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Abstract: 

Isolation of Stemona alkaloids from Stemona curtisii root extract using 
conventional and electrocoagulation (EC) methods gave the Stemona alkaloids; 
stemocurtisinol, oxyprotostemonine and stemocurtisine. Whereas, stemocurtisine and          
a new alkaloid, 6-hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine were obtained from the aerial extract 
using conventional method and stemocurtisine was only obtained by EC method.  
Isolation using EC method results in an increased yield of all alkaloids compared with 
conventional method. In addition, analysis of stemocurtisinol, oxyprotostemonine and 
stemocurtisine using LC/MS and MS/MS under optimal condition showed intense 
pseudomolecular ion [M+H]+ along with sodium adduct ion [M+Na]+ of stemocurtisinol at 
m/z 406 and 428, oxyprotostemonine at m/z 432 and 454 and stemocurtisine at m/z 
348 and 370. The characteristic of MS/MS fragmentation patterns were utilized for peak 
assignment of unkown alkaloid congeners. 

 
Keywords :  Stemona alkaloids, Electrocoagulation, Alkaloids Extraction 
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สรุปยอ (Executive summary) 
ปจจุบันเกษตรกรมีการใชสารเคมีหรือยาฆาแมลงในการกําจัดศัตรูพืชเปนจํานวนมาก 

สวนใหญแลวจัดเปนสารที่อันตรายทั้งสิ้น  และเมื่อมีการใชสารเคมีเหลาน้ีเปนเวลานานก็จะเกิด
การสะสมของสารพิษ  อันเนื่องมาจากการสูดดม หรือการดูดซึมผานผิวหนังเขาสูรางกาย  ซ่ึง
สงผลกระทบตอระบบสุขภาพเปนอยางมาก และระบบของรางกายท่ีไดรับผลกระทบโดยตรง 
ไดแก  ตับ ไต และระบบประสาท นอกจากน้ียังเกิดการตกคางของสารเคมีในสิ่งแวดลอม เชน 
ดิน นํ้า และอากาศ เปนตน ซ่ึงมีผลเสียตอระบบนิเวศตามมา  การใชพืชสมุนไพรในการกําจัด
แมลงศัตรูพืชจึงเปนอีกทางเลือกหน่ึง  ที่สามารถนํามาทดแทนการใชสารเคมีไดอยางมี
ประสิทธิภาพ  พืชสวนใหญจะเปนพืชในทองถิ่นสามารถปลูกและหาไดงาย  รวมทั้งมีความเปน
พิษตอสิ่งมีชีวิตและสภาพแวดลอมนอยกวาสารเคมี เน่ืองจากมีการสลายตัวไดรวดเร็ว และมี
คุณสมบัติในการเปนสารขับไลแมลงเปนสวนใหญ  หนอนตายหยาก(Stemona) เปนพืช
สมุนไพรชนิดหน่ึงที่มีการใชประโยชนกันอยางแพรหลาย ในประเทศไทยพบวามีหนอนตาย 
หยากหลากหลายสายพันธุ เชน Stemona aphylla Craib, Stemona burkillii Prain, Stemona 
collinsae Craib และ Stemona curtisii Hk.f. เปนตน  โดยเฉพาะสวนของรากจะมีสรรพคุณทาง
ยา และมีคุณสมบัติในการกําจัดแมลงศัตรูพืชที่เดนชัด  จากการศึกษาพบวา สารที่ออกฤทธิ์สวน
ใหญเปนสารประกอบพวกอัลคาลอยด  และอัลคาลอยดที่แยกไดจากหนอนตายหยากเรียกวา  
Stemona alkaloids ในปจจุบันการแยกสารสกัดจากธรรมชาติจะตองใชตัวทําละลายในปริมาณ
ที่มาก และตัวทําละลายสวนใหญคอนขางอันตราย มีความเปนพิษตอผูทดลองรวมถึงเปนพิษตอ
สิ่งแวดลอม ตอมาไดมีการประยุกตเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟาในการแยกสารสกัดจากพืช  
และพบวาเทคนิคน้ีสามารถแยกสารสกัดจากพืชได เชน สารกลุมกลัยโคไซด (glycoside) เชน 
stevioside  glycyrrhizic acid และ D-pinitol  เปนตน  สารฟนอลิค (phenolic compound) เชน 
แทนนิน ฟลาโวนอยด รวมถึงสามารถแยกสารพวกอัลคาลอยดได โดยใชตัวทําละลายใน
ปริมาณที่นอยกวา ซ่ึงเทคนิคน้ีอาจเปนอีกวิธีหน่ึงที่ชวยลดการใชสารเคมี โดยเฉพาะตัวทํา
ละลายอินทรียที่เปนพิษตอสิ่งแวดลอม ในงานวิจัยน้ีจึงไดทําการศึกษา และแยกสารพวกอัลคา
ลอยดจากหนอนตายหยากชนิด Stemona curtisii โดยใชการสกัดแบบด้ังเดิม (การสกัดดวยตัว
ทําละลาย) เปรียบเทียบกับเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา เพ่ือเปนแนวทางในการแยกสารสกัด
จากธรรมชาติที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอมตอไป  การวิเคราะหสารออกฤทธิ์โดยเทคนิค Mass 
spectrometry เพ่ือใชเปนโครมาโทแกรมมาตรฐานในการเปรียบเทียบชนิดของสารสกัดจาก
หนอนตายหยากพันธุตางๆ จึงเปนเรื่องที่นาสนใจ และจัดรวมอยูในการวิจัยคร้ังน้ี และเนื่องดวย
งานวิ จัย น้ีต องการศึกษารูปแบบการแตกตั วของน้ํ าห นักโมเลกุลของสารที่ สนใจ              
เทคนิค MS/MS จึงเหมาะสมที่จะนํามาประยุกตใช เน่ืองจากใชปริมาณตัวทําละลายและเวลาใน
การวิเคราะหหานํ้าหนักโมเลกุลของสารนอย สําหรับประโยชนในการศึกษาสารอัลคาลอยดโดย
เทคนิค MS/MS น้ีเพ่ือใชในการควบคุมคุณภาพสารออกฤทธิ์ใหไดมาตรฐานในการนําหนอน
ตายหยากไปใชเปนสารกําจัดศัตรูพืชของเกษตรกร  และชวยทําใหการตรวจสอบชนิดพันธุของ
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หนอนตายหยากและการวิเคราะหหาสารออกฤทธิ์ในกลุมอัลคาลอยดใชเวลารวดเร็ว และ
ประหยัดคาใชจายในการสกัดแยกสารบริสุทธิ์เพ่ือนํามาพิสูจนเอกลักษณของสารอีกดวย 

ในการแยกสารอัลคาลอยดจากรากและสวนเหนือดินของ Stemona surtisii โดยใช
เ ท ค นิ คท า ง โ ค ร ม า โ ท ก ร าฟ พบ ว า ส า ร อั ล ค า ล อ ย ด ที่ แ ย ก ไ ด คื อ  stemocurtisine 
oxyprotostemonine stemocurtisinol ซ่ึงพบในราก สําหรับสวนเหนือดินพบสาร 
stemocurtisine และ สารใหมคือ 6-Hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine   และเม่ือทําการ
วิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS และ MS-MS พบไอออนของสารอัลคาลอยดที่เดนชัด คือ 
pseudomolecular ion [M+H]+และ sodium adduct ion [M+Na]+ ของ oxyprotostemonine 
(M.W. = 431) ที่ m/z เทากับ 432 และ 454, stemocurtisine (M.W. = 347) ที่ m/z 348 และ 
370 และ stemocurtisinol (M.W. = 405) ที่ m/z 406 และ 428 ตามลําดับ และไดรูปแบบการ
แตกตัวของน้ําหนักโมเลกุลซ่ึงสามารถใชระบุตําแหนงของพีคซ่ึงเปนเอกลักลักษณเฉพาะของ
สารน้ันๆ  จากการทดลองประยุกตใชเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟาเพ่ือสกัดอัลคาลอยดจาก 
Stemona curtisii พบวาในสวนรากพบอัลคาลอยดทั้งสามชนิดคือ stemocurtisine 
oxyprotostemonine และ stemocurtisinol สําหรับสวนเหนือดินพบเพียงสารหลักคือ 
stemocurtisine อยางไรก็ตามเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟาสามารถสกัดอัลคาลอยดหลักจาก 
Stemona curtisii ไดปริมาณมากกวาการสกัดดวยตัวทําละลาย และการสกัดอัลคาลอยดดวย
เทคนิคน้ียังชวยลดการใชตัวทําละลายอินทรียและสารเคมีที่เปนอันตรายตอส่ิงแวดลอมไดอีก
ดวย 
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บทที่ 1 
บทนํา 

1.1 หนอนตายหยาก 
ชื่อวิทยาศาสตร : Stemona curtisii 
ชื่อวงศ : Stemonaceae 
ชื่อไทย : หนอนตายหยาก 
ชื่ออ่ืนๆ : โปงมดงาม ปงชาง รากลิง  กะเพียด  
 

 
 

รูปที่ 1.1 ตนหนอนตายหยาก (Stemona curtisii) 

1.1.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร  
หนอนตายหยาก (รูปที่ 1.1) เปนพืชใบเลี้ยงเด่ียว ประเภทไมเลื้อย พบไดตามสภาพปา

ทั่วไปในประเทศจีน ญ่ีปุน อินโดจีน มาเลเซีย ลาว และไทย หนอนตายหยากมีลําตนตั้งตรงสูง 
และจะเจริญเลื้อยพันสิ่งอ่ืนๆ ยาวไดถึง 2 เมตร ลําตนกลมมีสีเขียว มีขอและปลองเห็นไดชัดเจน 
รากมีลักษณะเปนรูปกระสวยอยูใตดินออกเปนกระจุกคลายกับกระชาย ใบเดี่ยวติดอยูกับลําตน 
แบบตรงขามหรือสลับกัน กานใบยาว ฐานใบกลมมน ปลายใบเรียวแหลมคลายใบพลู เสนใบมี
หลายเสนเรียงในแนวขนานกับขอบใบ[1]  ชวงฤดูแลงลําตนบนดินของหนอนตายหยากจะโทรม
เหลือแตเหงาและรากไวใตดิน  แตจะงอกใหมพรอมทั้งออกดอกในฤดูฝน  ดอกของหนอนตาย  
หยากจะเปนดอกเด่ียวออกที่ซอกใบ กลีบดอกดานนอกมีสีเขียว สวนดานในจะมีสีแดง 
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ในประเทศไทยพบหนอนตายหยากประมาณ 10 ชนิด ไดแก Stemona aphylla Craib, 
Stemona asperula J.J.Sm., Stemona burkillii Prain, Stemona collinsae Craib, Stemona 
curtisii Hk.f., Stemona griffithiana Kurz, Stemona hutanguriana W. sp. Nov., Stemona 
kerrii Craib, Stemona phyllantha Gagnep., Stemona tuberose Lour.[2] 

 
1.1.2 การใชประโยชนจากหนอนตายหยาก [1] 

 รากหนอนตายหยาก มีสรรพคุณทางยา ใชเปนสารกําจัดแมลงอยางไดผล โดยสารที่
ออกฤทธิ์สวนใหญที่พบ คือ stenine stemonine และ protostemonine จากการศึกษามีรายงาน
การใชประโยชนจากรากหนอนตายหยากในหลายประเทศ เชน ประเทศในแถบอินโดจีนใชเปน
ยารักษาวัณโรคปอด และโรคเจ็บหนาอก แกผิวหนังเปนตุมหนอง มีการนํามาตมเปนนํ้า
สมุนไพรเพ่ือบํารุงกําลังและรักษาโรค นอกจากนี้ยังมีรายงานวาประเทศจีนใชรากแชเหลาเปน
ยาแกไอและขับเสมหะ ยาขับใหผายลม ยาขับพยาธิ และใชเปนสารกําจัดแมลง ในประเทศลาวมี
การใชหนอนตายหยากในการกําจัดปรสิตภายนอกรางกาย เชน หมัด และเหา และในประเทศ
พมาใชเปนสารฆาแมลง เหา หนอน และทําลายหิด เปนตน 

สําหรับในประเทศไทย  
-  ที่จังหวัดจันทบุรี ชาวสวนพริกไทยใชหนอนตายหยากไลแมลงในสวนพริกไทย โดย

นํารากหนอนตายหยากมาตําใหละเอียดแลวแชในน้ํามันมะพราวใชฉีดไลแมลง  
-  ที่จังหวัดพัทลุง ชาวเกาะสี่ เกาะหา ใชหนอนตายหยาก S. curtisii Hook.f. ฆาหนอน

ใน วัว โค กระบือ เปนตน โดยนํารากหนอนตายหยากมาตําแลวใสปูนขาว จากน้ันยัดเขาไปในรู
แผลเนาเปอยที่มีหนอนในวัว กระบือ จะทําใหหนอนตายและแผลหาย  

-  ชาวบานตํารากหนอนตายหยากผสมน้ํามันพืช ใสผมเพ่ือฆาเหาและทาหิด และทุบ
รากหนอนตายหยากวางบนปากไหปลาราปองกันหนอนขึ้น  

-  ทางดานปศุสัตวเกษตรกรจะใชรากหนอนตายหยากตําละลายน้ําหยอดใสแผลโคและ
กระบือที่มีหนอนแมลงวันไชอยูจะสามารถฆาหนอนได  

 
1.1.3 อัลคาลอยดจากหนอนตายหยาก (Stemona alkaloids) [3, 4] 
ปจจุบันสามารถแยกอัลคาลอยดจากหนอนตายหยาก (Stemona alkaloids) ไดมากกวา 

50 ชนิด ซ่ึงหนอนตายหยากในแตละสายพันธุจะพบกลุมสารอัลคาลอยดไดแตกตางกันไป จาก
การรายงานของ Pilli [3] ไดทําการแบงประเภทของ Stemona alkaloids ออกเปน 8 กลุม คือ 
กลุมที่มีโครงสรางหลักเปน pyrrolo[1,2-a]azepine nucleus (1) ซ่ึงลักษณะโครงสรางเปนแบบ 
bicyclic ของวง 7 เหลี่ยมกับวง 5 เหลี่ยม มี 6 กลุม ไดแก stenine (I) stemonamine (II)  
tuberostemospironine (III)  stemoamide (IV)  parvistemoline (V) และ stemofoline (VI)  อัล
คาลอยดกลุมที่มีโครงสรางหลักเปน pyrido[1,2-a]azepine nucleus (2) ซ่ึงลักษณะโครงสราง
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เปนแบบ bicyclic ของวง 7 เหลี่ยมกับวง 6 เหลี่ยม มี 1 กลุม ไดแก stemocurtisine (VII)  และ
กลุม miscellaneous (VIII) แสดงดังรูปที่ 1.2 และ 1.3 

 

 
 
รูปที่ 1.2 โครงสราง pyrrolo[1,2-a]azepine nucleus(1) และ pyrido[1,2-a]azepine nucleus(2) 

 

   
stenine (I)  stemonamine (II)  tuberostemospironine (III) 

 

                 
stemoamide (IV) parvistemoline (V)  stemofoline (VI) stemocurtisine (VII) 

 
รูปที่ 1.3 โครงสรางหลักของอัลคาลอยดจากหนอนตายหยาก (Stemona alkaloids) 

 
หนอนตายหยาก วงศ Stemonaceae ไดมีการศึกษาหาองคประกอบทางเคมีกันอยาง

แพรหลายและสารที่พบสวนใหญจะเปน Stemona alkaloids แสดงดังตาราง 1.1 และรูป 1.4 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



4 
 

ตารางที่ 1.1 ตัวอยาง Stemona alkaloids ที่แยกไดจากหนอนตายหยาก (Stemonaceae)[3] 
Stemonaceae species Stemona alkaloids 
S. tuberosa Stenine

Tuberostemonine 
Tuberostemonol 
Didehydrotuberostemonine 
Neotuberostemonine 
Stemoamide 
Tuberostemospironine 
Tuberostemoamide 

S. japonica Stemonine
Bisdehydroneostemonine 
Stemospironine 
Stemonidine 
Protostemonine 
Stemonamide 

      Stemofoline 
S. parviflora Parvistemoline

Parvistemonine 
Didehydroparvistemonine 
Oxystemofoline 
Parvistemoninine 
Parvistemoninol 

S. sessilifolia Tuberostemonine
Stemoninine 
Protostemotinine 

Stemona sp. Protostemonine
Stemoninine 
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stenine    tuberostemonine       stemonamide 

      
bisdehydroneostemonine  stemoamide    tuberostemospironine 

 

     
parvistemoninol              protostemonine 

 
รูปที่ 1.4 โครงสรางของอัลคาลอยดจากหนอนตายหยาก (Stemona alkaloids) บางชนิด 

 
1.2 เทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา (Electrocoagulation) 

