
1 

Chemistry of  

3 (2-2-5) unit 

Lectured by 
AJ. Arunrat Sunthitikawinsakul 

(4023001) 

Local Products 



2 

Sources of knowledge 

    ต าราเคมพีชืสมุนไพรท้องถิ่นของ ดร. อรุณรัตน์ 
    ยาและผลติภัณฑ์ธรรมชาติ เล่ม 1 ของคณะเภสัชศาสตร์ 
      ม. มหิดล ภาควชิาเภสัชวนิิจฉัย 
   การตรวจสอบและการแยกสารส าคญัจากสมุนไพร 
      ของรัตนา อนิทรานุปกรณ์ (ส านักพมิพ์แห่งจุฬาฯ) 

   เคมขีองยา ฉบับที่ 1 ของโอภาส วชัระคุปต์  
   ช่ือพรรณไม้ แห่งประเทศไทย ของเต็ม สมิตินันท์***** 

   Natural Products by Bhat Nagasampai Meenakshi 

Books: 
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Journals:  

 Journal of Natural Products***** 

 Journal of Chromatography 

 Journal of Medicinal Chemistry 

 Phytochemistry 

 Planta Medica 
 Journal of Ethnophamacology 

Data base: 
 www:- SciDirect, ASC Pupblication 

 Search engines:- Yahoo, GooGle ect. 
 MedPlant - http://www.medplant.mahidol.ac.th/index.asp 
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http://www.medplant.mahidol.ac.th/index.asp 
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 http://herbal.pharmacy.psu.ac.th/data/herbal/ 

           Clinacanthus-nutans.html 

 

 http://www.medplant.mahidol.ac.th/pubhealth/ 

            ..%5Cpubhealth%5Cclinacan.html 

 

 http://www.gpo.or.th/herbal/nutan/nutan.htm 

 

 http://www.thaifitway.com/education/ndata/ 

           n2db/question.asp?QID=104   

 

 http://rx12.wsnhosting.com/herb/yor.html 

 

 http://ittm.dtam.moph.go.th/Service/herb_data/ 

          herb_ssm31.htm 
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Q1: What does natural products mean?  

“natural” หมายถึง ซ่ึงเป็นธรรมชาติ   
 “products” หมายถึง ผลติผลและส่ิงผลติ  

Q2: What are sources of natural products?  

“สมุนไพร” หมายถึง ผลิตผลธรรมชาติไดจ้ากพืช สัตว ์และแร่ธาตุท่ีใช้
เป็นยาหรือผสมกบัสารอ่ืนตามต ารับยา  
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Q3: What does natural products use for?  
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บัวบก ช่ือวทิยาศาสตร์ : Centella asiatica  Urban 

วงศ์ :  Umbelliferae 

ช่ือสามญั : Asiatic Pennywort/Tiger Herbal 

ช่ืออืน่ :  ผกัแวน่  ผกัหนอก 
 
•ลกัษณะ :  ไมล้ม้ลุกอายหุลายปี เล้ือยแผไ่ปตามพ้ืนดิน ชอบท่ีช้ืนแฉะแตกรากฝอย
ตามขอ้ ไหลท่ีแผไ่ปจะงอกใบจากขอ้ชูข้ึน 3-5 ใบ ใบ  เด่ียว เรียงสลบั รูปไต
เสน้ผา่ศูนยก์ลาง 2-5 ซม. ขอบใบหยกั กา้นใบยาว ดอก  ช่อ ออกท่ีซอกใบ ขนาดเลก็ 
2-3 ดอก กลีบดอกสีม่วง ผล  เป็นผลแหง้ แตกได ้ 
 
•ประโยชน์ทางสมุนไพร :   
        - ต ารายาไทยใชน้ ้ าตม้ใบสดด่ืมรักษาโรคปากเป่ือยปากเหมน็ เจบ็คอ ร้อนใน 
กระหายน ้ า ลดไข ้ขบัปัสสาวะ แกท้อ้งเสีย  
        - ยาภายนอกรักษาแผลเป่ือย แผลไฟไหม ้น ้ าร้อนลวก โดยใชใ้บสด 1 ก ามือ ลา้ง
ใหส้ะอาด ต าละเอียดคั้นเอาน ้ าทาบริเวณแผลบ่อย ๆ ใชก้ากพอกดว้ยกไ็ด ้สารท่ีออก
ฤทธ์ิ คือ กรด madecassic กรด Asiatic และ asiaticoside ซ่ึงช่วยสมาน
แผลและเร่งการสร้างเน้ือเยือ่ ระงบัการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท่ีท าใหเ้กิดหนอง
และลดการอกัเสบ มีรายงานการคน้พบฤทธ์ิฆ่าเช้ือราอนัเป็นสาเหตุของโรคกลาก 
ปัจจุบนัมีการพฒันายาเตรียมชนิดครีม ใชท้ารักษาแผลอกัเสบจากการผา่ตดัดว้ย 
      - skin care products 
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 used to boost circulation 

 improve the collagen foundation of the 

skin 

 fight oxidation - thereby making it a superb 

ingredient for anti-ageing skin care 

products as well as improving  

    skin firmness and elasticity 
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บอระเพด็ 
Tinospora crispa MIERS 

fever and hypertension drugs 

shampoo 

บอระเพด็ 
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N-formylannonaine showed  
significant increase in force of 
comtraction 57% of the left atria  
rats. 

N-formylnornuciferine showed 
increase in force of contraction  
on both the right and left atria 
rats. 

Cardiotonic Effect 
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     Synsytium assay 

                      IC50           EC50              PTI 

                 (mg/mL)     (mg/mL)      (IC50/EC50)  
Compound 

N-p-trans-coumaroyltyramine            >125           114.7              >1.1 

 

 

 

 

N-p-trans-feruloyltyramine                 >125             88.7              >1.4 

 

 

 

 

 

 

AZT control                                          >10-8       6.7x10-9           >1.49 
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Table Anti-HIV-1 activity of tyramine compounds from  
          T.crispa and AZT as determined by syncytium assay 
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Naming of plant  

1. Common name or Local name or Feature 

บอระเพด็ 

 เครือเขาฮอ (ภาคเหนือ) 

 จุ่งจิง (ภาคเหนือ) 

 เถาหัวด้วน (สระบุรี) 

 เจตมูลหนาม (หนองคาย) 

 หางหนู (อุบลราชธานีและสระบุรี) 
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Naming of plant (con’t)  

Carolus Linnaeus 

was born on May 23, 1707 in  
Rashult, Sweden. L 

2. Binomial nomenclature (แบบทวนิาม) 

Tinospora crispa Meirs 
(Menispermaceae) 

genus species 

family 

? 
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Scientific name 
ข้อมูล: ช่ือพรรณไม้ แห่งประเทศไทย ของเต็ม สมิตินันท์ หรือ 
        บรรณานุกรมพชืสมุนไพรต่าง ๆ เป็นต้น 
เช่น 

บอระเพด็ 

Tinospora crispa Miers (Menispermaceae) 

Tinospora crispa Miers (Menispermaceae) 

Tinospora crispa Miers (Menispermaceae) 

Tinospora crispa Miers (Menispermaceae) 

  

  

Naming of plant (con’t)  
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synonym scientific name 

บอระเพด็ 

Tinospora crispa Miers (Menispermaceae) 

eg. 

T. rumphii Boerl. 

T. tuberculata Beaumee 

Naming of plant (con’t)  
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Tinospora crispa Miers 
(Menispermaceae) 

  ชิงช้าชาล ี(ภาคกลาง) 
     จุ่งจะลงิตวัแม่ (ภาคเหนือ) 
     ตะชีค ิ(กะเหร่ียง - ภาคเหนือ) 

มีลกัษณะคล้าย
บอระเพด็ 

Herbarium Specimen  

 
Voucher Specimen Number 

Tinospora baenzigeri Forman.  
(Menispermaceae) 

 บอระเพด็ 
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specimen is a portion or quantity of 

material for use in testing, examination, or 
study. 
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Antiplasmodial Sesquiterpene Alkaloids from the Roots of  

Maytenus mekongensis 
Thitima Lhinhatrakool,† Samran Prabpai,‡ Palangpon Kongsaeree,‡ and Somyote Sutthivaiyakit*,† 
†Department of Chemistry and Center for Innovation in Chemistry, Faculty of Science, Ramkhamhaeng University, Hua 

Mark,Bangkapi, Bangkok 10240, Thailand 

‡Department of Chemistry and Center for Excellence in Protein Structure and Function, Faculty of Science, Mahidol 

University,Bangkok 10400, Thailand 

Plant Material. The roots of Maytenus 

mekongensis, known inThailand as “Naam Kaan 

Chaang”, were collected from Don Muu, 

Kampeae Subdistrict, Trakarnpoepon District, 

Ubonratchatani Province, Thailand, in June 

2004. The plant was identified by Assoc. Prof. 

Dr. Wongsatit Chuakul of the Department of 

Pharmaceutical Botany, Faculty of Pharmacy, 

Mahidol University, Bangkok, Thailand.  

A voucher specimen (SSMMe/2004) is 

maintained at the Department of Chemistry, 

Ramkhamhaeng University. 

Abstract: Eight new sesquiterpene alkaloids (1–8) and 

four known sesquiterpene alkaloids (9–12) have been 

isolated from the roots of Maytenus mekongensis. 

Structures were determined using extensive 

spectroscopic methods. The relative configuration of 7-

epi-mekongensine (2) was established by single-

crystal X-ray crystallographic analysis. The alkaloids 

were evaluated for antiplasmodial activity against 

Plasmodium falciparum, K1 strain, and for cytotoxicity 

using a panel of cell lines. 

Copyright r XXXX American Chemical Society and 

American Society of Pharmacognosy A dx.doi.org/10.1021/np200014k | J. Nat. Prod. XXXX, XXX, 000–000 

http://pubs.acs.org/journal/jnprdf
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กจิกรรม 10.1  การเตรียมตวัอย่างพชือดัแห้ง 
ใหเ้กบ็ตวัอยา่งพืชสมุนไพรส่วนต่าง ๆ ไดแ้ก่ ใบท่ีมีก่ิงกา้น ดอก หรือเถา (กรณีไมเ้ล้ือย) 
อยา่งสมบูรณ์  น ามาวางบนกระดาษหนงัสือพิมพ ์และใชก้ระดาษหนงัสือพิมพห์นา
พอประมาณวางทบัอีกคร้ัง  ก่อนอดัพืชลงในแผน่ไมอ้ดัหนาประกบกนั หรืออาจใชว้ตัถุท่ีมี
น ้าหนกัมาวางทบัตวัอยา่งพืช  ท้ิงไวจ้นกระทัง่ตวัอยา่งแหง้  แลว้ตดัแต่งและจดัตวัอยา่งส่วน
ต่าง ๆ ใหช้ดัเจน ไดแ้ก่ ใบทั้งดา้น 
หนา้และหลงั และกลีบดอก   
โดยติดบนกระดาษแขง็ขนาดไม่เกิน 
 25x42 เซนติเมตร   

