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บทคัดย่อ 
 งานวิจยันีไ้ด้ท าการสกดัแยกและพิสจูน์ทราบโครงสร้างของสารประเภทไดเทอร์พีนท่ีออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพจากเปลือกเปล้าใหญ่ Croton oblongifolius โดยน าสว่นสกดัหยาบเฮกเซนของ
เปลือกเปล้าใหญ่มาแยก โดยอาศยัการทดสอบฤทธ์ิเป็นตวัชีน้ า (bioassay-guide fractionation) 
ซึ่งในงานวิจัยนีส้นใจศึกษาฤทธ์ิต้านการอักเสบด้วยวิธียับยัง้การผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์ 
macrophage ท่ีถกูเหน่ียวน าให้เกิดการอกัเสบ จากผลการทดลองสามารถแยกสารประเภทได
เทอร์พีนได้ 6 ชนิด และเม่ือน ามาทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบ พบว่า มีเพียงสารประกอบ 5 ท่ีมี
ฤทธ์ิต้านการอกัเสบ ซึง่มีคา่ IC50 เท่ากบั 5.00 µg/mL และโครงสร้างของสารสามารถพิสจูน์ทราบ
ได้จากการวิเคราะห์ข้อมลู 1D และ 2D NMR spectrum และจากการเปรียบเทียบข้อมลู NMR 
spectrum จากรายงานการวิจยัก่อนหน้า 
 
 
ค าส าคญั : เปล้าใหญ่, ฤทธ์ิต้านการอกัเสบ, ไดเทอร์พีน 
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Abstract 
In this research, the isolation and characterization of Diterpenes with anti-

infalmmatory activity from Croton oblongifolius barks were performed. Bioassay-guided 
fractionation of its hexane crude extract on anti-inflammatory activity using nitric oxide 
inhibitory assay with LPS-stimulated macrophages allowed the isolation of six 
diterpenes. Further, the compound 5 was evaluated for its anti-inflammatory activity at 
various doses to determine IC50 values of 5.00 µg/mL. Their structures were elucidated 
by analysis of 1D and 2D NMR spectrum data and by comparison of those data 
described in the literature.  
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บทที่ 1 
บทน า 

 
 

ในปัจจุบนัมีประชากรท่ีเจ็บป่วยจากโรคภยัต่างๆ มากขึน้ ทัง้นีมี้สาเหตจุาก การด าเนิน
ชีวิตท่ีเปลี่ยนไป การรับประทานอาหารท่ีไม่เหมาะสม หรือแม้กระทัง่สภาพอากาศท่ีเปลี่ยนแปลง 
เป็นต้น ท าให้มีการใช้ยารักษาโรคตา่งๆ เพื่อรักษาอาการเจ็บป่วย 

จากความก้าวหน้าด้านการแพทย์ และด้านวิทยาศาสตร์ นักวิจัยจ านวนมากจึงศึกษา
ค้นคว้า เพื่อพฒันายารักษาโรคตา่งๆ โดยยารักษาโรคนีต้้องให้ผลการรักษาท่ีสงู และมีผลข้างเคียง
จากการรักษาต ่า สมนุไพรจงึเป็นอีกทางเลือกหนึง่ ซึง่สมนุไพรเป็นยารักษาโรคตา่งๆ มาตัง้แตอ่ดีต
จนถึงปัจจบุนั เน่ืองจากสมนุไพรประกอบด้วยสารธรรมชาติหลายชนิด หาได้ง่าย และประเทศไทย
เป็นประเทศท่ีตัง้อยูใ่นเขตร้อนชืน้ ท าให้มีความหลากหลายทางชีวภาพสงู มีสมนุไพรอยูห่ลายชนิด 
และยงัมีสมนุไพรอีกหลายชนิดท่ียงัไมไ่ด้ศกึษา  
 สมนุไพรท่ีเลือกใช้ในการวิจยัครัง้นีค้ือ เปล้าใหญ่ (Croton oblongifolius) เป็นไม้ยืนต้น
ขนาดเลก็ พบได้ทกุภาคของประเทศไทย ยกเว้นภาคใต้ มีรายการการวิจยัเก่ียวกบัการออกฤทธ์ิใน
การฆา่เซลล์มะเร็ง การต้านอนมุลูอิสระ การต้านเชือ้ราและแบคทีเรีย [1] แตร่ายงานเร่ืองฤทธ์ิต้าน
การอกัเสบจากเปลือกของเปล้าใหญ่ยงัมีอยูน้่อยมาก งานวิจยันีจ้งึสนใจท่ีจะสกดัแยกสารไดเทอร์
พีนท่ีมีฤทธ์ิต้านการอกัเสบจากเปลือกเปล้าใหญ่ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

ข้อมูลทางพฤษศาสตร์ของเปล้าใหญ่ 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 ลักษณะทางสัญฐานวิทยาของต้นเปล้าใหญ่ [2] 
 

ช่ือวิทยาศาสตร์ : Croton oblongifolius Roxb. 
วงศ์ :   EUPHORBIACEAE 
ช่ืออ่ืน : เปล้าใหญ่ เปาะ ควะว ูเปล้าหลวง  

เป็นไม้ยืนต้นขนาดเล็ก ผลดัใบ สงูประมาณ 8 เมตร    
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เปลือกล าต้น : เรียบ สีน า้ตาลเทา มีรอยแตกบ้างเลก็น้อย ก่ิงก้านคอ่นข้างใหญ่ ยอดอ่อน และช่อ
ดอก มีเกลด็สีเทาเป็นแผน่เลก็ๆ ปกคลมุทัว่ไป 

ใบ : เป็นใบเดี่ยว เรียงสลบั รูปขอบขนาน รูปวงรีแกมขอบขนาน รูปไข่หรือรูปใบหอก ใบลู่ลง ใบรี
ยาว กว้าง 5-10 เซนติเมตร ยาว 9-30 เซนติเมตร ใบอ่อนสีน า้ตาล โคนใบและปลายใบแหลมหรือ
มน ขอบใบจะเป็นซี่ฟันไม่สม ่าเสมอ ใบแก่คอ่นข้างเกลีย้ง ก้านใบยาว 1.3-6 เซนติเมตร ฐานใบมี
ตอ่ม 2 ตอ่ม หลงัใบเรียบสีเขียวเข้ม ท้องใบมีขนไม่มาก ใบแก่เปลี่ยนเป็นสีส้มก่อนร่วงหลน่  
ดอก : เป็นดอกช่อออกท่ีปลายก่ิง หลายช่อ ช่อดอกยาว 12-22 เซนตเิมตร ตัง้ตรง ดอกแยกเพศอยู่
บนต้นเดียวกนั หรือแยกต้น ดอกย่อยมีขนาดเล็ก กลีบดอกสีเหลืองแกมเขียว ทยอยบานจากโคน
ช่อไปหาปลาย ดอกตวัผู้สีขาวใส กลีบดอกสัน้มี 5 กลีบ โคนกลีบดอกติดกนั มีกลีบเลีย้งรูปขอบ
ขนานกว้างๆ 5 กลีบ หลงักลีบเลีย้งมีเกล็ดสีน า้ตาล กลีบดอกยาวเท่ากบักลีบเลีย้ง มีขนหนาแน่น 
ท่ีฐานดอกมีตอ่มกลมๆ 5 ตอ่ม เกสรตวัผู้ มี 12 อนั เกลีย้ง ดอกตวัเมียสีเหลืองแกมเขียว กลีบดอกมี 
5 กลีบ กลีบดอกเล็กรูปยาวแคบ ขอบกลีบมีขน โคนกลีบดอกติดกนั ปลายกลีบดอกแหลม กลีบ
เลีย้งรูปขอบขนาน รังไข่รูปขอบขนาน มีเกลด็ 
ผล : ผลแห้งแตก รูปทรงกลมแบน มี 3 พ ูขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางประมาณ 1 เซนติเมตร ผิวเรียบ 
ด้านบนแบน มีเกล็ดเล็กๆ ห่างกนั ผลอ่อนสีเขียว ผลอ่อนใช้ย้อมผ้า ผลแก่รับประทานได้ พบตาม
ป่าเบญจพรรณ ป่าดบิแล้ง 
สรรพคุณทางยา [1] 
ราก : เป็นยาระบาย แก้พิษตานซาง ถ่ายเสมหะ ขบัผายลม ท าให้ถ่ายอจุจาระ แก้ปวดตามข้อ แก้