การจับกอนดวยไฟฟา (electrocoagulation) เปนเทคนิคไฟฟาเคมีชนิดอิเล็กโทรลิซิส
(electrolysis) ซ่ึงตองอาศัยพลังงานไฟฟาจากภายนอกในกระบวนการเกิดปฏิกิริยาหรือการ
เปลี่ยนแปลงทางเคมี  โดยสวนประกอบที่สําคัญในการเกิดปฏิกิริยา คือ แหลงใหพลังงานไฟฟา 
ขั้วไฟฟาหรืออิเล็กโทรดสองขั้ว ไดแก ขั้วแอโนด(anode) ขั้วแคโทด(cathode) และสารละลาย  
อิเล็กโทรไลต  เม่ือประกอบสวนตางๆ เขาดวยกันจะเรียกวา เซลลอิเล็กโทรลิติก (electrolytic 
cell) โดยที่ขั้วแอโนดจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน และที่ขั้วแคโทดจะเกิดปฏิกิริยารีดักชัน[5] 

การจับกอน (coagulation) เปนการทําใหสารแขวนลอยที่มีประจุกลายเปนสารที่ไมมี
ประจุหรือมีประจุเปนกลาง  ซ่ึงสารแขวนลอยในสารละลายจะชนกับประจุตรงกันขาม (counter 
ions) แลวจับตัวกันเปนกอนและตกตะกอนลงมา โดยใชสารกอการจับกอน (coagulant) เชน 
สารสม (alum) [Al2(SO4)3K2SO4.24H2O] ซ่ึงเปนสารเคมีที่นิยมใชมานานแลว สวนกลไกการ
ตกตะกอนจะเริ่มจากการลดลงของประจุที่ผิวอนุภาคคอลลอยด  ทําใหอนุภาคตางๆเขาใกลกัน
ไดมากขึ้น  และมากพอที่จะเกิดแรงดึงดูดชนิดแวนเดอรวาลส (van der Waal’s force) จน
สามารถรวมกันเปนกอนและตกตะกอนออกมาได [6] 



6 
 

การจับกอนดวยไฟฟา (electrocoagulation) เปนการผานไฟฟากระแสตรงเขาไปยัง
ขั้วไฟฟาสองขั้วที่จัดไวขนานกัน คือ ขั้วแอโนด และข้ัวแคโทด โดยที่ขั้วไฟฟาทั้งสองจุมอยูใน
สารละลาย ซ่ึงการจัดอุปกรณการจับกอนดวยไฟฟาแสดงดังรูปที่ 1.5 ในการผานไฟฟา
กระแสตรงไปยังขั้วไฟฟาจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน และเกิดการปลดปลอยอิเล็กตรอนที่
ขั้วแอโนด การจับกอนจะเกิดขึ้นที่ขั้วแอโนดโดยประจุที่เกิดขึ้นจะถูกแยกออกจากสารละลายโดย
การเกิดปฏิกิริยากับไอออนท่ีมีประจุตรงกันขาม  และเกิดปฏิกิริยากับไฮดรอกไซดของโลหะที่
เกิดขึ้น  ซ่ึงตะกอนของโลหะไฮดรอกไซดที่เกิดขึ้นน้ีสามารถกําจัดโมเลกุลของเม็ดสีได 
นอกจากนี้การผานกระแสไฟฟาในเฟสของเหลว  ยังสงเสริมใหอนุภาคแขวนลอยขนาดเล็กมี
การเคลื่อนไหวมากยิ่งขึ้นเปนการเพ่ิมโอกาสการชนกันของอนุภาค  ขั้วไฟฟาที่ใชสวนมากจะทํา
จากเหล็กหรืออลูมิเนียม เน่ืองจากเปนวัสดุที่หางาย และมีราคาถูก  

 

 
 

รูปที่ 1.5 อุปกรณการจับกอนดวยไฟฟา 

1.2.1 ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนในกระบวนการจับกอนดวยไฟฟา[5, 6, 7] 
กลไกของการจับกอนดวยไฟฟา โดยสวนใหญขึ้นอยูกับหลายปจจัยดวยกัน เชน  pH

ขนาดของอนุภาค หมูฟงกชัน (functional group)  และขนาดของโมเลกุลของสาร เปนตน และ
ประสิทธิภาพของการจับกอนดวยไฟฟาจะขึ้นอยูกับชนิดของโลหะที่ใชเปนอิเล็กโทรด สวนใหญ
นิยมใชอลูมิเนียมและเหล็ก นอกจากน้ียังตองใชอิเล็กโทรไลตเสริมเพ่ือใหการจับกอนมี
ประสิทธิภาพมากขึ้น  ในระหวางการทําอิเล็กโทรลิซิสจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่ขั้วแอโนด
และจะเกิดปฏิกิริยารีดักชันที่ขั้วแคโทด  ดังนั้นในที่น้ีจึงขอกลาวถึงปฏิกิริยาที่ใชอะลูมิเนียมและ
เหล็กเปนอิเล็กโทรดเทาน้ัน 
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(1)  ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนเม่ือใชอลูมิเนียมเปนอิเล็กโทรด 

ขั้วแอโนด ที่ pH ต่ําๆ จะให Al3+ หรือ Al(OH)2+  และที่ pH ที่เหมาะสมจะเปลี่ยนไปอยู
ในรูป Al(OH)3 และสุดทายจะเกิดการ polymerize ไดเปน Aln(OH)3n แสดงปฏิกิริยาไดดังน้ี 

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน ที่ขั้วแอโนด 

 
ปฏิกิริยารีดักชัน ที่ขั้วแคโทด 

 
ปฏิกิริยารวม 

 

อลูมิเนียมไฮดรอกไซด [Al(OH)3] ที่เกิดขึ้น มีลักษณะเปนเจล สามารถดูดซับโมเลกุล
ตางๆใหแยกตัวออกมาจากสารละลายโดยการตกตะกอนออกมาพรอมกัน บางครั้งอลูมิเนียม
ไอออน (Al3+) ที่เกิดขึ้นจากขั้วแอโนดอาจเขาจับกับไอออนลบ เชน สารประกอบฟนอลิค
(phenolic compounds, Ar-OH) ทําใหเกิดการตกตะกอนออกจากสารละลายในรูปของเกลือที่ไม
ละลายน้ํา เชน อลูมิเนียมไตรฟนอเลต [aluminium triphenolate, Al(OAr)3] ซ่ึงมีกลไกการเกิด
ดังน้ี 

1.  อลูมิเนียมไอออน (Al3+) จากขั้วแอโนดจะทําปฏิกิริยากับไฮดรอกไซดไอออน (OH-) 
ที่ไดจากขั้วแคโทดเกิดเปนอลูมิเนียมไฮดรอกไซด (Al(OH)3) ดังสมการ (5) 

 

 
 
อลูมิเนียมไฮดรอกไซด (Al(OH)3) มีลักษณะเปนเจล (gelatin) ทําหนาที่เปนตัวดูดซับ

(adsorbent) หรือเปนตัวชวยในการตกตะกอน (co-precipitation) ที่สามารถดูดซับโมเลกุลขนาด
ใหญ เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต ไฮโดรคารบอนสายยาว และสารประกอบฟนอลิค ไดแก            
แทนนิน (tannin) แซนโธน (xanthone) ฟลาโวนอยด (flavonoid) และแอนทราควิโนน 
(antraquinone) เกิดเปนกอนตะกอน (coagulum) แสดงดังสมการ (6) แตจะไมดูดซับโมเลกุล
ขนาดเล็ก เชน นํ้าตาล และแอลกอฮอล เปนตน  
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2.  อลูมิเนียมไอออน (Al3+)  สามารถที่จะทําปฏิกิริยาโดยตรงกับสารประกอบฟนอลิค

จะเกิดเปนอลูมิเนียมไตรฟนอเลต เปนเกลือที่ไมละลายน้ํา (insoluble salt) ซ่ึงสามารถเกิดได
เร็วและดีกวาการดูดซับดวยเจลของอลูมิเนียมไฮดรอกไซด ดังสมการ (7)  

 
 
ในโมเลกุลที่มีหมูไฮดรอกซีที่ ตําแหนง 1,2- และ 1,2,3-  เชน ในโมเลกุลของแทนนิน 

ฟลาโวนอยดบางชนิด และสารประกอบแอนทราควิโนน การตกตะกอนจะเกิดไดดีเพราะมีหมู 
ไฮดรอกซี (-OH) อยูใกลกัน ทําใหเกิดปฏิกิริยากับอะลูมิเนียมไอออนไดดี  แสดงดังรูปที่ 1.6 
สวนโมเลกุลของสารประกอบฟนอลิคที่มีหมูไฮดรอกซีที่ตําแหนง 1- 1,3- 1,4 หรือ 1,3,5- เชน 
ใน           ฟนอล และฟลาโวนอยด  การตกตะกอนจะเกิดไดนอยกวา 

 

 
 

รูปที่ 1.6 แสดงการเกิดปฏิกิริยาของอลูมิเนียมไอออนกับโมเลกุลที่มีหมูไฮดรอกซีอยูใกลกัน 
 
สารละลายท่ีประกอบดวยสารประกอบฟนอลิคโมเลกุลขนาดเล็ก จะเกิดการดูดซับ 

(adsorption) ไดนอยกวาโมเลกุลขนาดใหญ  เพราะอาจลอดรางแหของอลูมิเนียมไฮดรอกไซด
ได  สวนสารโมเลกุลขนาดใหญจะเกิดการดูดซับไดเร็วขึ้น  เน่ืองจากโมเลกุลไปติดรางแหของ
อลูมิเนียมไฮดรอกไซดไดดี 
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อยางไรก็ตามไอออนอ่ืนๆ เชน Al(OH)2+, Al2(OH)24+ และ Al(OH)4- ก็อาจเกิดขึ้นใน
ระบบไดขึ้นอยูกับ pH ของสารละลายตัวกลางน้ันๆ นอกจากน้ียังพบวาสภาวะที่เหมาะสม ประจุ
จะเปลี่ยนไปอยูในรูป multimeric hydroxo Al3+ species ตัวอยางโครงสรางของ dimeric และ 
polymeric Al3+ hydroxo complexes แสดงดังรูปที่ 1.7 

 

 

รูปที่ 1.7 โครงสราง dimeric และ polymeric Al3+ hydroxo complexes (1) และ (2) ตามลําดับ 
 
สารเชิงซอนเหลาน้ี (hydroxo cationic complexes) มีลักษณะเปนเจล ที่สามารถกําจัด

สิ่งสกปรก โดยการดูดซับสิ่งสกปรกนั้นๆ  แลวเปลี่ยนใหมีประจุเปนกลางและจับยึดกันไว
(enmeshment) จนเกิดการตกตะกอน 

 
(2)  ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนเม่ือใชเหล็กเปนอิเล็กโทรด[8] 

เม่ือใชเหล็กเปนอิเล็กโทรด เหล็กจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ใหเหล็กไฮดรอกไซด และ 
Fe(OH)n เม่ือ n=2 หรือ 3 โดยมีกลไกในการเกิดปฏิกิริยาได 2 แบบ คือ 

กลไกที่ 1 
แอโนด : 

    

 
 

แคโทด : 

 
ปฏิกิริยารวม : 
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กลไกที่ 2 
แอโนด : 

        

แคโทด : 

     
 

ปฏิกิริยารวม : 

 

Fe(OH)n ที่ไดจะอยูในรูปสารแขวนลอยท่ีเปนเจล  สามารถกําจัดส่ิงสกปรกในน้ําเสีย
โดยการเกิดเปนสารประกอบเชิงซอน หรืออาจเกิดแรงดึงดูดทางไฟฟาแลวเกิดการตกตะกอน 

บนพ้ืนผิวของสารประกอบเชิงซอน  โดยที่สิ่งสกปรกจะเปรียบเสมือนลิแกนด (L) ที่จับ
กับ hydrous iron ในเชิงเคมี ดังสมการ  

 

 
แก็สไฮโดรเจน(H2) ที่เกิดจากปฏิกิริยารีดอกซ อาจทําใหสารอินทรียหรือสารแขวนลอย

ตางๆถูกแยกออกไป แตไอออนของ Fe3+ อาจจะเกิด hydration ไดและในสภาวะที่เปนกรด
อาจจะมี Fe(OH)2+  Fe(OH)+2 และ Fe(OH)3 เกิดขึ้นได ดังสมการ 

 

ในสภาวะที่เปนเบสอาจจะมี Fe(OH)-6 และ Fe(OH)-4 เกิดขึ้น จะเห็นไดวาเม่ือใชเหล็ก
เปนขั้วไฟฟาอาจมีไอออนที่เปนทั้งประจุบวกและประจุลบเกิดขึ้น  
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1.2.2  ขอดีและขอจํากัดของเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา[8] 
ขอดีของเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 

1. เทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา ใชอุปกรณที่งายและมีวิธีการที่ไมยุงยากซับซอน 
2. ขยะที่ไดจากกระบวนการ EC จับกันเปนกอนและดึงออกจากชั้นน้ําไดงาย เพราะ

ประกอบดวยออกไซด และไฮดรอกไซดของโลหะ 
3. ตะกอนที่ไดจากกระบวนการ EC มีขนาดคอนขางใหญ เสถียร สามารถแยกออกมาได

งายดวยวิธีการกรอง 
4. กระบวนการ EC สามารถกําจัดอนุภาคคอลลอยดขนาดเล็กๆได เพราะมีการใช

สนามไฟฟาทําใหเกิดการตกตะกอนอยางรวดเร็ว 
5. กระบวนการ EC ไมมีการใชสารเคมีที่เปนอันตราย จึงไมสรางปญหาการกําจัดสารเคมี  

สวนเกินที่เหลือทิ้งและไมกอใหเกิดปญหาสิ่งแวดลอมตามมา  

ขอจํากัดของเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 
1. ขั้วอิเล็กโทรดสามารถละลายลงไปในน้ําได จึงตองมีการเปลี่ยนอิเล็กโทรดใหม 
2. อาจเกิดฟลมของออกไซดที่ของเหลวไมสามารถซึมผานไดขึ้นบริเวณขั้วแคโทด ทําให

ประสิทธิภาพของระบบลดลง 
3. การใชไฟฟา มีราคาคอนขางแพง สิ้นเปลืองพลังงาน 
4. สารละลายที่ใชตองนําไฟฟาได 
5. ไฮดรอกไซดที่เปนเจลอาจจะละลายไดในบางกรณี 

 
1.3   การวิเคราะหโดยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ 

โครมาโทกราฟของเหลวควบคูกับแมสสเปกโทรเมทรี (liquid chromatography-mass 
spectrometry; LC-MS)   เปนเทคนิคที่นิยมใชและมีประสิทธิภาพมากกวาการวิเคราะหดวย  
โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงที่ใชหัววัดสัญญาณทั่วๆไป เน่ืองจากไดผลลัพธทั้งไอออน
โครมาโทแกรมทั้งหมด (total ion chromatogram; TIC) และแมสสเปกตรัม สามารถใชในการ
วิเคราะหสารท่ีสลายตัวดวยความรอน สารไมระเหย หรือ มีนํ้าหนักโมเลกุลมาก และสารที่ไม
สามารถวิเคราะหไดโดยเทคนิคแกสโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรเมทรี (gas chromatography-
mass spectrometry; GC-MS) ซึ่งสารบางชนิดจะตองมีการเตรียมเปนสารอนุพันธกอนการ
วิเคราะห  

การเชื่อมตอโครมาโทกราฟของเหลวกับแมสสเปกโทรมิเตอร จะมีความแตกตางอยาง
มากกับเทคนิค GC-MS เน่ืองจากสถานะตัวอยางที่แยกไดโดยเทคนิค LC ยังเปนของเหลวที่ไม
ระเหยกลายเปนไอได ในขณะที่ระบบแมสสเปกโทรเมทรีวัดสารที่อยูในสถานะแกส (gas 
phase) ฉะน้ันจึงดองมีการเปลี่ยนโมเลกุลของสารใหอยูในรูปของ gas phase ion แลววัดคา
มวลตอประจุ (m/z) ได นอกจากนี้เทคนิคการแยกสารโดย LC มีการใชตัวทําละลาย
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คอนขางมาก ion source ชนิด EI และ CI ที่ใชในเทคนิค GC-MS ไมสามารถใชได ดังนั้น
อุปกรณที่เปนสวนเช่ือมทั้งสองระบบเขาดวยกัน ซ่ึงเรียกวา interface น้ัน ซ่ึงมีหนาที่ คือ สวน
เชื่อม LC กับ MS และเปนแหลงกําเนิดไอออน (ionization source) ไดแก electrospray 
ionization (ESI), atmospheric pressure chemical ionization (APCI) เปนตน ผลลัพธที่ไดจาก
เคร่ือง LC-MS แสดงดังรูป 1.8 