ช่ือวงศ์พชื (family) 
ช่ือวทิยาศาสตร์พชื (botanical name)  
ช่ือพืน้เมือง (local name) เป็นช่ือเรียกในท้องถิน่ที่เกบ็พชืน้ัน  
วนั เดอืน ปี ที่เกบ็ (date month year)  
สถานที่เกบ็ (locality) และ/หรือระดบัความสูงจากน า้ทะเล (altitude)  
ถิน่ที่อยู่ (habitat) เช่น สภาพพืน้ที่ จ านวนที่พบ 
บันทึกข้อมูล (note) ลกัษณะต่าง ๆ ของพชืที่ไม่สามารถเห็นได้เมื่อตวัอย่าง 

แห้ง  เช่น  ความสูงทั้งต้น เปลอืก น า้ยาง กลิน่ สีของดอกและผล เป็น
ต้น 

ช่ือและหมายเลขผู้เกบ็ (collector name and collector number) 
ระบุงานวจิยัเร่ืองใดในการขอเลขที่ตวัอย่างพรรณไม้อ้างองิ 

Voucher specimen 
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Natural Product Research 

1. Literature cited   

2. Collecting   

3. Extraction 

4. Isolation 

5. Structure elucidation and 

     testing for activity 
6. Synthesis 
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Home Work 1: 

แบ่งกลุ่มส ารวจพชืสมุนไพรในท้องถ่ิน  (เพือ่น ามาเสนอในสัปดาห์หน้า กลุ่มละ 
5 นาท)ี 
      - ระดมความคิดเพือ่เลอืกพชืมา 1 ชนิด เพือ่น าท าการทดลอง  
     - น าเสนอผลการทดลอง (10%) และเขียนรายงาน  (20%) เร่ือง การทดสอบ
พฤกษเคมีเบือ้งต้นของ…… พร้อมพชือดัแห้ง (5%) 

การทดลอง 3 labs = 15% ไดแ้ก่  
1. การสกดัน ้ามนัหอมระเหยดว้ยการกลัน่ดว้ยน ้า 
2. การสกดั caffeine จากเมลด็กาแฟ 
3. การเตรียม PTLC และการแยกสารสกดัดว้ย column chromatography 
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              ประกอบดว้ย   
บทที ่1  1.1 ท่ีมาและความส าคญัของการเลือกพืชท่ีน ามาทดลอง 
              1.2 วตัถุประสงคก์ารทดลอง 
บทที ่2  ช่ือวิทยแ์ละช่ืออ่ืน ๆ ลกัษณะพฤกษศาสตร์ การรักษาโรคตามภูมิ  

ปัญญาทอ้งถ่ิน สารส าคญัในส่วนต่าง ๆ เอกสารและงานวิจยัท่ี
เก่ียวขอ้ง พร้อมเอกสารอา้งอิง 

บทที ่3 การทดลอง 
บทที ่4 ผลการทดลองและการวิจารณ์ 
บทที ่5 สรุปผล 
เอกสารอา้งอิง 
ภาคผนวก รูปการทดลอง 

เล่มรายงาน  (ดูตวัอยา่งจากรายงานโครงการวจิยัทางเคมี) 
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ให้อ่านและน าเสนอ (10%) บทความต่างประเทศของงานวจิัย
เกีย่วกบัพชืสมุนไพรไทย– งานเดีย่ว 
ย้อนหลงัไม่เกนิ 5 ปี 
น าเสนอก่อนสอบปลายภาค และส่งบทความก่อนสอบกลางภาค 

Home Work 2: 

 Journal of Natural Products***** 

 Journal of Chromatography 

 Journal of Medicinal Chemistry 

 Phytochemistry 

 Planta Medica 
 Journal of Ethnophamacology 

SciDirect, ACS 

Publication 

http://www.medplant.ma
hidol.ac.th/index.asp 
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Active constituents 

  of 

Veronica lavaudiana 

• Primary metabolite 
• Secondary metabolite 



26 

Photosynthesis 
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Photosynthesis Con’t 
Step 1: light reaction 

Step 2: dark reaction 

H2O                   1/2O2 + 2H+ + 2e-               …(1.1) 

ADP +  P +  energy O

OH OH

N

N N

N
NH2

P
O

O
OP

O

O
OP

O

O
O

ribose

3 phosphate groups

adenine

ATP

.......(1.2)
ATP synthase

nCO2 + mH2O                                   n(CH2O)m   + nO2
carbohydrate

.......(1.3)

"assimilation"
ATP, NADPH ADP, P, NADP+

chlorophyll

hv
Calvin 

NAD + e- + H+               NADPH 
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CO2      H2O

O2O2

Respiratory Phytosynthesis

Monosaccharides

CH3CO-COOH

Pyruvic acid

COOH

HO

OH

OH

Shikimic acid

Polysaccharides,
Glycosides

CH3COOH
Acetic acid
(Acetyl CoA)

Aliphatic 
amino acids

Peptides

Alkaloids

COOH
O

HO

OH

O

Prephenic acid

H3C OH

CH2OHCOOH

Mevalonic acid

H3C

H3C

CH2OP

H

3,3-Dimethylallyl
pyrophosphate

Terpenoids

Malonic acid

Polyketides

Fatty acids
Fats Flavonoids

Other aromatics

Aromatic amino acids

Cinnamic acids

Coumarins

Figure. Main stream of secondary metabolism

Kreb’s  
cycle 

Glycolysis 

Photosynthesis 

Biosynthesis 

or 
Biogenesis 

Q: How different  

between primary  

and secondary 
metabolites? 
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ทดสอบย่อย 

ให้เลอืก 

โจทย์: ให้เขียนช่ือวิทยาศาสตร์มา 1 ช่ือ จากช่ือเร่ืองวจิัย 
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HOME WORK: 

1. เลือกพืชมาอดัแหง้ 
2. หาองคป์ระกอบทางเคมีและงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งของพืชท่ีจะ

เลือก จาก SciDirect, ACS publication, PlantMed, ThaitLis 
แลว้เขียนในบทที ่2 เอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง ส่งอกี 2 
wks ต่อไป พร้อมหัวข้อเอกสารอ้างองิ 

    (บทความทั้งหมดท่ีอา้งอิงในเล่มรายงาน ส่งพร้อมกบัเล่มรายงานวิจยั  
เรียงล าดบัอกัษรช่ือวารสาร) 
4.  เกบ็ตวัอยา่งพืชมาอบใหแ้หง้หรือตากใหแ้หง้ท่ีอากาศถ่ายเท 
     ไดน้ ้ าหนกัแหง้ 2-3 ขีด หา %yield 
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การเขยีนเอกสารอ้างองิท้ายเล่มรายงานวจิยั 

“…ส าหรับการศึกษาวิจยัของผกัเส้ียน พบว่า สารสกดัเมทานอลของผกัเส้ียน 
(ทุกส่วน) ออกฤทธ์ิยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งได ้ โดยทดสอบ in vitro ของเซลลห์นู
ทดลอง (Bala, et al., 2010) …” 

Bala, A., et al. (2010). “Evaluation of anticancer activity of Cleome gynandra on Ehrlich’s ascites 
carcinoma treated mice”. Journal of Ethnopharmacology, 129, 131-134. 

เอกสารอา้งอิง 
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บุญเรือน ปาแสนกลุ. (2557, กรกฎาคม 9, 26, สิงหาคม 5). ประธานกลุ่มอนุรักษป์ระเพณีวฒันธรรม  
              ชาวไทยเช้ือสายลาวคร่ัง. สมัภาษณ์. 
เสถียร พุม่พยอม. (2557, กรกฎาคม 9, 26, สิงหาคม 5). แกนน าชุมชน ต. หว้ยดว้น. สมัภาษณ์. 
หมอชาวบา้น. (2542). ผกัเส้ียน : จากวชัพชืสู่แถวหน้าในบรรดาผกัดองไทย. สืบคน้เม่ือ สิงหาคม 5, 

2557, จาก http://www.doctor.or.th/article/detail/2230 
Bala, A., et al. (2010). “Evaluation of anticancer activity of Cleome gynandra on Ehrlich’s ascites 

carcinoma treated mice”. Journal of Ethnopharmacology, 129, 131-134. 
Muchuweti, M., et al. (2007). “Screening of antioxidant and radical scavenging activity of Vigna 

ungiculata, Bidens pilosa and Cleome gynandra”. American Journal of Food Technology, 
10, 161–168. 

Ndebia, E. J., et al. (2014). “Radical scavenging activity and hypoglycaemic effects of two wild leafy 
vegetables: Sonchus oleraceus and Cleome gynandra”. In Diabetes research and clinical 
practice (conference) 2014, S33. 

Shimada, K, Fujikawa, K, Yahara, K & Nakamura, T. (1992). “Antioxidative properties of xanthum 
on the autooxidation of soybean oil in cyclodexdrin emulsion”. Journal of Agricultural 
Food and Chemistry, 40, 954-958. 

การเรียงล าดบัเอกสารอ้างองิ 
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photosynthesis

monosaccharide

Pyruvic acid

polysaccharide,
glycoside

Acetyl CoAMevalonic acid

terpene, steroid
Mevalonic acid

Polyketide

fatty acid, fat, prostaglandin, aromatic
O-heterocyclic, acetylenic compound, 
xanthone, macrolide, polyether,
naphthoquinone, anthraquinone, 
tetracycline, anthracycline

Shikimic acid

aromatic amino acid

aliphatic 
amino acid

peptide

alkaloid

flavonoid

Cinnamic acid

coumarin, tannin, quinone,
benzoic acid and derivative,
 lignin, lignan,

Photosynthesis 
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There are several electron transferring systems known: 

1.1 Pyridine base: 

      Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+), NADP+ 

1.2 Flavin: 

      Flavin adenine dinucleotide (FAD) 

1.3 Iron-porphyrin: 

      Cytochromes 
1.4  Ubiquinones or Coenzyme Q 

Biochemical Reactions & Reagents 

1. Oxidation 

2. Reduction 

 
    NADH, NADPH 
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Biochemical reagents (con’t.) 

3. Enzymatic system 

    eg. Hydrolase, Transferase, decarboxylase, deaminase 

 

 

4. Akylation 

    eg. S-adenosyl methionine 

 

 

5. Phosphorylation 
    ATP  ADP 
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CH-OH O

O
H

O
OH

C C
H H

NH2 NH

.......(1.4)

.......(1.5)

.......(1.7)

.......(1.8)

OH

R

OH

R

OH

R

OH

R

-e- , H+

or

OH

R

O

R

.......(1.6)

.......(1.9)

H

R
or

[R]

[O]

[R]

[O]

dehydrogenation

peroxidase

dimerization

[O]
OH

R
R-H or     R-OH

hydroxylation

Biochemical reaction 

1. Oxidation & 
      reduction 
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2. Carbon-Carbon coupling 

R' R (H)

O

CH2
-H

CH

R'
O

R .......(1.10a)

.......(1.10b)R' SR

O

R'
O

SR R'
O

+  SR

R'
OH

R (H)

H+

O
OH

C
H

H+

O
C
H

.......(1.11)

enol form





deprotonation

Biochemical reaction (con’t) 
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O

OH OH

N

N

N
N

NH2

S
CH3

CH2
CH2

H2N
COOH

S-Adenosyl methionine (SAM)

R CH
R'

R
H
C
R'

CH3+ +

O

OH OH

N

N

N
N

NH2

S
CH2
CH2

H2N
COOH

as a nucleophile

.......(1.12)

Biochemical reaction (con’t) 3. Electrophile substitution 

R CH
R'

+  R"-OP R H
C
R'

R" + H-OP .......(1.13)

derived phosphate (P)

R-OH

R-NH
R'

R
R'

H
R''

+ R-X* R
R'

R
R''

*
+ X

H

-H+
R

R'
R
R''

*
+ HX

+ R-X*

+ R-X*

R-O-R *

R-N-R
R'

+ HX

+ HX*

.......(1.14)

.......(1.15)

.......(1.16)

..

