากและมกีารลากหางคลา้ยกนั จงึนํามาแยกต่อในขอ้ต่อไป 

4. นําแฟรกชนั D และ E รวมกนั หลงัจากนนัแยกดว้ยเทคนิคแฟลชคอลมัน์โคร

มาโทกราฟี (flash column chromatography) แบบ reversed phase ด้วยระบบตวัทํา

ละลาย 50% เมทานอล-นํา จนถงึ 100% เมทานอล ด้วยอตัราการไหล (flow rate) 25 

มิลลิลิตรต่อนาที โดยสามารถแยกสารออกมาได้ 3 แฟรกชนั (D1.1-D1.3)  เมอืนําไป

ทดสอบด้วย TLC ทใีช้ระบบตวัทําละลายคอื เฮกเซน-ไดคลอโรมเีทน-เอทิลอะซิเทต 

(3:1:1) พบว่า แฟรกชัน D1.2  มีจุดสาร 2 จุดหลักทีแยกกันชัดเจนโดยทีทงั 2 จุดมี

ปรมิาณเท่าๆ กนั ในส่วนของแฟรกชนั D1.3 มจุีดสาร 2 จุดหลกัแยกกนัไดช้ดัเจน และ

จุดสารขา้งบนมปีรมิาณสารทมีากกว่าจุดสารขา้งล่าง ทําใหท้ัง 2 แฟรกชนัน่าจะมสีารที

น่าสนใจ 

5. นําแฟรกชนั D1.2 มาแยกดว้ยเทคนิคเซฟาเดก็ซ์คอลมัน์โครมาโทกราฟีด้วย

ระบบตวัทําละลายคอื เมทานอล-ไดคลอโรมเีทน (1:1) สามารถแยกสารออกมาได้ 4  

แฟรกชัน (D2.1-D2.4) เมือนําไปทดสอบด้วย TLC ทีใช้ระบบ 100% ไดคลอโรมีเทน 

พบว่าแฟรกชนั D2.2, D2.3 และ D2.4 น่าจะมสีารทน่ีาสนใจ  

6. นําแฟรกชนั D2.4 มาแยกดว้ยเทคนิค TLC ทใีชร้ะบบตวัทําละลาย 100% ได

คลอโรมีเทน โดยเทียบกับสารบริสุทธิ methy piperate ทีเคยแยกได้ก่อนหน้านี 

พบว่าแฟรกชนั D2.4 มจุีดสารหลายจุดทแียกกนัชดัเจน และมจุีดสารหลกัตรงกบัสาร

บรสิุทธ ิสามารถคาดเดาได้ว่าในแฟรกชนั D2.4 มสีารบรสิุทธนิันเป็นองค์ประกอบ จงึ

นําไปตรวจสอบสตูรโครงสรา้งของสารทไีดจ้ากขอ้มลูสเปกโทรสโกปี ไดเ้ป็นสาร FK1 

7.   นําแฟรกชนั D2.2 มาแยกด้วยเทคนิค TLC ทใีช้ระบบตวัทําละลาย 100% 

ไดคลอโรมีเทน โดยเทียบกับสารทีรู้โครงสร้างชนิด alpha-beta unsaturated amide 

และเคยแยกไดก้่อนหน้านี พบว่าแฟรกชนั D2.2 มสีารทตี้องการ และจุดสารตรงกบัสาร

ทรีูโ้ครงสรา้ง สามารถคาดเดาไดว้่า ในแฟรกชนั D2.2 มโีครงสรา้งของสารชนิดนันเป็น

องคป์ระกอบ เพอืเป็นการยนืยนัจงึนําแฟรกชนันีไปแยกดว้ยเทคนิคอนื ๆ ต่อไป  

8. นําแฟรกชนั D2.2  มาแยกด้วยเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโท  

กราฟี (High Performance Liquid Chromatography: HPLC) ใช้ระบบตัวทําละลาย 

100% เมทานอลด้วยอตัราการไหล (flow rate) 2 มลิลลิติรต่อนาท ีโดยมพีคีปรากฏ 2 
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พคี ท ีretention time (RT) ดงันี 14.836 และ 18.467 นาที หลงัจากนันทดสอบสารที

เคยแยกได้ชนิด alpha-beta unsaturated amide และคาดว่ามีโครงสร้างทางเคมี

เดยีวกบัแฟรกชนันีด้วยเทคนิค HPLC พบว่าพคีขนึท ีretention time ใกล้เคยีงกนัคอื 

14.913 และ 18.530 นาที และจากผลของการดูดกลืนแสง UV ของเครืองตรวจวดั

สัญญาณ (detector) พบว่าสารแฟรกชัน D2.2 สามารถดูดกลืนแสงทีความยาวคลืน 

259.8 นาโนเมตรเหมอืนกบัสารทเีคยแยกได ้จงึยนืยนัไดว้่าแฟรกชนันีเป็นสาร FK2 

9. นําแฟรกชนั D2.3 มาแยกด้วยเทคนิค TLC ทีใช้ระบบตัวทําละลาย 100%  

ไดคลอโรมเีทน โดยเทยีบกบัสารทรีูโ้ครงสร้างและเคยแยกไดก้่อนหน้านีคอื pellitorine 

พบว่าแฟรกชัน D2.3 มีจุดสาร 3 จุดแยกกันชัดเจน และมีจุดสารทีตรงกับสารทีรู้

โครงสร้าง จงึสามารถคาดเดาได้ว่า แฟรกชนั D2.3 มสีารประกอบโครงสร้างเหมือนกบั

สาร pellitorine เพอืเป็นการยนืยนัจงึนําแฟรกชนันไีปทดสอบดว้ยเทคนิคอนืต่อไป 

10. นําแฟรกชนั D2.3 มาแยกดว้ยเทคนิค flash column chromatography แบบ 

reversed phase โดยใช้ระบบตวัทําละลาย 75% เมทานอล-นํา ถึง 100% เมทานอล 

ดว้ยอตัราการไหล (flow rate) 25 มลิลลิติรต่อนาท ีสามารถแยกสารไดอ้อกมา 4 แฟรก

ชนั (D3.1-D3.4) ซงึจากการทดสอบด้วยเทคนิค TLC พบว่า แฟรกชนั D3.2 เป็นสารทมีี

ความบรสิุทธ ิน่าจะมสีารทน่ีาสนใจ 

11. นําแฟรกชัน D3.2 มาแยกด้วยเทคนิค HPLC โดยใช้ระบบตัวทําละลาย 

100% เมทานอล ด้วยอนัตราการไหล (flow rate) 2 มลิลิลิตรต่อนาที พบว่ามีพีคขนึ

เพียงพีคเดียวที retention time คือ 9.242 นาที เมอืนําสาร pellitorine ทีคาดว่าจะมี