Electrospray ionization (ESI) เปน ion source ที่ใชไดดีกับสารที่เกิดการแตกตัวไดดี 
(ionizable species) หรือสารที่มีสภาพขั้ว (polar compound) เชน สารประกอบที่มี 
heteroatom เปนองคประกอบ สารที่จะวิเคราะหไดน้ันจะตองเกิดการเหน่ียวนําใหมีประจุได 
ไอออนท่ีเกิดขึ้นอยูในสารละลาย โดยปจจัยที่ทําใหเกิดการไอออไนเซชันนั้นพิจารณาจากสมบัติ
ทางเคมีของสารละลายที่สําคัญ ไดแก คา pKa หรือ pKb ของสารที่สนใจและpH ของสารละลาย 
เปนตน  

 
 

รูปที่  1.8 โครมาโทแกรมและแมสสเปกตรัมที่ไดจาก LC-MS 
 
 สวนประกอบของระบบ ESI ซ่ึงมีทั้งแบบ linear (sample inlet อยูในแนวเดียวกับทิศ
ทางการเขาของไอออนไปยัง MS) และ orthogonal (sample inlet อยูในแนวตั้งฉากกับทิศ
ทางการเขาของไอออนไปยัง MS) แสดงดังรูป 1.9 ซ่ึงแบบ orthogonal มีขอเดน คือ ชวยกําจัด
สารปนเปอนที่หนักและมีขนาดใหญบางสวนออกไปจากระบบ MS ไดดีกวาแบบ linear 
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Linear ESI type Orthogonal ESI type 
 

รูปที่ 1.9 สวนประกอบของ ESI แบบตางๆ (ที่มา: Courtesy of Agilent Technologies) 

 
กระบวนการเกิดไอออไนเซชันของทั้งสองแบบมีลักษณะเหมือนกัน กลาวคือ  เม่ือ

สารละลายตัวอยางที่แยกมาจาก LC แลวผานมายัง nebulizer ก็ถูกพนใหเปนหยดละอองขนาด
เล็ก เม่ือใหศักยไฟฟาที่ capillary แลวจะทําใหเกิดสนามไฟฟาซ่ึงไปเหนี่ยวนําใหหยดละอองเกิด
การประจุ (charged droplet) แลวเกิดการไอออไนเซชันใหไอออนที่มีทั้งประจุบวกและประจุลบ
อยูภายใน ตอนเริ่มตนหยดละอองที่มีไอออนที่มีประจุอยูภายในจะมีขนาดใหญเพราะยังมี              
วัฏภาคเคลื่อนที่อยูมาก หลังจากน้ันก็จะมีขนาดเล็กลงเรื่อยๆเนื่องจากมีการระเหยของ           
ตัวทําละลายที่เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ออกไปโดยแกสรอน ซ่ึงมักนิยมใชแกสไนโตรเจน ทําให
ไอออนที่มีประจุที่อยูภายในหยดละอองยิ่งอัดกันแนน โดยหยดละอองมีลักษณะที่เรียกวา Taylor 
cone ดังรูป 1.10 ไอออนที่มีประจุเหมือนกันจะเขามาใกลกันมากขึ้น ทําใหมีแรงผลักกันมาก
เปนผลใหหยดละอองขนาดเล็กแตกออกไดไอออนเด่ียวๆที่มีประจุ (singly charged ion) ทั้ง
ประจุบวกและประจุลบเกิดขึ้นที่ความดันบรรยายกาศ ซ่ึงเปนผลมาจากแรงผลักกันเนื่องจาก
ประจุไฟฟาที่เหมือนกัน (coulombic force) มากกวาแรงตึงผิวของตัวทําละลาย (surface 
tension force) ที่จะโอบอุมไอออนที่มีประจุไวได ไอออนที่มีประจุบวกหรือลบที่จะผานเขาไปใน 
MS ไดน้ันก็ขึ้นกับศักยไฟฟาที่ใหกับ capillary วาเปนบวกหรือลบ ถาศักยไฟฟาที่ใหกับ 
capillary เปนบวกไอออนที่มีประจุลบก็จะเตลื่อนที่ผานเขาไปใน MS ซ่ึงเรียกการวิเคราะหแบบ
น้ีวา negative ESI หากศักยไฟฟาที่ใหกับ capillary เปนลบไอออนที่มีประจุบวกก็จะเตลื่อนที่
ผานเขาไปใน MS ซ่ึงเรียกการวิเคราะหแบบน้ีวา positive ESI  
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รูปที่ 1.10  กระบวนการเกดิไอออไนเซชันของระบบ ESI 

  
แมสสเปกตรัมที่ไดจากการใช ES เปน ion source มักพบ pseudomolecular ion เชน 

[M-H]-, [M+H]+ เปน base peak หรืออาจพบ adduct ions อ่ืนๆ เชน [M+Na]+, [M+NH4]+ใน
กรณี positive ESI-mode ทั้งน้ีขึ้นอยูกับคุณภาพของตัวทําละลายที่ใชเปนเฟสเคลื่อนที่ ตัวอยาง
แมสสเปกตรัมของ Bilobalide (M.W. = 326) ดังรูป 1.11 ซ่ึงพบ [M+H]+ , [M+NH4]+ และ 
[M+Na]+ ที่ m/z เทากับ 327, 344 และ 349 ตามลําดับ 
  

 m/z 
 

รูปที่ 1.11  แมสสเปกตรัมของสารประกอบ Bilobalide 
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บทที่ 2 
ตัวอยางงานวิจัยและเอกสารที่เก่ียวของ 

 
ในป ค.ศ. 2003 –2005   มีรายงานเกี่ยวกับการศึกษาหาสารอัลคาลอยดจาก S. curtisii  

โดยใชวิธีการสกัดดวย 95%เอทานอล และนําสารละลายที่ไดไประเหยเอาตัวทําละลายออกจน
ไดเปนสารสกัดหยาบ  นําสารสกัดหยาบท่ีไดไปละลายดวยตัวทําละลายผสมน้ําและเมทานอล
และนําไปสกัดแบบลําดับสวนกับไดคลอโรมีเทนหรือคลอโรฟอรม และทําใหเปนสารสกัด
หยาบอัลคาลอยดดวยสารละลายเจือจางกรดไฮโดรคลอริกและเบส เชน สารละลายแอมโมเนีย
มไฮดรอกไซด จากน้ันจึงนําสารสกัดหยาบท่ีไดไปแยกใหบริสุทธิ์ดวยเทคนิคทางโครมา-             
โทรกราฟและศึกษาโครงสรางโดยใชเทคนิคทางสเปกโตรสโคป เชน NMR, IR และ MS พบ
สารอัลคาลอยดชนิดใหม ซ่ึงมีโครงสราง เปนแบบ Pyrido [1,2-a] azepine และเปนโครงสราง
แบบใหมของกลุม Stemona alkaloids  รวมทั้งสารอัลคาลอยดชนิดใหมอ่ืนๆ ในกลุม Pyrrolo 
[1,2-a]azepine และ Stemofoline  จากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของอัลคาลอยดบางชนิด
จาก S. curtisii  พบวามีฤทธิ์กําจัดลูกนํ้ายุงกนปลองและฤทธิ์ยับยั้งการกินอาหารหนอนกระทูผัก
อีกดวย [9 ,10, 11] ตอมาในป 2010 Chaiyong[12] และคณะ รายงานวาสามารถแยก 
stemocurtisine N-oxide และ 1-hydroxyprotostemonine จากรากหนอนตายหยากชนิด              
S. curtisii ไดและสารอัลคาลอยดตัวหลัก คือ  stemocurtisine, stemocurtisinol และ 
oxyprotostemonine  ซ่ึงโครงสรางอัลคาลอยดบางชนิดที่พบในรากหนอนตายหยากชนิด                
S. curtisii แสดงดังรูปที่ 2.1  จากการรายงานการศึกษาหาอัลคาลอยดจากหนอนตายหยาก
วิธีการสกัดดังกลาวพบวาตองทําการสกัดหลายขั้นตอนและตองใชตัวทําละลายอินทรียปริมาณ
มากในการกําจัดแยกสวนที่ไมตองการดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟ ซ่ึงทําใหสิ้นเปลืองและ
เปนพิษตอสิ่งแวดลอม ทั้งนี้การสกัดหลายตอนเพื่อใหไดสารบริสุทธิ์มีผลทําใหไดอัลคาลอยด
บางชนิดซ่ึงมีปริมาณนอยในธรรมชาติ ยิ่งมีปริมาณนอยลงไปจากการสูญเสียในการทําสารให
บริสุทธิ์ในแตละขั้นตอน  ดังนั้นการทดลองหาวิธีการสกัดรูปแบบใหมเพ่ือใหไดสารบริสุทธิ์ใน
ปริมาณที่มากขึ้นและลดขั้นตอนในการทําสารใหบริสุทธิ์อีกทั้งชวยลดปริมาณการใชตัวทําละลาย
อินทรียได จึงเปนเรื่องที่นาศึกษา    

จากการคนควางานวิจัยที่ผานมา พบวาเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟาเปนเทคนิคหน่ึงที่
นาสนใจในการนํามาประยุกตใชแยกสารอัลลคาลอยดจากหนอนตายหยาก เน่ืองจากเปนเทคนิค
ที่สามารถแยกเอาสิ่งเจือปน เชนสี และคลอโรฟลลออกไปได ทําใหลดขั้นตอนในการแยกสาร
บริสุทธิ์และลดการใชตัวทําลายอินทรีย  โดยเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟาเร่ิมแรกในป ค.ศ. 
1978 ไดมีการประยุกตใชเทคนิคน้ีกําจัดเอาสารคลอโรฟลลออกจากสารสกัดจากหญาหวานเพ่ือ
ทําการสกัดแยกเอาสารใหความหวานจําพวก Glycoside (stevioside) ในใบหญาหวานตอไป 
หลังจากน้ัน Adduci และ คณะ ไดนําเทคนิคน้ีมาพัฒนาใชตอในการแยก steoside จากหญา
หวานพบวาไดปริมาณ steoside 8-10% และมีความบริสุทธิ์ 70-80% [13]   ตอมาไดมีการพัฒนา
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นําเทคนิคน้ีมาใชในการสกัดสารธรรมชาติ  สําหรับประเทศไทย ดวงและคณะ [13-17]                    
ไดทําการศึกษาและพัฒนาเทคนิคน้ีในการแยกสารธรรมชาติหลายประเภท เชน สารสีจากพืช 
สารประกอบฟนอลิก และแทนนิน และ สารจําพวก quinone เชน naphthoquinone 
(plumbagin) และ anthraquinones (alizarin, purpurin, chrysazin, emodin, and anthrarufin)  
นอกจากน้ีเทคนิคน้ียังมีการนํามาประยุกตในการใชแยกสารอัลคาลอยดทั้งชนิดที่ละลายน้ําได 
เชน caffeine, nicotine, arecoline  และละลายน้ําไมได เชน capsaicin, dihydrocapsaicin, 
reserpine, ajmaline, และ solasodine เปนตน ดังน้ันจึงมีความเปนไปไดที่สารอัลคาลอยดจาก
หนอนตายหยากซึ่งสวนใหญไมละลายน้ําจะสามารถทําการสกัดแยกไดดวยวิธีการจับกอนดวย
ไฟฟา 

นอกจากนี้ไดมีการประยุกตใชเทคนิค HPLC/ESI-MS และ MS-MS และ เทคนิค 
HPLC-DAD-ELSD ในการวิเคราะหหา Stemona alkaloids บางชนิด จาก S. tuberosa,                
S. japonica และ S. sessilifolia [18, 19]  ซ่ึงผลที่ไดน้ีสามารถนําไปใชประโยชนในการชวยจําแนก 
species ของหนอนตายหยาก 

   
stemocurtisinol oxyprotostemonine 

   
stemocurtisine  stemokerrine   

   
oxystemokerrin    oxystemokerrin N-oxide   

    
stemocurtisine N-oxide   1-hydroxyprotostemonine 

รูปที่  2.1 โครงสรางอัลคาลอยดบางชนิดที่พบในรากหนอนตายหยากชนิด Stemona curtisii 
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บทที่ 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1  การสกัดอัลคาลอยดจากสวนของรากหนอนตายหยากชนิด S. curtisii 
  3.1.1 เทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 
   3.1.1.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 
 ชั่งสารสกัดหยาบเอธานอล จํานวน 10.00 g ละลายดวยเอธานอล 85 % ปริมาตร  200 
ml จากน้ันกรองเอากากของแข็งออก และเติมสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด เขมขน 0.2% ลง
ไป เพ่ือชวยเพิ่มคาการนําไฟฟา และทําการใหกระแสไฟฟานาน 2 ชั่วโมง (โดยใหกระแสไฟฟา 
3 A, ศักยไฟฟา 31.6 V) ใชแผนอลูมิเนียม ขนาดกวาง 5.0 cm ยาว 15.0 cm เปนอิเล็กโทรด 
เวนชองวางระหวางอิเล็กโทรด 1.5 cm และในระหวางที่ทําการใหไฟฟาทุกๆ 15 นาที ปเปต
สารละลายออกมา 5.00 ml ใสในหลอดทดลอง และระหวางที่ทําการใหไฟฟา ควรเฝาระวังไมให
สารละลายรอนจนเกินไป เพราะอาจทําใหสารเกิดการสลายตัวได  จากน้ันนําสารละลายที่เก็บไว
ไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 5500 rpm นาน 1 ชั่วโมง และดูดสารละลายใสเก็บไว
หามไมใหมีสารแขวนลอยเจือปน นําสารละลายใสที่ไดไปทําการเจือจาง 100 เทา แลวนําไปวัด
หาคาความยาวคลื่นสูงสุด (λmax) และวัดคาการดูดกลืนแสงเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสม  โดยใช
เคร่ืองอัลตราไวโอเลต-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร   

3.1.1.2 การสกัดสารอัลคาลอยดดวยวิธีการจับกอนดวยไฟฟา 
  ชั่งสารสกัดหยาบเอธานอล จํานวน 40.13 g ละลายดวยเอธานอล 85 % ปริมาตร  800 ml
จากน้ันกรองเอากากของแข็งออก และเติมสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด เขมขน 0.2% ลงไป 
เพ่ือชวยเพิ่มคาการนําไฟฟา และทําการใหกระแสไฟฟาเปนเวลา 45 นาที (จากผลการทดลอง
3.1.1.1) โดยใชแผนอลูมิเนียม ขนาดกวาง 8.0 cm ยาว 35.0 cm เปนอิเล็กโทรด เวนชองวาง
ระหวางอิเล็กโทรด 1.5 cm จากน้ันทําการกรอง และนําสารละลายที่ไดไประเหยตัวทําละลาย
ออกโดยใชเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน  และละลายสารที่เหลือดวยเอธานอล (absolute 
ethanol) ปริมาตร 500 ml เพ่ือแยกเกลือโซเดียมคลอไรดออกจากสารละลาย เนื่องจากเกลือ
โซเดียมคลอไรดไมละลายในเอธานอล  จากนั้นทําการกรองและนําสารละลายที่ไดไประเหยตัว
ทําละลายออกจะไดสารสกัดหยาบ 26.94 g จากนั้นนํามาทําการสกัดดวย ไดคลอโรมีเทน 
(CH2Cl2) ไดสารสกัดหยาบจากการจับกอนดวยไฟฟา 2.15 g 

3.1.1.3 การแยกสารอัลคาลอยดจากสารสกัดหยาบจากวิธีการจับกอน
ดวยไฟฟา 

นําสารสกัดหยาบอัลคาลอยดที่ได มาทําการแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ   
โดยใชซิลิกาเจลปริมาตร 200 ml และใชสารละลายที่เปนตัวชะ (mobile phase) ในอัตราสวน
จาก 100% ไดคลอโรมีเทน จนถึง 50% ไดคลอโรมีเทน : เมธานอล ไดสารจํานวน 7 fraction 



18 
 

จากน้ันทําการทดสอบหาสารอัลคาลอยดโดยใชนํ้ายา dragendroff  พบวา fraction 3, 4, 5 และ 
6 มีสารอัลคาลอยดอยูและนําแตละ fraction มาทําการแยกตอดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแผน
บาง (PTLC) จากน้ันนําสารอัลคาลอยดที่ไดไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค NMR และ MS ได
สารดังน้ีคือ stemocurtisine 162 mg  stemocurtisinol 24 mg  และoxyprotostemonine 15 mg  

3.1.2 เทคนิคการสกัดดวยตัวทําละลาย 

3.1.2.1 การสกัดสารอัลคาลอยดดวยตัวทําละลาย  
ชั่งสารสกัดหยาบเอธานอล จํานวน 40.46 g ละลายดวยเอธานอล 30 % ปริมาตร                  

