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          บทคดัยอ่ 
 จากการน าเปลอืกของตน้มะควดัทีแ่หง้มาสกดัดว้ยไดคลอโรมเีทนเมื่อน าสิง่สกดัไดคลอ

โรมเีทนมาแยกโดยการท าคอลมัน์โครมาโทกราฟี ซึ่งใช้ซลิกิาเจลเป็นตวัดูดซบัร่วมกบัเทคนิค 
TLC แลว้ท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ยเทคนิคโครมาโททรอนตามล าดบั สามารถแยกสารในกลุ่มไตรเทอรพ์ี
นอยด์ ได้สารหลกั 2 ชนิดคอื ลูพอีอล (1) และกรดบทิูลนิิก (2) จากนัน้ท าการเตรยีมอนุพนัธ์
ของสารทัง้สองชนิด ได้สารทัง้หมด 18 ชนิด โดยเป็นอนุพันธ์ชนิดใหม่ 7 ชนิด คือ (1d และ  
2g-2l)  และอนุพันธ์ที่มรีายงานแล้ว 11 ชนิด คือ (1a-1c, 1e-1f และ 2a-2f)  โดยการพิสูจน์
โครงสรา้งของสารบรสิุทธิท์ ัง้ 20 ชนิดที่ได ้อาศยัสมบตัทิางกายภาพและวธิกีารทางสเปกโทรส
โกปีร่วมกบัการเปรยีบเทยีบกบัขอ้มูลที่มกีารรายงานมาแลว้ จากการทดสอบฤทธิใ์นการยบัยัง้
เอนไซม์แอลฟากลูโคซเิดสของยสีต์พบว่า สาร 2 และ 2a มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์แอลฟา
กลูโคซเิดสได้ด ีโดยมคี่า IC50 เท่ากบั 16.26 และ 28.07 ไมโครโมลารต์ามล าดบั เมื่อเทยีบกบั
สารมาตรฐานอะคาร์โบส (IC50 = 526.64 ไมโครโมลาร์) ส่วนสารที่เหลอื มฤีทธิใ์นการยบัยัง้
เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดส ตัง้แต่ปานกลางถงึไม่มฤีทธิ ์เนื่องจากม ีIC50 มากกว่า 600 ไมโคร
โมลาร์ จากการศึกษาจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ด้วยการสรา้งกราฟไลน์วเีวอร์-เบริก์ พบว่า 
สาร 2 แสดงการยบัยัง้การท างานของเอนไซมแ์บบแบบผสม  

 
 

 

 

 
ค าส าคญั : มะควดั, ไตรเทอรพ์นีอยด์, ลูพอีอล, กรดบทิูลนิิก, ไดไซโคลเฮกซลิคารโ์บไดอไิมด์, 
ฤทธิย์บัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดส 



 
 
ง 

 

 

Title   Chemical constituents and biological activities from the stem  
   bark of Ziziphus rugosa.  
Student names  1. Mr.Suwisit  Kladsaard  543 31542 23 
   2. Mr.Thanat Phuengpho  543 30971 23 
Advisor   Associate Professor Santi Tip-pyang, Ph.D.    
Department of Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn University, Academic year 
2014 

 

     Abstract 
 Air-dried and powdered stem bark of Ziziphus rugosa was extracted with 
methanol (MeOH). The MeOH crude extract was chromatographed on silica gel open 
column and monitored with TLC and further purified with chromatotron which led to the 
isolation of two major triterpenoids, lupeol (1) and betulinic acid (2). These triterpenoids 
(1 and 2) were derivatized to be seven new analogues (1d and 2g-2l) and eleven 
known compounds (1a-1c, 1e-1f, and 2a-2f). Their structures were determined by 
spectroscopic methods as well as comparison with previous reports in the literature. 
Moreover, all compounds were evaluated for their α-glucosidase activity. Compound 2 
and 2a showed potent inhibitory activity towards α-glucosidase with an IC50 value of 
16.26 and 28.07 µM, respectively when compared to the standard acarbose (IC50 = 
526.64 µM), other compounds were regarded as moderate to no activities (IC50 > 600 
µM). Lineweaver-Burk plot indicated that 2 was a mixed mode inhibitor of α-glucosidase 
enzyme. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 

ความเป็นมาและมลูเหตจุงูใจในการเสนอโครงการ 
 ในปจัจุบนัพบว่าโรคเบาหวานและโรคมะเรง็เป็นโรคที่พบมากในปจัจุบนั และเป็นหน่ึง
ในสาเหตุของอัตราการเสียชีวิตเป็นอันดับต้น ๆ ในหลาย ๆ  ประเทศ ดังนัน้จะเห็นว่ามี
หลากหลายงานวจิยัที่จะพยายามหาทางป้องกนั ลดความเสี่ยง รวมไปถึงยบัยัง้หรอืบรรเทา
อาการของโรคเหล่านี้ เบาหวานเป็นโรคทีม่คีวามเกี่ยวขอ้งกบัระดบัน ้าตาลในเลอืดและสามารถ
ถ่ายทอดผ่านทางพนัธุกรรมได้ ซึ่งมกัจะมคีวามผดิปกติมาจากฮอร์โมนอินซูลินซึ่งท าหน้าที่
ควบคุมระดบัน ้าตาลในเลอืด โดยผูป้ว่ยมกัจะทราบว่าเป็นโรคนี้จากอาการแทรกซอ้นอื่น ๆ เช่น 
ความดันโลหิตสูง กล้ามเนื้ อหัวใจขาดเลือด และโรคไตเสื่อม เป็นต้น การดูแลรักษา
โรคเบาหวานจะขึน้กบัประเภทของโรคเบาหวาน โดยแบบที ่1 จะต้องฉีดฮอรโ์มนอนิซูลนิ ส่วน
ในแบบที ่2 สามารถใชอ้าหารทีเ่หมาะสม ออกก าลงักาย ควบคุมน ้าหนักและความดนักส็ามารถ
ใชช้วีติตามปกตไิด ้

 จากงานวจิยัทีศ่กึษาองคป์ระกอบทางเคมขีองมะควดัทีผ่่านมา พบสารกลุ่มอลัคาลอยด์
1,3,4 จากเปลอืกและล าต้น ไตรเทอรพ์นีอยด์2 จากล าต้นและฟลาโวนอยด์5 จากเปลอืก ซึง่สาร
เหล่าน้ีมโีครงสร้างและฤทธิท์างชวีภาพที่น่าสนใจ เช่น ฤทธิย์บัยัง้โปรโตซวั (antiprotozoal) 
ฤทธิย์บัยัง้เชือ้จุลนิทรยี ์(antimicrobial) ฤทธิย์บัยัง้การอกัเสบ (anti-inflammatory) และฤทธิ ์
ยบัยัง้เซลลม์ะเรง็ (anticancer) จะพบว่างานวจิยัก่อนหน้าน้ี ยงัไม่พบรายงานถงึฤทธิก์ารยบัยัง้

เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดส (α-glucosidase inhibitory activity) จากเปลอืกต้นของมะควดัมา
ก่อน ดงันัน้ผูว้จิยัจงึมแีนวคดิในการคน้ควา้และศกึษาองคป์ระกอบทางเคมจีากเปลอืกต้นมะควดั 
เพื่อน าสารบรสิุทธิท์ีแ่ยกไดม้าทดสอบฤทธิท์างชวีภาพดงักล่าว และน าไปสู่การประยุกต์ใชเ้พื่อ
ใชป้ระโยชน์ในทางเภสชัวทิยาและทางการแพทย ์
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ลกัษณะทางพนัธศุาสตรข์องมะควดั 

 

 

รปูท่ี 1.1 ลกัษณะตน้ของมะควดั 
(ทีม่า: http://indiabiodiversity.org/observation/show/268679) 

 มะควดั (Ziziphus rugosa Lam.) เป็นพชืทีอ่ยู่ในวงศ์ Rhamnaceae สกุล Ziziphus มี
ชื่อไทยเรยีกต่างกนั เช่น มะควดั (ภาคกลาง ภาคเหนือ), หน่อควะ (กระเหรีย่ง แม่ฮ่องสอน), 
หมากคอก (เงีย้ว แมฮ่่องสอน), ออ้ยชา้ง (กาญจนบุร)ี และหมากมาย (ภาคอสีาน)  

ลกัษณะทัว่ไปของมะควดั  

ลกัษณะตน้  เป็นไมย้นืตน้ขนาดกลางถงึขนาดใหญ่ 

สเีปลอืกตน้ น ้าตาลปนเทา 

ลกัษณะใบ ใบเป็นใบประกอบเรยีงสลบัมลีกัษณะมนกลมมขีนสากทัว่ไป 

ช่อดอก  มสีเีหลอืง 

กลบีเลีย้ง 5 กลบี ต่อ 1 ช่อดอก 

กลบีดอก 5 กลบี ต่อ 1 ช่อดอก 

ผล  รปูรา่งกลมเมือ่สดสเีขยีว เมือ่แก่สเีหลอืง มรีสหวาน 

ถิน่ทีอ่ยู ่ ปา่ผสมผลดัใบ ปา่ดบิแลง้ และปา่ดบิชืน้พบไดใ้นหลายพืน้ทีท่ ัง้ในภาคเหนือ  

  ภาคกลาง และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
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รปูท่ี 1.2 ลกัษณะของใบ กา้น และผลของมะควดั 
(ทีม่า: https://www.inaturalist.org/observations/22191) 

 

 

รปูท่ี 1.3 ลกัษณะของดอกของมะควดั 
(ทีม่า: https://www.flickr.com/photos/wwwssncomphotos/5618010751) 
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งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

Pandey และคณะ1 สกดัสารจากเปลอืกและล าตน้ของมะควดั ดว้ยตวัท าละลายผสมของ
เบนซนี, เมทานอล และแอมโมเนีย ในอตัราส่วน 100:1:1 ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง สามารถแยกสารได้
ทัง้หมด 6 ชนิด ได้แก่ rugosanine-A, sativanine-F, sativanine-C, nummularine-P และ 
sativanine-K ซึง่เป็นสารในกลุ่ม cyclopeptide alkaloids ส่วน norcorypalline เป็นสารในกลุ่ม 
isoquinoline alkaloid นอกจากนี้ Pandey และคณะ2 ยงัพบสารในกลุ่ม triterpenoid saponin 
ในส่วนของเปลอืกและล าตน้ของมะควดั 

 

 

 

       norcorypalline 

รปูท่ี 1.4 สารในกลุ่ม cyclopeptide alkaloid และ isoquinoline alkaloid จากเปลอืก 
         และล าตน้มะควดั 

 

 

 

 

 R1 R2 R3 R4 
rugosanine-A CH2CH(CH3)2 CH3 CHO CH3 
sativanine-F CH2Ph CH(CH3)2 CHO H 
sativanine-C CH(CH3)CH2CH3 CH3 H CH3 
nummularine-P CH2CH(CH3)2 CH3 H CH3 
sativanine-K CH2CH(CH3)2 CH3 CH3 CH3 



 
 

5 
 

 

Tripathi และคณะ3 สกดัสารจากเปลอืกและล าต้นของมะควดั ดว้ยตวัท าละลายผสมของ
เบนซนี, เมทานอล และแอมโมเนีย ในอตัราส่วน 100:1:1 ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง สามารถแยกสารได้
ทัง้หมด 3 ชนิด โดยเป็นสารใหม่หนึ่งชนิด คอื rugosanine-B และสารที่มรีายงานแลว้อกีสอง
ชนิด ไดแ้ก่ nummularine-R และ sativanine-H ซึง่เป็นสารในกลุ่ม cyclopeptide alkaloids 

   

 

 rugosanine-B      nummularine-R  

 

sativanine-H 

รปูท่ี 1.5 สารในกลุ่ม cyclopeptide alkaloid จากเปลอืกและล าตน้มะควดั 
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Singh และคณะ4 สกดัสารจากเปลอืกมะควดั สามารถแยกสารไดท้ัง้หมด 4 ชนิด ไดแ้ก่ 
sativanine-C, mauritine-A, amphibine-B และ nummularine-K ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม 
cyclopeptide alkaloids 

    

sativanine-C             mauritine-A 

 

   

    amphibine-B                                nummularine-K 

รปูท่ี 1.6 สารในกลุ่ม cyclopeptide alkaloid จากเปลอืกมะควดั 
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Singh และคณะ5 สกดัสารจากเปลอืกมะควดั สามารถแยกสารไดท้ัง้หมด 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
kaempferol-4'-methylether, luteolin และ luteolin-7-O-glucoside ซึ่งเป็นสารในกลุ่ม 
flavonoids 

   

kaempferol-4'-methylether                  luteolin 

 

luteolin-7-O-glucoside 

รปูท่ี 1.7 สารในกลุ่ม flavonoid จากเปลอืกมะควดั 

 

 Kaennakam และคณะ6 สกดัสารจากรากมะควดั ดว้ยตวัท าละลายไดคลอโรมเีทนและเม
ทานอล สามารถแยกสารได้ทัง้หมด 13 ชนิด ได้แก่ lupeol, betulin, betulinic anhydride, 
betulinic acid, alphitolic acid, euscaphic acid, zizyberenalic acid และ β-sitosterol ซึง่เป็น
สารในกลุ่ม triterpenoids สารในกลุ่ม coumarin ไดแ้ก่ scopoletin และสารในกลุ่ม flavonoids 
ไดแ้ก่ kaempferol, afzelin, quercitrin และ (+)-catechin 
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lupeol                             betulin 

 

   

betulinic acid     alphitolic acid    

 

   

euscaphic acid               zizyberenalic acid 

 

β-sitosterol 

รปูท่ี 1.8 สารในกลุ่ม triterpenoid จากรากมะควดั 
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 จากงานวิจยัที่ศึกษาองค์ประกอบทางเคมจีากมะควดั พบสารกลุ่มอัลคาลอยด์จาก
เปลอืกและล าต้น ไตรเทอร์พีนอยด์จากรากและล าต้น และฟลาโวนอยด์จากเปลือก ซึ่งจาก
งานวจิยัทีผ่่านมายงัไม่เคยมรีายงานการศกึษาฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสจาก
ส่วนเปลอืกตน้มะควดัมาก่อน ดงันัน้ผูว้จิยัจงึมแีนวคดิในการคน้ควา้และศกึษาองคป์ระกอบทาง
เคมแีละฤทธิท์างชวีภาพดงักล่าวจากเปลอืกต้นมะควดั เพื่อน าสารบรสิุทธิท์ี่แยกไดม้าทดสอบ
ฤทธิท์างชวีภาพ โดยทางผู้วจิยัมคีวามคาดหวงัว่าจะน าสารที่มฤีทธิด์งักล่าวไปท าการวจิยั ต่อ
ยอด และน าไปสู่การประยกุตใ์ชป้ระโยชน์ในทางเภสชัวทิยาและทางการแพทย ์
 

วตัถปุระสงคข์องโครงการ 
 1. แยกสารจากสิง่สกดัเมทานอลจากเปลอืกตน้มะควดั 
 2. พสิูจน์ทราบโครงสรา้งของสารบรสิุทธิท์ี่แยกได้โดยอาศยัข้อมูลทางกายภาพและ
เทคนิคทางสเปกโทรสโกปี 
 3. สงัเคราะหอ์นุพนัธข์องสารบรสิุทธิท์ีแ่ยกได ้
 4. ทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสของสารบรสิุทธิท์ีแ่ยกได ้
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

บทท่ี 2 
วิธีการทดลองและผลการทดลอง 

 
2.1 พืชตวัอย่าง 
 เปลอืกต้นมะควดั (Ziziphus rugosa Lam.) เกบ็มาจากจงัหวดักาฬสนิธุ ์เดอืนมกราคม 
พ.ศ.2557 
 