โครงสร้างเหมอืนกบัแฟรกชนันี ทดสอบด้วยเทคนิค HPLC พบว่าพคีปรากฎขนึพีค

เดียวท ีretention time ใกล้เคยีงกนัคอื 9.171 นาที จึงนําไปตรวจสอบสูตรโครงสร้าง

ของสารทไีดจ้ากขอ้มลูสเปกโทรสโกปี สรุปไดว้่าแฟรกชนันีเป็นสาร FK3 

12. นําแฟรกชนั D3.3 มาแยกดว้ยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดย

ใช้ระบบตวัทําละลาย 100% ไดคลอโรมเีทน(อาร์กอนเกรด) แล้วค่อยๆ เพมิขวัด้วย    

เมทานอล(อาร์กอนเกรด) จนมอีนัตราส่วน 5% เมทานอล-ไดคลอโรมีเทน(อาร์กอน

เกรด) สามารถแยกได้ 6 แฟรกชนั (D4.1-D4.6) นําไปทดสอบด้วยเทคนิค TLC พบว่า 

แฟรกชนั D4.5 น่าจะมสีารทน่ีาสนใจ  

13. นําแฟรกชนั D4.5 มาแยกดว้ยเทคนิค HPLC โดยใชร้ะบบตวัทาํละลาย 95% 

เมทานอล-นํา ดว้ยอตัราการไหล (flow rate) 1.5 มลิลลิติรต่อนาท ี พบว่าจากโครมาโต

แกรมจะปรากฎพคี 5 พคี จงึสามารถแยกสารได้ 5 แฟรกชนั (D5.1-D5.5) ซงึแฟรกชนั 

D5.1 และ D5.4 เป็นแฟรกชนัทมีคีวามสงูของพคีค่อนขา้งสงู น่าจะมสีารทน่ีาสนใจ 

14. นําแฟรกชนั D3.4 มาแยกดว้ยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดย

ใช้ระบบตวัทําละลาย 100% ไดคลอโรมเีทน(อาร์กอนเกรด) แล้วค่อยๆ เพมิขวัด้วยเม
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ทานอล(อารก์อนเกรด) จนมอีนัตราส่วน 5% เมทานอล-ไดคลอโรมเีทน(อารก์อนเกรด) 

สามารถแยกได ้6 แฟรกชนั (D6.1-D6.6) พบว่าแฟรกชนั D6.4 น่าจะมสีารทน่ีาสนใจ 

15. นําแฟรกชัน D6.4 มาแยกด้วยเทคนิค HPLC โดยใช้ระบบตัวทําละลาย 

100% เมทานอล ดว้ยอตัราการไหล (flow rate) 2 มลิลลิติร พบว่ามพีคีปรากฏหลายพคี  

แต่ม ี2 พคีทมีคีวามสูงของพคีค่อนขา้งสูง และม ีretention time ใกลเ้คยีงกบั สาร FK2 

จงึคาดว่าสารในแฟรกชนั D6.4 มอีงคป์ระกอบของสารทมีโีครงสรา้งเหมอืนสาร FK2 ซงึ

จะตอ้งนําไปพสิจูน์ดว้ยเทคนิคอนืต่อไป  

16. นํ า แ ฟ รก ชัน  D1.3 มาแ ยก ด้ ว ย เ ทค นิ ค  Sephadex LH-20 column 

chromatography ดว้ยระบบตวัทําละลาย เมทานอล-ไดคลอโรมเีทน (1:1) สามารถแยก

สารได ้3 แฟรกชนั (D7.1-D7.3) เมอืนําไปทดสอบดว้ยเทคนิค TLC พบว่าแฟรกชนั D7.2 

น่าจะมสีารทน่ีาสนใจ 

17. นําแฟรกชนั D7.2 มาแยกโดยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี ดว้ย

ระบบตัวทําละลาย 100% ไดคลอโรมีเทน แล้วค่อยๆ เพิมขัวด้วยอะซิโตนจนมี

อตัราสว่น 100% อะซโิตน พบว่าสามารถแยกสารได ้8 แฟรกชนั เมอืนําไปทดสอบดว้ย

เทคนิค TLC พบว่าแฟรกชนั D8.2 น่าจะมสีารทน่ีาสนใจ 

18. นําแฟรกชัน D8.2 มาแยกด้วยเทคนิค HPLC โดยใช้ระบบตัวทําละลาย 

100% เมทานอล ดว้ยอตัราการไหล (flow rate) 2 มลิลลิติรต่อนาท ีพบว่า มพีคีปรากฎ

ขนึ 3 พคีโดยม ีretention time ดงันี  12.349, 14.883 และ 18.523 พบว่า 2 พคีหลงัมี

ความสงูของพคีค่อนขา้งสงู เมอืนํา retention time ของสาร FK2 มาเทยีบพบว่า พคีทงั 

2 ค่อนข้างใกล้เคียงกัน จึงนําไปตรวจสอบสูตรโครงสร้างของสารทีได้จากข้อมูล

สเปกโทรสโกปี ไดเ้ป็นสาร FK2 

19. นําแฟรกชัน 4+5 รวมกัน แล้วมาแยกด้วยเทคนิค  Sepha dex LH-20 

column chromatography โดยใช้ระบบตวัทําละลาย เมทานอล-ไดคลอโรมเีทน (1:1) 

สามารถแยกได ้6 แฟรกชนั (G-L) นําไปทดสอบดว้ยเทคนิค TLC พบว่า แฟรกชนั I มี

จุดสาร 2 จุดแยกกนัชดัเจน ในขณะทแีฟรกชนั J มจุีดสารทมีกีารลากหาง ไม่สามารถ

แยกไดอ้ย่างชดัเจน คาดว่าน่าจะมสีารในปรมิาณมาก จงึนําทงั 2 แฟรกชนัทําการแยก

ต่อไป ดงัสรุปไวใ้นแผนภาพที 2.4 

20. นําแฟรกชนั I มาแยกดว้ยเทคนิคซลิากาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้