200 ml สกัดดวยไดคลอโรมีเทน 800 ml โดยใชกรวยแยก (สกัดจนสารละลายชั้นไดคลอโร-
มีเทนใส)  จากนั้นนําสารละลายชั้นไดคลอโรมีเทน มาทําการสกัดตอดวยกรดไฮโดรคลอริก 5% 
ปริมาตร 600 ml และเติมสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด ปริมาตร 200 ml ลงในสาร 
ละลายชั้นกรด เพ่ือทําใหสารละลายเปนเบส pH~10 ตรวจสอบดวยกระดาษวัดพีเอช แลวนํา
สารละลายเบสมาทําการสกัดดวยไดคลอโรมีเทนปริมาตร 800 ml และทําการกําจัดนํ้าที่ปนอยู
ในสารละลายชั้นไดคลอโรมีเทนโดยเติมโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส แลวนําสารละลายไประเหย
ตัวทําละลายออกจะไดสารสกัดหยาบอัลคาลอยด (alkaloid crude extract) 277 mg 

3.1.2.2 การแยกสารอัลคาลอยดจากสารสกัดหยาบจากวิธีสกัดดวยตัวทํา
ละลาย 

นําสารสกัดหยาบอัลคาลอยดที่ได มาทําการแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ โดย
ใชซิลิกาเจลปริมาตร 50 ml และใชสารละลายที่เปนตัวชะ(mobile phase) ในอัตราสวนจาก 
100% ไดคลอโรมีเทน จนถึง 50% ไดคลอโรมีเทน : เมธานอล ไดสารจํานวน 5 fraction 
จากน้ันทําการทดสอบหาสารอัลคาลอยดโดยใชนํ้ายา dragendroff พบวา fraction 2, 3 และ 4 
มีสารอัลคาลอยดอยูและนําแตละ  fraction  มาทําการแยกตอดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแผน
บาง (PTLC)  จากน้ันนําสารอัลคาลอยดที่ไดไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค NMR และ MS ได
สารดังน้ี คือ fraction 2 ได oxyprotostemonine 11 mg และ stemocurtisinol 8 mg  fraction 3 
ได stemocurtisine 36 mg 
 
3.2 การสกัดอัลคาลอยดจากสวนเหนือดินของหนอนตายหยากชนิด S. curtisii  

3.2.1 เทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 
   3.2.1.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 
 ชั่งสารสกัดหยาบเอทานอล จํานวน 10.00 g ละลายในสารละลาย 95% v/v เอทานอล 
ปริมาตร 200 ml จากน้ันนําสารละลายไปกรองเอากากและตะกอนของแข็งออก เติมเกลือ
โซเดียมคลอไรด เขมขน 0.2% w/v ลงไป แลวใหไฟฟาดวยเครื่องจายไฟฟากระแสตรง เปน
เวลา 2 ชั่วโมง โดยควบคุมอุณหภูมิใหไมเกิน 60°C ตลอดการทดลอง ใชขั้วไฟฟาเปนแผน
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อลูมิเนียม ขนาดกวาง 5.0 cm ยาว 15.0 cm ระยะหางระหวางแผนอลูมิเนียม 1.5 cm ในทุกๆ 
15 นาที ใหปเปตสารละลาย 5.00 ml เก็บไวในหลอดทดลอง พรอมบันทึกคาศักยไฟฟาและ
กระแสไฟฟา กอนนําสารละลายที่ไดทั้งหมดไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ที่อัตราเร็ว 5,500 rpm 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นดูดสารละลายใสเก็บไว ทําการเจือจางสารละลายใสที่ได 100 เทา 
แลวจึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง หาความยาวคลื่นสูงสุด (λmax) โดยใช UV-Visible 
spectrophotometer นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเขียนกราฟเทียบกับเวลาเพื่อหาชวงเวลาท่ี
เหมาะสมในการใหกระแสไฟฟา  
 

3.2.1.2 การสกัดสารอัลคาลอยดดวยวิธีการจับกอนดวยไฟฟา 
 ชั่งสารสกัดหยาบเอทานอล จํานวน 40.00 g ละลายดวยสารละลายเอทานอล เขมขน 

95% v/v ปริมาตร 800 ml จากน้ันนําสารละลายไปกรองเอากากและตะกอนของแข็งออก เติม
เกลือโซเดียมคลอไรด เขมขน 0.2% w/v ลงไป แลวใหไฟฟาดวยเคร่ืองจายไฟฟากระแสตรง
เปนเวลา 15 นาที ใชขั้วไฟฟาเปนแผนอลูมิเนียม ขนาดกวาง 8.5 cm ยาว 35.0 cm ระยะหาง
ระหวางแผนอลูมิเนียม 1.5 cm บันทึกคาศักยไฟฟาและกระแสไฟฟา เม่ือใหไฟฟาครบ 15 นาที 
จึงนําสารละลายไปกรอง และนําไประเหยตัวทําละลายออกโดยใชเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบ
หมุน แลวละลายสารที่ไดดวยเอทานอลบริสุทธิ์ เพ่ือแยกเกลือโซเดียมคลอไรดออกจาก
สารละลาย จากน้ันนําสารละลายไปกรอง และระเหยตัวทําละลายออก จะไดสารสกัดหยาบหนัก 
24.65 g นําสารสกัดหยาบท่ีไดมาละลายในสารละลายเอทานอล เขมขน 30% v/v ปริมาตร 200 
ml สกัดดวยไดคลอโรมีเทน 600 ml ทําการกําจัดนํ้าที่อาจปนอยูโดยเติมโซเดียมซัลเฟตแอน
ไฮดรัส แลวนําสารละลายไประเหยตัวทําละลายออก จะไดสารสกัดหยาบจากการจับกอนดวย
ไฟฟาหนัก 3.10 g เก็บไวสําหรับทําการแยกสารอัลคาลอยดโดยใชเทคนิคคอลัมนโครมาโท-    
กราฟ 

3.2.1.3 การแยกสารอัลคาลอยดจากสารสกัดหยาบจากวิธีการจับกอน
ดวยไฟฟา 

 
แบงสารสกัดหยาบอัลคาลอยดที่ไดจากวิธีการจับกอนดวยไฟฟามา 2.013 g เพื่อทําการ

แยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชซิลิกาเจล ปริมาตร 200 ml ใชสารละลาย               
เมทานอลและแอมโมเนียมไฮดรอกไซดในไดคลอโรมีเทนเปนตัวชะ (mobile phase) ตามลําดับ 
เม่ือทําการรวม fraction โดยการทดสอบดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแผนบาง (PTLC) และจะได
สารจํานวน 9 fraction หลังจากน้ันทําการทดสอบสารอัลคาลอยดโดยใช dragendroff’s reagent 
แลวจึงนํา fraction ที่ 7 และ 8 มาทําการแยกตอดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแผนบาง จากน้ันนํา
สารอัลคาลอยดที่ไดไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค NMR ตอไป 
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3.2.2 เทคนิคการสกัดดวยตัวทําละลาย  

3.2.2.1 การสกัดสารอัลคาลอยดดวยตัวทําละลาย  
ชั่งสารสกัดหยาบจากเอทานอล จํานวน 40.00 g ละลายในสารละลายเอทานอล เขมขน 

30% v/v ปริมาตร 200 ml จากน้ันนํามาสกัดดวยไดคลอโรมีเทน ปริมาตร 800 ml โดยใชกรวย
แยกในการสกัด นําชั้นไดคลอโรมีเทน (ชั้นลาง) มาสกัดตอดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน             
5% v/v ปริมาตร 800 ml นําชั้นกรด (ชั้นบน) มาเติมสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด 
ปริมาตร 150 ml เพ่ือใหสารละลายเปนเบส pH~10 ตรวจสอบดวยกระดาษวัดพีเอช แลวนํา
สารละลายเบสมาสกัดดวยไดคลอโรมีเทนปริมาตร 800 ml ทําการกําจัดนํ้าที่อาจปนอยูโดยเติม
โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส นําสารละลายไประเหยตัวทําละลายออก จะไดสารสกัดหยาบ              
อัลคาลอยด (alkaloid crude extract) หนัก 2.85 g  

3.2.2.2 การแยกสารอัลคาลอยดจากสารสกัดหยาบจากวิธีสกัดดวยตัวทํา
ละลาย 
นําสารสกัดหยาบท่ีไดมาแยกดวย Sephadex LH20 (100 g) โดยชะดวยตวัทาํละลาย

ผสม เอทานอล และ ไดคลอโรมีเทน (v/v,1:1)  จากน้ันนํา fraction  ที่ไดมาทําการวิเคราะหดวย
เทคนิค TLC พบสารอัลคาลอยด 2 fraction คือ fraction 1 (923.2 mg) และ fraction 2 (453.0 
mg) นํา fraction 1 ไปแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชซิลิกาเจล ปริมาตร 100 ml 
ทําการชะดวยตัวทําละลายตามลําดับขั้วจาก 100% EtOAc และ MeOH/EtOAc ที่มี 1% conc. 
aqueous NH3 เปนตวัชะ และ เทคนิค TLC  ตามลําดับ พบอัลคาลอยด คือ stemocurtisine  
(11.2 mg).  เม่ือทําการแยก Fraction 2 (453.0 mg) โดยเทคนิค คอลัมนโครมาโทรกราฟ และ 
TLC พบอัลคาลอยดคือ stemocurtisine  (20.0 mg) และ 6-hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine  
(40.5 mg):  

 
3.3  การวิเคราะหสารอัลคาลอยดจาก S. curtisii ดวยเทคนิค LC-MS  
 นําสารสกัดที่ไดจากรากตนหนอนตายหยากไปวิเคราะหดวยเครื่อง LC-MS (Agilent 
Technologies, USA) โดยวิเคราะหแบบ Flow injection analysis (FIA) และใชคอลัมน C-18 
ยาว 15 ซม เสนผาศูนยกลางภายใน 4.6 มม ภายใตสภาวะของเครือ่ง LC-MS ดังน้ี 
 
 LC conditions 
   Mobile phase:  MeOH : Water  60:40 (v/v) 
   Flow rate:  0.4 ml/min 
   Wavelength:  290 nm 
   Injection volume: 10 μl 
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 MS conditions 
   MS mode:   ES-positive 
   Fragmentor:   120 V 
   Capillary voltage:  4000 V 
   Drying gas temperature: 320 C 
   Drying gas flow:  10 L/min 
   Nebulizer pressure:  40 psi 
   Mass range:   100-500 amu 
 
3.4  การวิเคราะหดวยเทคนิค  Multistage tandem mass spectrometry (MSn )  

ทําการวิเคราะห Msn ดวย positive ion mode โดยเคร่ือง Thermo Finnigan LTQ 
quadrupole ion trap mass spectrometer (ThermoFinnigan) ตอกับ electrospray ionisation 
source ทําการฉีดสารตวัอยางดวยอัตราเร็ว 5 μL/min. สภาวะที่เหมาะสมในสวนของ mass 
spectrometer ไดแก capillary voltage 49 V, capillary temperature 200 C, ESI spray 
voltage 4.0 kV,  อัตราเร็วของ sheath gas และ auxiliary gas เทากับ 10 และ 5 arbitrary unit 
of nitrogen gas ตามลําดับ  The isolation width for multistage tandem mass spectrometry 
เทากับ 1-2 Da. ระยะเวลาฉีดสารตวัอยางเทากับ 30 ms. 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การสกัดอัลคาลอยดจากสวนรากของหนอนตายหยากชนิด S. curtisii  

4.1.1 เทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 
4.1.1.1 ผลการหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 

 ในขณะทําการทดลองไดบันทึกกระแสและศักยไฟฟาทุก 15 นาที โดยเริ่มตนให
กระแสไฟฟาสูงสุด 3 A และศักยไฟฟา 31.6 V แสดงในตารางที่ 4.1   
ตารางที่ 4.1 กระแสและศักยไฟฟาที่วัด ณ เวลาตางๆ (0 – 120 นาที) 

เวลา (นาที) กระแสไฟฟา (A) ศักยไฟฟา (V) 
0 - - 
15 1.42 31.6 
30 1.03 31.6 
45 1.30 31.6 
60 1.20 31.6 
75 0.80 31.6 
90 0.40 31.6 
105 0.45 31.6 
120 0.44 31.6 

 
หลังจากใหกระแสไฟฟากับสารละลายรากหนอนตายหยากชนิด Stemona curtisii เปน

เวลา 2 ชั่วโมง โดยทําการเก็บสารละลายตัวอยางทุก 15 นาที จากน้ันนําสารละลายที่ไดไปหมุน
เหวี่ยง (centrifuge) จะไดสารละลายดังรูปที่ 4.1 

 

 
 

      

รูปที่ 4.1 สีของสารละลายรากหนอนตายหยากหลังจากใหกระแสไฟฟา 0 - 120 นาที 

เวลา (นาที) 0 15 30 45 60 75 90 105 120 
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เม่ือนําสารละลายที่ไดมาทําการเจือจางดวย 85% เอธานอล และทําการวัดหาคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 290 nm ไดแสดงคาการดูดกลืนแสงดังตารางที่ 4.2  
ตารางที่ 4.2 คาการดูดกลืนแสงของสารละลาย ณ เวลาตางๆ (0 – 120 นาที) 

เวลา (นาที) คาการดูดกลืนแสง 
0 1.276
15 1.094
30 1.007
45 0.966
60 0.961
75 0.977
90 0.987
105 0.952
120 0.950

 
เม่ือนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมา สรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืน

แสงกับเวลาพบวา เวลาที่เหมาะสม คือ 45 นาที แสดงผลดังรูปที่ 4.2 
 

 
 

รูปที่ 4.2 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง และelectrolysis time (min)  
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4.1.1.2 การสกัดสารอัลคาลอยดดวยวิธีการจับกอนดวยไฟฟา 
 

การสกัดสารอัลคาลอยดดวยวิธีการจับกอนดวยไฟฟา โดยใชสารสกัดหยาบเอธานอล 
40.13 กรัม และ เกลือโซเดียมคลอไรด 1.60 กรัม แสดงดังตาราง 4.3 

ตารางที่ 4.3 ชื่อและน้ําหนักสารที่ใชในการทดลอง 
ชื่อสารที่ใช นํ้าหนักสาร (g) 

สารสกัดหยาบเอธานอล 40.13 
เกลือโซเดียมคลอไรด 1.60

 
 จากการใหกระแสไฟฟากับสารละลายรากหนอนตายหยากชนิด Stemona curtisii เปน
เวลา 45 นาที แสดงกระแสและศักยไฟฟาขณะทําการทดลองดังตารางที่ 4.4 

ตารางที่ 4.4 กระแสและศักยไฟฟาที่วัด ณ เวลาตางๆ (0 – 45 นาที) 

เวลา (นาที) กระแสไฟฟา (A) ศักยไฟฟา (V) 
0 - - 
10 2.210 31.6 
20 1.940 31.6 
30 1.880 31.6 
40 1.600 31.6 
45 1.769 31.6 

 
ในการสกัดเร่ิมตนจาก สารสกัดหยาบเอธานอล 40.13 g ไดสารสกัดหยาบจากการจับ

กอนดวยไฟฟา  26.94 g และ สารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน  2.15 g  

4.1.1.3 ผลการแยกสารอัลคาลอยดจากสารสกัดหยาบจากวิธีการจับกอน
ดวยไฟฟา 

 จากการนําสารสกัดหยาบจากการจับกอนดวยไฟฟาที่ได  2.15 g มาทําการแยกสารให
บริสุทธิ์ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ โดยใชตัวชะ ในอัตราสวนจาก 100% ไดคลอโรมีเทน ถึง 
50% ไดคลอโรมีเทน : เมธานอล และใชนํ้ายา dragendroff ในการตรวจสอบอัลคาลอยด 
โดยสารที่เปนอัลคาลอยดจะสังเกตเห็นจุดสีสม และสามารถแยก stemocurtisine ได 162 mg  
stemocurtisinol 24 mg และ oxyprotostemonine 15 mg 
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4.1.1.4  การคํานวณหา % yield เทียบกับนํ้าหนักสารสกัดหยาบเอธานอล 

   % yield ของสารที่ไดจากเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟาแสดงดังตาราง 4.5 พบวา             
สาร stemocurtisine (A) สาร oxyprotostemonine (B) สาร stemocurtisinol (C) มี % yield 
เทากับ 0.40, 0.06 และ 0.04 ตามลําดับ 

 
ตารางที่ 4.5  นํ้าหนักสาร และ % yield เทียบกับนํ้าหนักสารสกัดหยาบเอธานอล ของสารที่ได

จากการจับกอนดวยไฟฟา 
 

ชื่อสาร นํ้าหนักสาร (g) % yield 
สารสกัดหยาบเอธานอล         40.13 - 
สารสกัดหยาบจากการจับกอนดวยไฟฟา         26.94 - 
สารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน          2.15 - 
สาร stemocurtisine (A) 0.162 0.40 
สาร oxyprotostemonine (B) 0.024 0.06 
สาร stemocurtisinol (C) 0.015 0.04 