2.2 เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 

 นอกจากอุปกรณ์พื้นฐานและเครื่องแก้วที่ใช้ในห้องปฏิบัติการแล้ว ผู้วิจ ัยยงัได้ใช้
เครือ่งมอือื่นเพิม่เตมิดงันี้ 
 1. เครือ่งระเหยสุญญากาศแบบหมนุ (rotary vacuum evaporation) 
 2. เครือ่ง nuclear magnetic resonance (NMR) Spectrometer 
 3. UV lamp ใชส้ าหรบัตรวจสอบสารทีดู่ดกลนืแสงในช่วง UV บนแผ่น TLC ช่วงความ
ยาวคลื่นทีใ่ช ้คอื short wavelength 254 nm และ long wavelength 365 nm 
 4. เครือ่งดดูสุญญากาศ (suction pump) 
 5. เครือ่งชัง่ไฟฟ้า 
 6. เครือ่งโครมาโททรอน (chromatotron) 
 

2.3 สารเคมี 
 1. ตวัท าละลาย ไดแ้ก่ hexane, dichloromethane, ethyl acetate และ methanol 
 2. รเีอเจนต์ ไดแ้ก่ acetic anhydride, propionic anhydride, butanoic anhydride, 
valeric anhydride, hexanoic anhydride, benzoic anhydride, triethylamine (TEA), N,N'- 
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) และ sodium bicarbonate (NaHCO3) 
 3. ซลิกิาเจล เบอร์ 7734 ส าหรบัใช้ในการท าคอลมัน์โครมาโทกราฟี (open column 
chromatography) และซลิกิาเจลเบอร ์7749 ส าหรบัใชใ้นโครมาโททรอน 
 4. แผ่น Thin-Layer Chromatography (TLC) 
       5. Sephadex LH-20 
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2.4 ขัน้ตอนการทดลอง 

 1. คน้ควา้เอกสารและขอ้มลูทีเ่กีย่วขอ้ง 
 2. เก็บเปลือกของต้นมะควดัจากจงัหวดักาฬสนิธุ์ จากนัน้สกดัและแยกสารออกเป็น
ส่วนๆ ดว้ยตวัท าละลาย ไดคลอโรมเีทน และเมทานอล จากนัน้ท าการทดสอบฤทธิใ์นการยบัยัง้
เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสเบือ้งตน้  
 3. แยกสารบริสุทธิด์้วยวิธีทางโครมาโทกราฟี เช่น silica gel, sephadex LH-20 
column chromatography และ chromatotron เป็นตน้ 
 4. พสิูจน์ทราบโครงสรา้งของสารบรสิุทธิท์ีแ่ยกได้ โดยอาศยัขอ้มูลทางสเปกโทรสโกปี 
เช่น 1D NMR, 2D NMR และ mass spectrometry เป็นตน้ 
 5. ทดสอบฤทธิท์างชวีภาพ ไดแ้ก่ การยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดส7 
 6. วเิคราะหข์อ้มลู สรปุผล และเขยีนรายงาน 
 

2.5 เทคนิคต่างๆ ท่ีใช้ในการทดลอง 
 2.5.1 การกลัน่ 
 การกลัน่เป็นวิธีการที่ท าให้ตัวท าละลายบริสุทธิ ์โดยต้มสารละลายให้กลายเป็นไอ 
จากนัน้ไอของตวัท าละลายจะผ่านเครื่องควบแน่น ได้ออกมาเป็นตวัท าละลายทีบ่รสิุทธิม์ากขึน้ 
การกลัน่มหีลายวธิ ีคอื การกลัน่อย่างง่าย (simple Distillation) การกลัน่ล าดบัส่วน (fractional  
distillation) การกลัน่ภายใต้ความดนัต ่า (vacuum distillation) การกลัน่ด้วยไอน ้า (steam 
distillation) ในบทน้ีจะกล่าวถงึเฉพาะการกลัน่ทีใ่ชใ้นการทดลองเท่านัน้ คอื 
ก. การกลัน่อยา่งงา่ย ใชก้ลัน่ตวัท าละลายชนิดคอมเมอรเ์ชยีลเกรดก่อนน ามาใชใ้นการทดลอง 
ข. การกลัน่ภายใตค้วามดนัต ่า ใชใ้นขัน้ตอนการระเหยตวัท าละลายออกจากสิง่สกดั การกลัน่วธิี
น้ีจะท าให้ตวัท าละลายกลายเป็นไอก่อนที่จะถงึจุดเดอืด ซึ่งจะช่วยป้องกนัการสลายตวัของสิง่
สกดัโดยใชเ้ครือ่งมอืทีเ่รยีกว่า เครือ่งระเหยสุญญากาศแบบหมนุ (rotary vacuum evaporation) 
 2.5.2 คอลมัน์โครมาโทกราฟี (Column Chromatography) 
 ใชเ้ฟสคงที ่(stationary phase) คอื ซลิกิาเจล ชนิด 60G Art.7734 โดยใชค้อลมัน์แก้วที่
มขีนาดทีเ่หมาะสมกบัปรมิาณสิง่สกดัทีต่้องการแยก โดยอตัราส่วนของเฟสคงทีต่่อสารทีจ่ะแยก
ประมาณ 20 ต่อ 1 โดยน ้าหนัก บรรจุคอลมัน์โดยวธิแีบบเปียกคอืเริม่แรกต้องผสมซลิกิาเจลกบั 
ตวัท าละลายใหเ้ขา้กนัใหด้แีลว้ค่อยๆ เทของผสมลงในคอลมัน์ทีม่สี าลอุีดทีป่ลายเปิดและมตีวัท า
ละลายอยูป่ระมาณครึง่หนึ่งของคอลมัน์ ขณะทีเ่ทซลิกิาเจลลงในคอลมัน์ เปิดวาลว์คอลมัน์ใหต้วั
ท าละลายไหลออกอย่างช้าๆ เพื่อให้ซิลิกาเจลอัดตัวในคอลัมน์อย่า งสม ่าเสมอ ท าเช่นนี้
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จนกระทัง่บรรจุซิลิกาเจลได้ระดับที่ต้องการ ผ่านตัวท าละลายอีก 2-3 ครัง้แล้วจงึปิดวาล์ว 
จากนัน้จงึบรรจุสิง่สกดัทีต่้องการแยกลงไป โดยน าซลิกิาเจลเบอร ์7734 ในปรมิาณที่น้อยที่สุด 
น าไปบดและรอ่นผ่านตะแกรงไดเ้ป็นผงทีล่ะเอยีดเท่ากนั จากนัน้จงึเทซลิกิาเจลทีไ่ดน้ี้ผสมกบัสิง่
สกดัทีต่้องการแยก น าของผสมนี้ไประเหยตวัท าละลายออกให้แหง้ ใส่ลงในคอลมัน์ทีเ่ตรยีมไว ้
ใช้ตวัท าละลายชนิดเดยีวกนัปรมิาตรเลก็น้อยล้างผวิด้านขา้งในคอลมัน์ จากนัน้เตมิซลิกิาเจล
ชนิดเดยีวกนัอกีเลก็น้อย เพื่อปิดผวิหน้าให้เรยีบและป้องกนัการกระทบกระเทอืนผวิหน้าของ
ของผสมขณะเตมิตวัท าละลาย จากนัน้เริม่เปิดวาล์วเพื่อเก็บสารทีไ่ดจ้ากการแยก เปลี่ยนชนิด
ของตวัท าละลายไปเรือ่ยๆ โดยเริม่จากตวัท าละลายทีม่ขี ัว้น้อยไปยงัตวัท าละลายทีม่ขี ัว้มากและ
ตลอดการทดลองตอ้งระมดัระวงัไมใ่หต้วัท าละลายแหง้จนถงึผวิหน้าซลิกิาเจล 
 2.5.3 ทิน-เลเยอรโ์ครมาโทกราฟี (thin-layer chromatography: TLC) 
 เป็นเทคนิคอยา่งงา่ยทีใ่ชต้รวจสอบความบรสิุทธิข์องสารโดยใช ้TLC aluminum sheets 
silica gel 60 F254 ตดัใหม้ขีนาดพอเหมาะ แลว้ท าการระบุระยะทางทีจ่ะใหต้วัท าละลายเคลื่อนที ่
แต้มสารละลายของสารที่ต้องการตรวจสอบบนจุดเริม่ต้นด้วยหลอดคะพลิลารขีนาดเล็กให้มี
ระยะห่างระหว่างจุดประมาณ 0.5 เซนตเิมตร น าแผ่น TLC ไปจุ่มในภาชนะปิดทีบุ่ดว้ยกระดาษ
กรองและมตีวัท าละลายทีเ่หมาะสมบรรจุอยู่ ปล่อยใหต้วัท าละลายชะสารใหเ้คลื่อนทีไ่ปบนแผ่น 
TLC จนถงึจุดสูงสุด (solvent front) ทีข่ดีไว ้ทิง้ใหแ้ผ่น TLC แหง้แลว้น าไปตรวจหาต าแหน่ง
ของสาร โดยส่องดว้ย UV lamp ทีม่คีวามยาวคลื่น 254 นาโนเมตร หรอืน าไปจุ่มในสารละลาย 
anisaldehyde/H2SO4 แลว้อบทีอุ่ณหภมูปิระมาณ 80 องศาเซลเซยีส นาน 1-2 นาท ีแลว้บนัทกึ
ต าแหน่งของจดุดงักล่าว 
 2.5.4 เรเดียลโครมาโทกราฟี (radial chromatography) 
 เป็นเทคนิคทีใ่ชใ้นการแยกสารโดยอาศยัแรงเหวีย่ง (centrifugal force) ซึง่จะมหีลกัการ
ท างานคอื น าสารละลายของสารที่ต้องการแยกหยดลงไปบนกลางแผ่นแก้วทรงกลมที่เคลอืบ
ดว้ยซลิกิาเจลหนาประมาณ 1.0 มลิลเิมตร ไขตวัท าละลายทีบ่รรจุอยู่ในกรวยแยก แลว้จงึเปิด
เครือ่ง โดยแผ่นแก้วทรงกลมจะเกดิการหมุน สารจะเคลื่อนทีจ่ากกึ่งกลางแผ่นพรอ้มกบัเกดิการ
แยกเป็นแถบสารขึน้ซึง่จะมองเหน็ไดโ้ดยน า UV Lamp มาส่องบนแผ่นแก้วทรงกลม แลว้ท าการ
เกบ็แฟรกชนัตามแถบสารทีแ่ยกได ้ดงันัน้ขอ้ดสี าหรบัเทคนิคนี้ คอื ลดระยะเวลาในการท าโคร
มาโทกราฟี กล่าวคอืใชเ้วลาประมาณ 20-30 นาท ีเนื่องจากแรงจากการหมุนเหวีย่งจะช่วยท าให้
เกิดการแยกได้ดีและเร็วขึ้นเมื่อเทียบกับเทคนิคคอลัมน์โครมาโทกราฟี และนอกจากนี้ยงั
สามารถตรวจหาต าแหน่งของสารทีแ่ยกไดท้นัทโีดยใช ้UV lamp ท าใหง้า่ยต่อการเกบ็แฟรกชนั 
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2.6 การเตรียมวตัถดิุบและการสกดั 
 2.6.1 การสกดัด้วยเมทานอล 
 น าเปลอืกของต้นมะควดัทีแ่หง้บดละเอยีดและตากแหง้แลว้หนักประมาณ 1.7 กโิลกรมั 
มาสกดัดว้ยเมทานอลทีอุ่ณหภูมหิ้อง 2 ครัง้ โดยแต่ละครัง้ใชเ้วลา 7 วนั จะไดส้ิง่สกดัจากเมทา
นอล (methanol crude extract) 

 
แผนภาพท่ี 2.1 ขัน้ตอนการสกดัเปลอืกของตน้มะควดั 

 

2.7 การแยกและท าสารให้บริสทุธ์ิ 

2.7.1 การแยกสารจากส่ิงสกดัเมทานอล 
1. น าสิง่สกดัเมทานอลทีส่กดัได ้178.0 กรมั มาท าควกิคอลมัน์ โดยใชซ้ลิกิาเจลเบอร์ 

7730 เป็นตวัดูดซบั แลว้ชะคอลมัน์ด้วยตวัท าละลาย โดยเรยีงล าดบัความมขีัว้จากน้อยไปหา
มาก โดยเริม่จาก 100% เฮกเซน แลว้ค่อยๆ เพิม่ความมขีัว้ของตวัท าละลายดว้ยไดคลอโรมเีทน
ทลีะ 20% จนถงึ 100% ไดคลอโรมเีทน และชะคอลมัน์ครัง้สุดทา้ยออกดว้ย 100% เมทานอล 
โดยเกบ็สารละลายจากคอลมัน์ครัง้ละ 500 มลิลลิติร  
  2. น าสารแต่ละส่วนมาระเหยตวัท าละลายออกดว้ยเครือ่งระเหยสุญญากาศแบบหมุน 
 3. น าสารสกดัแต่ละส่วนมาตรวจสอบดว้ย TLC โดยใชร้ะบบตวัท าละลายผสมของ 30% 
เอทลิอะซเิตต-เฮกเซน ซึ่งเป็นระบบที่ท าใหส้ารเกดิการแยกไดด้มีากที่สุดเป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่
จากนัน้รวมสารในแต่ละแฟรกชนัที่มลีกัษณะบนแผ่น TLC เหมอืนกนัเข้าด้วยกนั พบว่าได้
ทัง้หมด 7 แฟรกชนัใหญ่ (A-G) จากนัน้น าแต่ละแฟรกชนัไปทดสอบฤทธิย์บัยัง้เอนไซมแ์อลฟา
กลโูคซเิดส เบือ้งตน้พบว่าแฟรกชนั D มฤีทธิท์ีด่ทีีสุ่ด (ตารางที ่3.1) 

เปลอืกของตน้มะควดั 1.7 กโิลกรมั 

สิง่สกดัเมทานอล 178.0 กรมั กาก 

MeOH 
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  4. น าสารแฟรกชนั D มาท าการแยกต่อดว้ยคอลมัน์โครมาโทกราฟี ชะดว้ย 30% และ 
100% ไดคลอโรมเีทนต่อเฮกเซน, 30%, 50% และ 100% เอทลิแอซเีตตต่อเฮกเซน ใหแ้ฟรก
ชนัยอ่ยทัง้หมด 6 แฟรกชนัยอ่ย (D1-D6)  
  5. จากการทดสอบฤทธิจ์งึน าแฟรกชนัย่อย D4 มาท าให้บรสิุทธิม์ากขึน้ด้วยเทคนิค 
centrifugal ชะดว้ย 100% ไดคลอโรมเีทน ไดส้ารบรสิุทธิ ์1 และ 2 ออกมา  

  6. ท าการยนืยนัสูตรโครงสรา้งของสารบรสิุทธิ ์1 และ 2 โดยเปรยีบเทยีบจากขอ้มลูทาง
เอน็เอม็อารส์เปกโทรสโกปี พบว่าสารบรสิุทธิ ์1 คอื lupeol และสาร 2 คอื betulinic acid (รปูที ่
2.1) 
 

 
 

แผนภาพท่ี 2.2 ขัน้ตอนการแยกสารประกอบของเปลอืกตน้ของมะควดัใหไ้ดส้ารบรสิุทธิ ์

 

 

สิง่สกดัเมทานอล 178.0 กรมั 

A B C D 

D1 D2 D3 D4 

D2.1 

lupeol 

D2.2 D2.3 

betulinic acid 

D5 D6 

E F G 

ซลิกิาเจลคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

คอลมัน์โครมาโทกราฟี 

เรเดียลโครมาโทกราฟี 
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      lupeol         betulinic acid 