ปวดกระดกู 

เถา : แก้ตานขโมย ถอนพิษส าแดง ขบัลม 

ใบ : เป็นยาระบาย 

ต้น : เป็นยาระบาย แก้อาการเกร็ง ขบัพยาธิ ระบายพิษไข้ 
 

ไดเทอร์พีน [3] 
ไดเทอร์พีนเป็นสารธรรมชาติ พบได้ทัว่ไปในผลติภณัฑ์จากธรรมชาต ิและสามารถพบได้

ในเปล้าใหญ่ ซึง่ไดเทอร์พีนเกิดจากไอโซพรีน 2 หนว่ยตอ่กนั ประกอบด้วยคาร์บอน 20 อะตอม 
ประเภทของไดเทอร์พีนมีหลายประเภท เช่น แลบเดนไดเทอร์พีน, เคลอโรเดนไดเทอร์พีน เป็นต้น 
โดยมีสตูรโมเลกลุ C20H38 และมีโครงสร้างดงัรูปท่ี 2 
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รูปที่ 2 แสดงโครงสร้างของแลบเดนไดเทอร์พีน (1) และเคลอโรเดนไดเทอร์พนี (2) 

 
ผลงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
  ในปี 1999 Roengsumran S. และคณะ[4] สกดัสารธรรมชาติจากเปลือกเปล้าใหญ่ C. 
oblongfolius พบสารประเภท labdane diterpenes ชนิดใหม่ 4 ชนิด คือ labda-7,12(E),14-
triene 1, labda-7,12(E),14-triene-17-al 2, labda-7,12(E),14-triene-17-ol 3 และ labda-
7,12(E),14-triene-17-oic 4 (รูปท่ี 3) 

 

รูปที่ 3 แสดงโครงสร้างสารประเภทแลบเดนไดเทอร์พีน 1 - 4 

ในปี 2001 Roengsumran S. และคณะ[5] สกดัสารธรรมชาติจากส่วนเปลือกของเปล้า
ใหญ่ C. oblongifolius พบว่าได้สารประเภทแลบเดนไดเทอร์พีน 3 ชนิด คือ 2-acetoxy-3-
hydroxy-labda-8(17),12(E)-14-triene 5, 3-acetoxy-2-hydroxy-labda-8(17),12(E)-14-triene 
6 และ 2,3-dihydroxy-labda-8(17),12(E),14-triene 7 (รูปท่ี 4) และได้ท าการทดสอบความเป็น
พิษตอ่เซลล์พบวา่ สารประกอบ 5 และ 6 สามารถต้านมะเร็งได้ในระดบัปานกลาง 
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รูปที่ 4 แสดงโครงสร้างสารประกอบประเภทแลบเดนไดเทอร์พีน 5 - 7 
 

ในปี 2011 Pudhom K. และคณะ[6] สกดัสารธรรมชาติจากสว่นเปลือกของเปล้าใหญ่ C. 
oblongifolius  พบว่าได้สารใหมป่ระเภทเคลอโรเดนไดเทอร์พีน คือ 3,4,15,16-diepoxy-cleroda-
13(16),14-diene-12,17-olide (รูปท่ี 5) และ trisubstituted furan คือ 3(3’-methoxy-5’-
phenylfuran-2’-yl)propan-1-ol (รูปท่ี 5) และสารธรรมชาตอีิก 6 ชนิด ท าการทดสอบฤทธ์ิต้าน
มะเร็ง 
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รูปที่ 5 แสดงโครงสร้างสารประเภทเคลอโรเดนไดเทอร์พีน (8) และ 
สารประเภทtrisubstituted furan (9) 

 
ในปี 2012 Salman K. และคณะ[7] น าสารธรรมชาติ 15,16-epoxy-3α-hydroxylabda-

8,13(16),14-trien-7-one มาทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบโดยการกระตุ้นด้วย LPS โดยใช้เซลล์ 
RAW 264.7 macrophages เพื่อดกูารยบัยัง้การแสดงออกของโปรตีน iNOS และ COX-2 
 
วัตถุประสงค์ 

1. แยกสารประกอบประเภทไดเทอร์พีนจากเปลือกเปล้าใหญ่ C. oblongifolius 
2. ศกึษาองค์ประกอบทางเคมีของสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ โดยเทคนิคสเปกโตรสโกปี 

3. ทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบของสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
ได้ทราบโครงสร้างของสารและฤทธ์ิต้านการอกัเสบของสารท่ีท าการสกดัได้จากเปลือกเปล้าใหญ่ 
C. oblongifolius 
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บทที่ 2 
วิธีการทดลอง 

 
 
อุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
1.   วตัถดุิบ 

เปลือกเปล้าใหญ่แห้ง C. oblongifolius หนกั 2 กิโลกรัม เก็บในเดือนเมษายน พ.ศ. 2556 
จากจงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 
2.   วสัดอุปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 
 2.1   วสัดอุปุกรณ์พืน้ฐานภายใน 
  บีกเกอร์     หลอดคาปีลารี 
  หลอดทดลอง    กระบอกตวง 
  กระจกนาฬิกา    ขวดรูปกรวย 
  ส าลี     แท่งแก้วคนสาร 
  Vial     ช้อนตกัสาร 
  กรวยแก้ว    ขวดก้นกลม 
  กรวยแยก    หลอดหยด 
  TLC  Aluminium sheets silica sel 60 คอลมัน์โครมาโทกราฟี 
  กรวยบุ๊คเนอร์    กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 42 
  Multichannel microplate   
 2.2   เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 
  1) เคร่ือง Evaporator รุ่น Eyela rotary evaporator N-100 บริษัท Tokyo 
   Rikakikai Co., LTD และ รุ่น Buchi rotavapor R-114, Switzerland 
  2) เคร่ืองชัง่น า้หนกัรุ่น Sartorrius Basic ของบริษัท Scientific promotion 
   Co.,LTD 
  3) Diaphram pump (Büchi Vac® V-500, Switzerland) 
  4) ตู้อบ (MEMERTUM 500, BEC, Thailand)



 
 

 

5) Sonicator (Branson, USA)  
  6) Safety Laboratory Hood (Asia chemical and engineering  

Co.,LTD., Thailand) 
7) Nuclear Magnetic Resonaces Spectroscometer YH 400 ของบริษัท 

Oxford 
8) Microplate reader ยี่ห้อ BIOTEK รุ่น POWERWAVE XS2 

3. สารเคมี 
 3.1 สารเคมีท่ีใช้ส าหรับการแยกสารบริสทุธ์ิ 

 ซลิกิาเจล เบอร์ 9385 และเบอร์ 7734 จากบริษัท Merck 

 ตวัท าละลายชนิดตา่งๆ ได้แก่ เฮกเซน, ไดคลอโรมีเทน, เอทิลอะซเิตต, อะซโิตน 
และเมทานอล 

 Aluminium molybdate ใน 5% H2SO4 ในเอทานอล   เป็นสารละลายท่ีท า
ปฏิกิริยากบัสารอินทรีย์บนแผ่น TLC เพื่อให้เห็นเป็นจุดสารบนแผ่น TLC ได้
ชดัเจน 

3.2 ตวัท าละลายท่ีใช้ในการวิเคราะห์ NMR Spectrophotometer: CDCl3 (Chloroform 
D) 
3.3 สารเคมีท่ีใช้ส าหรับการทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบ 

 Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

 Griess reagent  

 1 % Sulfanilamide 

 N-1-napthylethylenediamine dihydrochloride 
3.4 เซลล์ส าหรับการทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบ 

 Murine macrophage J774.A1  
4. เทคนิคท่ีใช้ในการทดลอง 
 4.1 คอลมัน์โครมาโทรกราฟี (Column Chromatography)  

 เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการแยกสาร โดยอาศัยความสามารถในการถูกดูดซับท่ีไม่
เท่ากนัของสารบนวฏัภาคนิ่ง (Stationary Phase) เช่น ซิลิกาเจล    ซึง่จะบรรจตุวัวัฏภาค
นิ่งลงในคอลมัน์แก้วท่ีมีขนาดพอเหมาะกบัปริมาณสารท่ีต้องการแยก โดยวิธีเปียก (wet 
packing)  แล้วท าการบรรจสุารผสมท่ีต้องการแยก ซึง่สารผสมจะผา่นคอลมัน์ช้าๆ และใช้
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ตวัท าละลายผสมหรือท่ีเรียกว่าวฏัภาคเคลื่อนท่ี (Mobile Phase) ท่ีเหมาะสม   ในการ
แยกสารโดยจะเป็นตวัพาสารให้เคลื่อนท่ีผ่านตวัดดูซบัในคอลมัน์   เกิดการแยกเป็นแถบ
สาร   แล้วท าการเก็บสว่นยอ่ยท่ีแยกได้ 