..

..

..

..

..
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OP

H
Nu

+  NuH  +  OP ...(1.17)(-OH, -NH2, -SH)
..
..

.. ..
..

(NuH as H2O, NH3, H2S)

Biochemical reaction (con’t) 

4. Elimination 

O
O R

OP
CO2 + + OP .......(1.18)

H

R

R = H, alkyl, aryl

R R

H
.......(1.19)

secondary
carbocation

tertiary
carbocation

5. Rearrangement 
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O

OH OH

NOP
O

O
OP

O

O
OP

O

O
O

N

N
N

NH2

ATP

O
O

OH

O P
O

O
O C

O
O-H + ADP

NHHN

S

O

(CH2)4COOH
H

H H
Biotin

NHN

S

O

(CH2)4COOH
H

H H

O
HO + PO4

3-

N1-Carboxybiotin

donor as carbondioxide

..

1

+ O C O C
O

O .......(1.20)
carboxylation

decarboxylation

Biochemical reaction (con’t) 6. Carboxylation 
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O

OH OH

N
N N

N
NH2

P
O

O
OP

O

O
OP

O

O
HO

ATP

R-OH
..
..

O

OH OH

N
N N

N
NH2

P
O

O
OP

O

O
HO

ADP

P
O

OH
R-O OH +

-OP

Biochemical reaction (con’t) 

7. Phosphorylation 



42 

photosynthesis

monosaccharide

Pyruvic acid

polysaccharide,
glycoside

Acetyl CoAMevalonic acid

terpene, steroid
Mevalonic acid

Polyketide

fatty acid, fat, prostaglandin, aromatic
O-heterocyclic, acetylenic compound, 
xanthone, macrolide, polyether,
naphthoquinone, anthraquinone, 
tetracycline, anthracycline

Shikimic acid

aromatic amino acid

aliphatic 
amino acid

peptide

alkaloid

flavonoid

Cinnamic acid

coumarin, tannin, quinone,
benzoic acid and derivative,
 lignin, lignan,

Principal Pathways of  
Biosynthesis 

1. Shikimic acid pathway 

 

2. Polyketide pathway 

 
3. Mevalonic acid pathway 
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Biosynthesis of alkaloid, coumarin through shikimic acid. 

What is character of alkaloid and coumarin? 

N COOCH3

COOC6H5

H3C

Cocaine

N

O

O
O

O

OH

Dicrotaline

N
H H

Coniine

O O

Coumarin

Shikimic acid pathway 
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Coumarin 

OO O

OCH3

Dentatin 

OO O

OHO

Clausenidin

OO O

OCH3

Xanthoxyletin

OO

OR

O

Nor-dentatin  R = H

Dentatin        R = OCH3

O O

benzo--pyrone

Shikimic acid pathway 
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Shikimic acid pathway 

2 .  P y r a n o c o u m a r i n s :

O OO

O
OH

O

H y s t r i x a r i n  ( 6 . 6 4 )

O O

OH

O

N
H OH

CO 2 CH 3

C a r b a z o m a r i n  A  ( 6 . 6 5 )

O OO

O OH

C l a u s e n i d i n  ( 6 . 6 6 )

1. Furanocoumarins:

O OO

OCH3

5-Methoxychalepensin (6.62)

O OO

OCH3

O OO

OCH3

O

O-Glucose

O
Bergapten (6.61) Psoralen glycoside (6.63)

Classified of coumarin 
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Shikimic acid pathway 

O
O

3 .  P h e n y l c o u m a r i n s :

O OHO

O OH

M u s u o l  ( 6 . 6 7 )

O OH
HO

P s o r a l i d i n  ( 6 . 6 8 )

4 .  B i c o u m a r i n s :

O OO

O O

O

OH OH

O OO

F e s u m t u o r i n  C  ( 6 . 6 9 )

O
OO

O

O

O

O
O

O

O

F e s u m t u o r i n  D  ( 6 . 7 0 )
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NH2

COOH

Phenylalanine

COOH

OH
HO OH

Shikimic acid (6.1)

see Fig. 6.1
-NH3 COOH

trans-Cinnamic acid (6.88)

hydroxylation
COOH

OH

o-Coumaric acid

glucosylation

COOH

O-Glc

o-Coumarylglycoside

cis-trans-
isomerizationO COOH

Glc

glucosidase

O O

coumarin (6.56)

7 1 2

[O]

Shikimic acid pathway 

Biosynthesis of coumarin 
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Alkaloid 
N

COOCH3

COOC6H5

H3C

Cocaine

N

O

O
O

O

OH

Dicrotaline

N
H H

Coniine Murrayanine 

N
H OCH3

CHO

Q: How about is property of alkaloids? 

Shikimic acid pathway 
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COOH

HO OH

OH

Shikimic acid

Aromatic amino acids 

NH 2

CO O H

P h e n y l  a l a n i n e

N
H

NH 2

CO O H

T r y p t o p h a n e

HO NH 2

CO O H

T y r o s i n e

CO O H

NH 2

A n t r a n i l i c  a c i d

Shikimic acid pathway 
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Alkaloids 

 Pseudo-alkaloids 

 True alkaloids 

 Proto-alkaloids 

NH2

H3CO

H3CO

H3CO

N

O
HO O OCOCH3

OCOCH3

OHOCOCHCH2CH3

CH3

OH

OH

O

HO

R

N

CH3

O
O

HOH2C

• N-atom is in heterocyclic ring 

• Property as base 

• Almost to have biological activity 
• Biosynthesis is from amino acid 

• N-atom is not in  
  heterocyclic ring 

• Biosynthesis is not directly  
  from amino acid 

Shikimic acid pathway 
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• N-atom is in heterocyclic  

  ring 

• Property as base 

• Almost to have biological 

  activity 
• Biosynthesis is from amino acid 

 True alkaloids 

N

CH3

O
O

HOH2C

N N
H

N
H

N
H

N

N
H

N

N N

H
N

N

N

N

N

CH3

N

N
N
H

pyridine piperidine pyrrolidine pyrrole

imidazole purine pyrrolizidine quinoline

isoquinoline tropane

amorpine

nor-lupinaneindole

Shikimic acid pathway 
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Shikimic acid pathway 

 Peptide alkaloids 

O

HN

O

N
H

O
N

NH

HN
CH 3

H 3 CO

O
O

N u m m u l a r in e  F  (6 . 4 0 )

1

3

5 7

1 3

9 N
HN

O

NHO

ON

O

NH
O

HN

HN O
O

OH 3 C

N

H
CH 3

M u c r o n in e  (6 . 4 2 )

H
N

OHO

N

OH
N
H

NH 2

HN
O

OH
NH

HN NH 2

O

H
N

O

N
H

OH

A n c h in o p e p t o l id e  A  (6 . 4 3 )

N u m m u l a r in e  S  (6 . 4 1 )
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Q: Which amino acid is a precursor of gliotoxin? 

N

N
O

O

CH2R

OH
S S

CH3

gliotoxin 

NH2

COOH

Phenyl alanine

N
H

NH2

COOH

Tryptophane

HO NH2

COOH

Tyrosine

COOH

NH2

Antranilic acid

  

Shikimic acid pathway 
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Shikimic acid pathway 

Quinones 

O O

O

O

1,2-benzoquinone 1,4-benzoquinone

O

O

O

O
naphthoquinone anthraquinone

O

O
Juglone (6.112)

O

O

OH

Lawsone (6.113)

O

O

CH3

OH
Plumbagin (6.114)

O

O

H3C

OH
7-Methyljuglone (6.115)

example 
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Shikimic acid pathway 

COOH

OH
p-Hydroxy
benzoic acid (6.95)

Fe3+

COO

O

phenol radical

COO

O

O2 or 
HOO.

O

O
OH O

O

H+

O

O
p-quinone
(or 1,4-Benzoquinone)

.......(6.9)

COOHHO

OH
HO OH

Quinic acid

.

.

[O]

O

O

e
O

O

e /2H+
OH

OH

.......(6.10)

benzoquinone semiquinone radical hydroquinone
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Shikimic acid pathway 

Tannins 

1. Hydrolysable tannin 

Gallotannins

O

OR2

OR3

CH2O-R5

OR4

OR1
O

OH
OHHO

Galloyl = G

                                                   R1  R2  R3   R4    R5
1,2,3-tri-O-Galloyl--glucose;           G   G    H     H    G
1,2,3,6-tetra-O-Galloyl--glucose;     G   G    G     H    G
1,2,3,4,6-penta-O-Galloyl--glucose; G   G    G     G    G

Galloyl glucoside

Ellagitannins

HO

HO

HO
HO

HO
OH

O
O

OO
O

GO

O

OH
OH

O

O
OH

OH
O O

H H HO

HO

HO

HO

HO OH

O

OO
O

O
O

OHHO

OH

OH
OH

O
O

O

O
OH

OH
HOHO H

OH

Ellagoyl glycoside
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Shikimic acid pathway 

2. Condensed tannin 

OHO

OH
OH

OH
OH

R

OHO

OH
OH

OH
OH

R

OHO

OH
OH

OH
OH

R

n

O

OH flavonolO

R = H or OH

OHO

OH
O

OH

O
CH2OH

OH
OH

HO

OHO

OH
HO

HO O O CH2OH

HO
HO

HO



59 

Shikimic acid pathway 

Lignins 

O

CH2OHOHC

H3CO

O

HOH2C
OCH3

O

OH
OCH3

O
CH2OHH3CO

O
O

CH2OHH3CO

OH
OH
O

OH
OCH3

CH2OH OCH3

O
OH

H3CO
O

O
O
O

CH2OH

OH
OCH3

H3CO
O

OHC CH2OH

O

O

HOH2C

H3CO
O

O
H3CO

HO

CH2OH
O

H3CO

CH2OH

O
H3CO

(carbohydrate)

CH3

OCH3

OH

OH
H3CO

CH2OH

O
HOH2C

OHC O

HO
O

CH2OHH3CO

O

CH2OH
HO

H3CO

OH
OCH3

OH

O

O

HOH2C
OCH3

OCH3

HC
HC
CHOOCH3

OH
O

HOH2C

O

H3CO

CH
CH
CH2OH

HC
CH2OH
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Shikimic acid pathway 

Lignans 
OH
OH

Ar
Ar'

Ar, Ar' = aryl group

1. dibenzylbutane

OAr
Ar'

2. furan

OO

Ar

Ar'

O
Ar

Ar'

O

8. dibenzylbutyrolactone

O

Ar

O
4. aryltetralin

O
O

6. dibenzocyclooctadiene (stegane)

O

Ar

O

 5. arylnaphthalene

CH3

CH3

Ar
Ar'

7. furofuran

O

OH

Ar

Ar'

O

H3C CH3

ArAr'

O
Ar

HO OH

Ar

OH
OH

3. dibenzylbutyrolactol

O
Ar

Ar'
OH

CH3

CH3

Principal subgroups of lignans
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CO2      H2O