รปูท่ี 2.1 โครงสรา้งของ lupeol (1) และ betulinic acid (2) 

 

2.8 การเตรียมอนุพนัธข์อง lupeol (1) และ betulinic acid (2) 

 

 

แผนภาพท่ี 2.3 ขัน้ตอนการเตรยีมอนุพนัธจ์ากสาร 1 
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แผนภาพท่ี 2.4 ขัน้ตอนการเตรยีมอนุพนัธจ์ากสาร 2 
 
 

2.9  การทดสอบฤทธ์ิต้านเอนไซมแ์อลฟากลโูคซิเดสจากยีสต ์
 1. เตรยีมสารสะลาย α-glucosidase (0.1 U/mL) และ substrate (1 mM p-
nitrophenyl-(α-D-glucopyranoside) ใน 0.1 M phosphate buffer, pH 6.9 
 2. จากนัน้เตมิสารสารตวัอย่างทีจ่ะทดสอบ (1 mg/mL ใน DMSO) ปรมิาตร 10 µL ใน 

96 well plate แลว้เตมิสารละลาย α-glucosidase ปรมิาตร 40 µL จากนัน้น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ
37 °C เป็นเวลา 10 นาท ี
 3. เตมิสารละลาย substrate (PNPG) ปรมิาตร 50 µL แลว้น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 °C 
เป็นเวลา 20 นาท ีแลว้หยดุปฏกิริยิาดว้ย 1 M Na2CO3 ปรมิาตร 100 µL 
 4. น า 96 well plate ไปวดัค่าการดูดกลนืคลื่นแสงที่ 405 nm (Bio-Rad 3550 
microplate reader) 
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k1 k2 

k-1 

 
 
 5. น าผลทีไ่ดไ้ปค านวณ % การยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดส 
 
 โดย 

 
 เมือ่     Asample = ค่า absorbance ทีว่ดัไดโ้ดยมสีารละลายตวัอยา่งทีจ่ะ 
ทดสอบผสม  
  Acontrol = ค่า absorbance ที่วดัได้โดยไม่มสีารละลายตวัอย่างที่จะ
ทดสอบผสม 
 ในการรายงานค่าจะรายงานค่าเป็น IC50 (The half maximal inhibitory 
concentration) ซึง่ได้จากการสรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่าง % inhibition กบั
ความเขม้ขน้ ซึง่ความเขม้ขน้ที ่50% inhibition จะมคี่าเป็น IC50  

 

2.10 จลนพลศาสตรข์องปฏิกิริยาเอนไซม ์

สมการไมเคลิส-เมนเทน (Michaelis-Menten equation)  

 ศกึษาถงึอทิธพิลของความเขม้ขน้ของสบัสเตรตต่ออตัราเรว็เริม่ตน้ (เมือ่เวลา t = 0) 

แบบจ าลองกลไกการท างานของเอนไซม ์

 E + S  ES E + P 

(เมือ่ E คอื เอนไซม,์ S คอื สบัสเตรต, P คอื ผลติภณัฑ)์ 

โดยสมการไมเคลสิ-เมนเทน สามารถแสดงไดด้งันี้ 

]0[SmK

]0[SmaxV
0V




 

เมือ่  V0  คอื อตัราเรว็เริม่ตน้ของปฏกิริยิา 

 Vmax คอื อตัราเรว็สงูสุดของปฏกิริยิา 

100)]
controlA
sampleA

([1  =inhibition % 
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 Km คอื ค่าคงทีข่องไมเคลสิ มคี่าเท่ากบั (k-1 + k2) / k1 

 S0 คอื ความเขม้ขน้เริม่ตน้ของสบัสเตรต 

เมือ่น ามาเขยีนกราฟระหว่าง V0 กบั S0 จะไดก้ราฟรปูไฮเปอโบลา ดงัรปูที ่2.2 

 

รปูท่ี 2.2 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่าง V0 กบั S0 จากสมการไมเคลสิ-เมนเทน 

สมการไลน์วีเวอร-์เบิรก์ (Lineweaver-Burk equation) 

 เป็นสมการทีด่ดัแปลงมาจากสมการไมเคลสิ-เมนเทน เพื่อง่ายต่อการหาค่าต่างๆ แสดง

สมการไดด้งันี้ 

maxV

1

0[S]

1

maxV
mK

0V

1


 

เมือ่น ามาเขยีนกราฟระหว่าง 1/V0 กบั 1/[S0] ซึง่กราฟทีไ่ดจ้ะมลีกัษณะเป็นเสน้ตรงดงัรปูที ่2.3 



 
 

19 
 

 

 

รปูท่ี 2.3 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่าง 1/V กบั 1/[S] จากสมการไลน์วเีวอร-์เบริก์ 

ตวัยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์(enzyme inhibitor) 

 ท าหน้าที่ป้องกนัไม่ให้สบัสเตรตเขา้ไปจบักบับรเิวณเร่งของเอนไซมไ์ด้ โดยส่วนใหญ่

แลว้ตวัยบัยัง้มกัจะมโีครงสรา้งคลา้ยกบัสบัสเตรต โดยตวัยบัยัง้จะมลีกัษณะของการยบัยัง้แบบ

ต่าง ๆ ดงันี้ 

1. การยบัยัง้แบบแขง่ขนั (competitive inhibition) 

1) การยบัยัง้แบบแขง่ขนัทีบ่รเิวณเรง่ 

 เมือ่สบัสเตรตท าปฏกิริยิากบัเอนไซมจ์ะไดผ้ลติภณัฑเ์กดิขึน้ แมว้่าจะเตมิตวัยบัยัง้ลงไป
หลงัจากทีเ่อนไซมท์ าปฏกิริยิากบัสบัสเตรตแลว้กต็าม ตวัยบัยัง้ชนิดนี้จะจบัเขา้ทีบ่รเิวณเร่งของ
เอนไซมซ์ึง่สามารถแสดงไดด้งันี้ 

E + S  P 

E + I  EI 

2) การยบัยัง้แบบแขง่ขนัทีม่กีารเปลีย่นแปลงโครงสรา้ง 

 เมื่อสารตัง้ต้นหรอืตวัยบัยัง้ท าปฏกิริยิากบัเอนไซม ์จะส่งผลใหเ้อนไซมเ์ปลีย่นแปลงไป 
ท าใหอ้กีตวัไมส่ามารถเขา้ท าปฏกิริยิาได ้ซึง่สามารถแสดงไดด้งันี้ 

E + S  P  ES + I    



 
 

20 
 

 

E + I  EI EI + S  

 

 จากการยบัยัง้แบบแข่งขัน้ทัง้ 2 แบบ จะเหน็ว่าทัง้สบัสเตรตและตวัยบัยัง้จะแย่งกนัท า
ปฏกิริยิากบัเอนไซม ์ดัง้นัน้เมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของสบัสเตรต พบว่าทีค่วามเขม้ขน้ทีสู่งมาก ๆ 
อตัราเรว็ของปฏกิริยิาจะไมเ่ปลีย่นแปลง 

 

รปูท่ี 2.4 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่าง 1/V0 กบั 1/[S]0 จากสมการไลน์วเีวอร-์เบริก์ 

        ของตวัยบัยัง้แบบแขง่ขนั 

- inhibition คอื สบัสเตรตทีไ่มไ่ดเ้ตมิตวัยบัยัง้ลงไป 

+ inhibition คอื สบัสเตรตทีม่กีารเตมิตวัยบัยัง้ลงไป 

 

2. การยบัยัง้แบบไมแ่ขง่ขนั (non-competitive inhibition) 

 ตวัยบัยัง้ชนิดนี้จะจบักบัเอนไซมท์ีบ่รเิวณอลัโลสเตอรกิก่อน (allosteric site) เกดิเป็น
สารเชงิซ้อนตวัยบัยัง้-เอนไซม์ และเมื่อสบัสเตรตเข้าจบัที่บรเิวณเร่ง จะเกิดสารเชิงซ้อน ตวั
ยบัยัง้-เอนไซม-์สบัสเตรต ซึง่ไมเ่กดิเป็นผลติภณัฑห์รอืเกดิชา้ หรอืในทางกลบักนัหากสบัเสตรต
จบักบัเอนไซมอ์ยู่แลว้ ตวัยบัยัง้ชนิดนี้กส็ามารถเขา้จบักบัสารเชงิซอ้น เอนไซม์-สบัสเตรต ไดท้ี่
บริเวณอัลโลสเตอริก ซึ่งไม่เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ได้เช่นเดียวกัน  ซึ่งการยับยัง้แบบ non-
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competitive นี้ แบ่งไดอ้อกเป็น 2 แบบ ไดแ้ก่ แบบปกต ิ(classical noncompetitive inhibitor) 
และแบบผสม (mixed noncompetitive inhibitor) 

 

รปูท่ี 2.5 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่าง 1/V0 กบั 1/[S]0 จากสมการไลน์วเีวอร-์เบริก์ 

        ของตวัยบัยัง้แบบไมแ่ขง่ขนั (ปกต)ิ 

 

 

รปูท่ี 2.6 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่าง 1/V0 กบั 1/[S]0 จากสมการไลน์วเีวอร-์เบริก์ 

        ของตวัยบัยัง้แบบไมแ่ขง่ขนั (ผสม) 
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3. การยบัยัง้แบบไมแ่ขง่ขนั (uncompetitive inhibition) 

 ตวัยบัยัง้ชนิดนี้คล้ายกบัตวัยบัยัง้แบบ non-competitive โดยจะแตกต่างกนัตรงที่ตวั
ยบัยัง้ชนิดนี้จะจบัเขา้กบัเอนไซมบ์รเิวณอลัโลสเตอรกิ หลงัจากทีส่บัสเตรตเขา้จบัเอนไซมแ์ลว้ 

E + S  E-S + I  I-E-S 

 

รปูท่ี 2.7 กราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่าง 1/V0 กบั 1/[S0] จากสมการไลน์วเีวอร-์เบริก์ 

        ของตวัยบัยัง้แบบไมแ่ขง่ขนั (uncompetitive inhibitor) 

การค านวณค่าคงทีก่ารยบัยัง้ (inhibitor constant) 

 ถา้หากตวัยบัยัง้มผีลต่ออตัราของปฏกิริยิา จะไดส้มการไลน์วเีวอร-์เบริก์ในรปูใหม ่ดงันี้ 

maxV0[S]

1

maxV
mK

0V

1  


 

  โดย    และ 

 

 การมอียู่ของตวัยบัยัง้จะก่อใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของค่า Km และ V ของปฏกิริยิา ซึง่
การเปลี่ยนแปลงดงักล่าวขึน้อยู่กบัความเขม้ขน้ของตวัยบัยัง้ ซึ่งสามารถวดัไดด้้วยค่าคงทีก่าร

iK

[I]
1




iK

[I]
1
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ยบัยัง้ (inhibitor constant) โดยการเปลีย่นแปลงของค่า Km และ V สามารถอธบิายไดด้ว้ยค่า Ki 
และ Ki′ตามล าดบั 

 

 

รปูท่ี 2.8 กราฟแสดงสมการไลน์วเีวอร-์เบริก์ของตวัยบัยัง้ทัง้ 3 รปูแบบ: 

            (a) competitive inhibition, (b) uncompetitive inhibition, and 

        (c) non-competitive inhibition, showing the special case α = α′ > 1. 

 จากรปูที ่2.7 (c) จดัเป็น non-competitive inhibition แบบปกต ิซึง่เป็นกรณีทีม่คี่า α = 
α′ > 1 แต่ถ้าหากเป็น non-competitive inhibition แบบผสม (mixed) จะมคี่า α   α′ > 1 
โดยกราฟจะมรีปูรา่งเช่นเดยีวกบัรปูที ่2.5 

ดงันัน้จงึสามารถสรปุค่าคงทีก่ารยบัยัง้ต่าง ๆ ไดด้งันี้ 

 ตวัยบัยัง้แบบแขง่ขนั จะไมม่กีารเปลีย่นแปลงค่า Vmax ดงันัน้จงึไมม่คี่า Ki′ 

 ตวัยบัยงัแบบไมแ่ขง่ขนั non-competitive (ปกต)ิ ค่าคงที ่Ki และ Ki′ จะมคี่าเท่ากนั 

 ตวัยบัยงัแบบไมแ่ขง่ขนั non-competitive (ผสม) ค่าคงที ่Ki และ Ki′ จะมคี่าต่างกนั 

 ตวัยบัยงัแบบไมแ่ข่งขนั uncompetitive จะมคี่า slope หรอือตัราส่วนของ Km กบั Vmax  

 จะคงที ่ดงันัน้จงึไมม่คี่า Ki 
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 หากต้องการทราบค่า Ki จงึต้องสรา้งกราฟเพิม่เติมเพื่อใช้ในการหาค่าพารามเิตอร์นี้ 
จากกราฟล าดบัทีส่อง (secondary plot) ซึง่มวีธิกีารดงัต่อไปนี้ (กรณีตวัยบัยัง้แบบ mixed non-
competitive) 

1) สรา้งกราฟล าดบัทีห่นึ่ง (primary plot) 

 เพื่อสรา้งความสมัพนัธ์ระหว่าง 1/V กบั 1/[S] ในแต่ละสบัสเตรตที่มกีารเตมิตวัยบัยัง้ 
เพื่อน าไปสรา้งกราฟ ท าใหท้ราบค่าความชนัและจุดตดัแกน y ซึง่จะน าค่าเหล่านี้ไปสรา้งกราฟ
ล าดบัทีส่องซึง่สมัพนัธก์บัค่าความเขม้ขน้ของตวัยบัยัง้ 

 

รปูท่ี 2.9 กราฟล าดบัหนึ่งของสบัสเตรตทีเ่ตมิตวัยบัยัง้ ณ ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
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2) สรา้งกราฟล าดบัสอง (secondary plot) 

การหาค่า Ki (ในกรณทีี ่α > 1) 

 สามารถท าได้โดยการสร้างกราฟที่ได้จากความสมัพนัธ์ระหว่างค่าความชนัที่แต่ละ
ความเขม้ขน้ของตวัยบัยัง้ (จากกราฟล าดบัหนึ่ง) กบัความเขม้ขน้ของตวัยบัยัง้ โดยจุดที่กราฟ
ตดัแกน x คอืค่า -Ki 

 

รปูท่ี 2.10 กราฟล าดบัสองแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างค่าความชนั (จากกราฟล าดบัหนึ่ง) 

      กบัความเขม้ขน้ของตวัยบัยัง้ทีค่วามเขม้ขน้ต่าง ๆ ซึง่ใชใ้นการหาค่า Ki 

การหาค่า Ki′ (ในกรณทีี ่α′ > 1) 

 สามารถท าได้โดยการสร้างกราฟที่ได้จากความสมัพนัธ์ระหว่างจุดตดัแกน y ที่แต่ละ
ความเขม้ขน้ของสบัสเตรต (จากกราฟล าดบัหนึ่ง) กบัความเขม้ขน้ของตวัยบัยัง้ โดยจุดทีก่ราฟ
ตดัแกน x คอืค่า -Ki′ 
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รปูท่ี 2.11 กราฟล าดบัสองแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างจดุตดัแกน y (จากกราฟล าดบัหนึ่ง) 

   กบัความเขม้ขน้ของตวัยบัยัง้ทีค่วามเขม้ขน้ต่าง ๆ ซึง่ในการหาค่า Ki′ 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
บทท่ี 3 

การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างและผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 