 4.2 ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin Layer Chromatography) 
  เป็นเทคนิคอยา่งง่ายท่ีใช้ในการแยกสาร โดยใช้ TLC  Aluminium Sheets 

Silica Gel 60 F254 ตดัให้มีขนาดพอเหมาะ แล้วระบรุะยะทางท่ีจะให้ตวัท าละลาย
เคลื่อนท่ี หลงัจากนัน้น าหลอดแคปิลารีขนาดเลก็แต้มสารลงไปบนแผน่ TLC โดยเว้น
ระยะห่างระหวา่งจดุแต้มประมาณ 0.5 cm    น าแผน่ TLC ไปจุ่มในภาชนะปิดท่ีบดุ้วย
กระดาษกรอง   และมีตวัท าละลายท่ีเหมาะสมบรรจอุยู ่แล้วปลอ่ยให้ตวัท าละลายชะสาร
ให้เคลื่อนท่ีไปบนแผ่น TLC จนถึงจดุ Solvent front ท่ีก าหนดไว้   ทิง้ให้แผ่น TLC ให้แห้ง 
จากนัน้น าไปตรวจหาต าแหน่งของสารท่ีเคลื่อนท่ีไป โดยการน าไปฉายแสง UV (ความยาว
คลื่น 256 nm) ก่อนน าไปจุ่มในสารละลาย Ammonium molybdate, 5% H2SO4   
จากนัน้น าแผน่ TLC ไปให้ความร้อนโดย Hot Plate ประมาณ 1-2 นาที ท าการบนัทกึ
ต าแหน่งของจดุท่ีเกิดขึน้ 
4.3) โครมาโทกราฟีแบบแยกตามขนาดโมเลกลุ (Size Exclusion Chromatography) 

เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการแยกสารตามน า้หนักของโมเลกุล  โดยตัวดูดซับ  เช่น
Sephadex LH20  โดยบรรจลุงไปในคอลมัน์แก้วท่ีมีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางพอเหมาะ
กบัปริมาณสารท่ีต้องการท าการแยก โดยวิธีเปียก (Wet Packing)  และท าการบรรจสุาร
ผสมท่ีต้องการแยก   ซึง่สารผสมจะเคลื่อนท่ีผ่านคอลมัน์อย่างช้า ๆ   และใช้ตวัท าละลาย
หรือวัฏภาคเคลื่อนท่ีท่ีเหมาะสมในการแยกเป็นตัวพาสารเคลื่อนท่ีผ่านตัวดูดซันใน
คอลัมน์   จะเกิดการแยกเป็นแถบสารขึน้หลังจากนัน้เก็บส่วนของสารท่ีออกมาจาก
คอลมัน์   โดยท่ีสารท่ีน า้หนกัโมเลกลุมากจะเคลื่อนท่ีออกจากคอลมัน์ก่อน  

5. ขัน้ตอนการท าการทดลอง 
5.1 ขัน้ตอนการเตรียมส่วนสกัด 

5.1.1 น าเปลือกของต้นเปล้าใหญ่ท่ีผา่นการตากแห้งและท าการบดละเอียดแล้วทัง้หมด 2 กิโลกรัม   
น าไปแช่เฮกเซนจ านวน 3 ลติร ท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 3 วนั 
5.1.2 กรองเอาส่วนท่ีเป็นสารละลายมาระเหยตวัท าละลายออกไป โดยใช้ Rotary Vacuum 
Evaporator จะได้สว่นสกดัเฮกเซนหนกั 43.7 กรัม 
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5.2 ขัน้ตอนการแยกองค์ประกอบทางเคมีของส่วนสกัดต่างๆ ของเปลือกต้นเปล้า

ใหญ่ ให้บริสุทธ์ิโดยใช้เทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี (Column Chromatography) 
5.2.1 การแยกสารจากสว่นสกดัเฮกเซนของเปลือกเปล้าใหญ่ (แผนภาพท่ี 1) 
1.) แบ่งส่วนสกดัเฮกเซนมาเล็กน้อย มาละลายในตวัท าละลายท่ีเหมาะสม เพื่อท าการหาระบบ
ของตวัท าละลายผสมหรือวฎัภาคเคลื่อนท่ีท่ีเหมาะสมท่ีจะท าการลงคอลมัน์เพื่อแยกองค์ประกอบ
ทางเคมี โดยอาศยัเทคนิค Thin layer chromatography (TLC) 
2.) น าสว่นสกดัเฮกเซนทัง้หมด มาท า Quick Column โดยใช้ซลิกิาเจลเป็นวฏัภาคนิ่งด้วยระบบตวั
ท าละลายของเอทิลอะซเิตตและเฮกเซนในสดัสว่นตัง้แต ่5%-100% และท้ายสดุเป็นระบบเอทิลอะ
ซเิตต (100%) 
3.) เก็บสว่นย่อยท่ีออกมาจากคอลมัน์ น ามาตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค TLC แล้ว
น าสว่นย่อยท่ีมีองค์ประกอบทางเคมีใกล้เคียงกนัมารวมกนั และระเหยตวัท าละลายออก ซึง่จะได้  
12 ส่วนย่อย (COC1-COC12) ดงัแผนภาพท่ี 1 และได้ของแข็งสีขาวตกตะกอนออกมา ได้สาร
บริสทุธ์ิ 1 ชนิด (สารประกอบ 1) 
4.) น าส่วนย่อย COC2-COC12 ไปทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบตามวิธีการตอนท่ี 3 พบว่า
สว่นยอ่ย COC6, COC7, COC9 มีฤทธ์ิต้านการอกัเสบในระดบัท่ียอมรับได้ ร่วมกบัการตรวจสอบ
องค์ประกอบทางเคมีอย่างคร่าวด้วยเทคนิค 1H NMR จึงน าส่วนย่อยเหลา่นีม้าแยกองค์ประกอบ
ทางเคมีตอ่ โดยใช้เทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

10 



 
 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภาพที่ 1 : แสดงการแยกสารของส่วนสกัดเฮกเซนจากเปลือกเปล้าใหญ่ด้วยเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี

- คอลมัน์โครมาโทกราฟี  
- 5% EtOAc:Hexane, 10% EtOAc:Hexane,  20% EtOAc:Hexane, 30% EtOAc:Hexane, 
50% EtOAc:Hexane, 100% EtOAc  
   

COC1 COC2 

2
 DTC1 

 

COC3 

 DTC1 
 

COC4 

4 

COC5 COC6 

9.8 g 

COC7 

840.5 mg 

COC8 COC9 

284.4 mg 

11 

COC10 COC11 COC12 

สารประกอบ 1 

41.0 mg 

สว่นสกดัเฮกเซน (43.7 g) 



 
 

 

5.2.2 การแยกสารบริสทุธ์ิจากสว่นยอ่ย COC8 (แผนภาพท่ี 1) 
เน่ืองจากส่วนย่อย COC8 เกิดของแข็งสีขาวขึน้ จึงท ากรองแยกของแข็ง ได้สารประกอบ 1 เป็น
สารบริสทุธ์ิ และน าสารประกอบ 1 ท่ีแยกได้มาท าการหาสตูรโครงสร้างทางเคมีโดยใช้เทคนิค 1D 
และ 2D NMR spectroscopy 
5.2.3 การแยกสารบริสทุธ์ิจากสว่นยอ่ย COC7 (แผนภาพท่ี 2, 3 และ 4) 
1.) น าส่วนย่อย COC7 ทัง้หมด 840.5 มิลลิกรัม มาแยกองค์ประกอบทางเคมีด้วยเทคนิค Size 
Exclusion Chromatography โดยใช้ Sephadex LH20 เป็นวฏัภาคนิ่ง และใช้เมทานอลเป็น     
วฏัภาคเคลื่อนท่ี 
2.) ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของส่วนย่อยท่ีแยกจากส่วนย่อย COC7 โดยใช้เทคนิค TLC 
และท าการรวมสว่นยอ่ยท่ีเหมือนกนั ดงัแผนภาพท่ี 2 