O2O2

Respiratory Phytosynthesis

Monosaccharides

CH3CO-COOH

Pyruvic acid

COOH

HO

OH

OH

Shikimic acid

Polysaccharides,
Glycosides

CH3COOH
Acetic acid
(Acetyl CoA)

Aliphatic 
amino acids

Peptides

Alkaloids

COOH
O

HO

OH

O

Prephenic acid

H3C OH

CH2OHCOOH

Mevalonic acid

H3C

H3C

CH2OP

H

3,3-Dimethylallyl
pyrophosphate

Terpenoids

Malonic acid

Polyketides

Fatty acids
Fats Flavonoids

Other aromatics

Aromatic amino acids

Cinnamic acids

Coumarins

Figure. Main stream of secondary metabolism

Kreb’s  
cycle 

Glycolysis 

Polyketide  
pathway 
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O

H3C CoA

O

+ H3C

O

CoA

b a

a linear

O

H3C

O O

CoA

triketide

b

branched

C
H3C CH2-C-CoA

HO CH2-COOH

O

-hydroxy--methyl glutaryl CoA

Isoprene unit
reduction

Fatty acids
Polyethers, 
Macrolides 

 

cyclization

Aromatics
Antraquinones,  

acetyl CoA 

Polyketide pathway 
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Natural Fatty Acids 

Structure                                                         Name 
 

CH3(CH2)8COOH 10:0                                    Capric acid 

CH3(CH2)10COOH 12:0                                   Lauric acid 

CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 18:1 (9c)      Oleic acid 

CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 18:1 (9tr)      Elaidic acid 

CH3(CH2)4(CH=CHCH2)2(CH2)6COOH 18:2 (9c, 12c)  

                                                                        Linoleic acid 
 

Fatty Acids and Fats 

Polyketide pathway 
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Branched fatty acid 

COOH
(CH2)12COOH

(CH2)10COOH
CH3(CH2)7C C(CH2)7COOH

metabolite in the uropygial gland of the glucose chaulmoogric acid

11-cyclohexylundecanoic acid sterculic acid

Polyketide pathway 
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Biosynthesis of Oleic acid CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH 18:1 (9c) 

O

CoA

O

CH3(CH2)7CH2

O

CH3(CH2)7CH2-C-CoA

Decanoyl CoA

5 mole of acetyl CoA

+
H3C

O

CoA

reduction
(NADPH)

O

CoA

OH

CH3(CH2)7CH2

-H2O
H3C-(H2C)7 CH2-C-CoA

H H

cis

O

+ 3 Acetate

H3C-(H2C)7 (CH2)7-C-OH

H H

cis

O

Oleic acid

Polyketide pathway 
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CO2      H2O

O2O2

Respiratory Phytosynthesis

Monosaccharides

CH3CO-COOH

Pyruvic acid

COOH

HO

OH

OH

Shikimic acid

Polysaccharides,
Glycosides

CH3COOH
Acetic acid
(Acetyl CoA)

Aliphatic 
amino acids

Peptides

Alkaloids

COOH
O

HO

OH

O

Prephenic acid

H3C OH

CH2OHCOOH

Mevalonic acid

H3C

H3C

CH2OP

H

3,3-Dimethylallyl
pyrophosphate

Terpenoids

Malonic acid

Polyketides

Fatty acids
Fats Flavonoids

Other aromatics

Aromatic amino acids

Cinnamic acids

Coumarins

Figure. Main stream of secondary metabolism

Kreb’s  
cycle 

Glycolysis 

(preview) 

Polyketide pathway 
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Flavonoids 

O
OR1

R2

R3

O

OH O

O

O
OH

Anthocyanin Flavone

Flavonol






O

O

Flavanone

R4

R5

R6

R1= R2 = R3 = R4 = R5 = R6

= H, OH or OCH3 or Gly / Anthocyanin

O

O
OH

Dihydroflavonol Isoflavone

O

O

Isoflavanone

O

O

Flavan 

(2-phenylbenzopyrone)

C6-C3-C6 

Polyketide pathway 
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Flavonoids (ต่อ) 

O

OR2

R1

OH

O

O

O

Leucocyanidin Pyrocyanidin

Chalcone






O

Biflavone

R3

R4

R5

R1= R2 = R3 = R4 = R5= H, OH

O

Dihydrochalcone

O

O

H
C

Aurone

OH

OH

O

O

HO

OH

OH

OH

O

OH

O

OH

Flavan 

(2-phenylbenzopyrone)

Polyketide pathway 
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Flavonoids (ต่อ) 

OH

O

chalcones

O

O

H
C aurone

O

O

isoflavone

O

C6-C3-C6

O

O OH

O-Glu

H3CO

Glu-O

mangostatin-3,6-di-O-glucoside
(from Garcinia mangostana L.

anti-inflammatory and anti-bacterial 

activities)

Q: Is mangostatin-3,6-O-glucoside 
    as a flavonoid? 

A: No. It is a xanthone. 

Polyketide pathway 
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O

O

Nucleous of xanthone 

Polyketide pathway 
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Flavonoids (ต่อ) 

Polyketide pathway 

Citrus fruit 
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O

OH O

O

H

HO

OH

H

H

O

H
H

OH

Glucoside

Glycone or Sugar

Aglycone or Genin

OH

Glycoside contains aglycone and sugar.

Polyketide pathway 
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Macrolides 

To have 10 – 30 membered ring of lactone or lactam 

Polyketide pathway 

Antitumor activity 

sponge Poecillastra sp. 

fungus Rhizopus chinensis Antitumor activity 
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Macrolides (ต่อ) 

Cytotoxic activity  

Macrolide glycoside 
18 membered ring 

marine cyanobacterium 

Lyngbya sp. 
(Oscillatoriaceae) 
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Polyethers 

O

O

O
O

H

H

O
O

O
O

O

O

O

OH

CHO

H

H

H

H

H

H
H

H

H

H

H

H

H

CH3
H

H

Brevetoxin A 

Polyketide pathway 

 marine algae dinoflagellate  

Karenia brevis  (formerly Gymnodinium breve) 
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O

H3C CoA

O

+ H3C

O

CoA

b a

a linear

O

H3C

O O

CoA

Triketide

cyclization

Aromatics

b

branched

C
H3C CH2-C-CoA

HO CH2-COOH

O

-hydroxy--methyl glutaryl CoA

Isoprene unit
reduction

Fatty acids
(Macrolides, Polyethers) (Antraquinone) 

(preview) 

Polyketide pathway 
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Cyclization of polyketides to aromatics 

CH3
O

HO OH

OH

a b

O

OHO

CH3

O

c

O

O

H3C
COOH

d

CH3

HO OH

COOH

Polyketide pathway 

H3C

O O O O

CoA

4 H3C

O

CoA
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Antraquinones 

cyclization HO

OH O O

CH3

OH

COOH

1. -H2O
2. oxidation

O

O

HO

OH OH

COOH

CH3

Endocrocin

-H2O[O]

???

H3C

O-H

CH2 H3C

O

CH3

enol form ketone form

1. -CO2

2. -H2O
3. oxidation

O

O

HO

OH OH

CH3

Emodin

-CO2

-H2O[O]

??

Polyketide pathway O

O

O O O

O

CoA

OOO

O
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CO2      H2O

O2O2

Respiratory Phytosynthesis

Monosaccharides

CH3CO-COOH

Pyruvic acid

COOH

HO

OH

OH

Shikimic acid

Polysaccharides,
Glycosides

CH3COOH
Acetic acid
(Acetyl CoA)

Aliphatic 
amino acids

Peptides

Alkaloids

COOH
O

HO

OH

O

Prephenic acid

H3C OH

CH2OHCOOH

Mevalonic acid

H3C

H3C

CH2OP

H

3,3-Dimethylallyl
pyrophosphate

Terpenoids

Malonic acid

Polyketides

Fatty acids
Fats Flavonoids

Other aromatics

Aromatic amino acids

Cinnamic acids

Coumarins

Figure. Main stream of secondary metabolism

Mevalonic acid  
pathway 
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O

H3C CoA

O

+ H3C

O

CoA

b a

a linear

O

H3C

O O

CoA

Triketide

cyclization

Aromatics

b

branched

C
H3C CH2-C-CoA

HO CH2-COOH

O

-hydroxy--methyl glutaryl CoA

Isoprene unitreduction

Fatty acids
(Macrolides, Polyethers) (Antraquinone) 

(preview) 

terpene 

Mevalonic acid pathway 
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CH3-C-CH2-C-CoA

O O

+

CH2-C-CoA

H

O

H2O

CO2HCOCoA

HO CH3
NADPH

CO2HCH2OH

HO CH3

Mevalonic acid

ATP

CH2OP

CH3
PO

O O H

-CO2

- HOP

CH3

CH2-OP

H

H

H

Isopentenyl pyrophosphate

isomeraseH

H

H

CH3

CH2-OP

Biosynthesis of mevalonic acid and isoprene unit 

OP

,Dimethyl allyl

pyrophosphate

OP

C5 

Mevalonic acid pathway 
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OP -HOP

Isoprene unit

limonene

Mevalonic acid pathway 

Citrus reticulata Blanco. (Rutaceae) 
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OP

OP

head to tail

OP

H

OP

Geraneyl pyrophosphate

C10

PO

OP

Farnesyl pyrophosphate
               C15

Mevalonic acid pathway 
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The type of terpene:  

Monoterpene (C10) 

Diterpene (C20)  

Sesterterpene (C25) 

Triterpene (C30) 

Sesquiterpene (C15) 

Mevalonic acid pathway 
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Monoterpene (C10) 

limonene

OH

fenchol carene

O

camphor

COOH

chrysanthemic acid

Mevalonic acid pathway 
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Sesquiterpene (C15) 

-Farnesene

O
COOCH3

Juvenile hormone

O

O

Artemone

Thujopsene

OH

Bulnesol

HO
H

H

Himachalol

Mevalonic acid pathway 
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-Farnesene

Mevalonic acid pathway 

apple Malus domestica Borkh. 
 (Rosaceae) peel   

h 

h 
t 

h 

t 
t 

Used as a fragrance 
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Diterpene (C20)  

OH

Phytol

H

H

COOH

O

Hardwickiic acid

H

OH

OH

Sclareol

OAc

O
O

H

OH

Crassin acetate
(Macrolide diterpene)

Mevalonic acid pathway 



91 

Sesterterpene (C25) 

O O O
O

CH3

Furanosesterterpene

H
O

OH

O

OAc

H

Scalarin

O

OH

H

OHC H
O H

Ophiobolin A

Mevalonic acid pathway 
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Triterpene (C30) 

t t

Squalene

HO H

R

H

Euphol

O
H

H

O

OAc

Azadirone

Steroids 

A B

C D

Mevalonic acid pathway 
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OP

OP

head to tail

OP

H

Mechanism via tail to tail 

OP

OP tail to tail
OP

C40

Mechanism via head to tail 

Mevalonic acid pathway 
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O

O

O

O

H

EtO

H

H
OH

O
H

O

Q: Is this compound a derived steroid? Why? 

Mevalonic acid pathway 

Clausena excavata (Rutaceae) 
Thai name call as San Soak 
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Mevalonic acid pathway 

beta-carotene

alpha-carotene

Tettraterpene (C40) 
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Biosynthesis of carotene 

OP

2 moles of geranyl geranyl PP

steps

phytoene

tail-tail

dehydrogenation

lycopene

1

2

3

4

5

6

Mevalonic acid pathway 
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H

H

lycopene

cyclization

1

2

3

4

5

6

H

H

6

5

4
3

2 1 H

H

-H

H

H H

H

-carotene

cont. 
Mevalonic acid pathway 
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cont. 