ของสารบริสทุธ์ิท่ีได้ 
 
 จากการสกดัแยกสารจากสิง่สกดัเมทานอล พบว่าแฟรกชนั D มสีารทีน่่าสนใจ เนื่องจาก
มฤีทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสไดด้ ีจงึไดเ้ลอืกแฟรกชนั D มาแยกต่อใหบ้รสิุทธิ ์
ซึง่สามารถแยกสารบรสิุทธิไ์ด ้2 ชนิดคอื สาร 1 และ 2 (แสดงโครงสรา้งในรปูที ่2.1) เพื่อทีจ่ะ
ศกึษาความสมัพนัธท์างโครงสรา้งกบัฤทธิท์างชวีภาพ (Structure Activity Relationship, SAR) 
ของสารบรสิุทธิท์ีแ่ยกได ้(1 และ 2) ซึง่ไดน้ าไปสงัเคราะห์อนุพนัธ ์(1a-1f และ 2a-2l) ต่อไป 
โดยขอ้มลูทางสเปกโทรสโกปีของสารต่าง ๆ มดีงันี้ 
 

3.1 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-acetyl lupeol (1a)  
 

 
 

รปูท่ี 3.1 โครงสรา้งของ 3-O-acetyl lupeol (1a) 
 

3-O-acetyl lupeol (1a)8: White Solid; mp. 191-193 °C;  1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 
4.68 (1H, s, H-29a), 4.57 (1H, s, H-29b), 4.47 (1H, q, J  = 8.2 Hz, H-3), 2.37 (1H, m, H-
19), 2.04 (3H, s, H-2ʹ), 1.68 (3H, s, H-30), 1.64 (1H, m, H-21a), 1.62 (1H, m, H-7a), 1.61 
(1H, m, H-16a), 1.56 (1H, m, H-22a), 1.50 (1H, m, H-12a), 1.49 (1H, m, H-11a), 1.45 (1H, 
m, H-16b), 1.44 (1H, m, H-15a), 1.42 (1H, m, H-6a), 1.40 (1H, m, H-1a), 1.37 (1H, m, H-
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13), 1.35 (2H, m, H-2), 1.35 (1H, m, H-15b), 1.34 (1H, m, H-9), 1.26 (1H, m, H-22b), 1.24 
(1H, m, H-21b), 1.24 (1H, m, H-12b), 1.21 (1H, m, H-5), 1.20 (1H, m, H-7b), 1.20 (1H, m, 
H-11b), 1.18 (1H, m, H-18), 1.16 (1H, m, H-6b), 1.04 (3H, s, H-25), 0.98 (1H, m, H-1b), 
0.94 (3H, s, H-23), 0.93 (3H, s, H-24), 0.86 (3H, s, H-26), 0.84 (3H, s, H-28), 0.79 (3H, s, 
H-27). 
 

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 171.1 (C-1ʹ), 151.2 (C-20), 109.5 (C-29), 81.2 (C-3), 55.6 
(C-5), 50.6 (C-9), 48.5 (C-18), 48.2 (C-19), 43.2 (C-17), 43.0 (C-14), 41.1 (C-8), 40.2 (C-
22), 38.5 (C-4), 38.2 (C-13), 38.0 (C-1), 37.3 (C-10), 35.7 (C-16), 34.4 (C-7), 30.1 (C-21), 
29.9 (C-23), 28.1 (C-2), 27.6 (C-15), 25.3 (C-12), 21.1 (C-2ʹ), 21.1 (C-11), 19.5 (C-30), 
18.4 (C-6), 18.2 (C-28), 16.7 (C-25), 16.4 (C-26), 16.2 (C-24), 14.7 (C-27). 
 

3.2 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-propanoyl lupeol (1b) 
 
 

 

รปูท่ี 3.2 โครงสรา้งของ 3-O-propanoyl lupeol (1b) 

 

3-O-propanoyl lupeol (1b)9: White Gum; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 4.68 (1H, s, H-
29a), 4.56 (1H, s, H-29b), 4.48 (1H, q, J  = 6.8 Hz, H-3), 2.38 (1H, m, H-2aʹ), 2.33 (1H, 
m, H-19), 2.31 (1H, m, H-2bʹ), 1.68 (3H, s, H-30), 1.65 (1H, m, H-12a), 1.64 (1H, m, H-
21a), 1.63 (1H, m, H-2a), 1.63 (1H, m, H-15a), 1.62 (1H, m, H-7a), 1.60 (1H, m, H-2b), 
1.58 (1H, m, H-13), 1.56 (1H, m, H-22a), 1.50 (1H, m, H-11a), 1.49 (1H, m, H-6a), 1.47 
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(2H, m, H-16), 1.42 (1H, m, H-1a), 1.39 (1H, m, H-11b), 1.37 (1H, m, H-6b), 1.33 (1H, m, 
H-9), 1.28 (1H, m, H-12b), 1.26 (1H, m, H-22b), 1.24 (1H, m, H-21b), 1.21 (1H, m, H-5), 
1.20 (1H, m, H-7b), 1.18 (1H, m, H-18), 1.14 (3H, t, J  = 7.6 Hz, H-3ʹ), 1.03 (3H, s, H-25), 
1.00 (1H, m, H-1b), 0.99 (1H, m, H-15b), 0.94 (3H, s, H-24), 0.94 (3H, s, H-23), 0.86 (3H, 
s, H-26), 0.84 (3H, s, H-28), 0.78 (3H, s, H-27). 
 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 174.4 (C-1ʹ), 151.1 (C-20), 109.5 (C-29), 80.8 (C-3), 55.6 
(C-5), 50.5 (C-9), 48.5 (C-18), 48.2 (C-19), 43.2 (C-17), 43.0 (C-14), 41.0 (C-8), 40.2 (C-
22), 38.6 (C-4), 38.2 (C-13), 38.0 (C-1), 37.3 (C-10), 35.8 (C-16), 34.4 (C-7), 29.8 (C-21), 
28.2 (C-23), 28.1 (C-2), 28.0 (C-2ʹ), 27.6 (C-15), 25.3 (C-12), 21.1 (C-11), 19.4 (C-30), 
18.4 (C-6), 18.2 (C-28), 16.7 (C-25), 16.3 (C-26), 16.1 (C-24), 14.7 (C-27), 9.1 (C-3ʹ). 
 

3.3 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-butanoyl lupeol (1c) 
 

 
 

รปูท่ี 3.3 โครงสรา้งของ 3-O-butanoyl lupeol (1c) 
 
3-O-butanoyl lupeol (1c)10: White Gum; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 4.68 (1H, s, H-
29a), 4.56 (1H, s, H-29b), 4.48 (1H, q, J  = 7.8 Hz, H-3), 2.37 (1H, m, H-19), 2.27 (1H, t, 
J  = 7.2 Hz, H-2ʹ), 1.68 (1H, s, H-30), 1.64 (1H, m, H-21a), 1.63 (2H, m, H-3ʹ), 1.62 (1H, 
m, H-7a), 1.61 (1H, m, H-16a), 1.56 (1H, m, H-22a), 1.49 (1H, m, H-11a), 1.49 (1H, m, H-
11a), 1.46 (1H, m, H-16b), 1.42 (1H, m, H-6a), 1.42 (1H, m, H-15a), 1.41 (1H, m, H-1a), 
1.36 (1H, m, H-13), 1.35 (1H, m, H-15b), 1.34 (1H, m, H-9), 1.26 (1H, m, H-22b), 1.26 
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(2H, m, H-2), 1.24 (1H, m, H-21b), 1.20 (1H, m, H-7b), 1.20 (1H, m, H-5), 1.20 (1H, m, H-
11b), 1.18 (1H, m, H-18), 1.17 (1H, m, H-6b), 1.09 (1H, m, H-12b), 0.97 (1H, m, H-1b), 
0.95 (3H, t, J  = 7.4 Hz, H-4ʹ), 0.95 (3H, s, H-25), 0.94 (3H, s, H-24), 0.94 (3H, s, H-23), 
0.85 (3H, s, H-26), 0.84 (3H, s, H-28), 0.79 (3H, s, H-27). 
 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 173.6 (C-1ʹ), 151.1 (C-20), 109.5 (C-29), 80.8 (C-3), 55.6 
(C-5), 50.5 (C-9), 48.5 (C-18), 48.2 (C-19), 43.2 (C-17), 43.0 (C-14), 41.0 (C-8), 40.2 (C-
22), 38.6 (C-4), 38.3 (C-13), 38.0 (C-1), 37.3 (C-10), 36.9 (C-2ʹ), 35.8 (C-16), 34.4 (C-7), 
29.8 (C-21), 28.1 (C-23), 28.1 (C-2), 27.6 (C-15), 25.3 (C-12), 21.1 (C-11), 19.5 (C-30), 
18.8 (C-3ʹ), 18.4 (C-6), 18.4 (C-28), 16.7 (C-25), 16.3 (C-26), 16.2 (C-24), 14.7 (C-27), 
14.0 (C-4ʹ). 
 

3.4 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-pentanoyl lupeol (1d) 

 
 

รปูท่ี 3.4 โครงสรา้งของ 3-O-pentanoyl lupeol (1d) 
 
3-O-pentanoyl lupeol (1d): White Gum; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 4.68 (1H, s, H-
29a), 4.57 (1H, s, H-29b), 4.47 (1H, q, J  = 8.2 Hz, H-3), 2.37 (1H, m, H-19), 2.29 (2H, t, 
J  = 7.4 Hz, H-2ʹ), 1.68 (1H, s, H-30), 1.64 (1H, m, H-21a), 1.64 (1H, m, H-12a), 1.62 
(1H, m, H-7a), 1.62 (2H, m, H-4ʹ), 1.62 (1H, m, H-2a), 1.61 (1H, m, H-2b), 1.61 (1H, m, 
H-16a), 1.58 (1H, m, H-13), 1.56 (1H, m, H-22a), 1.52 (2H, m, H-3ʹ), 1.49 (1H, m, H-11a), 
1.45 (1H, m, H-16b), 1.44 (1H, m, H-15a), 1.42 (1H, m, H-6a), 1.41 (1H, m, H-1a), 1.35 
(1H, m, H-15b), 1.34 (1H, m, H-9), 1.26 (1H, m, H-22b), 1.24 (1H, m, H-21b), 1.21 (1H, 
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m, H-5), 1.20 (1H, m, H-7b), 1.20 (1H, m, H-12b), 1.20 (1H, m, H-11b), 1.17 (1H, m, H-
6b), 1.17 (1H, m, H-18), 1.03 (3H, s, H-25), 0.98 (1H, m, H-1b), 0.94 (3H, s, H-23), 0.93 
(3H, s, H-24), 0.91 (3H, t, J  = 7.2 Hz, H-5ʹ), 0.85 (3H, s, H-26), 0.84 (3H, s, H-28), 0.78 
(3H, s, H-27). 
 

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 173.8 (C-1ʹ), 151.0 (C-20), 109.5 (C-29), 80.8 (C-3), 55.6 
(C-5), 50.5 (C-9), 48.5 (C-18), 48.2 (C-19), 43.2 (C-17), 43.0 (C-14), 41.1 (C-8), 40.2 (C-
22), 38.6 (C-1), 38.2 (C-13), 38.0 (C-4), 37.3 (C-10), 35.8 (C-16), 34.4 (C-7), 34.0 (C-2ʹ), 
29.8 (C-21), 28.1 (C-23), 27.6 (C-2), 27.4 (C-15), 25.5 (C-3ʹ), 25.3 (C-12), 22.4 (C-4ʹ), 
21.1 (C-11), 19.4 (C-30), 19.3 (C-5ʹ), 18.4 (C-6), 18.2 (C-28), 16.7 (C-25), 16.3 (C-26), 
16.2 (C-24), 14.7 (C-27). 
 

HRMS-ESI m/z [M+Na+] calcd for C35H58O2Na: 533.4335; found 533.4356. 

 

3.5 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-hexanoyl lupeol (1e) 
 

 
 

รปูท่ี 3.5 โครงสรา้งของ 3-O-hexanoyl lupeol (1e) 
 
3-O-hexanoyl lupeol (1e)11: White Solid; mp. 130-131 °C;  1H NMR (CDCl3, 400 MHz) 
δH 4.68 (1H, s, H-29a), 4.56 (1H, s, H-29b), 4.48 (1H, q, J  = 7.8 Hz, H-3), 2.38 (1H, m, 
H-19), 2.28 (2H, t, J  = 7.6 Hz, H-2ʹ), 1.91 (2H, m, H-3ʹ), 1.68 (1H, s, H-30), 1.64 (1H, m, 
H-21a), 1.62 (1H, m, H-7a), 1.61 (1H, m, H-16a), 1.56 (1H, m, H-22a), 1.49 (1H, m, H-
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12a), 1.49 (1H, m, H-11a), 1.45 (1H, m, H-16b), 1.44 (1H, m, H-15a), 1.42 (1H, m, H-6a), 
1.39 (1H, m, H-1a), 1.36 (1H, m, H-9), 1.36 (1H, m, H-13), 1.35 (1H, m, H-15b), 1.30 (2H, 
m, H-2), 1.26 (1H, m, H-22b), 1.24 (2H, m, H-5ʹ), 1.24 (2H, m, H-4ʹ), 1.24 (1H, m, H-
21b), 1.20 (1H, m, H-7b), 1.20 (1H, m, H-5), 1.20 (1H, m, H-11b), 1.17 (1H, m, H-6b), 
1.17 (1H, m, H-18), 1.09 (1H, m, H-12b), 1.03 (3H, s, H-24), 0.98 (1H, m, H-1b), 0.94 
(3H, s, H-25), 0.94 (3H, s, H-23), 0.89 (3H, t, J  = 6.4 Hz, H-6ʹ), 0.84 (3H, s, H-26), 0.79 
(3H, s, H-28), 0.78 (3H, s, H-27). 
 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 173.8 (C-1ʹ), 151.1(C-20), 109.5 (C-29), 80.8 (C-3), 55.6 
(C-5), 50.5 (C-9), 48.5 (C-18), 48.2 (C-19), 43.2 (C-17), 43.0 (C-14), 41.0 (C-8), 40.2 (C-
22), 38.6 (C-1), 38.2 (C-13), 38.0 (C-4), 37.3 (C-10), 35.8 (C-16), 34.8 (C-2ʹ), 34.4 (C-7), 
29.8 (C-21), 28.1 (C-23), 27.9 (C-4ʹ), 27.6 (C-2), 25.3 (C-15), 25.0 (C-12), 24.8 (C-3ʹ), 
22.6 (C-5ʹ), 21.1 (C-11), 19.4 (C-30), 18.3 (C-6), 18.2 (C-28), 16.7 (C-25), 16.3 (C-26), 
16.2 (C-24), 14.7 (C-27), 14.0 (C-6ʹ). 
 