ระบบตวัทําละลาย 100% ไดคลอโรมเีทน แล้วค่อยๆ เพมิขวัด้วยเอทิลอะซิเทตจนมี

อัตราส่วน 100% เอทิลอะซิเทต สามารถแยกสารได้ 13 แฟรกชนั (I1.1-I1.13)  นําไป

ทดสอบดว้ยเทคนิค TLC พบว่า แฟรกชนั I1.4 เป็นสารบรสิุทธ ิ จงึนําไปตรวจสอบสูตร

โครงสรา้งของสารทไีดจ้ากขอ้มลูสเปกโทรสโกปี ได้เป็นสาร FK4 

21. นําแฟรกชนั I1.3 มาวเิคราห์ด้วยเทคนิค HPLC โดยใช้ระบบตวัทําละลาย 

100% เมทานอล ด้วยอัตราการไหล (flow rate) 2 มิลลิลิตรต่อนาที พบว่ามีพีคหลกั
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ปรากฎขนึ 2 พคี ท ีretention time ดงันี  16.038 และ 20.120 นาที ซึงเมอืเทียบกับ 

retention time ของสาร 2 คอื 9.614, 16.059 และ 20.079 นาท ีจงึคาดว่าแฟรกชนั I1.3 

มอีงค์ประกอบของสาร FK2 จงึนําไปตรวจสอบสูตรโครงสร้างของสารทไีด้จากข้อมูล

สเปกโทรสโกปี ยนืยนัไดว้่าเป็นสาร FK2 

22. จากการนําแฟรกชนั I1.5-I1.7 ไปตรวจสอบสูตรโครงสร้างของสารทไีด้จาก

ขอ้มูลสเปกโทรสโกปี พบว่ามโีครงสร้างเหมอืนกบัสารทเีคยมกีารรายงานก่อนหน้านี 

เมอืนําขอ้มลูทไีดจ้าก H1 NMR ไปเทยีบกบัขอ้มลูงานวจิยัก่อนหน้า สามารถคาดเดาได้

ว่า ในแฟรกชนันเีป็นสารผสมทมีอีงคป์ระกอบสาร FK5 ปนอยู่จากนนัจะนําไปแยกดว้ย

เทคนิคต่าง ๆ เพอืทาํใหส้ารมคีวามบรสิุทธ ิ

23. นํ า แ ฟ ร ก ชัน  J ม า แ ย ก ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  Sephadex LH-20 column 

chromatography โดยใช้ระบบตวัทําละลาย เมทานอล-ไดคลอโรมเีทน (1:1) สามารถ

แยกสารได ้5 แฟรกชนั (J1.1-J1.5) แลว้นําไปวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค TLC พบว่า แฟรกชนั 

J1.2 เป็นสารทมีคีวามบรสิุทธจิงึนําไปตรวจสอบสูตรโครงสร้างของสารทไีด้จากข้อมูล

สเปกโทรสโกปี ยนืยนัไดว้่าเป็นสาร FK4 

24. จากผล TLC แฟรกชนั J1.1 มจุีดสาร 3 จุดทแียกกนัชดัเจน ในขณะทแีฟรก

ชนั J1.3 มจุีดสารขนาดใหญ่ลากหาง ไม่สามารถแยกไดอ้ย่างชดัเจน จงึนําไปตรวจสอบ

สูตรโครงสรา้งของสารทไีด้จากขอ้มูลสเปกโทรสโกปี สามารถยนืยนัไดว้่า ทงั 2 แฟรก

ชนัเป็นสารผสมทมีอีงคป์ระกอบสาร FK4 ปนอยู่ 

25. จากแฟรกชนั K, L และ J1.5 นําไปตรวจสอบสตูรโครงสรา้งของสารทไีดจ้าก

ขอ้มลูสเปกโทรสโกปี สามารถยนืยนัไดว้่าทงัสามแฟรกชนัเป็นสาร FK6 

 

 

2.7.2 การแยกสารประกอบจากผลชะพลู 

  1. นําสงิสกดัไดคลอโรมเีทน (Crude dichloromethane extract) มาแยกด้วยซิ 

ลกิาเจลคอลมัน์โครมาโตกราฟี (silica gel column chromatography) โดยใช้ระบบตวั

ทําละลาย 100% เฮกเซน แล้วค่อยๆ เพมิความมขีวัด้วยเอทลิอะซิเทตจนมอีตัราส่วน 

100% เอทลิอะซเิทต หลงัจากนนัค่อยๆ เพมิขวัดว้ยเมทานอลจนมอีตัราส่วน 100% เม

ทานอล สามารถแยกสารได ้13 แฟรกชนั (1-13) ดงัสรุปไวใ้นแผนภาพที 2.5 

  2. นําแฟรกชนั 8 และ 9 มาแยกดว้ยเทคนิคเซฟาเดก็ซ์คอลมัน์โครมาโทกราฟี 

(Sephadex LH-20 column chromatography) โดยใช้ระบบตัวทําละลาย 100% เม

ทานอล สามารถแยกสารได ้7 แฟรกชนั (A-G) นําไปวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค TLC โดยใช้

ระบบตวัทาํละลายเป็น เอทลิอะซเิทต-ไดคลอโรมเีทน (1:1) พบว่า แฟรกชนั B มจุีดสาร

เพยีงจุดเดยีว ในขณะทแีฟรกชนั C มจุีดสาร 3-4 จุดทแียกได้อย่างชดัเจน จงึคาดเดา

ไดว้่ามสีารทน่ีาสนใจอยู่ใน 2 แฟรกชนันี 
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  3. นํ า แ ฟ ร ก ชั น  C ไ ป แ ย ก ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  Sephadex LH-20 column 

chromatography โดยใช้ระบบตวัทําละลาย เมทานอล-ไดคลอโรมเีทน (1:1) สามารถ

แยกสารออกมาได้ 5 แฟรกชนั (C1.1-C1.5) นําไปวเิคราะห์ด้วยเทคนิค TLC พบว่า แฟ

รกชนั C1.2 มจุีดสารเป็นวงกลมขนาดใหญ่จุดเดยีวจงึจะนําไปวเิคราะห์ด้วยเทคนิคอนื

ต่อไป ในขณะเดยีวกนัแฟรกชนั C1.4 มจุีดสารทน่ีาสนใจ 

  4. แฟรกชนั C1.2 เมอืวางทงิไวม้กีารตกผลกึเป็นของแขง็สขีาว จงึนําแฟรกชนันี

ตกผลกึ (crystallize) ไดส้ารออกมา 2 แฟรกชนั (C2.1 และ C2.2) จงึนําไปตรวจสอบสูตร

โครงสร้างของสารทีได้จากข้อมูลสเปกโทรสโกปีพบว่า แฟรกชนั C2.1 เป็นของผสม 

ในขณะท ีC2.2 เป็นสารบรสิุทธทิมีโีครงสรา้งเป็น สาร FK7 

  5. นําแฟรกชนั C1.4 มาแยกดว้ยเทคนิคซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้