H

H H

H

-carotene

oxidation

Mevalonic acid pathway 

CH2OH
HOH2C
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Q: Please specify which structural class and biosynthezied pathway   
     of these compounds? 

cyanobacterium 

(J.Nat.Prods., 2011, 74, pp917-927) 

soybean (Glycine max L.) seed  

(Phytochemistry, 2011, 72(9), pp875-881) 
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(J.Nat.Prods., 2011, 74, pp949-955) 

Aerial part of Tephrosia candida 

Collecting at Limbe (South West) Province,  
Cameroon 

estrogenic activity 

(J.Nat.Prods., 2011, 74, pp937-942) 
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(J.Nat.Prods., 2011, 74, pp1015-20) 

root of the Ziziphus mauritiana 
or Pomme grown in Thailand Antiplasmodial & Antimycobacterial activities 

mauritine  mauritine M 

(Phytochemistry, 2011, 72(9), pp909-15) 
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Home work: 

หาขอ้มูลเก่ียวกบัสารส าคญัและองคป์ระกอบทางเคมีทั้งหมด 
ในพืชท่ีเลือกมาท าการทดลอง น าเสนอรายงานดว้ย ppt  
สปัดาห์หนา้ 
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Find Out the Data Extraction Isolation 

Purification Structural Identification 

Biological testing 

Chemistry of Natural Products 

1 2 3 

4 5 

Biological testing 

Structural modification 

Drug discovery 

7 

6 
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Find Out the Data Extraction Isolation 

Purification Structural Identification 

Biological testing 

Chemistry of Natural Products 

1 2 3 

4 5 

Biological testing 

Structural modification 

Drug discovery 

7 

6 

Extraction Isolation 

Purification Structural Identification 

Structural modification 

Drug discovery 
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• ต้านมะเร็ง 
• ต้านเช้ือเอดส์ 
• รักษาโรคหัวใจ 
• ลดเบาหวาน 
• ต้านวณัโรค 
• ต้านการอกัเสบ 
• เช้ือเริม  
• ฯลฯ 

2. ผลงานวจิยัตีพมิพ์ -> น้อย 

การเลอืก 

1. ข้อมูลภูมิปัญญาท้องถิน่ 
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Find Out the Data Extraction Isolation 

Purification Structural Identification 

Biological testing 

Chemistry of Natural Products 

1 2 3 

4 5 

Biological testing 

Structural modification 

Drug discovery 

7 

6 



107 

ชนิดและส่วนของพชื  
      พืชสด หรือ พืชแหง้ท่ีบดละเอียด 

วตัถุประสงคเ์พื่อ 
1. ใหไ้ดช่ื้อตวัอยา่งท่ีถูกตอ้ง – Voucher Specimen 
2. ไม่มีพืชอ่ืนเจือปน 
3. ไม่มีโรคพืช 

การเตรียมตัวอย่างพชื 

Extraction  

ระบุแหล่ง  

ความหลากหลายทางชีวภาพ 
ท าใหมี้ปริมาณสารส าคญั
แตกต่าง 
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Curcuma comosa Roxb. or ว่านชักมดลูก 
family: Zingiberaceae 

Curcuma latifolia or ว่านชักมดลูกตัวผู้ 
Family: Zingliberaceae 

Extraction  
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Estrogenic Activity of Diarylheptanoids from Curcuma 

comosa Roxb. Requires Metabolic Activation 
WIPAWEE WINUTHAYANON,† KANOKNETR SUKSEN,

†
 CHUENCHIT BOONCHIRD,‡ APORN CHUNCHARUNEE,# MATHUROSE 

PONGLIKITMONGKOL, § APICHART SUKSAMRARN,⊥ AND PAWINEE PIYACHATURAWAT*,† 

Departments of Physiology, Biotechnology, and Biochemistry, Faculty of Science, Mahidol University, Bangkok, Thailand; 

Department of Anatomy, Faculty of Medicine, Siriraj Hospital, Mahidol University, Bangkok, Thailand; and Department of 

Chemistry, Faculty of Science, Ramkhamhaeng University, Bangkok, Thailand 

J. Agric. Food Chem., 2009, 57 (3), pp 840–845  
Publication Date (Web): January 14, 2009 (Article) DOI: 10.1021/jf802702c 

Abstract: Curcuma comosa Roxb. has traditionally been used as a dietary supplement for 

health promotion in peri- and postmenopausal women in Thailand. We investigated the 

estrogenic activity of 7 naturally occurring diarylheptanoids from the extracts of C. comosa 

both in vitro and in vivo. A yeast recombinant system containing human estrogen receptor α, 

coactivator TIF2 and a β-galactosidase reporter gene was used to determine estrogenic 

activity of diarylheptanoids metabolically activated with rat liver S9-fraction prior to the assay. 

The most potent compound was (3R)-1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol, with a relative 

potency of 4% compared to 17β-estradiol. The metabolic activation of diarylheptanoids 

markedly enhanced their efficiency. The chemical structure required for estrogenic activity of 

diarylheptanoids was the presence of a keto group at C3 and absence of hydroxyl moiety in 

ring B. Only diarylheptanoids showing full estrogenic efficiency in vitro were able to elicit 

uterotrophic activity of in immature ovariectomized rat. This is the first evidence for in vivo 

estrogenic activity of diarylheptanoids from C. comosa. This novel class of natural 

phytoestrogens has the potential to be developed for use as dietary supplement in the 
treatment of menopausal symptoms. 
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Figure 1.  

Structures of diarylheptanoids used in the study:  

(3S)-1,7-diphenyl-(6E)-6-hepten-3-ol (1);  

7-(4-hydroxyphenyl)-1-phenyl-(1E)-1-hepten-3-ol (2); 

(3S)-7-(3,4-dihydroxyphenyl)-1-phenyl-(1E)-1-hepten-3-ol (3);  

(3R)-1,7-diphenyl-(4E,6E)-4,6-heptadien-3-ol (4);  

1,7-diphenyl-6-hepten-3-one (5);  

1-(4-hydroxyphenyl)-7-phenyl-6-hepten-3-one (6); 
1-(4-hydroxyphenyl)-7-phenyl-4,6-heptadien-3-one (7) 

estrogenic activity 
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O

OO

sesquiterpene

(cytotoxic in rat) 

ใช้เบตาดนีทดสอบความแตกต่างระหว่าง  
C. comosa และ C. latifolia 
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Extraction 
is classified to 
1. Solid - Liquid Extraction 
2. Liquid – Liquid Extraction 
3. Mechanical Expression 

Extraction  

√ 

√ 
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SOLVENT should be 

• dissolved a desired compound 
• no reactivity with compound 
• not volatile easily or hardly 
• non toxic 
• no expensive price 
• available 

as following 

“like dissolved like” 

Ethyl acetate 
Ethanol 

Methanol 
water 

Dichloromethane 

Ether 
Hexane 

Chloroform 

Acetone 

polarity  

in
c

re
a
s

in
g
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1. Solid - Liquid Extraction 
1.1 Merceration 

Extraction  
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plant

extract

extract

A B

solvent

1.2 Percolation 

Extraction  
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water in 

water out 

Extraction  

1.3 Soxhlet Extraction 
Soxhlet apparatus 
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serial Soxhlet extraction 
Extraction  
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H2O water in 

water out 

thermometer 

material 

steam distillation  
in laboratory 

Extraction  

1.4 Steam distillation 

essential oil 
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Essential oil could be extracted by 

• Distillation  

    - steam distillation 

    - direct steam distillation 

• Extraction by animal fat 

• Solvent extraction 

• Expression 

• Supercritical Fluid Extraction – CO2 



120 

Extraction  
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Extraction  
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Extraction  

steam distillation in industry 
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1.5 Supercritical Fluid Extraction  (SFE) CO2 

Extraction  
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Temperature

Pr
es

su
re

solid
liquid

gas

supercritical
fluid region

critical point
Pc, Tc

Extraction  
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Q: Please comparison with  

     essential oil extraction 

     between steam distillation  
     and SFE-CO2? 
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-Screw pressing 
3. Mechanical Expression 

2. Liquid – Liquid Extraction 

How about is method? 

Extraction  
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• Solid-Liquid Extraction 
• Liquid-Liquid Extraction 

1. Sequentially Extraction 
2. Partition Extraction 

Extraction  

Type  
Extraction 

of  



128 

Ground dried rhizomes of  

Clausena excavata (2.5 kg) 

 

crude chloroform extract 
  

 

crude ethanol extract 
  

 

marc 
 

 

marc 
 

 

crude hexane extract 
  

 

marc 
 

Hexane 

Ethanol 

Chloroform 

Sequentially Extraction Extraction  
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Partition Extraction 

Ground dried rhizomes of  

Clausena excavata (2.5 kg) 

 

n-BuOH layer 
  

 

water layer 
 

 

crude water extract 
  

 
marc 

 

water 

             n-BuOH – H2O 

EtOAc-H2O 

 

water layer 
 

 

EtOAc layer 
  

Extraction  
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การสกดัโดยอาศัยคุณสมบัตคิวามเป็นกรด-ด่างของสาร 

 แอลคาลอยด์ 

Extraction  

N

N

O

CH3

O N

N
CH3H3C H+ N

N

O

CH3

O N
H

N
CH3H3C

Caffeine

.......(10.1)

กจิกรรม 10.4  การสกดัแคฟเฟอนี 
จากสารสกดัเมลด็กาแฟ 
-สปัดาห์น้ีใหเ้ตรียมสารเคมี 
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Concentration of extract 
as following: 

Extraction  

rotatory reduced pressure evaporation 

freeze drier 

water bath

distillation flask
condenser

reservoir

stopcock speed control

to vacuum

temperature control
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air-dried ground stem of D.scandens (1.6 kg)

extracted with water

crude water extract
(401.6 g, 25.1%)

partitioned with EtOAc

(organic layer) (water layer)

crude EtOAc extract (DS-EA)
(7.96 g, 1.98%)

crude water extract

partitioned with CH2Cl2

(organic layer) (water layer)

crude CH2Cl2 extract (DS-D)
(3.01 g, 0.75%)

crude water extract (DS-W)
(351.76, 87.58%)

Q: Which method to extract? 
Extraction  
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การตรวจสอบสารส าคญัทางพฤกษเคมีเบือ้งต้น 
Phytochemical Screening 

Extraction  
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Phytochemical Screening 

Method: 
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Alkaloid 

reagent                         composition                                  color of precipitation 

Dragendroff’s       bismuth potassium iodide        orange 

Mayer’s                 potassium mercuric iodide      white 
Valser’s                 potassium mercuric iodide     yellowish white 

 Wagner’s                       iodine in potassium iodide      red brown  
Marme’s                 CdCl2/KI                                    white or yellow 
Harger’s                  sat. picric acid                         yellow 

Phytochemical screening  

• color and precipitation reaction 

seeds of the opium poppy  
(Papaver somniferum) 
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Phytochemical screening  

chromatogram 
(TLC or paper chromatography) 

Rf = ? 
Dragendroff’s 
reagent 

. . 

a 

b 

c 

d 

Alkaloid 
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Phytochemical screening  