3.6 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-benzoyl lupeol (1f) 
 

 
 

รปูท่ี 3.6 โครงสรา้งของ 3-O-benzoyl lupeol (1f) 
 
3-O-benozyl lupeol (1f)12: White Solid; mp. 190-193 °C; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 
8.02 (1H, d, J  = 7.6 Hz, H-3ʹ, 7ʹ), 7.55 (1H, t, J  = 7.1 Hz, H-5ʹ), 7.43 (1H, t, J  = 7.6 Hz, 
H-4ʹ, 6ʹ), 4.69 (1H, s, H-29a), 4.57 (1H, s, H-29b), 4.47 (1H, q, J  = 4.8 Hz, H-3), 2.37 
(1H, m, H-19), 1.68 (3H, s, H-30), 1.66 (1H, m, H-12a), 1.64 (1H, m, H-2a), 1.64 (1H, m, 
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H-21a), 1.64 (1H, m, H-15a), 1.63 (1H, m, H-7a), 1.63 (1H, m, H-2b), 1.61 (1H, m, H-
16a), 1.58 (1H, m, H-13), 1.57 (1H, m, H-22a), 1.55 (1H, m, H-11a), 1.50 (1H, m, H-6a), 
1.44 (1H, m, H-1a), 1.40 (1H, m, H-16b), 1.39 (1H, m, H-6b), 1.39 (1H, m, H-11b), 1.28 
(1H, m, H-12b), 1.27 (1H, m, H-5), 1.26 (1H, m, H-22b), 1.25 (1H, m, H-9), 1.24 (1H, m, 
H-21b), 1.21 (1H, m, H-7b), 1.18 (1H, m, H-18) , 1.06 (1H, m, H-1b), 1.03 (3H, s, H-23), 
1.03 (1H, m, H-15b), 0.94 (1H, m, H-25), 0.88 (3H, s, H-24), 0.85 (1H, m, H-26), 0.78 
(3H, s, H-27), 0.77 (3H, s, H-28). 
 

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 166.2 (C-1ʹ), 151.1 (C-20), 133.3 (C-5ʹ), 129.7 (C-7ʹ), 
129.7 (C-3ʹ), 129.3 (C-2ʹ), 128.7 (C-6ʹ), 128.7 (C-4ʹ), 109.5 (C-29), 80.8 (C-3), 55.6 (C-
5), 50.5 (C-9), 48.4 (C-18), 48.1 (C-19), 43.2 (C-17), 43.0 (C-14), 41.0 (C-8), 40.1 (C-22), 
38.5 (C-4), 38.2 (C-13), 38.0 (C-1), 37.0 (C-10), 35.7 (C-16), 34.4 (C-7), 30.0 (C-21), 28.2 
(C-23), 28.2 (C-2), 27.6 (C-15), 25.3 (C-12), 21.1 (C-11), 19.4 (C-30), 18.3 (C-6), 18.2 (C-
28), 16.7 (C-25), 16.3 (C-26), 16.1 (C-24), 14.7 (C-27). 
 

3.7 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-acetyl betulinic acid (2a) 
 

 
 

รปูท่ี 3.7 โครงสรา้งของ 3-O-acetyl betulinic acid (2a) 
 
3-O-acetyl betulinic acid (2a)13: White Solid; mp. 288-290 °C;  1H NMR (CDCl3, 400 
MHz) δH 4.74 (1H, s, H-29a), 4.61 (1H, s, H-29b), 3.00 (1H, m, H-19), 2.17 (1H, m, H-
16a), 2.03 (3H, s, H-2ʹ), 1.97 (1H, m, H-18), 1.96 (1H, m, H-22a), 1.69 (3H, s, H-30), 1.67 
(1H, m, H-12a), 1.66 (1H, m, H-21a), 1.61 (1H, m, H-11a), 1.57 (1H, m, H-13), 1.51 (1H, 
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m, H-22b), 1.46 (1H, m, H-16b), 1.40 (1H, m, H-15a), 1.36 (1H, m, H-21b), 1.23 (1H, m, 
H-12b), 1.20 (1H, m, H-11b), 1.03 (1H, m, H-9), 1.01 (1H, m, H-15b), 0.97 (3H, s, H-25), 
0.93 (3H, s, H-23), 0.84 (3H, s, H-26), 0.84 (3H, s, H-24), 0.82 (3H, s, H-27). 
 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 181.8 (C-28), 170.8 (C-1ʹ), 150.5 (C-20), 109.9 (C-29), 
81.2 (C-3), 56.5 (C-17), 55.6 (C-5), 50.6 (C-9), 49.3 (C-18), 47.2 (C-19), 42.4 (C-14), 40.6 
(C-8), 38.5 (C-13), 38.1 (C-1), 37.5 (C-4), 37.4 (C-22), 37.1 (C-10), 34.3 (C-7), 32.3 (C-
16), 30.7 (C-21), 29.7 (C-15), 28.2 (C-23), 25.6 (C-12), 24.0 (C-2), 21.4 (C-2ʹ), 21.1 (C-
11), 18.3 (C-24), 18.2 (C-6), 16.3 (C-25), 16.2 (C-26), 14.8 (C-27), 1.69 (C-30). 

 

3.8 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-propanoyl betulinic acid (2b) 
 

 
 

รปูท่ี 3.8 โครงสรา้งของ 3-O-propanoyl betulinic acid (2b) 
 
3-O-propanoyl betulinic acid (2b)14: White Gum; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 5.30 
(1H, s, H-29a), 4.74 (1H, s, H-29b), 4.11 (1H, t, J  = 8.0 Hz, H-3), 3.02 (1H, m, H-19), 
2.28 (1H, m, H-22a), 2.28 (2H, m, H-2ʹ), 2.21 (1H, m, H-16a), 1.75 (1H, m, H-18), 1.74 
(1H, m, H-2a), 1.74 (1H, m, H-12a), 1.69 (3H, s, H-30), 1.64 (1H, m, H-21a), 1.62 (1H, m, 
H-11a), 1.56 (1H, m, H-6a), 1.56 (1H, m, H-13), 1.48 (1H, m, H-22b), 1.46 (1H, m, H-
16b), 1.43 (1H, m, H-1a), 1.40 (1H, m, H-15a), 1.39 (1H, m, H-2b), 1.38 (1H, m, H-21b), 
1.32 (1H, m, H-7a), 1.25 (1H, m, H-6b), 1.25 (1H, m, H-12b), 1.25 (1H, m, H-11b), 1.09 
(1H, m, H-7b), 1.08 (3H, m, H-3ʹ), 1.07 (1H, m, H-9), 1.07 (1H, m, H-1b), 1.01 (1H, m, H-
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15b), 1.00 (3H, s, H-25), 1.00 (3H, s, H-23), 0.97 (3H, s, H-24), 0.97 (1H, m, H-5), 0.93 
(3H, s, H-26), 0.90 (3H, s, H-27). 
 

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 181.5 (C-28), 174.5 (C-1ʹ), 150.5 (C-20), 109.9 (C-29), 
80.8 (C-3), 56.5 (C-17), 55.6 (C-5), 50.6 (C-9), 49.5 (C-18), 47.1 (C-19), 42.6 (C-14), 40.9 
(C-8), 38.6 (C-1), 38.6 (C-4), 38.1 (C-13), 37.3 (C-22), 37.2 (C-10), 34.4 (C-7), 32.3 (C-
16), 29.9 (C-15), 29.8 (C-21), 28.2 (C-23), 28.1 (C-2), 25.6 (C-12), 23.9 (C-2ʹ), 21.0 (C-
11), 19.5 (C-30), 18.3 (C-6), 16.7 (C-25), 16.3 (C-24), 16.2 (C-26), 14.8 (C-27), 9.5 (C-
3ʹ). 
 

3.9 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-butanoyl betulinic acid (2c) 
 

 

รปูท่ี 3.9 โครงสรา้งของ 3-O-butanoyl betulinic acid (2c) 

3-O-butanoyl betulinic acid (2c)13: White Solid; mp. 265-269 °C; 1H NMR (CDCl3, 400 
MHz) δH 4.74 (1H, s, H-29a), 4.61 (1H, s, H-29b), 4.47 (1H, t, J  = 4.0 Hz, H-3), 2.27 (2H, 
t, J  = 4.0 Hz, H-2ʹ), 1.99 (1H, m, H-19), 1.98 (1H, m, H-18), 1.98 (1H, m, H-16a), 1.96 
(1H, m, H-2a), 1.69 (3H, s, H-30), 1.64 (2H, m, H-3ʹ), 1.64 (1H, m, H-6a), 1.64 (1H, m, H-
12a), 1.64 (1H, m, H-11a), 1.61 (1H, m, H-7a), 1.61 (1H, m, H-1a), 1.61 (1H, m, H-15a), 
1.59 (1H, m, H-2b), 1.59 (1H, m, H-22a), 1.59 (1H, m, H-16b), 1.49 (1H, m, H-21a), 1.38 
(1H, m, H-12b), 1.38 (1H, m, H-11b), 1.32 (1H, m, H-22b), 1.29 (1H, m, H-7b), 1.29 (1H, 
m, H-6b), 1.29 (1H, m, H-21b), 1.29 (1H, m, H-1b), 1.29 (1H, m, H-15b), 1.06 (1H, m, H-
13), 1.00 (3H, s, H-24), 0.96 (3H, s, H-25), 0.95 (3H, t, J  = 4.0 Hz, H-4ʹ), 0.95 (1H, t, J  = 
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8.0 Hz, H-9), 0.95 (1H, t, J  = 8.0 Hz, H-5), 0.88 (3H, s, H-23), 0.86 (3H, s, H-27), 0.86 
(3H, s, H-26). 
 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 173.7 (C-1ʹ), 150.5 (C-20), 109.9 (C-29), 80.8 (C-3), 56.5 
(C-17), 55.6 (C-5), 50.6 (C-9), 49.5 (C-18), 47.1 (C-19), 42.6 (C-14), 40.9 (C-8), 38.6 (C-
1), 38.0 (C-4), 37.3 (C-13), 37.2 (C-22), 36.9 (C-10), 35.4 (C-2ʹ), 34.4 (C-7), 32.3 (C-16), 
30.7 (C-15), 29.9 (C-21), 28.1 (C-23), 25.6 (C-12), 23.9 (C-11), 21.1 (C-6), 19.5 (C-30), 
18.8 (C-3ʹ), 18.3 (C-2), 16.7 (C-25), 16.3 (C-26), 16.2 (C-24), 14.8 (C-27), 13.9 (C-4ʹ). 
 

3.10 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-pentanoyl betulinic acid (2d) 
 

 
 

รปูท่ี 3.10 โครงสรา้งของ 3-O-pentanoyl betulinic acid (2d) 
 

3-O-pentanoyl betulinic acid (2d)14: White Solid; mp. 259-261 °C; 1H NMR (CDCl3, 400 
MHz) δH 4.74 (1H, s, H-29a), 4.61 (1H, s, H-29b), 4.47 (1H, m, H-3), 3.00 (1H, m, H-19), 
2.55 (1H, m, H-2aʹ), 2.20 (1H, m, H-2bʹ), 2.18 (1H, m, H-16a), 2.15 (1H, m, H-2a), 1.96 
(1H, m, H-22a), 1.89 (1H, m, H-12b), 1.76 (1H, m, H-12a), 1.68 (3H, s, H-30), 1.61 (1H, 
m, H-21a), 1.61 (1H, m, H-13), 1.60 (1H, m, H-11a), 1.58 (1H, m, H-6a), 1.56 (1H, m, H-
18), 1.53 (1H, m, H-22b), 1.51 (1H, m, H-1a), 1.49 (2H, m, H-3ʹ), 1.49 (1H, m, H-16b), 
1.41 (1H, m, H-2b), 1.41 (1H, m, H-15a), 1.36 (1H, m, H-21b), 1.32 (1H, m, H-7a), 1.29 
(1H, m, H-4aʹ), 1.23 (1H, m, H-6b), 1.20 (1H, m, H-11b), 1.18 (1H, m, H-4bʹ), 1.06 (1H, 
m, H-9), 1.06 (1H, m, H-7b), 1.06 (1H, m, H-1b), 1.00 (1H, m, H-15b), 0.97 (3H, s, H-25), 
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0.91 (3H, t, J  = 8.0 Hz, H-5ʹ), 0.91 (1H, m, H-5), 0.89 (3H, s, H-23), 0.85 (3H, s, H-24), 
0.83 (3H, s, H-27), 0.83 (3H, s, H-26). 
 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 182.0 (C-28), 173.9 (C-1ʹ), 150.5 (C-20), 109.9 (C-29), 
80.8 (C-3), 56.6 (C-17), 55.6 (C-5), 50.6 (C-9), 49.5 (C-18), 47.1 (C-19), 42.6 (C-14), 40.9 
(C-8), 38.6 (C-4), 38.6 (C-1), 38.0 (C-13), 37.3 (C-22), 37.2 (C-10), 34.7 (C-7), 34.4 (C-
2ʹ), 32.3 (C-16), 30.8 (C-15), 29.9 (C-21), 28.1 (C-23), 27.4 (C-2), 25.6 (C-3ʹ), 23.9 (C-
12), 22.4 (C-11), 21.0 (C-4ʹ), 19.5 (C-30), 18.3 (C-6), 16.7 (C-25), 16.3 (C-24), 16.2 (C-
26), 14.8 (C-27), 13.8 (C-5ʹ). 
 

3.11 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-hexanoyl betulinic acid (2e) 
 

 
 

รปูท่ี 3.11 โครงสรา้งของ 3-O-hexanoyl betulinic acid (2e) 
 
3-O-hexanoyl betulinic acid (2e)15: White Gum; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH  4.74 
(1H, s, H-29a), 4.61 (1H, s, H-29b), 4.47 (1H, m, H-3), 2.98 (1H, m, H-19), 2.23 (2H, m, 
H-2ʹ), 2.19 (1H, m, H-16a), 1.97 (1H, m, H-22a), 1.97 (1H, m, H-18), 1.92 (1H, m, H-3aʹ), 
1.84 (1H, m, H-2a), 1.76 (1H, m, H-12a), 1.69 (3H, s, H-30), 1.66 (1H, m, H-21a), 1.62 
(1H, m, H-11a), 1.60 (1H, m, H-6a), 1.58 (1H, m, H-13), 1.53 (1H, m, H-3bʹ), 1.49 (1H, m, 
H-22b), 1.49 (1H, m, H-1a), 1.47 (1H, m, H-16b), 1.41 (1H, m, H-2b), 1.41 (1H, m, H-
15a), 1.33 (1H, m, H-21b), 1.31 (1H, m, H-7a), 1.29 (1H, m, H-12b), 1.25 (1H, m, H-5aʹ), 
1.23 (1H, m, H-5bʹ), 1.22 (1H, m, H-4aʹ), 1.20 (1H, m, H-6b), 1.20 (1H, m, H-11b), 1.12 
(1H, m, H-4bʹ), 1.12 (1H, m, H-1b), 1.08 (1H, m, H-7b), 1.06 (1H, m, H-9), 1.02 (1H, m, 
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H-15b), 0.97 (3H, s, H-24), 0.97 (1H, m, H-5), 0.93 (3H, s, H-25), 0.91 (3H, m, H-6ʹ), 0.89 
(3H, s, H-23), 0.83 (3H, s, H-26), 0.75 (3H, s, H-27). 
 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 182.0 (C-28), 173.9 (C-1ʹ), 150.5 (C-20), 109.9 (C-29), 
80.8 (C-3), 56.6 (C-17), 55.6 (C-5), 50.6 (C-9), 49.5 (C-18), 47.1 (C-19), 42.6 (C-14), 40.9 
(C-8), 38.6 (C-4), 38.6 (C-1), 38.0 (C-13), 37.3 (C-22), 37.2 (C-10), 34.7 (C-7), 34.4 (C-
2ʹ), 32.3 (C-16), 30.8 (C-15), 29.9 (C-21), 28.1 (C-23), 27.4 (C-2), 25.6 (C-3ʹ), 23.9 (C-
12), 22.4 (C-11), 21.0 (C-4ʹ), 19.5 (C-30), 18.3 (C-6), 16.7 (C-25), 16.3 (C-24), 16.2 (C-
26), 14.8 (C-27), 14.0 (C-6ʹ ), 13.8 (C-5ʹ). 
 