 
4.1.1.5 การพิสูจนโครงสรางของสารอัลคาลอยดบริสุทธ์ิ 

 สารอัลคาลอยดบริสุทธิ์ที่ได (A) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลืองออน  จากการ
เปรียบเทียบขอมูล 1H-NMR spectrum กับเอกสารอางอิง[20] ซ่ึงแสดงในตารางที่ 4.6 พบวา
สารอัลคาลอยดที่ไดนาจะเปน stemocurtisine ซ่ึงไดแสดงในรูปที่ 4.3 
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ตาราง 4.6  1H-NMR (400 MHz) ของ stemocurtisine (A) ในสารละลาย CDCl3 จากการ
ทดลองเปรียบเทียบกับ 1H-NMR (500 MHz) จากเอกสารอางอิง [20] 

ตําแหนง 1H-NMR (400 MHz)
จากการทดลอง 

1H-NMR (500 MHz) 
จากเอกสารอางอิง 

1 4.04 (s) 4.01 (s)
2a 
b 

1.66 (m)
2.25 (d, J = 13.5)

1.62 (m)
2.21 (d, J = 14.5) 

3a 
b 

1.20 (d, J = 13)
1.83 (m)

1.21 (d, J = 13.5) 
1.82 (m)

4a 
b 

2.86 (m)
3.04 (m)

2.87 (m)
3.02 (m)

6a 
b 

3.48 (t, J = 12.5)
3.00 (m)

3.38 (t, J = 13) 
2.96 (m)

7a 
b 

2.07 (m)
1.68 (m)

2.03 (m)
1.66 (m)

8a 
b 

2.39 (dd, J = 4.5, 13.5)
1.73 (m)

2.36 (dd, J = 4.5, 13.5) 
1.75 (m)

9 - -
10 
10a 

2.67 (d, J =  4)
3.51 (s)

2.65 (d, J =  4.5) 
3.44 (s)

11 3.07 (quin, J = 6) 3.07 (quin, J = 6.5) 
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 2.10 (s) 2.08 (s)
18 1.42 (d, J = 7.5) 1.37 (d, J = 7) 

OMe 4.17 (s) 4.15 (s)
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สารอัลคาลอยดบริสุทธิ์ที่ได (B) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลืองออน  จากการ
เปรียบเทียบขอมูล 1H-NMR spectrum กับเอกสารอางอิง[20]  ซ่ึงแสดงในตาราง 4.7  พบวาสาร 
อัลคาลอยดที่ไดนาจะเปน oxyprotostemonine ซ่ึงไดแสดงในรูป 4.3 
 
ตาราง 4.7 1H-NMR (400 MHz) ของ oxyprotostemonine (B) ในสารละลาย CDCl3 จากการ

ทดลองเปรียบเทียบกับ 1H-NMR (500 MHz) จากเอกสารอางอิง [20] 
ตําแหนง 1H-NMR (400 MHz)

 จากการทดลอง 

1H-NMR (500 MHz)                 
จากเอกสารอางอิง 

1 4.67 (s) 4.67 (s)
2a 
b 

2.25 (m)
1.74 (m)

2.25 (m)
1.74 (m)

3 3.31 (s) 3.31 (s)
5a 
b 

3.07 (m)
2.98 (m)

3.08 (m)
2.97 (m)

6a 
b 

1.74 (m)
1.45 (m)

1.74 (m)
1.45 (m)

7a 
b 

2.25 (m)
1.74 (m)

2.25 (m)
1.74 (m)

8 - -
9 2.56 (s) 2.56 (s)

          9a 3.60 (s) 3.60 (s)
10 3.08 (m) 3.08 (m)
11 - -
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 2.07 (s) 2.08 (s)
17 1.37 (d, J = 6) 1.38 (d, J = 6.5) 
18 4.23 (t, J = 4.5) 4.23 (t, J = 4.5) 

19a 
b 

2.28 (m)
1.79 (m) 

2.27 (m)
1.80 (m) 

20 2.67 (m) 2.68 (m)
21 - -
22 1.30 (d, J = 8) 1.30 (d, J = 7) 

OMe 4.15 (s) 4.15 (s)
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สารอัลคาลอยดบริสุทธิ์ที่ได (C) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลืองออน  จากการ
เปรียบเทียบขอมูล 1H-NMR spectrum กับเอกสารอางอิง[20]  ซ่ึงแสดงในตาราง 4.8 พบวา
สารอัลคาลอยดที่ไดนาจะเปน stemocurtisinol (C) ซ่ึงไดแสดงในรูป 4.3 
 
ตาราง 4.8 1H-NMR (400 MHz) ของ stemocurtisinol (C) ในสารละลาย CDCl3 จากการ

ทดลองเปรียบเทียบกับ 1H-NMR (500 MHz) จากเอกสารอางอิง [20] 
         ตําแหนง 1H-NMR (400 MHz)

จากการทดลอง 

1H-NMR (500 MHz)  
จากเอกสารอางอิง 

1 4.06 (s) 4.05 (s)
2a 
b 

1.73 (dd, J = 6, 12)
1.94 (m)

1.73 (dd, J = 5.8, 12.3) 
1.95 (m)

3a 
b 

1.36 (m)
1.95 (m)

1.36 (m)
1.96 (m)

4a 2.56 (m) 2.53 (m)
6a 
b 

2.94 (dd, J = 4, 16)
3.49 (m)

2.92 (dd, J = 4.5, 15.5) 
3.48 (m)

7a 
b 

1.64 (m)
2.01 (m)

1.65 (m)
1.99 (m)

8a 
b 

1.76 (dd, J = 5.5, 12)
2.35(dd, J = 4 , 12)

1.76 (dd, J = 5.8, 13) 
2.36 (dd, J = 4.1, 13) 

9 - -
10 2.72 (d, J = 4.8) 2.70 (d, J = 4.7) 

10a 3.42 (s) 3.40 (s)
11 3.04 (quin, J = 5.8) 3.07 (quin, J = 6.1) 
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 2.07 (s) 2.07 (s)
18 1.38 (d, J = 7) 1.38 (d, J = 7) 
19 3.51 (m) 3.50 (m)

20a 
 b 

1.26 (m)
1.60 (m)

1.25 (m)
1.60 (m)

21 1.02 (t, J = 7) 1.02 (t, J = 7.3) 
OMe 4.15 (s) 4.15 (s)
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(A)  

 

(B) 

 

 
 

(C) 
 

รูปที่ 4.3 โครงสรางของสารอัลคาลอยดที่แยกไดจากการทดลอง stemocurtisine (A)  
oxyprotostemonine (B) และ stemocurtisinol (C) 
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4.1.2 เทคนิคการสกัดดวยตัวทําละลาย 
4.1.2.1 ผลการสกัดสารอัลคาลอยดดวยตัวทําละลาย  

จากการสกัดสารอัลคาลอยดจากรากหนอนตายหยากชนิด Stemona curtisii ดวยตัวทํา
ละลาย โดยการละลายสารสกัดหยาบเอธานอล จํานวน 40.46 g ดวย 30% เอธานอล แลวสกัด
ดวยไดคลอโรมีเทน จากนั้นทําการสกัดตอดวยกรดและเบส แลวนําสารละลายมาสกัดดวยได
คลอโรมีเทนอีกหน่ึงครั้ง พบวาไดสารสกัดหยาบอัลคาลอยด 277 mg  

 
4.1.2.2 การแยกสารอัลคาลอยดจากสารสกัดหยาบจากวิธีสกัดดวยตัวทํา

ละลาย 
จากการนําสารสกัดหยาบอัลคาลอยดที่ได 277 mg  มาทําการแยกสารใหบริสุทธิ์ดวย

เทคนิคโครมาโทกราฟ โดยใชตัวชะ ในอัตราสวนจาก 100%  ไดคลอโรมีเทน จนถึง 50%            
ไดคลอโรมีเทน : เมธานอล และใชนํ้ายา dragendroff ในการตรวจสอบอัลคาลอยด  โดยสารที่
เปนอัลคาลอยดจะสังเกตเห็นจุดสีสม และสามารถแยกสารไดดังนี้ คือ fraction 2 ได 
oxyprotostemonine 11 mg และ stemocurtisinol 8 mg  สวน fraction 3 ได stemocurtisine 
36 mg  
 

4.1.2.3 การคํานวณหา % yield เทียบกับนํ้าหนักสารสกัดหยาบเอธานอล 
  % yield ของสารที่ไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายแสดงดังตาราง 4.9 พบวา สาร 

stemocurtisine (A) สาร oxyprotostemonine (B) สาร stemocurtisinol (C) มี % yield เทากับ 
0.09, 0.03 และ 0.02 ตามลําดับ 

 
 

ตารางที่ 4.9  นํ้าหนักสาร และ % yield เทียบกับนํ้าหนักสารสกัดหยาบเอธานอล ของสารที่ได
จากการสกัดดวยตัวทําละลาย 

 
ชื่อสาร นํ้าหนักสาร (g) % yield 

สารสกัดหยาบเอธานอล 40.46 - 
สารสกัดหยาบอัลคาลอยด     0.277 - 
สาร stemocurtisine (A) 0.036 0.09 
สาร oxyprotostemonine (B) 0.011 0.03 
สาร stemocurtisinol (C) 0.008 0.02 
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   4.1.2.4 การพิสูจนโครงสรางของสารอัลคาลอยดบริสุทธ์ิ 
สารอัลคาลอยดบริสุทธิ์ที่ได (A) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลืองออน  จากการ

เปรียบเทียบขอมูล 1H-NMR spectrum กับเอกสารอางอิง[20]  ซ่ึงแสดงในตาราง 4.10  พบวา
สาร อัลคาลอยดที่ไดนาจะเปน stemocurtisine (A) ซ่ึงไดแสดงในรูป 4.3  

 
ตาราง 4.10 1H-NMR (400 MHz) ของ stemocurtisine (A) ในสารละลาย CDCl3 จากการ

ทดลองเปรียบเทียบกับ 1H-NMR (500 MHz) จากเอกสารอางอิง [20] 
ตําแหนง 1H-NMR (400 MHz)

จากการทดลอง 

1H-NMR (500 MHz)  
จากเอกสารอางอิง 

1 4.01(s) 4.01 (s)
2a 
b 

1.62 (m)
2.20 (d, J = 14)

1.62 (m)
2.21 (d, J = 14.5) 

3a 
b 

1.18 (d, J = 13.5)
1.81(m) 

1.21 (d, J = 13.5) 
1.82 (m)

4a 
b 

2.89 (m)
3.01(m) 

2.87 (m)
3.02 (m)

6a 
b 

3.39 (t, J = 14)
2.96 (m)

3.38 (t, J = 13) 
2.96 (m)

7a 
b 

2.03 (m)
1.66 (m)

2.03 (m)
1.66 (m)

8a 
b 

2.35 (dd, J = 4, 12.5)
1.75 (m)

2.36 (dd, J = 4.5, 13.5) 
1.75 (m)

9 - -
10 2.67 (d, J = 4) 2.65 (d, J = 4.5) 

10a 3.45 (s) 3.44 (s)
11 3.07 (quin, J =7) 3.07 (quin, J = 6.5) 
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 2.07 (s) 2.08 (s)
18 1.37 (d, J = 8) 1.37 (d, J = 7) 

OMe 4.15 (s) 4.15 (s)
 

 



32 
 

 สารอัลคาลอยดบริสุทธิ์ที่ได (B) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลืองออน  จากการ
เปรียบเทียบขอมูล 1H-NMR spectrum กับเอกสารอางอิง[20]  ซ่ึงแสดงในตาราง 4.11  พบวา
สารอัลคาลอยดที่ไดนาจะเปน oxyprotostemonine ซ่ึงไดแสดงในรูป 4.3 
 
ตาราง 4.11 1H-NMR (400 MHz) ของ oxyprotostemonine (B) ในสารละลาย CDCl3 จากการ

ทดลองเปรียบเทียบกับ 1H-NMR (500 MHz) จากเอกสารอางอิง [20] 
ตําแหนง 1H-NMR (400 MHz)

จากการทดลอง 

1H-NMR (500 MHz)  
จากเอกสารอางอิง 

1 4.64 (s) 4.67 (s)
2a 
b 

2.23 (m)
1.74 (m)

2.25 (m)
1.74 (m)

3 3.31 (s) 3.31 (s)
5a 
b 

3.07 (m)
2.98 (m)

3.08 (m)
2.97 (m)

6a 
b 

1.73 (m)
1.44 (m)

1.74 (m)
1.45 (m)

7a 
b 

2.24 (m)
1.74 (m)

2.25 (m)
1.74 (m)

8 - -
9 2.56 (s) 2.56 (s)

          9a 3.58 (s) 3.60 (s)
10 3.08 (m) 3.08 (m)
11 - -
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 2.07 (s) 2.08 (s)
17 1.36 (d, J = 6) 1.38 (d, J = 6.5) 
18 4.23 (t, J = 4.5) 4.23 (t, J = 4.5) 

19a 
b 

2.28 (m)
1.78 (m) 

2.27 (m)
1.80 (m) 

20 2.67 (m) 2.68 (m)
21 - -
22 1.30 (d, J = 8) 1.30 (d, J = 7) 

OMe 4.13 (s) 4.15 (s)
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สารอัลคาลอยดบริสุทธิ์ที่ได (C) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลืองออน  จากการ
เปรียบเทียบขอมูล 1H-NMR spectrum กับเอกสารอางอิง[20]  ซ่ึงแสดงในตาราง 4.12  พบวา
สารอัลคาลอยดที่ไดนาจะเปน stemocurtisinol (C) ซ่ึงไดแสดงในรูป 4.3 
 
ตาราง 4.12 1H-NMR (400 MHz) ของ stemocurtisinol (C) ในสารละลาย CDCl3 จากการ

ทดลองเปรียบเทียบกับ 1H-NMR (500 MHz) จากเอกสารอางอิง [20] 
ตําแหนง 1H-NMR (400 MHz)

จากการทดลอง 

1H-NMR (500 MHz)  
จากเอกสารอางอิง 

1 4.04 (s) 4.05 (s)
2a 
b 

1.73 (dd, J = 6, 12)
1.94 (m)

1.73 (dd, J = 5.8, 12.3) 
1.95 (m)

3a 
b 

1.34 (m)
1.95 (m)

1.36 (m)
1.96 (m)

4a 2.56 (m) 2.53 (m)
6a 
b 

2.94 (dd, J = 4, 16)
3.49 (m)

2.92 (dd, J = 4.5, 15.5) 
3.48 (m)

7a 
b 

1.64 (m)
2.01 (m)

1.65 (m)
1.99 (m)

8a 
b 

1.76 (dd, J = 5.5, 12)
2.35(dd, J = 4 , 12)

1.76 (dd, J = 5.8, 13) 
2.36 (dd, J = 4.1, 13) 

9 - -
10 2.72 (d, J = 4.8) 2.70 (d, J = 4.7) 

10a 3.42 (s) 3.40 (s)
11 3.04 (quin, J = 5.8) 3.07 (quin, J = 6.1) 
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 2.07 (s) 2.07 (s)
18 1.38 (d, J = 7) 1.38 (d, J = 7) 
19 3.51 (m) 3.50 (m)

20a 
 b 

1.26 (m)
1.60 (m)

1.25 (m)
1.60 (m)

21 1.03 (t, J = 7.5) 1.02 (t, J = 7.3) 
OMe 4.16 (s) 4.15 (s)
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4.2 การสกัดอัลคาลอยดจากสวนเหนือดินของหนอนตายหยากชนิด S. curtisii  
4.2.1 เทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 

4.2.1.1 ผลการหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 
การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา ใชสารสกัดหยาบจาก

สวนเหนือดินของหนอนตายหยากหนัก 10.00 g นํามาใหกระแสไฟฟาเปนเวลา 2 ชั่วโมง โดยมี
กระแสไฟฟาเร่ิมตน 3 A และศักยไฟฟา 31.6 V ในการทดลองไดมีการเติมเกลือโซเดียม             
คลอไรด 0.2% w/v กอนใหกระแสไฟฟาเพ่ือชวยเพิ่มคาการนําไฟฟาของสารละลาย และชวยให
การจับกอนดวยไฟฟามีประสิทธิภาพมากขึ้น  
 จากการใหกระแสไฟฟากับสารละลายของ Stemona curtisii เปนเวลา 2 ชั่วโมง ไดคา
ศักยไฟฟาและกระแสไฟฟาที่บันทึกทุกๆ 15 นาที ดังแสดงในตารางที่ 4.13 
 
ตารางที่ 4.13 คาศักยไฟฟาและกระแสไฟฟาที่วัดได ณ เวลาตางๆ 

เวลา (นาที) ศักยไฟฟา (V) กระแส (A) 
0 - - 
15 31.6 1.98 
30 31.6 1.64 
45 31.6 1.35 
60 31.6 1.53 
75 31.6 1.60 
90 31.6 1.15 
105 31.6 1.05 
120 31.6 0.94 