Fig. Chromatogram after spraying or dipping  
with Dragendroff’s reagent 

Which spot is alkaloid? 
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Phytochemical screening  

1. Ehrlich’s reagent 
+ve as a blue or  

grey greenish spots with 
indole alkaloid 

ขอ้เสีย คือ เกิดผลบวกอ าพราง (false positive result)  กบัสารประกอบ        
ฟีนอลิกและกรดแอโรแมติก (aromatic acid) 
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2. CAS reagent 

ทดสอบกบัไดไฮโดรอินโดลแอลคาลอยด ์จะปรากฏจุดสีส้มแดงถึง
สีแดง  และอินโดลแอลคาลอยด ์เกิดจุดสีเหลือง  

Indole alkaloid 

3. van Urk-Salkowski reagent 

อนิโดลแอลคาลอยด์ สีจุดสาร อนิโดลแอลคาลอยด์ สีจุดสาร 
เอน็-เมธิลอนิโดล ม่วงแดง-ส้ม 3-แอซีทิลอนิโดล ม่วงแดง 
เอน็-แอซีทิลอนิโดล ม่วงแดง 2-เมธิลอนิโดล แดงอมม่วง-เหลอืงเขยีว 
อนิโดล-3-กรดอะคริลกิ แดง 3-เมธิลอนิโดล เขยีว 
เอน็-แอซีทิลทริปโทแฟน น า้เงนิ-ม่วงน า้เงนิ 5-ไฮดรอกซีอนิโดล ม่วงแดง 
เรเซอพนี เหลอืง-เขยีว 2,3,5-ไทรเมธิลอนิโดล ส้มแดง 

Phytochemical screening  
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Phytochemical screening  

How to find out the mobile phase? 

solvent front 

base line 

A: hexane 

B: ethanol 
C: 1:1 CH2Cl2:EtOAc 

TLC is coated with silica gel (SiO2) 
 as a adsorbent. 
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Detection of spot on TLC 

Spraying with vanillin reagent  
and then heating a few min. 

Phytochemical screening  

as following steps: 

Step 1: UV254, 366 detection 

Step 2: 
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Flavonoids are polyphenolic compounds  
as anit-oxidant activity.  

O

-benzopyrone

Flavonoid 

Camellia sinensis 
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O

O

flavone

O

O

flavonol

O

O

flavanone

O

OH

catechin

OH

O

OH

leucoanthocyanidin

OH

O

OH

anthocyanidin

O

chalcone

O H
C

aurone

O

ประเภทฟลาโวนอยด์ทีส่ามาถทดสอบคดัเบือ้งแรกได้ 
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Phytochemical screening  

O

O

flavone

O

O

OH

flavonol

O

OOH

flavonone

cyanidin test: Mg/conc.HCl 

+ve test: orange to red                      red to crimson               crimson to magenta 

O

-benzopyrone
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testing with conc.HCl:  
red color as +ve result 

O

chalcone

O

O

aurone

O

anthocyanin

testing with 1% HCl: 

red orange to red blue color 
as +ve result 

O

leucoanthocyanin

OH

OH

testing with 2 M HCl/1-propanol: 
red or purple color as +ve result 
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testing with FeCl3: 
blue or green color as +ve result 

Coffea arabica  

Camellia sinensis 
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an off-violet spot
violet background

Spraying with DPPH reagent 

N N

O2N

O2N

NO2

DPPH as a scavenger

+ OH

as a flavonoid

N
H
N

O2N

O2N

NO2
Ar

(deep violet color)
(colorless)

+ OAr .......(11.1)
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natural products polyethylene 
glycol, NP/PEG reagent 

พน่ดว้ยรีเอเจนตเ์นเจอรัล-โพรดกัส์พอลิเอธิลีนไกลคอล (natural products 
polyethylene glycol, NP/PEG reagent)  โดยใหค้วามร้อนกบัแผน่โครมาโท
แกรม ท่ีอุณหภูมิประมาณ 80 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 10 นาที  ท้ิงไวใ้ห้
แผน่โครมาโทแกรมอุ่น  แลว้ค่อยพน่ดว้ยรีเอเจนตเ์นเจอรัล  หลงัจากนั้น 
ตรวจวดัภายใตรั้งสียวูีท่ีความยาวคล่ืน 366 นาโนเมตร  จะเห็นจุดเรืองแสงสี
เหลอืง สีส้มหรือสีเขียว  
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extracts

By color reaction

phytochemical screening of flavonoids

By spraying with DPPH reagent on TLC

-ve +ve -ve +ve

Total flavonoids content

DPPH radical scavenging assay

Total phenolic compound content +ve as a positive test
-ve as a negative test
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coumarin 

Phytochemical screening  

Tabebuia rosea (Bertol.) DC.  
Family: Bignoniaceae 
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Phytochemical screening  

extract 

paper chromatography 
 dip dil.NaOH 

1. warm at 60oC 
2. UV lamp 254 nm 

green fluorescence  

as +ve test under  

UV 254 nm  
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anthraquinone 

OHO

OH

O

OH

OH

OH

HO
Aloein

OH

ฝักมะขามแขก  
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O

O OHO

COOH

Glucose

Rhein-8-glucoside

dil. NaOH

O

O OO

COO

Na
Na

Na
acid

O

O OHOH

COOH

free antraquinone

ปฏิกริิยาบอร์นเทรเกอร์ 

as O-glycoside 

ละลายไดใ้นตวัท าละลายอินทรีย ์เช่น เบนซีน อีเธอร์ และคลอโรฟอร์ม 
เป็นตน้  เม่ือหยดสารละลายเบส  ลงไป  จะไดสี้แดง 
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Cardiac glycoside 

steroid nucleus
O

O
O

OH

H

H
O H

HO

O

O

O
H  Oleandrin

3

17

H

H

OHH

cardenolide bufadienolide

Glu-O

OH

O

O

OH

H

OHH
Gly-O

O O

3

17

3

17
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2-deoxy sugar 

O O

Sugar-O

3

19

18

17

aglycone cardenolide

ตีนเป็ดน า้ 

Phytochemical screening  

as cardiac glycoside activity 

Cerbera odollam Gaertn.  
(APOCYNACEAE) 

unsaturated 
lactone moiety 

Cardiac glycoside 
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Phytochemical screening  

O O

Sugar-O

3

19

18

17

aglycone cardenolide

as cardiac glycoside activity 

Kedde’s 

pink purple or 

violet color  
as +ve test 

Libermann Burchard’s 

green color 
as +ve test 

2-deoxy glucose 

Keller-Kiliani’s 

purple color 
as +ve test 
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reagent                              composition                               color      

cardiac glycoside  

Kedde’s                                 3,5-dinitrobenzoic acid         pink purple or violet    
unsaturated lactone moiety 

Liebermann Burchard’s       acetic anhydride/conc.H2SO4              green 
steroid 

Keller-Kiliani’s                   ferric chloride-H2SO4-acetic acid           purple 
2-deoxy sugar 

Phytochemical screening  
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Phytochemical screening  

Saponin is a glycoside (aglycone and sugar). 

from the root extract 

of licorice (ชะเอม) 

O

CO2H

O

O

O
O

CO2H

HO2C

Glycyrrhizinic acid 
(Glycyrrhizin)  

O

COOH

O
O

HOOC
HOHO

OHOOC
HO

HO OH
O

Glycyrrhizin

O

O

O

Dioscin

O
HO

O

OH

OO
HO

HO
HO

OHO
HO HO

H
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1. froth test 

diluted extract

shaking

the high of bubble is 1-10 cm 
and durable for 10 min

few drop of 2 M HCl

+ve -ve

permanent disappear

Phytochemical screening  

Honey comb froth 
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3. ปฏิกริิยาลเีบอร์แมนน์เบอร์ชาร์ด   
ประกอบดว้ยแอซีติกแอนไฮไดรดแ์ละกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้  สามารถใช้
จ  าแนกชนิดซาโปนินได ้  
- สเตอรอยดซ์าโปนิน  จะปรากฏสีน า้เงินอมเขียว   
- เพนทะไซคลิกไทรเทอร์พีนซาโปนิน  จะใหสี้แดง สีชมพู หรือสีม่วงแดง  

2. Haemolysis test using blood agar 

dip extract 
To put paper on a blood agar 

To observe heamolysis zone  
around paper 
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Tannin  
Hydrolysable tannins:

O

OR2

OR3

CH2O-R5

OR4

OR1
O

OH
OHHO

Galloyl = G

                                                   R1  R2  R3   R4    R5
1,2,3-tri-O-Galloyl--glucose;           G   G    H     H    G
1,2,3,6-tetra-O-Galloyl--glucose;     G   G    G     H    G
1,2,3,4,6-penta-O-Galloyl--glucose; G   G    G     G    G

Galloyl glucoside

OHO

OH
OH

OH
OH

R

OHO

OH
OH

OH
OH

R

OHO

OH
OH

OH
OH

R

n

O

OH flavonolO

R = H or OH

OHO

OH
O

OH

O
CH2OH

OH
OH

HO

OHO

OH
HO

HO O O CH2OH

HO
HO

HO

Condensed tannins:
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สารละลายเฟอร์ริกคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 1  ทดสอบแทนนินทั้งสองชนิด  กรณีปรากฏสีน ้าเงินเขียวหรือ
สีเขียวด าถึงสีเขียวอมน ้าตาล  แสดงวา่มีแทนนิน ชนิดแทนนินไฮโดรไลซ์  และเกิดสี-น ้าเงินเขม้ หรือสี
เขียวเขม้ถึงสีด า  แสดงวา่มีแทนนิน ชนิดแทนนินควบแน่น   
 
น า้โบรมนี (Bromine water)  ทดสอบเฉพาะแทนนินควบแน่น  เกิดตะกอนสีเหลือง-อ่อน 
 
รีเอเจนต์ฟอร์มาลนิ-กรดไฮโดรคลอริก (Formalin-HCl)  ประกอบดว้ยฟอร์แมลดีไฮดเ์ขม้ขน้ร้อยละ 40 
และกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ร้อยละ 1  ใชท้ดสอบเฉพาะแทนนินควบแน่น  เกิดตะกอนสีแดงหรือสีชมพ ู
 
รีเอเจนต์วานิลลนิ-กรดไฮโดรคลอริก (Vanillin-HCl)  ทดสอบแทนนินควบแน่น  เกิดเป็นสารละลายสี
แดงหรือสีชมพ ู 
 
น า้ปูน (lime water)  ทดสอบเฉพาะแทนนินไฮโดรไลซ์  เกิดตะกอนสีเทาแกมน ้าเงิน 

ปฏิกิริยาการเกิดสีหรือตะกอน  
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ปฏิกิริยาการเกิดสี  
 
การทดสอบแซลโควสก ิ(Salkowski test)  โดยสกดัพืชดว้ยปิโตรเลียมอีเธอร์  แลว้น า
สารสกดัมา 3 มิลลิลิตร เติมคลอโรฟอร์ม 2 มิลลิลิตร  และกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้เลก็นอ้ย  
ใชท้ดสอบเทอร์พีนทัว่ไป จะปรากฏสีน ้าตาลแดงตรงรอยต่อของสารละลาย     
 
รีเอเจนต์ 2,6-ได-เทอร์ต-บิวทลิ-พารา-ครีซอล (2,6-di-tert-butyl-p-cresol) ในเอธานอล   
ใชท้ดสอบเพนทะไซคลิกไทรเทอร์พีน  จะปรากฏสารละลายสีม่วง   
 