ระบบตัวทําละลาย 50% เอทิลอะซิเทต-ไดคลอโรมีเทน แล้วค่อยๆ เพิมขัวจนมี

อตัราสว่นของตวัทาํละลายเป็น 100% เอทลิอะซเิทต สามารถแยกสารออกมาได ้17 แฟ

รกชนั (C6.1-C6.17) นําไปวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค TLC พบว่า แฟรกชนั C6.6-C6.8 มจุีดสาร

ทคีลา้ยกนัและน่าจะมสีารทน่ีาสนใจอยู่ จงึนําไปวเิคราะหต์่อดว้ยเทคนิคอนื 

  6. นําแฟรกชนั C6.6-C6.8 มาแยกด้วยเทคนิค แฟลชคอลัมน์โครมาโทกราฟี 

(flash column chromatography) แบบ reversed phase โดยใชร้ะบบตวัทาํละลาย 50% 

เมทานอล-นํา ถงึ 100% เมทานอล ดว้ยอตัราการไหล (flow rate) 15 มลิลลิติรต่อนาท ี

สามารถแยกสารออกได้ 3 แฟรกชนั (C7.1-C7.3) จงึนําไปตรวจสอบสูตรโครงสร้างของ

สารทไีดจ้ากขอ้มลูสเปกโทรสโกปีพบว่า แฟรกชนั C7.1 น่าจะมสีารทน่ีาสนใจ 

 

2.8 การทาํปฏิกิริยาแยกสลายด้วยโอโซน (ozonolysis) 

ปฏกิริยิาการแยกสลายดว้ยโอโซน (ozonolysis) เป็นปฏกิริยิาออกซเิดชนัโดยมโีอโซน

เป็นตวัออกซิไดส์ โดยจะทําให้พนัธะคู่ในอลัคนีสลายลงหรอืไปแตกพนัธะคู่ออกเป็นสองส่วน 

และได้อลัดไีฮด์หรอืคโีตนเป็นผลผลติ ขนึอยู่กบัตวัทําปฏิกิรยิา (reagent) ทใีช้ ซึงปฏิกิรยิานี

เป็นประโยชน์ต่อการใช้ศึกษาโครงสร้างของอัลคีน และระบุตําแหน่งพันธะคู่ในโมเลกุล

ของอลัคนีได ้

Marshall และ Garofalo (1993) ได้ทําการวจิยัการออกซิไดส์พนัธะซิกมาของโมโน ได 

ไตรซับโอเลฟินส์เป็นสารประกอบเมทิลเอสเทอร์ผ่านปฏิกิริยาการแยกสลายด้วยโอโซน 

(ozonolysis) ด้วยเมทานอลอนิคโซเดยีมไฮดรอกไซด์ (NaOMe) โดยนําสารประกอบอลัคนีมา

ตดัพนัธะด้วยโอโซน ใส่เมทานอลิคโซเดียมไฮดรอกไซด์ และไดคลอโรมเีทนเป็นสารละลาย

ภายใตอุ้ณหภูม ิ-78oC นําไปสูส่ารประกอบเมทลิเอสเทอร์[15] โดยมกีระบวนการดงัรปูที 2.1 
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รปูที 2.1 ปฏกิริยิาการแยกสลายดว้ยโอโซน (ozonolysis) ของสารประกอบอลัคนี 

 

ในการทดลองนีไดนํ้าแฟรกชนั C8.2 มาทําปฏกิริยิาการแยกสลายดว้ยโอโซน โดยนํามา 

11 มลิลกิรมั ใส่ 2.5 M โซเดยีมไฮดรอกไซด์ในเมทานอล (methanolic NaOH) กบัตวัทําละลาย

ซงึในการทดลองนีคอื ไดคลอโรมเีทน ในอตัราสว่น 1:4 จากนนันําสารเตรยีมไปแช่ในบกีเกอรท์ี

ใส่นําแขง็ แล้วเริมการแยกสลายด้วยโอโซน โดยการเติมโอโซนลงไปในสารด้วยเครอืงผลิต

โอโซน (ozone generator) แต่ก่อนขนัตอนนีต้องเช็คก่อนว่าเครอืงผลิตโอโซนเรียบร้อยแล้ว 

เพราะถ้าไม่ใช่โอโซนทลีงไปในสารอาจจะเกดิ side effect ได ้หลงัจากนนัรอเป็นเวลา 10 นาท ี

นําสารออกมาทดสอบด้วยเทคนิค TLC ระบบตวัทําละลาย 50%ไดคลอโรมเีทน-เฮกเซน โดย

เทยีบกบัสารตงัตน้หรอื แฟรกชนั C8.2 พบว่าเวลาในการทําปฏกิริยิา 10 นาท ีสารตงัต้นยงัมอียู่ 

จงึนําไปใส่โอโซนต่ออกี 10 นาทแีลว้นํามาทดสอบดว้ยเทคนิค TLC อกีครงั พบว่าเวลาในการ

ทําปฏกิริยิา 20 นาท ีทําใหส้ารตงัต้นหมดจงึหยุดการทําปฏกิริยิาการแยกสลายโอโซน นําสาร

ผลติภณัฑไ์ปสกดัด้วย เอทลิอะซเิทต-นํา เป็นจํานวน 3 รอบ นําสารทเีก็บไดไ้ปตรวจสอบสูตร

โครงสร้างของสารทไีด้จากขอ้มูลสเปกโทรสโกปี พบว่าผลติภณัฑ์สารทมีหีมู่ฟังก์ชนัเอสเทอร์ 

ซงึยนืยนัไดว้่าสารประกอบอลัคนีถูกแตกพนัธะเป็นสารประกอบเอสเทอรอ์ย่างสมบูรณ์ 
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แผนภาพที 2.3 การแยกสารประกอบของผลดปีล ี
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แผนภาพที 2.4 การแยกสารประกอบของผลดปีล ี
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แผนภาพที 2.5 การแยกสารประกอบของผลชะพลู 



 
 

บทที 3 

การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างสารบริสุทธิทีแยกได้ 

 

จากการทดลองการสกัดผลดีปลี (Piper retrofracum Vahl.) เลือกใช้สิงสกัดไดคลอโรมีเทน 

(crude dichloromethane extract) มาแยกองค์ประกอบทางเคมี เนืองจากสารกลุ่มแอลคิลเอไมด์ที