 
 จากผลการทดลองพบวากระแสไฟฟาที่บันทึกไดจะคอยๆ ลดลงตามเวลาที่ผานไป         
อาจเน่ืองมาจากการเก็บตัวอยางสารละลาย 5.00 ml ทุกๆ 15 นาที ทําใหปริมาตรของ
สารละลายที่สัมผัสกับขั้วไฟฟาลดลง กระแสไฟฟาจึงลดลงไปดวย และอาจเกิดจากตะกอนที่มี
มากขึ้น เม่ือเวลามากขึ้น ซ่ึงตะกอนเหลาน้ีจะไปบดบังการเกิดปฏิกิริยาระหวางขั้วไฟฟา 
 เม่ือนําสารละลายที่เก็บไดทุกๆ 15 นาที ไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) แลวดูดสารละลาย
ใสดานบนเก็บไว จะไดสารละลายดังรูปที่ 4.4 
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รูปที่ 4.4 สารละลายสวนเหนือดินของหนอนตายหยากหลังจากใหกระแสไฟฟา 0-120 นาที 
 
 หลังจากทําการเจือจางสารละลายใสที่เก็บได 100 เทา แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่นสูงสุด (λmax) 297 nm ไดคาการดูดกลืนแสง ณ เวลาตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 
4.14 
 
ตารางที่ 4.14 คาการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ผานการใหไฟฟา ณ เวลาตางๆ 

เวลา (นาที) คาการดูดกลืนแสง 
0 2.36785
15 1.57585
30 1.62140
45 1.64125
60 1.60400
75 1.57490
90 1.65085
105 1.70550
120 1.89525

 
 เม่ือนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากตาราง 4.14 มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ
ระหวางคาการดูดกลืนแสงเทียบกับเวลาที่ใชในการใหกระแสไฟฟา จะไดกราฟดังแสดงในรูปที่ 
4.5 
 

เวลา (นาที) 0 15 30 45 60 75 90 105 120 
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รูปที่ 4.5 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและเวลาที่ใชในการให
กระแสไฟฟา 
 จากกราฟของความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและเวลาที่ใชในการให
กระแสไฟฟาพบวาชวงเวลาที่เหมาะสมที่สุดในการใหกระแสไฟฟาคือ 15 นาที เน่ืองจากที่เวลา
น้ีสารละลายมีคาการดูดกลืนแสงต่ําที่สุด หมายความวาสารละลายมีการตกตะกอนส่ิงเจือปน
ตางๆ ออกไปไดมากท่ีสุด โดยในปฏิกิริยาจะมีอลูมิเนียมไฮดรอกไซด; Al(OH)3 เกิดขึ้น ซ่ึง
อลูมิเนียมไฮดรอกไซดน้ีจะสามารถดูดซับโมเลกุลตางๆ ใหแยกตัวออกมาจากสารละลายโดย
การตกตะกอนลงมาพรอมกัน  

 

4.2.1.2 ผลการสกัดสารอัลคาลอยดโดยวิธีการจับกอนดวยไฟฟา 
 การสกัดสารอัลคาลอยดโดยวิธีการจับกอนดวยไฟฟา ใชสารสกัดหยาบจากสวนเหนือ
ดินของหนอนตายหยาก (สารสกัดหยาบเอทานอล) หนัก 40.00 g เม่ือใหกระแสไฟฟาเปนเวลา 
15 นาที (ผลการทดลอง 4.2.1.1) คาศักยไฟฟาและกระแสไฟฟาที่วัดได ดังแสดงในตารางที่ 
4.15 
 
ตารางที่ 4.15 คาศักยไฟฟาและกระแสไฟฟาที่วัดได เม่ือใหกระแสไฟฟาเปนเวลา 15 นาที 

ศักยไฟฟา (V) กระแสไฟฟา (A) 
31.6 1.87

 
 จากการทดลองสกัดสารอัลคาลอยดโดยวิธีการจับกอนดวยไฟฟาพบวา เม่ือเริ่มตนใช
สารสกัดหยาบจากสวนเหนือดินของหนอนตายหยากหนัก 40.00 g ไดสารสกัดหยาบจากวิธีการ
จับกอนดวยไฟฟาหนัก 3.10 g  
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4.2.1.3 ผลการแยกสารอัลคาลอยดจากสารสกัดหยาบจากวิธีการจับกอน
ดวยไฟฟา 

  นําสารสกัดหยาบจากการจับกอนดวยไฟฟา 3.10 g มาทําการแยกดวยเทคนิคคอลัมน
โครมาโทกราฟ จะไดสารจํานวน 9 fraction เม่ือใช dragendroff’s reagent ในการตรวจสอบสาร 
จะพบวาสารที่เปนอัลคาลอยดจะปรากฏเปนจุดสีสม และพบวาสามารถแยก stemocurtisine  
35 mg ไดจาก fraction ที่ 7 และ 8       
           

4.2.1.4 % yield ของสารที่ไดจากเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 
จากเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา ได % yield ของสารทั้งหมดดังสรุปไดในตารางที่ 

4.16  
 
ตารางที่ 4.16 นํ้าหนักสารและ % yield ของสารที่ไดจากการสกัดโดยการจับกอนดวยไฟฟา

เทียบกับนํ้าหนักสารสกัดหยาบเอทานอล 
 

ชื่อสาร นํ้าหนักสาร (g) % yield 
สารสกัดหยาบเอทานอล 40.00 - 
สารสกัดหยาบจากการจับกอนดวยไฟฟา 24.60 - 
สารสกัดหยาบไดคลอโรมีเทน 3.10 - 
สาร stemocurtisine (A) 0.052 0.13 

 
 

4.2.1.5 การพิสูจนโครงสรางของสารอัลคาลอยดบริสุทธ์ิ 

  สารอัลคาลอยดบริสุทธิ์ที่ได (A) มีลักษณะเปนของแข็งสีเหลืองออน เม่ือนําสารที่ไดไป
พิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค NMR Spectroscopy พบวา เม่ือนําคา chemical shift จาก                
1H-NMR spectrum ของสาร A ที่แยกไดเปรียบเทียบกับเอกสารอางอิง[20] ซ่ึงแสดงในตาราง 
4.17  สารอัลคาลอยดที่ไดนาจะเปน stemocurtisine ซ่ึงแสดงโครงสรางไดดังรูปที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.17 ขอมูล 1H-NMR (400 MHz) ของ stemocurtisine (A) ในสารละลาย CDCl3 จาก
การทดลองเปรียบเทียบกับ 1H-NMR (500 MHz) จากเอกสารอางอิง [20] 

ตําแหนง 
1H-NMR (400 MHz)
จากการทดลอง 

1H-NMR (500 MHz)  
จากเอกสารอางอิง 

1 4.07 (s) 4.01 (s)
2a 
b 

1.66 (m)
2.21 (d, J = 16 Hz) 

1.62 (m)
2.21 (d, J = 14.5 Hz) 

3a 
b 

1.27-1.32 (m)
1.87 (m) 

1.21 (d, J = 13.5 Hz) 
1.82 (m) 

4a 
b 

2.92 (m)
3.02-3.03 (m) 

2.87 (m)
3.02 (m) 

6a 
b 

3.40-3.50 (m) 
2.98 (m) 

3.38 (t, J = 13 Hz) 
2.96 (m) 

7a 
b 

2.05 (m)
1.69 (m) 

2.03 (m)
1.66 (m) 

8a 
b 

2.36-2.42 (m) 
1.78 (m) 

2.36 (dd, J = 4.5, 13.5 Hz) 
1.75 (m) 

9 - -
10 
10a 

2.70 (d, J = 4 Hz)
3.53 (s) 

2.65 (d, J = 4.5 Hz) 
3.44 (s) 

11 3.08-3.11 (m) 3.07 (quin, J = 6.5 Hz) 
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 2.09 (s) 2.08 (s)
18 1.39 (d, J = 8 Hz) 1.37 (d, J = 7 Hz) 

OMe 4.17 (s) 4.15 (s)
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4.2.2 เทคนิคการสกัดดวยตัวทําละลาย 

4.2.2.1 ผลการสกัดสารอัลคาลอยดโดยใชตัวทําละลาย 

 การสกัดสารอัลคาลอยดโดยใชตัวทําละลาย ใชสารสกัดหยาบเอทานอล หนัก 40.00 g 
นํามาสกัดดวยไดคลอโรมีเทนกอน เพ่ือกําจัดเอาสารอินทรียอ่ืนๆ ออกไป เน่ืองจากสาร            
อัลคาลอยดจะละลายไดดีในไดคลอโรมีเทน เม่ือนําชั้นไดคลอโรมีเทนมาทําการสกัดตอดวยกรด
ไฮโดรคลอริก สารอัลคาลอยดจะอยูในชั้นกรด เน่ืองจากสารอัลคาลอยดสวนใหญมีคุณสมบัติ
เปนเบส สามารถทําปฏิกิริยากับกรดแลวไดเกลอืเกิดขึ้น หลังจากนั้นเม่ือนําสารละลายกรดมาทํา
ใหเปนเบส pH~10 โดยการเติมสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซดลงไป แลวนํามาสกัดตอ
ดวยไดคลอโรมีเทนอีกคร้ัง พบวาสารสกัดหยาบอัลคาลอยดที่ไดหนัก 2.85 g  
 

4.2.2.2 ผลการแยกสารอัลคาลอยดจากสารสกัดหยาบจากวิธีสกัดโดยใช
ตัวทําละลาย 

 จากการนําเอาสารสกัดหยาบอัลคาลอยดที่ไดจากการสกัดโดยใชตัวทําละลาย 2.85 g 
มาทําการแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยใชคอลัมนที่บรรจุ Sephadex LH20 ได
สารจํานวน 5 fraction เม่ือใช dragendroff’s reagent ในการตรวจสอบสาร จะพบวาสารที่
เปนอัลคาลอยดจะปรากฏจุดสีสม และพบวา fraction ที่ 4 มีสารท่ีเปนอัลคาลอยดซ่ึงยังไม
บริสุทธิ์ จึงนํามาทําการแยกตอโดยใชคอลัมนที่บรรจุซิลิกาเจล ไดสารอัลคาลอยดจํานวน 2 
fraction เม่ือทําการทดสอบสารอัลคาลอยดโดยใช dragendroff’s reagent พบวาสามารถแยก 
stemocurtisine (A) หนัก 11 mg จาก fraction ที่ 1 และสาร D หนัก 40.5 mg ไดจาก fraction 
ที่ 2  
 

4.2.2.3 การพิสูจนโครงสรางของสารอัลคาลอยดบริสุทธ์ิ 

 สารอัลคาลอยดบริสุทธิ์ A ที่ไดมีลักษณะเปนของแข็งสีเหลืองออน เม่ือนําสารที่ไดไป
พิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค NMR Spectroscopy และนําคา chemical shift จาก 1H-NMR 
spectrum ของสารที่แยกไดเปรียบเทียบกับเอกสารอางอิง[20] ดังแสดงในตารางที่ 4.18 พบวา
สารอัลคาลอยดที่ไดจึงนาจะเปน stemocurtisine ซ่ึงแสดงโครงสรางไดดังรูปที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.18 ขอมูล 1H-NMR (400 MHz) ของ stemocurtisine (A) ในสารละลาย CDCl3 จาก
การทดลองเปรียบเทียบกับ 1H-NMR (500 MHz) จากเอกสารอางอิง[20] 

ตําแหนง 
1H-NMR (400 MHz)
จากการทดลอง 

1H-NMR (500 MHz)  
จากเอกสารอางอิง 

1 4.05 (s) 4.01 (s)
2a 
b 

1.63 (m)
2.21 (d, J = 12 Hz) 

1.62 (m)
2.21 (d, J = 14.5 Hz) 

3a 
b 

1.27 (m)
1.85 (m) 

1.21 (d, J = 13.5 Hz) 
1.82 (m) 

4a 
b 

2.96 (m)
3.01-3.05 (m) 

2.87 (m)
3.02 (m) 

6a 
b 

3.41 (m)
2.97 (m) 

3.38 (t, J = 13 Hz) 
2.96 (m) 

7a 
b 

2.04-2.06 (m)
1.65-1.75 (m) 

2.03 (m)
1.66 (m) 

8a 
b 

2.36-2.41 (m)
1.75-1.82 (m) 

2.36 (dd, J = 4.5, 13.5 Hz)
1.75 (m) 

9 - -
10 
10a 

2.68 (d, J = 4 Hz)
3.49 (s) 

2.65 (d, J = 4.5 Hz) 
3.44 (s) 

11 3.06-3.08 (m) 3.07 (quin, J = 6.5 Hz) 
12 - -
13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
17 2.09 (s) 2.08 (s)
18 1.38 (d, J = 7.5 Hz) 1.37 (d, J = 7 Hz) 

OMe 4.16 (s) 4.15 (s)
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สารอัลคาลอยดบริสุทธิ์ D ที่ไดมีลักษณะเปนของแข็งไมมีสี เม่ือนําสารที่ไดไปพิสูจน
เอกลักษณดวยเทคนิค NMR Spectroscopy และ ยืนยันโครงสรางดวยเทคนิค single crystal 
X-ray crystallographic analysis พบวาสารที่ไดเปนสารใหม คือ 6-hydroxy-5,6-seco-
stemocurtisine แสดงดังตาราง 4.19 
 
ตารางที่ 4.19 ขอมูล 13C, 1H, HMBC และ NOESY NMR ของสาร D ในสารละลาย CDCl3 

(chemical shifts in ppm, J in Hz, compound numbering based on that of stemocurtisine) 

ตําแหนง 13C  
(125 MHz) 

1H 
(500 MHz) 

HMBC
Correlations  
(from C to H) 

NOESY 
(significant 
correlations) 

1 74.4 (CH) 3.91 (d, J = 2) H-10 H-10a 
2 25.1 (CH2) 2.18-2.09 (m) - - 
3 20.7 (CH2) 1.42-1.39 (m) - - 
4 44.7 (CH2) 2.96 (d, J = 13, ) 

2.49 (dt, J = 2.5, 
12.5, ) 

-  
H10-a 

6 62.4 (CH2) 3.76-3.70 (m) H-7, H-8  
7 27.5 (CH2) 1.89-1.83 (p, J = 7) H-8 H-1, H-10 
8 34.9 (CH2) 2.18-2.15 (m, ) 

2.11-2.07 (m, ) 
H-6, H-7 - 

- 
9 121.5 (C) - H-7, H-8, H-10a, 

H-11 
- 

10 60.7 (CH) 2.13 (br, s) H-18 - 
10a 63.4 (CH) 3.08 (d, J = 2.5) - -  
11 40.6 (CH) 3.25-3.23 (m) H-18 H-1, H-10a 
12 147.9 (C) - H-10, H-11, H-

18 
- 

13 121.6 (C) - - - 
14 163.4 (C) - H-17, OMe - 
15 96.5 (C) - H-17 - 
16 170.1 (C) - H-17 - 
17 9.1 (CH3) 2.06 (s) - - 
18 22.4 (CH3) 1.29 (d, J = 7) - H-10 

OMe 58.9 (CH3) 4.13 (s) - H-17 
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4.3 ปริมาณของตัวทําละลายและสารเคมีที่ใชในการสกัดอัลคาลอยด 

การเปรียบเทียบปริมาณของตัวทําละลายและสารเคมีที่ใชในการสกัดอัลคาลอยด           
จาก 2 วิธี คือ สกัดดวยตัวทําละลาย และสกัดโดยใชวิธีการจับกอนดวยไฟฟา ดังแสดงในตาราง
ที่ 4.20 

ตารางที่ 4.20 ปริมาณตัวทําละลายและสารเคมีที่ใชในการสกัดอัลคาลอยด 

ตัวทําละลาย 
ปริมาณที่ใช (ml) 

วิธีสกัดดวยตัวทําละลาย วิธีสกัดโดยวธีิจับกอน
ดวยไฟฟา 

เอทานอล 60 760 
ไดคลอโรมีเทน 1,600 600 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 5% v/v 800 - 
สารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด 150 - 

 
จากตารางที่ 4.20 จะเห็นไดวาการสกัดอัลคาลอยดโดยใชวิธีจับกอนดวยไฟฟาใช

สารละลายนอยชนิดกวาการสกัดอัลคาลอยดดวยตัวทําละลาย คือ ไมตองใชกรดไฮโดรคลอริก 
และสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซดในการสกัด แมวาจะตองใชเอทานอลในปริมาณที่
มากกวา แตก็ใชไดคลอโรมีเทนในปริมาณที่นอยกวามาก ซ่ึงไดคลอโรมีเทนเปนสารที่มีความ
เปนพิษตอรางกายและสิ่งแวดลอม ดังน้ันการใชเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟาจึงมีความ
เหมาะสมที่จะนํามาประยุกตใชในการสกัดอัลคาลอยดเพ่ือชวยลดการใชตัวทําละลายและ
สารเคมีที่เปนอันตรายตอสิ่งแวดลอมลงได 
 