รีเอเจนต์กรดคลอโรซัลโฟนิก  ใชท้ดสอบไทรเทอร์พีนทัว่ไป  เกิดสารละลายสีแดง 

Terpene  
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ชนิดคาร์โบไฮเดรต การทดสอบ/ส่วนประกอบของรีเอเจนต์ ผลการทดสอบ 

คาร์โบไฮเดรตทั่วไป การทดสอบโมลิช ประกอบดว้ยแอลฟา-แนฟธอลใน
เอธานอลร้อยละ 95 และ 
กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 

สารละลายสีม่วงแดง 

เพนโทส การทดสอบไบแอล ประกอบดว้ย ออร์ซินอลใน สารละลายสีน า้เงนิหรือ 
  สารละลายเฟอร์ริกคลอไรดแ์ละกรดไฮโดรคลอ-ริกเขม้ขน้ สีเขยีวมะกอก 

  การทดสอบอะนิลีน ประกอบดว้ย อะนิลีนในกรดแอซีติก   สารละลายสีแดงเข้ม 

เฮกโซส การทดสอบเซลิวานอฟ์ฟ ประกอบดว้ย เรซอร์ซิ-นอลในกรด
ไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 

สารละลายสีแดง 

น า้ตาลรีดวิซ์ การทดสอบเบเนดิกต ์ประกอบดว้ย คอปเพอร์-ซลัเฟต 
โซเดียมคาร์บอเนตและโซเดียมซิเทรต 

ตะกอนสีแดงอฐิ 

  การทดสอบบาร์โฟด ประกอบดว้ย คิวพริกแอซี-เทตและกรด
แอซีติก 

ตะกอนสีแดงอฐิ 

  ปฏิกิริยาการเกิดโอซาโซน ประกอบดว้ย สารละลายฟีนิล
ไฮดราซีน 

ผลกึสีเหลอืง 

น า้ตาลดอีอกซี การทดสอบเคลเลอ-คเิลยีนี ประกอบด้วย กรด-แอซีตกิใน
เฟอร์ริกคลอไรด์  และกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 

รอยต่อสีม่วง 

การทดสอบคดัเบือ้งแรกของคาร์โบไฮเดรต 
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Find Out the Data Extraction Isolation 

Purification Structural Identification 

Biological Testing 

Chemistry of Natural Products 

1 2 3 

4 5 

Biological testing 

Structural modification 

Drug discovery 

7 

6 
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Principle of Chromatography 
isolation 

Chromatography is the collective term for a set 

of laboratory techniques for the separation of mixtures. 

It involves passing a mixture dissolved in a "mobile 

phase" through a “stationary phase”, which separates 

the analytes to be measured from other molecules in 

the mixture based on differential partitioning between 

the mobile and stationary phases. Subtle differences 

in a compound's partition coefficient result in differential 

retention on the stationary phase and thus changing the 
separation. 
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isolation 

หลกัการเลอืกวฏัภาคน่ิงอาจเป็นของเหลวหรือของแขง็  

1. คุณสมบติัความเป็นกรด ด่างหรือกลางของสารท่ีตอ้งการแยก 
2. สภาพขั้วของสารท่ีตอ้งการแยก 
3. การเกิดปฏิกิริยาเคมีระหวา่งสารกบัตวัดูดซบั หรือสารกบัวฏัภาค
เคล่ือนท่ี 
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ตวัดูดซับ สารที่จะวเิคราะห์ 
ซิลกิาเจลวฏัภาคปกติ (silica gel normal 
phase, SiO2.H2O) 

สารท่ีมีสภาพขั้วเลก็นอ้ยและมีคุณสมบติั
เป็นกรด กลาง หรือเบสอ่อน 

ซิลกิาเจลวฏัภาคผนักลบั (silica gel reverse   
phase (RP) or C18-silica gel RP) 

สารท่ีมีสภาพขั้วมากและมีคุณสมบติัเป็น
กรด กลาง หรือเบสอ่อน 

อะลูมนิา (alumina , Al2O3)  สารท่ีมีคุณสมบติัเป็นเบส 
ซีไลต์ (celite) สารท่ีมีสภาพขั้วมาก เช่น กรดแอมิโน 

และคาร์โบไฮเดรต เป็นตน้ 
เซลลูโลสและอนุพนัธ์ สารท่ีละลายน ้าได ้
เซฟาเดกซ์ (cephadex) สารท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ 

ชนิดตวัดูดซับ as a stationary phase 

Polyamide   -                                                      phenolic compound 
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O Si O Si O Si O

OH

O O O

OH OH

Si Si Si
HO HO HO

silica gel normal phase

a) b)

Al O
Al O

Al
O

O O O O OO
   

 

alumina

isolation 
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Mobile phase 
isolation 

System of MP? 



171 

Mobile phase system of eluting 
• Isocratic solvent 

• Gradient solvent depends on adsorbent 

isolation 

(see paper) 
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isolation 

History 

• Paper chromatography 
• Thin-Layer chromatography 
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solvent front

mobile phase

Rf (A) = 5.5/8
        = 0.7

8 cm5.5 cm

A

isolation 

• Paper chromatography 
• Thin-Layer chromatography 
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การเคลือบตวัดูดซบับนแผน่เคลือบ ไดแ้ก่ กระจก พลาสติก และอะลูมิเนียม  
มีวิธี ดงัน้ี  
1) การจุ่ม (dipping)   
2) การเท (pouring) ลงบนแผน่เคลือบ แลว้เคาะปรับผวิหนา้ใหเ้รียบ  
3)  การกระจาย (spreader) ใชเ้คร่ืองมือเฉพาะ  



175 

Class of adsorption chromatography 

• Column Chromatography 
• Preparative Thin-Layer Chromatography 
       (Prep TLC) 
• High Performance Liquid Chromatography 
       (HPLC) 
• Gas Chromatography (GC) 

isolation 
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isolation 

• Normal / Short CC 

• Quick or vacuum CC 
• Flash CC 

Class of column chromatography 
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isolation 

5 mg of sample 
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Column Chromatography 
isolation 

Preparation as following steps: 

Step 1. To determine as a proper mobile phase 

Step 2. To pack column via wet and dry packing method     

cotton or wool 

The size of column chromatography and  

the amount of adsorbent are depended on 
an amount of crude extract. 
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isolation 
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isolation 
Step 3. To apply a crude extract 

             as wet and dry applying 
Step 4. To run column by eluting with mobile phase (continuity) 

mobile phase 
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Fractions collecting 

isolation 
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Monitor fractions by using TLC 

1. ส่อง UV at l366 & 254 nm 
2. อบด้วยไอของไอโอดนี 
3. spray chemical regent 
          3.1 vanillin reagent 
          3.2 Dragendroff’s reagent 
          3.3 Erlich’s reagent 
          3.4 sol. KMnO4 

O

O

O

O

H

EtO

H

H
OH

O
H

O

CHO

H3CO

HO

isolation 

furan ring 



Q1: How do you know 

to get pure compound? 

 

Q2: Comparison between  
CC & Prep TLC? 
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Preparative TLC 
isolation 

crude crude 

chromatogram after  
developing 
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CHROMATOTRON™  
Centrifugal Thin-Layer Chromatograph 

isolation 

Special Advantages:  

* No "spotting" of samples or scraping of bands.  

* Separations are completed rapidly, typically     

within 20 min.  

* A UV transparent lid allows direct observation 

of UV absorbing or colored compounds during 

the separation.  

* Layer thickness of 1, 2, 4 or 8 mm gives high 

capacity. The sorbent layer is easily regenerated 

in situ for reuse.  

* Solvents are used sparingly. Gradient elution is 

easy. A nitrogen atmosphere prevents oxidation 

of samples.  

* Compact (easily moved from lab to lab), few 

controls, no high pressures.  

* Low price. Half a dozen Chromatotrons cost 

less than a single prep HPLC.  
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Vacuum Liquid Chromatography (VLC) 

F1 
0.014 g 

F2 
1.5 g 

F3 
0.093 g 

F4 
0.1 g 

F5 
0.71 g 

F6 
0.993 g 

F7 
2.479 g 

F8 
3.085 g 

F9 
10.454 g 

F10 
5.59 g 

F11 
9.112 g 

F12 
eluting 

Siliga Gel CC 

Fig.  Isolation and purification of pure compounds from  
         the crude ethanol extract (NA-E1) of Tinospora crispa 

Crude ethanol extract (NA-E1) of  
Tinospora crispa (35 g) 

D1 
 

D2 
 

D3 
 

D4 
 

D5 
 

D6 
 

D7 
 

D8 
 

D9 
 

Siliga Gel CC 

D10 
 

Compound T4 
(2.1 mg) 

A1 
 

A2 
 

A3 
 

A4 
 

A5 
 

A6 
 

A7 
 

A8 
 

A9 
 

A10 
 

A11 
 

A12 
 

isolation 



186 

(ต่อ) 

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 

Siliga Gel CC 

B1 
 

B2 B3 
 

B4 
 

B5 
 

B6 
 

B7 
 

B8 
 

B9 
 

B10 
 

C1 
 

C2 C3 
 

C4 
 

C5 
 

C6 
 

C7 
 

C8 
 

Siliga Gel CC 

as white solid 
(10 mg) 

isolation 
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การบ้าน ส่งอีก 2 สปัดาห์ 
ส่ง: หาบทความ (ภาษาองักฤษ) 
“วธีิการสกดัสารจากพชืทีท่ าการทดลอง”  
และสรุปเป็นแผนผงั พร้อมอธิบาย 
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isolation 

HPLC 

column 

detector 

MP is isocratic  
or gradient systems. 

mobile phase
reservior

A B

pump

A B

pressure gauce guard column

sample injection system

column
detector

waste

computer data system

1

2

3

4
5

6
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Fig. HPLC chromatogram using C-18 RP column 

isolation 

retention time/min 

d
e

te
c
to

r 
re

s
p

o
n

s
e
/m

A
U

 
Standard addition method is identified each peak. 

0       15 min

100%H2O

50% H2O/MeCN

25     30 min

32     60 min

100%MeOH

rate 5% / min

rate 5% / min
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isolation 

GC 
GC condition is isothermal or 
temperature programs. 

carrier gas
(He)

oven

capillary 
column

detector
sample 
injector computer data system

1

2

3

4 5
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isolation 

Fig. GC chromatogram 

0            5 min

100
o
C

8   15 min

120
o
C

17                       20 min

150
o
C
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Quantitative       Qualitative  

isolation 

Chromatography 

Paper chromatography 

TLC 

Column chromatography 

Prep TLC 

HPLC 

GC 

Analysis 

√ 

√ 

√ 

√ 

√ 

√ 

√ 

√ 
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isolation 

To compare between HPLC and GC? 



Ion exchange chromatography 
isolation 

In
c
re

a
s
in

g
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h
a
rg

e
 m

o
le

c
u
le 
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Extraction and Isolation.  