3.) เลือกสว่นย่อยของ C7-5 โดยพิจารณจาก NMR spectrum มาท าการแยกองค์ประกอบทาง
เคมีตอ่ โดยใช้เทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง และใช้ 5% อะซิโตน
ในเฮกเซนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี แยกสว่นยอ่ยจาก C7-5 ได้เป็น 7 สว่น ดงัแผนภาพท่ี 2  
4.) เลือกสว่นย่อยของ T6-18 โดยพิจารณาจาก NMR spectrum มาท าการแยกองค์ประกอบทาง
เคมีตอ่ โดยใช้เทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง และใช้ 20% อะซิโตน
ในเฮกเซนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี แยกส่วนย่อยจาก T6-18 ได้เป็น 8 ส่วน ดงัแผนภาพท่ี 3 ได้สาร
บริสทุธ์ิ 1 ชนิด (สารประกอบ 2) 
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แผนภาพที่ 2 : แสดงการแยกสารจากส่วนย่อย COC7 
 

 

 

COC7 840.5 mg 

C7-1 

- Size Exclusion Chromatography 
- 100% Methanol 

T1-5 

- คอลมัน์โครมาโทกราฟี 
- 5% Acetone : CH2Cl2 
 

C7-2 C7-3 C7-4 C7-5 

196.6 mg 

C7-6 

T6-18 T19-23 T24-32 T33-39 T60-64 T40-59 
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แผนภาพที่ 3 : แสดงการแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนย่อย T6-18

T6-18 

25.0 mg 

T6-18/1-3 

- คอลมัน์โครมาโทกราฟี 
- 20% Acetone : Hexane 
 

T6-18/4 T6-18/6-7 T6-18/8-11 

 

T6-18/12-15 

12-15 

T6-18/19-26 

/ 

T6-18/27-59 

 

สารประกอบ 2 

6.9 mg  
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5.) เลือกสว่นยอ่ยของ T19-23 โดยพิจารณาจาก NMR spectrum มาท าการแยกองค์ประกอบทาง
เคมีตอ่ โดยใช้เทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง และใช้ 30% อะซิโตน
ในเฮกเซนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี แยกสว่นยอ่ยจาก T19-23 ได้เป็น 6 สว่น ดงัแผนภาพท่ี 4 
6.) เลือกส่วนย่อยของ T19-23/7-10 โดยพิจารณาจาก NMR spectrum มาท าการแยก
องค์ประกอบทางเคมีตอ่ โดยใช้เทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง และ
ใช้ 30% อะซโิตนในเฮกเซนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี แยกสว่นยอ่ยจาก T19-23/7-10 ได้เป็น 4 สว่น ดงั
แผนภาพท่ี 4 
7.) น าสารประกอบ 2 และสารประกอบ 3 ท่ีแยกได้มาท าการหาสตูรโครงสร้างทางเคมีโดยใช้
เทคนิค 1D และ 2D NMR spectroscopy  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภาพที่ 4 : แสดงการแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนย่อย T19-23 
 

T19-23 

25.0 mg 
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- SiO2 Column Chromatography 
- 30% Acetone : Hexane 
 

T19-23/1 T19-23/2-4 T19-23/5-6 T19-23/7-10 

5.1 mg 

T19-23/11-13 T19-23/14-17 

สารประกอบ 3 

3.3 mg 

T19-23/7-10/9-21 T19-23/7-10/22-44 T19-23/7-10/45-49 

- SiO2 Column Chromatography 
- 30% Acetone : Hexane 
 



 
 

 

5.2.4 การแยกสารบริสทุธ์ิจากสว่นยอ่ย COC6 (แผนภาพท่ี 5 และ 6) 
1.) ท าการหาระบบของตวัท าละลายผสมท่ีเหมาะสม โดยแบง่สว่นย่อย COC6 มาเล็กน้อยละลาย
ในตวัท าละลาย จดุบนแผ่น TLC และดแูถบสารท่ีเกิดขึน้    
2.) น าส่วนย่อย COC6 ทัง้หมด 9.8 กรัม มาแยกองค์ประกอบทางเคมีโดยเทคนิคคอลมัน์โคร
มาโทกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวัฏภาคนิ่ง และ 5% อะซิโตนในไดคลอโรมีเทนเป็นวัฏภาค
เคลื่อนท่ี  
3.) ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของส่วนย่อยท่ีแยกจากส่วนย่อย COC6 โดยใช้เทคนิค TLC 
และท าการรวมสว่นยอ่ยท่ีเหมือนกนั ท าให้แยกสว่นยอ่ยจาก COC6 ได้เป็น 10 สว่น ดงัแผนภาพท่ี 
5 

4.) น าสว่นยอ่ย fr.48-63 มาแยกองค์ประกอบทางเคมีโดยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ซลิิ
กาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง และ 1% เอทิลอะซเิตตในไดคลอโรมีเทนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี 
5.) เก็บส่วนย่อยจากสว่น fr.48-63 และรวมส่วนย่อยจาก fr.48-63 โดยตรวจสอบองค์ประกอบ
ทางเคมีท่ีเหมือนกนัจากเทคนิค TLC ท าให้รวมสว่นย่อยจาก fr.48-63 เป็น 14 สว่น ดงัแผนภาพท่ี 
5 ได้สารบริสทุธ์ิ 1 ชนิด (สารประกอบ 4) 
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แผนภาพที่ 5 : แสดงการแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนย่อย COC6

COC6 9.8 g 

fr.4-5 fr.6-16 fr.17-22 fr.24-34 fr.35-47 fr.48-63 

777.9 mg 

fr.64-75 fr.76-100 fr.101-107 fr.108-125 

- คอลมัน์โครมาโทกราฟี 
- 5% Acetone : CH2Cl2 
 

- SiO2 Column Chromatography 
- 1% EtOAc : CH2Cl2 
 

fr.48-63/10-13 fr.48-63/14-23 fr.48-63/24-25 fr.48-63/26-37 fr.48-63/38-47 fr.48-63/48-51 fr.48-63/52-56 

fr.48-63/57-63 fr.48-63/64-90 fr.48-63/91-110 fr.48-63/110-144 fr.48-63/145-150 fr.48-63/151-185 สารประกอบ 4 

20.0 mg 
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6.) น าสว่นย่อย fr.48-63/26-37 โดยพิจารณาจาก NMR spectrum มาท าการแยกองค์ประกอบ
ทางเคมีโดยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง และ 10% อะซิโตนใน 
เฮกเซนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี 
7.) ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของสว่นยอ่ยท่ีแยกจากสว่นยอ่ย fr.48-63/26-37 โดยใช้เทคนิค 
TLC และท าการรวมสว่นย่อยท่ีเหมือนกนั ท าให้แยกสว่นย่อยจาก fr.48-63/26-37 ได้เป็น 3 สว่น 
ดงัแผนภาพท่ี 6 ได้สารประกอบ 5 เป็นสารบริสทุธ์ิ 
8.) น าสารประกอบ 4 และสารประกอบ 5 ท่ีแยกได้มาท าการหาสตูรโครงสร้างทางเคมีโดยใช้
เทคนิค 1D และ 2D NMR spectroscopy 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผนภาพที่ 6 : แสดงการแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนย่อย fr.48-63/26-37

fr.48-63/26-37 

108.3 mg 

- SiO2 Column Chromatography 
- 10% Acetone : Hexane 
 

fr.48-63/26-37/5-9 fr.48-63/26-37/5-9 สารประกอบ 5 

12.8 mg 
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5.2.5 การแยกสารบริสทุธ์ิจากสว่นยอ่ย COC9 (แผนภาพท่ี 7 และ 8) 
1.) ท าการหาระบบของตวัท าละลายผสมท่ีเหมาะสม โดยแบง่สว่นย่อย COC9 มาเล็กน้อยละลาย
ในตวัท าละลาย จดุบนแผ่น TLC และดแูถบสารท่ีเกิดขึน้    
2.) น าสว่นย่อย COC9 ทัง้หมด 248.4 มิลลิกรัม มาแยกองค์ประกอบทางเคมีโดยเทคนิคคอลมัน์
โครมาโทกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวัฏภาคนิ่ง และ 5% เอทิลอะซิเตตในไดคลอโรมีเทนเป็น      
วฏัภาคเคลื่อนท่ี  
3.) ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของส่วนย่อยท่ีแยกจากส่วนย่อย COC9 โดยใช้เทคนิค TLC 
และท าการรวมสว่นย่อยท่ีเหมือนกนั ท าให้แยกสว่นย่อยจาก COC9 ได้เป็น 6 สว่น ดงัแผนภาพท่ี 
7 