3.12 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 3-O-benzoyl betulinic acid (2f) 
 

 
 

รปูท่ี 3.12 โครงสรา้งของ 3-O-benzoyl betulinic acid (2f) 
 
3-O-benzoyl betulinic acid (2f)14: White Gum; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 8.04 (2H, 
d, J  = 8.0 Hz, H-3ʹ, 7ʹ), 7.54 (1H, t, J  = 8.0 Hz, H-5ʹ), 7.45 (2H, t, J  = 8.0 Hz, H-4ʹ, 6ʹ), 
4.75 (1H, s, H-29a), 4.62 (1H, s, H-29b), 4.12 (1H, m, H-3), 2.25 (1H, m, H-19), 2.21 (1H, 
m, H-22a), 2.21 (1H, m, H-16a), 2.00 (1H, m, H-2a), 1.74 (1H, m, H-12a), 1.71 (1H, m, H-
18), 1.70 (3H, s, H-30), 1.69 (1H, m, H-13), 1.64 (1H, m, H-6a), 1.64 (1H, m, H-11a), 1.56 
(1H, m, H-2b), 1.55 (1H, m, H-22b), 1.54 (1H, m, H-16b), 1.51 (1H, m, H-21a), 1.51 (1H, 
m, H-1a), 1.42 (1H, m, H-15a), 1.34 (1H, m, H-7a), 1.29 (1H, m, H-21b), 1.22 (1H, m, H-
6b), 1.22 (1H, m, H-12b), 1.22 (1H, m, H-11b), 1.09 (1H, m, H-7b), 1.07 (1H, m, H-1b), 
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1.06 (1H, m, H-9), 1.02 (1H, m, H-15b), 1.00 (3H, s, H-24), 1.00 (1H, m, H-5), 0.98 (3H, 
s, H-25), 0.93 (3H, s, H-26), 0.93 (3H, s, H-23), 0.90 (3H, s, H-27). 
 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 182.4 (C-28), 166.4 (C-1ʹ), 150.5 (C-20), 132.8 (C-5ʹ), 
129.7 (C-7ʹ), 129.7 (C-3ʹ), 128.6 (C-6ʹ), 128.6 (C-2ʹ), 128.4 (C-4ʹ), 109.8 (C-29), 84.8 (C-
3), 56.6 (C-17), 50.6 (C-9), 49.4 (C-18), 47.1 (C-19), 42.6 (C-14), 40.9 (C-8), 38.8 (C-5), 
38.6 (C-13), 38.6 (C-1), 38.4 (C-4), 37.4 (C-22), 37.2 (C-10), 34.4 (C-7), 32.3 (C-16), 30.7 
(C-21), 29.7 (C-15), 28.3 (C-23), 25.6 (C-12), 23.9 (C-2), 21.1 (C-11), 19.5 (C-30), 18.3 
(C-6), 16.9 (C-24), 16.3 (C-25), 16.2 (C-26), 14.8 (C-27). 
 

3.13 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 28-N-cyclohexyl-N-   
        [(cyclohexylamino)carbonyl] betulinic acid (2g) 

 

 
 

รปูท่ี 3.13 โครงสรา้งของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 
      betulinic acid (2g) 
 
28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] betulinic acid (2g): White Solid; mp. 
193-194 °C; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 6.34 (1H, br, NH), 4.71 (1H, s, H-29a), 4.57 
(1H, s, H-29b), 4.06 (1H, m, H-3), 4.04 (1H, br, H-8ʺ), 3.66 (1H, br, H-2ʺ), 3.11 (1H, m, 
H-19), 2.41 (1H, m, H-16a), 2.20 (1H, m, H-2a), 2.01 (1H, m, H-18), 1.90 (1H, m, H-13), 
1.82 (1H, m, H-22a), 1.77 (2H, m, H-3ʺ), 1.69 (1H, m, H-21a), 1.68 (3H, s, H-30), 1.67 
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(2H, m, H-9ʺ), 1.65 (2H, m, H-4ʺ), 1.65 (2H, m, H-10ʺ), 1.63 (2H, m, H-7ʺ), 1.63 (1H, m, 
H-15a), 1.61 (2H, m, H-5ʺ), 1.60 (2H, m, H-11ʺ), 1.60 (1H, m, H-7a), 1.60 (2H, m, H-12ʺ), 
1.56 (1H, m, H-12a), 1.55 (2H, m, H-6ʺ), 1.50 (1H, m, H-11a), 1.48 (1H, m, H-2b), 1.45 
(1H, m, H-1a), 1.44 (1H, m, H-22b), 1.40 (1H, m, H-6a), 1.38 (2H, m, H-13ʺ), 1.37 (1H, 
m, H-16b), 1.36 (2H, m, H-3ʺ), 1.34 (1H, m, H-9), 1.27 (1H, m, H-21b), 1.26 (1H, m, H-
11b), 1.25 (1H, m, H-5), 1.19 (1H, m, H-7b), 1.19 (2H, m, H-10ʺ), 1.18 (2H, m, H-7ʺ), 
1.17 (2H, m, H-4ʺ), 1.16 (2H, m, H-12ʺ), 1.15 (1H, m, H-6b), 1.14 (1H, m, H-12b), 1.09 
(2H, m, H-9ʺ), 1.08 (1H, m, H-15b), 1.02 (2H, m, H-6ʺ), 1.01 (1H, m, H-1b), 0.97 (3H, s, 
H-24), 0.95 (3H, s, H-25), 0.91 (3H, s, H-23), 0.82 (3H, s, H-26), 0.81 (2H, m, H-13ʺ), 
0.74 (3H, s, H-27). 
 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 176.6 (C-28), 155.1 (C-1ʺ), 151.5 (C-20), 109.2 (C-29), 
79.2 (C-3), 58.4 (C-8ʺ), 56.6 (C-17), 55.6 (C-5), 54.0 (C-2ʺ), 50.9 (C-9), 49.9 (C-18), 49.3 
(C-19), 42.3 (C-14), 40.9 (C-8), 38.9 (C-4), 38.9 (C-1), 37.9 (C-13), 36.9 (C-22), 36.9 (C-
10), 34.3 (C-7), 33.0 (C-9ʺ), 33.0 (C-13ʺ), 32.2 (C-7ʺ), 32.2 (C-3ʺ), 31.7 (C-16), 30.6 (C-
21), 30.5 (C-15), 28.1 (C-23), 27.6 (C-2), 26.6 (C-12), 25.9 (C-5ʺ), 25.8 (C-11ʺ), 25.7 (C-
12ʺ), 25.7 (C-10ʺ), 24.9 (C-6ʺ), 24.9 (C-4ʺ), 21.2 (C-30), 21.2 (C-11), 18.4 (C-6), 16.4 (C-
24), 16.3 (C-25), 15.5 (C-26), 15.2 (C-27). 
 
HRMS-ESI m/z [M+Na+] calcd for C43H70N2O3Na: 685.5284; found 685.5288. 
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3.14 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 28-N-cyclohexyl-N- 
        [(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-acetyl betulinic acid (2h)  

 

รปูท่ี 3.14 โครงสรา้งของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 
              -3-O-acetyl betulinic acid (2h) 

28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-acetyl betulinic acid (2h): 
White Gum;  1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 5.42 (1H, d, J  = 8.4 Hz, NH), 4.72 (1H, s, H-
29a), 4.57 (1H, s, H-29b), 4.46 (1H, m, H-3), 4.04 (1H, br, H-8ʺ), 3.70 (1H, br, H-2ʺ), 
3.09 (1H, m, H-19), 2.33 (1H, m, H-16a), 2.11 (1H, m, H-2a), 2.03 (3H, s, H-2ʹ), 1.96 (1H, 
m, H-22a), 1.96 (1H, m, H-18), 1.87 (1H, m, H-13), 1.86 (2H, m, H-7ʺ), 1.77 (1H, m, H-
3aʺ), 1.68 (1H, m, H-6aʺ), 1.67 (3H, s, H-30), 1.66 (1H, m, H-15a), 1.65 (1H, m, H-4aʺ), 
1.62 (1H, m, H-9aʺ), 1.62 (1H, m, H-12aʺ), 1.62 (1H, m, H-10aʺ), 1.61 (2H, m, H-5ʺ), 
1.60 (2H, m, H-11ʺ), 1.58 (1H, m, H-7a), 1.53 (1H, m, H-12a), 1.51 (1H, m, H-21a), 1.50 
(1H, m, H-22b), 1.49 (1H, m, H-11a), 1.48 (1H, m, H-16b), 1.44 (1H, m, H-13aʺ), 1.41 
(1H, m, H-6a), 1.41 (1H, m, H-1a), 1.34 (1H, m, H-3bʺ), 1.31 (1H, m, H-9), 1.30 (2H, m, 
H-7ʺ), 1.27 (1H, m, H-21b), 1.26 (1H, m, H-2b), 1.25 (1H, m, H-10bʺ), 1.22 (1H, m, H-
6bʺ), 1.21 (1H, m, H-15b), 1.21 (1H, m, H-11b), 1.20 (1H, m, H-5), 1.18 (1H, m, H-7b), 
1.18 (1H, m, H-4bʺ), 1.18 (1H, m, H-12bʺ), 1.14 (1H, m, H-6b), 1.12 (1H, m, H-12b), 0.96 
(1H, m, H-1b), 0.95 (3H, s, H-24), 0.93 (3H, s, H-25), 0.91 (1H, m, H-13bʺ), 0.86 (1H, m, 
H-9bʺ), 0.83 (3H, s, H-27), 0.83 (3H, s, H-23), 0.82 (3H, s, H-26). 
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13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 175.5 (C-28), 171.2 (C-1ʹ), 155.3 (C-1ʺ), 151.1 (C-20), 
109.5 (C-29), 81.1 (C-3), 58.4 (C-17), 55.6 (C-5), 53.9 (C-8ʺ), 50.7 (C-9), 49.9 (C-18), 
47.9 (C-2ʺ), 47.8 (C-19), 42.6 (C-14), 41.1 (C-8), 38.6 (C-13), 37.9 (C-4), 37.8 (C-1), 37.2 
(C-22), 37.1 (C-10), 34.3 (C-7), 32.9 (C-9ʺ), 32.9 (C-13ʺ), 32.2 (C-7ʺ), 32.2 (C-3ʺ), 31.1 
(C-16), 30.6 (C-21), 29.6 (C-15), 28.2 (C-23), 26.6 (C-12), 25.9 (C-5ʺ), 25.6 (C-11ʺ), 25.0 
(C-12ʺ), 25.0 (C-10ʺ), 23.9 (C-6ʺ), 23.9 (C-4ʺ), 23.9 (C-2), 21.5 (C-2ʹ), 21.3 (C-11), 19.6 
(C-30), 18.3 (C-24), 18.2 (C-6), 16.3 (C-25), 16.2 (C-26), 5.2 (C-27). 
 
HRMS-ESI m/z [M+Na+] calcd for C45H72N2O4Na: 727.5390; found 727.5399. 

 

3.15 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 28-N-cyclohexyl-N-   
        [(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-propanoyl betulinic acid (2i) 
 

 
 

รปูท่ี 3.15 โครงสรา้งของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 
         -3-O-propanoyl betulinic acid (2i) 
 
28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-propanoyl betulinic acid (2i): 
White Gum;  1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 4.72 (1H, s, H-29a), 4.58 (1H, s, H-29b), 4.46 
(1H, m, H-3), 3.42 (1H, m, H-2ʺ), 3.10 (1H, m, H-8ʺ), 2.31 (2H, m, H-2ʹ), 2.31 (1H, m, H-
19), 2.16 (1H, m, H-2a), 2.00 (1H, m, H-16a), 1.89 (1H, m, H-18), 1.88 (1H, m, H-22a), 
1.87 (1H, m, H-7aʺ), 1.77 (1H, m, H-3aʺ), 1.67 (3H, s, H-30), 1.67 (1H, m, H-6aʺ), 1.65 
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(1H, m, H-4aʺ), 1.63 (1H, m, H-12aʺ), 1.62 (1H, m, H-10aʺ), 1.61 (2H, m, H-5ʺ), 1.61 
(1H, m, H-21a), 1.60 (1H, m, H-16b), 1.58 (2H, m, H-11ʺ), 1.58 (1H, m, H-9aʺ), 1.57 (1H, 
m, H-7a), 1.54 (1H, m, H-12a), 1.50 (1H, m, H-13), 1.49 (1H, m, H-13aʺ), 1.49 (1H, m, H-
11a), 1.47 (1H, m, H-22b), 1.44 (1H, m, H-15a), 1.42 (1H, m, H-1a), 1.41 (1H, m, H-6a), 
1.36 (1H, m, H-9), 1.35 (1H, m, H-3bʺ), 1.31 (1H, m, H-7bʺ), 1.29 (1H, m, H-15b), 1.26 
(1H, m, H-2b), 1.25 (1H, m, H-5), 1.22 (1H, m, H-6bʺ), 1.20 (1H, m, H-10bʺ), 1.18 (1H, 
m, H-4bʺ), 1.18 (1H, m, H-12bʺ), 1.17 (1H, m, H-7b), 1.14 (1H, m, H-6b), 1.14 (1H, m, H-
11b), 1.13 (3H, t, J  = 8.0 Hz, H-3ʹ), 1.12 (1H, m, H-21b), 1.10 (1H, m, H-12b), 1.00 (1H, 
m, H-1b), 0.96 (3H, s, H-24), 0.95 (3H, s, H-25), 0.93 (3H, s, H-23), 0.90 (3H, s, H-26), 
0.89 (1H, m, H-9bʺ), 0.89 (1H, m, H-13bʺ), 0.82 (3H, s, H-27). 
 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 175.3 (C-28), 174.4 (C-1ʹ), 155.2 (C-1ʺ), 151.1 (C-20), 
109.7 (C-29), 9.4 (C-3ʹ), 80.8 (C-3), 56.6 (C-17), 55.7 (C-5), 54.0 (C-8ʺ), 50.6 (C-9), 49.9 
(C-18), 47.8 (C-2ʺ), 47.1 (C-19), 42.6 (C-14), 41.0 (C-8), 38.6 (C-1), 38.0 (C-13), 37.8 (C-
4), 37.3 (C-22), 37.3 (C-10), 34.3 (C-7), 33.0 (C-9ʺ), 33.0 (C-13ʺ), 32.2 (C-7ʺ), 32.2 (C-
3ʺ), 31.1 (C-16), 30.6 (C-21), 28.2 (C-2ʺ), 28.1 (C-23), 26.6 (C-12), 25.9 (C-15), 25.8 (C-
5ʺ), 25.8 (C-11ʺ), 25.1 (C-12ʺ), 25.1 (C-10ʺ), 24.9 (C-2), 23.9 (C-6ʺ), 23.9 (C-4ʺ), 21.1 
(C-11), 19.6 (C-30), 18.3 (C-6), 16.7 (C-24), 16.3 (C-25), 16.2 (C-26), 14.8 (C-27). 
 