The frozen specimen was extracted ultrasonically with acetone (2 L x  3) and MeOH (1.5 L x 

3), respectively. The combined residue was partitioned between H2O and EtOAc to afford 16.1 

g of an EtOAc extract. The EtOAc extract was further partitioned between MeOH and hexane, 

affording 11.2 g of MeOH-soluble residue. The MeOH extract was subjected to column 

chromatography (CC) on silica to give 16 fractions, using hexane/acetone (from 100:0 to 

0:100) as eluent. Fraction 5 was subjected to repeated CC on Sephadex LH-20 (CHCl3/MeOH, 

1:1) and normalphase (gradient n-hexane/acetone, from 40:1 to 1:4) and reversed-phase silica 

gel (gradient MeOH/H2O, from 1:9 to 4:1), followed by HPLC (MeOH/H2O, 75:25; 1.5 mL/min) 

to yield 5 (3.8 mg, 25.5 min), 6 (8.1 mg, 34.0 min), and 8 (1.4 mg, 31.7 min). Fraction 8 was 

purified by repeated CC on Sephadex LH-20 (CHCl3/MeOH, 1:1) and silica gel (gradient n-

hexane/acetone, from 20:1 to 1:2) and then fractionated by HPLC (MeOH/H2O, 70:30; 1.0 

mL/min), affording 3 (4.1 mg, 45.2 min), 4 (1.4 mg, 52.1 min), 9 (3.1 mg, 28.3 min), and 7 (1.7 

mg, 40.3 min). Fraction 12 was chromatographed on a silica gel column (gradient  

n- hexane/acetone, from 4:1 to 1:1) and HPLC (MeOH/H2O, 65:35; 1.5 mL/min) to give pure 10 

(3.5 mg, 45.7 min). Finally, CC on reversed-phase 

 silica gel (gradient H2O/MeOH, from 7:2 to 1:2) 

 and a subsequent HPLC (MeOH/H2O, 60:40;  

1.5 mL/min) step yielded 2 (4.7 mg. 35.6 min)  
and 1 (2.9 mg, 38.9 min). 

Bioactive 11,20-Epoxy-3,5(16)-diene Briarane Diterpenoids 
from the South China Sea Gorgonian Dichotella gemmacea 

|J. Nat. Prod. 2011, XXX, 000–000 
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Fig. hot filtration 

Fig. micro-recrystallization 

Purification of solid 

hot plate

aluminium
block

samplesolvent

solution of 
sample

tip pipette
to vacuum 
pump

Buchner funnel
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Filtration of crystal 
Purification of solid 
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Testing for purification of crystal 

 melting point 
 TLC 

Purification of solid 
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crude EtOAc of D.scandens (DS-EA)
5.9286 g

short column chromatography

F1           F2            F3           F4           F5            F6            F7            F8           F8          F10         F11         F12

stigmasterol
10 mg dark yellow needle 

(from ethanol)
9.1 mg

stigmasterol

HO

1

2

3

5
7

8
910

11

12

13

14 15

16
17

18

19

20

22

21

23

24

25

27

26

28
29

Q2: How do you know wheather this compound 

        is a new compound from D.scandens? 

Q1: How to know its structure? 

stigmasterol: white needles 10 mg (from ethanol);  

mp 147-148 oC; Rf = 0.3 (20% ethyl acetate-hexane) 

sprayed with vanillin reagent to appear blue color spot after heating TLC 

Structural identification 
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Structural Identification 

1. UV-VIS spectroscopy 
2. IR 
3. 1H-NMR (1D & 2D) 
4. 13C-NMR 
5. MS 
6. Elemental analysis 

As following step: 



203 

stigmasterol

HO

1

2

3

5
7

8
910

11

12

13

14 15

16
17

18

19

20

22

21

23

24

25

27

26

28
29

IR spectrum 

-OH strecting 

Structural identification 

UV spectrum? 



204 

stigmasterol

HO

1

2

3

5
7

8
910

11

12

13

14 15

16
17

18

19

20

22

21

23

24

25

27

26

28
29

1H-NMR (CDCl3, 400 MHz) H: 0.65-2.3 (m, 43H, H-1, H-2, H-4, H-7 to H-9, H-11 

to H-13,  H14 to H-21, H-24 to H-29), 3.45 (m, 1H, H-3), 4.98 (dd, 1H, J = 15.2, 8.6 Hz, 

H-23), 5.13 (dd, 1H, J = 15.2, 8.6 Hz, H-22), 5.32 (br s, 1H, H-6)  

Structural identification 
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stigmasterol

HO

1

2

3

5
7

8
910

11

12

13

14 15

16
17

18

19

20

22

21

23

24

25

27

26

28
29

13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) C: 12.04 (C-18), 12.23 (C-28), 18.98 (C-21), 19.38 (C-19),  

21.07 (C-26), 21.08 (C-27, C-29), 21.21 (C-11), 24.36 (C-15), 25.39 (C-16), 26.09  (C-25),  

38.90 (C-2), 31.67 (C-8), 31.91 (C-7), 36.14 (C-20), 36.50 (C-10), 37.26 (C-1), 39.68 (C-12),  

39.78 (C-4), 42.31 (C-13), 45.84 (C-24), 50.41 (C-9), 56.77 (C-17), 58.87 (C-14), 71.80 (C-3), 

 121.71 (C-6), 129.28 (C-23), 138.30 (C-22), 140.75 (C-5)  

Structural identification 
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Structural identification 

DEPT 135 spectrum 

13C NMR spectrum 
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Crude dichloromethane extract (NA-D2) of  
Tinospora crispa  (44 g) 

Figure Isolation and purification of pure compounds from  
            the crude dichloromethane extract (NA-D2) of Tinospora crispa 

Vacuum Liquid Chromatography (VLC) 

f1 f2 f3 f4 f5 f6 f7 f8 f9 f10 f11 f12 f13 f14 

Precipitation 

1-Dotriacontanol 
(56 mg) 

Siliga Gel CC Siliga Gel CC 

a1 
 

a2 
 

a3 
 

a4 
 

a5 
 

a6 
 

a7 
 

a8 
 

a9 
 

a10 
 

a11 
 

Siliga Gel CC 

c1 
 

c2 
 

c3 
 

c4 
 

c5 
 

c6 
 

c7 
 

c8 
 

b1 
 

b2 
 

b3 
 

b4 
 

b5 
 

b6 
 

b7 
 

b8 
 

b9 
 

b10 
 

Compound T1 
(10 mg) Preperative TLC 

Structural identification 
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1H NMR 400 MHz in CDCl3 

N

H3CO

H3CO
H

O

H

Z-
E-

1

2
3

3a 4
5

126a

7
7a

11c11b

11a

10

9

8

11

N

H3CO

H3CO
H

H

O1

2
3

3a 4
5

126a

7
7a

11c11b

11a

10

9

8

11

N-formylnornuciferine

Structural identification 
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N

H3CO

H3CO

H

H

O

N

H3CO

H3CO
H

OH

H

H3CO

H3CO

H3CO

H3CO

O

O

[M]+ 309  [M+-45]

(m/z 264)
[M+-45-27]

 (m/z 237)

- 2CH3

[M+-45-27-30]

   (m/z 207)

Fragmentation of N-formylnornuciferine 

N

H3CO

H3CO
H

O

H3CO

H3CO

H

H3CO

H3CO

[M]+ 309  [M+-57]

(m/z 252)

 [M+-58]

(m/z 251)

EI-MS m/z (%): 309 ([M]+, 63), 264 (8),  252 (19), 251 (100), 237 (6), 207 (3) 

Structural identification 
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Q: How will you do next step after getting 
     an isolated compound? To give reasons. 

Structural identification 
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Scientific name :  Clausena excavata Burm.f 
Family               :  Rutaceae 
Other name      :   Sun Soak tree 

Biological testing 
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Scheme 2  Isolation and purification of pure compounds from  
                  the crude chloroform extract of Clausena excavata 

Vacuum Liquid Chromatography 

Siliga Gel CC 

F1 
0.0473 g 

F2 
0.0288 g 

F3 
0.0104 g 

F4 
0.0423 g 

F5 
0.0529 g 

F6 
0.0876 g 

F7 
1.7019 g 

F8 
0.5197 g 

F9 
2.8575 g 

F10 
3.8831 g 

F11 
1.3609 g 

F12 
2.6998 g 

F13 
3.3434 g 

Compound C11 
(536.2 mg) 

Compound C14 
(681.4 mg) 

Compound C2 
(11.9 mg) 

A1 
0.0035 g 

A2 
0.0039 g 

A3 
0.002 g 

A4 
0.0013 g 

A5 
0.4387 g 

A6 
0.0033 g 

A7 
0.0082 g 

A8 
0.0025 g 

Siliga Gel Column Chromatography (CC) 

Compound C3 
(24.6 mg) 

Compound C4 
(68.5 mg) 

Siliga Gel CC 

Crude chloroform extract of  
Clausena excavata (21 g) 

40% CHCl3/hexane 

4% EtOAc/hexane 

Biological testing 
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           Compound                                                                Syncytium assay 

                                                                          IC50 (M)        EC50 (M)    PTI (IC50/EC50) 

 

Clausenolide-1-ethylether                             5.48x10-4       3.44x10-5          16 

 

 

Clausenidin                                                    3.72x10-5       <1.2x10-5         >3.1 

 

 

O-methylmukonal                                         6.8x10-4         1.2x10-5             56.7 

   

 

Clauszoline-J                                                 5.41x10-5       3.42x10-5           1.6 

 

 

3-Formyl-2,7-dimethoxycarbazole              2.32x10-4       2.91x10-5          7.9 

 

 

AZT                                                                 >10-6            2.3X10-9          >430 

O

O

O

O

H

EtO

H
OH

O
H

O

N
H

CO2H

OCH3H3CO

N
H

CHO

H3CO OCH3

N
H

CHO

OCH3

OO O

OHO

H (trans)

H (cis)

Table Anti-HIV-1 activity of limonoid, coumarin and  
          carbazoles from C.excavata and AZT as determined by syncytium assay 

N

HN

O

O

CH3

O

N3

HO

 Ngmapong et al., Phytotherapy Research (2003), 17, 1101-3;2005  

Biological testing 
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Biological testing 

HIV-1 life cycle 
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Qualitative control (QC)  
of medicinal plant 
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Brain Storm 

The useful of isolated compound? 

 Drugs for treatment of disease 

 Marker compounds: To control 

    a quality of plant 
 ……………………     



220 S. ARUNRAT 
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Cases Study 

Q:  How will you isolate amyrin that can not  

      absorb UV at 254 and 366 nm and also using  

      Preparative TLC in cases to have a standard  
      compound?        

amyrin 

HO

H

C30H50O, mp. 197-200 oC 
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Q: The dichloromethane extract was separated on a SiO2  

     column chromatography to phenolate anion instead of 

     7-methoxy coumarin. Why and give some reason?     

O OH3CO O OHH3CO

7-methoxy coumarin phenolate anion
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Q: N-formylnornuciferine as an alkaloid exhibited cardiotic  

    activity and was isolated from the ethanol crude of  

    Tinospora crispa Mierr. or Boraped. 

 

    How will you plan your experiment to get more  

    N-formylnornuciferine from fractional column  
    chromatography? 

N

H3CO

H3CO
H

O

H

Z-
E-

7

N

H3CO

H3CO
H

H

O

N-formylnornuciferine
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Q: -Caryophyllene is one of the major constituents  

     of clove oil, Eugenia caryophylata.  

How do you extract of  

-caryophyllene from 

E.caryopylata? 

 -Caryophyllene  

C15H24, bp. 132-134 oC 

H

H