4.) น าสว่นย่อย fr.9/23 โดยพิจารณาจาก NMR spectrum มาท าการแยกองค์ประกอบทางเคมี
โดยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง และ 5% เมทานอลในไดคลอโร
มีเทนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี 
5.) ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของสว่นย่อยท่ีแยกจากสว่นย่อย fr.9/23 โดยใช้เทคนิค TLC 
และท าการรวมสว่นย่อยท่ีเหมือนกนั ท าให้แยกสว่นย่อยจาก fr.9/23 ได้เป็น 6 สว่น ดงัแผนภาพท่ี 
7 
4.) น าสว่นย่อย fr.9/23/31 โดยพิจารณาจาก NMR spectrum มาท าการแยกองค์ประกอบทาง
เคมีโดยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดยซิลิกาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง และ 1% เมทานอลในไดคลอ
โรมีเทนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี 
5.) ตรวจสอบองค์ประกอบทางเคมีของส่วนย่อย fr.9/23/31 โดยใช้เทคนิค TLC และท าการรวม
ส่วนย่อยท่ีเหมือนกนั ท าให้แยกส่วนย่อยจาก fr.9/23/31 ได้เป็น 4 ส่วน ดงัแผนภาพท่ี 8 ได้
สารประกอบ 6 เป็นสารบริสทุธ์ิ 
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แผนภาพที่ 7 : แสดงการแยกสารจากส่วนย่อย COC9 

COC9 248.4 mg4 

mg 

fr.9/4 fr.9/5 fr.9/12 fr.9/17 fr.9/23 

298.1 mg 

fr.9/27 

- คอลมัน์โครมาโทกราฟี 
- 5% EtOAc : CH2Cl2 
 

- คอลมัน์โครมาโทกราฟี 
- 5% Ethanol : CH2Cl2 
 

fr.9/23/3 fr.9/23/16 fr.9/23/31 fr.9/23/41 fr.9/23/47 fr.9/23/48 
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แผนภาพที่ 8 : แสดงการแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนย่อย fr.9/23/31 
 

5.3 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ  
5.3.1 การทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบของเซลล์โดยวิธี Nitric oxide inhibitory assay [6]  
1.) เตรียมเซลล์ macrophage J774.A1 ใน 96 well plate จ านวน 5 × 104 เซลล์ตอ่หลมุและ
ปลอ่ยให้เซลล์ยดึเกาะกบัเพลตเป็นเวลา 1 ชัว่โมงท่ีอณุหภมูิ 37oC   ภายใต้สภาวะบรรยากาศ 5% 
CO2 ในตู้บม่ 
2.) ท าการ pretreat เซลล์ใน well plate ท่ีได้จากข้อ 1 ด้วยสารท่ีมีความเข้มข้นตา่งๆ หรือ DMSO 
ส าหรับชดุควบคมุ (control) เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้ท าการกระตุ้นด้วย lipopolysacharide 1 
µg/mL (LPS) เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 
3.) เก็บ media จากแต่ละหลมุท่ีทดสอบหลมุละ 50 µL จากนัน้น ามาท าปฏิกิริยากบั Griess 
reagent โดยเตมิ 1% sulfanilamide ตอ่หลมุ บม่ในท่ีมืด ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้
เติม 0.1% N-1-napthylenediamine dihydrochloride (NED) 50 µL แล้วบม่ตอ่ในท่ีมืดอีก 10 
นาที  
4.) วดัคา่การดดูกลืนแสง (absorbance) ท่ี 540 nm ด้วยเคร่ือง Microplate Reader 
5.) ค านวณหาเปอร์เซนต์การยบัยัง้ผลติภณัฑ์ไนตริกออกไซด์ท่ีเกิดขึน้และหาคา่ IC50  

% การยบัยัง้ผลติภณัฑ์ไนตริกออกไซด์ = 100 –  AN  × 100 
       AC 

เม่ือ  AN คือ คา่การดดูกลืนแสงของสาร – คา่การดดูกลืนแสงของชดุ blank 
 AC คือ คา่การดดูกลืนแสงของชดุควบคมุ – คา่การดดูกลืนแสงของชดุ blank 

- คอลมัน์โครมาโทกราฟี 
- 1% Ethanol : CH2Cl2 
 

fr.9/23/31/3 fr.9/23/31/4 สารประกอบ 6 

3.4 mg 

fr.9/23/31 

21.6 mg 

fr.9/23/31/28 
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5.3.2 การทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ (Cytotoxicity assay) โดยวิธี MTT assay [6] 
1.) ท าการเตรียมเซลล์ใน 96 well plate โดยใน 1 หลมุมีเซลล์ 10,000 เซลล์ และบม่เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิ 37 oC ท่ีความชืน้สภาวะบรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ในตู้บม่ 
2.) จากนัน้ท าการ pretreat เซลล์ด้วยสารท่ีแยกได้หรือ DMSO ส าหรับชดุควบคมุ เป็นเวลา 18 
ชัว่โมง   และท าการเติมสารละลาย MTT (10 µL, 5mg/mL ใน PBS) ลงในแตล่ะหลมุ จากนัน้ท า
การบม่ตอ่อีก 3 ชัว่โมง 
3.) น า media ออกจากแตล่ะหลมุและเติม DMSO (100 µL/well) เพื่อละลายผลกึของฟอร์มาแซน
ท่ีเกิดขึน้ จากนัน้ท าการวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 nm ด้วยเคร่ือง Microplate 
Reader  
4.) ค านวณหาคา่เปอร์เซนต์การอยูร่อดของเซลล์ 

% การอยูร่อดของเซลล์ = OD test  × 100 
        OD Control 

เม่ือ  OD test    คือ คา่การดดูกลืนแสงของสาร  
 OD Control คือ คา่การดดูกลนืแสงของชดุควบคมุ 
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บทที่ 3 
ผลการทดลอง และ วิจารณ์ผลการทดลอง 

 
 

1 การสกัดแยกสารที่มีฤทธ์ิต้านการอกัเสบจากส่วนสกัดเฮกเซนของเปลือกเปล้าใหญ่ C. 
oblongifolius 
 1.1 การเตรียมส่วนสกัดเฮกเซนของเปลือกเปล้าใหญ่ 
 น าเปลือกเปล้าใหญ่ C. oblongifolius 2 กิโลกรัม มาแช่ในเฮกเซน ปริมาณ 3 ลิตร ท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 3 วนั และน ามากรอง จากนัน้น าสารละลายท่ีได้มาระเหยตวัท าละลายออก
จะได้สว่นสกดัเฮกเซน จะได้สว่นสกดัเฮกเซน 43.7 กรัม มีลกัษณะเป็นของเหลวข้นสีน า้ตาล 

1.2 ผลการแยกส่วนสกัดเฮกเซนออกเป็นส่วนย่อยด้วยเทคนิคคอลัมน์ 
โครมาโทกราฟี 

น าส่วนสกัดเฮกเซน 43.7 กรัม มาแยกเป็นส่วนย่อยด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
โดยใช้ซลิกิาเจล No. 7734 เป็นวฏัภาคนิ่ง และตวัท าละลายผสมเอทิลแอซเีทตและเฮกเซนเป็น 
วฏัภาคเคลื่อนท่ีด้วยระบบตวัท าละลายเกรเดียนท์ จากการตรวจสอบองค์ประกอบด้วยเทคนิค 
TLC ท าให้สามารถรวมสว่นยอ่ยได้ทัง้หมด 12 สว่น คือ COC1-COC12 (ดงัแสดงในแผนภาพท่ี 1) 
นอกจากนีย้งัได้ท าการตรวจสอบองค์ประกอบโดยรวมอย่างคร่าวๆ ของแตล่ะสว่นย่อยด้วยเทคนิค 
1H NMR spectroscopy พบวา่สว่นยอ่ย COC6, COC7 และ COC9 มีสารท่ีน่าสนใจ 