HRMS-ESI m/z [M+Na+] calcd for C46H74N2O4Na: 741.5546; found 741.5540. 
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3.16 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 28-N-cyclohexyl-N- 
          [(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-butanoyl betulinic acid (2j) 

 

 
 

รปูท่ี 3.16 โครงสรา้งของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]  
        -3-O-butanoyl betulinic acid (2j) 
 
28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-butanoyl betulinic acid (2j): 
White Gum;  1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 4.72 (1H, s, H-29a), 4.59 (1H, s, H-29b), 4.47 
(1H, m, H-3), 3.38 (1H, m, H-2ʺ), 3.07 (1H, m, H-8ʺ), 2.28 (2H, t, J  = 8.0 Hz, H-2ʹ), 2.17 
(1H, m, H-2a), 2.02 (1H, m, H-16a), 1.98 (1H, m, H-3aʹ), 1.98 (1H, m, H-19), 1.93 (1H, m, 
H-22a), 1.92 (1H, m, H-18), 1.78 (1H, m, H-7aʺ), 1.78 (1H, m, H-3aʺ), 1.69 (3H, s, H-30), 
1.64 (1H, m, H-6aʺ), 1.64 (1H, m, H-4aʺ), 1.63 (1H, m, H-12aʺ), 1.62 (1H, m, H-21a), 
1.62 (1H, m, H-16b), 1.62 (1H, m, H-10aʺ), 1.60 (1H, m, H-3bʹ), 1.59 (2H, m, H-5ʺ), 1.59 
(2H, m, H-11ʺ), 1.59 (1H, m, H-9aʺ), 1.56 (1H, m, H-7a), 1.53 (1H, m, H-12a), 1.49 (1H, 
m, H-13aʺ), 1.48 (1H, m, H-13), 1.48 (1H, m, H-11a), 1.47 (1H, m, H-22b), 1.46 (1H, m, 
H-1a), 1.42 (1H, m, H-6a), 1.42 (1H, m, H-15a), 1.35 (1H, m, H-9), 1.35 (1H, m, H-7bʺ), 
1.35 (1H, m, H-3bʺ), 1.26 (1H, m, H-2b), 1.25 (1H, m, H-5), 1.21 (1H, m, H-15b), 1.19 
(1H, m, H-10bʺ), 1.18 (1H, m, H-7b), 1.18 (1H, m, H-6bʺ), 1.18 (1H, m, H-4bʺ), 1.18 (1H, 
m, H-12bʺ), 1.15 (1H, m, H-11b), 1.12 (1H, m, H-6b), 1.12 (1H, m, H-12b), 1.10 (1H, m, 
H-21b), 1.00 (1H, m, H-1b), 0.97 (3H, s, H-24), 0.94 (3H, m, H-4ʹ), 0.94 (1H, m, H-13bʺ), 
0.93 (1H, m, H-9bʺ), 0.91 (3H, s, H-25), 0.85 (3H, s, H-23), 0.84 (3H, s, H-26), 0.83 (3H, 
s, H-27). 



 
 

45 
 

 

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 176.4 (C-28), 173.8 (C-1ʹ), 155.4 (C-1ʺ), 151.4 (C-20), 
109.3 (C-29), 80.8 (C-3), 56.7 (C-17), 55.7 (C-5), 54.1 (C-8ʺ), 50.8 (C-9), 50.0 (C-18), 
49.9 (C-2ʺ), 46.6 (C-19), 42.3 (C-14), 40.9 (C-8), 38.6 (C-1), 38.0 (C-13), 37.8 (C-4), 37.3 
(C-22), 36.9 (C-10), 35.4 (C-2ʹ), 34.4 (C-7), 33.4 (C-7ʺ), 32.4 (C-3ʺ), 32.3 (C-9ʺ), 32.3 
(C-13ʺ), 31.5 (C-16), 30.6 (C-21), 29.7 (C-15), 28.1 (C-23), 26.6 (C-5ʺ), 26.6 (C-12), 25.9 
(C-6ʺ), 25.9 (C-4ʺ), 25.7 (C-11ʺ), 25.0 (C-12ʺ), 25.0 (C-10ʺ), 22.4 (C-2), 21.2 (C-11), 
19.6 (C-30), 18.4 (C-3ʹ), 18.3 (C-6), 18.3 (C-24), 16.4 (C-25), 16.2 (C-26), 15.2 (C-27), 
14.1 (C-4ʹ). 
 
HRMS-ESI m/z [M+Na+] calcd for C47H77N2O4Na: 755.5703; found 755.5710. 

 

3.17 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 28-N-cyclohexyl-N- 
        [(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-pentanoyl betulinic acid (2k) 
 

 
 

รปูท่ี 3.17 โครงสรา้งของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 
      -3-O-pentanoyl betulinic acid (2k) 
 
28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-pentanoyl betulinic acid (2k): 
White Gum;  1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 4.72 (1H, s, H-29a), 4.58 (1H, s, H-29b), 4.46 
(1H, m, H-3), 3.08 (1H, m, H-8ʺ), 3.05 (1H, m, H-2ʺ), 2.47 (2H, m, H-2ʹ), 2.29 (1H, m, H-
19), 2.19 (1H, m, H-3aʹ), 2.19 (1H, m, H-16a), 1.93 (1H, m, H-5), 1.90 (1H, m, H-18), 1.82 
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(1H, m, H-22a), 1.75 (1H, m, H-2a), 1.74 (1H, m, H-12a), 1.69 (3H, s, H-30), 1.68 (1H, m, 
H-21a), 1.64 (1H, m, H-6aʺ), 1.64 (1H, m, H-4aʺ), 1.62 (2H, m, H-10aʺ), 1.62 (1H, m, H-
12aʺ), 1.62 (1H, m, H-11a), 1.60 (1H, m, H-7aʺ), 1.60 (1H, m, H-6a), 1.60 (1H, m, H-3bʹ), 
1.60 (1H, m, H-3aʺ), 1.58 (1H, m, H-9aʺ), 1.56 (2H, m, H-5aʺ), 1.55 (1H, m, H-11aʺ), 
1.48 (1H, m, H-22b), 1.48 (1H, m, H-1a), 1.48 (1H, m, H-13), 1.45 (1H, m, H-16b), 1.40 
(1H, m, H-2b), 1.40 (1H, m, H-15a), 1.35 (1H, m, H-7bʺ), 1.35 (1H, m, H-3bʺ), 1.35 (1H, 
m, H-13aʺ), 1.34 (1H, m, H-11bʺ), 1.33 (1H, m, H-9bʺ), 1.33 (1H, m, H-7a), 1.32 (1H, m, 
H-5bʺ), 1.30 (1H, m, H-12bʺ), 1.30 (1H, m, H-10bʺ), 1.28 (1H, m, H-21b), 1.25 (1H, m, 
H-6bʺ), 1.25 (1H, m, H-4bʺ), 1.25 (1H, m, H-12b), 1.21 (1H, m, H-6b), 1.18 (1H, m, H-9), 
1.18 (1H, m, H-13bʺ), 1.18 (1H, m, H-11b), 1.15 (2H, m, H-4ʹ), 1.12 (1H, m, H-1b), 1.09 
(1H, m, H-7b), 0.97 (3H, s, H-24), 0.96 (3H, s, H-25), 0.96 (1H, m, H-15b), 0.91 (3H, t, J  
= 8.0 Hz, H-5ʹ), 0.89 (3H, s, H-23), 0.84 (3H, s, H-26), 0.83 (3H, s, H-27). 
 
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 155.4 (C-1ʺ), 151.4 (C-20), 176.8 (C-28), 173.8 (C-1ʹ), 
109.3 (C-29), 80.7 (C-3), 58.3 (C-17), 55.6 (C-5), 53.9 (C-8ʺ), 50.8 (C-9), 50.0 (C-2ʺ), 
49.8 (C-18), 46.6 (C-19), 42.3 (C-14), 41.0 (C-8), 38.5 (C-1), 38.0 (C-13), 37.8 (C-4), 37.3 
(C-22), 36.9 (C-10), 34.7 (C-7), 34.4 (C-2ʹ), 33.0 (C-9ʺ), 33.0 (C-13ʺ), 32.2 (C-7ʺ), 32.2 
(C-3ʺ), 31.7 (C-16), 30.5 (C-21), 30.5 (C-15), 28.1 (C-23), 26.7 (C-12), 26.6 (C-3ʹ), 25.9 
(C-5ʺ), 25.7 (C-11ʺ), 24.9 (C-12ʺ), 24.9 (C-10ʺ), 23.9 (C-6ʺ), 23.9 (C-4ʺ), 23.9 (C-2), 
22.4 (C-4ʹ), 21.8 (C-11), 19.7 (C-30), 18.3 (C-6), 16.7 (C-24), 16.3 (C-25), 16.2 (C-26), 
14.8 (C-27), 13.8 (C-5ʹ). 
 
HRMS-ESI m/z [M+H]+ calcd for C48H79N2O4: 747.6040; found 747.6026. 
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3.18 การวิเคราะหส์ตูรโครงสร้างของ 28-N-cyclohexyl-N- 
        [(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-hexanoyl betulinic acid (2l) 
 

 
 

รปูท่ี 3.18 โครงสรา้งของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 
      -3-O-hexanoyl betulinic acid (2l) 
 
28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-hexanoyl betulinic acid (2l): 
White Gum;  1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δH 5.40 (1H, d, J  = 6.0 Hz, NH), 4.73 (1H, s, H-
29a), 4.60 (1H, s, H-29b), 4.47 (1H, m, H-3), 4.04 (1H, br, H-8ʺ), 3.70 (1H, br, H-2ʺ), 
3.10 (1H, m, H-19), 2.42 (1H, m, H-16a), 2.30 (2H, t, J  = 7.4 Hz, H-2ʹ), 2.04 (1H, m, H-
2a), 1.97 (1H, m, H-22a), 1.91 (1H, m, H-13), 1.90 (1H, m, H-18), 1.85 (2H, m, H-7ʺ), 
1.77 (2H, m, H-3ʺ), 1.69 (3H, s, H-30), 1.69 (2H, m, H-6ʺ), 1.66 (1H, m, H-15a), 1.65 (2H, 
m, H-4ʺ), 1.62 (2H, m, H-12ʺ), 1.62 (2H, m, H-10ʺ), 1.59 (1H, m, H-7a), 1.58 (2H, m, H-
11ʺ), 1.58 (2H, m, H-3ʹ), 1.57 (2H, m, H-5ʺ), 1.57 (2H, m, H-9ʺ), 1.57 (1H, m, H-21a), 
1.54 (1H, m, H-12a), 1.49 (1H, m, H-22b), 1.49 (1H, m, H-16b), 1.49 (1H, m, H-11a), 
1.44 (2H, m, H-13ʺ), 1.41 (1H, m, H-1a), 1.37 (1H, m, H-6a), 1.36 (2H, m, H-5ʹ), 1.34 
(1H, m, H-9), 1.34 (2H, m, H-7ʺ), 1.34 (2H, m, H-3ʺ), 1.27 (1H, m, H-2b), 1.26 (1H, m, H-
21b), 1.22 (2H, m, H-6ʺ), 1.22 (1H, m, H-5), 1.22 (1H, m, H-15b), 1.21 (1H, m, H-11b), 
1.20 (2H, m, H-10ʺ), 1.19 (1H, m, H-7b), 1.18 (2H, m, H-4ʺ), 1.18 (2H, m, H-4ʹ), 1.18 
(2H, m, H-12ʺ), 1.14 (1H, m, H-6b), 1.12 (1H, m, H-12b), 0.97 (3H, s, H-24), 0.97 (1H, m, 
H-1b), 0.95 (3H, s, H-25), 0.91 (2H, m, H-13ʺ), 0.90 (3H, m, H-6ʹ), 0.86 (2H, m, H-9ʺ), 
0.85 (3H, s, H-23), 0.83 (3H, s, H-27), 0.83 (3H, s, H-26). 
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13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δC 182.6 (C-28), 173.7 (C-1ʹ), 153.2 (C-1ʺ), 151.0 (C-20), 
110.0 (C-29), 80.6 (C-3), 58.3 (C-17), 55.3 (C-5), 53.4 (C-8ʺ), 50.6 (C-9), 49.0 (C-18), 
48.8 (C-2ʺ), 47.8 (C-19), 42.7 (C-14), 41.1 (C-8), 38.6 (C-1), 38.0 (C-13), 37.8 (C-4), 37.3 
(C-22), 37.3 (C-10), 34.8 (C-2ʹ), 34.4 (C-7), 33.0 (C-9ʺ), 33.0 (C-13ʺ), 32.2 (C-7ʺ), 32.0 
(C-3ʺ), 31.2 (C-16), 30.6 (C-21), 30.0 (C-15), 28.1 (C-4ʹ), 27.8 (C-23), 26.7 (C-5ʺ), 26.7 
(C-12), 25.7 (C-11ʺ), 25.0 (C-10ʺ), 24.9 (C-3ʹ), 24.9 (C-12ʺ), 24.0 (C-6ʺ), 24.0 (C-4ʺ), 
23.9 (C-2), 22.6 (C-5ʹ), 21.3 (C-11), 19.9 (C-30), 18.4 (C-6), 17.1 (C-24), 16.3 (C-25), 
16.2 (C-26), 14.8 (C-27), 14.0 (C-6ʹ). 
 
HRMS-ESI m/z [M+H]+ calcd for C49H81N2O4: 761.6196; found 761.6150. 

 

3.19 ผลการทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซิเดสเบือ้งต้นของส่ิงสกดั 
        เมทานอล 
 
ตารางท่ี 3.1 ฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสของสิง่สกดัเมทานอล และสาร 
        มาตรฐาน acarbose 

 IC50 (mg/mL) 
Barker’s yeast 

Crude  
MeOH 0.065 

Fraction  
A 0.27 
B 0.19 
C 0.081 
D 0.052 
E 0.094 
F 0.43 
G 0.14 

Acarbose 0.34 
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 จากผลการทดสอบฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสเบือ้งต้นของสิง่สกดัเม

ทานอล พบว่าแฟรคชนั D มฤีทธิใ์นการยบัยัง้ 0.052 mg/mL (ดกีว่าแฟรคชนัอื่น ๆ) รวมถงึสาร

มาตรฐาน acarbose (0.34 mg/mL) จงึน าแฟรคชนั D ไปท าการแยกสารบรสิุทธิต่์อไป 

 

3.20 ผลการทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซิเดสของสารท่ี 
        แยกได้และอนุพนัธ ์
 

ตารางท่ี 3.2  ฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสของ 1, 2, 1a-1g, 2a-2f และสาร 
        มาตรฐาน acarbose 

Compounds 
IC50 (µM) 

Compounds 
IC50 (µM) 

Barker’s yeast Barker’s yeast 

1 37.23 2d 269.59 
2 16.26 2e 72.09 

1a 490.66 2f 73.11 
1b 441.19 2g 230.756 
1c > 600 2h 281.60 
1d > 600 2i 368.52 
1e > 600 2j > 600 
1f > 600 2k > 600 
2a 28.07 2l > 600 
2b 43.29 Acarbose 526.64 
2c 158.70  

 

จากการน าแฟรคชนั D มาท าการแยกสารบรสิุทธิ ์พบว่าได้สาร lupeol (1) และ 

betulinic acid (2) จงึน าสารทัง้สองชนิดไปท าการสงัเคราะหอ์นุพนัธเ์พิม่ และทดสอบฤทธิใ์น

การยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดส พบว่า สารสงัเคราะห์อนุพนัธ์ (2a) มฤีทธิท์ี่ด ี(IC50 = 

28.07 µM) เมือ่เทยีบกบัสารมาตรฐาน acarbose (IC50 = 526.64 µM) ส่วนอนุพนัธ ์17 ชนิด ที่
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เหลอื มฤีทธิใ์นการยบัยัง้ปานกลางถงึไม่มฤีทธิ ์(ม ีIC50 มากกว่า 600 µM ที่ความเขม้ขน้ 5.0 

mg/mL) เนื่องมาจากหมู่ไฮดรอกซลิในสาร 1 หรอืหมู่ไฮดรอกซลิและหมู่คารบ์อกซลิในสาร 2 มี

ผลต่อฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสเป็นอย่างมากเมื่อท าการเปลี่ยนหมู่ดงักล่าว

ไปเป็นหมูฟ่งัชนัอื่นจะท าใหฤ้ทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสลดลงเป็นอย่างมาก 

 