นกัวจิยัสนใจศกึษา สว่นใหญ่อยู่ในสงิสกดัเฮกเซน (crude hexane extract) จงึตอ้งการแยกสารแอลคลิ

เอไมดท์แีตกต่างจากสว่นทสีกดัดว้ยเฮกเซน เพอืใหไ้ดส้ารประกอบทยีงัไม่มกีารพสิูจน์ทราบโครงสร้าง  

นอกจากนอีงคป์ระกอบหลกัของดปีลคีอื piperine ซงึสว่นใหญ่อยู่ในสว่นสกดัไดคลอโรมเีทน นกัวจิยัจงึ

คาดว่าสามารถแยกสารแอลคลิเอไมด์จากสิงสกัดไดคลอโรมเีทนได้ ในส่วนของการสกัดผลชะพลู 

(Piper sarmentosum) เลอืกใชก้ารสกดัดว้ยเมทานอล เนอืงจากสารแอลคลิเอไมด์ทแียกมาจากสงิสกดั

ไดคลอโรมเีทนไม่แสดงฤทธทิางชวีภาพ แต่ในทางกลบักนัสารทแียกจากสิงสกดัเอทลิอะซิเตตมสีารที

แสดงฤทธทิางชวีภาพซงึเป็นสว่นทขีวัค่อนขา้งสงู นกัวจิยัจงึเลอืกสกดัผลชะพลูดว้ยเมทานอลเนอืงจาก

มขีวัสงู และมสีารกลุ่มอนืๆ ทคีาดว่ามฤีทธทิางชวีภาพทน่ีาสนใจ 

จากการทดลองแยกองค์ประกอบจากผลดีปลี (Piper retrofracum Vahl.) และชะพลู (Piper 

sarmentosum Roxb.) พบว่าสามารถแยกสารประกอบจากผลดปีลไีด ้6 ชนิด และสารประกอบจากผล

ชะพลูได ้1 ชนิด จากการสกดัดว้ยไดคลอโรมเีทน สาํหรบัการพสิจูน์ทราบโครงสรา้งของสารใชว้ธิทีางส

เปกโตรสโกปี ไดแ้ก่ 1H NMR และ 13C NMR นําขอ้มูลทไีดม้าเปรยีบเทยีบกบัสารประกอบทเีคยมกีาร

รายงานก่อนหน้า  

ซึงสารประกอบทีแยกได้จากผลดีปลี มีโครงสร้างเป็นแอลคิลเอไมด์ (alkylamide) ทีมี 

conjugated diene หรอื alpha-beta unsaturated amide และม ีisobutyl เป็น N-alkyl group จาํนวน 4 

สาร (FK2-FK5) ในขณะทนีอกนันเป็น ester group (FK1) และ carboxylic group (FK6) ในส่วนของ

สารประกอบของผลชะพลูโครงสรา้งม ีN-alkyl group เป็น pyrrolidine (FK7) (รปูที 3.1) 

 

 
 

รปูที 3.1 โครงสรา้งโดยทวัไปของสารประกอบทแียกไดจ้ากผลดปีลแีละชะพลู 
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3.1 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสารประกอบ FK1 

FK1 มลีกัษณะเป็นของแขง็สเีหลอืงอ่อน จากขอ้มลูสเปกตรมั 1H NMR (400 MHz, CDCl3) ดงั

รปูที 3.2 ปรากฏสญัญาณโปรตอนของ trans-conjugated diene ท ีGH 5.95 (d, J = 15.2 Hz, 1H, H-

2), 6.70 (dd, J = 10.8, 15.2 Hz, 1H, H-4), 6.81 (d, J = 15.2 Hz, 1H, H-5), 7.42 (dd, J = 10.8, 

15.2 Hz, 1H, H-3) สญัญาณโปรตอนในวงอะโรมาตกิ GH 6.78 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-10), 6.91 (dd, 

J = 1.6, 7.9 Hz, 1H, H-11), 6.99 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H-7) สัญ ญ าณ โ ปรต อ นทีตํ า แ ห น่ ง 

dioxymethylene GH 5.93 (s, 2H, O-CH2-O) และสัญญาณโปรตอนของ methoxy GH 3.75 (s, 3H, 

OCH3) 

จาก 13C NMR (100 MHz, CDCl3) พบขอ้มลู chemical shift (รปูที 3.3) ดงัน ีGC 51.6 (OCH3), 

101.5 (O-CH2-O), 106.1 (C-7), 108.1 (C-10), 120.1 (C-2), 123.1 (C-11), 124.7 (C-4), 130.1 (C-

6), 140.4 (C-5), 145.1 (C-3), 148.7 (C-8) และ 167.7 (C-1) 

เมอืเปรยีบเทยีบขอ้มลู 1H NMR และ 13C NMR ของสาร FK1 กบัสาร methyl piperate พบว่า

มคีวามใกล้เคยีงกนัมาก จงึสรุปว่าสาร FK1 คอื methyl piperate ซงึมโีครงสร้างดงัรูปที 3.4 ทเีคยมี

การรายงานก่อนหน้า จากรายงานของ Lee และ คณะ (2008) โดยสารประกอบนีแยกจากผลดีปลี 

(Piper longum) ซงึมฤีทธใินการยบัยงัเอนไซม ์monoamine oxidase ทสีามารถรกัษาโรคอารมณ์เศร้า

ได้[16] 
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รปูที 3.2 1H NMR spectrum ของสารประกอบ FK1 

 

 
รปูที 3.3 13C NMR spectrum ของสาร FK1 
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รปูที 3.4 โครงสรา้งของสาร FK1 

 

3.2 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสารประกอบ FK2 

FK2 เป็นของหนืดไม่มีสี จากข้อมูลสเปกตรัม 1H NMR (400 MHz, CDCl3) ดังรูปที 3.5 

ปรากฏสัญญาณโปรตอนของ trans-conjugated diene ที GH 5.74 (1H, d, J = 15.7 Hz, H-2), 6.11 

(m, 1H, H-5), 6.22 (m, 1H, H-4) และ 7.19 (1H, dd, J = 9.9, 15.7 Hz, H-3) สัญญาณของโปรตอน

ของหมู่ methylene ทตีําแหน่งallylic ท ี GH 2.02 (m, 2H, H-11),  2.14 (m, 2H, H-6)  และ 2.02 (m, 

2H, H-14) สญัญาณโปรตอนของ trans-non conjugated double bond ท ีGH 5.34 (m, 2H, H-12, H-