1.3 ผลการคัดกรองฤทธ์ิต้านการอักเสบ ของส่วนย่อยที่แยกได้  
เ น่ืองด้วยในงานวิจัยนี ส้นใจสกัดแยกสารท่ี มีฤทธ์ิการต้านการอักเสบในเซลล์ 

macrophage ท่ีถกูเหน่ียวน าให้เกิดการอกัเสบด้วยไลโปโพลีแซคคาไรด์ (LPS) จึงท าการสกดัแยก
สารโดยอาศยัผลต้านการอกัเสบ ดงันัน้จึงน าส่วนย่อยของส่วนสกดัเอทิลแอซีเทตท่ีได้มาคดักรอง
ฤทธ์ิต้านการอกัเสบหรือการยงัยัง้การผลิตไนตริกออกไซด์ (NO) ของเซลล์ macrophage ซึ่งใน
งานวิจยันีใ้ช้เซลล์ macrophage J774.A1 ในการทดลองน าส่วนย่อย COC2-COC12  ความ
เข้มข้น 5 และ 10 µg/mL มาท าการทดลองกบัเซลล์ พบว่า ส่วนย่อย COC6, COC7, COC9 
แสดงฤทธ์ิต้านการอกัเสบโดยยบัยัง้การผลิต ไนตริกออกไซด์  จากเซลล์ท่ีถกูเหน่ียวน าในระดบัท่ี
ต ่ากว่า 50% และพิจารณาร่วมกบัผล 1H NMR spectrum ซึง่มีโครงสร้างสารท่ีสนใจจะศกึษา จึง
เลือกท าสว่นยอ่ยดงักลา่ว 

 
 



 

 

 
 

 
 
 
 

 
  
 

 
 

รูปที่ 6 เปอร์เซนต์การผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์ macrophage J774.A1 ที่ถูก
กระตุ้นด้วย LPS เม่ือทดสอบกับส่วนย่อย COC2 – COC12 

 
2 ผลการแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนย่อยที่มีฤทธ์ิต้านการอักเสบ 

2.1 ผลการแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนย่อย COC8  
เน่ืองจากส่วนย่อย COC8 เกิดของแข็งสีขาว จึงท าการกรองแยกของแข็ง พบว่าได้สาร

บริสทุธ์ิ คือ สารประกอบ 1 หนกั (41.0 มิลลกิรัม) 
2.2 ผลการแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนย่อย COC7 

 น าสว่นย่อย COC7 (840.5 มิลลิกรัม) ซึง่พิจารณาจากผลจากการคดักรองฤทธ์ิต้านการ
อกัเสบและ 1H NMR spectrum มาท าการแยกองค์ประกอบตอ่ด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
โดยใช้ Sephadex LH20 เป็นวฏัภาคนิ่ง และใช้เมทานอลเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี สามารถแยกได้เป็น 
6 สว่นย่อย คือ C7-1 ถึง C7-6 จากนัน้น าสว่นย่อย C7-5 (196.6 มิลลิกรัม) ซึง่พิจารณาจาก1H 
NMR spectrum มาแยกต่อด้วยเทคนิคคอลลมัน์โครมาโทกราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง 
และ 5% อะซิโตนในเฮกเซนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี ได้ส่วนย่อยทัง้หมด 7 ส่วน และเลือกสว่นย่อย 
T6-18 (25.0 มิลลิกรัม) ซึง่พิจารณาจาก 1H NMR spectrum มาแยกตอ่ด้วยเทคนิคเดียวกนั โดย
ใช้ 20% อะซิโตนในเฮกเซนเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี ได้สารบริสทุธ์ิ คือ สารประกอบ 2 (6.9 มิลลิกรัม)
และเลือกสว่นย่อย T19-23 (25.0 มิลลิกรัม) มาแยกด้วยเทคนิคเดียวกนั ใช้ 30% อะซิโตนในเฮ
กเซนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี พบวา่ได้สารบริสทุธ์ิ คือ สารประกอบ 3 (3.3 มิลลกิรัม) 
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2.3 ผลการแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนย่อย COC6 
 น าส่วนย่อย COC6 (9.8 กรัม) มาแยกองค์ประกอบด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
โดยซลิกิาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง และตวัท าละลาย 5% อะซิโตนในไดคลอโรมีเทนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี 
แยกองค์ประกอบได้ 10 สว่นยอ่ย จากนัน้น าสว่นย่อย fr.48-63 (777.9 มิลลิกรัม) ซึง่พิจารณาจาก
ผลจากการคดักรองฤทธ์ิต้านการอกัเสบและ 1H NMR spectrum มาท าการแยกตอ่ด้วยเทคนิค
คอลมัน์โครมาโทกราฟี และโดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง และ 1% เอทิลอะซิเตตในไดคลอโร
มีเทนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี พบว่าได้สารบริสทุธ์ิ คือ สารประกอบ 4 (20.0 มิลลิกรัม) จากนัน้น า
สว่นย่อย fr.48-63/26-37 (108.3 มิลลิกรัม) มาแยกองค์ประกอบด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทก
ราฟี โดยใช้ซิลิกาเจลเป็นวฏัภาคนิ่ง และ 10% อะซิโตนในเฮกเซนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี พบว่าได้
สารบริสทุธ์ิ คือ สารประกอบ 5 หนกั (12.8 มิลลกิรัม) 
 2.4 ผลการแยกสารบริสุทธ์ิจากส่วนย่อย COC9 

น าสว่นย่อย COC9 ( 248.4 มิลลิกรัม) งพิจารณาจากผลจากการคดักรองฤทธ์ิต้านการ
อกัเสบและ 1H NMR spectrum มาแยกด้วยเทคนิคคอลมัน์โครมาโทกราฟี โดย ซิลิกาเจลเป็นวฏั
ภาคนิ่ง และ 5% เอทิลอะซิเตตในไดคลอโรมีเทนเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี ซึ่งสามารถแยกได้เป็น 6 
สว่นย่อย คือ fr.9/4 ถึง fr.2/27 จากนัน้น าสว่นย่อย fr.9/23 (298.1 มิลลิกรัม) ซึง่พิจารณาจาก 1H 
NMR spectrum มาแยกต่อด้วยเทคนิคเดียวกนั ใช้ 5%เมทานอลในไดคลอโรมีเทนเป็นวฏัภาค
เคลื่อนท่ี แยกได้เป็น 6 สว่นย่อย จากนัน่น าสว่นย่อย fr.9/23/31 (21.6 มิลลิกรัม) ซึง่พิจารณาจาก 
1H NMR spectrum มาแยกต่อด้วยเทคนิคเดียวกนั ใช้ 1% เมทานอลในไดคลอโรมีเทนเป็นวฏั
ภาคเคล่ือนท่ี พบวา่ได้สารบริสทุธ์ิ คือ สารประกอบ 6 (3.4 มิลลกิรัม) 
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3 ผลการพสูิจน์ทราบโครงสร้างของสารที่แยกได้โดยเทคนิคทางสเปกโทสโกปี 
เม่ือน าสารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้ มาหาสตูรโครงสร้างด้วยเทคนิคทางสเปกโทสโกปีได้ผลการ

ทดลองดงันี ้
สารประกอบ 1 หนกั 41.0 มิลลกิรัม มีลกัษณะเป็นของแข็ง สีขาว มีสตูรโมเลกลุ C20H26O4 

จากข้อมลู 1H NMR spectrum และเม่ือท าการเปรียบเทียบข้อมลูกบังานวิจยัก่อนหน้า [6] พบว่า 
เป็นสารท่ีมีช่ือวา่ 3,4,15,16-Diepoxy-cleroda-13(16),14-diene-12,17-olide 
 

 
 

รูปที่ 7 โครงสร้างของ 3,4,15,16-Diepoxy-cleroda-13(16),14-diene-12,17-olide 
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สารประกอบ 2  หนกั 6.9 มิลลิกรัม มีลกัษณะเป็นของแข็ง สีขาว มีสตูรโมเลกลุ C20H28O5 
มี double bond equivalent  เท่ากบั 7 จากข้อมลู 1H NMR spectrum พบว่า มีสญัญาณของวง
ฟิวแรน และหมูเ่มทิล (CH3) 3 หมู ่และ  13C NMR spectrum พบวา่ มีพนัธะคู ่2 พนัธะ (C 143.7, 
139.4, 126.1, 108.6) มีสญัญาณของหมูเ่อสเทอร์ (COO) 1 หมู ่(C 172.4)  