4.4  ผลการวิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS 
 เม่ือนําสารสกัดที่เขมขนที่สกัดไดจากรากตนหนอนตายหยากมาเจือจางดวยเมทานอล
ใหมีความเขมขนที่เหมาะสม มาทําการวิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS แบบ FIA โดยการ
เปลี่ยนแปลงคาตางๆ ดังน้ี fragmentor (90-150 V), capillary voltage (3000-4500 V), drying 
gas flow (9-11 L/min) และ nebulizer pressure (40-50 psi) โดยใช stemocurtisine เปนสาร
ทดสอบ ผลการศึกษาไดแมสสเปกตรัมของสารอัลคาลอยดชนิด stemocurtisine ดังรูป 4.6 -4.9  
จากการพิจารณารูปแบบการแตกหักของโมเลกุลของสาร stemocurtisine (M.W. = 347) และ
จํานวนนับของไอออนที่ปรากฎ พบวาสภาวะของ LC-MS ที่เหมาะสม คือ fragmentor 120 V, 
capillary voltage 4000 V, drying gas flow 10 L/min, nebulizer pressure 40 psi และ drying 
gas temperature  320 C 
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 จากการนําสารสกัดไดจากรากตนหนอนตายหยากมาเจือจางดวยเมทานอลใหมีความ
เขมขนที่เหมาะสม มาทําการวิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS โดยใชคอลัมน C-18 ยาว 15 ซม 
เสนผาศูนยกลางภายใน 4.6 มม ภายใตสภาวะของเครื่อง LC-MS ที่เหมาะสมดังแสดงขางตน 
ผลการศึกษาไดแมสสเปกตรัมของสารอัลคาลอยดทั้งสามชนิดแสดง ดังรูป 4.10  เม่ือพิจารณา
แมสสเปกตรัมแลวพบ pseudomolecular ion [M+H]+และ sodium adduct ion [M+Na]+ ของ
สารอัลคาลอยดทั้งสามชนิด คือ oxyprotostemonine (M.W. = 431) ที่ m/z เทากับ 432 และ 
454, stemocurtisine (M.W. = 347) ที่ m/z 348 และ 370 และ stemocurtisinol (M.W. = 405) 
ที่ m/z 406 และ 428 ตามลําดับ  
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รปูท่ี 4.6 แมสสปกตรัมของ stemocurtisine ที่สกัดจากรากตนหนอนตายหยาก วเิคราะหดวย
เทคนิค FIA-LC-MS ณ fragmentor 90-150 V 
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รปูท่ี 4.6 (ต่อ) แมสสปกตรมัของ stemocurtisine ที่สกัดจากรากตนหนอนตายหยาก วิเคราะห
ดวยเทคนิค FIA-LC-MS ณ fragmentor 90-150 V 
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รปูท่ี 4.7 แมสสปกตรัมของ stemocurtisine ที่สกัดจากรากตนหนอนตายหยาก วเิคราะหดวย
เทคนิค FIA-LC-MS ณ capillary voltage 3000-4500 V 
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รปูท่ี 4.8 แมสสปกตรัมของ stemocurtisine ที่สกัดจากรากตนหนอนตายหยาก วเิคราะหดวย
เทคนิค FIA-LC-MS ณ drying gas flow 9-11 L/min 
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รปูท่ี 4.9  แมสสปกตรัมของ stemocurtisine ที่สกัดจากรากตนหนอนตายหยาก วเิคราะหดวย
เทคนิค FIA-LC-MS ณ gas nebulizer pressure 40-50 psi 

 
 
 

40 psi

50 psi

45 psi



48 
 

m/50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

0

20

40

60

80

100

*MSD1 SPC, time=5.326 of NATAPORN\05110808.D    API-ES, Pos, Scan, 120

Max: 21224

 6
0.

2
 6

3.
1

 7
4.

2
 7

5.
2

 8
8.

2

 1
43

.1

 1
99

.1

 2
99

.0

 4
32

.5
 4

33
.4

 4
54

.4
 4

55
.5

 4
70

.5

 4
94

.1
 4

95
.4

m/50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

0

20

40

60

80

100

*MSD1 SPC, time=6.765 of NATAPORN\05110808.D    API-ES, Pos, Scan, 120

Max: 14416

 6
0.

2

 7
3.

3
 7

4.
2

 7
5.

2

 1
02

.2

 1
43

.1

 1
71

.1

 2
31

.9

 2
51

.1

 2
93

.2

 3
05

.0
 3

15
.1

 3
48

.4
 3

49
.1

 3
59

.0
 3

69
.1

 3
70

.4
 3

71
.5

 4
21

.6  
42

4.
5

 4
25

.2
 4

30
.5

m/50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

0

20

40

60

80

100

*MSD1 SPC, time=13.365 of NATAPORN\05110808.D    API-ES, Pos, Scan, 120

Max: 17360

 6
0.

2

 7
4.

2
 7

5.
1

 9
0.

2
 1

02
.2

 1
21

.1

 1
68

.9

 1
85

.1

 2
23

.1
 2

25
.0

 3
17

.1
 3

29
.1

 3
47

.0

 3
91

.1

 4
06

. 5
 4

07
.4

 4
28

.4
 4

29
.2

 4
50

.5
 4

61
.2  4
79

.5
 4

82
.5

 
 
รปูท่ี 4.10  แมสสปกตรัมของสารอัลคาลอยดทั้งสามชนิดที่สกัดจากรากตนหนอนตายหยาก 

วิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS ณ สภาวะทีเ่หมาะสม 
 
 

Oxyprotostemonine

stemocurtisine

stemocurtisinol
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4.5  ผลการวิเคราะหดวยเทคนิค MS/MSn 
 

การแตกตัวของน้ําหนักโมเลกุลของ oxyprotostemonine  (M.W. = 431) ที่ m/z เทากับ 
432 และ 454, stemocurtisine (M.W. = 347) ที่ m/z 348 และ 370 และ stemocurtisinol 
(M.W. = 405) ที่ m/z 406 และ 428 ตามลําดับ แสดงดังตาราง 4.21   

 
ตารางที่ 4.21 การแตกตัวของน้ําหนักโมเลกุลของสารอัลคาลอยดที่แยกได 
Stemona alkaloid ESIMS 

(m/z) 

MSn  

m/z (%base peak) 

stemocurtisine 348 MS2[348]: 330[100], 304[10] 

MS3[348            330]: 312[50], 302[100], 254[40]

stemocurtisinol 406 MS2[406]: 388[100], 304[69], 244[19] 

MS3[406            388]: 370[44], 360[47], 304[100], 
260[38] 

oxyprotostemonine  432 MS2[432]: 414[92], 404[100], 388[42], 386[75], 
250[58] 

MS3[432            414]: 396[33], 386[100], 370[33]
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บทที ่5 
สรุปและวจิารณผลการทดลอง 

 

5.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟา 
ในการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมท่ีจะทําการใหกระแสไฟฟากับสารละลายตัวอยาง  

ในสารละลายไดมีการเติมเกลือ NaCl 0.2 % ลงไป เพ่ือชวยเพิ่มคาการนําไฟฟาของสารละลาย  
และชวยใหการจับกอนดวยไฟฟามีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยการหาสภาวะที่เหมาะสมน้ีจะใช
เวลาทั้งหมด 2 ชั่วโมง (กระแสไฟฟาเริ่มตน 3 A, ศักยไฟฟา 31.6 V) จากผลการทดลองพบวา 
เม่ือใหกระแสไฟฟาแกสารละลายตัวอยางเปนเวลา 15 นาที  สารละลายเริ่มมีตะกอนเกิดขึ้น 
และมีจํานวนมากขึ้นเม่ือเวลาผานไป  โดยในปฏิกิริยาจะมีอลูมิเนียมไฮดรอกไซด [Al(OH)3] 
เกิดขึ้นซึ่งจะมีลักษณะเปนเจล  และสามารถดูดซับโมเลกุลตางๆใหแยกตัวออกมาจากสาร   
ละลายโดยการตกตะกอนออกมาพรอมกัน  และในขณะเดียวกันคากระแสไฟฟาจะคอยๆลดลง
เม่ือเวลาเพิ่มขึ้น ทั้งน้ีอาจเปนผลเนื่องมาจากจํานวนของสารละลายมีนอยลง และมีตะกอน
เกิดขึ้นจํานวนมาก ตะกอนที่เกิดขึ้นเหลาน้ีอาจจะไปบดบังการเกิดปฏิกิริยาระหวางขั้วไฟฟา  
และเมื่อนําสารละลายตัวอยางที่ไดไปทําการหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 5500 rpm 
และดูดสารละลายใสที่ไดไปวัดหาคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นเทากับ 290 nm เพ่ือสราง
กราฟความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับเวลาที่ทําการใหกระแสไฟฟา แสดงไวดังรูปที่ 
4.2 พบวา คาการดูดกลืนแสงของสารละลายลดลงเรื่อยๆ และเริ่มคงที่ตั้งแตเวลาที่ 45 นาที ซ่ึง
ผลที่ไดน้ีสอดคลองกับสีของสารละลายที่จางลงจากตอนเริ่มตน ดังแสดงในรูปที่ 4.1 จากผลการ
ทดลองน้ีสามารถสรุปไดวา เวลาที่เหมาะสมสําหรับการใหกระแสไฟฟากับสารละลายของราก
หนอนตายหยากชนิด Stemona curtisii  คือ เวลา 45 นาที  

สําหรับสวนเหนือดินของหนอนตายหยาก จากกราฟของความสัมพันธระหวางคาการ
ดูดกลืนแสงและเวลาที่ใชในการใหกระแสไฟฟาพบวาชวงเวลาที่เหมาะสมที่สุดในการให
กระแสไฟฟาคือ 15 นาที เน่ืองจากที่เวลานี้สารละลายมีคาการดูดกลืนแสงต่ําที่สุด หมายความ
วาสารละลายมีการตกตะกอนสิ่งเจือปนตางๆ ออกไปไดมากท่ีสุด โดยในปฏิกิริยาจะมี
อลูมิเนียมไฮดรอกไซด; Al(OH)3 เกิดขึ้น ซ่ึงอลูมิเนียมไฮดรอกไซดน้ีจะสามารถดูดซับโมเลกุล
ตางๆ ใหแยกตัวออกมาจากสารละลายโดยการตกตะกอนลงมาพรอมกัน[7] 

 

5.2 การสกัดและการแยกสารอัลคาลอยดดวยวิธีการจับกอนดวยไฟฟา 
เม่ือทําการใหกระแสไฟฟาผานสารละลายสารสกัดหยาบเอธานอลของรากหนอนตาย 

หยากเปนเวลา 45 นาที และในสวนเหนือดินเปนเวลา 15 นาที จากน้ันระเหยเอาตัวทําละลาย
ออก จากน้ันนําสารสกัดหยาบท่ีไดมาทําการสกัดตอดวยไดคลอโรมีเทน และทําการแยกใหได
สารบริสุทธิ์ โดยใชเทคนิคทางโครมาโทกราฟ  พบวา ในรากหนอนตายหยากสามารถแยก
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สารอัลคาลอยดบริสุทธิ์ได 3 ชนิด คือ stemocurtisine (A), oxyprotostemonine (B) และ 
stemocurtisinol (C)  สําหรับในสวนเหนือดินแยกได 1 ชนิดคือ stemocurtisine (A)  

สาร A ซ่ึงมีลักษณะเปนของแข็งสีเหลืองออน และเม่ือนําสารที่ไดไปพิสูจนเอกลักษณ
ดวยเทคนิค NMR Spectroscopy และนําคา chemical shift จาก 1H-NMR spectrum ของสารที่
แยกไดเทียบกับเอกสารอางอิง [20] ดังตารางที่ 4.6 และรูปที่ 4.3 โดยการสังเกตจากตําแหนง
หลักๆที่แสดงโครงสรางของ Stemona alkaloids จากเอกสารอางอิง คือ ตําแหนง H1, H11, 
H17, H18 และ OMe ซ่ึงมีคา chemical shift เทากับ 4.01 ppm (s), 3.07 ppm (quin, J = 6.5 
Hz), 2.08 ppm (s), 1.37 ppm (d, J = 7 Hz) และ 4.15 (s) ตามลําดับ ซ่ึงคา chemical shift 
ของสารที่ไดจากการทดลอง มีคา chemical shift ใกลเคียงกับ stemocurtisine และผลการ
ทดลองที่ไดจาก mass spectroscopy (MS)  พบวาสาร A มีมวลโมเลกุลเทากับ 347 g/mol  
เม่ือเปรียบเทียบจากโครงสรางของ stemocurtisine ซ่ึงเขียนเปนสูตรโมเลกุลได C19H25NO5 มี
มวลโมเลกุลเทากับ 347.40 g/mol ดังน้ันจึงสรุปไดวา สารที่แยกได คือ stemocurtisine   

สาร B จะมีลักษณะเปนของแข็งสีเหลืองออน และเม่ือนําสารที่ไดไปพิสูจนเอกลักษณ
ดวยเทคนิค NMR Spectroscopy และนําคา chemical shift จาก 1H-NMR spectrum ของสารที่
แยกไดเทียบกับเอกสารอางอิง [20] ]ดังตารางที่ 4.7 และรูปที่ 4.3 โดยการสังเกตจากตําแหนง
หลักๆที่แสดงโครงสรางของ Stemona alkaloids จากเอกสารอางอิง คือ ตําแหนง H1, H11, 
H17, H18 และ OMe ซ่ึงมีคา chemical shift เทากับ 4.67 ppm(s), 2.08 ppm (s), 1.38 ppm 
(d,J = 6.5 Hz), 4.23 ppm (t, J = 4.5 Hz) และ 4.15 ppm (s) ตามลําดับ ซ่ึงคา chemical shift 
ของสารที่ไดจากการทดลอง มีคา chemical shift ใกลเคียงกับ oxyprotostemonine และผลการ
ทดลองที่ไดจาก mass spectroscopy (MS) พบวาสาร B มีมวลโมเลกุลเทากับ 431 g/mol เม่ือ
เปรียบ เทียบจากโครงสราง oxyprotostemonine ซ่ึงเขียนเปนสูตรโมเลกุลได C23H29NO7 มี
มวลโมเลกุลเทากับ 431.19 g/mol ดังน้ันจึงสรุปไดวา สารที่แยกได คือ oxyprotostemonine  

 
สาร C จะมีลักษณะเปนของแข็งสีเหลืองออน และเม่ือนําสารที่ไดไปพิสูจนเอกลักษณ

ดวยเทคนิค NMR Spectroscopy และนําคา chemical shift จาก 1H-NMR spectrum ของสารที่
แยกไดเทียบกับเอกสารอางอิง [20] ดังตารางที่ 4.8 และรูปที่ 4.3 โดยการสังเกตจากตําแหนง
หลักๆที่แสดงโครงสรางของ Stemona alkaloids จากเอกสารอางอิง คือ ตําแหนง H1, H11, 
H17, H18 และ OMe ซ่ึงมีคา chemical shift เทากับ 4.05 ppm (s), 3.07 ppm (quin, J = 6.1 
Hz), 2.07 ppm (s), 1.38 ppm (d, J = 7 Hz)และ 4.15 ppm (s) ตามลําดับ ซ่ึงคา chemical 
shift ของสารที่ไดจากการทดลอง พบวามีคา chemical shift ใกลเคียงกับ  stemocurtisinol  
และจากโครงสรางของ stemocurtisinol ซ่ึงเขียนเปนสูตรโมเลกุลได C22H31NO6 มีมวลโมเลกุล
เทากับ 405.21 g/mol  ดังน้ันจึงสรุปไดวาสารที่แยกได คือ stemocurtisinol  
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5.3 การสกัดและการแยกสารอัลคาลอยดดวยตัวทําละลาย 
 การสกัดสารอัลคาลอยดดวยตัวทําละลาย ทําโดยนําสารสกัดหยาบเอธานอล มาสกัด
ดวยไดคลอโรมีเทน เพ่ือเปนการกําจัดสารอินทรียชนิดอ่ืนออกไป สารพวกอัลคาลอยดจะละลาย
ไดในไดคลอโรมีเทน  จากน้ันทําการสกัดตอดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 5% และสารละลายที่
ตองการจะอยูในชั้นกรด เพราะอัลคาลอยดสวนใหญจะมีคุณสมบัติเปนเบสจึงสามารถทํา
ปฏิกิริยากับกรดไดเปนเกลือเกิดขึ้น  หลังจากทําสารละลายกรดใหเปนเบส pH ประมาณ 10 
ดวยการเติมแอมโมเนียมไฮดรอกไซดลงไปแลวนําไปสกัดตอดวยไดคลอโรมีเทน และไดสาร
สกัดหยาบอัลคาลอยด จากนั้นนํามาทําการแยกใหไดสารที่บริสุทธิ์โดยใชเทคนิคทางโครมาโทก
ราฟ พบวาสามารถแยกสารอัลคาลอยดบริสุทธิ์รากหนอนตายหยากได 3 ชนิด คือ 
stemocurtisine (A)  oxyprotostemonine (B)  stemocurtisinol (C) และ  เชนเดียวกับวิธีการ
จับกอนดวยไฟฟา สําหรับสวนเหนือดินแยกไดสารอัลคาลอยดบริสุทธิ์ 2 ชนิดคือ สาร 
stemocurtisine (A) และ 6-Hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine (D) 