13) สัญญาณโปรตอนของหมู่  methyl ปลายโซ่ที  GH 0.88 (m, 3H, H-20) โปรตอนของหมู่  

isobutylamide ที  GH 0.92 (d, J = 6.8, 3H, H-3’), 0.92 (d, J = 6.8, 3H, H-4’), 1.80 (m, 1H, H-2’) 

และ 3.15 (t, J =6.5 Hz, 2H, H-1’) 

จาก 13C NMR (100 MHz, CDCl3) พบขอ้มลู chemical shift (รปูที 3.6) ดงัน ีGC 14.3 (C-20), 

20.0 (C-4’), 20.3 (C-3’), 22.8 (C-19), 27.4 (C-14), 32.1 (C-6), 47.1 (C-1’), 128.0 (C-2), 128.0 (C-

4), 128.7 (C-12), 128.7 (C-13), 142.0 (C-5), 146.3 (C-3) และ 166.5 (C-1) 

จากการเปรียบเทียบ 1H NMR สเปกตรัมและข้อมูลแมสเปกตรัมทีพบไออนพีคที (m/z) 

362.3341 [M+H]+ (cal.  m/z [M+H]+ 362.3423) ข อ ง ส า ร  FK2 กับ ส า ร  N-Isobutyl-2E,4E,14Z-

eicosatrienamide (m/z [M]+361.3341)[17] พบว่ามคีวามใกลเ้คยีงกนัมาก ซงึสามารถคาดเดาไดว้่าสาร

นีมโีครงสร้างเป็น conjugated diene ทมี ีnon-conjugated double bond 1 ตําแหน่ง นําสาร FK2 ไป

ทําปฏิกิริยาการแยกสลายด้วยโอโซน (ozonolysis) ในสภาวะทีมี NaOH/MeOH เพอืหาตําแหน่งที

แท้จริง non-conjugated double bond แล้วนําไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค GC-MS พบสัญญาณของ 

methyl ester (octanoic acid) และ  diester (octanedioic acid) ตามลํ าดับ จึ ง ส รุ ป ว่ า ไ ด้ ว่ า  non-

conjugated double bond อยู่ทตีําแหน่ง C-12 และ C-13  สาร FK2 เป็นสารใหม่มโีครงสร้างดงัรูปที 

3.7 



35 
 

 

รปูที 3.5  1H NMR spectrum ของสาร FK2 
 

 

รปูที 3.6 13C NMR spectrum ของสาร FK2 
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 รปูที 3.7 โครงสรา้งเคมขีองสาร FK2 

 

3.3 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสารประกอบ FK3 

FK3 มลีกัษณะเป็นของแขง็สเีหลอืงอ่อน จากขอ้มลูสเปกตรมั 1H NMR (400 MHz, CDCl3) ดงั

รปูที 3.8 ปรากฏสญัญาณโปรตอนของ trans-conjugated diene ท ีGH 5.78 (d, J = 15.0 Hz, 1H, H-

2), 6.02 (m, 1H, H-5), 6.09 (dd, J = 10.4, 15.0 Hz, 1H, H-4) แ ล ะ  7.16 (dd, J = 10.4, 15.0, 1H, 

H-3) สัญญาณโปรตอนของหมู่ methylene ที GH 1.38 (m, 2H, H-7), 1.27 (m, 2H, H-8), 1.27 (m, 

2H, H-9) และ2.11 (q, J = 7.1 Hz, 2H, H-6) สัญญาณโปรตอนของหมู่ methyl ปลายสายโซ่ที GH 

0.86 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H-10) สญัญาณโปรตอนของหมู่ isobutylamide ท ีGH 0.88 (d, J = 6.4, 3H, 

H-3’), 0.88 (d, J = 6.4, 3H, H-4’), 1.77 (m, 2H, H-2’), 3.13 (t, J =6.5 Hz, 2H, H-1’) และ 5.85 (brs, 

1H, N-H) 

จาก 13C NMR (100 MHz, CDCl3) พบสัญญาณคาร์บอน (รูปที 3.9) ดังนี GC 14.3 (C-20), 

20.0 (C-4’), 20.3 (C-3’), 22.8 (C-19), 27.4 (C-14), 32.1 (C-6), 47.1 (C-1’), 128.0 (C-2), 128.0 (C-

4), 128.7 (C-12), 128.7 (C-13), 142.0 (C-5), 146.3 (C-3) และ 166.5 (C-1) 

จากข้อมูลแมสเปกตรัมทีพบไอออนพีคที  (m/z) 224.1999 [M+H]+ (cal.  m/z [M+H]+ 

224.2014) ของสาร FK2 กบัสาร pellitorine (m/z [M]+ 223)[18] เมอืเปรยีบเทียบขอ้มูลจากสเปกตรมั 
1H NMR และ 13C NMR  ของ สาร FK3 กบัสาร pellitorine ทเีคยมกีารรายงานก่อนหน้า พบว่ามคีวาม

ใกลเ้คยีงกนัมาก จงึสรุปว่า สาร FK3 คอื pellitorine ซงึมโีครงสรา้งดงัรปูที 3.10 จากรายงานของ Park 

และ คณะ (2002) โดยสามารถแยกสารประกอบนีจากผลพรกิไทย (Piper nigrum) และมฤีทธใินการ

ป้องกนัยุงสามสายพนัธุ์ (Culex pipiens pallens, Aedes aegypti และ A. togoi)[19]  

 



37 
 

 
รปูที 3.8  1H NMR spectrum ของสาร FK3 

 

 
รปูที 3.9 13C NMR spectrum ของสาร FK3 
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รปูที 3.10 โครงสรา้งเคมขีองสาร FK3 

 

3.4 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสารประกอบ FK4 

FK4 มลีกัษณะเป็นของแขง็ไม่มสีี จากขอ้มูลสเปกตรมั 1H NMR (400 MHz, CDCl3) ดงัรูปที 

3.11  ปรากฏสัญญาณโปรตอนของ trans-conjugated diene ที GH 5.78 (d, J = 15 Hz, 1H, H-2), 

6.09 (m, 1H, H-4), 6.09 (m, 1H, H-5), และ 7.21 (dd, J = 10.8, 15.2 Hz, 1H, H-2) สญัญาณโปรตอน

ของ  methylene ทีตํ าแหน่ง  allylic ที GH 2.20 (4H, m, H-6, H-11) สัญญาณโปรตอนของหมู่  

methylene ท ีGH 1.44 (m, 8H, H-7-H-10) สญัญาณโปรตอนของ trans-olefinic ท ีGH 6.09 (m, 1H, 

H-12) และ 6.31 (d, J = 15.0 Hz, 1H, H-13) สญัญาณโปรตอนในวงอะโรมาติก ท ีGH 6.77 (m, 1H, 