3.21 ผลการศึกษาจลนศาสตรข์องเอนไซมต่์อตวัยบัยัง้ 

 

รปูท่ี 3.19 กราฟไลน์วเีวอร-์เบริก์ แสดงฤทธิก์ารยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดสจากยสีตข์อง 
    สาร 2 
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รปูท่ี 3.20 Secondary plot ของความชนัต่อความเขม้ขน้ของตวัยบัยัง้ส าหรบัหาค่า Ki ของสาร  
     2 ต่อเอนไซมจ์ากยสีต์ 

 

 

รปูท่ี 3.21 Secondary plot ของจดุตนัแกน y ต่อความเขม้ขน้ของตวัยบัยัง้ส าหรบัหาค่า Kiของ 

    สาร 2 ต่อเอนไซมจ์ากยสีต์ 

 
 จากผลการศกึษาจลนศาสตรข์องเอนไซม ์จากรปูที ่3.19 เมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของสาร 

2ซึ่งเป็นตัวยบัยัง้พบว่าให้ค่า Km เพิ่มขึ้น และ Vmax ที่ลดลง และเมื่อพิจารณาตามกราฟ 

Lineweaver-Burk จงึสรุปไดว้่า สาร 2 เป็นตวัยบัยัง้ชนิด mixed inhibitor และเมื่อพจิารณาที่

กราฟ secondary plot (รูปที ่3.20 และ 3.21) จะสามารถค านวณค่า Ki และ KI ได ้ซึง่มคี่า

เท่ากบั 11.16 และ 0.019 mM ตามล าดบั โดยตามทฤษฎแีลว้ การยบัยัง้แบบ mixted inhibition 
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หมายถงึ การมกีลไกการยบัยัง้อยู่ 2 แบบ คอื competitive inhibition และ noncompetitive 

inhibition และจากผลการทดลองทีไ่ดจ้ะเหน็ว่า Ki มคี่าน้อยกว่า Ki นัน่หมายความว่า สารจะ

แสดงตวัเป็นตวัยบัยัง้แบบ noncompetitive inhibitor  

 

 

 



 

 

 

บทท่ี 4   
สรปุผลการทดลอง 

         
จากการทดลองสกดัเปลอืกของต้นมะวดั (Ziziphus rugosa Lam.) หนัก 1.7 กโิลกรมั 

สกดัดว้ยตวัท าละลายเมทานอล จ านวนสองครัง้ทีอุ่ณหภูมหิ้องเป็นเวลา 7 วนั ได้สิง่สกดัเมทา

นอล หนัก 178.0 กรมั จากนัน้น าสิง่สกดัเมทานอลมาแยกด้วยการท าคอลมัน์โครมาโทกราฟี 

โดยใชซ้ลิกิาเจลเป็นตวัดูดซบั พบว่าสามารถแยกสิง่สกดัย่อยได ้7 แฟรกชนั (A-G) จากนัน้น า

สิ่งสกัดย่อยทัง้หมดไปท าการทดสอบฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซม์แอลฟากลูโคซิเดสเบื้องต้น 

พบว่าสิง่สกดัย่อย D มฤีทธิด์ทีี่สุด โดยมคี่า IC50 เท่ากบั 0.052 mg/mL (สารมาตรฐาน 

acarbose มคี่า IC50 เท่ากบั 0.34 mg/mL) จงึน าสิง่สกดัส่วนย่อย D ไปแยกเพื่อหาองคป์ระกอบ

ทางเคม ีพบว่า สามารถแยกสารในกลุ่ม triterpenoid ได ้2 ชนิด คอื lupeol (1) และ betulinic 

acid (2) ต่อมาท าการเตรยีมอนุพนัธ์ของสารทัง้สองชนิด ได้สารทัง้หมด 18 ชนิด โดยเป็น

อนุพนัธช์นิดใหม่ 7 ชนิด คอื 1d  และ 2g-2l และอนุพนัธท์ีม่รีายงานแลว้ 11 ชนิด คอื 1a-1c, 

1e-1f และ 2a-2f โดยหาสูตรโครงสรา้งโดยใช้เทคนิคทางสเปกโทสโคปี เช่น 1D NMR (1H 

NMR และ 13C NMR) และ 2D NMR (COSY, HSQC และ HMBC) เป็นต้น จากการทดสอบ

ฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสของยสีต์พบว่า สาร 2 และ 2a มฤีทธิใ์นการยบัยัง้

เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสไดด้ ีโดยมคี่า IC50 เท่ากบั 16.26 และ 28.07 µM ตามล าดบั เมื่อ

เทยีบกบัสารมาตรฐาน acarbose (IC50 = 526.64 µM) ส่วนสารที่เหลอื มฤีทธิใ์นการยบัยัง้

เอนไซมแ์อลฟากลโูคซเิดส ตัง้แต่ปานกลางถงึไม่มฤีทธิ ์เนื่องจากม ีIC50 มากกว่า 600 µM จาก

การศกึษาจลนพลศาสตรข์องเอนไซมด์้วยการสรา้งกราฟไลน์วเีวอร์-เบริก์ พบว่า สาร 2 แสดง

การยบัยัง้การท างานของเอนไซมแ์บบแบบผสม (mixed inhibitor)  

จากขอ้มลูทัง้หมดสามารถสรปุไดว้่าหมูไ่ฮดรอกซลิในสาร 1 หรอื หมู่ไฮดรอกซลิและหมู่

คารบ์อกซลิในสาร 2 มผีลต่อฤทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซเิดสเป็นอย่างมากเมื่อท า

การเปลีย่นหมูด่งักล่าวไปเป็นหมูฟ่งัชนันอลอื่นจะท าใหฤ้ทธิใ์นการยบัยัง้เอนไซมแ์อลฟากลูโคซิ

เดสลดลงเป็นอยา่งมาก 
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ข้อเสนอแนะ 

 ในสิง่สกดัย่อยอื่นๆ ที่แยกได้จากสิง่สกดัเมทานอล อาจมสีารที่น่าสนใจและที่ผู้วจิยัยงั

ไม่ได้ท าการแยกหาองค์ประกอบทัง้หมด เนื่ องจากเวลามีจ ากัด ดังนั ้นควรมีการแยก

องคป์ระกอบในส่วนอื่นต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
 

 

รปูท่ี 1 1H NMR spectrum ของ 3-O-acetyl lupeol (1a) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 2 13C NMR spectrum ของ 3-O-acetyl lupeol (1a) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 3 1H NMR spectrum ของ 3-O-propanoyl lupeol (1b) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 4 13C NMR spectrum ของ 3-O-propanoyl lupeol (1b) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 5 1H NMR spectrum ของ 3-O-butanoyl lupeol (1c) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 6 13C NMR spectrum ของ 3-O-butanoyl lupeol (1c) ใน CDCl3. 
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รปูท่ี 7 1H NMR spectrum ของ 3-O-pentanoyl lupeol (1d) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 8 13C NMR spectrum ของ 3-O-pentanoyl lupeol (1d) ใน CDCl3 



 
 

62 
 

 

 

รปูท่ี 9 1H NMR spectrum ของ 3-O-hexanoyl lupeol (1e) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 10 13C NMR spectrum ของ 3-O-hexanoyl lupeol (1e) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 11 1H NMR spectrum ของ 3-O-benzoyl lupeol (1f) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 12 13C NMR spectrum ของ 3-O-benzoyl lupeol (1f) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 13 1H NMR spectrum ของ 3-O-acetyl betulinic acid (2a) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 14 13C NMR spectrum ของ 3-O-acetyl betulinic acid (2a) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 15 1H NMR spectrum ของ 3-O-propanoybetulinic acid (2b) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 16 13C NMR spectrum ของ 3-O-propanoyl betulinic acid (2b) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 17 1H NMR spectrum ของ 3-O-butanoyl betulinic acid (2c) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 18 13C NMR spectrum ของ 3-O-butanoyl betulinic acid (2c) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 19 1H NMR spectrum ของ 3-O-pentanoyl betulinic acid (2d) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 20 13C NMR spectrum ของ 3-O-pentanoyl betulinic acid (2d) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 21 1H NMR spectrum ของ 3-O-hexanoyl betulinic acid ใน (2e) CDCl3 

 

รปูท่ี 22 13C NMR spectrum ของ 3-O-hexanoyl betulinic acid (2e) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 23 1H NMR spectrum ของ 3-O-benzoyl betulinic acid (2f) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 24 13C NMR spectrum ของ 3-O-benzoyl betulinic acid (2f) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 25 1H NMR spectrum ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]- 

        betulinic acid (2g) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 26 13C NMR spectrum ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]- 

        betulinic acid (2g) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 27 1H NMR spectrum ของ ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 
     -3-O-acetyl betulinic acid (2h) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 28 13C NMR spectrum ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 

        -3-O-acetyl betulinic acid (2h) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 29 1H NMR spectrum ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 

        -3-O-propanoyl betulinic acid (2i) ใน CDCl3 

 

 

รปูท่ี 30 13C NMR spectrum ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 
        -3-O-propanoyl betulinic acid (2i) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 31 1H NMR spectrum ของ ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 

     -3-O-butanoyl betulinic acid (2j) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 32 13C NMR spectrum ของ ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 

     -3-O-butanoyl betulinic acid (2j) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 33 1H NMR spectrum ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 
        -3-O-pentanoyl betulinic acid (2k) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 34 13C NMR spectrum ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 
        -3-O-pentanoyl betulinic acid (2k) ใน CDCl3 
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รปูท่ี 35 1H NMR spectrum ของ ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 
     -3-O-hexanoyl betulinic acid (2l) ใน CDCl3 

 

รปูท่ี 36 13C NMR spectrum ของ ของ 28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] 

     -3-O-hexanoyl betulinic acid (2l) ใน CDCl3 
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ภาคผนวก ข 
 
3-O-acetyl lupeol (1a): Following the general procedure, reaction of 1 (50.0 mg, 0.12 
mmol), acetic anhydride (33 µL, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 49 µL, 0.35 mmol), 4-
(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.17 mL) after 1 h yielded 
compound 1a (20.9 mg, 38.1%) 
 
3-O-propanoyl lupeol (1b): Following the general procedure, reaction of 1 (50.0 mg, 
0.12 mmol), propionic anhydride (45 µL, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 49 µL, 0.35 
mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.17 mL) after 1 h 
yielded compound 1b (23.4 mg, 41.4%) 
 
3-O-butanoyl lupeol (1c) : Following the general procedure, reaction of 1 (50.0 mg, 
0.12 mmol), butanoic anhydride (58 µL, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 49 µL, 0.35 
mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.17 mL) after 1 h 
yielded compound 1c (25.3 mg, 43.5%) 
 
3-O-pentanoyl lupeol (1d): Following the general procedure, reaction of 1 (50.0 mg, 
0.12 mmol), valeric anhydride (71 µL, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 49 µL, 0.35 
mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.17 mL) after 1 h 
yielded compound 1d (27.3 mg, 45.6%) 
 
3-O-hexanoyl lupeol (1e): Following the general procedure, reaction of 1 (50.0 mg, 
0.12 mmol), hexanoic anhydride (81 µL, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 49 µL, 0.35 
mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.17 mL) after 1 h 
yielded compound 1e (28.6 mg, 46.5%) 
 
3-O-benzyl lupeol (1f) : Following the general procedure, reaction of 1 (50.0 mg, 0.12 
mmol), benzoic anhydride anhydride (79.5 mg, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 49 µL, 
0.35 mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.17 mL) after 
1 h yielded compound 1f (10.5 mg, 16.9%) 
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3-O-acetyl betulinic acid (2a): Following the general procedure, reaction of 2 (50.0 mg, 
0.11 mmol), acetic anhydride (31 µL, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 46 µL, 0.33 
mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.09 mL) after 1 h 
yielded compound 2a (24.1 mg, 44.1%) 
 
3-O-propanoybetulinic acid (2b): Following the general procedure, reaction of 2 (50.0 
mg, 0.11 mmol), propionic anhydride (42 µL, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 46 µL, 
0.33 mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.09 mL) after 
1 h yielded compound 2b (29.7 mg, 52.9%) 
 
3-O-butanoyl betulinic (2c): Following the general procedure, reaction of 2 (50.0 mg, 
0.11 mmol), butanoic anhydride (54 µL, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 46 µL, 0.33 
mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.09 mL) after 1 h 
yielded compound 2c (24.8 mg, 43.0%) 
 
3-O-pentanoyl betulinic acid (2d): Following the general procedure, reaction of 2 (50.0 
mg, 0.11 mmol), valeric anhydride (66 µL, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 46 µL, 0.33 
mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.09 mL) after 1 h 
yielded compound 2d (30.1 mg, 50.8%) 
 
3-O-hexanoyl betulinic acid (2e): Following the general procedure, reaction of 2 (50.0 
mg, 0.11 mmol), hexanoic anhydride (76 µL, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 46 µL, 
0.33 mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.09 mL) after 
1 h yielded compound 2e (27.3 mg, 44.9%) 
 
3-O-benzoyl betulinic acid (2f): Following the general procedure, reaction of 2 (50.0 
mg, 0.11 mmol), benzoic anhydride (66 mg, 0.35 mmol), triethylamine (TEA, 46 µL, 0.33 
mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (1.09 mL) after 1 h 
yielded compound 2f (26.4 mg, 43.0%) 
 
28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl] betulinic acid (2g): Following the 
general procedure, reaction of 2 (10.0 mg, 0.02 mmol), N,N'- 
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dicyclohexylcarbodiimide (DCC, 6 µL, 0.05 mmol), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP, 
trace amount) in CH2Cl2 (0.15 mL) after 1 h yielded compound 2g (4.24 mg, 42.4%) 
 
28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-acetyl betulinic acid (2h): 
Following the general procedure, reaction of 2g (10.0 mg, 0.02 mmol), acetic anhydride 
(4 µL, 0.05 mmol), triethylamine (TEA, 6 µL, 0.05 mmol), 4-(dimethylamino)pyridine 
(DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (0.15 mL) after 1 h yielded compound 2h (5.08 mg, 
47.8%) 
 
28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-propanoyl betulinic acid (2i): 
Following the general procedure, reaction of 2g (10.0 mg, 0.02 mmol), propionic 
anhydride (6 µL, 0.05 mmol), triethylamine (TEA, 6 µL, 0.05 mmol), 4-
(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (0.15 mL) after 1 h yielded 
compound 2i (5.32 mg, 49.1%) 
 
28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-butanoyl betulinic acid (2j): 
Following the general procedure, reaction of 2g (10.0 mg, 0.02 mmol), butanoic 
anhydride (7 µL, 0.05 mmol), triethylamine (TEA, 6 µL, 0.05 mmol), 4-
(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (0.15 mL) after 1 h yielded 
compound 2j (4.14 mg, 37.4%) 
 
28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-pentanoyl betulinic acid (2k): 
Following the general procedure, reaction of 2g (10.0 mg, 0.02 mmol), valeric anhydride 
(9 µL, 0.05 mmol), triethylamine (TEA, 6 µL, 0.05 mmol), 4-(dimethylamino)pyridine 
(DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (0.15 mL) after 1 h yielded compound 2k (4.36 mg, 
38.7%) 
 
28-N-cyclohexyl-N-[(cyclohexylamino)carbonyl]-3-O-hexanoyl betulinic acid (2l): 
Following the general procedure, reaction of 2g (10.0 mg, 0.02 mmol), hexanoic 
anhydride (10 µL, 0.05 mmol), triethylamine (TEA, 6 µL, 0.05 mmol), 4-
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(dimethylamino)pyridine (DMAP, trace amount) in CH2Cl2 (0.15 mL) after 1 h yielded 
compound 2 (2.06 mg, 17.9%) 
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