สาร D จะมีลกัษณะเปนผลกึของแข็งไมมีสี  จุดหลอมเหลวอยูในชวง 168-170 ºC  มี
มวลโมเลกุลเทากับ 366.1917 สูตรโมเลกุลทีไ่ดคือ C19H27NO6  และเม่ือนําสารที่ไดไปพิสจูน
เอกลักษณดวยเทคนิค NMR Spectroscopy  แสดงผลดังตารางที่ 4.19 และรูปที่ 5.1 พบวา
ขอมูลที่ไดของสาร D แสดงสวนโครงสราง  C- และ D- ring เหมือนกับสาร stemocurtisine (A)              
(รูปที่ 5.2)[9] เม่ือนําขอมูล 13C NMR ของสาร D และ stemocurtisine มาเปรียบเทียบกัน พบ
สวนที่แตกตางกันอยางเดนชัดคือ chemical shifts ที่ตําแหนง C-4 และ C-6. สําหรับคา 
chemical shift ที่ตําแหนง C-6 ของสาร D พบที่ตําแหนง downfield (ca -10 ppm) มีคา 
chemical shift เทากับ  62.4 ซ่ึงระบวุาที่ตําแหนง C-6 เปน primary hydroxyl group.  ขณะที่  
13C NMR chemical shift ของ C-4 ของสาร D อยูที่บริเวณ upfield (ca -10 ppm) ที่ chemical 
shift 44.7 เน่ืองจากขาดผลของ α-effect จาก N-substituent (C-6). ในการวิเคราะหโครงสราง
ของสาร D ดวยวิธ ี single crystal X-ray crystallographic analysis (รูปที่ 5.1) ชวยยืนยันวา
โครงสรางสารที่ไดคือ 6-hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine, ซ่ึงเกิดจากการแตกพันธะระหวาง 
C-6−N-5 ของ stemocurtisine ซ่ึงโครงสรางแบบ seco-pyrido[1,2-a]azepine  น้ีพบเปนครั้ง
แรกสําหรับอัลคาลอยดจากหนอนตายหยาก  
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รูปที่ 5.1 โครงสรางสาร D 
 

 
 

รูปที่ 5.2 โครงสรางสาร stemocurtisine (A) 
 

5.4 ผลการเปรียบเทียบระหวางเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟากับการสกัดดวยตัวทํา  
      ละลาย 

ผลการเปรียบเทียบ % yield ของสารจากสวนรากและสวนเหนือดิน ระหวางเทคนิค   
การจับกอนดวยไฟฟากับการสกัดดวยตัวทําละลาย แสดงดังตาราง 5.1 และ 5.2 ตามลําดับ 

ตารางที่ 5.1 ผลการเปรียบเทียบ % yield ของสารจากสวนรากที่แยกไดจาก 2 เทคนิค 

ชื่อสาร 
% yield

(การจับกอนดวยไฟฟา) 
% yield 

(การสกัดดวยตัวทําละลาย) 
 stemocurtisine (A) 0.40 0.09 
 oxyprotostemonine (B) 0.06 0.03 
 stemocurtisinol (C) 0.04 0.02 
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ตารางที่ 5.2 ผลการเปรียบเทียบ % yield ของสารจากสวนเหนือดินที่แยกไดจาก 2 เทคนิค 

ชื่อสาร 
% yield

(การจับกอนดวยไฟฟา) 
% yield 

(การสกัดดวยตัวทําละลาย)
 stemocurtisine (A) 0.13 0.05 

จากผลการทดลองพบวาเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟาสามารถใชในการสกัดสาร            
อัลคาลอยดบางชนิดจากรากและสวนเหนือดินของหนอนตายหยากชนิด Stemona curtisii ได 
และเม่ือเปรียบเทียบกันระหวาง 2 เทคนิค ปรากฏวาเทคนิคการจับกอนดวยไฟฟาสามารถสกัด
สารอัลคาลอยดได % yield เทียบกับนํ้าหนักสารสกัดหยาบเอธานอลสูงกวาการสกัดดวยตัวทํา
ละลาย ดังแสดงในตาราง 5.1 และ 5.2 

ในการวิเคราะหดวยเทคนิค LC-MS และ MS-MS พบไอออนของสารอัลคาลอยดที่
เดนชัด คือ pseudomolecular ion [M+H]+และ sodium adduct ion [M+Na]+ ของ 
oxyprotostemonine (M.W. = 431) ที่ m/z เทากับ 432 และ 454, stemocurtisine (M.W. = 
347) ที่ m/z 348 และ 370 และ stemocurtisinol (M.W. = 405) ที่ m/z 406 และ 428 
ตามลําดับ  และไดรูปแบบการแตกตัวของน้ําหนักโมเลกุลซ่ึงสามารถใชระบุตําแหนงของพีคซ่ึง
เปนเอกลักลักษณเฉพาะของสารนั้นๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.21  
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A B S T R A C T

A novel seco-stemocurtisine-type alkaloid, 6-hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine was isolated from the

aerial parts of Stemona curtisii (Stemonaceae) collected from Trang Province in Thailand. The

unprecedented 5,6-seco-pyrido[1,2-a]azepine structure was elucidated by 2D NMR analysis and a

single crystal X-ray crystallographic analysis.
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1. Introduction

The roots of the Stemona species of plants have been used as
insecticides on agricultural pests and as anthelmintic agents for
domestic animals. The root extracts have also been used in the
treatment of various respiratory diseases and have been used as
anticough agents in China and Japan (Greger, 2006; Pilli and
Oliveira, 2000; Pilli et al., 2005, 2010). To date over 130 different
Stemona alkaloids have been isolated with the majority of alkaloids
having the pyrrolo[1,2-a]azepine base structure (Pilli et al., 2010).
In 2003, we reported the first pyrido[1,2-a]azepine based Stemona

alkaloid, stemocurtisine 1 (Scheme 1), which was isolated from the
roots of Stemona curtisii found in Trang Province, Thailand
(Mungkornasawakul et al., 2003). Other Stemona alkaloids with
a pyrido[1,2-a]azepine structure were later reported by us
(Mungkornasawakul et al., 2004; Pyne et al., 2007), Greger
(Kaltenegger et al., 2003) and Ye (Wang et al., 2007). Pilli et al.
(2010) has classified these natural products as stemocurtisine-type
* Corresponding author at: Department of Chemistry and Materials Science

Research Center, Faculty of Science, Chiang Mai University, Chiang Mai 50200,

Thailand. Tel.: +66 53943336x103; fax: +66 53892277.
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alkaloids. Here we reported the isolation and structure determi-
nation of the first seco-stemocurtisine alkaloid, 6-hydroxy-5,6-
seco-stemocurtisine 2 (Fig. 1), from the aerial parts of S. curtisii

(Stemonaceae) collected from Trang Province in Thailand.

2. Results and discussion

6-Hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine 2 was obtained as colorless
plates (mp 168–170 8C) by slow evaporation of a solution of 2 in
MeOH. The HRMS (ESI +ve, m/z [M+H+], 366.1917, calcd 366.1914)
indicated that 2 has the molecular formula C19H27NO6. The 1H and
13C NMR spectra of 2 (Table 1) were similar to those of 1
(Mungkornasawakul et al., 2003) and indicated the presence of the
intact C- and D-ring systems of stemocurtisine. The 13C NMR
spectrum of 2, like that of 1, indicated six quaternary, four methine,
six methylene, and three methyl carbons. When a comparison was
made between the 13C NMR spectra of 1 and 2, significant
differences were only noted in the chemical shifts for C-4 and C-6.
The 13C NMR chemical shift of C-6 in 2 was significantly (ca

10 ppm) downfield at d 62.4 indicative of a C-6 primary hydroxyl
group. A similar downfield shift was seen for the H-6 protons in the
1H NMR spectrum of 2 when compared with that of 1. While the
13C NMR chemical shift of C-4 in 2, was significantly upfield
(ca �10 ppm) at d 44.7, due to loss of the a-effect from the
 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Scheme 1. Proposed biosynthesis of 2 by oxidative cleavage of the 5–6 bond of

stemocurtisine 1 and then reduction.

Fig. 1. The structures of stemocurtisine 1 and 6-hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine 2
(compound numbering based on that of stemocurtisine).
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N-substituent (C-6). The full 1H and 13C NMR spectral assignments
for 2 based on extensive 2D NMR experiments (HMBC and NOESY)
are provided in Table 1. These data were fully consistent with the
structure 2 shown in Fig. 1. The structure of 2 was unequivocally
confirmed by a single crystal X-ray crystallographic analysis
(Fig. 2) which established it as 6-hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine,
formed by formal cleavage of the C-6–N-5 bond of stemocurtisine
1. This is the first Stemona alkaloid with a seco-pyrido[1,2-
a]azepine structure. A relatively small number of Stemona

alkaloids with a 1,9a- or 9,9a-seco-pyrrolo[1,2-a]azepine structure
are known (Pilli et al., 2010) and only tuberocrooline has a seco-
3,4-pyrrolo[1,2-a]azepine structure (Lin et al., 2008). None of these
alkaloids however, have the equivalent seco-4,5-pyrrolo[1,2-
a]azepine structure to 2.

A proposed biosynthesis of 2 is provided in Scheme 1. Oxidation
at C-6 of 1, which would be assisted by N-5, would provide the
aminal 3, which could ring open to aldehyde 4. A related chemical
oxidation of a pyrrolo[1,2-a]azepine has been reported (Lindsay
and Pyne, 2004). Reduction of the aldehyde group would then give
6-hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine 2.

3. Experimental

3.1. General experimental procedure

The IR spectrum was recorded on a MIRacle 10 Shimadzu
Spectrometer and optical rotations on a Jasco P-2000 polarimeter.
Table 1
13C and 1H NMR data of 2 in CDCl3 (chemical shifts in ppm, J in Hz, compound numbe

Position 13C (125 MHz) 1H (500 MHz) 

1 74.4 (CH) 3.91 (d, J = 2) 

2 25.1 (CH2) 2.18–2.09 (m) 

3 20.7 (CH2) 1.42–1.39 (m) 

4 44.7 (CH2) 2.96 (d, J = 13, a) 2.49 (dt, J = 2.5, 12.5, b) 

6 62.4 (CH2) 3.76–3.70 (m) 

7 27.5 (CH2) 1.89–1.83 (p, J = 7) 

8 34.9 (CH2) 2.18–2.15 (m, a)

2.11–2.07 (m, b)

9 121.5 (C) – 

10 60.7 (CH) 2.13 (br, s) 

10a 63.4 (CH) 3.08 (d, J = 2.5) 

11 40.6 (CH) 3.25–3.23 (m) 

12 147.9 (C) – 

13 121.6 (C) – 

14 163.4 (C) – 

15 96.5 (C) – 

16 170.1 (C) – 

17 9.1 (CH3) 2.06 (s) 

18 22.4 (CH3) 1.29 (d, J = 7) 

OMe 58.9 (CH3) 4.13 (s) 
The ESIMS and HRESIMS were recorded on Micromass Platform
LCZ and factory modified Waters QToF Ultima Mass Spectrometer
(Wyntheshawe, UK). NMR spectra were recorded on Varian-
500 MHz NMR spectrometer. Silica gel was used for column
ring based on that of stemocurtisine).

HMBC Correlations (from C to H) NOESY (significant correlations)

H-10 H-10a

– –

– –

– H10-a

H-7, H-8

H-8 H-1, H-10

H-6, H-7 –

–

H-7, H-8, H-10a, H-11 –

H-18 –

– –

H-18 H-1, H-10a

H-10, H-11, H-18 –

– –

H-17, OMe –

H-17 –

H-17 –

– –

– H-10

– H-17



Fig. 2. ORTEP plot of 6-hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine 2 (compound numbering

different to that used in Fig. 1).
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chromatography and TLC was carried out on silica gel 60 GF254
plates Merck HX1 15287. The TLC spots were viewed at 254 nm
and visualized by Dragendorff’s reagent.

3.2. Plant material

The aerial parts of S. curtisii were collected at Tambol Kaunmao,
Amphor Rasda, in the North of Trang Province, Thailand, in May
2010. The plant material was identified by Mr. James Maxwell from
the herbarium of the Department of Biology, Chiang Mai
University, where a voucher specimen is deposited (number
17581).

3.3. Extraction and isolation

The dry aerial parts of S. curtisii (2 kg) were extracted with 95%
EtOH (3 � 1500 mL) over 3 days at room temperature. Evaporation
of the EtOH solution under reduced pressure gave a green viscous
oil (250 g). A portion of this oil (40 g) was partitioned between
water and CH2Cl2. The CH2Cl2 fraction was extracted with 5% HCl
solution and the aqueous solution was made basic (pH 9) with
conc. aqueous NH3 and extracted with CH2Cl2 to give 2.8 g of crude
alkaloid material. This material was chromatographed on Sepha-
dex LH20 (100 g) using isocratic elution with a mixture of MeOH
and CH2Cl2 (v/v, 1:1) as eluent. On the basis of TLC analysis, two
alkaloids fractions, fraction 1 (923.2 mg) and fraction 2 (453.0 mg),
were obtained. These fractions were further purified by column
chromatography. Fraction 1 was chromatographed on silica gel
(100 mL) using gradient elution from 100% EtOAc to MeOH/EtOAc
containing 1% conc. aqueous NH3 as eluent. On the basis of TLC
analysis, two alkaloid fractions, fraction 1-A (94.5 mg) and fraction
1-B (138 mg) were obtained. Fraction 1-A was re-chromato-
graphed on silica gel (15 mL) using gradient elution from 100%
CH2Cl2 to 1:1 MeOH/CH2Cl2 containing 1% conc. aqueous NH3 as
eluent. Three fractions were collected. Fraction 1-A2 (57.1 mg) was
re-chromatograped by preparative TLC (CH2Cl2–MeOH–aqueous
NH3, 94:5:1) to give stemocurtisine 1 (11.2 mg). Fraction 1-B was
re-chromatographed on silica gel (20 mL) using gradient elution
from 100% CH2Cl2 to 1:1 MeOH/CH2Cl2 containing 1% conc.
aqueous NH3 as eluent. Four fractions were collected. Fraction 1-B3
(138.0 mg) was re-chromatographed by preparative TLC (CH2Cl2–
MeOH–aqueous NH3, 94:5:1) to give 40.5 mg of alkaloid 2. Fraction
2 (453.0 mg) was rechromatographed on silica gel (60 mL) using
gradient elution from 100% CH2Cl2 to 1:1 MeOH/CH2Cl2 containing
1% conc. aqueous NH3 as eluent. The alkaloid fraction (54.2 mg)
was re-chromatographed by preparative TLC (CH2Cl2–MeOH–
aqueous NH3, 94:5:1) to give stemocurtisine 1 (20.0 mg) and 6-
hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine 2 (40.5 mg):

3.4. 6-Hydroxy-5,6-seco-stemocurtisine 2

Colorless plates (MeOH), mp: 168–170 8C; Rf 0.3 (CH2Cl2–
MeOH–NH4OH, 95:5:1); [a]23

D: +247.2 (c 0.84, MeOH); IR (film)
3256, 3105, 2945, 2822, 2163, 2026, 1737, 1689, 1610, 1451, 1395,
1268, 1143, 1058, 1005, 916, 797 cm�1. HRMS-ESI: m/z [M+H+]
calcd for C19H28NO6: 366.1917; found: 366.1914.

4. X-ray crystallographic study

4.1. Crystal data

Compound 2. C19H27NO6, M = 365.43, T = 200 K, trigonal, space
group P3221, Z = 6, a = 8.6115(2), c = 43.6534(12) Å,
V = 2803.54(12) Å3, Dx = 1.299 g/cm3, 30,191 reflections measured
(2u = 5–558) merged to 2551 unique data, R = 0.031 [for 2285 data
with I > 2s(I)], Rw = 0.080 [all data], S = 0.99.

4.2. Structure determination

Images were measured on a Nonius Kappa CCD diffractometer
(Mo Ka radiation, graphite monochromator, l = 0.71073 Å) and
data extracted using the DENZO package (Otwinowski and Minor,
1997). Structure solution was by direct methods (SUPERFLIP)
(Palatinus and Chapuis, 2007). The structure was refined using the
CRYSTALS program package (Betteridge et al., 2003). Atomic
coordinates, bond lengths and angles and displacement param-
eters have been deposited at the Cambridge Crystallographic Data
Centre (CCDC no. CCDC 924878). These data can be obtained free-
of-charge via www.ccdc.cam.ac.uk/data_requerst/cif, by emailing
data_request@ccdc.cam.ac.uk, or by contacting The Cambridge
Crystallographic Data Centre, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ,
UK; fax: +44 1223 336033.
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