อีกทัง้ข้อมลูจาก 1H-1H COSY, HSQC และ HMBC ยงัแสดงให้เห็นว่า สารประกอบ 3 มี 
ควอเทอร์นารีคาร์บอน 3 คาร์บอน หมู่เมทิลีน (CH2) 5 หมู่, หมู่เมไธน์ (CH) 7 หมู่ และหมู่ไฮดรอก
ซี (OH) 2 หมู่ เม่ือน าข้อมลูข้างต้นทัง้หมดมาเปรียบเทียบกบัคา่ chemical shift ท่ีมีการรายงาน
แล้ว พบว่า สารประกอบ 3 คือ furocrotinsulolide  A ซึง่เป็นสารท่ีเคยแยกได้จากต้น Croton 
insularis[8] เม่ือปี 2005 

 
 

รูปที่ 8 โครงสร้างของ furocrotinsulolide  A 
 

 
 

รูปที่ 9 ความสัมพันธ์ระหว่าง 1H-1H COSY และ HMBC ของ furocrotinsulolide  A 
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ตารางที่ 1 ข้อมลู 1H (400 MHz),13C (100 MHz) และ HMBC correlation (CDCl3) ของสารประกอบ 2   

ต าแหน่ง 
สารประกอบ 3 

1H (mult, J in Hz) 13C HMBC correlations 
1 1.66 (m, 1H), 1.42 (m, 1H) 16.5 30.5 
2 2.05 (m, 1H), 1.75 (m, 1H) 30.5 76.4, 16.5 
3 3.59 (brs, 1H) 76.4  
4  76.1  
5  40.8  
6 1.63 (m, 2H) 31.6 40.8,17.7 
7 2.08 (m, 1H), 1.67 (m, 1H) 17.7 51.1, 31.6 
8 2.34 (m, 1H)   51.1 36.8 
9   36.8  

10 1.78 (m, 1H) 47.3 40.8, 36.8, 16.5  
11 2.33 (m, 1H), 1.68 (m, 1H) 44.5 72.0, 51.1, 36.8 
12 5.49 (dd, 1H, J = 11.6, 5.6) 72.0 172.7, 139.4, 126.1, 108.9 
13  126.1  
14  6.42 (brs, 1H) 108.6 143.7, 126.1,139.4 
15 7.41 (brs, 1H) 143.7 139.4, 126.1 
16 7.44 (brs, 1H) 139.4 143.7, 108.6, 126.1 
17  172.7  
18 1.29 (s, 3H) 21.6 76.4, 40.8 
19 1.20 (3H, s) 17.2 76.1, 47.3, 40.8, 31.6 
20 1.09 (s, 3H) 14.7 51.1, 47.3, 44.5, 36.8 
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สารประกอบ 3 หนกั 3.3 มิลลิกรัม มีลกัษณะเป็นของแข็ง สีขาว มีสตูรโมเลกลุ C20H28O3 จาก
ข้อมลู 1H NMR spectrum และเม่ือท าการเปรียบเทียบกบังานวิจยัก่อนหน้า [6] พบว่า เป็นสารท่ีมี
ช่ือวา่ (+)-Hardwickiic acid 

 

 
 

รูปที่ 10 โครงสร้างของ (+)-Hardwickiic acid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

29 



 

 

สารประกอบ 4  หนกั 20.0 มิลลิกรัม มีลกัษณะเป็นของแข็ง สีขาว มีสตูรโมเลกุล 
C20H26O3 มี double bond equivalent เท่ากบั 8 จากข้อมลู 1H NMR spectrum พบสญัญาณ
ของวงฟิวแรน หมู่เมทิล (CH3) 3 หมู่ และ 13C NMR spectrum พบว่ามีพนัธะคู ่4 พนัธะ (C 
142.7, 139.7, 138.5, 136.0, 133.7, 125.4, 124.6, 110.9) หมู่คาร์บอกซิล (COOH) 1 หมู่ (C 
172.7)  

อีกทัง้ข้อมลูจาก 1H-1H COSY, HSQC และ HMBC ยงัแสดงให้เห็นว่า สารประกอบ 4 มี 
ควอเทอร์นารีคาร์บอน 3 คาร์บอน หมู่เมไธน์ (CH) 8 หมู่, หมู่เมทิลีน (CH2) 4 หมู่, และเม่ือน า
ข้อมูลข้างต้นทัง้หมดมาเปรียบเทียบกับค่า chemical shift ท่ีมีการรายงานแล้ว พบว่า 
สารประกอบ 4 คือ 5-epi-nidoresedic acid ซึง่เป็นสารท่ีเคยแยกได้จากต้น Scapania nemorea 
[9] เม่ือปี 1999 

 
 

รูปที่ 11 โครงสร้างของ 5-epi-nidoresedic acid 
 

 
 

รูปที่ 12 ความสัมพันธ์ระหว่าง 1H-1H COSY และ HMBC ของ 5-epi-nidoresedic acid 
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ตารางที่ 2 ข้อมลู 1H (400 MHz),13C (100 MHz) และ HMBC correlation (CDCl3) ของสารประกอบ 4  

ต าแหน่ง 
สารประกอบ 4 

1H (mult, J in Hz) 13C HMBC correlations 
1 6.19 (m, 1H) 124.6 133.7, 48.4 
2 6.95 (d, 1H) 133.7 172.7, 139.7, 136.0, 38.3 
3 6.27 (m, 1H) 136.0 139.7, 133.7 
4  139.7  
5  38.8  
6 2.47 (m, 1H), 1.45 (m, 1H) 34.6 48.4 
7 1.49 (brd, 2H) 27.3 35.7, 34.6 
8  1.16 (m, 1H) 35.7 38.5, 27.3, 15.7 
9  38.5  

10 2.38 (brs, 1H) 48.4 124.6, 38.8, 38.5 
11 1.73 (m, 1H), 1.62 (m, 1H) 38.3 125.4, 18.2 
12 2.31 (m, 1H), 2.16 (m, 1H) 18.2 138.5, 125.4, 110.9 
13  125.4  
14 6.24 (s, 1H) 110.9 142.7 
15 7.34 (s, 1H) 142.7 138.5, 125.4 
16 7.19 (s, 1H) 138.5 142.7, 110.9 
17 0.85 (d, 3H, J = 6.4) 15.7 38.5, 35.7, 27.3 
18  172.7  
19 1.06 (s, 3H) 15.4 139.7, 48.4, 38.8, 34.6 
20 0.89 (s, 3H) 19.4 48.8, 38.3, 35.7, 18.2 
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สารประกอบ 5  หนกั 12.8 มิลลกิรัม มีลกัษณะเป็นของแข็ง สีขาว มีสตูรโมเลกลุ C20H34O 
มี double bond equivalent  เท่ากบั 4 จากข้อมลู 1H NMR spectrum พบสญัญาณของหมู่เมทิล 
(CH3) 5 หมู่ สญัญาณช่วง H 1-2.5 ซึง่เป็นลกัษณะเฉพาะของสารกลุม่ไดเทอร์พีนอยด์ และ  13C 
NMR spectrum พบวา่มีพนัธะคู ่2 พนัธะ (C 145.5, 140.9, 122.9, 120.4) 

อีกทัง้ข้อมลูจาก 1H-1H COSY, HSQC และ HMBC ยงัแสดงให้เห็นว่า สารประกอบ 2 มี 
ควอเทอร์นารีคาร์บอน 2 คาร์บอน หมู่เมไธน์ (CH) 2 หมู่, หมู่เมทิลีน (CH2) 7 หมู่ และเม่ือน า
ข้อมูลข้างต้นทัง้หมดมาเปรียบเทียบกับค่า chemical shift ท่ีมีการรายงานแล้ว พบว่า 
สารประกอบ 5 คือ 8S-Kolavenol ซึง่เป็นสารท่ีเคยแยกได้จากต้น Entada abyssinica [10] เม่ือปี 
1998 

 

 
 

รูปที่ 13 โครงสร้างของ 8S-Kolavenol 
 

 

 
 