H-5’, H-6’) และ 6.91 (brs, 1H, H-2’) สญัญาณโปรตอนของ dioxymethylene ที GH 5.95 (s, 2H, O-

CH2-O) สญัญาณโปรตอนของหมู่ isobutylamide ท ีGH 0.95 (d, J = 6.68, 3H, H-3’’ และ H-4’’), 1.82 

(m, 1H, H-2’’),  3.19 (t, J =6.36 Hz, 2H, H-1’’) และ 5.75 (brs, 1H, N-H) 

จาก 13C NMR (100 MHz, CDCl3) พบสญัญาณคารบ์อน (รปูที 3.12) ดงันี GC 20.11 (C-3’’), 

20.11 (C-4’’), 28.8 (C-2’’), 28.9-29.8 (C-7-10), 32.8 (C-11), 32.9 (C-6), 47.2 (C-1’’), 101.0 (O-

CH2-O), 105.5 (C-2’), 108.2 (C-5’), 120.0 (C-2), 121.9 (C-6’), 128.4 (C-4), 129.5 (C-12), 129.5 

(C-13), 132.6 (C-1’), 141.3 (C-5), 143.0 (C-3), 146.4 (C-4’), 148.0 (C-3’) และ 166.6 (C-1) 

จากข้อมูลแมสเปกตรัมทีพบไอออนพีคที (m/z) 406.2358 [M+Na]+ (cal.  m/z [M+Na]+ 

406.2358) ของสาร FK2 กับสาร guineensine (m/z [M]+ 383)[18] เมือเปรียบเทียบข้อมูล 1H NMR 

และ 13C NMR ของสาร FK4 กบัสาร guineensine พบว่ามคีวามใกลเ้คยีงกนัมาก จงึสรุปว่า สาร FK4 

คอื guineensine ซงึมโีครงสร้างดงัรูปที 3.13 ซงึเคยมกีารรายงานก่อนหน้า จากรายงานของ Narui 

และ คณะ (1995) โดยสามารถแยกสารประกอบนจีากพรกิไทยของโอกนิาว่า[20] 
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รปูที 3.11  1H NMR spectrum ของสาร FK4 

 

 
รปูที 3.12 13C NMR spectrum ของสาร FK4 
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รปูที 3.13 โครงสรา้งเคมขีองสาร FK4 

 

3.5 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสารประกอบ FK5 

FK5 มลีกัษณะเป็นของแขง็สเีหลืองอ่อน จากข้อมูล 1H NMR สเปกตรมั (400 MHz, CDCl3) 

ดงัรปูที 3.14  ปรากฏสญัญาณโปรตอนของ trans-conjugated diene ท ีGH 5.75 (d, J = 15.0 Hz, 1H, 

H-2), 6.06 (m, 1H, H-5), 6.11 (m, 1H, H-4), 7.18 (dd, J = 10.8, 15.2 Hz, 1H, H-2) สัญ ญ าณ

โปรตอนของหมู่ methylene ทตีําแหน่ง allylic ท ีGH 2.20 (m, 4H, H-6 และ H-9) สญัญาณโปรตอน

ของหมู่ methylene ท ีGH 1.46 (m, 4H, H-7-H-8) สญัญาณโปรตอนของ trans-olefinic ท ีGH 6.03 (m, 

1H, H-10) และ 6.27 (d, J = 15.0 Hz, 1H, H-11) สญัญาณโปรตอนในวงอะโรมาติก ท ีGH 6.73 (m, 

1H, H-5’), 6.74 (m, 1H, H-6’) และ 6.88 (brs, 1H, H-2’) สัญญาณโปรตอนdioxymethylene ที GH 

5.92 (s, 2H, O-CH2-O) สญัญาณโปรตอนของหมู่ isobutyl ปรากฏที GH 0.91 (d, J = 6.68, 6H, H-

3’’), 1.80 (1H, m, H-2’’), 3.15 (t, J =6.36 Hz, 2H, H-1’’) และ 5.78 (brs, 1H, N-H) 

จาก 13C NMR (100 MHz, CDCl3) พบสญัญาณคาร์บอน (รูปที 3.15) ดงันี GC 20.3 (C-3’’), 

20.3 (C-4’’), 28.5 (C-2’’), 28.9-29.8 (C-7-C-8), 32.7 (C-6), 32.76 (C-11), 47.1 (C-1’’), 101.1 (O-

CH2-O), 105.6 (C-2’), 108.4 (C-5’), 120.4 (C-6’), 122.1 (C-2), 128.6 (C-4), 129.1 (C-12), 129.7 

(C-13), 132.5 (C-1’), 141.3 (C-5), 142.9 (C-3), 146.7 (C-4’), 148.1 (C-3’) และ 166.5 (C-1) 

จากข้อมูลแมสเปกตรัมทีพบไอออนพีคที  (m/z) 356.2174 [M+H]+ (cal.  m/z [M+H]+ 

356.2225) ของสาร FK2 กบัสาร pipercide (m/z [M]+ 355)[18] เมอืเปรยีบเทียบข้อมูล 1H NMR และ 
13C NMR สเปกตรมัของ สาร FK5 กบัสาร pipercide พบว่ามคีวามใกล้เคยีงกนัมาก จึงสรุปว่า สาร 

FK5 คอื pipercide ซงึมโีครงสร้างดงัรูปที 3.16 ซึงเคยมกีารรายงานก่อนหน้า จากรายงานของ Park 

และ คณะ (2002) โดยสามารถแยกสารประกอบนีจากผลพรกิไทย (Piper nigrum) และมฤีทธใินการ

ป้องกนัยุงสามสายพนัธุ์ (Culex pipiens pallens, Aedes aegypti และ A. togoi)[19]  
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รปูที 3.14  1H NMR spectrum ของสาร FK5 

 

 
รปูที 3.15 13C NMR spectrum ของสาร FK5 
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รปูที 3.16 โครงสรา้งเคมขีองสาร FK5 

 

3.6 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสารประกอบ FK6 

FK6 มลีกัษณะเป็นของหนืดสนํีาตาล จากขอ้มลู 1H NMR สเปกตรมั (400 MHz, CDCl3) ดงัรปู

ที 3.17 ปรากฏสญัญาณโปรตอนของ methylene ท ีGH 2.53 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H-2) และ 2.97 (t, J 

=7.7 Hz, 2H, H-3) และสญัญาณโปรตอนในวงอะโรมาตกิท ีGH 7.18-7.31 (m, 5H, H-1’ - H-5’) 

จาก 13C NMR (100 MHz, CDCl3) พบสัญญาณคาร์บอน (รูปที 3.18) ดังนี GC 31.4 (C-2), 

36.9 (C-3), 125.7 (C-2’, C-6’), 125.7 (C-3’, C-5’), 126.0 (C-4’), 140.8 (C-1’) และ 177.0 (C-1) 

เมือเปรียบเทียบข้อมูลจากสเปกตรัม 1H NMR และ 13C NMR ของสาร FK6 กับสาร 

hydrocinamic acid พบว่ามคีวามใกล้เคยีงกนัมาก จึงสรุปว่า สาร FK6 คอื hydrocinamic acid ซึงมี

โครงสรา้งดงัรปูที 3.19 โดยเทยีบขอ้มลูกบังานวจิยัของ Monguchi และ คณะ (2011) ไดร้ายงานไว้[21]  

 

 
รปูที 3.17  1H NMR spectrum ของสาร FK6 
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รปูที 3.18 1C NMR spectrum ของสาร FK6 

 
รปูที 3.19 โครงสรา้งเคมขีองสาร FK6 

 

3.7 การวิเคราะห์สูตรโครงสร้างของสารประกอบ FK7 

FK7 มลีกัษณะเป็นของแขง็ไม่มสี ีจากขอ้มูล 1H NMR สเปกตรมั (500 MHz, CDCl3) ดงัรปูที 

3.20 ปรากฎสญัญาณโปรตอนของ trans-olefinic ท ีGH 6.63 (d, J = 15.4 Hz, 1H, H-2) และ 7.61 (d, 

J = 15.4 Hz, 1H, H-3) สญัญาณโปรตอนในวงอะโรมาตกิท ีGH 6.75 (s, 2H, H-5 และ H-9) สญัญาณ

โปรตอนของกลุ่ม methoxy ท ีGH 3.90 (s, 6H, 6-OMe, 8-OMe) และ 3.87 (s, 3H, 7-OMe) สญัญาณ

โปรตอนของวง pyrrolidine ที GH 1.91 (quint, J = 6.9 Hz, 2H, H-3’), 2.01 (quint, J = 6.9 Hz, 2H, 

H-2’), 3.56 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H-4’) และ 3.65 (t, J = 6.9 Hz, 2H, H-1’) 

จาก 13C NMR (100 MHz, CDCl3) พบสญัญาณคาร์บอน (รูปที 3.21) ดงันี GC 24.2 (C-3’), 

29.5 (C-2’), 45.9 (C-4’), 46.5 (C-1’), 56.0 (OMe-6), 56.0 (OMe-8), 60.7 (OMe-7), 104.8 (C-5), 

104.8 (C-9), 117.9 (C-2), 130.7 (C-4), 139.3 (C-3), 141.6 (C-7), 153.2 (C-6), 153.2 (C-8) แ ล ะ 

164.5 (C-1) 

เมอืเปรยีบเทยีบขอ้มูล 1H NMR และ 13C NMR สเปกตรมัของสาร FK7 กบัสาร piperlotine C 

พบว่ามีความใกล้เคียงกันมาก จึงสรุปว่าสาร  FK7 คือ piperlotine C ซึงมีโครงสร้างดังรูปที 3.22       

ซงึเคยมกีารรายงานก่อนหน้า จากรายงานของ Li และ คณะ (2007) โดยสามารถแยกสารประกอบนี

จากใบชะพลู (Piper lolot) และมฤีทธใินการป้องกนัการเกาะตวัของเกลด็เลอืด[13]  
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รปูที 3.20  1H NMR spectrum ของสาร FK7 

 

 
รปูที 3.21 13C NMR spectrum ของสาร FK7 
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รปูที 3.22 โครงสรา้งเคมขีองสาร FK7 

 

เนืองจากสถานการณ์โรคระบาดโควดิ 19 ทําใหน้ักวจิยัไม่สามารถพสิูจน์ทราบโครงสร้างของ

สารประกอบอนืในผลชะพลูได ้จงึไดร้ายงานสารประกอบททีราบโครงสรา้งอย่างแน่นอนเพยีงสารเดยีว  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที 4 

สรปุผลการทดลอง 

 

จากการนําผลดีปลี (Piper retrofractum Vahl.) และชะพลู (Piper sarmentosum Roxb.) ไป

สกดัด้วยไดคลอโรมเีทน และนําส่วนทสีกดัมาแยกองค์ประกอบทางเคมดี้วยวธิีทางโครมาโทกราฟี  

พบว่า สามารถแยกองคป์ระกอบทางเคมจีากผลดปีลไีด ้6 สาร เป็นสารใหม่ 1 สาร คอื FK2 และสารที

มีการรายงานโครงสร้างแล้ว จํานวน 5 สาร ได้แก่  methyl piperate (FK1), pellitorine (FK3), 

guineensine (FK4), pipercide (FK5) และ hydrocinamic acid (FK6) ดงัรูปที 4.1 ในขณะทสีามารถ

แยกองค์ประกอบทางเคมทีมีกีารรายงานโครงสร้างแล้วจากผลชะพลูได้ 1 สาร ได้แก่ piperlotine C 

(FK7) (รปูที 4.1) 
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รปูที 4.1 องคป์ระกอบทางเคมทีแียกไดจ้ากผลของดปีลแีละชะพลู 

 

ข้อเสนอแนะ 

1. สิงสกัดจากไดคลอโรมีเทนยังมีสารทีคาดว่ามีฤทธิทางชีวภาพทีน่าสนใจอยู่มาก โดย

สามารถนําไปแยกต่อและพสิูจน์ทราบโครงสรา้งของสารประกอบ แต่เนืองจากงานวจิยันีมี

เวลาจาํกดั จงึไม่สามารถทาํต่อได ้ 

2. สารทแียกได้บางตวัยงัเป็นสารผสมทคีาดว่าสามารถพสิูจน์ทราบโครงสร้างต่อไปได ้จงึมี

ความน่าสนใจทจีะทําใหส้ารเหล่านนัมคีวามบรสิุทธมิากขนึ โดยนําไปแยกดว้ยเทคนิคโคร

มาโทกราฟีต่าง ๆ ต่อไป 

3. สารทแียกและพสิูจน์ทราบโครงสรา้งแลว้นนั ส่วนมากเป็นสารทมีกีารรายงานและทดสอบ

ฤทธิทางชีวภาพก่อนหน้าแล้ว ซึงน่าสนใจทีจะนําสารทีแยกได้นําไปทดสอบฤทธิทาง

ชวีภาพ
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