รูปที่ 14 ความสัมพันธ์ระหว่าง 1H-1H COSY และ HMBC ของ 8S-Kolavenol 
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ตารางที่ 3 ข้อมลู 1H (400 MHz),13C (100 MHz) และ HMBC correlation (CDCl3) ของสารประกอบ 5  

ต าแหน่ง 
สารประกอบ 5 

1H (mult J in Hz) 13C HMBC correlations 
1 1.59 (m, 1H), 1.45 (m, 1H) 18.3 26.9 
2 2.03 (m, 2H) 26.9 120.4 
3 5.19 (s, 1H) 120.4 145.5, 17.9 
4  145.5  
5  38.2  
6 1.72 (m ,1H) 1.47, m, 1H 36.8 27.5 
7 1.41 (m, 2H)  27.5 36.8, 36.3 
8 1.46 (m, 1H) 36.3 38.6, 18.4 
9  38.6  

10 1.35 (m, 1H)  46.5 38.2, 19.9 
11 1.36 (m, 1H), 1.20 (m ,1H) 36.9 32.8 
12 1.84 (m, 2H ) 32.8 36.9, 16.5 
13  140.9  
14 5.39 (t, 1H J = 4.4) 122.9 59.5, 32.8, 16.5 
15 4.13 (d, 2H, J = 6.8)  59.5 140.9, 122.9 
16 1.67 (s, 3H) 16.5 140.9, 122.9, 32.8 
17 0.80 (d, 3H, J = 6.0) 15.9 38.6, 36.3, 27.5 
18 0.99 (s, 3H) 19.9 144.5, 46.5, 38.2, 36.8 
19 1.58 (s, 3H) 17.9 144.5, 120.4, 38.2 
20 0.71 (s ,3H) 18.4 46.5, 36.9, 32.8 
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สารประกอบ 6 หนกั 3.4 มิลลิกรัม มีลกัษณะเป็นของแข็ง สีขาว มีสตูรโมเลกลุ C20H30O2 
จากข้อมลู 1H NMR spectrum และเม่ือท าการเปรียบเทียบกบังานวิจยัก่อนหน้า [6] พบว่า เป็นสาร
ท่ีมีช่ือวา่ 3α,4α:15,16-Diepoxy-13(16),14-clerodadiene 

 
 

รูปที่ 15 โครงสร้างของ 3α,4α:15,16-Diepoxy-13(16),14-clerodadiene 
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 4 การทดสอบการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
     4.1 การทดสอบฤทธ์ิต้านการอักเสบของสารบริสุทธ์ิที่แยกได้ 
 น าสารประกอบ 1 - 6 ท่ีแยกได้มาทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบด้วยวิธี nitric oxide 
inhibitory assay โดยเซลล์ท่ีใช้ในการทดสอบคือเซลล์ murine macrophage J774.A1 ท่ีกระตุ้น
ด้วย LPS โดยทดสอบท่ีความเข้มข้น 10 g/mL ซึง่จะท าให้เกิดการผลิตไนตริกออกไซด์ขึน้ ผลท่ี
ได้ดงัแสดงใน รูปท่ี 16 

 
 

รูปที่ 16 เปอร์เซนต์การผลิตไนตริกออกไซด์ของเซลล์ macrophage J774.A1 ที่ถูก
กระตุ้นด้วย LPS เม่ือทดสอบกับสารประกอบ 1 – 6 ที่ความเข้มข้น 10 g/mL 

  
จากรูปท่ี  16 พบว่าสารประกอบ 5 แสดงฤทธ์ิ ต้านการอัก เสบในเซลล์  murine 

macrophage J774.A1 ดีท่ีสดุ โดยมีคา่ IC50 เท่ากบั 5.00 g/mL (17.21M) ซึง่แสดงให้เห็นว่า
สารประกอบ 5 มีฤทธ์ิต้านการอกัเสบท่ีดี โดยเทียบกบัชดุควบคมุของยา Indromethacin ซึง่เป็น
ยาท่ีใช้ต้านการอกัเสบ โดย Indromethacin มีคา่ IC50 เท่ากบั 28.42 ± 3.51M [11] เม่ือน ามา
เปรียบเทียบกบัสารประกอบ 5 พบวา่ สารประกอบ 5 มีฤทธ์ิต้านการอกัเสบระดบัเซลล์ท่ีดีกวา่ 
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4.2 การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลล์ 
 น าสารประกอบ 1 - 6 มาทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ macrophage J774.A1 ด้วยวิธี 
MTT assay โดยทดสอบท่ีความเข้มข้น 10 g/mL ผลท่ีได้ดงัแสดงใน รูปท่ี 17 
 

 
 

รูปที่ 17 เปอร์เซนต์การรอดชีวิตของเซลล์ macrophage J774.A1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย 
LPS เม่ือทดสอบกับสารประกอบ 1 – 6 ที่ความเข้มข้น 10 g/mL 

 
จากรูปท่ี 17 พบวา่ สารประกอบ 5 มีความเป็นพิษตอ่เซลล์ต ่า เน่ืองจากไม่พบการตาย

ของเซลล์ macrophage J774.A1 ท่ีความเข้มข้นท่ีทดสอบ ซึง่แสดงให้เห็นวา่ สารประกอบ 5 
สามารถลดการอกัเสบได้จริง ไม่ได้มาจากการท่ีสารเป็นพิษตอ่เซลล์
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 
 

การทดลองนีส้นใจศึกษาสารท่ีมีฤทธ์ิต้านการอักเสบจากเปลือกเปล้าใหญ่ Croton 
oblongifolius โดยมีการทดสอบฤทธ์ิต้านการอกัเสบ ซึ่งในงานวิจยันีไ้ด้ทดสอบฤทธ์ิต้านการ
อกัเสบโดยดูจากความสามารถของสารในการยบัยงัการผลิตไนตริก ออกไซด์ (NO) ในเซลล์ 
macrophage ท่ีถกูเหน่ียวน าให้เกิดการอกัเสบด้วย LPS และทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ด้วย
วิธี MTT assay จากผลการทดลองพบว่า สามารถแยกสารบริสทุธ์ิได้ 6 ชนิด คือ 3,4,15,16-
Diepoxy-cleroda-13(16),14-diene-12,17-olide, furocrotinsulolide  A, (+)-Hardwickiic acid, 
5-epi-nidoresedic acid, 8S-Kolavenol, 3α,4α:15,16-Diepoxy-13(16),14-clerodadiene  
พบว่าสารประกอบ 5 มีฤทธ์ิต้านการอกัเสบ โดยมีคา่ IC50 เท่ากบั 5.00 g/mL และมีความเป็น
พิษตอ่เซลล์ต ่า เม่ือพิสจูน์ทราบโครงสร้างด้วยเทคนิค 1D และ 2D NMR พบว่าสารประกอบ 5 คือ 
8S-Kolavenol 
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สารประกอบ 1 
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รูปท่ี 1 1H NMR ของสารประกอบ 1 
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สารประกอบ 2 

ppm (t1)
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รูปท่ี 2 1H NMR ของสารประกอบ 2 
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รูปท่ี 3 13C NMR ของสารประกอบ 2 
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รูปท่ี 4 1H-1H COSY ของสารประกอบ 2 

ppm (t2)
1.02.03.04.05.06.07.0

0

50

100

150

ppm (t1)

 

42 



 

 

รูปท่ี 5 HSQC ของสารประกอบ 2 
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รูปท่ี 6 HMBC ของสารประกอบ 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

43 



 

 

 
สารประกอบ 3 
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รูปท่ี 7 1H NMR ของสารประกอบ 3 
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สารประกอบ 4 
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รูปท่ี 8 1H NMR ของสารประกอบ 4 
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รูปท่ี 9 13C NMR ของสารประกอบ 4 
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รูปท่ี 10 1H-1H COSY ของสารประกอบ 4 
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 รูปท่ี 11 HSQC ของสารประกอบ 4  
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รูปท่ี 12 HMBC ของสารประกอบ 4 
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สารประกอบ 5 
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รูปท่ี 13 1H NMR ของสารประกอบ 5 
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รูปท่ี 14 13C NMR ของสารประกอบ 5 
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รูปท่ี 15 1H-1H COSY ของสารประกอบ 5 
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 รูปท่ี 16 HSQC ของสารประกอบ 5  
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รูปท่ี 17 HMBC ของสารประกอบ 5 
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สารประกอบ 6 
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รูปท่ี 18 1H NMR ของสารประกอบ 6 
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